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RESUMO

Apesar dos investimentos na busca de terapias mais eficazes contra o cancer, as
elevadas taxas de incidéncia e mortalidade provocadas por esta doenga, continuam a
crescer, consistindo assim, um dos principais problemas de satde publica. Em paralelo
ao avanco dessa patologia, houve um avango na quimica medicinal que permite a
sintese de uma variedade de compostos, favorecendo a investigacdo de novas estruturas
com excelentes perspectivas terapéuticas. A sintese de compostos derivados do nucleo
tetraidropiranos (DNT) vem recebendo atencdo, considerando a ampla atividade
biologica dessas estruturas. Sendo assim, o objetivo desse estudo foi analisar a atividade
citotoxica de compostos DNT. A viabilidade celular foi determinada pelos ensaios de
reducdo do sal de MTT e CVN. Dos 31 compostos DNT estudados, 42a-c ¢ 43a-c
demonstraram potente efeito citotoxico em linhagens cancerigenas (K562, HL-60, HT-
29, MCF-7), e um efeito citotoxico menos expressivo em células ndo cancerigenas
(L929, PBMC), as linhagens leucémicas humanas K562 e HL-60 foram as mais
sensiveis. Os compostos 42b e 43¢, com valores de Clsy que variam de 8,97 + 4,1 a 35,35
+ 5,2 para as linhagens HL-60 e K562, foram considerados os mais promissores,
demonstrando também um efeito citotoxico similar em cultura primaria de sangue
periférico e de medula dssea de pacientes com leucemia mieloide cronica. A capacidade
destes compostos provocarem alteragdes moleculares associadas ao tipo de morte
celular foi avaliada por citometria de fluxo. Na linhagem K562, os compostos 42b ¢ 43¢
tiveram efeito semelhante, provocando um aumento na concentracdio do DNA
hipodiploide e parada na fase G1 do ciclo celular. No ensaio com dupla marcagdo
anexina/iodeto de propideo (IP) o composto 43¢ aumentou 20% de fluorescéncia para o
IP. Para a linhagem HL-60, os compostos 42b e 43¢ induziram aumento da
concentragdo de DNA hipodiploide, nas maiores concentracdes, além de induzir
despolarizagao na membrana mitocondrial. Apenas o composto 43¢ estimulou produgao
de EROs, ¢ 42b e 43¢ aumentaram a dupla marcacdo para anexina/IP. Desta forma,
observa-se que os compostos 42b e 43¢ apresentaram um potente efeito citotoéxico e
atividade antileucémica, sendo capazes de induz apoptose e parada no ciclo celular,
porém hé ainda necessidade de modificacdes estruturais que aumentem a seletividade
destes compostos para células cancerigenas.

Palavras-chave: cancer, citotoxicidade, morte celular, tetraidropirano.



ABSTRACT

Despite the investments in the search for more effective cancer therapies, the high
incidence and mortality produced by this disease continue to increase, which has
provoked public health problems to the population. In parallel to the progress of this
situation, it has been found a breakthrough in the medicinal chemistry allowing
synthesis of a variety of compounds, encouraging researchers into new structures with
rich therapeutic potential. The synthesis of compounds derived from tetrahydropyran
nucleus (DNT) has been receiving attention, considering the broad of biological activity
from these structures. Therefore, the aim of this study was to analyze the cytotoxic
activity of 31 DNT compounds. Cell viability was determined by MTT reduction and
neutral red stain (CVN) assays. From such 31 compounds studied, only 42a-c and 43a -
¢ showed potent cytotoxic effect on human cancer lines (K562, HL-60, HT-29 and
MCF- 7) and a less significant cytotoxic effect on non-cancerous cells (L929 and
PBMC cells) were shown. The leukemic cell lines K562 and HL-60 were the most
sensitive ones. Compounds 42b and 43¢, with ICs, values which range from 8.97 + 4.1
to 35.35 £ 5.2 for the lines HL-60 and K562, were considered the most promising
molecules in terms of their cytotoxic effect and they also demonstrated in primary
cultures of peripheral blood and bone marrow from patients with chronic myeloid
leukemia. The ability of 42b and 43¢ compounds to induce molecular changes related to
the type of cell death was assessed by flow cytometry. In K562 cells, the compounds
42b and 43¢ showed similar effect causing an increase in the concentration of
hipodiploide DNA and they arrested in the G1 phase of the cell cycle. From double
labeling annexin/IP assay, the compound 43¢ increased about 20% of PI fluorescence.
For HL-60 cell line, the compounds 42b and 43¢ augmented the concentration of
hipodiploide DNA and and depolarization of mitochondrial membrane. The compound
43¢ stimulated ROS production and double staining to annexina/IP. Compounds 42b
and 43¢ showed a potent cytotoxic effect and antileukemic activity, inducing apoptosis
and cell cycle. However, there is a need for structural modifications that increase the
selectivity of these compounds for cancer cells.

Keywords : cancer , cytotoxicity , cell death , tetrahydropyran .
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1. Introducao

1.1. Cancer

O processo de carcinogénese comumente ocorre de forma lenta, podendo levar
varios anos para que uma célula cancerosa se prolifere e dé origem a um tumor visivel.
Esse processo ¢ composto por varios estdgios antes de gerar um tumor visivel
(JAFARNEJAD e LI, 2012; LEE; MULLER, 2010; SANTARIUS et al., 2010).

O cancer ¢ uma doenga genética complexa, causada principalmente por fatores
ambientais que alteram a expressao de genes responsaveis pela codificacdo de proteinas
com papel critico na regulacdo da homeostasia celular. Assim, esta doenga surge como
consequéncia do acumulo de alteragdes na expressdo de proto-oncogene ou de gene
supressor de tumor e este fendmeno pode acontecer devido a eventos genotdxicos que
causam mutagdes ou anormalidades cromossdmicas, ¢ também podem acontecer devido
a modificagdes epigenéticas, tais como a metilacio do DNA e a remodelacao da
cromatina por proteinas histonas (SHEN e LAIRD, 2013; HANAHAN e WEIMBERG,
2011; ALISSON, 2001).

Estas alteragdes, eventualmente, levam a malignizagdo das células, que
continuam a crescer de forma independentemente dos sinais de regulagdo intrinsecos ou
extrinsecos. Para isso, as células cancerigenas adquirirem varias caracteristicas (figura
1), incluindo potencial replicativo ilimitado, a auto-suficiéncia a sinais de crescimento,
insensibilidade a sinais anticrescimento, instabilidade genomica, evasdo a apoptose,
reprogramag¢ao do metabolismo energético, evasdo da resposta imune, angiogénese
sustentada, a capacidade de invadir locais secunddrios e causar metastase
(TALMADGE e FIDLER, 2010; CHENG et al, 2008, BURKHART e SAGE, 2008;
CURTO et al, 2007, ADAMS e CORY, 2007; BLASCO, 2005; HANAHAN ¢
FOLKMAM, 1996).

Apesar das alteracdes genéticas determinarem a célula de origem do cancer, os
fatores do microambiente sdo agora conhecidos por regular a progressao do processo
maligno, portanto, esses fatores sdo incluidos como um novo paradigma em indicagdes
do cancer (SHEN e LAIRD, 2013; HANAHAN e WEIMBERG, 2011). Além de células
cancerigenas em distintos estagios de diferenciacdo, o microambiente tumoral inclui

fibroblastos, células endoteliais, macréfagos, linfocitos, neutréfilos e mastocitos, os
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quais respondem a varios estimulos e comunicam-se por meio do contato fisico ou por
mediadores inflamatorios (GALES et al, 2013).

A fim de controlar o processo de carcinogénese, os atuais métodos terapéuticos para
o tratamento incluem ressec¢des cirurgicas, radioterapia, quimioterapia e a
hormonoterapia. Embora muito desses tratamentos sejam efetivos na remog¢ao e ataque
das células malignas, sabe-se que algumas dessas intervencdes também afetam células
sauddveis, desencadeando uma série de efeitos deletérios que podem levar a debilitacdes
agudas e cronicas em fun¢do da citotoxicidade (LYNCH et al, 2008; DE BACKER et
al, 2008; SCHNEIDER et al, 2007).

INSENSIEILIDADE A
SINAIS DE
ANTICRESCIMENTO

AUTO-SU FICIENCIA
A SINAIS DE
CRESCIMETO

- EVASAO A
REPROGRAMAGAQ RESPOSTA
DO METABOLIMSO IMUNOLOGICA
ENERGETICO @
o
A / POTENCIAL
RESISTENCIA A | REPLICATIVO
MORTE CELULAR ILIMITADO
INSTABILIDADE MEDIADORES
GENOMICA INFLAMATORIOS

INDUCAO DE INVASAODE LOCAIS
ANGIOGENESE SECUNDARIOS E
METASTASE

Figura 1: Caracteristicas essenciais (marcadores ou hallmarks do cancer) para o
crescimento e progressao do cancer. Fonte: Modificado de HANAHAN 2011.

Percebe-se que ao longo dos anos, diversas mudancas ocorreram em relagdo ao
perfil epidemioldgico de mortalidade mundial, houve redugdo e maior controle das
doencgas infecciosas, as quais foram uma das principais causas de morte nos séculos
passados. Atualmente se verifica que doengas ndo transmissiveis, tais como, doengas

cardiovasculares e cancer estdo ganhando espago (WHO,2008). O cancer ¢ a segunda
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causa de morte no mundo, estando atrds apenas das doengas cardiovasculares. As
elevadas taxas de incidéncia e mortalidade por cancer estio em constante aumento,
possivelmente devido ao aumento das expectativas de vida, o crescimento populacional
e a globalizagdo associada a estilos de vida pouco saudaveis (MURTHY et al, 2012;
MISHRA et al, 2010).

As causas de cancer sdao variadas, podendo ser externas ou internas ao
organismo, estando ambas inter-relacionadas. As causas externas relacionam-se a
fatores ambientais; como exemplo, o meio ambiente (4dgua, ar, luz solar), o meio
ocupacional (produtos quimicos e radioativos) e os habitos alimentares (DE ALMEIDA
et al, 2005; REDDY, ODHAV e BHOOLA, 2003). As causas internas sao na maioria
das vezes geneticamente pré-determinadas, e podem estar associadas a capacidade do
organismo de se defender das agressdes externas. Esses fatores causais podem interagir
de varias formas (WEINBERG, 2008). De todos os casos, 80% a 90% dos canceres
estdo associados a fatores ambientais. A interagdo de carcinégenos com cada individuo
determina a vulnerabilidade a inducdo do cancer. Esta vulnerabilidade ¢ baseada em
como o individuo lida com as substincias cancerigenas, idealmente, eliminando-os em
uma forma inofensiva antes de fazer qualquer dano genético ou sendo capaz de reparar
os danos causados (WHO, 2008, ALISON, 2000).

A correlacdo de muitos fatores ambientais com determinados tipos de cancer €
bastante descrita na literatura, como o cigarro que pode causar cancer de pulmao, a
exposicdo excessiva ao sol que pode causar cancer de pele, e alguns virus favorecem o
desenvolvimento da leucemia e do cancer uterino e alguns componentes dos alimentos
que ingerimos promovem cancer de colon (MA, et al 2013; MARSHALL e
CHRISTIANI, 2013; LOPEZ, 2012; ROBINSON, et al, 2013 ).

Sabe-se ainda que a faixa etdria da popula¢do também tem contribuido para o
aumento da incidéncia do cancer, visto que o envelhecimento traz mudangas nas células
que aumentam a sua suscetibilidade a transformac¢ao maligna. Isso, somado ao fato de
as células das pessoas idosas terem sido expostas por mais tempo aos diferentes fatores
de risco para cancer, explica em parte o porqué de o cancer ser mais frequente nesses
individuos (CAMPSI, 2013).

Outra faixa etaria que se destaca devido a alta taxa de mortalidade provocada
pelo cancer sdo as criangas e adolescentes. Diferentemente do cancer de adulto, o cancer
da crianca geralmente afeta as células do sistema sanguineo e os tecidos de sustentagao,

enquanto que no do adulto as células afetadas sdo do epitélio, que recobre os diferentes
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orgaos (cancer de mama e cancer de pulmao). Doengas malignas da infancia, por serem
predominantemente de natureza embriondria, sdo constituidas de células
indiferenciadas, o que determina, em geral, uma melhor resposta aos métodos
terapéuticos atuais (INCA, 2009).

Neste contexto, o cancer configura-se um dos principais problemas de saude
publica mundial. Pois ¢ uma doenca cronico-degenerativa que apresenta um
desenvolvimento prolongado e progressivo, afetando vérias dimensdes da vida humana
e causando importante impacto econdmico na sociedade (TONON, SECOLI e
CAPONERO, 2007).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimou que, no ano 2030, havera 75
milhdes de pessoas com cancer, esperando-se 27 milhdes de casos incidentes e 17
milhdes de mortes (WHO, 2009; SRIVASTAVA et al, 2005). No Brasil, as estimativas
para o ano de 2014 apontam para a ocorréncia de aproximadamente 576 mil casos novos
de cancer, incluindo os casos de pele ndo melanoma, reforcando a magnitude do
problema do cancer no pais. De fato, os tipos mais incidentes serdo os canceres de pele
ndo melanoma, préstata, pulmao, colon e reto, e estbmago para o sexo masculino; e os
canceres de pele ndo melanoma, mama, cdlon e reto, colo do utero e pulmao, para o

sexo feminino (Figura 2) (INCA 2013).
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Figura 2: Taxas brutas de incidéncia das localiza¢des primarias do cancer estimadas
para 2014, em homens (a direita) e em mulheres (a esquerda), Brasil. Fonte: MS/INCA/
Estimativa de Cancer no Brasil, 2013. Os valores por 100 mil pessoas.

