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RESUMO

Estudo do potencial anticancer de novos derivados acridinicos sintéticos em
modelos experimentais in vitro. Dissertacdo de Mestrado. Autor: Francisco
Washington Araujo Barros. Orientador: Dr?. Claudia do O Pessoa. Programa de
Pés-graduagdo em Farmacologia. Departamento de Fisiologia e Farmacologia,
Universidade Federal do Ceara, 2010.

Acridinas sao moléculas policiclicas aromaticas planares que possuem a capacidade
de intercalar no DNA nuclear. Muitos dos seus representantes apresentam
propriedades antibacterianas, antiparasitarias e antitumorais. O presente estudo
avaliou o potencial citotoxico de 22 novos compostos acridinicos em linhagens de
células tumorais humanas. Dentre esses, quatro compostos [5-(acridin-9-il-metileno)-
3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona, AC4; 5-(acridin-9-il-metileno)-3-(4-bromo-
benzil)-tiazolidina-2,4-diona, AC7,; 5-(acridin-9-il-metileno)-3-(4-cloro-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona, AC10; e 5-(acridin-9-il-metileno)-3-(4-fluor-benzil)-tiazolidina-
2,4-diona, AC23] foram ativos, especialmente em HCT-8 (cdlon) e SF-296
(glioblastoma), com valores de Clso variando de 2,3 a 5,3 yg/mL. Os compostos
apresentaram seletividade para células tumorais, desde que n&o inibiram (ICsy > 25
pMg/mL) a proliferagdo de células monocucleares de sangue periférico humano
(CMSPH), bem como, ndo foram capazes de induzir dano ao DNA dessas células.
Nenhum dos compostos mostrou atividade hemolitica contra eritrécitos de
camundongos (ECsop > 200 pg/mL), o que sugere uma citotoxicidade por
mecanismos mais especificos. A fim de determinar o mecanismo envolvido na
citotoxicidade seletiva dos compostos, foi realizada uma sequéncia de experimentos
in vitro, usando a linhagem HCT-8 como modelo. As células foram tratadas em
diferentes concentragbes dos compostos (2,5; 5 e 10 yg/mL) por 12 e 24 horas.
Todos os compostos foram capazes de reduzir a viabilidade (teste do azul de tripan)
e a proliferagao (ensaio do BrdU) de células HCT-8 apds o tratamento. A indugao de
apoptose pelos derivados acridinicos foi determinada por citometria de fluxo
(integridade da membrana, fragmentagdo do DNA internucleosomal e potencial
transmembranico) e por analise morfoldégica das alteragdes celulares (brometo de
etideo/laranja de acridina e hematoxilina/eosina). A analise por citometria de fluxo
revelou que os compostos avaliados promoveram despolarizagao mitocondrial, o
qual evidencia a ativacdo da apoptose pela via intrinseca nas células HCT-8. Na
analise do screening em 3 diferentes linhagens mutantes de Saccharomyces
cerevisiae, foi observado que a linhagem Top1A (sem topoisomerase |) mostrou
moderada resisténcia aos compostos acridinicos testados na concentracdo de 50
pMg/mL. Além disso, as acridinas inibiram parcialmente o relaxamento do DNA por
topoisomerase |, sugerindo que os compostos AC4, AC7, AC10, AC23 tem o
potencial antiproliferativo, em parte, relacionado a inibicdo da atividade catalitica
desta enzima. Esses dados apontam o potencial anticancer dos compostos testados.

Palavras-chave: Compostos Acridinicos. Citotoxicidade. Inibidor de Topoisomerase
I. Dano ao DNA. Apoptose.



ABSTRACT

Study of the potential of new anticancer synthetic acridine derivatives in
experimental models in vitro.

Dissertation. Author: Francisco Araujo Barros Washington. Advisor: Dr. Claudia do O
Pessoa. Post-graduate in Pharmacology. Department of Physiology and
Pharmacology, Federal University of Ceara, 2010.

Acridines are planar aromatic polycyclic molecules that have the ability to progress in
nuclear DNA. Many of its representatives have antibacterial, antiparasitic and
antitumor. This study evaluated the cytotoxic potential of 22 new acridine compounds
in strains of human tumor cells. Among these, four compounds [5-(acridin-9-yl-
methilene)-3-(4-methyl-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione, AC4; 5-(acridin-9-yl-
methilene)-3-(4-bromine-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione, AC7; 5-(acridin-9-yl-
methilene)-3-(4-chloro-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione, AC10; and 5-(acridin-9-yl-
methilene)-3-(4-fluor-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione, AC23] were active, especially in
HCT-8 (colon) and SF-296 (glioblastoma), with IC50 values ranging from 2.3 to 5.3
mg / mL. The compounds were selective for tumor cells, provided they do not inhibit
(ICs0 > 25 pug/mL) cell proliferation monocucleares human peripheral blood (CMSPH)
and were not able to induce DNA damage to these cells. None of the compounds
showed hemolytic activity against erythrocytes of mice (ECso > 200 pg/mL),
suggesting a cytotoxicity by more specific mechanisms. In order to determine the
mechanism involved in the selective cytotoxicity of compounds was carried out a
sequence of in vitro experiments, using the line HCT-8 as a model. The cells were
treated in different concentrations of compounds (2.5, 5 and 10 yg/mL) for 12 and 24
hours. All compounds were able to reduce the viability test (trypan blue) and
proliferation (BrdU assay) of HCT-8 cells after treatment. Induction of apoptosis by
acridine derivatives was determined by flow cytometry (membrane integrity, DNA
fragmentation and internucleosomal transmembrane potential) and morphological
analysis of cellular changes (ethidium bromide/acridine orange, and hematoxylin-
eosin). The analysis by flow cytometry showed that the compounds evaluated
promoted mitochondrial depolarization, which shows the activation of apoptosis by
intrinsic pathway in HCT-8 cells. In the analysis of screening in 3 different mutant
strains of Saccharomyces cerevisiae, it was observed that the line Top1A (without
topoisomerase |) showed resistance to acridine compounds tested at a concentration
of 50 pg/mL. In addition, the acridines partially inhibited the relaxation of DNA by
topoisomerase |, suggesting that the compounds AC4, AC7, AC10, AC23 has the
potential antiproliferative partly related to inhibition of catalytic activity of this enzyme.
These data indicate the potential anticancer compounds tested.

Keywords: Acridine Compounds. Cytotoxicity. Topoisomerase | inhibitor. DNA
Damage. Apoptosis.
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1 INTRODUGAO

1.1 Cancer

1.1.1 Consideragdes gerais

A descricdo mais antiga do cancer foi descoberta no Egito e data de
aproximadamente 1600 a.C.. O papiro encontrado continha a descrigdo de 8 casos
de tumores ou ulceras de mama que foram tratados por cauterizagdo. A origem da
palavra cancer é creditada ao médico grego Hipdcrates (460-370 a.C.), considerado
o “pai da medicina”. No grego, a palavra escolhida por Hipdcrates significa
caranguejo e esta associada a uma analogia entre o crescimento infiltrante do
cancer e a forma como esse crustaceo se prende ao solo usando suas patas.
Hipocrates também usou os termos carcinos e carcinoma para descrever tumores
nao-ulcerosos e ulcerosos, respectivamente (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2009).

Atualmente, o cancer é considerado uma doenga complexa caracterizada pela
instabilidade genética de células que tem a capacidade de se multiplicar
descontroladamente. Segundo Hahn e Weinberg (2002), as alteragbes genéticas
(mutacdes) envolvem a amplificacdo e/ou supra-expressao de oncogenes aliada a
delecdo e/ou silenciamento epigenético de genes supressores de tumor. Neste
sentido, é possivel dizer que as mutagcdes no cancer promovem a reativacido ou a
modificagdo de programas celulares que coordenam processos relacionados a
embriogénese e a homeostasia como: proliferagdo, migracdo, diferenciagdo e
apoptose (LUO et al., 2009).

As células de cancer sao diferentes das células saudaveis por apresentarem
potencial proliferativo ilimitado, auto-suficiéncia para os sinais de crescimento e
resisténcia aos sinais antiproliferativos e apoptéticos. Formagdo de novos vasos
sanguineos (angiogénese), invasao tecidual e capacidade de sofrer metastase séo
outras propriedades que podem ser acrescentadas (HANAHAN; WEINBERG, 2000).
Recentes trabalhos tem mostrado (Figura 1) a adigdo de outras caracteristicas que
sdo: fuga do sistema imune (KROEMER; POUYSSEGUR, 2008) e fendtipos de
estresse (metabdlico, proteotoxico, mitotico, oxidativo e de dano ao DNA) (LUO et

al., 2009). Com esse perfil, as células cancerosas tornam-se menos especializadas



22

em suas funcdes e, aos poucos, substituem as células normais comprometendo o
funcionamento dos 6rgdos e levando, quase sempre, o individuo a morte (DE
ALMEIDA et al., 2005).

Auto-suficiéncia para os
sinais de crescimento

Invasao tecidual e
metastase

Resisténcia aos sinais
anti-proliferativos

Proliferagao

ilimitada
CANCER
Evasao do

sistema imune Estresse de
dano ao DNA

Estresse metabolico ‘f’fu Estresse oxidativo

\“_""--.._\__‘_-_
Estresse proteotéxico Estresse mitético

Figura 1 - Os marcos do cancer
Fonte: adaptado de Luo et al. (2009)

O acumulo de mutagdes observado na célula de cancer é capaz de promover
defeitos no ciclo celular por desregulacdo de quinases dependentes de ciclina
(QDC). Normalmente, as QDCs sao ativadas por ciclinas e coordenam o processo
mitotico durante a divisdo de uma célula. A progressao correta do ciclo celular é
monitorada por pontos de checagem que detectam possiveis erros durante a sintese
de DNA ou segregacado cromossOmica. No ponto de checagem, QDCs especificas
sao inibidas e o ciclo celular é parado momentaneamente para que o defeito no
DNA, caso exista, seja reparado antes da formacédo das células-filhas. Quando o
erro nao pode ser reparado, existem duas opgdes: ou a célula torna-se senescente,
ou sofre morte por apoptose. Em muitos tumores humanos, as QDCs da divisao
celular encontram-se continuamente ativadas e, nessa condi¢ao, a célula de cancer
prolifera indefinidamente e passa adiante suas mutagdes, bem como, acumula

outras aberragbes genéticas. Estas evidéncias demonstram, em parte, a
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oncogénese molecular e comprovam a origem monoclonal do céancer
(MALUMBRES; BARBACID, 2001; MALUMBRES; BARBACID, 2005; KASTAN;
BARTEK, 2004; BARTEK et al., 2004; MALUMBRES; BARBACID, 2009; LUO et al.,
2009).

A transformacdo de uma célula saudavel em célula cancerosa €, geralmente,
um processo lento que ocorre em varias etapas. Este processo, conhecido como
carcinogénese, pode ser iniciado espontaneamente, por fatores ambientais ou de
forma hereditaria. Dentre esses, a exposicdo a fatores ambientais (produtos
quimicos, radiagdo e virus) € a causa mais comum de cancer, com destaque para a
carcinogénese quimica. A carcinogénese quimica, que tem na poluigdo, no
tabagismo e na dieta seus principais fatores de risco, pode ser didaticamente
dividida em 4 etapas: iniciagdo, promogao, conversao maligna e progressao. Assim,
tomar medidas preventivas individuais e coletivas € uma 6tima forma de se evitar os
efeitos maléficos do cancer (DOLL; PETO, 1981; REDDY et al., 2003; RIEGER,
2004).

1.1.2 Epidemiologia do cancer

Como exposto no tépico anterior, o cancer € uma doenga caracterizada pelo
crescimento descontrolado de células transformadas levando ao comprometimento
do funcionamento dos érgéos.

Hoje, s&o conhecidos quase 200 tipos de cancer, correspondendo aos varios
sistemas e células do corpo, os quais se diferenciam pela velocidade de
multiplicagdo e a capacidade de invadir tecidos e 6érgaos, préximos ou distantes de
onde se originaram (DE ALMEIDA et al., 2005).

Neste sentido, a vigilancia, bem como a avaliagao de seu desempenho, € um
dos componentes fundamentais para o planejamento e o monitoramento da
efetividade de programas de controle dos diversos tipos de cancer. O
estabelecimento de medidas efetivas no controle do cancer necessita de
informagdes de qualidade sobre sua distribuigdo de incidéncia e mortalidade, o que
possibilita uma melhor compreensdo sobre a doengca e seus determinantes
(INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2008).

Em 2008, a Organizagdo Mundial da Saude estimou que ocorreriam 12,4

milhées de casos novos e 7,6 milhdes de Obitos por cancer no mundo. Destes, os
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mais incidentes foram o cancer de pulméao (1,52 milhdes de casos novos), mama
(1,29 milhdes) e colon e reto (1,15 milhdes). Devido ao mau prognostico, o cancer
de pulmao foi a principal causa de morte (1,31 milhdes), seguido pelo cancer de
estdmago (780 mil dbitos) e pelo cancer de figado (699 mil ébitos). Para América do
Sul, Central e Caribe, estimou-se em 2008 cerca de um milhdo de casos novos de
cancer e 589 mil 6ébitos. Em homens, o mais comum foi o cancer de prostata,
seguido por pulméo, estdmago e colon e reto. Nas mulheres, o mais frequente foi o
cancer de mama, seguido do colo do utero, colon e reto, estbmago e pulmao (WHO,
2008).

No Brasil, as estimativas, para o ano de 2010 (Figura 2), validas para o ano
de 2011, apontam para a ocorréncia de 489.270 casos novos de cancer, sendo
236.240 para o sexo masculino e 235.030 para o sexo feminino. Os tipos mais
incidentes, a excecao do cancer de pele do tipo ndo melanoma, serdo os canceres
de prostata e de pulmdo no sexo masculino e os canceres de mama e do colo do
utero no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil da magnitude observada
para a América Latina (INCA, 2010).

H?de Casos
50.000 —

Feminino
[l Mazculing

50.000 —

40000 —

30.000 —

20.000 —

10.000 =

a

Figura 2 - Estimativa para 2010 dos tipos de cancer mais incidentes na populagao brasileira,

sem pele ndo melanoma.

A distribuicdo dos casos novos de cancer segundo sua localizagao primaria é
bem heterogénea entre Estados e Capitais do Pais. As regides Sul e Sudeste, de

maneira geral, apresentam as maiores taxas, enquanto que as regides Norte e
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Nordeste mostram as menores taxas. Ja as taxas da regido Centro-Oeste
apresentam um padrao intermediario (INCA, 2008).

Diante desse cenario, fica clara a necessidade de continuidade em
investimentos no desenvolvimento de agdes abrangentes para o controle do cancer,
nos diferentes niveis de atuagdo como: na promocdo da saude, na deteccio
precoce, na assisténcia aos pacientes, na vigilancia, na formacdo de recursos
humanos, na comunicagdo e mobilizacdo social, na pesquisa e na gestdao do
Sistema Unico de Saude (SUS).

1.1.3 Tratamento do cancer

A mortalidade em virtude do cancer ainda é inaceitavelmente alta. Apesar do
avango no conhecimento da doenga e nas formas de tratamento, as estatisticas de
mortalidade demonstram que continua sendo importante buscar novas formas de se
controlar esse mal (REDDY et al., 2003).

Atualmente, o paciente com cancer € tratado a partir do uso combinado de
varias abordagens terapéuticas. A cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia sao a
base do tratamento para varios tipos de cancer. A quimioterapia, que consiste no
uso de medicamentos isolados ou combinados (poliquimioterapia), tem o objetivo de
atingir a célula de cancer e interferir no seu desenvolvimento, crescimento,
disseminagao e/ou invasao tecidual. Neste sentido, a poliquimioterapia destaca-se
por apresentar resultados mais eficientes e por diminuir o risco de resisténcia da
célula tumoral ao tratamento. Além disso, o0 uso combinado de farmacos permite
atuar em diferentes fases do ciclo celular (NICOLAOU et al., 1997; CARVALHO;
TIRNAUER; PELLMAN, 2003; KUMMAR; ABBAS; FAUSTO, 2004; SOUZA et al.,
2007).

Mais recentemente, tém-se usado a terapia de fotorradiacédo e a imunoterapia.
Contudo, essas técnicas sao de uso clinico superficial e adjuvante, respectivamente
(DE ALMEIDA et al., 2005).

Segundo Bode e Dong (2009), a prevencdo, a detecgdo precoce e o

tratamento constituem a estratégia mais completa para o controle do cancer.



26

1.2 Tipos de morte celular

Os organismos multicelulares tem na morte celular programada uma
importante ferramenta fisiolégica para auxiliar nos processos embrionarios, pos-
embrionarios e na homeostasia. Por outro lado, a desregulagédo desse tipo de morte
€ responsavel pelo surgimento de muitas doengas humanas como: isquemia cronica,
neurodegenerativas, auto-imunes e cancer. Assim, o entendimento sobre os
mecanismos moleculares envolvidos na morte celular é bastante utili no
desenvolvimento de novas terapias (KROEMER et al., 2007).

A morte celular tem sido objeto de estudo de muitos pesquisadores. De
acordo com o Comité de Nomenclatura sobre Morte Celular (editores da revista Cell
Death and Differentiation), considera-se que uma célula estda morta quando as
seguintes condi¢cdes estdo satisfeitas: (a) perda da integridade de membrana
plasmatica, (b) fragmentagcé&o nuclear e celular e (c) fagocitose. O comité também
estabelece que a morte celular pode ocorrer a partir de diferentes vias, como:
apoptose, necrose, autofagia, catastrofe mitotica e senescéncia (KROEMER et al,,
2005).

A tabela 1 mostra um resumo das caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas
envolvidas em cinco categorias de morte celular, e abaixo segue uma descricdo

mais detalhada de cada processo.



Tabela 1 - Caracteristicas dos diferentes tipos de morte celular.

Catastrofe
Apoptose Necrose Autofagia . Senescéncia
mitética
Mudangas
morfoldgicas
integra; -
_ Formacéo de
Membrana Formacao de
Ruptura prolongamentos - t Tamanho
celular prolongamentos
(Blebbs)
(Blebbs)
Condensagao da
cromatina;
Fragmentagéo Condensagéao Multiplos
Degradagéo . . )
nuclear; . parcial da micronucleos; Focos
Nucleo macica . .
Fragmentagéo 4o DNA cromatina; Fragmentacao heterocromaticos
o
internucleossomal Sem DNA ladder  nuclear
do DNA (DNA
ladder)
Fragmentagéo ’
_ 1 nimero de
. (formagao de Inchago de ., .
Citoplasma vesiculas - Granulosidade
corpos organelas )
» autofagicas
apoptéticos)
Marcagédo com Permeabilidade
anexina V, ensaio  precoce a o
) . o Visualizagao de o
Método de de fragmentacéo corantes e Localizagéo de Sl Ativagao da (3-
células
detecgado doDNAe liberagéo de LC3 . galactosidase
) multinucleadas
ativacdo de conteudo
caspase intracelular
HMGB1,
moléculas S100,
. _ metabdlitos
Liberacédo de .
purinicos,
contetido Lisofosfatidilcolina i - - -
proteinas de
celular _
choque térmico,
acido urico e
HDGF
Estimulagéo;
Supressao; .
Resposta . crescimento
. L fagocitose por - - -
imunolégica celular e reparo

células vizinhas

tecidual
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Abreviagbes: LC3, proteina associada a microtubulo (cadeia leve 3); HMGB1, proteina de

alta mobilidade grupo box 1; HDGF, fator de crescimento derivado de hepatoma.
Fonte: adaptado de Ricci e Zong (2006).
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O termo apoptose foi estabelecido por Kerr e colaboradores em 1972. Desde
entdo, um conjunto de caracteristicas morfolégicas tem sido apresentado para
identificar esse padrdo de morte celular. Reducdo do volume (picnose),
condensagao da cromatina, fragmentacdo do nucleo (cariorexis), manutengao da
integridade das organelas e membrana citoplasmaticas, formagdo de
prolongamentos da membrana plasmatica (blebbs) e fragmentacao celular (corpos
apoptéticos) sdo as evidéncias marcantes de uma célula apoptética (Figura 3)
(KROEMER et al., 2005).

Figura 3 - Morte celular por apoptose
Fonte: Cotter (2009).

Em condigdes normais, os corpos apoptoticos formados sdo reconhecidos e
fagocitados por macrofagos ou células vizinhas. O reconhecimento é baseado na
externalizacdo da fostatidilserina na membrana plasmatica ou mediado por
carboidratos e receptores de vitronectina. Neste ponto, a apoptose pode ser
considerada um importante mecanismo de morte celular induzida por quimioterapico
(DUVALL et al., 1985; SAVILL et al., 1990; FADOK et al., 1992; RICCI; ZONG,
2006).

Dos mecanismos conhecidos que conduzem a morte celular por apoptose,
dois sao bem estabelecidos: a via de sinalizacido intrinseca ou mitocondrial e a
extrinseca (Figura 4). Ambos o0s processos contam com a participagédo
imprescindivel de proteases intracelulares conhecidas por caspases. Dentro da
célula, as caspases encontram-se em sua forma inativa e precisam ser clivadas para
realizar suas fungdes. Na cascata reacional da apoptose, existem as caspases
iniciadores, que ativam outras caspases, e as efetoras, que executam as

modificagdes estruturais observadas nesse padrao de morte celular. As caspases
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iniciadoras podem ser do tipo 8, 9 e 10 e as caspases 3, 6 e 7 sao consideradas
efetoras (NAGATA, 1997; THORNBERRY; LAZEBNIK, 1998; CORY; ADAMS, 2002;
DANIAL; KORSMEYER, 2004; RICCI; ZONG, 2006).

A via intrinseca pode ser ativada por um sinal de estresse intracelular que
inclui dano ao DNA (por radiag&o ionizante ou quimioterapico), espécies reativas de
oxigénio (EROs), infeccdo viral ou ativagdo de oncogenes. Apos o estimulo, os
mondmeros protéicos Bax e Bak (membros da familia Bcl-2) sao oligomerizados e
ligam-se a membrana externa mitocondrial promovendo a liberagao de varios fatores
apoptéticos. Dentre eles, o citocromo-c tem a capacidade de ligar-se ao fator
ativador de caspase 1 (apaf-1) e ativar a caspase 9 por clivagem. A caspase 9
ativada, por sua vez, promove a clivagem das caspases 3 e 7, tornando-as também
ativas, que rapidamente cliva os substratos intracelulares (VERHAGEN et al., 2000;
DU et al., 2000; WEI et al., 2001).

A via extrinseca da apoptose é caracterizada pela ligagdo de agonistas ao
dominio extracelular de receptores especificos da membrana plasmatica,
conhecidos como receptores de morte. Os agonistas envolvidos nesse processo séo
TNF-a, CD95-L e TRAIL. Quando os receptores de morte sdo ativados, a sua porgao
intracelular liga-se ao FADD (proteina que contém o dominio de morte celular
associado ao Fas) e promove o recrutamento de caspase 8 e 10, as quais sofrem
auto-clivagem e tornam-se ativas. Em células tipo |, essas caspases tem a
capacidade de ativar as caspases efetores por si. Entretanto, em células tipo Il, a
ativacdo das caspases efetoras é realizada a partir de uma comunicagao cruzada
com a via intrinseca, intermediada pela proteina BID. A proteina BID é clivada pelas
caspases 8 e 10 e promove a liberagdo mitocondrial de fatores pro-apoptoticos,
como visto no paragrafo anterior (CHINNAIYAN et al., 1995; KISCHKEL et al., 1995;
SCAFFIDI et al., 1998; LI et al., 1998; LUO et al., 1998; LOCKSLEY et al., 2001;
LEBLANC; ASHKENAZI, 2003; PETER; KRAMMER, 2003; WAJANT et al., 2003;
DONEPUDI et al., 2003; BOATRIGHT et al., 2003).
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Figura 4 - Esquema das vias intrinseca e extrinseca da apoptose
Fonte: adaptado de Anazetti e Melo (2007).

Ao contrario da apoptose, a necrose ndo tem um mecanismo molecular bem
esclarecido. A nivel celular, a necrose é caracterizada pelo aumento do volume,
ruptura da membrana plasmatica, inchago de algumas organelas citoplasmaticas e
moderada condensagdo da cromatina (Figura 5). Dentre os fatores que podem
causar esse tipo de morte celular estdo a deplegdo energética, o desbalango no
fluxo de calcio intracelular, a geragdo de EROs e a ativacdo de proteases nao-
apoptéticas (KROEMER et al., 2005; RICCI; ZONG, 2006).

Apoptose

Figura 5 - llustracdo comparativa entre apoptose e necrose
Fonte: Kerr et al. (1995).
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Muitos estudos tem mostrado a necrose como sendo um evento dissociado
da apoptose. Contudo, existem evidéncias de que os corpos apoptdoticos, quando
nao fagocitados por macrofagos, evoluem para um estado necrético, conhecido
como necrose secundaria, e que despertam uma resposta inflamatéria. Dessa
forma, é possivel observar morte celular por necrose a partir de um processo
apoptético inicial (WYLLIE et al.,, 1980; MAJNO; JORIS, 1995; VAN CRUCHTEN;
VAN DEN BROECK, 2002).

Por outro lado, a autofagia é caracterizada por uma intensa vacuolizagao
autofagica do citoplasma e organelas celulares. A condensagdo da cromatina é
muito timida e o processo de morte pode ocorrer a partir de um estresse metabdlico
forte que resulta na degradagcdo do conteudo celular por autofagossomos. Ja a
catastrofe mitética € um tipo de morte celular que apresenta como causa
fundamental um processo mitético defeituoso. Morfologicamente, a catastrofe
mitética é identificada pela presenga de micronucleos e multinucleos (KROEMER et
al., 2005; RICCI; ZONG, 2006).

Por fim, a senescéncia consiste em um processo no qual a célula, apds se
dividir intensamente, entra num estagio de bloqueio do ciclo celular. Esse tipo de
morte esta relacionado com o encurtamento dos teldmeros (estrutura cromossdémica
que se desgasta com as sucessivas divisbes celulares) e € morfologicamente
marcado pelo achatamento do citoplasma e aumento da granulosidade (DIMRI et al.,
1995; RICCI; ZONG, 2006).

A identificagdo do tipo de morte celular foi otimizada com o avango da ciéncia
e, hoje, conta com um numero bastante grande de técnicas qualitativas e
quantitativas. Dentre elas estdo os métodos microscépicos (de luz, fluorescéncia e
eletrbnico) associados a coloragdo, a eletroforese e a citometria de fluxo (VAN
CRUCHTEN; VAN DEN BROECK, 2002; TINARI et al., 2008).

1.3 Estratégias em busca de novas moléculas anticancer

As estratégias para o desenvolvimento de novas drogas anti-cancer tem
mudado ao longo dos anos. Os programas de screening comegaram no inicio dos
anos 50 no Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI-EUA), e
consistiam no teste inicial de novos compostos, principalmente produtos naturais,

em camundongos inoculados com leucemias L1210 e P388. Esse modelo foi
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bastante questionado, uma vez que nao era considerado representativo dos tumores
humanos, na sua maioria tumores solidos (SCHWARTSMANN; WORKMAN, 1993).

O modelo foi reconsiderado e, atualmente, os programas de screening do
NCI-EUA incluem uma etapa inicial de testes in vitro em linhagens tumorais
humanas utilizando técnicas automatizadas (High troughtput screening). Em
seguida, os compostos selecionados sdo submetidos ao teste do Hollow Fiber antes
de serem avaliados em modelos xenograficos de tumores humanos. O Hollow Fiber
combinado ao modelo xenografico constituem o modelo basico do teste antitumoral
pré-clinico in vivo. Todo esse contexto acelerou a pesquisa de novas drogas
anticancer, levando a uma grande demanda por bibliotecas de novas e promissoras
moléculas (NEWMAN et al., 2003; CRAGG et al., 2009).

Muitas companhias farmacéuticas sao dotadas de estrutura capaz de realizar
0 escreening rapido de inumeros compostos em relagdo a muitas atividades
biolégicas simultaneamente (citotoxicidade, antibacteriana, antiinflamatoria e
antiviral). Os testes sdo desenvolvidos com o minimo de intervengdo humana, sendo
o trabalho realizado, em sua maioria, por sistemas roboéticos acoplados a novas
técnicas de fluorescéncia, ressonancia magnética nuclear e de DNA. Os compostos
testados sao oriundos de 3 fontes principais: material natural (por exemplo, plantas,
microorganismos e animais), sintese quimica regular e quimica combinatéria
(MANN, 2002; CRAGG et al., 2009).

1.4 Classe acridina

A classe acridina € formada por compostos organicos que apresentam em
sua estrutura quimica trés anéis aromaticos condensados, com um atomo de
nitrogénio no anel central (Figura 6). Esses compostos heterociclicos sao
conhecidos desde o século XIX e possuem uma variedade de atividades biologicas
(antibacteriana, antiparasitaria e antitumoral). Em relagdo ao cancer, seus estudos
foram iniciados durante a | Guerra Mundial e, desde entdo, o volume de informacdes
nessa area tem aumentado consideravelmente (DENNY, 2002; PETRIKAITE et al.,
2007; DI GIORGIO et al., 2007; BELMONT et al., 2007).
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Figura 6 - Nucleo fundamental caracteristico da classe acridina.

As propriedades anticaAncer dos compostos acridinicos tem sido explicadas,
nos ultimos anos, a partir de sua estrutura aromatica planar que possibilita interagir
com o DNA celular e interferir com a atividade de enzimas importantes para o
processo de replicagdo. Dentre os alvos moleculares estudados estdao as
topoisomerases | e Il, a telomerase e proteinas-quinases (LERMAN, 1961;
PALCHAUDHURI; HERGENROTHER, 2007; BELMONT et al., 2007).

Muitos s&o os trabalhos que investigam a agéo citotoxica de novos compostos
acridinicos em células de cancer humano, bem como, seus provaveis mecanismos
de acdo. O efeito antiproliferativo tem sido observado em linhagens celulares de
diferentes origens como leucemias, carcinoma de pulmao e carcinoma de célon (BU
et al., 2002; SANCHEZ et al., 2006; CHEN et al., 2009). Neste sentido, a interacéo
com o DNA nuclear esta fortemente relacionada com o efeito citotoxico desses
compostos. A imagem contida na figura 7, obtida por modelagem molecular, ilustra
a intercalagado de dois compostos acridinicos ao DNA celular (YANG et al., 2005;
BOUFFIER et al., 2006; CHILIN et al., 2009).
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Figura 7 - Modelo de intercalagao de derivado acridinico (marcagao verde) no DNA.
Fonte: Yang et al. (2005).

Como exemplo a ser citado, derivados da proflavina foram sintetizados por
Kozurkova et al. (2008), os quais demonstraram efeito citotoxico sobre duas

linhagens celulares de cancer humano, HelLa (carcinoma epitelial cervical) e HCT-
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116 (carcinoma de cdlon), e forte ligagdo com o DNA celular por intercalacdo. Ainda
neste trabalho, o ciclo celular apresentou mudancgas importantes, como parada na
fase S ou G2-M, apds o tratamento com alguns dos compostos testados.

As enzimas topoisomerases | e |l, importantes no processo de replicagéo
celular, sdo alvos anticancer de muitos derivados acridinicos seja por estabilizagdo
do complexo enzima-DNA, seja por inibicdo catalitica. Como consequéncia dessas
agdes, o DNA celular é fragmentado e o processo de morte celular programada,
conhecido como apoptose, pode ser iniciado (BAGULEY et al., 1997; DENNY, 1997;
OPPEGARD et al., 2009).

Muitos agentes intercalantes de DNA s&o utilizados na clinica no tratamento
de doencas importantes. Nitracrina, amsacrina e proflavina sdo alguns desses
agentes que pertencem a classe acridina e possuem, em comum, um croméforo
policiclico aromatico planar (Figura 8) (SANCHEZ et al., 2006).

HyCO, e HE0LCHy
i
=
NOy NHCHS ) NIGH: ) HiM

seclls o

Nitracrina Amsacrina
e
HNT N N,
Proflavina

Figura 8 - Agentes intercalantes de DNA usados na clinica
Fonte: Sanchez et al. (2006).

A amsacrina (m-AMSA, 4’-(9-acridilamino)metanosulfon-m-anisidida) (Figura
8) é o representante mais promissor da classe acridina no tratamento do cancer.
Seu mecanismo de acdo tem sido explicado por intercalacio ao DNA com
consequente inibicdo catalitica da enzima topoisomerase Il. Quando metabolizado,
m-AMSA esta associada com a producdo de radicais livres que causam sérios
danos ao DNA de células de céncer e, também, normais (BLASIAK et al., 2003).