Compreender e controlar as doengas malignas requer conhecimentos cientificos e
experiéncias que vao desde escolhas individuais do estilo de vida do paciente até o

conhecimento dos complexos mecanismos de regulacao molecular intracelular. Assim, a
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busca de novos alvos terapéuticos e de estratégias contra o cancer, podem ser realizados

por meio do estudo de novos compostos na regulacdo da progressao tumoral.

1.2. Quimica medicinal

Vérias sdo as etapas que levam ao descobrimento, planejamento e
desenvolvimento de uma droga. A evolugdo medicamentosa vem ocorrendo desde o
século XIX por meio de sistematicos avangos. A principio, usavam-se os medicamentos
tradicionais, muitos dos quais derivados de plantas. Posteriormente, os produtos naturais
comegam a ser isolados de plantas e animais favorecendo a busca de novos
medicamentos que atendam melhor as necessidades da populacdo. No final do século
XIX e mais destacadamente durante todo o século XX, houve um répido crescimento na
busca de produtos sintéticos resultantes de alteragdes na estrutura molecular de produtos
naturais. Atualmente, os medicamentos ja estdo sendo preparados com base em um
planejamento racional (GARETH e THOMAS, 2003; MONTANARI, 1995).

A quimica medicinal ¢ baseada no desenvolvimento racional de medicagdes,
sendo definida como uma ciéncia interdisciplinar responsavel pela invengdo,
descoberta, identificagdo, preparacdo de compostos biologicamente ativos, interpretagao
de sua interacdo molecular, constru¢do de sua relagdo estrutura atividade, além de
estudar o metabolismo (BARREIRO, 2009).

A atividade biologica apresentada pelos farmacos esta diretamente relacionada
com a sua estrutura quimica. Por isso, uma das mais importantes contribui¢cdes na area
da Quimica Farmacéutica ¢ a relacdo entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica
(SAR) apresentada pela substancia (WERMUTH el al, 1998).

O estudo de uma classe de compostos previamente sintetizados e avaliados
biologicamente podem trazer informagdes acerca de grupos ou partes das moléculas que
sdo responsaveis pela atividade biologica (farmacoforico). Estas informagdes podem ser
utilizadas pra desenvolver uma nova droga que possua maior atividade, sendo esta
selecionada a partir de uma substdncia cuja estrutura possua melhor atividade
farmacoldgica e com menores efeitos colaterais (THOMAS, 2007).

A escolha da estratégia de planejamento estrutural a ser adotada para o desenho
molecular do ligante, a partir de uma abordagem fisiologica, dependera do nivel de
conhecimento estrutural do alvo terapéutico eleito. Quando a estrutura do alvo

J4

terapéutico eleito ndo ¢ conhecida, o planejamento molecular do protdtipo pode ser
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conduzido a partir da estrutura quimica de seu substrato natural, inspirando novos
analogos ativos, empregando-se estratégias de planejamento estrutural (BARREIRO,
2009).

Estes protdtipos serdo avaliados por meio de bioensaios in vitro que, se obtido
sucesso, fornecera um ligante do biorreceptor, eleito como alvo terapéutico

(BARREIRO e FRAGA, 2005).

1.2.1. Derivados do nicleo tetraidropirano

As drogas sdo concebidas para interferir em processos patoldgicos. Na ultima
década, avangos na pesquisa tém intensificado nosso conhecimento de agentes
moleculares no cancer, o que tém sido 1til para concep¢do de novos farmacos que
tenham potencial anticancer (FREDERIC et al, 2013; REDDY et al., 2003).

Em paralelo ao avango dessa patologia e a necessidade de quimioterdpicos mais
eficazes, houve um avanco na quimica medicinal que permite a sintese de uma
variedade de compostos, favorecendo a busca por novas estruturas com importante valor
terapéutico. A sintese de novos derivados do nucleo tetraidropiranos (DNT) vem
recebendo aten¢do (EL-ALZAB et al, 2010; AL-TEL, 2010) . Anéis tetraidropiranicos
substituidos sdo amplamente distribuidos nas estruturas de produtos naturais que
apresentam um grande potencial farmacologico (OLIER et al, 2010). Estes compostos
sdo alvos atraentes de sintese organica, devido a sua enorme diversidade estrutural e
ampla atividade bioldgica, sendo uma fonte para desenvolvimento de novos farmacos
(ERIC et al, 2012; ZHAO et al, 2006; YADAV et al, 2004).

Muitas estratégias seletivas estdo sendo desenvolvidas buscando a preparagdo de
DNT, como a reacdo de ciclizagdo de Prins, que demonstra ser uma reagdo com
excelentes rendimentos e de custo relativamente baixos (VASCONCELLOS e
MIRANDA, 2006). A reagao de Prins (1919) ¢ a precursora da moderna reacdo de
ciclizacdo de Prins, ela foi realizada inicialmente pela condensacdo de olefinas com
formaldeido, feita em meio aquoso e catalisada por adcidos minerais. Devido a formagao
de uma mistura complexa de produtos, a reacdo de Prins permaneceu varias décadas
sem aplicacdes sintéticas muito relevantes (VASCONCELLOS e MIRANDA, 2006).
Em 1955, Hanschke e Gendorf publicaram o primeiro relato da reacdo direta entre

alcool homoalilico puro e formaldeido, utilizando acido sulfurico como catalisador em
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aquecimento, levando ao tetraidropirano como produto principal em bom rendimento

(Figura 3)
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Figura 3: Primeiro exemplo da reagdo, que seria futuramente denominada de reacdo de
ciclizagdo de Prins. Fonte: HANSCHKE et al., 1955.
Desta forma, podemos definir a reagdo de ciclizagdo de Prins como o

acoplamento entre alcoois homoalilicos (ou éteres) e aldeidos (ou acetais), mediada
principalmente por um acido de Lewis ou de Bronsted (AICl;, AlBry, SnCly, SnBry,
BF;.Et,0, InCl;, H,SOy4, entre outros), conduzindo exclusivamente a tetraidropiranos.
Geralmente sdo utilizados como substratos alcoois homoalilicos terminais (R, R1=H),
ou alcoois homoalilicos de geometria E (VASCONCELLOS e MIRANDA, 2006).
Dessa forma, a sintese e o estudo bioldgico de novos compostos DNT torna-se

bastante promissor na busca de novas moléculas com potente atividade anticancer.

1.3. Citotoxicidade

Antes da aprovagdo de qualquer novo composto para testes em seres humanos,
sdo efetuados ensaios de toxicidade extensos em sistemas in vitro e in vivo utilizando
diversas espécies animais (RANG et al, 2004). A toxicidade consiste em uma ciéncia
que estuda os efeitos nocivos decorrentes das interagdes de substancias quimicas com o
organismo (MINE, 2003). Sendo assim um fator limitante na liberacdo e consumo de
farmacos.

Com o controle cada vez mais rigoroso em relacdo ao uso de animais em ensaios
toxicologicos, tem-se a necessidade de desenvolver e padronizar testes in vitro que
detectem a toxicidade de substincias para uso em seres humanos, evitando a liberagdo
de substancias que possam causar reagdes adversas e lesionar o organismo do paciente
(ROGERO et al, 2003). Assim, de acordo com o Orgio Internacional de Padronizagio
(International Standard Organization), ISO 10993, o ensaio de citotoxicidade in vitro é

0 primeiro teste para avaliar a biocompatibilidade de qualquer produto para uso em
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dispositivos biomédicos e depois de comprovada a sua ndo toxicidade, os estudos da
biocompatibilidade do produto pode ter continuidade, realizando-se os ensaios
necessarios em animais de laboratdrio.

Diversos métodos in vitro, para avaliar a toxicidade de biomoléculas, foram
padronizados utilizando-se culturas celulares. Estes sdo denominados testes de
citotoxicidade, que consistem em colocar um composto direta ou indiretamente em
contato com uma cultura de células, verificando se ha alteragdes celulares por diferentes
mecanismos (ROGERO et al, 2000).

Vérios parametros que avaliam diferentes alvos devem estdo envolvidos nos
ensaios de citotoxicidade. Os mais frequentemente utilizados sdo: inibigdo da
proliferac¢do celular, reducdo da fungdo metabolica, danos & membrana celular, danos a
organelas e alteragdes morfologicas. Esses pardmetros foram estabelecidos ao longo de
varios anos de pesquisa, a partir de ensaios com muitos tipos celulares (KIM et al, 2009;
MELO et al., 2003; EISENBRAND et al., 2002; BORENFREUND et al., 1988).

Estudos com estes métodos demonstraram que os testes com culturas celulares
podem ser utilizados com sucesso, pois sdo reprodutiveis, relativamente rapidos,
sensiveis e financeiramente acessiveis para a execugdo do estudo de biocompatibilidade
in vitro, e resultam na reducdo do nimero de animais utilizados (ROGERO et al, 2003;
MELO et al., 2000; CHU, 1995).

Os efeitos toxicos nem sempre causam morte celular, ao menos ndo
imediatamente, pois as células podem ter alteragdes metabdlicas, ou alteragdes no ciclo
celular sem nenhuma diminuicdo da viabilidade. Este tipo de resposta ¢ denominada
citostatica e usualmente reversivel, resultando da privagao de nutrientes ou fator de
crescimento, ou presenca de um regulador negativo de crescimento. Mas pode ser
também irreversivel, por exemplo, quando as células entram em um processo

irreversivel de morte celular (FRESHNEY, 2001).

1.4. Morte celular

O processo de morte celular ocorre em todos os eucariotos multicelulares, sendo
necessario para manuten¢ao da homeostase em tecidos saudaveis. A evasdo da morte
celular ¢ uma das principais caracteristicas do cancer, portanto a inducdo da morte
celular por meios farmacoldgicos ¢ o principal fundamento de quase todas as terapias

ndo invasivas contra o cancer. Na ultima década, muitas pesquisas t€ém contribuido com
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o conhecimento em diversos mecanismos de morte celular, destacando a apoptose,
necrose ¢ autofagia (KROEMER et al, 2009).

A morte celular pode ser classificada de acordo com suas caracteristicas
morfoldgicas, critérios enzimaticos, aspectos funcionais e/ou imunoldgicos (MELINO,
2001). A Nomenclature Committee on Cell Death (NCCD) frequentemente define
diferentes tipos de morte celular por critérios morfologicos, sem definicao precisa dos
mecanismos bioquimicos (KROEMER et al, 2005).

A aquisicdo de caracteristicas de morte celular, nem sempre determinam a morte
da célula. Para que as células morram € necessario transgredir um “ponto de restri¢ao”,
tornando o processo de morte irreversivel. Na auséncia de eventos bioquimicos
claramente definidos para definir o “ponto de restricdo”, o NCCD propde que uma
célula deve ser considerada morta na presenga de qualquer um dos seguintes critérios
moleculares ou morfoldgicos: a perda da integridade da membrana plasmatica, tal como
definido pela incorporacdo de corantes vitais in vitro; a fragmentacdo da célula,
incluindo o seu nucleo, em corpos discretos (que sdo frequentemente definidos como
"corpos apoptoticos"), e/ou quando os fragmentos celulares ou corpos apoptoticos sao
englobados por células adjacentes in vivo (KROEMER et al, 2009).

Os processos de morte celular descritos comumente associados ao cancer sdo a
apoptose, autofagia, necrose e necroptose (OKADA, 2004; CASTEDO et al, 2004).

A apoptose ¢ um tipo de morte celular programada caracterizada por células
arredondadas, a reducdo do volume celular (picnose), condensacdo da cromatina,
fragmentacdo nuclear, classicamente pouca ou nenhuma modificag¢ao ultraestrutural em
organelas citoplasmaticas, enrugamento (“blebbing”) de membrana plasmatica (mas
manuten¢do de sua integridade até o estagios finais do processo) e englobamento por
fagocitos residentes (in vivo). A avaliagdo da fragmentagdo do DNA e/ou da ativagdo
das caspases também pode ser util na identificacdo da apoptose (DRULLION et
al,2012; OBEID et al, 2007, BAEHRECKE, 2002). As caspases sao sintetizadas como
zimogénios, ou pro-enzimas inativas, e sdo ativadas por outras pro-caspases:
encontradas soluveis no citoplasma, no espaco intermembrana mitocondrial e na matriz
nuclear de todas as células. Esta cascata proteolitica na qual uma caspase pode ativar
outra caspase amplifica a via de sinalizagdo e isto leva a rapida morte celular
(ELMORE, 2007). Dez principais caspases tém sido identificadas e amplamente
categorizadas em iniciadoras (caspase-2,-8,-9,-10), efetoras ou executoras (caspase-3,-

6,-7) e caspases inflamatdrias (caspase-1,-4,-5) (COHEN, 1997; RAI et al, 2005).
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Existem duas grandes vias de sinalizacdo de apoptose que, embora
morfologicamente semelhantes, podem ser desencadeadas por diferentes vias
bioquimicas. A via extrinseca (receptor de morte celular) e a via intrinseca
(mitocondrial) (Figura 4).

A via extrinseca ¢ desencadeada pela ativacdo de receptores de morte da
superfamilia do fator de necrose tumoral, expressos na superficie celular. Essa via de
morte pode ser ativada por citocinas, como fator de necrose tumoral-a (TNF- o), Fas
ligante (FasL) e ligante indutor de apoptose relacionado ao fator de necrose tumoral- o
(TRAIL) (ASHKENAZI E HERBST, 2008). Uma vez que o receptor ¢ ativado, por
exemplo, ligando Fas, o receptor oligomeriza e recruta proteinas adaptadoras, formando
um complexo proteico responsavel por desencadear a sinaliza¢do intracelular,
recrutando o FADD (Proteina Fas associada ao dominio de morte) (YOULE E
STRASSER, 2008). O complexo proteico recruta um ou mais membros da familia das
caspases, classicamente, caspase-8. A clivagem da caspase-8 leva a formagao de uma
enzima ativa que cliva uma cascata de caspases efetoras, em particular caspase-3. A
Caspase-3, em seguida, cliva um grande numero de substratos intracelulares, que
resultam nas alteragdes morfoldgicas caracteristicas da apoptose (TAYLOR E NICOT,
2008). A caspase-8 ativada também pode ativar diretamente a proteina pro-apoptotica
Bid, um membro da familia Bcl-2, para formar Bid truncado ou tBid, a qual,
subsequentemente, se localiza na mitocondria promovendo oligomeriza¢do de outros
membros da familia Bcl-2, que sdo proteinas que regulam a permeabilidade da
membrana mitocondrial, como Bax, o qual resulta na liberagdo de citocromo-c ¢ da
proteina  Smac/DIABLO, da mitocondria (BRECKENRIDGE e XUE 2004;
ZIMMERNANN et al., 2001; VERHAGEN et al., 2000).