Usado na clinica desde 1976 por pacientes com leucemia, m-AMSA,

entretanto, tem apresentado algumas dificuldades terapéuticas. Efeitos adversos,
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resisténcia a droga e baixa biodisponibilidade tém fomentado a necessidade de se
desenvolver novos derivados acridinicos que possam manter ou melhorar a eficacia
clinica, superando as dificuldades citadas acima (SANCHEZ et al., 2006; BELMONT
et al., 2007).

DACA, (N-(2-(dimetilamino)etil)acridina-4-carboxamida (Figura 9), € outro
importante representante da classe acridina que de forma atipica tem a capacidade
de inibir simultaneamente as enzimas topoisomerase | e Il. Contudo, nos estudos de
fase Il, DACA nao demonstrou eficacia significante em pacientes com cancer de
pulméo e de coloretal (CAPONIGRO et al., 2002; DITTRICHA et al., 2003).

N
H

Figura 9 - Estrutura quimica de DACA

Neste sentido, o grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Dr. Ivan da Rocha
Pitta, vinculado ao Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), sintetizou e patenteou uma série de novos compostos
acridinicos, os quais demonstraram forte efeito antitumoral em camundongos
transplantados com sarcoma 180 (SILVA, 2003).

Em colaboragdo com outras instituicbes federais do pais, este novo conjunto
de moléculas foi o objeto de estudo do presente trabalho, no intuito de contribuir com
a valorizacao e a aplicabilidade terapéutica dos compostos desenvolvidos.

Os experimentos deste trabalho foram realizados, em sua maioria, no
Laboratério Nacional de Oncologia Experimental vinculado ao Departamento de

Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Determinar o potencial anticincer de 4 novos compostos acridinicos
sintéticos: AC4, 5-(acridin-9-il-metileno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona; AC7,
5-(acridin-9-il-metileno)-3-(4-bromo-benzil)-tiazolidina-2,4-diona; AC10, 5-(acridin-9-
il-metileno)-3-(4-cloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona; e AC23, 5-(acridin-9-il-metileno)-

3-(4-fluor-benzil)-tiazolidina-2,4-diona; em modelos experimentais in vitro.

2.2 Especificos

Determinar a atividade e a seletividade citotéxica em linhagens tumorais

humanas, bem como, em células saudaveis;

Determinar a atividade hemolitica em eritrocitos de camundongos Swiss (Mus

musculus);

Avaliar o padrao de morte celular envolvido na atividade citotdxica, bem
como, o efeito sobre a progressao do ciclo celular, usando células tumorais HCT-8

(c6lon humano) como modelo;

Identificar a sensibilidade in vitro de linhagens mutantes de Saccharomyces

cerevisiae para as enzimas topoisomerase |, Il e lll, pelo teste em gotas;

Determinar a agéo sobre a atividade catalitica da enzima topoisomerase |, por
eletroforese em gel;

Avaliar a genotoxicidade em células mononucleares de sangue periférico

humano pelo teste do cometa.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Solucodes, reagentes e farmacos

Acido Acético - Vetec®

Acido Cloridrico - Vetec®

Alcool Etilico - Vetec®
0,5 g de agarose FMC -

Agarose 1 % ] o _
Agua deionizada q. s. p. 50 mL Bioproducts®

1,5 g de agarose
Agarose LMP 1,5 % Gibco®
PBS q.s. p. 100 mL

0,5 g de agarose
Agarose NMP 0,5 % Gibco®
PBS q.s. p. 100 mL

1 yL de anticorpo anti-BrdU Sigma®

Anticorpo anti-BrdU
BSA 5 % q.s.p. 500 uL de solugéo Dako®

Anticorpo biotinilidado 1 L de anticorpo anti-

Sigma®
anti-imunoglobulina de  imunoglobulina
camundongo BSA 5 % q.s.p. 100 uL de solugéo
10 mg de azul de tripan Sigma®

Azul de tripan 10%
PBS qg.s.p. 100 mL de solugao -



BrdU 10mM

Brometo de Etidio 100
pug/mL

Camptotecina

Citrato de Sdédio

Cloreto de Sddio
(NaCl)

Diaminobenzidina
(DAB)

Dimetilsulféxido
(DMSO)
Doxorrubicina —
fornecida pelo Instituto
do Cancer do Ceara —

ICC

EDTA

Eosina 0,5%

1mg de brometo de etideo

PBS q.s.p 10 mL de solugéo

5 uL de DAB

1 mL de Tris-HCI (Tris 0,05M) pH=
7,6

2 pL de H,0;

0,5 g de Eosina

80 mL de Alcool etilico
0,5 mL de Acido acético
20 mL de H,0O
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Sigma®

Sigma®

TopoGEN®

Grupo
Quimica®

Labsynth®

Immunotech®
Proquimios®

Proquimios®

Vetec®

Zodiac®

Qeel®

Doles®



Estreptavidina —
peroxidase

Ficoll

Fitohemaglutinina

Formaldeido 10 %

Hematoxilina 0,1%

Hidréxido de Sdédio
(NaOH)

lodeto de propideo 50

pug/mL

Laranja de Acridina

1 uL de Estreptavidina — peroxidase

BSA 5 % q.s.p. 100 pL de solugao

100 mL de formaldeido
HOqg.s.p.1L

0,5 g de Hematoxilina

10 mL de Glicerina

25 g de Sulfato de aluminio
0,1 g de lodeto de potassio

H,O qg.s.p. 500 mL de solucéao

1 mg de iodeto de propideo
PBS q.s.p. 50 mL

1 g de laranja de acridina (100
Mg/mL)
H,O q.s.p. 10 mL de solugcéo
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Sigma®

Dako®

Sigma®

Sigma®

Dindmica®

Doles®

Labsynth®
Labsynth®
Labsynth®

Vetec®

Boehringer®

Fluka®



Meio de cultura de
células RPMI 1640

MTT

N-Lauroylsarcosine

Penicilina —

estreptomicina

Ringer-lactato

Sulfato de Gentamicina

Solugao de
Eletroforese

Solucgao de Lise

Diluido em agua deionizada e
esterelizada, filtrado em filtro
millipore (0,22 um) e
complementado com SBF 10 %, 1
% de glutamina, 1 % de antibidticos,
1 % de bicarbonato de sodio (0,75
%) e 25 mM de HEPES

20 mg de MTT
PBS q.s.p. 100 mL de solugéo

Penicilina 10.000 U.l./mL

Estreptomicina 10 mg/mL

Cloreto de Sédio = 0,600g
Cloreto de Potassio = 0,030g
Cloreto de Calcio 2H,0 = 0,0209g
Lactato de Saodio = 0,309

Agua q.s. p. 100 mL

EDTA 1mM, NaOH 300 mM,
pH > 13

NaCl 2,5M, EDTA 100mM

Tris 10mM, N-Lauroyl sarcosine
1% pH =10, Triton X-100 1 %,
DMSO 10 %

Cultilab®

Sigma®

Sigma®

Cultilab®
Cultilab®

Laboratorios

Biosintética®

Gentamicin

Novafarma®

40
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Solugéo de _
. Tris 0,4 M, pH=7,5
Neutralizagao

Solugéo desnaturante _

. Formamida 70 %
(para analise de Vetec®
_ _ 2x SSC (pH entre 6,5e 7,5a 70 °C)
incorporagao de BrdU)

Soro fetal bovino - Cultilab®

8,5 g de Cloreto de sodio (0,85 %) Labsynth®

Solugéo salina (para o
1,11 g de Cloreto de calcio (10 mM) Reagen®

hemdlise)
H>0 g.s.p 1 L de solugao -
Cloreto de s6dio 1,5 M

SSC 10X Citrato de s6dio 0,15 M -
H,O
242 g de TRIS

Tampao de corrida 50

57,1 mL de acido acético glacial

X (TAE)
100 mL de EDTA 0,5 M

Tampéao fosfato (PBS) 8,766 g de Cloreto de sodio Labsynth®
2,14 g de NaHPO4.7H,0 Labsynth®
0,276 g de NaHPO4.H,0 Labsynth®

H20 g.s.p. 1 L de solugédo (pH =7,2)

Tampéao Tris (TBS)

10X Cloreto de sddio 1,5 M Labsynth®

Tris 0,5 M (pH=7,6) Proquimios®
H,O -
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Topoisomerase | Drug

. . - TopoGEN®
Screeening Kit
50 mL de Tripsina 2,5 % Cultilab®
Tripsina 0,25% 0,125 g de EDTA Proquimios®
450 mL de PBS -
Triton X -100 - Isofar®
100 mL de formaldeido
Xilol 10 % Dindmica®
H,Oq.s.p.1L
ICN
5- Fluorouracil 2,5mg/1 mL
Farmacéutica®

Equipamentos

Agitador de placa, MLW Modelo Thys 2®

Agitador de tubo, Donner AD 8850®

Banho-maria, DELLTA Modelo 105Di®

Centrifuga Centimicro, FANEN Modelo 212®

Centrifuga Excelsa Baby, | FANEN Modelo 206®

Centrifuga de placas, Eppendorf Modelo Centrifuge 5403®

Centrifuga de laminas, Shandon Southern Cytospin®

Citdmetro de fluxo, Guava EasyCyte mini®

Deonizador de agua Milli-Q, Milipore®

Espectrofotdmetro de placa DTX-880, Beckman Coulter®

Fluxo laminar, VECO®

Incubadora de células, (CO, Water-Jacket Incubator) NUAIRE TS Autoflow®
High Throughput Screening (HTS)/Laboratory Automation Workstation, Biomek 3000,
Beckman

Coulter®

Maquina fotografica digital, Olympus C-7070®
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Microondas, Panasonic®

Microscopio optico, Metrimpex Hungary/PZO-Labimex Modelo Studar lab®
Microscopio 6ptico de inversao, Nikon Diaphot®

Microscopio de fluorescéncia, Olympus®

Micrétomo, Slee Mainz®

pHmetro, Micronal B474®

Pipetas automaticas, Gilson®

Sistema de Eletroforese Horizontal mini Submarine, Amersham Biosciences®

Sistema de Fotodocumentagao, Kodak®

Material bioldgico

Linhagens celulares de cancer humano mantidas em cultura (Tabela 2);

Células mononucleares de sangue periférico humano isoladas de voluntarios sadios;
Linhagens selvagem e mutantes (deficientes para as enzimas topoisomerase |,
Top1A, topoisomerase lll, Top3A, e topoisomerase | e lll, Top1/3A) da levedura

Saccharomyces cerevisiae.

3.2 Métodos

3.2.1 Obtencao dos compostos acridinicos

Os vinte e dois novos compostos acridinicos estudados neste trabalho foram
sintetizados no Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco pelo grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Dr. Ivan da Rocha Pitta.

A estrutura quimica desse novo conjunto de moléculas esta representada na

figura 10.



Cadigo
AC4
AC6
AC7
AC8

AC10
AC12
AC15
AC16
AC23
AC25
AC26
AC27
AC28
AC30
AC34
AC99

AC100

AC109

AC119

AC124

AC128

AC129

Figura 10 - Estrutura quimica dos novos compostos acridinicos.
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As amostras foram dissolvidas em DMSO puro e estéril na concentragéo
estoque de 5 mg/mL, e devidamente acondicionadas até o momento do uso.

3.2.2 Manutencao das células tumorais humanas em cultura

Neste estudo foram utilizadas 16 linhagens celulares tumorais humanas,
cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (Tabela 2).

As células foram cultivadas em garrafas para cultura de células (75 cm?®,
volume de 250 mL), e mantidas com os meios RPMI 1640 ou DMEM, suplementados
com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos (penicilina/estreptomicina). As
células foram mantidas em incubadoras com atmosfera de 5 % de CO, a 37 °C.
Diariamente, acompanhava-se o crescimento celular com a utilizagdo de microscépio
de inversdo. O meio foi trocado sempre que o crescimento celular atingia confluéncia
necessaria para renovagado de nutrientes. Para a manutencdo de células aderidas
utilizou-se tripsina (0,25%) para que as células soltassem das paredes das garrafas
(PESSOA, 2000).



46

Tabela 2 - Linhagens tumorais humanas utilizadas no ensaio de citotoxicidade in

vitro por meio do teste do MTT.

Linhagem Celular Tipo Histologico
HL-60 Leucemia promielocitica humana
K-562 Leucemia mielocitica crénica humana
CEM Leucemia linfocitica humana
HCT-8 Carcinoma de célon humano

HCT-15 Carcinoma de célon humano
SW-620 Carcinoma de célon humano
COLO-205 Carcinoma de célon humano
MDAMB-231 Carcinoma de mama humano
HS-578-T Carcinoma de mama humano
MX-1 Carcinoma de mama humano
PC-3 Carcinoma de prostata humano
DU-145 Carcinoma de préstata humano
SF-295 Glioblastoma humano
OVCAR-8 Carcinoma de ovario humano
UACC-62 Melanoma humano
MDAMB-435 Melanoma humano

3.2.3 Obtencéao de células mononucleares de sangue periférico humano (CMSPH)

As células mononucleares de sangue periférico humano (linfécitos e
mondcitos) foram obtidas de voluntarios saudaveis. A coleta do sangue foi realizada
em frascos heparinizados por profissionais capacitados, nas dependéncias da
Unidade de Farmacologia Clinica da Universidade Federal do Ceara (UNIFAC-UFC),
utilizando seringas esterilizadas e descartaveis com volume de 5 mL. O material
obtido foi imediatamente transportado para o Laboratério de Oncologia Experimental
(LOE) do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC.

CMSPH foram isoladas a partir de 3 mL de sangue acrescidos de 5 mL de
PBS. As etapas até o isolamento incluiram a adicdo de 3 mL de Ficoll, seguida por

30 minutos de centrifugacéo a 1000 rpm. A suspenséao de células presente na regiao



47

intermediaria entre as hemacias e o plasma foi, entao, transferida para outro tubo,
ao qual foi acrescido PBS até o volume de 11 mL, sendo centrifugado por 20
minutos a 10 G. O sobrenadante foi descartado e o precipitado de células foi
ressuspendido em meio completo (RPMI 1640 acrescido de 20% de soro fetal
bovino, 1 % de antibidtico (penicilina-estreptominica) e 4% de fitohemaglutinina) e
contado em camera de Newbauer para posterior diluigdo e plaqueamento.

3.2.4 Manutencéo das linhagens de Saccharomyces cerevisiae

As linhagens de Saccharomyces cerevisiae utilizadas neste trabalho
encontram-se descritas na tabela 3, e foram disponibilizadas pelo Prof. Dr. J. A. P.
Henriques da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

As células de levedura foram cultivadas em meio YEL (1% de extrato de
levedura, 2% de peptona e 2% de glicose) e mantidas sob agitagao orbital de 180
rom a 28 °C. Apéds 3 dias, quando a cultura atingia a fase estacionaria, as células
foram contadas e diluidas na concentragdo de 0,5 x 10" células/mL. Essa suspensao
foi novamente submetida a agitacado orbital de 180 rpm a 28 °C por 2 horas. Apos
esse tempo, obtinha-se uma cultura de células em fase exponencial de crescimento,

a qual foi utilizada no teste em gotas.

Tabela 3 - Linhagens celulares de levedura Saccharomyces cerevisiae utilizadas no

teste em gotas.

Linhagem Caracteristica
BY-4741-WT Selvagem

Top1A Sem topoisomerase |

Top3A Sem topoisomerase |l

Sem topoisomerase | e Ill ou apenas

Top1/3A .
topoisomerase I
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3.2.5 Ensaio de citotoxicidade em células tumorais humanas - Teste do MTT

Principio do teste

A avaliagdo do efeito citotéxico dos compostos testes em células tumorais
humanas foi realizada pelo Teste do MTT apds 72 h de incubacgao. Este € um ensaio
quantitativo in vitro que foi desenvolvido por Mosmann em 1983 para estimar a
proliferacéo e a sobrevivéncia celular. E definido na literatura como apropriado para
estimar a citotoxicidade (PESSOA et al.,, 2000; COSTA-LOTUFO et al., 2004,
BEZERRA et al., 2005; BEZERRA et al., 2008) e baseia-se na capacidade da
succinato desidrogenase, uma enzima do Ciclo de Krebs ativa em mitocéndrias de
células viaveis, em converter o sal de tetrazolium (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio, ou MTT), que é hidrossoluvel e de cor amarelada, em cristais
de formazan, que sdo de cor purpura. Essa técnica tem a capacidade de analisar a
viabilidade e o estado metabdlico da célula, sendo assim, bastante util para avaliar a

citotoxicidade.

Procedimento experimental

Inicialmente, os 22 novos compostos acridinicos foram testadas em
concentragdo unica (25 ug/mL) para avaliacdo do potencial citotoxico utilizando 3
linhagens celulares de tumores sélidos (HCT-8, SF-295 e MDA-MB-435). Nesse
screening inicial, foram consideradas ativas, e, portanto, selecionadas, as amostras
que apresentaram percentual de inibigdo do crescimento celular maior ou igual a

90% em pelo menos uma das linhagens testadas.

Em seguida, os compostos selecionados foram testados em um painel de
linhagens celulares de diferentes origens (Tabela 2) para a determinagdo de suas
Clso (concentragcdo capaz de inibir 50% do crescimento celular), como descrito a
sequir.

As células foram distribuidas em placas de 96 pogos numa densidade de 0,3
x 10° células/mL, para células em suspensdo, e 0,7 x 10° células/mL, para células
aderidas. Apos 24 h de incubagdo, os compostos acridinicos (0,09 a 25 ug/mL)
dissolvidos em DMSO foram adicionados a cada pocgo, utilizando o HTS (high-
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throughput screening), e as placas incubadas por 72 horas. A doxorrubicina e a
amsacrina foram utilizadas como controle positivo com concentragdes variando de
0,003 a 0,25 pg/mL. O controle negativo recebeu a mesma quantidade de DMSO.
Apods o periodo de incubagao, as placas foram centrifugadas (1500 rpm/15 min), e o
sobrenadante foi descartado. Cada cavidade recebeu 200 yL da solugdo de MTT
(0,5 mg/mL em meio RPMI 1640) e a placa reincubada por 3 horas, em estufa a 37
°C e a 5% CO,. Apds esse periodo, as placas foram novamente centrifugadas (3000
rom/10 min), o sobrenadante foi desprezado, e o precipitado foi ressuspendido em
150 yL de DMSO. Para a quantificacdo do sal reduzido nas células vivas, as
absorbancias foram lidas com o auxilio do espectrofotdbmetro de placa, no
comprimento de onda de 595 nm (MOSMANN et al., 1983).

Analise dos dados

No screening inicial, as amostras em duplicata foram testadas em
concentragdo unica e a porcentagem de inibicdo do crescimento (%IC) foi
determinada de maneira relativa ao controle negativo. Foram selecionadas as
amostras com %IC > 90 % em pelo menos uma das linhagens tumorais testadas. Os
dados foram analisados a partir da média e do erro padrdo da média de 2
experimentos independentes utilizando o programa Prisma versdo 5.0 (GraphPad
Software).

Os compostos selecionados foram testados em diluicbes seriadas, em
duplicata ou triplicata. Foi registrada a porcentagem de inibicdo x log da
concentragdo e determinadas suas Clsg (concentragdo capaz de inibir 50% do
crescimento celular) e seus respectivos intervalos de confianga (IC 95%) a partir de
regressao nao-linear, utilizando, também, o programa Prisma verséo 5.0 (GraphPad
Software).
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3.2.6 Ensaio de citotoxicidade em células saudaveis - Teste do Alamar Blue
Principio do teste

O teste do alamar blue foi realizado utilizando células mononucleares de
sangue periférico humano (CMSPH), que inclui linfocitos e mondcitos, apds 72 h de
incubacgdo. O alamar blue, recentemente identificado como resazurina (O'BRIEN et
al., 2000), € um indicador fluorescente/colorimétrico com propriedades redox. Como
acontece com os sais de tetrazolio, o alamar blue €& reduzido em células em
proliferagdo. A forma oxidada é azul (ndo fluorescente/célula ndo viavel) e a forma
reduzida é rosea (fluorescente/célula viavel). A redugdo do alamar blue reflete a
proliferagdo celular. Este método foi inicialmente utilizado para indicar crescimento
e/ou viabilidade celular no monitoramento de proliferacao de linfécitos (AHMED et

al., 1994) e atualmente apresenta varias aplicagoes.
Procedimento experimental

Inicialmente, as CMSPH foram distribuidas em placas de 96 cavidades (3 x
10* células/mL). Apds 24 h de incubacdo, os compostos acridinicos (0,09 a 25
pg/mL) dissolvidos em DMSO foram adicionados em cada pogo, utilizando o HTS, e
incubadas por 72 h. A amsacrina e a doxorrubicina (0,09 a 25 pg/mL) foram
utilizadas como controle positivo. O controle negativo recebeu a mesma quantidade
de DMSO. Vinte e quatro horas antes do final do periodo de incubacgado, 10 yL da
solugdo estoque (0,312 mg/mL) de alamar blue (resazurina) foram adicionados a
cada pocgo. As absorbancias foram mesuradas nos comprimentos de onda de 570
nm (reduzido) e 595 nm (oxidado) utilizando uma leitora de placa (AHMED et al.,
1994).

Analise dos dados

A proliferagdo celular foi calculada utilizando a seguinte formula: %
proliferagcdo = Aiw — (Anw X Rp) x 100. Onde, Alw € Apw sé@o as absorbancias no
menor e maior comprimento de onda, respectivamente. O R, foi calculado utilizando

a seguinte formula: Ro=AO_w/AOnw. Onde, AOw e AOpw sdo as absorbéancias do
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meio adicionado ao alamar blue subtraido das absorbéncias do meio isolado nos
comprimentos de onda menor e maior, respectivamente. A substancia foi testada em
diluicdo seriada, em duplicata ou triplicata. Foi registrada a porcentagem de inibigao
x log da concentragdo e determinado suas Clsg € seus respectivos intervalos de
confianga (IC 95%) a partir de regressao nao-linear utilizando o programa Prisma
versao 5.0 (GraphPad Software).

3.2.7 Determinacao da atividade hemolitica em eritrécitos de camundongos Swiss

(Mus musculus)

Principio do teste

Segundo Costa-Lotufo et al. (2002), este ensaio permite avaliar o
potencial dos compostos testes em causar danos a membrana plasmatica da célula,

seja pela formacao de poros ou pela ruptura total da mesma.

Procedimento experimental

O sangue foi coletado de camundongos Swiss (Mus musculus) por via
orbital e diluido em 30 volumes de solugao salina (NaCl 0,85% + CaCl, 10mM). Os
eritrocitos foram lavados 2 vezes em solugao salina por centrifugacéo (1500 rpm / 5
min) para redug¢ao da contaminagao plasmatica e ressuspendidos em solugao salina
para se obter uma suspensao de eritrécitos (SE) a 2%. Esses experimentos foram
realizados em multiplacas com 96 pog¢os, com a concentracdo dos compostos testes
variando de 1,56 a 200 pg/mL. Cada pogo da 12 fileira recebeu 100 pL da solugao
salina. Na 2%, os pogos receberam 80uL da solugéo salina e 20 uL do veiculo de
diluicdo da substancia teste, neste caso, DMSO 10%. Aos pogos da 32 fileira, foram
adicionados 180uL de solugdo salina e 20 puL da substéncia teste em solugéo
(1mg/mL). Da 42 fileira em diante os pogos receberam 100 ul da solugdo salina,
excetuando-se os da ultima fileira, que receberam 80 pL de solugéo salina e 20 uL
de triton X-100 1% (controle positivo). As diluicées foram feitas da 3% a 112 cavidade,
retirando-se 100uL da solugdo da cavidade anterior e transferindo para a seguinte

de modo que as concentragbes sejam sempre diluidas pela metade. Em seguida,
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100uL da suspensao de eritrocitos 2% foram plaqueados em todos os pogos. Apos
incubacdo de 1 h sob agitacdo constante a temperatura ambiente (26 + 2°C), as
amostras foram centrifugadas (5000 rpm/ 3min) e o sobrenadante foi analisado em

espectrofotdbmetro de placa a 540 nm.
Analise dos dados

A atividade da substéncia foi determinada de maneira relativa ao valor dos
controles positivo e negativo. Foi registrada a porcentagem do efeito x log da
concentragdo e determinadas suas CEso (concentragdo meédia capaz de provocar
50% do efeito maximo) e seus respectivos intervalos de confianga (IC 95%) a partir
de regressao nao-linear, utilizando o programa Prisma versdo 5.0 (GraphPad
Software).

3.2.8 Estudo do padrao de morte celular e do efeito sobre a progressdo do ciclo

celular

Nesta etapa do estudo, células de cancer de célon humano (HCT-8) foram
utilizadas como modelo. Em cada experimento, as células foram plaqueadas na
densidade de 7 x 10* células/mL e incubadas com os compostos acridinicos em
diferentes concentragbes (2,5 pg/mL, 5 yg/mL e 10 pyg/mL) por 12h e 24h. As
concentracdes testadas foram determinadas a partir da Clsy obtida pelo teste do
MTT em células HCT-8. A doxorrubicina (0,3 pg/mL) e a amsacrina (0,3 upg/mL)
foram usadas como controle positivo e o controle negativo foi tratado com o veiculo

(DMSO) utilizado para dissolver as substancias, o qual foi mantido abaixo de 1%.
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3.2.8.1 Determinacéo da viabilidade celular - Teste do Azul de Tripan

Principio do teste

O teste do azul de tripan permite quantificar separadamente as células viaveis
€ as nao viaveis apos a incubagdo com os compostos testes. O teste baseia-se na
capacidade que o corante azul de tripan tem de penetrar em todas as células.
Entretanto, apenas as células viaveis conseguem bombear o corante para fora,
sendo possivel, observar uma marcagao azulada para as células nao viaveis, que
perderam essa capacidade.

O teste do azul de tripan foi realizado antes de cada experimento desta etapa

do estudo para verificar a viabilidade celular.

Procedimento Experimental

As células HCT-8 foram distribuidas em placas de 24 pogos e incubadas com
0s compostos testes por 12 h e 24 h. Apds a incubagado, 10 yL do azul de tripan
foram adicionados a 90 uL da suspensédo de células em tubo eppendorf. As células

viaveis e nao viaveis foram diferenciadas e contadas em camara de Newbauer.
Andlise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrdo da média de n
experimentos independentes. Para verificar a ocorréncia de diferenca significativa
entre os grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA)
seguida de Student Newman Keuls (p<0,05).
3.2.8.2 Analise morfolégica - Coloragdo com Hematoxilina/Eosina
Principio do teste

A coloragdo utilizada neste experimento permite verificar alteragdes

morfoldgicas citoplasmaticas, nucleares e de membrana celular. O teste baseia-se

na capacidade que a hematoxilina tem de marcar o nucleo celular em azul, por ser
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um corante alcalino, aliada a afinidade da eosina pelo citoplasma, por ser um

corante acido, conferindo-lhe uma coloragdo rosea.

Procedimento Experimental

As células HCT-8 foram distribuidas em placas de 24 pogos e incubadas com
os compostos testes por 12 h e 24 h. Para observar a morfologia, 50 pyL da
suspensao de células foram adicionados a centrifuga de lamina (cytospin) para
promover sua adesao. Apos a adesdo das células na lamina, a fixagao foi feita com

metanol por 1 minuto, seguida de coloragdo com hematoxilina, e depois com eosina.

Analise dos dados

As laminas contendo as células coradas foram levadas ao microscépio optico
para avaliagdo das suas caracteristicas morfolégicas e comparadas com o controle

negativo. O registro das alteragdes celulares foi feito por fotografia.

3.2.8.3 Analise morfologica - Coloracdo diferencial com Brometo de Etidio/Laranja
de Acridina

Principio do teste

O método de coloracdo pelo brometo de etidio/laranja de acridina
(MCGAHON et al., 1995) permite diferenciar células viaveis daquelas em processo
de morte por apoptose ou necrose. Este método baseia-se na revelagao diferencial
das células por fluorescéncia. A laranja de acridina (LA) € capaz de atravessar
membranas intactas e intercala-se ao DNA celular conferindo aparéncia verde ao
nucleo. O brometo de etidio (BE), por sua vez, s6 consegue intercalar ao DNA e
marcar o nucleo em vermelho se a membrana celular estiver danificada. Dessa
maneira, as células viaveis, que tem a membrana integra, apresentam nucleo
uniformemente corado de verde pela LA. As células em apoptose (membrana ainda
integra) apresentam manchas verdes brilhantes (condensagdo da cromatina e
fragmentagdo nuclear) e ndo sdo marcadas por BE. Na apoptose, observam-se,

também, alteracdes na membrana celular em decorréncia da formacédo de corpos
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apoptéticos. O BE é incorporado majoritariamente por células necroticas (membrana
danificada) e apresentam, portanto, nucleo corado de vermelho (KUMMAR et. al.
2004).

Procedimento Experimental

As células HCT-8 foram distribuidas em placas de 24 pogos e incubadas com
os compostos testes por 12 h e 24 h. Apds a incubagao, a suspensao de células foi
transferida para tubo eppendorf e centrifugada por 5 min em baixa rotagdo. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 20 pL de
solugdo de PBS. Em seguida, 1 uL da solugdo de BE:LA foi adicionado ao tubo, e
uma aliquota dessas células foi transferida para uma lamina. A lamina foi montada
com laminula para contagem em microscopio de fluorescéncia. Foram contadas 300
células de cada amostra para a quantificagdo percentual dos eventos celulares
(viaveis, apoptoticas e necroticas). As laminas foram fotografadas para o registro

visual dos efeitos.

Analise dos Dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrédo da média de 3
experimentos independentes. Para verificar a ocorréncia de diferenca significativa
entre os grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA)
seguida de Student Newman Keuls (p<0,05).

3.2.8.4 Avaliagao da sintese de DNA - Ensaio do BrdU

Principio do teste

Este ensaio permite avaliar o efeito sobre a sintese de DNA celular. O ensaio
baseia-se na capacidade que a bromodeoxiuridina (BrdU) tem de ser incorporado ao
nucleo de células que estao sintetizando DNA. A incorporagao ocorre porque o BrdU
€ uma base nitrogenada analoga a Timina. A detec¢do do BrdU incorporado é

realizada por técnicas de imunocitoquimica.
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Procedimento Experimental

As células HCT-8 foram distribuidas em placas de 24 pocgos e incubadas com
os compostos testes por 24 h. O BrDU foi adicionado 3 h antes do término do
periodo de incubacao, para que fosse incorporado ao DNA das células em mitose.
Trés horas apos a adigédo do BrdU (0,01 pM) na cultura de células, laminas para
cada amostra foram preparadas e postas para secar por 2 h. Apds o periodo de
secagem, as laminas foram fixadas em metanol por 1 minuto. As células foram
lavadas com tampado Tris (TBS) e incubadas em solugdo desnaturante por 90
minutos a 60 °C e pH 7,4. Ap6s uma segunda lavagem com TBS, as células foram
circuladas com caneta hidrofdbica e incubadas com o anticorpo primario em camara
umida, na geladeira por uma noite. As células foram incubadas com anticorpo
secundario biotinilado por 20 minutos e, em seguida, com a solugcdo de
estreptavidina-fluoresceina por mais 20 minutos. O cromdgeno diaminobenzidina
(DAB) foi adicionado por 1-5 minutos e, 0 excesso removido com agua destilada. A
contracoloragcédo das células foi realizada com hematoxilina de Hanks (0,1 %) para
posterior observagdo e contagem ao microscépio optico. Duzenta células foram
contadas diferenciando-as em positivas para proliferacdo, nucleo corado pelo DAB

(cor marrom), e negativas, nucleo corado com hematoxilina (cor azul).

Analise dos dados

Os dados foram transformados em porcentagem e analisados a partir da
média e do erro padrédo da média de 3 experimentos independentes. Para verificar a
ocorréncia de diferenga significativa entre os grupos, os dados foram comparados

por analise de variancia (ANOVA) seguida de Student Newman Keuls (p<0,05).
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3.2.8.5 Testes utilizando citometria de fluxo

a) Determinagao da integridade de membrana e viabilidade celular

Principio do teste

A andlise da integridade da membrana plasmatica é uma importante
ferramenta para estudar o tipo de morte celular, visto que, apenas na necrose, a
membrana plasmatica esta precocemente alterada. O teste baseia-se na capacidade
do iodeto de propideo (IP), que € hidrofilico, de penetrar apenas em células cuja
membrana esteja rompida. Apds a ligagdo ao DNA, o IP emite alta fluorescéncia
quando é excitado pelo laser de argbnio (488 nm). A célula com membrana integra
emite, portanto, baixa fluorescéncia.