A via intrinseca ¢ ativada principalmente por drogas anticincer, auséncia de
fator de crescimento, hipoxia, entre outros fatores. Estes estimulos induzem a
permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa, ativando assim a via mitocondrial.
A via mitocondrial ¢ caracterizada por liberar para o citosol, a partir do espago
intermembranar mitocondrial, fatores apoptogénicos, como o citocromo-c € o
Smac/DIABLO. Esta liberagdo do citocromo-c no citosol desencadeia a ativag¢do de
caspase-3 por meio da formacao do complexo apoptossomo, constituido do citocromo-
c/Apaf-1/caspase-9- (RIEDL E SALVESEN, 2007). O apoptossomo vai entdo clivar a
pro-caspase 3, ativando-a. A Smac/DIABLO promove a apoptose por inibi¢ao das IAPs

(proteinas inibidoras de apoptose).
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Um segundo grupo de proteinas pro-apoptoticas, AIF (fator indutor de
apoptose), endonuclease G ¢ CAD (DNase ativada por caspase) sdo liberadas da
mitocondria durante a apoptose, mas este evento ¢ tardio e ocorre quando a célula ja
estd condicionada a morrer. AIF ¢ translocada para o nucleo e causa fragmentagdo do
DNA em 50-300 kb e condensagdo da cromatina nuclear periférica (JOZA et al., 2001).
A endonuclease G também ¢ translocada para o nucleo e vai clivar a cromatina para
produzir fragmentos do DNA oligonucleossomal (LI et al, 2001). CAD ¢
subsequentemente liberada da mitocondria e translocada para o nticleo apds clivagem de
ICAD (inibidor de CAD) pela caspase-3 ativa, o que leva a fragmentagdo do DNA
oligonucleossomal, sendo um processo mais avangado que aumenta a condensacao da
cromatina (ENARI et al., 1998; NAGATA, 2000).

O controle e regulagdo destes eventos apoptoticos mitocondriais ocorrem por
membros da familia de proteinas Bcl-2. A familia Bcl-2 de proteinas consiste em
proteinas anti-apoptoticas (Bcl-2, Bel-XL e Mcl-1), assim como um grande numero de
moléculas pré-apoptoticas (Bax, Bad e Bim) (GILLINGS et al, 2009;. TAIT E GREEN,
2010). A proteina suspressora tumoral p53 tem uma fun¢do critica na regulacdo das

proteinas da familia Bcl-2, embora o exato mecanismo ainda nao tenha sido elucidado.
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Figura 4: As duas principais vias apoptoticas. Na via mitocondrial o estresse celular
induz a translocacdo de membros da familia Bcl-2 pro-apoptéticos do citosol para a
mitocondria, onde induzem a saida do citocromo c. O citocromo ¢ no citosol promove a
ativacdo do Apaf-1 e da procaspase 9, formando o apoptossoma, o qual ativa a pro-
caspase 3, induzindo a apoptose. O citocromo ¢ ¢ o Smac/DIABLO sao liberados da
mitocondria apds estimulos apoptdticos. Enquanto o citocromo c ativa o Apaf-1, o
Smac/DIABLO inibe a ligagdo das caspases as IAPs (Proteinas Inibidoras da
Apoptose). A segunda via ¢ dependente do receptor. A ativagdo da pro-caspase 8 pela
ligacdo ao receptor de morte esta ilustrada. O Fas-ligante (FasL) asocia-se a FAAD na
regido intracelular. Este complexo ativa a prd caspase 8. A caspase-8 ativada pode
ativar diretamente a procaspase-3 ou clivar a proteina pro-apoptotica Bid, a qual
subseqiientemente induz a saida do citocromo c. Granzima B pode unir diretamente e
ativar pro- caspase 3 . Granzima B também pode unir BID , resultando em granzima
tBID , que pode ativar a via apoptotica intrinseca. cFLIP (FLIP celular / caspase 8
proteina inibidora ) pode bloquear a ativagdo de caspase 8. Bel -xL , BCL- extra grande.
Fonte: Adaptado de Clarke e Tyller, 2009.

A autofagia ¢ outro tipo de morte celular morfologicamente definida como morte
celular que ocorre na auséncia de condensacdo da cromatina, mas acompanhada por

vacuolizacdo massiva do citoplasma, ou seja, sequestro de material dentro do

citoplasma por autofagossomos (KROEMER et al, 2009). Nao ha relatos de células que
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morrem por autofagia com células fagocitaria in vivo (BAEHRECKE, 2005; BOYA e
GONZALES, 2005).

Autofagia ¢ geralmente associada com resposta ao estresse celular, tais como, a
auséncia de nutrientes, a hipdxia, danos ao DNA ou estresse do reticulo endoplasmatico,
sendo assim considerado um processo catabolico que na maioria das células pode ser
usado para descartar componentes celulares supérfluos ou danificados. A via mais
descrita como reguladora de autofagia ¢ a via mTOR , que age associada a ativacdo da
via AKT, a via de proteinas homdlogas a Ras ou pela via AMPK (proteina cinase
ativada por monofosfato de adenina). De um modo geral, altos niveis de nutrientes e
fatores de crescimento estimulam a via mTOR , que por sua vez inibe autofagia
(TRISTAO et al, 2012; LEE et al, 2010). A inibi¢do da via mTOR por estimulos
fisioldgicos ou farmacoldgicos ativa a autofagia por reprimir a interagdo entre ULKI,
ULK2 e proteinas da famila ATG e seus alvos (complexo beclin 1) (KIM, VIOLLET e
GUAN, 2012).

A “morte celular por necrose" ou "necrose" ¢ morfologicamente caracterizada
por um ganho no volume celular (oncose), inchago das organelas, ruptura da membrana
plasmatica e consequente perda de contetido intracelular. Durante muito tempo, necrose
foi considerada uma forma de morte celular acidental, porém recentemente, muitos
estudos demonstram evidéncias de que a morte celular por necrose pode ser associada a
um processo de morte celular programada (GOELSTEIN e KROEMER, 2007). Esse
processo de morte celular programado, mas com caracteristicas de necrose, foi
denominado necroptose (KREUZALER e WATSON, 2012).

Embora a indugdo de necroptose ¢ cada vez mais estudada, o seu mecanismo
ainda ndo estd totalmente esclarecido. Estudos moleculares demonstraram que o
aparecimento de caracteristicas necréticas ¢ frequentemente induzido pela inibi¢do ou
auséncia de ativagdo de caspases (VANLANGENAKKER, VANDEN e
VANDENABEELE, 2011). A base molecular da necrose programada estd associada a
ativagdo de receptores de morte, como CD95L, o TNF, podendo provocar morte celular
por necrose independente de caspase, mas dependente da atividade de um dominio de
morte contendo quinase RIP1 (também conhecido como RIPK1) (HOLLER et al, 2000).
Posteriormente, mais um membro da familia RIP, o RIP3 , foi identificado como um
componente obrigatorio do complexo de indugdo da necrose (CHO et al, 2009; ZHANG
et al, 2009).
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Portanto, compreender e descobrir novas vias de sinalizacdo e prospectar
moléculas que ativem estas vias de morte celular ¢ bastante interesse para a oncologia,
considerando que essas estratégias sdo geralmente independentes de mecanismos
classicos de morte, que sdo mutados na maioria dos tipos de cancer (KELLI e
STRASSER, 2011). Assim, vias alternativas de morte celular sdo consideradas alvos
promissores para novas terapias contra tipos de cancer que sao particularmente dificeis
de tratar.

Muitas moléculas que induzem a morte celular tém sido identificadas e
utilizadas como alvo para a descoberta de quimioterapicos mais eficientes (REED,
2003). Estimulando assim, a descoberta de novos compostos que além de induzir a

morte celular, apresentem uma maior seletividade para as células cancerigenas.



Objetivos
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a citotoxicidade de moléculas derivadas do nucleo tetraidropirano sobre
culturas de células cancerigenas e nao cancerigenas, determinando o grupo
farmacoforico e caracterizando o tipo de morte celular induzido pelas moléculas.

2.2 Objetivos especificos

v'Avaliar o potencial citotoxico de substincias derivadas do nucleo tetraidropirano

em culturas imortalizadas e em culturas primdrias de células cancerigenas;

v Comparar a citotoxicidade dos compostos mais ativos em células cancerigenas e

ndo-canceriganas;

v Analisar o efeito dos compostos na distribuicdo do DNA nas fases do ciclo

celular;

v Determinar o potencial transmembranico da membrana mitocondrial;

v Mensurar alteragdes nos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) causado

pelos compostos em estudo;

v" Determinar o tipo de morte celular induzido pelas substancias.



Metodologia
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3. Metodologias

3.1. Materiais utilizados

Baldo volumétrico (250 a 1000 mL)

Béquers (100 a 1000 mL)

Céamera de Neubauer

Erlenmeyer (200 a 500 mL)

Frascos estéreis para cultivo celular (25 cm?)
Frascos para armazenamento de solucdes (250 a 1000 mL)
Placas estéreis (24 e 96 pocos)

Placas de petri

Pipetas pasteur estéreis

Ponteiras

Provetas (100 a 1000 mL)

Tubos tipo “eppendorfs” (1,5 € 2 mL)

Tubos tipo falcon (15 ¢ 50 ml)

Provetas (30 a 1000 mL)

N N N N N N N N N N N N NN

3.2. Equipamentos utilizados

Agitador de placa Certomat ® MO, EUA

Agitador magnético TE-088 TECNAL, BRASIL

Agitador de placa MS1 MINISHAKER, IKA, EUA
Autoclave, PHOENIX LUFERCO, BRASIL

Balanga analitica MODELO FA2104N, CELTAC, BRASIL
Banho Maria com agitacdo, NOVA ETICA, BRASIL
Banho Maria com agitacio, MULTITEMP III, BRASIL
Centrifuga refrigerada, HERMLE Labortedrik GMBH, ALEMANHA
Citometro de fluxo BD FACS CALIBUR, EUA
Espectrofotometro UV1101, BIOTECH

Estufa de CO, HF 212 UV, ULTRASAFE, CHINA

Estufa de secagem, De Leo , BRASIL

NS N N N N N N N N NN



NS N N N N N NN

Fluxo laminar PACHANE, BRASIL

Freezer -20°C FE26, ELECTROLUX, BRASIL
Freezer -86°C ULT390-3-D31 INDREL. EUA
Leitora de ELISA ELx800, BIOTEK, ALEMANHA
Microondas Panasonic, BRASIL

Microscopio optico de inversao XS201, TAIMIN, BRASIL

pHmetro PHS-3B, LABMETER, BRASIL
Refrigerador, Electrolux, BRASIL

Vortex QL-90L, VERTEX, EUA
Ultra-purificador, Scholar-UV, BRASIL

3.3. Solucoes

Tabela 1: Reagentes e Solugdes
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Nome Constituicao Fabricante
Alcool etilico 70% S TOSCANO
Azul de tripan 4% 0,4 g de azul de tripan SIGMA
PBS g.s.p. 10 mL
CCccCp 0,0051g de CCCP SIGMA
500pL de DMSO
Dimetilsulféxido * VETEC
(DMSO)
EDTA 05 M 18,61 g de EDTA SIGMA
5 mL de NaOH (10M)
Ficol-hitopaque * GE HEALTHCARE
Fitohemaglutinina * CULTILAB
H,DCFDA 50 pg de H,DCFDA SIGMA
8,6 uL de DMSO
Iodeto de propideo 5 mg de IP SIGMA
Syt PBS q.5.p. 100mL
MTT 5 mgde MTT AMRESCO
PBS g.s.p. ImL
SDS/HCL 10 g de SDS AMRESCO
100 mL HCL 0,01 N FISHER
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Solucio de * CULTILAR
antibidticos
(Penicilina + SIGMA
Estreptomicina)

Solucio de lise 1% de acido acético VERTEC
(vermelho neutro) 49% de etanol
50% agua destilada

Tetrametilrodamina 5 mg de INVITROGEN
tetrametilrodamina

200 uL DMSO

* Solucoes que foram adquiridas ja preparadas pelo fabricante

Tabela 2: Meios de cultura

Nome Constituicao Fabricante

DMEM 10,4 g de meio RPMI em HIMEDIA
po SIGMA
3,7 g de bicarbonato de
sodio
5,9 g de HEPES
0,3 g de glutamina
Agua ultra-pura q.s.p. 1000
mL
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Tabela 3: Tampdes

Nome Constituicio Fabricante
Tampao de lise 0,1g de citrato de sodio GRUPO QUIMICA
(para analise do 0,ImL de Triton-X ISOFAR

ciclo celular) 0,2mg de iodeto de SIGMA
propideo
Agua destilada q.s.p.
100mL
Solucio salina 3,99 g de NaCl (136,88 VETEC
tamponada mM) VETEC
com sais de fosfato 0,1 gde KCI (2,7 mM) VETEC
(PBS) 0,061 g de KH2PO4 (0,9 MERCK
mM)
0,454 g de Na2HPO4 (6,4
) mM)
Agua destilada g.s.p. 500
ml

(Solugao autoclavada por
15 mina 121°C,
sob 1 atm)

3.4. Estudo da atividade citotoxica in vitro

3.4.1. Moléculas estudadas

Para realizag¢do do “screening” farmacolédgico, utilizaram-se moléculas sintéticas
DNT obtidas da “ciclizagdo de Pris”, reacdo relativamente economica ¢ de execucao
simplificada. Todas as moléculas utilizadas foram sintetizadas e fornecidas pelo
professor Dr. Mario Luiz Arajo de Almeida Vasconcellos, do Departamento de
Quimica da Universidade Federal da Paraiba, responsavel pelo Laboratério de Sintese
Quimica Medicinal.

Ressalta-se que os compostos em estudo sdo estruturas simplificadas e aquirais,
ou seja, ndo dispde de enantidmeros dispensando, desta forma, uma fase subsequente de
estudo dos enantidmeros separados, uma das fases mais complicadas no

desenvolvimento de novas drogas sintéticas (SILVA, 2013).
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Para execucao dos ensaios, os trinta € um compostos, em sua maioria inéditos,
foram previamente dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSQO) puro e estéril no preparo
da solugao estoque de 20 mM, e diluidos seriadamente em meio (RPMI ou DEMEM)
para obten¢do das concentragdes finais. Os DNTs com efeito anticAncer mais promissor
foram escolhidos para investigagdo do tipo de morte celular.

A figura 6 mostra a estrutura quimica dos 31 DNTs utilizados neste estudo. Os
tetraidropiranos foram obtidos pela reagdo de “ciclizacdo de Prins”, que consiste na
reacdo de um alcool homoalilico com aldeidos aromaticos, mediada usualmente por
acidos de Lewis cuja escolha é fundamental para o sucesso da rota sintética. Isso porque
os diversos grupos introduzidos na posicao 4 do esqueleto tetraidropiranico vem a ser
func¢ao do acido de Lewis escolhido.

Os alcoois homoalilico Sla-¢ (figura 5) foram submetidos as reacdes de
“ciclizacdo de Prins”, utilizando os aldeidos aromaticos (benzaldeido, 4-fluor-
benzaldeido e o 2- naftaldeido, respectivamente) e o BF;.Et,O (trifluoreto de boro) para
a obtencdo dos tetraidropiranos hidroxilados 40a-c¢, sendo 40b-c¢ inéditos. Depois de
caracterizados, os tetraidropiranos hidroxilados foram utilizados com matéria prima
para a preparacao dos compostos 41a-c, 42a-c, 43a-c, 46a-c, 47a-c, 48a-c, 49a-c ¢ S50a-
c.

Para obtencao dos tetraidropiranos 44a-b, também foi realizada a “ciclizagdo de
Prins”, com os mesmos alcoois homoalilico ¢ aldeidos aromaticos (benzaldeido, 4-
fluor-benzaldeido e o 2- naftaldeido, respectivamente), porém o d4cidode Lewis
utilizado foi o SnBry (tetrabrometo de estanho), sendo os dois compostos inéditos.
Enquanto que para obtengdo dos tetraidropiranos 45a-b, a diferenca também foi o
acido de Lewis, utilizou-se o AICI; (tetracloreto de estanho) e obteve-se estruturas
inéditas.

Para obtencao das cetonas 41a-c, realizou-se a oxidacdo dos tetraidropiranos
hidroxilados 40a-c, sendo as cetonas 41b-c¢ inéditas. Depois de caracterizadas, as
cetonas 4la-c na presenga do cloridrato de aminoguanidina foram utilizadas para
obtencdo das hidrazonas 42a-c, inéditas. Posteriormente, as guanil-hidrazonas 42a-c¢
foram utilizadas para a preparagdo das 43a-c por reducdo com cianoborohidreto de
sodio (NaCNBH3 - agente redutor), sendo todas as aminoguanidina inéditas.

Para obtencdo os toluenossulfonatos 46a-c, os tetraidropiranos hidroxilados 40a-

¢ foram tosilados com cloreto de tosila, logo, para obtermos dos tetraidropiranos
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metanossulfonatos 47a-¢, os tetraidropiranos hidroxilados 40a-c¢ foram mesilados com
cloreto de mesila. Sendo os tetraidropiranos 46b-¢ ¢ 47a-c inéditos.

Para obtencdo dos andlogos de nucleosideos 48a-c, foi realizado as reacdes de
acoplamento dos tetraidropiranos tosilados 46a-c com a base nitrogenada adenina para,
utilizando K,CO3 e DMF. Todos esses andlogos de nucleosideos sdo inéditos.

Para obtencao os derivados do acido acetil salicilico 49a-¢, os tetraidropiranos
hidroxilados 40a-c¢ foram acetilados com o cloreto do acido acetil salicilico, resultado
inédito. E para obtencdo dos compostos S0a-c, foi realizada a adi¢gdo de um segundo
nucleo tetraidropirdnico nos tetraidropiranos hidroxilados 40a-c, obtendo também

estruturas inéditas. Todas essas reagdes descritas por Silva (2013).

= = o
- T
F
51a 51b 51c

Figura 5: Representacdo das estruturas quimicas dos alcodis homoamilicos utilizados
para a sintese dos compostos DNT.
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Figura 6: Representacdo das estruturas quimicas dos DNTs utilizados no “screening”
farmacologico.
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3.4.2. Modelos biolégicos experimentais

3.4.2.1. Cultivo celular

Foram utilizadas as linhagens listadas na tabela 4, sendo as linhagens
cancerigenas HL-60 (figura 7), K562 (figura 8), HT-29 (figura 9), MCF-7 (figura 10) e
a linhagem nao cancerigena L.929 (figura 11), provenientes do Banco de Células do Rio
de Janeiro (BCRJ). As células foram mantidas no Laboratdrio de Biotecnologia Celular
e Molecular, da Universidade Federal da Paraiba.

Essas células foram cultivadas em frascos estéreis (25 cm?®) contendo meio
RPMI 1640 ou DEMEM, de acordo com as especificidades de cada cultura, acrescido
dos antibidticos: penicilina 100U/ml e estreptomicina 100pg/ml e suplementado com
10% de soro bovino fetal. Os frascos foram mantidos em estufa de células, a uma
atmosfera umida contendo 5% de CO, e temperatura controlada de 37°C.

O crescimento celular foi monitorado, diariamente, em microscopio Optico de
inversdao. A troca do meio de cultura foi realizada a cada dois dias. Quando as células
atingiam uma confluéncia de 90%, realizava-se uma subcultura ou armazenamento das
células em freezer -80 °C e nitrogénio liquido, para as linhagens aderentes, as mesmas
foram dispersas utilizando uma solug¢do de tripsina — EDTA (0,25%/0,02%).

Todos os procedimentos do cultivo foram realizados em capela de fluxo laminar,
seguindo-se os protocolos para assegurar auséncia de contaminagdo dos materiais.
Antes da realizagdo dos experimentos, as células foram contadas em hemacitometro,
utilizando-se o reagente azul de tripan, o qual tem a capacidade de penetrar nas células
cujas membranas encontram-se danificadas, corando assim de azul as células invidveis,
e os experimentos s6 foram realizados quando as células em andlise atingem uma

viabilidade superior ou igual a 90%.
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Tabela 4: Linhagens utilizadas nos ensaios de citotoxicidade

Linhagem Tipo histologico das células Origem

HT-29 Adenocarcinoma de coldén Humana

MCF-7 Adenocarcinoma de mama Humana

Figura 7: Fotomicrografia da linhagem celular HL-60, em microscopio optico
invertido. Aumento: 400x.
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Figura 8: Fotomicrografia da linhagem celular K562, em microscopio optico invertido.
Aumento: 400x.

Figura 9: Fotomicrografia da linhagem celular HT-29, em microscopio Optico
invertido. Aumento: 400x.
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Figura 10: Fotomicrografia da linhagem celular MCF-7, em microscépio Optico
invertido. Aumento: 400x.

P2
NN

N

Figura 11: Fotomicrografia da linhagem celular 1929, em microscopio Optico
invertido. Aumento: 400x.
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3.4.2.2. Obtengao de células mononucleares de sangue humano.

A fim de analisar a agdo das moléculas em estudo sobre as culturas primarias
listadas na tabela 5, foi feito o isolamento de células mononucleares de sangue humano.
Essas células encontram-se na corrente sanguinea ou medula 6ssea, pertencem ao grupo
dos leucdcitos e sdo representadas por mondcitos (6,5%) e por linfocitos (35%)
(ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2008).

As células mononucleares ndo cancerigenas foram isoladas a partir de amostras
de sangue periférico de doadores saudaveis, ndo fumantes, que ndo tinham tomado
qualquer medicamento por pelo menos 15 dias antes da doagdo e com idade entre 18-30
anos, essas amostras foram cedidas pelo Hemocentro da Paraiba. Convém mencionar
que as amostras que foram fornecidas seriam descartadas. As células mononucleares
também foram isoladas a partir de amostras de sangue periférico e de medula 6ssea de
pacientes com leucemia mieldide cronica (LMC). Neste caso, foram escolhidas
amostras de sangue de pacientes recém-diagnosticados para LMC e que nao haviam
iniciado o tratamento. Essas amostras foram cedidas do Hospital Napoledao Laureano,
Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil.

Esse estudo foi realizado com base na resolucdo n° 196/96 do CNS/MS que
regulamenta a ética de pesquisa com seres humanos e foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital Universitario Lauro Wanderley — CEP/HULW, com o
certificado de  apresentagdo  para  apreciagdo  ¢ética (CAAE) numero
05878712.7.0000.5183.

A técnica utilizada rotineiramente para a separagdo das células mononucleares
consiste na mistura do sangue com compostos que agregam eritrocitos (polimeros e
polissacarideos) e aumentam a taxa de sedimentacdo dessas células. As células
mononucleares sdo pouco afetadas pela centrifugagdo; portanto, podem ser coletados do
sobrenadante do tubo, ao passo que os eritrocitos estdo sedimentados e o plasma fica na
fase superior, como demonstrado na figura 12.

Para a obtencdo destas células retira-se uma aliquota de 3 mL de sangue e
homogeneiza-se com 3mL de meio para cultivo sem suplemento ou PBS, em tubos
estéreis, seguido da adicdo de 4,5mL de Ficoll-Histopaque. A seguir, realizou-se a

centrifugacdo a 400g, ~20°C por 30 minutos sendo o plasma descartado
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cuidadosamente. O anel de células mononucleares foi retirado e adicionado em um tubo
do tipo falcon, realizando-se duas lavagens com 3 mL de meio para cultivo sem
suplemento, seguido de centrifugacdo a 400g, ~20°C por 10 minutos. O sobrenadante
foi desprezado e o precipitado agitado no vortex com meio para cultivo suplementado
com 10% de soro bovino fetal. Posteriormente, as células foram avaliadas quanto a sua
viabilidade seguindo entdo para os experimentos, quando a viabilidade obtida foi igual

ou superior a 90% (FAHENIA, 2012).

Tabela 5: Culturas primarias utilizadas nos ensaios de citotoxicidade.

Linhagem Tipo histologico das células Origem

PBMC Células mononucleares de Humana
sangue periférico (ndo
cancerigena)

PBMC/LMC Células mononucleares de Humana

sangue periférico

(cancerigena — leucemia

mieloide cronica)

BMBMC/LMC Células mononucleares da Humana
medula 6ssea (cancerigena —

leucemia mieloide cronica)
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Figura 12: Esquema da metodologia de extragdo de células mononucleares de sangue
humano. Fonte: http://butterflyandbiotech.blogspot.com.br/2013/10/isolation-of-

monocytes-from-pbme.html

3.4.3. Viabilidade celular

3.4.3.1.Reducao do MTT

O MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazolium) ¢ um
ensaio colorimétrico utilizado para mensurar de forma indireta a citotoxicidade, a
proliferacdo ou viabilidade celular (MOSMANN, 1983). O MTT permite avaliar a
capacidade das células metabolicamente ativas converterem o sal de tetrazolio amarelo
e soluvel em agua, em cristais de formazam purpuras e insoliveis em agua, cuja
quantidade ¢ medida espectrofotometricamente, mensurando assim a viabilidade celular.
Esta reacdo de redugdo ¢ intermediada pelo produto das desidrogenases mitocondriais
(NADH e NADPH) e por algumas enzimas lisossomais (LIU et al, 1997). O valor da
absorbancia do formazam guarda propor¢do com o numero de células vidveis.
(SERRANO et al, 2004).

Metodologia experimental

As células foram semeadas em placas com 96 pogos, nas concentragdes de 3 x
10, 5 x 10* ¢ 5 x 10° células/mL, respectivamente para linhagens aderentes, linhagens
ndo aderentes e culturas primdrias, utilizando-se meio RPMI ou DMEM, conforme as
especificidades de cada célula. As substincias foram adicionadas aos pogos nas

concentragdes desejadas (3 — 100 uM). Antes da adicdo das substincias, as células
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mononucleares foram previamente tratadas com 1% de fitohemaglutinina. Foi realizado
o controle negativo (200 puL de células e meio/pogo), o branco (200 puL. de Dodecil
Sulfato de Sodio, SDS/poco). As células foram incubadas com os DNTs em estufa a 5%
de CO, e 37°C por 24h e 72 horas. Apo6s esse periodo, as células foram centrifugadas (5
min, 400 g) e o sobrenadante foi retirado, os pogos foram lavados com PBS e colocou-
se o MTT a 0,5 mg/mL. Apds 3 horas, o sobrenadante foi removido e uma solugdo
contendo 10% SDS foi acrescentada para solubilizar os cristais de formazam.
Posteriormente, aguardou-se o formazam ser dissolvido, e registrou-se a absorbancia em
espectofotdometro de placa tipo ELISA, com um filtro de 570 nm (FAHEINA et al,
2012). A viabilidade celular foi expressa em relacdo a porcentagem da absorbancia da
cultura controle, obtida por células ndo tratadas, apds subtragdo da absorbancia dos
pocos utilizados como branco, sendo utilizado o etoposideo como substancia controle.
Os dados foram comparados por andlise de varidncia de uma via (ANOVA) seguido do

pos-teste bonferrone, sendo considerado a diferenga significativa quando p<0,05.