Neste experimento, também €& possivel avaliar aspectos morfolégicos como
volume e granulosidade, que foram também utilizados como parametros na
determinacao da viabilidade celular (MACKLIS; MADISON, 1990). O teste baseia-se
no desvio frontal e lateral da luz incidida sobre as células. O desvio frontal determina

o volume celular e o lateral mede a granulosidade.

Procedimento experimental

As células HCT-8 foram distribuidas em placas de 24 pogos e incubadas com
os compostos testes por 12 h e 24 h. Uma aliquota de 50 uL foi recolhida da
suspensao de células e diluida com a solugdo de IP (2 pg/mL em PBS). Apos 5
minutos na auséncia de luz a 37 °C, as células (cinco mil eventos) foram analisadas
por citometria de fluxo (MILITAO et al., 2006).

Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média + E.P.M. de 3 experimentos
independentes. Para verificar a ocorréncia de diferenga significativa entre os grupos,
os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida de Student

Newman Keuls (p<0,05).
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b) Determinacao do potencial transmembranico da mitocéndria

Principio do teste

A mitocbndria esta envolvida na via intrinseca da apoptose. Nesse processo,
membros da familia Bcl-2 ligam-se a membrana externa da mitocdndria formando
um poro que permite a saida de varios fatores apoptéticos (p. ex. citocromo c) e de
ions H', causando despolarizagdo mitocondrial. Assim, o teste baseia-se na
marcacao de mitocondrias com potencial transmembranico normal pela rodamina
123, um corante fluorescente que tem elevada afinidade por protons (nucleofilico).
As células viaveis emitirdo alta fluorescéncia verde devido a maior quantidade de
rodamina 123 ligada as cargas positivas internas, enquanto que as mitocéndrias
despolarizadas terdo menor afinidade pelo corante, gerando eventos que emitirdo
menor fluorescéncia. Deste modo, este ensaio foi utilizado para investigar a ativagao
da via apoptética intrinseca a partir do potencial transmembréanico mitocondrial
(MARCHETTI et al., 1996).

Procedimento experimental

As células HCT-8 foram distribuidas em placas de 24 pocgos e incubadas com
os compostos testes por 12 h e 24 h. Uma aliquota de 50 uL foi recolhida da
suspensao de células e diluida com a solugdo de rodamina 123 (1 pg/mL em PBS).
Apods 15 minutos na auséncia de luz e a 37 °C, as células foram centrifugadas e o
precipitado ressuspendido em PBS. O material foi reincubado por 30 minutos e,

ent&o, analisado (cinco mil eventos) por citometria de fluxo (MILITAO et al., 2006).

Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média £+ E.P.M. de 3 experimentos
independentes. Para verificar a ocorréncia de diferenga significativa entre os grupos,
os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida de Student
Newman Keuls (p<0,05).
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c) Determinacao do contetiido de DNA nuclear da célula

Principio do teste

Este ensaio foi realizado com o intuito de determinar o conteudo de DNA
nuclear das células. O teste baseia-se na capacidade do corante IP em ligar-se ao
DNA celular e emitir fluorescéncia vermelha em intensidade proporcional ao seu
conteudo. Assim, as diferentes fases do ciclo celular (Go/G1, S € G,/M) podem ser
determinadas a partir do seu conteudo de DNA. Quando a célula apresenta
cromatina condensada e/ou DNA fragmentado (sub-G1), a quantidade de IP

incorporada é menor, e, portanto emitira baixa fluorescéncia.

Procedimento experimental

As células HCT-8 foram distribuidas em placas de 24 pogos e incubadas com
os compostos testes por 12 h e 24 h. Uma aliquota de 50 uL foi recolhida da
suspensao de células e diluida com a solugao de lise contendo IP (0,1% de citrato
de sdédio, 0,1 % de triton X-100 e 2 pg/mL iodeto de propideo em PBS). Apés 30
minutos na auséncia de luz e a 37 °C, o material (cinco mil eventos) foi analisado por
citometria de fluxo (MILITAO et al., 2006).

Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média + E.P.M. de 3 experimentos
independentes. Para verificar a ocorréncia de diferenga significativa entre os grupos,
os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida de Student

Newman Keuls (p<0,05).
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3.2.9 Ensaio de sensibilidade de Saccharomyces cerevisiae - Teste em Gostas

Principio do teste

Este ensaio permite avaliar qualitativamente o crescimento de células da
levedura Saccharomyces cerevisiae na presenga dos compostos testes. O uso de
linhagens mutantes para as enzimas topoisomerase | e Ill permite sugerir se o efeito

inibitorio do crescimento esta relacionado com algumas dessas enzimas.

Procedimento Experimental

As células de levedura em crescimento exponencial foram contadas em
camara de Newbauer e diluidas com meio YEL a uma concentracdo de 2 x 10°
células/mL. Os compostos acridinicos foram adicionados (50 e 100 pg/mL) e 4 novas
diluicdes 1:10 foram realizadas. Em seguida, gotas de 3 pL de cada diluigdo foram
adicionadas em placas de Petry contendo meio YEPD (YEL + Agar). Apds 3-4 dias
de crescimento a 28 °C, as placas foram fotografadas para registro dos resultados.

Amsacrina (50 e 100 ug/mL) foi utilizada como controle positivo (Figura 11).

Coldnia de levedura

Diluigao seriada (1:10)

contendo meio : 10° 10 10° 10° 10° 10°)
YEPD -

Cultura estacionaria /

(2 x 10° células/mL) |

Meio seletivo

Figura 11 - Esquema ilustrativo do teste em gotas



61

Analise dos dados

As imagens obtidas foram avaliadas visualmente quanto ao efeito inibitério do

crescimento celular.

3.2.10 Ensaio de Relaxamento do DNA

Principio do teste

Este ensaio permite avaliar o potencial inibitério dos compostos testes sobre a
atividade catalitica da enzima topoisomerase | (Topo I). O teste baseia-se na
capacidade da enzima topo | de promover relaxamento de DNA superhelicoidizado,

o qual apresenta padrao de corrida eletroforética diferenciado.

Procedimento Experimental

A acao inibitoria dos compostos acridinicos sobre a enzima Topoisomerase |
humana (Topoisomerase | Drug Screening Kit, TopoGEN, Inc., Columbus, USA) foi
avaliada de acordo com Bezerra et al. (2007). Um microlitro (250 ng) de DNA
plasmidial superhelicoidizado (pRYG, uma derivagéo do pUC 19) foi incubado com a
Topo | (4 U) a 37 °C por 30 min no tampao de relaxamento (Tampéao Tris-HCI 10
mM, pH 7,9, EDTA 1 mM, NaCl 0,15 M, BSA 0,1 %, espermidina, 0,1 mM e glicerol 5
%) na presenca de 50 e 100 uM dos compostos acridinicos, para um volume final
de 20 uL. A droga Camptotecina (0,1 mM) foi usada como controle positivo. A
parada da reacgdao foi feita adicionando 2 uL de SDS 10 % (para facilitar o bloqueio
da enzima no complexo de clivagem) e 50 ug/mL de proteinase K (para digerir
ligagdes protéicas). As amostras foram misturadas ao tampao de amostra contendo
o corante azul de bromofenol (0,25 %). Em seguida, as amostras foram aplicadas no
gel de agarose 1 % e a corrida eletroforética foi realizada a 80 V (volts) for 120 min a
temperatura ambiente. A revelagcdo do gel foi feita com brometo de etidio e,

imediatamente fotografado sob luz ultravioleta.
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Analise dos dados

As imagens obtidas foram avaliadas quanto ao padrdo de corrida

eletroforética das amostras e comparadas com os controles positivo e negativo.
3.2.11 Avaliagéo do potencial genotoxico - Ensaio Cometa
Principio do teste

O ensaio cometa ou SCGE (Single Cell Gel Electrophoresis Assay) foi
desenvolvido por Singh et al. (1988) para detectar quebra simples e dupla na
molécula de DNA induzida por compostos com potencial genotdxico, tais como
agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes. Este ensaio € muito utilizado em
estudos de genética toxicoldégica como biomonitoramento ambiental e populacional.
Entretanto, seus resultados s&o utilizados como um indicativo e ndo como um teste
mutagénico. O teste pode ser realizado com células animais ou vegetais, tanto in
vitro como in vivo (FAIRBAIRN et al., 1995; ANDERSON et al., 1994; SILVA et al.,
2003).

Procedimento Experimental

Inicialmente, células de sangue periférico humano (3 X 10° células/mL) foram
incubadas por 3 h, em tubos falcon, com os compostos acridinicos em diferentes
concentragdes (2,5 pg/mL, 5 ug/mL e 10 ug/mL). Em seguida, 20 pyL da suspenséao
de células (~10° células/mL) foram dissolvidos em 0,75 % de agarose de baixo
ponto de fusédo e imediatamente espalhada sobre uma lamina pré-tratada com 1,5 %
de agarose de ponto de fusdo normal. As células foram, entdo, colocadas em
solugao de lise por pelo menos 1 h a 4 °C. Em seguida, as laminas foram dispostas
horizontalmente na cuba de eletroforese e preenchida com tampao de corrida em pH
~ 13 (HARTMANN; SPEIT, 1997; SINGH; SINGH, 2002). A eletroforese foi
conduzida em baixa luminosidade por 20 minutos, usando 14 V e uma corrente de
12 mA (0,5 V/cm). Apdés a corrida eletroforética, as laminas foram retiradas e

mergulhadas na solugao de neutralizagdo por 5 minutos. As células foram contadas
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em microscopio de fluorescéncia apds coloragcdo com brometo de etideo. A analise
foi realizada de acordo com o padrdo de escores previamente determinados pelo
tamanho e intensidade da cauda do cometa (BURLINSON et al., 2007; HARTMANN;
SPEIT, 1997; TICE et al., 2000). Foram contados 50 cometas/lamina e classificados,
de acordo com a percentagem de DNA na cauda do cometa, indicando o grau de
quebra do DNA, de acordo com a figura 12. Onde, 0 = sem danos (<5%), 1 = baixo
nivel de danos (5-20%), 2 = médio nivel de danos (20-40%), 3 = alto nivel de danos
(40-95%) e 4 = dano total (95%). A doxorrubicina (0,3 pg/mL) e a amsacrina (0,3
pg/mL) foram usadas como controle positivo e o controle negativo foi tratado com o
veiculo (DMSO) utilizado para dissolver as substancias, o qual foi mantido abaixo de
1%.

Figura 12 - Padrdo de dano ao DNA para o ensaio cometa
Fonte: Collins (2004).

Analise dos dados
Foi calculado o indice (ID) de dano no DNA, o qual foi obtido pela seguinte

formula: ID = 400 - ) Escores. Os dados foram analisados a partir da média +

E.P.M. de 3 experimentos independentes. Para verificar a ocorréncia de diferenca
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significativa entre os grupos, os dados foram comparados por analise de variancia
(ANOVA) seguida de Student Newman Keuls (p<0,05).

4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao da atividade citotéxica e hemolitica dos compostos acridinicos

A avaliacdo da citotoxicidade dos compostos acridinicos foi realizada pelo
teste do MTT, para as células tumorais humanas, e pelo teste do alamar blue, para
CMSPH, apés 72 horas de incubacéo.

A andlise do screening inicial (Tabela 4) demonstrou que dentre os 22 novos
compostos sintéticos testados, 4 apresentaram percentual de inibigdo do
crescimento celular (%IC) maior que 90 %, em pelo menos uma linhagem tumoral
utilizada.

Esses compostos foram: AC4, 5-(acridin-9-il-metileno)-3-(4-metil-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona; AC7, 5-(acridin-9-il-metileno)-3-(4-bromo-benzil)-tiazolidina-2,4-
diona; AC10, 5-(acridin-9-il-metileno)-3-(4-cloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona; e AC23,
5-(acridin-9-il-metileno)-3-(4-fluor-benzil)-tiazolidina-2,4-diona). O %IC do composto
AC4 em SF-295, HCT-8 e MDAMB-435 foi de 82,3 £ 2,5 %; 90,7 + 0,4 % e 54,6
3,4 %, respectivamente. Ja o composto AC7, nas mesmas linhagens tumorais,
demonstrou %IC de 83,8 + 0,4 %; 98 + 0,6 % e 60,2 + 1,0 % respectivamente. A
substancia AC10, por sua vez, apresentou %IC de 90,7 + 2,1 %; 93,9+ 0,9 % e 47,1
* 2,6 %, na mesma ordem das linhagens testadas. Por fim, o composto AC23 inibiu
o crescimento celularem 92,8 + 2,8 %; 93,3 £ 3,4 % e 85,4 + 4,5 % respectivamente.

Em seguida, AC4, AC7, AC10 e AC23 foram selecionados para a
determinacao de suas Clso (concentragdo capaz de inibir 50 % do crescimento
celular) em um painel de 16 linhagens celulares tumorais humanas de diferentes
tipos histologicos. A citotoxicidade das amostras também foi avaliada em células
mononucleares de sangue periférico humano (CMSPH), com o intuito de verificar o
efeito sobre o crescimento de células saudaveis (Tabela 5).

Os resultados indicam que os quatros compostos testados apresentaram
maior citotoxicidade em HCT-8 e SF-295, com valores de Clsy (IC 95%) variando de
23 (1,8-3,0) a 53 (4,56,3) pg/mL e 2,3 (1,8-2,9) a 34 (2,8-4,1) pg/mL,

respectivamente. Por outro lado, os compostos nao foram ativos (> 25 ug/mL) contra
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leucemias (HL-60, K-562 e CEM) e carcinoma de mama (HS-578-T, MX-1 e
MDAMB-231). N&o havendo diferenca entres os mesmos.

Em células mononucleares de sangue periférico humano (CMSPH), o valor de
Clso encontrado para todos os compostos acridinicos testados foi de > 25 pg/mL.
Doxorrubicina e amsacrina, usadas como controle positivo, apresentaram elevada
citotoxicidade em todas as linhagens celulares testadas com Clsy (IC 95%) variando
de 0,002 (0,001-0,004) a 1,8 (1,0-1,9) pg/mL e 0,03 (0,01-0,09) a 8,5 (6,8-9,9),
respectivamente.

Em relagdo ao teste hemolitico utilizando eritrocitos de camundongos Swiss
(Mus musculus), os novos compostos acridinicos ndo foram capazes de causar lise
das hemacias nas concetragdes testadas até 200 pg/mL.

A partir dos dados de citotoxicidade, a linhagem tumoral HCT-8 (cdlon
humano) foi escolhida como modelo para a continuidade do estudo, por ter
apresentado quimioseletividade frente aos compostos testados. As concentracdes
utilizadas no decorrer do estudo foram 2,5 ug/mL; 5 yg/mL e 10 ug/mL, com base na
Clso identificada para HCT-8. Por sua vez, os controles positivos, doxorrubicina e

amsacrina, foram testados na concentragédo de 0,3 pg/mL.
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Tabela 4 - Atividade citotdxica dos compostos acridinicos em 3 linhagens tumorais humanas
(SF-295, glioblastoma; HCT-8, coélon; MDAM-435, melanoma) pelo teste do MTT em

concentragao Unica de 25 pg/mL, apds 72 h de incubacéo.