3.4.3.2. Ensaio de captacdo do vermelho neutro (CVN)

Ao nivel subcelular, o sistema lisossomal tem sido identificado como um alvo
dos efeitos toxicos de certas substancias (SVENDSEN et al., 2004). A técnica de CVN
baseia-se no uso do vermelho neutro, um fraco corante catidénico que se liga por
ligagdes hidrofobicas eletrostaticas em sitios anionicos e/ou grupos fosfato na matriz
lisossomal das células vivas (MELO, et al.,, 2000; THORNTON et al., 1995). A
exposicao a um agente toxico que altere a superficie celular ou a membrana lisossomal
promove o escoamento desse corante (RENZI et al., 1993). A quantidade de vermelho
neutro, retida no lisossomo, ¢ entdo determinada espectrofotometricamente (MELO et
al., 2003).

Metodologia experimental

As células HL-60 e K562 foram semeadas em placas com 96 pogos, na
concentragdo de 5 x 10* células/mL. Os analogos 42b ¢ 43¢ foram adicionadas aos
pocos nas concentragdes desejadas (3 — 100 uM). As placas foram mantidas em estufa
com 5% de CO, e a 37°C por 24 horas e 72h. Apos esse periodo, retirou-se 100 pL do
sobrenadante e colocou-se 100 pL de vermelho neutro (0,1 mg/mL), previamente
dissolvido e filtrado em membrana. Apds 4 horas, o sobrenadante foi removido e os

pogos foram lavados com solucdo salina PBS — Dulbecco para eliminar o excesso de
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corante extracelular. Em seguida foi acrescentada a solucdo de lise, com a finalidade de
extrair o vermelho neutro incorporado nos lisossomos. A placa foi agitada por 30
minutos e a absorbancia foi mensurada a 540 nm, em leitor tipo ELISA (DAGUANO,
SANTOS e ROGERO, 2007). Os dados foram comparados por andlise de variancia de
uma via (ANOVA) seguido do pos-teste bonferrone, sendo considerado a diferenga

significativa quando p<0,05.

3.4.4. Estudo do mecanismo de morte celular

3.4.4.1. Analise do conteudo de DNA e distribuicdo nas fases do ciclo celular

O ciclo celular ¢ formado por diferentes fases: G1, S, G2 ¢ M, cada uma com
uma quantidade especifica de DNA, caracterizando a fase do ciclo em que a célula se
encontra (NUNEZ, 2001; RABINOVITCH, 1993). A avaliacao do conteudo celular de
DNA consiste na capacidade do iodeto de propideo se ligar ao DNA das células, para
1sso a membrana plasmatica deve ser primeiramente rompida com um detergente,
permitindo a entrada do corante até o ntcleo. Dessa forma, o DNA celular serd marcado
estequiometricamente, ou seja, a quantidade de corante sera diretamente proporcional a
quantidade de DNA no interior da célula, permitindo a identificacdo da quantidade de
células em cada fase do ciclo.

Metodologia experimental

As células foram semeadas em placas de 24 pogos a uma concentragdo de 5 x
10° células/mL e incubadas com os analogos 42b ¢ 43¢ em concentragdes distintas para
linhagem HL-60 e para linhagem K562, por um periodo de 24h. Posteriormente, as
células foram coletadas em tubos tipo “eppendorfs” e centrifugadas a uma velocidade de
400 g, por 5 min, em temperatura ambiente. O sobrenadante foi entdo descartado e as
células ressuspensas em uma solucdo de lise e incubadas por um periodo de 30 minutos,
a seguir as amostras foram analisadas no citdmetro de fluxo FACS Calibur (BD
Biosciences). Para a aquisicdo das amostras foi utilizado o programa Cell Quest, e dez
mil eventos foram adquiridos de cada amostra, cada um correspondendo a uma célula.
Os parametros analisados foram FL2-W versus FL2-A, (NUNEZ, 2001). Os dados
foram comparados por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do pos-teste

Newmam Keels, sendo considerado a diferenga significativa quando p<0,05.
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3.4.4.2. Detecgao de apoptose — externalizacdo da fosfadidilserina

Fosfatidilserina (FS) ¢ um fosfolipido carregado negativamente, que ¢
normalmente predominantemente na face citosolica da membrana plasmatica
(FREDERIC ¢ REUTELINGSPERGER, 2013). Quando ocorre a morte celular, FS é
translocado para a camada externa da membrana. Isto ocorre nas fases iniciais da morte
celular por apoptose, durante a qual a membrana celular continua intacta. A anexina tem
a propriedade bioldgica de ligagdo a fosfolipidios, tais como FS, de um modo
dependente de Ca *". A anexina V estard associada ao FICT, fluorocromo (RAYNAL e
POLLARD, 1994). Por outro lado, a necrose ¢ acompanhada por perda da integridade
da membrana e extravasamento de constituintes celular no ambiente. Portanto, a
medi¢do de ligacdo da anexina V, executado simultaneamente com a exclusdo do iodeto
de propideo que ¢é incapaz de penetrar em células com a membrana intacta,
proporcionaria um ensaio perfeito para detectar células em apoptose ¢ de diferenciar
entre apoptose ¢ necrose (FREDERIC ¢ REUTELINGSPERGER, 2013; VERMES et
al, 1995). Assim, pode se determinar células viaveis (FITC-/PI-), células em apoptose
(FITC +/ PI-) e as células em necrose (FITC +/ PI +).

Metodologia experimental

As células foram semadas em placas com 24 pogos na concentragdo de 5 x 10°
células/poco e incubadas com os andlogos 42b e 43¢ em distintas concentracdes para
linhagem HL-60 e para linhagem K562, por um periodo de 24h. As células foram
coletadas e lavadas com PBS. Apos este processo o concentrado de células foi
ressuspendido em tampdo de ligagdo (100 pL). Entdo foi marcado com AnexinaV-
Alexafluor kit (INVITROGEN, USA), e incubado por 15 min a temperatura ambiente
no escuro. Apds incubagdo, foi adicionado 400 ul do tampao de ligacdo e a fluorecéncia
foi medida por citometria de fluxo FACS Calibur (BD Biosciences). Para a aquisi¢ao
das amostras, foi utilizado o programa Cell Quest, e dez mil eventos foram adquiridos
de cada amostra, cada um correspondendo a uma célula, por meio do filtro FL3 x FL1.
Os dados foram comparados por andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do

pos-teste Newmam Keels, sendo considerado a diferenga significativa quando p<0,05.
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3.4.4.3. Avaliagao do potencial transmembanico mitocondrial

A mitocOndria estd envolvida na via apoptdtica intrinseca. O citocromo C liberado
da membrana externa da mitocondria ira contribuir para desdobramento de rotas
apoptdticas e o espaco despreenchido funcionard como poro. Através destes poros
formar-se-4 um influxo de fon H', induzindo uma alteragdo do potencial
transmembranico. A tetrametilrodamina, um corante fluorescente nucleofilico, ¢é
seqiiestrado para dentro da mitocondria quando esta apresenta seu potencial
transmembranico inalterado, assim, as células viaveis emitem fluorecéncia verde devido
a maior quantidade de tetrametilrodamina ligada as cargas negativas internas, enquanto
as mitocondrias das células em processo apoptdtico sofrem alteracdo no potencial
transmembranico emitindo menor fluorescéncia (MESQUITA, 2009).

Metodologia experimental

As células, na concentragdo de 5 x 10° células/mL, foram semeadas em placas de
24 pogos e incubadas com os andlogos 42b e 43¢ em distintas concentragdes para
linhagem HL-60 e para linhagem K562, por um periodo de 24h. Posteriormente, as
células foram coletadas em tubos tipo “eppendorfs” e centrifugadas a uma velocidade de
400 g, por 5 min, em temperatura ambiente, o sobrenadante foi entdo descartado e as
células incubadas com tetrametilrodamina, a uma concentragao de 10 uM, a 37 °C por
30 min no escuro, sendo em seguidas lavadas com PBS, e ressuspendidas também em
PBS e a fluorecéncia foi medida por citometria de fluxo FACS Calibur (BD
Biosciences). O CCCP foi utilizado como controle positivo. Para a aquisicdo das
amostras foi utilizado o programa Cell Quest, e dez mil eventos foram adquiridos de
cada amostra, cada um correspondendo a uma célula, por meio do filtro FL2-H. Os
dados foram comparados por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do

pos-teste Newmam Keels, sendo considerado a diferenca significativa quando p<0,05.

3.4.4.4. Avaliacao das espécies reativas de oxigénio (EROs)

A presenca de EROs intracelular foi estimada pela sonda fluorescente, 2°,7 -
dichlorohydrofluorescein diacetato (H,-DCF-DA). Este corante ¢ desacetilado por
esterases intracelulares e convertido em 2°,7’- dichlorohydrofluorescein (H,-CDF) ndo
fluorescente, o qual é rapidamente oxidado a um composto altamente fluorescente 2°,7’-

dichlorohydrofluorescein (DCF) na presenca de EROs.
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Metodologia experimental

As células foram semeadas em placas com 24 pocos na concentracdo de 5 x 10’
células/poco e incubadas com os andlogos 42b e 43¢ em distintas concentragdes para
linhagem HL-60 e para linhagem K562, por um periodo de 24h. Como controle positivo
sera usado o peroxide de hidrogénio - HO; (100 uM) por 15 min. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas (400 g/ 5 minutos), lavadas com PBS e marcadas com 10
uM H,-DCFH-DA por 30 min, no escuro a 37 °C. As células foram lavadas com PBS e
a fluorecéncia foi medida por citometria de fluxo FACS Calibur (BD Biosciences). Para
a aquisi¢cdo das amostras foi utilizado o programa Cell Quest, ¢ dez mil eventos foram
adquiridos de cada amostra, cada um correspondendo a uma célula, por meio do filtro
FL1-H. Os dados foram comparados por andlise de variancia de uma via (ANOVA)
seguido do pods-teste Newmam Keels, sendo considerado a diferenga significativa

quando p<0,05.



Resultados



Dantas, B. B. 2014 55

4. Resultados

4.1. Efeito citotoxico de compostos derivados do nicleo tetraidropirano

O efeito citotoxico dos compostos sintéticos DNT (Figura 6) foi investigado
empregando diferentes tipos de células cancerigenas e nao cancerigenas, utilizando o
ensaio de reducdo do MTT, que avalia atividade metabolica e o ensaio de captagdo do
vermelho neutro, o qual estima a integridade da membrana dos lisossomos.

A principio, o efeito citotoxico dos compostos DNT foi avaliado na linhagem
celular K562, pelo ensaio de MTT, por um periodo de 24 horas. A tabela 6 mostra a
ClIso (concentragdo capaz de inibir 50% do efeito maximo) dos 31 compostos estudados.
Observou-se o efeito apenas para as hidrazonas 42a-c e as aminoguanidinas 43a-c,
enquanto os outros compostos exibidos ndo demonstraram efeitos significativos sobre a
redu¢do da viabilidade celular (tabela 6). Os 6 DNTs bioativos diferenciam-se dos
demais compostos pela presenca de um radical nitrogenado, NNHCNH(NH2), o qual
parece ser o radical farmacoforico responsavel pelo potente efeito citotoxico. Pode-se
observar que sempre as hidrazonas 42a-¢ se mostraram mais ativas que as suas
respectivas aminoguanidinas 43a-¢, logo observamos que a transformacao das
hidrazonas 42a-c em aminoguanidinas 43a-c (redu¢do da dupla ligacdo, C=N) implicou

em uma diminuicao da atividade biologica.
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Tabela 6: Os valores da Cls, obtidos pelo ensaio de MTT, apés a incubacio das
células K562 com derivados de tetraidropiranos, por 24 horas. Os dados sdo
expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos em triplicata e foram
obtidos usando curva de regressao nao-linear.

R
Ar Ar
Tetraidropirano Ar R Clsp (uM) + Desvio
Padrio
41a CeH; =0 >100
43a C¢Hs :NHNHCNH(NH,) 42,79 +4.8
45a C¢Hs Cl >100
47a CeH; Ms >100
49a C¢Hs COAro-OCOCH; >100
40b p-(F)CsHy OH >100

42b p-(F)CsHy :NNHCNH(NH,) 8,97 +4,0

44b p-(F)CoH, Br >100

46b p-(F)CoHs Ts >100

48b p-(F)CsHy4 Adenina >100

50b p-(F)CoHa THP >100

41c 2-CyoH; N0 >100

43¢ 2-CoH; NHNHCNH(NH,) 15,50

H
9,
—

45¢ 2-CoH; Cl >100

47¢ 2-CyoH; Ms >100

49¢ 2-CyoH; COAro-OCOCH; >100
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A atividade anticancer dos compostos bioativos foi avaliada, em distintas células
cancerigenas humanas (K562, HL-60, HT-29, MCF-7). Os valores de Clsy foram
expressos nas tabelas 7 e 8, para o periodo de 24 e 72 horas, respectivamente.
Observou-se um amplo espectro de acdo dos DNTs bioativos e um efeito independente
de tempo. A linhagem de leucemia mieloide cronica (K562) foi a mais sensivel ao efeito
dos DNTs, porém apresenta valores de Clsy semelhantes aos valores obtidos para
linhagem HL-60 e HT-29, sendo a linhagem de cancer de adenocarcinoma humano de

mama (MCF-7) a mais resistente.