S SF-295 HCT-8 MDAMB-435

%IC DP %IC DP %IC DP

AC4 82,35 2,52 90,74 0,41 54,57 3,38
AC6 62,87 3,34 69,76 5,49 30,34 3,19
AC7 83,82 0,44 98,04 0,57 60,18 1,04
AC8 40,98 4,29 57,81 2,05 14,39 4,94
AC10 90,73 2,14 93,87 0,90 47,12 2,60
AC12 6,30 7,94 17,58 10,58 4,60 5,40
AC15 45,57 15,44 71,96 4,02 40,46 1,24
AC16 41,70 9,83 68,31 7,21 39,35 2,80
AC23 92,82 2,84 93,35 3,44 85,42 4,49
AC25 60,86 5,65 83,15 0,82 42,25 8,32
AC26 0,55 3,85 2,80 13,61 0,00 5,66
AC27 36,84 7,38 34,34 4,10 19,36 1,17
AC28 20,30 1,64 26,11 5,74 0,00 0,39
AC30 0,00 0,82 7,67 0,98 8,88 4,29
AC34 41,87 1,01 54,51 2,95 21,47 4,81
AC99 53,29 1,89 44,95 1,39 10,90 0,00
AC100 44,91 2,90 46,39 1,64 22,67 3,51
AC109 24,85 2,40 62,92 11,56 11,45 3,12
AC119 65,77 1,13 62,86 1,15 49,79 0,65
AC124 18,47 2,33 12,77 0,82 0,00 0,52
AC128 25,16 2,21 13,35 5,74 27,59 3,19
AC129 67,64 2,14 78,45 0,57 68,95 0,60

A tabela apresenta o percentual de inibicdo do crescimento celular (%IC) dos compostos

acridinicos com seu respectivo desvio padrao (DP) da média referente a dois experimentos

independentes realizados em triplicata.
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Tabela 5 - Atividade citotoxica dos compostos acridinicos (AC4, AC7, AC10 e AC23) em linhagens

tumorais humanas e em células saudaveis pelo teste do MTT e do alamar blue, apdés 72h de

incubacgéo.
AC4 AC7 AC10 AC23 Amsacrina Doxorrubicina
Linhagens Clsp - pg/mL (M)
IC 95 %
Células tumorais
0,03(0,08)  0,02(0,03)
HL- >2 >25 (52 >2 2 >2 2
60 5 (60,90) 5 (52,59) 5 (58,02) 5(80.82) 0000 0.01-0.02
. 0,14 (0,24)
K-562 >25(60,90)  >25(52,59)  >25(58,02)  >25 (60,32) n.d. 0.09-022
0,02 (0,03
CEM >25(60,00)  >25(52,50)  >25(58,02)  >25 (60,32) n.d. (0.03)
0,01-0,02
HoTg 3,04 (741) 529(11,13) 358(831)  233(562)  0,0(025) 0,04 (0,07)
2,41-3,81 4,47-6,26 2.98-4,3 1,82-2,99 0,03-0,32 0,03-0,05
T (;;’?2) 9,41(19,80) 927 (21,51) 24,03(57,98) 0,12(0,31) 0,20 (0,37)
7eoq00s 4911803 6561310 13384317  0.00-169 0,15-0,27
620 (;é’gg) 16,86 (35.47) 8,67 (20,12) 12.95(31,25) 013(0,33) 0,28 (0,52)
6714800 11242327 5751308 7,47-1937  0,09-020 0,18-0,44
19,05 273(634) 952(2297) 044(112) 0,89 (1,64)
COLO-205  (46.41) *25(299) 140413 5521640  0.39-2,04 0,17-1,12
8,58‘42,30 ’ =, ’ - ’ ; 4, ’ L)
0,01 (0,02)
HS-578-T >25 (60,90) n.d. >25 (58,02) n.d. n.d. 0,01-0.02
0,002 (0.003)
MX-1 >25 (60,90) n.d. >25 (58,02) n.d. n.d. 0,001-0.004
MDAMB-
231 >25 (60,90) n.d. >25 (58,02) n.d. n.d. n.d.
be.s 7.25(17,66) 4,07 (8,56)  561(13,02) 11,22(27.07) 1.28(3.25) 0,13 (0,24)
5,52-9,52 2,44-6.78 369852 6072075  0,51-3,20 0,09-0,19
4,08 (9,47) 0,10(0,25) 0,21 (0,39)
DU-14 2 d. d.
u-145 - >25(60.90) nd 3,46-4,82 nd 0,06-0,18 0,07-0,61
SF.205 32(7,79)  341(717)  251(582)  232(560) 0,18 (0,46) 0,16 (0,27)
2,59-3,98 2,.83-4,1 1,76-2,83 1,82-2,95 0,08-0,43 0,13-0,23
ovears BO7(1966) 1768(3719)  246(571)  386(931)  053(135) 1,36 (250)
556-11,70  13,39-23.35  1,75-3,46 2,63-5,67 0,30-0,94 0,08-1,89
8,64 (21,05) 24,10 (50,70) 12,51 (29,03) 3,92 (9,46)
UACC-62 d. d.
520-1411  17,84-32,56  835-1874  2,74-560 n n
MDAMB- 64 (1559) 12,31(2590) 9,55(22,16) 5,84 (14,09) v 0,47 (0,81)
435 498-822  102-1486  7,7-11,84 4,86-7,01 o 0,34-0,65
Células saudaveis
8,53 (21,68) 0,97 (1,78)
> > > >
CMSPH 25(60.00)  >25(6250)  >25(5802)  >25(80.32) oo 0521 80

A tabela apresenta os valores de Clsy (concentragdo capaz de inibir 50% do crescimento celular) em pg/mL (uM) e o intervalo de confianga de

95% (IC 95%). Os dados foram obtidos de trés experimentos independentes realizados em duplicata pelo teste do MTT. O resultado para

CMSPH (células mononucleadas de sangue periférico humano) foi obtido pelo teste do alamar blue. Amsacrina e doxorrubicina foram usadas

como controle positivo. * n.d. = ndo determinado.
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4.2 Avaliagcao da viabilidade de células HCT-8 apés tratamento com os

compostos acridinicos

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste do azul de tripan e por citometria

de fluxo apds 12 e 24 horas de incubagado com os compostos acridinicos.

A anadlise da viabilidade pelo teste do azul de tripan demonstrou que AC4,
AC7, AC10 e AC23, apds 12 horas de incubagao, nao foram capazes de alterar a
viabilidade celular nas concentragdes testadas (Figura 13). Entretanto, apos 24
horas de exposigao, ocorreu uma reducgdo significativa (P < 0,05) do numero de
células viaveis para todos os compostos principalmente nas concentragcdes de 5 e
10 ng/mL. As amostras AC4, AC10, AC7 e AC23, na concentragédo de 2,5 ug/mL,
promoveram reducgao da viabilidade celular em 57 %, 4 % (n&o significante), 32 % e
31 %, respectivamente. Na concentragcdo de 2,5 ug/mL, o composto AC7 néao foi
capaz de alterar a viabilidade celular. Na concentragdo de 5 pg/mL, todos os
compostos diminuiram significativamente o numero de células viaveis em 81 %, 43
%, 60 % e 64 % para AC4, AC7, AC10 e AC23, respectivamente. Ja na
concentragao de 10 ug/mL das mesmas amostras, a redugéo observada foi de 83 %,
78 %, 59 % e 86 %. Doxorrubicina e amsacrina, na concentragdo de 0,3 pg/mL,
promoveram redugado da viabilidade celular em 55 % e 70 %, respectivamente
(Figura 14).

Na analise da viabilidade pela citometria de fluxo, foram consideradas viaveis
as células com padrdo morfolégico de volume e granulosidade normais (Observar
grafico A da figura 32). Apés 12 horas de incubagdo, os compostos acridinicos
foram capazes de reduzir de maneira significante (P < 0,05) a viabilidade celular em
todas as concentracdes testadas. Na concentragéo de 2,5 ug/mL, AC4, AC7, AC10 e
AC23 reduziram o numero de células viaveis em 34 %, 21 %, 34 % e 23 %,
respectivamente. Na concentragdo de 5 ug/mL, a redugcdo observada para os
mesmos compostos foi de 35 %, 22 %, 41 % e 15 %. Na concentracéo de 10 ug/mL,
as amostras diminuiram a viabilidade celular em 34 %, 19 %, 28 % e 15 %,

respectivamente (Figura 15).

Apo6s 24 horas de tratamento com os compostos acridinicos, a redugao da

viabilidade também foi significante (P < 0,05) nas concentragdes testadas e de forma
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mais intensa. Na concentracdo de 2,5 ug/mL, as substancias AC4, AC7, AC10 e
AC23 reduziram o numero de células viaveis em 56 %, 47 %, 33 % e 24 %,
respectivamente. Na presenca de 5 ug/mL das mesmas substancias, a redugao
observada foi de 72 %, 42 %, 36 % e 40 %, nessa ordem. Ja na concentragao de 10
ug/mL, os compostos diminuiram a viabilidade em 74 %, 44 %, 45 % e 43 %,
respectivamente. Doxorrubicina (0,3 ug/mL) e amsacrina (0,3 pug/mL) reduziram a
viabilidade celular em 32 % e 14 %, no tempo de exposi¢cao de 12 horas, e em 51 %

e 49 %, no tempo de exposigao de 24 horas, respectivamente (Figura 16).
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Figura 13 - Efeito dos compostos acridinicos (AC4 — A, AC7 — B, AC10 — C e AC23 - D)
sobre a proliferacdo de células HCT-8 determinado pelo teste do azul de tripan, apos 12
horas de incubacéo.

Controle negativo, doxorrubicina e amsacrina estdo representados por C, D e A,
respectivamente. Os graficos apresentam os valores correspondentes a média + E.P.M. de
trés experimentos independentes realizados em ftriplicata. *, P < 0,05 quando comparado
com o grupo controle negativo por ANOVA (analise da variancia) seguido por Student

Newman-Keuls.
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Figura 14 - Efeito dos compostos acridinicos (AC4 — A, AC7 — B, AC10 — C e AC23 — D)

sobre a proliferacdo de células HCT-8 determinado pelo teste do azul de tripan, apos 24

horas de incubacao.

Controle negativo, doxorrubicina e amsacrina estdo representados por C, D e A,

respectivamente. Os graficos apresentam os valores correspondentes a média + E.P.M. de

trés experimentos independentes realizados em ftriplicata. *, P < 0,05 quando comparado

com o grupo controle negativo por ANOVA (analise da variancia) seguido por Student

Newman-Keuls.



72

10 (ng/mL)

A
g35
v\ 30A
2 254
X
@ 20
:g 157
» 104
8
3 5
@
(&) 0-
C D A 25 5
AC4

c
i 30A
< 25
x
2 207
[
s 157
» 10-
[}
5 54
‘@
(8} 0-

C D A 25 5
AC10

10 (ng/mL)

?m

o
1

= =2 N N O W
T ik

o
1

(3]
1

Células viaveis (x 104/mL)

<

25 5 10 (pg/mL)

AC7

= = N N 0 W
¢ 35888 a

Células viaveis (x 104/mL)

o

10 (ng/mL)

2,5 5
AC23

Figura 15 - Efeito dos compostos acridinicos (AC4 — A, AC7 — B, AC10 — C e AC23 — D)

sobre a proliferacao de células HCT-8 determinado por citometria de fluxo, apés 12 horas de

incubacao.

Controle negativo, doxorrubicina e amsacrina estdo representados por C, D e A,

respectivamente. Os graficos apresentam os valores correspondentes a média + E.P.M. de

trés experimentos independentes realizados em ftriplicata. *, P < 0,05 quando comparado

com o grupo controle negativo por ANOVA (andlise da variancia) seguido por Student

Newman-Keuls.
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Figura 16 - Efeito dos compostos acridinicos (AC4 — A, AC7 — B, AC10 — C e AC23 — D)
sobre a proliferacao de células HCT-8 determinado por citometria de fluxo, apds 24 horas de
incubacao.

Controle negativo, doxorrubicina e amsacrina estdo representados por C, D e A,
respectivamente. Os graficos apresentam os valores correspondentes a média + E.P.M. de
trés experimentos independentes realizados em ftriplicata. *, P < 0,05 quando comparado
com o grupo controle negativo por ANOVA (analise da variancia) seguido por Student

Newman-Keuls.
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4.3 Avaliacao do efeito dos compostos acridinicos sobre a sintese de DNA em
células HCT-8

O efeito dos compostos acridinicos sobre a sintese de DNA em células HCT-8
foi avaliado pelo ensaio do BrdU apds 24 h de tratamento. A capacidade proliferativa
das células foi determinada pela incorporagao de BrdU no DNA, a qual foi expressa
em percentual de células BrdU positivas.

As substancias testadas reduziram de forma significativa (P < 0,05) o numero
de células BrdU positivas em todas as concentragbes (2,5 ; 5 e 10 pg/mL). Na
concentragdo de 2,5 ug/mL, os compostos acridinicos AC4, AC7, AC10 e AC23
inibiram a sintese de DNA em 19 %, 13,7 %, 27 % e 31 %, respectivamente. Na
concentragado de 5 pyg/mL, a inibicdo para os mesmos compostos foi de 59,9 %, 50,2
%, 72,7 % e 60,7 %, respectivamente. Na concentragdo de 10 pg/mL, o efeito
inibitério determinado foi de 96 %, 85,2 %, 86 % e 79,1 %, respectivamente.
Doxorrubicina e amsacrina, na concentracéao de 0,3 pg/mL, inibiram a sintese de
DNA em 44,2 % e 53,4 %, respectivamente (Figura 17).
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Figura 17 - Efeito dos compostos acridinicos (AC4 — A, AC7 — B, AC10 — C e AC23 - D)
sobre a sintese de DNA de células HCT-8 determinado pelo ensaio do BrdU, apds 24 horas
de incubacéo.

O controle negativo, doxorrubicina e amsacrina estao representados por C, D e A,
respectivamente. Os graficos apresentam os valores correspondentes a média + E.P.M. de
trés experimentos independentes realizados em ftriplicata. *, P < 0,05 quando comparado
com o grupo controle negativo por ANOVA (analise da variancia) seguido por Student

Newman-Keuls.



76

4.4 Avaliacao da morfologia de células HCT-8 apés tratamento com os

compostos acridinicos

A morfologia de células HCT-8 foi avaliada por métodos de coloragao
(hematoxilina/eosina e brometo de etideo/acridina laranja) e por citometria de fluxo
apods 12 e 24 horas de incubacao com os compostos acridinicos.

A andlise morfolégica da coloragdo com hematoxilina/eosina permitiu
observar que as células nao-tratadas, tanto em 12 como em 24 horas, apresentaram
nucleos volumosos e citoplasma homogéneo. Ja as células tratadas com os
compostos acridinicos exibiram redug&o do volume celular (—), formacéo de
blebb (- #, corpo apoptético  ( — », fragmentacdo do DNA nuclear (- =)
e alguns restos celulares ( = -»), caracteristicos de morte celular por indugédo de
apoptose. Os efeitos foram mais intensos com o aumento da concentracéo testada
(2,5; 5 e 10 ug/mL) e do tempo de exposicdo as amostras (12 e 24 horas).
Doxorrubicina e amsacrina, na concentragao de 0,3 ug/mL, promoveram alteragbes
morfologicas tipicas de apoptose apenas no tempo de 24 horas (Figuras 18-25).

Na analise morfolégica por microscopia de fluorescéncia utilizando os
corantes brometo de etideo/laranja de acridina, foi possivel observar um aumento
significativo (P < 0,05) de células apoptoéticas, apds 12 horas de incubagao, apenas
na concentragdao de 10 ug/mL para todos os compostos acridinicos testados. O
percentual de células apoptéticas encontrado nessa concentragdo para AC4, AC7,
AC10 e AC23 foi de 10,7 = 1,6 %; 12 £ 2,2 %; 10,2 £ 1,7 % e 10,7 £ 1,9 %;
respectivamente. Apds 24 horas de exposi¢do, a indugcdo de apoptose ocorreu de
maneira significativa nas concentragbes de 5 e 10 ug/mL. Na concentragdo de 5
ug/mL, o numero de células apoptoticas encontrado para AC4, AC7, AC10 e AC23
foide 7,9 £ 3,8 %; 12,4 £ 0,5 %; 9,7 £ 3,7 % e 13,4 + 1,1 %; respectivamente. Na
concentragdo de 10 pg/mL, obedecendo a mesma ordem das substancias, os
valores de células apoptéticas foram de 14,8 + 3,6 %; 19,8 £+ 1,9 %; 18,7 £ 3,7 % e
19,8 + 1,9 %. O aumento de células apoptéticas foi acompanhado de redugéo
significativa (P < 0,05) do numero de células viaveis. Além disso, ndo houve
alteracdo significativa no numero de células necroticas em nenhuma das amostras

testadas. Doxorrubicina e amsacrina induziram morte por apoptose apenas no
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tempo de 24 horas. O controle negativo apresentou ocasionais células apoptoticas e
raras células necroticas (Figuras 26-29).

Na avaliagdo da integridade da membrana citoplasmatica por citometria de
fluxo foi observado que ap6s 12 horas de incubagdo e apenas na concentracédo de
10 pg/mL houve reducgao significativa (P < 0,05) para todos os compostos testados
(Figura 30). Apds 24 horas de tratamento, a integridade da membrana
citoplasmatica foi diminuida, também de forma significante (P < 0,05), nas
concentragdes de 5 pg/mL e 10 yg/mL (Figuras 31). Por outro lado, doxorrubicina e
amsacrina ndo foram capazes de alterar a integridade da membrana citoplasmatica.

A complementacdo do estudo morfolégico foi estabelecida pela analise do
volume e da granulosidade celular por citometria de fluxo. A analise qualitativa do
resultado foi feita a partir de graficos de dispersao representativos dos eventos
celulares. Apos 12 horas de incubagdo com os compostos acridinicos em diferentes
concentragdes (2,5; 5 e 10 pg/mL), foi observado um aumento gradual do numero de
células com padrao apoptético (menor volume, FSC, e menor granulosidade, SSC)
quando comparado com o controle negativo (Figuras 32, 34, 36 e 38). Apds 24
horas de tratamento, ocorreu um aumento ainda maior da populacdo de células
apoptéticas para os mesmos compostos (Figura 33, 35, 37 e 39). O tratamento com
doxorrubicina e amsacrina, também apresentou padrao celular tipico de apoptose.
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Figura 18 - Efeito do composto acridinico AC4 (2,5 pg/mL, D — 5 ug/mL, E - 10 yg/mL, F)
sobre a morfologia de células HCT-8 determinado por coloragdo diferencial por
Hematoxilina/Eosina, apds 12 horas de incubagao.

O controle negativo, a doxorrubicina e a amsacrina estao representados nos quadros (A),
(B) e (C), respectivamente. As laminas foram analisadas por microscopia optica (x400). As
setas indicam os aspectos apoptéticos observados: reducao do volume (— ), formacgao de

blebb (---=-%), corpo apoptotico ( — wfragmentacido nuclear ( = e restos celulares

(=-»).
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Figura 19 - Efeito do composto acridinico AC4 (2,5 pg/mL, D — 5 ug/mL, E - 10 yg/mL, F)
sobre a morfologia de células HCT-8 determinado por coloragdo diferencial por
Hematoxilina/Eosina, apds 24 horas de incubagao.

O controle negativo, a doxorrubicina e a amsacrina estao representados nos quadros (A),
(B) e (C), respectivamente. As laminas foram analisadas por microscopia optica (x400). As
setas indicam os aspectos apoptéticos observados: reducao do volume (—), formacgao de

blebb (-----), corpo apoptotico ( —)»fragmentacédo nuclear ( — ¥ restos celulares

(=-»).
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Figura 20 - Efeito do composto acridinico AC7 (2,5 pg/mL, D — 5 ug/mL, E - 10 yg/mL, F)
sobre a morfologia de células HCT-8 determinado por coloragcao diferencial por
Hematoxilina/Eosina, apds 12 horas de incubagao.

O controle negativo, a doxorrubicina e a amsacrina estao representados nos quadros (A),
(B) e (C), respectivamente. As laminas foram analisadas por microscopia optica (x400). As
setas indicam os aspectos apoptéticos observados: reducao do volume (—), formacgao de

blebb (--+--»), corpo apoptotico ( — »fragmentacdo nuclear ( - He restos celulares

(=-»).
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Figura 21 - Efeito do composto acridinico AC7 (2,5 pyg/mL, D — 5 ug/mL, E - 10 yg/mL, F)
sobre a morfologia de células HCT-8 determinado por coloragdo diferencial por
Hematoxilina/Eosina, apds 24 horas de incubagao.

O controle negativo, a doxorrubicina € a amsacrina estao representados nos quadros (A),
(B) e (C), respectivamente. As laminas foram analisadas por microscopia optica (x400). As
setas indicam os aspectos apoptéticos observados: redugéo do volume (—), formagao de

blebb (-----%), corpo apoptotico ( — P fragmentacdo nuclear ( — e restos celulares

(=-»).
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Figura 22 - Efeito do composto acridinico AC10 (2,5 pg/mL, D — 5 uyg/mL, E - 10 uyg/mL, F)
sobre a morfologia de células HCT-8 determinado por coloragdo diferencial por
Hematoxilina/Eosina, apds 12 horas de incubagao.

O controle negativo, a doxorrubicina € a amsacrina estao representados nos quadros (A),
(B) e (C), respectivamente. As laminas foram analisadas por microscopia optica (x400). As
setas indicam os aspectos apoptéticos observados: redugéo do volume (— ), formagao de
blebb (-----»), corpo apoptoético ( — pfragmentagado nuclear ( — ¥ restos celulares

(=-»).
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Figura 23 - Efeito do composto acridinico AC10 (2,5 pg/mL, D — 5 ug/mL, E - 10 yg/mL, F)
sobre a morfologia de células HCT-8 determinado por coloragao diferencial por
Hematoxilina/Eosina, apos 24 horas de incubagéo.

O controle negativo, a doxorrubicina e a amsacrina estao representados nos quadros (A),
(B) e (C), respectivamente. As laminas foram analisadas por microscopia optica (x400). As
setas indicam os aspectos apoptéticos observados: reducao do volume (— ), formacgao de

blebb (:---+%), corpo apoptotico ( — »fragmentacado nuclear ( = pe restos celulares

(=-»).
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Figura 24 - Efeito do composto acridinico AC23 (2,5 pg/mL, D — 5 ug/mL, E - 10 uyg/mL, F)
sobre a morfologia de células HCT-8 determinado por coloragcao diferencial por
Hematoxilina/Eosina, ap6s 12 horas de incubagao.

O controle negativo, a doxorrubicina e a amsacrina estao representados nos quadros (A),
(B) e (C), respectivamente. As laminas foram analisadas por microscopia optica (x400). As
setas indicam os aspectos apoptéticos observados: reducao do volume (— ), formacgao de
blebb (-----»), corpo apoptotico ( — » fragmentacdo nuclear (- e restos celulares

(=-»).
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Figura 25 - Efeito do composto acridinico AC23 (2,5 pg/mL, D — 5 ug/mL, E - 10 yg/mL, F)
sobre a morfologia de células HCT-8 determinado por coloragao diferencial por
Hematoxilina/Eosina, apos 24 horas de incubagéo.

O controle negativo, a doxorrubicina e a amsacrina estao representados nos quadros (A),
(B) e (C), respectivamente. As laminas foram analisadas por microscopia optica (x400). As
setas indicam os aspectos apoptéticos observados: reducao do volume (— ), formacgao de

blebb (-----%), corpo apoptdético ( — pfragmentacado nuclear ( - He restos celulares

(=-»).
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Figura 26 - Efeito do composto acridinico AC4 sobre a indugéo de morte celular de células

HCT-8 determinado por coloragao diferencial com Brometo de Etidio e Laranja de Acridina,

apos 12 (A) e 24 (B) horas de incubagao.

O controle negativo, a doxorrubicina e a amsacrina estdo representados por C, D e A,

respectivamente. Os graficos apresentam os valores correspondentes a média + E.P.M. de

trés experimentos independentes realizados em ftriplicata. *, P < 0,05 quando comparado

com o grupo controle negativo por ANOVA (andlise da variancia) seguido por Student

Newman-Keuls.
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Figura 27 - Efeito do composto acridinico AC7 sobre a indugéo de morte celular de células

HCT-8 determinado por coloragao diferencial com Brometo de Etidio e Laranja de Acridina,

apos 12 (A) e 24 (B) horas de incubagéo.

O controle negativo, a doxorrubicina e a amsacrina estao representados por C, D e A,

respectivamente. Os graficos apresentam os valores correspondentes a média + E.P.M. de

trés experimentos independentes realizados em ftriplicata. *, P < 0,05 quando comparado

com o grupo controle negativo por ANOVA (andlise da variancia) seguido por Student

Newman-Keuls.
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Figura 28 - Efeito do composto acridinico AC10 sobre a indugdo de morte celular de células
HCT-8 determinado por coloragao diferencial com Brometo de Etidio e Laranja de Acridina,
apos 12 (A) e 24 (B) horas de incubagao.
O controle negativo, a doxorrubicina e a amsacrina estdo representados por C, D e A,
respectivamente. Os graficos apresentam os valores correspondentes a média + E.P.M. de
trés experimentos independentes realizados em friplicata. *, P < 0,05 quando comparado

com o grupo controle negativo por ANOVA (andlise da variancia) seguido por Student
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Figura 29 - Efeito do composto acridinico AC23 sobre a indugdo de morte celular de células
HCT-8 determinado por coloragao diferencial com Brometo de Etidio e Laranja de Acridina,
apos 12 (A) e 24 (B) horas de incubagao.

O controle negativo, a doxorrubicina e a amsacrina estdo representados por C, D e A,
respectivamente. Os graficos apresentam os valores correspondentes a média + E.P.M. de
trés experimentos independentes realizados em ftriplicata. *, P < 0,05 quando comparado
com o grupo controle negativo por ANOVA (analise da variancia) seguido por Student

Newman-Keuls.
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Figura 30 - Efeito dos compostos acridinicos (AC4 — A, AC7 — B, AC10 — C e AC23 — D)

sobre a integridade da membrana citoplasmatica de células HCT-8 determinado por

citometria de fluxo usando iodeto de propideo, apds 12 horas de incubagao.

Controle negativo, doxorrubicina e amsacrina estdo representados por C, D e A,

respectivamente. Os graficos apresentam os valores correspondentes a média + E.P.M. de

trés experimentos independentes realizados em ftriplicata. *, P < 0,05 quando comparado

com o grupo controle negativo por ANOVA (analise da variancia) seguido por Student

Newman-Keuls.
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Figura 31 - Efeito dos compostos acridinicos (AC4 — A, AC7 — B, AC10 — C e AC23 - D)

sobre a integridade da membrana citoplasmatica de células HCT-8 determinado por

citometria de fluxo usando iodeto de propideo, apds 24 horas de incubagao.

Controle negativo, doxorrubicina e amsacrina estdo representados por C, D e A,

respectivamente. Os graficos apresentam os valores correspondentes a média + E.P.M. de

trés experimentos independentes realizados em ftriplicata. *, P < 0,05 quando comparado

com o grupo controle negativo por ANOVA (analise da variancia) seguido por Student

Newman-Keuls.
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Figura 32 - Efeito do composto acridinico AC4 (2,5 pyg/mL, D — 5 yg/mL, E - 10 pyg/mL, F)

sobre a morfologia de células HCT-8 determinado por citometria de fluxo usando o FSC

(Forward scatter - desvio da luz para frente) e SSC (Side Scatter - desvio da luz para o lado)

como parametros de tamanho relativo da célula e granulosidade ou complexidade interna da

célula, respectivamente, apés 12 horas de incubacgao.

O controle negativo (A) contém a marcagao das posi¢des para células viaveis (circulo azul),

apoptoticas (retangulo amarelo) e necroticas (retangulo preto). Doxorrubicina e amsacrina

estdo respresentados nos quadros (B) e (C). Os resultados sao representativos de trés

experimentos independentes realizados em triplicata. Os debris celulares foram excluidos

das analises. Cinco mil eventos foram analisados em cada experimento.
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Figura 33 - Efeito do composto acridinico AC4 (2,5 pg/mL, D — 5 uyg/mL, E - 10 pg/mL, F)
sobre a morfologia de células HCT-8 determinado por citometria de fluxo usando o FSC
(Forward scatter - desvio da luz para frente) e SSC (Side Scatter - desvio da luz para o lado)
como parametros de tamanho relativo da célula e granulosidade ou complexidade interna da
célula, respectivamente, apos 24 horas de incubacgao.

O controle negativo (A) contém a marcagéo das posigdes para células viaveis (circulo azul),
apoptoticas (retangulo amarelo) e necroticas (retangulo preto). Doxorrubicina e amsacrina
estdo respresentados nos quadros (B) e (C). Os resultados sao representativos de trés
experimentos independentes realizados em ftriplicata Os debris celulares foram excluidos

das analises. Cinco mil eventos foram analisados em cada experimento.
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Figura 34 - Efeito do composto acridinico AC7 (2,5 pg/mL, D — 5 ug/mL, E - 10 yg/mL, F)
sobre a morfologia de células HCT-8 determinado por citometria de fluxo usando o FSC
(Forward scatter - desvio da luz para frente) e SSC (Side Scatter - desvio da luz para o lado)
como parametros de tamanho relativo da célula e granulosidade ou complexidade interna da
célula, respectivamente, apés 12 horas de incubacgao.

O controle negativo (A) contém a marcagao das posi¢gdes para células viaveis (circulo azul),
apoptéticas (retdngulo amarelo) e necroéticas (retdngulo preto). Doxorrubicina e amsacrina
estdo respresentados nos quadros (B) e (C). Os resultados sao representativos de trés
experimentos independentes realizados em ftriplicata Os debris celulares foram excluidos

das analises. Cinco mil eventos foram analisados em cada experimento.
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Figura 35 - Efeito do composto acridinico AC7 (2,5 pyg/mL, D — 5 ug/mL, E - 10 yg/mL, F)
sobre a morfologia de células HCT-8 determinado por citometria de fluxo usando o FSC
(Forward scatter - desvio da luz para frente) e SSC (Side Scatter - desvio da luz para o lado)
como parametros de tamanho relativo da célula e granulosidade ou complexidade interna da
célula, respectivamente, apos 24 horas de incubacgao.

O controle negativo (A) contém a marcagao das posigdes para células viaveis (circulo azul),
apoptéticas (retdngulo amarelo) e necroéticas (retdngulo preto). Doxorrubicina e amsacrina
estdo respresentados nos quadros (B) e (C). Os resultados sao representativos de trés
experimentos independentes realizados em ftriplicata Os debris celulares foram excluidos

das analises. Cinco mil eventos foram analisados em cada experimento.
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Figura 36 - Efeito do composto acridinico AC10 (2,5 pg/mL, D — 5 ug/mL, E - 10 uyg/mL, F)
sobre a morfologia de células HCT-8 determinado por citometria de fluxo usando o FSC
(Forward scatter - desvio da luz para frente) e SSC (Side Scatter - desvio da luz para o lado)
como parametros de tamanho relativo da célula e granulosidade ou complexidade interna da
célula, respectivamente, apés 12 horas de incubacgao.

O controle negativo (A) contém a marcagao das posi¢cdes para células viaveis (circulo azul),
apoptéticas (retdngulo amarelo) e necroéticas (retdngulo preto). Doxorrubicina e amsacrina
estdo respresentados nos quadros (B) e (C). Os resultados sao representativos de trés
experimentos independentes realizados em ftriplicata Os debris celulares foram excluidos

das analises. Cinco mil eventos foram analisados em cada experimento.
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Figura 37 - Efeito do composto acridinico AC10 (2,5 pg/mL, D — 5 uyg/mL, E - 10 uyg/mL, F)
sobre a morfologia de células HCT-8 determinado por citometria de fluxo usando o FSC
(Forward scatter - desvio da luz para frente) e SSC (Side Scatter - desvio da luz para o lado)
como parametros de tamanho relativo da célula e granulosidade ou complexidade interna da
célula, respectivamente, apos 24 horas de incubacgao.

O controle negativo (A) contém a marcagao das posigdes para células viaveis (circulo azul),
apoptéticas (retdngulo amarelo) e necroéticas (retdngulo preto). Doxorrubicina e amsacrina
estdo respresentados nos quadros (B) e (C). Os resultados sao representativos de trés
experimentos independentes realizados em ftriplicata Os debris celulares foram excluidos

das analises. Cinco mil eventos foram analisados em cada experimento.
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Figura 38 - Efeito do composto acridinico AC23 (2,5 pg/mL, D — 5 ug/mL, E - 10 yg/mL, F)

sobre a morfologia de células HCT-8 determinado por citometria de fluxo usando o FSC

(Forward scatter - desvio da luz para frente) e SSC (Side Scatter - desvio da luz para o lado)

como parametros de tamanho relativo da célula e granulosidade ou complexidade interna da

célula, respectivamente, apos 12 horas de incubacgao.

O controle negativo (A) contém a marcagéo das posigdes para células viaveis (circulo azul),

apoptoticas (retangulo amarelo) e necroticas (retangulo preto). Doxorrubicina e amsacrina

estdo respresentados nos quadros (B) e (C). Os resultados sao representativos de trés

experimentos independentes realizados em ftriplicata Os debris celulares foram excluidos

das analises. Cinco mil eventos foram analisados em cada experimento.
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Figura 39 - Efeito do composto acridinico AC23 (2,5 pg/mL, D — 5 ug/mL, E - 10 yg/mL, F)

sobre a morfologia de células HCT-8 determinado por citometria de fluxo usando o FSC

(Forward scatter - desvio da luz para frente) e SSC (Side Scatter - desvio da luz para o lado)

como parametros de tamanho relativo da célula e granulosidade ou complexidade interna da

célula, respectivamente, apés 24 horas de incubacgao.