Tabela 7: Os valores da Cls, obtidos pelo ensaio de MTT, apés a incubacdo das
células cancerigenas HL-60, K562, HT-29, MCF-7 com derivados do nucleo
tetraidropiranos, por 24 horas. Os dados sdo expressos como média + desvio padrao
de trés experimentos em triplicata e foram obtidos usando curva de regressdao ndo-linear.

Célula
HL-60 K562 HT-29 MCF-7
Compostos
42a 16,06 = 4,7 13,62 +4,5 15,98 3,7 52,01 £4,6
43a 42,03 +44 44,73 £ 4,8 46,95+42 > 100
42b 12,54 £4,5 8,97 £4,1 11,27 £4,0 31,74 £ 4,7
43b 85,44 +£5,2 58,81 +4,1 59,59 +4,3 126,9 +4,3
42¢ 9,29 +4,6 7,59 +£4,9 7,37 +4,7 16,70 £5,2
43¢ 3535+5,2 15,50+ 5,1 25,84 +4,8 43,31 +£5,8
Etoposideo 5,8+1,1 >50 & &

*nao testado
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Tabela 8: Os valores da Cls, obtidos pelo ensaio de MTT, apés a incubacdo das
células cancerigenas HL-60, K562, HT-29, MCF-7 com derivados do nucleo
tetraidropiranos, por 72 horas. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo
de trés experimentos em triplicata e foram obtidos usando curva de regressao nao-linear.

24h 72h
Célula
PBMC L929 PBMC L929
Compostos

42a

19.41 £32 18,17 +5,0 475429 23,98+ 4.0
43a 51,56 +3.,0 65,82+ 4.7 11,45+2.7 46,99 £ 4.5
42b 1435 +3.2 20,0+42 6,68 + 3,08 1724 + 4.7
43b 72,73 +3.4 72.27+3.9 12,53 +2,8 7943 +3.8
42c 592+33 10.85+55 223429 38438
43¢ 20.80+3,5 39.77+5.5 7,53 +3,4 16,88 + 4,15

O efeito citotoxico dos seis analogos bioativos foi avaliado em células nao
cancerigenas 1929 e PBMC, apds incubagdo por 24 e 72 horas. Os compostos
apresentaram efeito sobre as células ndo cancerigenas (tabela 9) e o composto 42¢
demonstrou um maior efeito citotoxico, inclusive quando comparado com o efeito nas

linhagens cancerigenas.



Dantas, B. B. 2014 59

Tabela 9: Os valores da Cls, obtidos pelo ensaio de MTT, apés a incubacdo das
células nio cancerigenas PBMC e L929 com derivados de tetraidropiranos, por 24
horas e 72 horas. Os dados sdo expressos como média + desvio padrio de trés
experimentos em triplicata e foram obtidos usando curva de regressdao ndo-linear.

Célula
HL-60 K562 HT-29 MCF-7
Compostos
42a 14,40+ 5.2 31.05+ 4.6 9.59+47 34.87+ 3.8
43a 41.36 £ 3.8 71.39+35.0 1997+ 3.9 47.24 £ 3.5
42b 1494+ 54 29.07+ 4.9 6.06 + 4.6 20.87+ 4.0
43b 60.49 £33 = 100 36,94+ 3.0 429141
42c 6.96+ 5.9 19.17+5.3 3.37+ 438 13.68+ 5.0
43¢ 25.39+£53 4339156 11.82£4.3 24.14 £ 3.5

A atividade citotoxica dos compostos 42b e 43¢, considerados os mais
promissores, também foi avaliada pelo ensaio de captacdo do vermelho neutro. As
linhagens leucémicas K562 e HL-60, escolhidas para dar continuidade aos estudos,
foram incubados com os citados compostos por um periodo de 24 e 72 horas. Para a
linhagem HL-60, ndo se observou efeito no periodo de 24 horas, enquanto para a
linhagem K562 os compostos demonstram um potente efeito citotoxico, corroborando

com os resultados vistos no ensaio de MTT (tabela 10).
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Tabela 10: Os valores da Cls, obtidos pelo ensaio de CVN, apds a incubacgao das
células cancerigenas HL-60, K562 com derivados de tetraidropiranos 42b e 43c,
por um periodo de 24 e 72 horas. Os dados sao expressos como média = desvio
padrdo de trés experimentos em triplicata e foram obtidos usando curva de regressdo
ndo-linear.

Células
Compostos Tempo HL-60 K562
24h >100 16,15+ 5,1
2 72h 73,11+3.,5 12,65 +42
24h >100 2322+53
e 72h 85,61+4,5 65,86 + 5,0

A atividade antileucémica dos andlogos 42b e 43¢ foi obsevada em cultura
primaria de sangue periférico e medula 6ssea de pacientes com leucemia mieloide
cronica. Constatou-se um potente efeito citotoxico (tabela 11), corroborando com os
resultados obtidos na linhagem imortalizada referente a mesma patologia. Mostrou-se
que o efeito foi mais expressivo com o maior tempo de exposi¢do do composto para um
dos pacientes, tanto para células isoladas do sangue periférico, quanto para células

isoladas da medula dssea.
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Tabela 11: Os valores da Cls, obtidos pelo ensaio de MTT, apds a incubaciao da
cultura primaria de células de pacientes com leucemia mieloide cronica com
derivados de tetraidropiranos, por 24 horas e 72 horas. Os dados sdo expressos
como média + desvio padrdo de trés experimentos em triplicata e foram obtidos usando
curva de regressdo nao-linear.

Células

Compostos Tempo PBMC/LMC PBMC/LMC MO/LMC
24h 7,58 £2,4 21,71 +5,2 12,42 £4,3

42b 7oh 14,83 £2,5 20,94 + 6,7 5,14+49

24h 14,60 + 3,4 35,69+ 6,2 20,67+ 5,2

43c 79h 18,67 £2.,70 23,68 +7,1 11,43 +52
24h * 7,85+ 2,64 15,69 £ 4.31

Etoposideo

*ndo testado

4.2. Avaliacao do tipo de morte celular

Os efeitos farmacoldgicos resultam da interagdo do ligante com os componentes
macromoleculares do organismo, alterando a fun¢cdo do componente celular, iniciando
assim as alteragcdes bioquimicas e fisiologicas caracteristicas da resposta da molécula.
Os farmacos anticancerigenos comumente reduzem a prolifera¢ao celular, causando na
maioria das vezes morte das células cancerigenas (BARREIRO et al, 2008).

Os ensaios de andlise das caracteristicas de morte celular foram realizados com o
auxilio do citdmetro de fluxo, usando programa Cell Quest para analise e leitura das
amostras.

Avaliou-se 0 mecanismo de acdo dos compostos mais promissores 42b e 43c,
apds um periodo de 24 horas de incubagdo. Para a linhagem K562, as concentragdes
utilizadas foram 2,25; 4,5 ¢ 9 uM para o composto 42b e 4; 8 ¢ 16 uM para o composto
43c¢. Ja para a linhagem HL-60, as concentragdes utilizadas foram 3,25; 6,5 e 13 uM
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para os analogos 42b e 9; 18 e 35 uM para os analogos 43c. As concentragdes maximas

testadas equivalem as respectivas Clsy.

4.2.1. Determinacio de caracteristicas moleculares do tipo de morte celular

induzida pelos DNT na linhagem de leucemia mieloide crénica — K562

4.2.1.1. Os DNTs alteram a distribuicdo do DNA no ciclo celular.

Danos no ciclo celular podem ser reparados por mecanismos especificos em
cada uma das fases, permitindo a célula progredir no ciclo celular e dividir-se ou entdo,
os mecanismos de reparo podem ndo ser efetivos e ativar mecanismos de morte. A
progressao das células nas fases do ciclo celular foi avaliada por citometria de fluxo
usando o IP.

O composto 42b atuou de forma concentragdo-dependente, causando aumento
significativo da fragdo hipodiploide (Sub-G1) de 3,4 £ 0,4 (Figura 13A) para 17,8 £ 2,2
% (Figura 13D) e parada no ciclo celular, aumentando a concentracdo de DNA na fase
G1 de 47,9 + 1,8 (Figura 13A) para 63,1 + 3,3% (Figura 13D) e consequente redugdo do
DNA nas fases seguintes, de 26,9 + 0,7 para 19,4 £ 1,5% na fase S e de 19,02+ 1.1 para
2.3 £ 1.3% na fase G2/M (figura 13).

O composto 43¢ atuou de modo semelhante, aumentando de forma
concentragcdo-dependente a fracdo hipodiploide de 3,4 + 0,4 (figura 14A) para 19,1 £
5,6% (figura 14D) e causando parada na fase G1, com um aumento na concentragdo de
DNA de 47,9 + 1,8 (figura 14A) % para 59,9 + 3,5 (figura 14D), e consequentemente
reduzindo a concentracdo de DNA nas fases seguintes, de 26,9 £ 0,7 para 18,47 +
0,94% na fase S e de 19,02+ 1,1 para 2,2 + 1,0% na fase G2/M (figura 14).
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Figura 13: Efeitos de 42b sobre a progressio do ciclo celular em células K562, apds
24 horas. A analise do ciclo celular foi quantificada por citometria de fluxo em
FL2-A, dez mil eventos foram avaliados em cada experimento. Os graficos
representam o controle (A) e o resultado da exposi¢do das células ao 42b por nas
concentragdes de 2,25 uM (B), 4,5 uM (C), 9 uM (D) e a fragmentagdo do DNA
expressa no grafico de barra (E). A érea representada por M1, M2, M3 e M4
representam respectivamente sub-G1, G1, S e G2/M. Os dados sdo expressos como
média + desvio padrdo de trés experimentos em triplicata e foram analisados por
ANOVA seguido de pds-teste Newman Keels. ***p<0,001, ** p<0,01 ¢ * p<0,05 em
relacao ao controle.
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Figura 14: Efeitos de 43¢ sobre a progressao do ciclo celular em células K562, apos
24 horas. A analise do ciclo celular foi quantificada por citometria de fluxo em
FL2-A, dez mil eventos foram avaliados em cada experimento. Os graficos
representam o controle (A) e o resultado da exposicdo das células ao 43¢ por nas
concentragdes de 4 uM (B), 8 uM (C), 16 uM (D) e a fragmentacdo do DNA expressa
no grafico de barra (E). A é4rea representada por M1, M2, M3 e M4 representam
respectivamente sub-G1, G1, S e G2/M. Os dados sdo expressos como média + desvio
padrdo de trés experimentos em triplicata e foram analisados por ANOVA pos-teste
newman keels. ***p<0,001, ** p<0,01 e * p<0,05 em relagdo ao controle.

4.2.1.2. Efeito dos DNTs no potencial transmembranico mitocondrial (AY,)

A mitocondria ¢ uma organela essencial na bioenergética da célula, estando
envolvida em processos de sinalizacao e crescimento celular e no mecanismo de morte

celular por apoptose, assim foi avaliada a alteragdo no potencial transmembranico
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mitotocondrial. Nos ensaios de determinagdo do potencial transmembranico por
citometria de fluxo, as células foram marcadas com tetrametilrodamina (TRMR),
permitindo constatar a integridade das membranas mitocondriais por meio da alta
emissao de fluorescéncia por células cuja membrana mitocondrial ndo foi danificada e a
TRMR permaneceu concentrada no interior da organela. O composto 42b ¢ o composto

43¢ nao causaram danos na membrana mitcondrial (figura 15).
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Figura 15: Avaliacao da despolarizacio mitocondrial de células K562 tratadas com
42b (A) e 43¢ (B) por um periodo de 24 h. Dez mil eventos foram avaliados em
cada experimento. Os dados s3o expressos como média = desvio padrdo de dois
experimentos em duplicata e foram analisados por ANOVA seguido do pds-teste
Newman-keuls. ***p<0,001 em relac¢do ao controle.

4.2.1.3. Avaliacdo da producio de EROs induzida por DNTs

As EROs atuam como moléculas sinalizadoras que medeiam o crescimento
celular, migracdo e diferenciagdo enquanto que em maiores concentracdes, podem
induzir morte celular (CASTRO et al, 2013). Para avaliar a producdo de EROs por
citometria de fluxo, utilizamos a sonda H,DCFDA que sera oxidada na presenca de
EROs em um produto fluorescente. Corroborando com os resultados precedentes,
observamos que os compostos DNTs ndo aumentaram a produ¢ao de EROs na linhagem

K562 (figura 16).
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Figura 16: Avaliacio da produciao de espécies reativas de oxigénis (EROs) por
células K562 tratadas com 42b (A) e 43c (B) por um periodo de 24 h. Dez mil
eventos foram avaliados em cada experimento. Os dados sdo expressos como média
+ desvio padrdo de dois experimentos em duplicata e foram analisados por ANOVA
seguido do pds-teste Newman-keuls. ***p<0,001 em relagdo ao controle.

4.2.1.4. Efeito dos DNTs na externalizacdo de fosfatidilserina

A dupla marcacao anexina V/IP permite, por citometria de fluxo, distingue
células viaveis, células em apoptose e células necrose. A fosfatidilserina interage com a
annexina V, que estd agrupada a um fluorocromo, enquanto o IP emite fluorescéncia ao
interagir com o DNA, o que s6 acontece em células com a membrana celular danificada.
O composto 42b nao causou alteracao significativa na marcag¢ao na anexina e por IP
(figura 17), enquanto o composto 43¢ aumento a fluorescéncia das células com IP de

4,0+1,6 (figura 18A) para 20+0,3 (figura 18D).
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Figura 17: Efeito do composto 42b na linhagem K562 com dupla marcacio
Anexina/IP analisado por citometria de fluxo, apés 24 horas de tratamento. Os
graficos representam o controle (A) e o resultado da exposi¢ao das células ao 42b por
nas concentracdes de 2,25 uM (B), 4,5 uM (C), 9 uM (D) e a andlise estatistica
expressa no grafico de barra (E). Os dados correspondem a média + desvio padrao de
dois experimentos em duplicata, analisados por ANOVA seguido do pos-teste de
Newman-Keuls. ***p<0,001 em relagao ao controle.



Dantas, B. B. 2014 68

w

4,016 T : 4,116 46432 ° YU 141,7

w?

» :> 1
o

L
1)
I
"

ol . i
Y] 2 P
=
% . 84,0822 7,741,2 . 1796247 7,482,0
a “w 0! l\‘i':- % w! 2!-}" ' “\-;.-; P w!
©
© '.."‘ R N A + - -
8 C 19247 - G244 *120203 32302
= :
T | T
o
32}
=1
. 177,945 18,4277
"‘wﬂ w' W 1 w!

LS}

Anexina V
1001 o
E Wl Viaveis
80 Il Apoptose
oy Necrose
< 604
0
o
= 404
‘@
o
*kk
20
0..
@ & ® ° S)
& Y

concentragdo pM

Figura 18: Efeito do composto 43c na linhagem K562 com dupla marcacio
Anexina/IP analisado por citometria de fluxo, apos 24 horas de tratamento. Os
graficos representam o controle (A) e o resultado da exposigdo das células ao 43¢ por
nas concentragdes de 4 uM (B), 8 uM (C), 16 uM (D) e a analise estatistica expressa no
grafico de barra (E). Os dados correspondem a média + desvio padrao de dois
experimentos em duplicata, analisados por ANOVA seguido do pos-teste de Newman-
Keuls. ***p<0,001 em relacdo ao controle.
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4.2.2. Determinac¢io de caracteristicas moleculares do tipo de morte celular
induzida pelos DNT na linhagem de leucemia mieloide aguda — HL-60

4.2.2.1. Os DNTs alteram a distribuicio do DNA no ciclo celular

A intensidade da fluorescéncia de IP sera equivalente a quantidade de DNA,
quando se induz o rompimento da membrana e o IP liga-se ao DNA celular, assim ira
observar a quantidade de células em cada fase do ciclo celular. Os andlogos 42b e 43¢
aumentaram de forma significativa a fracdo hipodiploide, aumentando respectivamente
a concentragdo de DNA de 5,2 + 1,3 (figura 19A e 20A) para 26,4 + 3,4% (figura 19D)
e para 20,3 = 1,2% (figura 20D), consequentemente reduzindo a quantidade de DNA
nas fases subsequentes (figura 19E e 20E).



Dantas, B. B. 2014 70

Il Controle

Il DNT 18 (3,25uM)

Il DNT 18 (6,5uM)

[ DNT 18 (13uM)
Etop (5uM)

quantidade de DNA (%)
F'S
(=]

o N @

S
0’»

fases do ciclo celular

Figura 19: Efeitos de 42b sobre a progressao do ciclo celular em células HL-60,
apos 24 horas. A analise do ciclo celular foi quantificada por citometria de fluxo
em FL2-A, dez mil eventos foram avaliados em cada experimento. Os graficos
representam o controle (A) e o resultado da exposi¢do das células ao 42b por nas
concentragdes de 3,25 uM (B), 6,5 uM (C), 13 uM (D) e a fragmentacdo do DNA
expressa no grafico de barra (E). A area representada por M1, M2, M3 e M4
representam respectivamente sub-G1, G1, S e G2/M. Os dados sdo expressos como
média + desvio padrdo de trés experimentos em triplicata e foram analisados pela
ANOVA seguido do pods-teste newman keels. ***p<0,001, ** p<0,01 e¢ * p<0,05 em
relacdo ao controle.
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Figura 20: Efeitos de 43¢ sobre a progressao do ciclo celular em células K562, apos
24 horas. A analise do ciclo celular foi medido quantificada por citometria de fluxo
em FL2-A, dez mil eventos foram avaliados em cada experimento. Os gréficos
representam o controle (A) e o resultado da exposicao das células ao 43¢ por nas
concentragdes de 9 uM (B), 18 uM (C), 35 uM (D) e a fragmentacdo do DNA expressa
no grafico de barra (E). A area representada por M1, M2, M3 e M4 representam
respectivamente sub-G1, G1, S e G2/M. Os dados sdo expressos como média + desvio
padrao de trés experimentos em triplicata e foram analisados pelo newman keels.

*H%p<0,001, ** p<0,01 e * p<0,05 em relacdo ao controle.
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4.2.2.2. Os DNTs induzem despolarizacio no potencial transmembrinico

mitocondrial

A TRMR concentra-se no interior de mitocondrias integras emitindo maior
fluorescéncia. Os andlogos 42b e 43c alteraram o potencial trasmembranico
mitocontrial, induzindo respectivamente uma despolarizagao de 7,68 + 0,9 para 16,95 +

1,2% (Figura 21A) e para 46,38 + 8,0% (figura 21B).
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Figura 21: Avaliacdo da despolarizacio mitocondrial de células HL-60 tratadas
com 42b (A) e 43¢ (B) por um periodo de 24 h. Dez mil eventos foram avaliados em
cada experimento. Os dados sdo expressos como média = desvio padrao de dois
experimentos em duplicata e foram analisados por ANOVA seguido do pos-teste
Newman-keuls ***p<0,001 e *p<0,05 em relagdo ao controle.

4.2.2.3. Os DNTs estimulam a producio de EROs

A fim de avaliar a produ¢ao de EROs, a sonda H,DCFDA foi utilizada e oxidada
na presenca de EROs em um produto fluorescente.O composto 42b ndo aumentou a
producdo de EROs (figura 22A), enquanto o composto 43¢ aumentou
significativamente a produgdo de EROs de 2,61 + 0,3 para 32,06 + 6,7% (figura 22B).
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Figura 22: Avaliacdo da produciao de espécies reativas de oxigénis (EROs) por
células HL-60 tratadas com 42b (A) e 43c (B) por um periodo de 24 h. Dez mil
eventos foram avaliados em cada experimento. Os dados sdo expressos como média
+ desvio padrdo de dois experimentos em duplicata e foram analisados por ANOVA
seguido do pds-teste Newman-keuls ***p<0,001 em rela¢do ao controle.

4.2.2.4. Efeito dos DNTs na externalizacdo da fosfatidilserina

Como j& descrito, a dupla marcacdo anexina V/IP permite distinguir
caracteristicas de células vidveis, células em apoptose e células em necrose. Para a
linhagem HL-60, observou-se que os compostos DNTs sdo capazes de induzir apoptose.
O composto 42b aumentou a dupla marcacao anexina/IP de 2,4 + 0,7 (figura 23A) para
14,7 + 4% de apoptose (figura 23D) e o composto 43¢ também aumentou a dupla
marcagdo de 2,4 + 0,7 (figura 24A) para 63,1 = 13% (figura 24D). Corroborando com

os resultados anteriores.
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Figura 23: Efeito do composto 42b na linhagem HL-60 com dupla marcacio
Anexina/IP analisado por citometria de fluxo, apos 24 horas de tratamento. Os
graficos representam o controle (A) e o resultado da exposi¢do das células ao 42b por
nas concentragdes de 3,25 uM (B), 6,5 uM (C), 13 uM (D) e a analise estatistica
expressa no grafico de barra (E). Os dados correspondem a média + desvio padrdo de
dois experimentos em duplicata, analisados por ANOVA seguido do pos-teste de
Newman-Keuls. ***p<0,001; *p<0,01 em relagdo ao controle.
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Figura 24: Efeito do composto 43¢ na linhagem HL-60com dupla marcaciao
Anexina/IP analisado por citometria de fluxo, apés 24 horas de tratamento. Os
graficos representam o controle (A) e o resultado da exposi¢do das células ao 43¢ por
nas concentracdes de 9 uM (B), 18 uM (C), 36 uM (D) e a andlise estatistica expressa
no grafico de barra (E). Os dados correspondem a média = desvio padrao de dois
experimentos em duplicata, analisados por ANOVA seguido do posteste de Newman-
Keuls. ***p<0,001; *p<0,01 em relagdo ao controle.
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5. Discussao

As elevadas taxas de incidéncia e mortalidade por cancer ¢ um grande problema
de saude publica, sendo assim necessario esfor¢os na busca de terapias mais eficientes.
As células cancerigenas s3o alvo de rapidas transformagdes que conduzem a selecio e
crescimento de células com habilidades especificas e resisténcia a quimioterapicos,
cujos usos terapéuticos sdo muitas vezes dificultados pelo desenvolvimento de
mecanismo de resisténcia a multiplas drogas e a mielossupressdo, pelas células
cancerigenas, assim como pela citotoxicidade em relacdo a células normais. Por isso,
muitos esforcos tém sido feitos para aumentar a seletividade terapéutica aos tecidos e
células cancerigenas, e para o desenvolvimento de novos padrdes estruturais, a fim de
superar os problemas acima mencionados, melhorando a atividade anticancer (AL-TEL,
2010; PEDRAM et al, 2008; CHARI, 2008).

Os produtos naturais podem ser vistos como estruturas complexas e
biologicamente privilegiadas por exercer fungdes altamente especializadas (SAKLANI
e KUTTY, 2008). No entanto, devido a sua complexidade estrutural, este pode levar a
fontes comerciais limitados e dificultar o suprimento para estudos de mecanismo de
acdo e de desenvolvimento clinico (MAGEDOV et al, 2008; ICHIKAWA et al, 2007).
Por esta razdo, a sintese estereosseletiva de produtos naturais ¢ uma ferramenta
poderosa e altamente produtiva para o desenvolvimento de novas moléculas
biologicamente ativas (AL-TEL, 2010; NEWMAN, 2008). Para identificar novas
substancias quimicas para tratamentos mais eficazes, a quimica medicinal pode utilizar
muitas estratégias, mas a decisdo crucial ¢ a sele¢ao de um elo promissor tanto para a
sintese quanto para o efeito biologico. Para a quimica, ¢ interessante o uso de novas
estratégias sintéticas econdmicas que conduzam a uma maior diversidade estrutural,
com bons rendimentos e alta seletividade (TAN, GYLLENHAAL e SOEJARTO, 2006).

As briostatinas sao compostos derivados do anel tetraidropirano e de origem
marinha, apresenta estrutura complexa e bastante escassa, sendo naturalmente isoladas
em baixos rendimentos, mesmo assim, estdo atualmente em ensaios clinicos para o
tratamento do cancer. Em 2008, Wender e colaboradores descreveram a primeira série
de 12 analogos da briostatina, onde varios dos andlogos exibiram uma atividade
superior a molécula original, briostatina.

Em 2006, Miranda e colaboradores relataram a sintese de analogos de produtos

marinhos que continham o esqueleto estrutural comum de 4-clorotetraidropiranos. As
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atividades bioldgicas destes compostos foram testadas contra linhagens de células
cancerigenas (A2780, SW1573, e WiDr), demonstrando um amplo efeito antitumoral.
Dessa forma, podemos destacar a importancia dos anéis do tipo tetraidropirano,
presentes em inumeros produtos naturais e de seus analogos bioativos.

Neste estudo, foi realizado um “screnning” para avaliar o efeito citotoxico de
trinta ¢ um compostos derivados do nucleo tetraidropirano na linhagem leucémica
humana K562, pelo ensaio de MTT. A experimentacdo in vitro com cultivo celular ¢
extremamente Util para analisar a resposta celular a novas drogas (CASTRO et al,
2013). O MTT ¢ um teste relativamente rapido e econdmico que tem sido bastante
utilizado para avaliar a citotoxicidade de novos compostos.

Observou-se que apenas as hidrazonas 42a-c e as aminoguanidinas 43a-c
demonstraram um potente efeito citotoxico na linhagem K562, com Clsy de 14,9 + 4,5;
42,8 £4.,8; 8,9 +4,0; 58,8 £ 4,1; 7,6 £ 4,9; 15,5 + 5,1, respectivamente para 42a, 42b,
42¢, 43a, 43b e 43c (tabela 6). A hidrazona 42¢ que possui grupo naftil, foi o
tetraidropirano que apresentou maior atividade da série congénere. A concordancia
entre esses seis compostos na inibicdo da proliferagdo de células cancerosas pode ser
correlacionada com um mecanismo semelhante, relacionado com as caracteristicas
estruturais. Diferente dos demais compostos, os seis compostos ativos possuem, em
comum, uma cadeia nitrogenada, NHNHCNH(NH>), que parece ser determinante para o
efeito citotoxico, enquanto a variacdo na poténcia estd relacionada com a modificagdo
dos substituintes nos anéis aromaticos e a presenga da dupla ligacao.

Para avaliar o potente efeito anticincer dos compostos 42a-c e 43a-c, avaliou-se
a atividade destes analogos em distintas linhagens cancerigenas humanas (K562, HL-
60; HT-29 e MCF-7). Observando que estes analogos possuem um amplo espectro de
acdo anticancer, com um potente efeito citotdxico para todas as linhagens avaliadas.
Tem sido observado um efeito bem semelhante para a linhagem K562, HL-60 e HT-29,
porém a linhagem MCF-7 demonstrou menor sensibilidade aos compostos (tabelas 7 e
8).

Pode-se observar que as hidrazonas 42a-c mostraram-se mais ativas que as suas
respectivas aminoguanidinas 43a-c¢, logo se conclui que a redugdo da dupla ligacao
(C=N) implicou em uma diminui¢do da atividade biologica. Os compostos 42a-c¢ foram
pelo menos duas vezes mais potente do que os compostos 43a-c. Os andlogos de 42b e
43b tornou-se mais citotéxicos do que os andlogos 42a e 43a, devido a adi¢ao do atomo

de fluor na posi¢do 4, no anel aromatico. Os compostos 42¢ ¢ 43¢ sdo ainda mais
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potentes do que os outros analogos, provavelmente devido a presenga de dois anéis
naftil, o qual altera as propriedades fisico-quimicas, como por exemplo, a lipofilicidade.
WANG e colaboradores (2009) também descreveram a importancia da adicdo de
radicais eletrofilicos, como o fliior e o naftil, no aumento da citotoxicidade.

Muitos estudos tém demonstrado o efeito citotoxico de moléculas de origem
natural, com o nucleo tetraidropirano e seus andlogos. Essas moléculas parecem ter um
potente efeito anticancer, inibindo a proliferacdo de varias linhagens cancerigenas
(SKM-1, HL-60, MCF-7, A2780AD, OVCAR) com concentragdes na faixa de nano-
molar (GHOHS et al, 2012; VINTONYAK et al, 2008).

Dentre os problemas apresentados pelas terapias anticancer, os efeitos colaterais
decorrentes da baixa seletividade para as células cancerigenas representam um grande
obstaculo na busca de terapias mais adequadas (CHARI, 2008). A fim de demonstrar
uma possivel seletividade dos analogos 42a-c¢ e 43a-c para as células cancerigenas, a
citotoxicidade destes compostos foi avaliada em células ndo cancerigenas (L929 e
PBMC), por meio do ensaio do MTT. Os resultados mostraram baixa ou nenhuma
seletividade dos anédlogos em relagdo as células cancerigenas in vitro. O composto 42¢
foi o andlogo mais citotoxico, inclusive apresentou maior citotoxicidade para as células
ndo cancerigenas (tabela 9).

O efeito citotoxico pode se manifestar pela alteragdo de diversas funcdes e/ou
estruturas celulares, assim o uso de um unico método pode ser inadequado ou pouco
sensivel para caracterizar o efeito de um novo composto (SCHROTEROVA et al.,
2009).

Nesse contexto, avaliou-se o efeito citotoxico dos compostos 42b e 43c,
considerados os mais promissores, pelo ensaio de captagdo de vermelho neutro (CVN)
nas linhagens leucémicas. Para a linhagem K562, os resultados foram semelhantes aos
obtidos pelo ensaio de MTT, obteve-se Clsy bem semelhantes, indicando o rompimento
de estruturas lisossomais. Enquanto para a linhagem HL-60, a integridade lisossomal
ndo parece ser tdo comprometida, resultando em Cls apenas para o tempo de exposi¢ao
de 72 horas, resultado distinto do que o observado no ensaio de MTT (tabela 10). Sabe-
se que no processo apoptotico, as organelas tendem a se manter integras, caracteristica
inversa da morte celular por necrose.

O efeito citotoxico dos andlogos 42b e 43¢ também foi avaliado em cultura
primaria de células de sangue periférico e de medula éssea de paciente com leucemia,

pelo ensaio de MTT. Os compostos demonstraram um potente efeito citotdoxico, com
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concentragdes de Clso semelhantes as concentragdes obtidas no ensaio com culturas
imortalizadas do mesmo tecido (tabela 11), dando relevancia clinica aos nossos
resultados.

As leucemias constituem um dos principais tipos de cancer que afetam a
populacdo brasileira (figura 2) e pertencem a um grupo de neoplasias malignas
caracterizado pela proliferagcao descontrolada de células hematopoiéticas na medula
Ossea e/ou nos tecidos linfoides, que, posteriormente, atingem a circulacdo periférica e
podem se infiltrar em outros sistemas organicos (SWERDLOW et al., 2008). Este tipo
de cancer pode ser classificado como leucemia linféide aguda (LLA) e leucemia
linféide crénica (LLC) , quando se origina de células linfoides em estagio inicial de
desenvolvimento ou em células maduras, respectivamente. As leucemias também
podem ser classificadas em leucemia mieloide aguda (LMA) e leucemia mieloide
cronica (LMC), quando afeta as células granulociticas indiferenciadas ou maduras,
respectivamente. Dentre outras neoplasias sanguineas mais raras (WHO, 2009).

Para investigar as caracteristicas moleculares associadas ao mecanismo de morte
celular, por meio de fluorocromos € com o uso de citometria de fluxo, escolhemos a
linhagem de leucemia mieloide cronica (K562), uma linhagem que expressa a bomba de
efluxo capaz de mover farmacos do meio intracelular para o meio extracelular , sendo
um tipo celular mais resistente e a linhagem de leucemia mieloide aguda (HL-60), que ¢
mais sensivel.

A LMC ¢ um cancer de células-tronco potencialmente fatal, que compreende
cerca de 14% de todas as leucemias, sendo estimada em cerca de 1 a 2 casos por
100.000 individuos (SESSIONS et al, 2007, TEFFERI et al, 2005). A leucemia
mieloide crénica ¢ uma neoplasia maligna caracterizada pela presenca do cromossomo
Philadelphia (Ph), que consiste no resultado da translocagdo t (9:22), unindo o
protoncogene C-ABL presente no cromossomo 9 a regido BCR do cromossomo 22.
Pacientes com leucemia mieldide cronica sdo altamente refratarios ao tratamento.
Considerando-se que o gene resultante BCR-ABL tem atividade anormal de tirosina
quinase, que estimula o crescimento celular e ¢ responsavel pelo fendtipo transformado
de células LCM (BACCARANI et al, 2009; MOD et al, 2007).

A LMA ¢ uma neoplasia caracterizada por um acumulo excessivo de precursores
mieloides na medula dssea que perderam a capacidade de se diferenciar normalmente e
de responder a reguladores normais de proliferagdo. Sendo mundialmente reportada em

cerca de 4 casos a cada 100 mil habitantes, correspondendo a aproximadamente 20 %
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dos casos totais de leucemias na populacdo em geral (HEAD, 2004). Citogeneticamente
sdo caracterizadas pela translocagdo cromossomica t(15;17), onde a presenca da
proteina de fusdo PML (promyelocytic leukaemia) - RARA (retinoic acid receptor-a) é
a unica anormalidade gendmica detectada na leucemia promielocitica aguda,
responsavel pelo potencial replicativo ilimitado e inibicdo da diferenciagdo terminal
destas células (CHEN et al., 2010; DE THE; CHEN, 2010).

Para a linhagem K562, os pardmetros avaliados ndo foram suficientes para a
determina¢do de um tipo de morte celular, mesmo diante do potente efeito citotoxico
para esta linhagem. Os compostos ndo alteraram o potencial transmembranico
mitocondrial e nem estimularam a produgdo de EROs . As unicas alteragdes
desencadeadas pelo composto 42b e também pelo andlogo 43¢, foi o aparecimento do
pico sub-Gl, indicando a presenga de fracao hipodipldéide de DNA, e a parada no ciclo
celular na fase G1 (figuras 13 e 14). O composto 43¢ apresentou ainda um aumento na
marcagdo de IP, quando submetido ao ensaio de dupla marcacao anexina/IP (figura 18).
Apesar de nao ter sido esclarecido o mecanismo de morte dos compostos 42b e 43¢ para
a linhagem K562, verificou-se que o composto 43¢ ¢ mais potente.

A progressao do ciclo celular é um processo complexo que envolve inimeras
proteinas regulatdrias. Ciclinas s3o reguladoras positivas da progressao do ciclo celular
e coordena a funcdo das cinases dependentes de ciclinas (CDKs). Um aumento na
expressdo de CDKs ¢ observado na maioria das células cancerigenas, resultando em
aumento da proliferacdo e/ou na supressdo da morte celular (MISHRA, 2011; LIU et al,
2010; WEINBERG, 2008; GERL, VAUX, 2005). Por esta razdo, bloquear o ciclo
celular ¢ considerado uma atividade estratégica para eliminar células cancerigenas.

Os efeitos toxicos sdo responsaveis por ativar vias de sinalizagdo que reduzam a
velocidade de progressdo do ciclo celular, com o intuito de favorecer a reparagdao do
material lesado (BARTEK, LUKAS, 2007; HOUTGRAAF et al, 2006). Este tipo de
resposta ¢ denominada citostatica e usualmente reversivel (FRESHNEY, 2001). Porém,
estes danos também podem ativar vias de sinalizacdo que desencadeiam um mecanismo
irreversivel, eliminando a célula danificada (HOUTGRAAF et al, 2006). Assim, ¢
necessario mais estudos para esclarecer o mecanismo de agdo dos andlogos 42b ¢ 43¢ na
linhagem K562, tendo em vista ndo apresentarem resultados positivos para as
caracteristicas moleculares apoptéticas ensaiadas. Muitos tipos de cancer apresentam

mecanismos de resisténcia a apoptose, portanto compostos que envolvam outros
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mecanismos de morte celular podem ser promissores (KREUZALER ¢ WATSON,
2012).

Para a linhagem HL-60, os andlogos 42b e 43¢ também demonstraram atuar por
mecanismos semelhantes. Constatou-se a capacidade destes analogos danificarem o
DNA. Para reconhecer a especificidade de fase do ciclo celular, utilizou-se o ensaio
com o corante de iodeto de propidio (IP). Os compostos 42b e 43¢ induziram o aumento
do DNA hipodiploide (pico sub-G1) (tabelas 19 e 20), que vem sendo descrito como um
indicador quantitativo da apoptose (MISHRA, KHULLAR, BHATIA, 2011).

Mitocdndrias sdo organelas cruciais para a ativagdo da via apoptotica intrinseca.
Por isso, também foi avaliado o potencial transmembranico mitocondrial com o uso do
fluorocromo TRMR, que se acumula no interior de mitocondrias integras. Demonstrou-
se que os andlogos 42b e 43¢ despolarizaram a membrana mitocondrial nas maiores
concentragdes testadas. O composto 42b induz 16,95 + 1,2% de despolarizagdo e o
composto 43¢ induzem 46,38 + 8.0% de despolarizagdo (figura 21). Sabe-se que a
despolarizacao mitocondrial ¢ resultante do aumento da permeabilizacdo da membrana
mitocondrial externa, o que consequentemente resulta na liberacdo de fatores pro-
apoptoticos, desencadeando a morte celular (WANG E YOULE, 2009). Assim,
constou-se que a despolarizacdo da membrana mitocondrial foi um evento crucial para a
morte celular induzida pelos compostos 42b e 43c.

Outra caracteristica avaliada, foi a capacidade dos compostos 42b e 43c
estimularem a produ¢do de EROs, para isso foi usado a sonda H,DCFA, que ¢
hidrolizada para permanecer no interior da célula e na presenca de EROs emite
fluorescéncia. Desta forma, constatamos que o composto 42b ndo estimulou a produgao
de EROs na linhagem HL-60, enquanto o composto 43¢ estimula a producdo de 32 +
6,7% de EROs na mesma linhagem (figura 22). As EROs sdo moléculas sinalizadoras
que em altas concentragdes causam danos em macromoléculas celulares (DNA, lipidos
e proteinas), podendo resultar em alteragdes irreversiveis da viabilidade celular, que sao
funcdes essenciais para manutencao da homeostasia (CASTRO et al, 2013).

O composto 43¢ demonstra ser mais ativo que o composto 42b para os
parametros analisado, podendo ser explicado, pelo menos em partes, por sua capacidade
de induzir produgdo de EROs, o que esta associado a maior despolarizacao mitocondrial
induzida pelo composto 43c.

Para confirmar a morte célula por apoptose, analisou-se a externalizacdo da

fosfatidilserina pelo ensaio de dupla marcagdo com anexina e IP (SCHAPER e
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REUTELINGSPERGER, 2013). Os compostos 42b e 43¢ induziram a externalizagdo da
fosfatidilserina, tendo sido observado um aumento na marcacdo com anexina e IP,
caracteristico de apoptose tardia (figuras 23 e 24). Neste contexto, podemos afirmar que
os compostos 42b e 43¢ induzem morte celular por apoptose, na linhagem HL-60.
Ainda podemos sugerir a ativagdo da via apoptdtica intrinseca, ndo podendo eliminar o
envolvimento da via apoptotica extrinseca, tendo em vista que ndo foram realizados
estudos para esta conclusao.

Os compostos 42b e 43¢ parecem atuar por mecanismos semelhantes, porém de
forma linhagem-especifica, tendo apresentado um potente efeito citotoxico e atividade
antileucémica. Tendo o composto 43¢ demonstrado efeitos mais pronunciados. Ainda
assim, vale ressaltar a necessidade de modificagdes estruturais que aumentem ou
mantenha o potente efeito anticancer, e que também aumente a seletividade para as
células cancerigenas, gerando assim um composto promissor para posteriores estudos

clinicas.



Conclusdio
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6. Conclusao

v Foram feitos ensaios de viabilidade celular incubando 31 compostos derivados
do nucleo tetraidropirano e seis destes derivados (42a-c e 43a-c) apresentaram
um potente efeito citotoxico para as células cancerigenas: K562, HL-60, HT-29,

MCF-7, PBMC/LMC e BMBMC/LMC;

v Os compostos analisados, 42a-c¢ ¢ 43a-c, foram citotoxicos para as células ndo
cancerigenas, porém apenas o composto 43b apresentou uma maior
citotoxicidade para as células ndo cancerigenas em relacdo as células

cancerigenas;

v' Os compostos 42b e 43¢, considerados os mais promissores, aumentaram a
concentragdo de DNA hipodipléide e induziram parada na fase Gl do ciclo
celular da linhagem K562 e aumentaram a concentracdo de DNA hipodipléide

para a linhagem HL-60;

v' Os compostos 42b e 43¢ ndo causaram despolarizagdio do mitocondrial na
linhagem K562, porém induziram despolarizagao mitocondrial na linhagem HL-

60;

v Os compostos 42b e 43¢ ndo induziram a produc¢do de EROs na linhagem K562,

e apenas o composto 43¢ estimulou a producao de EROs na linhagem HL-60.

v A morte celular induzida pelos compostos 42b e 43¢ na linhagem K562 ndo esta
totalmente esclarecido, havendo necessidade de mais estudos. Enquanto na

linhagem HL-60 os citados compostos induziram apoptose pela via intrinseca.
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