O controle negativo (A) contém a marcagao das posi¢des para células viaveis (circulo azul),

apoptoticas (retangulo amarelo) e necroticas (retangulo preto). Doxorrubicina e amsacrina

estdo respresentados nos quadros (B) e (C). Os resultados sao representativos de trés

experimentos independentes realizados em ftriplicata Os debris celulares foram excluidos

das analises. Cinco mil eventos foram analisados em cada experimento.
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4.5 Avaliacdo da despolarizagao mitocondrial de células HCT-8 apéds

tratamento com os compostos acridinicos

A determinacdo do potencial transmembranico da mitocdndria foi realizada
por citometria de fluxo, utilizando a rodamina 123 como agente fluorogénico, apos 12
e 24 horas de incubacéo.

Apods 12 horas de exposi¢ao com os compostos acridinicos, ocorreu aumento
significante (P < 0,05) da despolarizagdo mitocondrial apenas na concentragao de 10
pMg/mL. Nessa concentragdo, as amostras AC4, AC7, AC10 e AC23 promoveram
despolarizacdo em 13,2 + 1,8 %; 9,3 £ 0,9 %; 2,8 £ 0,5 % (n&o significante) e 7,6
0,7 %, respectivamente (Figura 40). Apos 24 horas de tratamento com as mesmas
amostras, houve aumento significante (P < 0,05) da despolarizagdao mitocondrial
principalmente nas concentragdes de 5 e 10 ug/mL. Na concentragéo de 2,5 pg/mL,
os valores de despolarizagao para AC4, AC7, AC10 e AC23 foram 9,0 £ 0,3 %; 6,4 +
0,6 % (n&o significante); 11,0 £ 0,7 % e 55 = 2,2 % (ndo significante),
respectivamente. Os mesmos compostos na concentragao de 5 ug/mL, mantendo a
ordem, apresentaram valores de 8,8 + 0,7 %; 10,4 £+ 1,2 %; 15,0+ 0,6 % € 9,0 £ 2,3
%. Ja na concentracdo de 10 yg/mL, os valores encontrados foram 11,9 + 1,5 %;
16,2+ 1,5 %;12,5+1,6 % e 12,9 £ 1,5 %, também respectivamente (Figura41).

Doxorrubicina (0,3 pg/mL) e amsacrina (0,3 pg/mL) foram capazes de
promover significativa despolarizagdo mitocondrial nas concentragdes testadas.
Apo6s 12 horas, os valores encontrados foram 10,7 + 16 % e 11,0 £ 3,9 %,
respectivamente (Figura 40). Apds 24 horas, os valores foram 14,4 + 0,8 % e 14,7

1,3 %, respectivamente (Figura 41).
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Figura 40 - Efeito dos compostos acridinicos (AC4 — A, AC7 — B, AC10 — C e AC23 — D)
sobre o potencial transmembranico de células HCT-8 determinado por citometria de fluxo
usando rodamina 123, apds 12 horas de incubacgao.

O controle negativo, doxorrubicina e amsacrina estdo representados por C, D e A,
respectivamente. Os graficos apresentam os valores correspondentes a média + E.P.M. de
trés experimentos independentes realizados em ftriplicata. *, P < 0,05 quando comparado
com o grupo controle negativo por ANOVA (analise da variancia) seguido por Student

Newman-Keuls.
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Figura 41 - Efeito dos compostos acridinicos (AC4 — A, AC7 — B, AC10 — C e AC23 — D)

sobre o potencial transmembranico de células HCT-8 determinado por citometria de fluxo

usando rodamina 123, apds 24 horas de incubacgao.

O controle negativo, doxorrubicina e amsacrina estao representados por C, D e A,

respectivamente. Os graficos apresentam os valores correspondentes a média + E.P.M. de

trés experimentos independentes realizados em friplicata. *, P < 0,05 quando comparado

com o grupo controle negativo por ANOVA (analise da variancia) seguido por Student

Newman-Keuls.
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4.6 Avaliacao do efeito dos compostos acridinicos sobre o conteudo de DNA
nuclear de células HCT-8

O conteudo de DNA nuclear da célula, que reflete as fases do ciclo celular, foi
avaliado por citometria de fluxo utilizando o iodeto de propideo como agente
fluorogénico. As células foram analisadas 12 e 24 horas apds a incubagdo com os
compostos (Tabela 6-9).

A avaliagao do conteudo de DNA mostrou que os compostos acridinicos (com
excecao de AC23), em 12 horas de tratamento, induziram discreta parada do ciclo
celular em Go/M (P < 0,05) na concentragdo de 2,5 yg/mL. Nessa parada, o
percentual de DNA G,/M determinado para AC4, AC7 e AC10 foi de 19,7 £ 0,8; 17,5

+0,9e 19,2 £ 0,4; respectivamente.

Nesta avaliagcdo, também foi possivel observar aumento significativo (P <
0,05) de DNA sub-G1 (DNA fragmentado ou condensado) para todas as amostras
testadas e em ambos os tempos de exposicdo. Apds 12 horas, o referido aumento
ocorreu principalmente nas concentragoes de 5 e 10 ug/mL. Na concentragao de 5
Mg/mL, para as amostras AC4, AC7, AC10 e AC23 houve fragmentacédo de 4,4 +
0,3; 5,0£0,6; 5,3 +£0,6 e 4,6 £ 1,0; respectivamente. Na concentragédo de 10 pg/mL,
mantendo a mesma ordem dos compostos, os valores de fragmentagdo encontrados
foram 99 £ 1,1; 83 +0,9; 6,9 + 0,5 e 8,1 £ 0,8. Ja apds 24 horas de tratamento,
todas as concentracées (2,5; 5 e 10 ug/mL) foram capazes de induzir fragmentagao
de DNA celular. Os valores determinados para AC4, AC7, AC10 e AC23 variaram de
139+1,5a430+1,1;109+0,7226,6+3,6;26,7+0,7a375+14e128+19a
28,9 £ 2,0; respectivamente. A fragmentacdo do DNA celular observada apresentou

um perfil concentragao e tempo dependente (P < 0,05).

Doxorrubicina (0,3 ug/mL) e amsacrina (0,3 pg/mL) também promoveram
parada do ciclo celular em G,/M apo6s 12 horas de incubagdo. Em 24 horas, a parada
em Gy/M também foi observada e foi acompanha de maneira significativa (P < 0,05)
para inducdo da fragmentacdo do DNA celular (7,0 £ 04 e 8,1 = 1,0,

respectivamente).
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Tabela 6 - Efeito do composto acridinico AC4 sobre o conteudo de DNA nuclear de células
HCT-8 determinado por citometria de fluxo usando iodeto de propideo, apds 12 e 24 horas

de incubagéo.

Contetudo de DNA (%)

Substancias Concentragoes
(ng/mL) Sub-G; G, S G,/M
12 horas de incubagao
Controle - 1,84 £ 0,14 62,81+ 0,84 12,51 £ 0,28 15,65 + 0,44
Doxorrubicina 0,3 3,17 £ 0,39 46,89 + 2,19* 2472 +1,59* 21,79+ 1,19*
Amsacrina 0,3 1,53+ 0,39 32,54 +1,69* 20,33 +£2,40* 40,45+ 2,08*
AC4 2,5 3,76 + 0,52* 58,21 + 1,67 13,82+ 0,88 19,69 + 0,80*
5 4,37 + 0,34* 56,98 + 1,09 15,16 + 0,52 17,39+ 1,33
10 9,95 + 1,14* 55,16 + 2,66 14,49 + 0,55 12,87 £ 0,86
24 horas de incubagao
Controle - 4,66 + 0,39 59,60 + 0,79 14,36 + 0,81 15,96 + 0,26
Doxorrubicina 0,3 7,05 £ 0,38* 34,22 +1,13* 21,12+0,77* 37,17 £ 1,35*
Amsacrina 0,3 8,11 £ 1,05* 27,80 + 1,63* 24,00 +2,27* 26,34 +1,02*
AC4 2,5 13,94 + 1,47* 55,24 + 0,84 15,13+ 1,05 17,52 £ 0,94
5 24,72 + 2,24* 51,83 £ 0,91* 15,08 + 0,94 3,86 + 0,76*
10 43,30 £ 1,52* 44,00 £ 1,27* 9,97 £ 0,46* 3,70+ 0,73*

A tabela apresenta os valores correspondentes a média £+ E.P.M. de trés experimentos

independentes realizados em ftriplicata. Cinco mil eventos foram analisados em cada

experimento. *, P < 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA

(analise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls. Doxorrubicina e amsacrina foram

usadas como controle positivo.
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Tabela 7 - Efeito do composto acridinico AC7 sobre o conteudo de DNA nuclear de células

HCT-8 determinado por citometria de fluxo usando iodeto de propideo, apds 12 e 24 horas

de incubacéo.

Conteudo de DNA (%)

Substancias Concentragdes
(ng/mL) Sub-G; G, s G,/M
12 horas de incubagao
Controle - 1,84+0,14  62,81+0,84 12,561+0,28 1565+ 0,44
Doxorrubicina 0,3 317+039  46,89+219* 2472+159* 2179+119*
Amsacrina 0,3 153+0,39  32,54+1,69* 20,33+2,40* 40,45+ 2,08*
AC7 2,5 240+035  5832+119  1350%0,58 19,17 + 0,45
5 5,04 +0,59* 57,77 + 1,31 15,34 +1,00 16,20 0,37
10 8,35+0,88* 58,12+ 1,61 15,33+1,36 12,17+ 0,58
24 horas de incubagao
Controle - 466+039  5960+079  14,36+0,81 1596+ 0,26
Doxorrubicina 0,3 7,05+0,38*  3422+1113* 21,12+0,77* 37,17 +1,35*
Amsacrina 0,3 8,11+ 1,05* 27,80+1,63* 24,00 +2,27* 26,34 +1,02*
AC7 2,5 10,88 +0,75* 5566+152  14,89+0,35 11,63 +0,39*
5 13,72+ 1,35* 5492+331*  1361+069 9,80 + 0,65*
10 26,58 + 3,60 54,56 +3,36*  8,872+054* 515+0,70*

A tabela apresenta os valores correspondentes a média

+

E.P.M. de trés experimentos

independentes realizados em ftriplicata. Cinco mil eventos foram analisados em cada

experimento. *, P < 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA

(analise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls. Doxorrubicina e amsacrina foram

usadas como controle positivo.
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Tabela 8 - Efeito do composto acridinico AC10 sobre o conteudo de DNA nuclear de células
HCT-8 determinado por citometria de fluxo usando iodeto de propideo, apds 12 e 24 horas

de incubacéo.

Conteudo de DNA (%)

Substancias Concentragoes
(ng/mL) Sub-G; G, S G,/M
12 horas de incubagéao
Controle - 1,84 + 0,14 62,81 + 0,84 12,561+ 0,28 15,65 + 0,44
Doxorrubicina 0,3 317+0,39  46,89+219* 2472+159* 21,79+1,19*
Amsacrina 0,3 153+0,39  3254+169* 20,33+240* 40,45+ 208"
AC10 2,5 3,72+ 0,46* 57,63+ 1,61 14,08 +0,54 19,85+ 0,53*
5 528 +0,58* 5824 + 1,22 14,44 £0,28 17,57 +0,72
10 6,94+ 051  5836+1,26 13,54+ 0,58 16,67 + 0,89
24 horas de incubacao
Controle - 466+039  5960+079  1436+081 1596 +0,26
Doxorrubicina 0,3 7,05+0,38*  3422+1,13*  2112+0,77* 37,17 +1,35*
Amsacrina 0,3 8,11+ 1,05  27,80+1,63* 24,00 +2,27* 26,34 + 1,02
AC10 2,5 26,75+0,73* 5263+230%  14,66+0,77 10,80 £ 1,04*
5 27,05+ 1,04* 49,13 + 3,11* 14,31+ 0,58 9,66 + 1,05
10 37,47 +1,41* 4883+ 1,75 10,22 + 0,45* 4,73 + 0,46

A tabela apresenta os valores correspondentes a média + E.P.M. de trés experimentos

independentes realizados em ftriplicata. Cinco mil eventos foram analisados em cada

experimento. *, P < 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA

(analise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls. Doxorrubicina e amsacrina foram

usadas como controle positivo.
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Tabela 9 - Efeito do composto acridinico AC23 sobre o conteudo de DNA nuclear de células
HCT-8 determinado por citometria de fluxo usando iodeto de propideo, apds 12 e 24 horas

de incubacéo.

TNy Conteudo de DNA (%)
(ng/mL) Sub-G; G; s G,/M
12 horas de incubagao
Controle - 1,84+0,14 6281+084 1251+028 1565+0,44
Doxorrubicina 0,3 317+0,39 46,89 +219* 2472+159* 21,79+1,19*
Amsacrina 0,3 153+0,39 32,54+169* 20,33+240* 4045+ 2,08*
AC23 25 328+0,76 5840+0,96 14,74+1,04 16,62+0,29
5 456 +1,04* 5760+0,68 1659+1,10 13,90 +0,53
10 8,14 +0,76* 6048+0,34 13,04+0,75 11,91 +0,48*
24 horas de incubagao
Controle - 466+039 5960+0,79 14,36+0,81 1596+ 0,26
Doxorrubicina 0,3 7,05+0,38* 3422+113* 21,12+0,77* 37,17 +1,35*
Amsacrina 0,3 8,11+ 1,05 27,80+1,63* 2400 +227* 26,34 +1,02*
AC23 2,5 12,08 £1,95* 56,32+194 1249+046 10,84 + 137"
5 2435+214* 55824330 11,08+073 9,815+ 1,17*
10 28,90 + 1,98* 52,18 +347* 641+0,63*  445+0,37*

A tabela apresenta os valores correspondentes a média + E.P.M. de trés experimentos
independentes realizados em ftriplicata. Cinco mil eventos foram analisados em cada
experimento. *, P < 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA
(analise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls. Doxorrubicina e amsacrina foram

usadas como controle positivo.
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4.7 Avaliagao do efeito dos compostos acridinicos sobre o crescimento celular

de Saccharomyces cerevisiae

O crescimento celular das linhagens de Saccharomyces cerevisiae foi
avaliado pelo teste em gotas, apds 24 horas de incubagdo com os compostos
acridinicos (50 e 100 pg/mL). Amsacrina (50 e 100 ug/mL) foi usada como controle
positivo e os resultados podem ser observados nas figuras 42-45.

Os resultados mostram que na concentragdo 50 ug/mL a linhagem Top1A
(sem topoisomerase 1) foi mais resistente aos compostos acridinicos quando
comparada a linhagem selvagem BY-4741-WT. Além disso, as linhagens Top3A
(com topoisomerase |) e Top1/3A (sem topoisomerase |), na concentragdo de 50
Mg/mL, foram sensivel e resistente, respectivamente. Por outro lado, na
concentragdo de 100 pg/mL dos compostos acridinicos, as 3 linhagens celulares
utilizadas no teste foram igualmente afetadas no seu crescimento. As amostras
testadas (AC4, AC7, AC10 e AC23) apresentaram efeitos similares.

O controle positivo amsacrina (AMS), por sua vez, foi também ativo sobre as

linhagens celulares utilizadas, principalmente na concentracdo de 100 pg/mL.
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BY-4741-WT

Controle

AC4 50 ug/mL
AC4 100 pg/mL

AC7 50 pg/mL

AC7 100 pg/mL

AC10 50 pg/mL

AC10 100 pg/mL

AC23 50 ug/mL
AC23 100 pug/mL
AMS 50 pg/mL

AMS 100 pg/mL

Figura 42 - Efeito dos compostos acridinicos (AC4, AC7, AC10 e AC23) sobre o
crescimento celular de linhagem selvagem de levedura Saccharomyces serevisiae (BY-
4741-WT) determinado pelo teste em gotas, apds 24 horas de incubagao.

Amsacrina (AMS) foi usada como controle positivo.
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Top1A

Controle
AC4 50 ug/mL
AC4 100 pg/mL

AC7 50 pg/mL

AC7 100 pg/mL

AC10 50 pug/mL
AC10 100 pg/mL
AC23 50 pg/mL
AC23 100 pg/mL
AMS 50 pg/mL

AMS 100 pg/mL

B

Figura 43 - Efeito dos compostos acridinicos (AC4, AC7, AC10 e AC23) sobre o
crescimento celular de linhagem mutante Top1A (sem topoisomerase |) de levedura
Saccharomyces serevisiae determinado pelo teste em gotas, apds 24 horas de incubagao.

A amsacrina (AMS) foi usada como controle positivo.
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Controle

AC4 50 ug/mL
AC4 100 pug/mL

AC7 50 ug/mL
AC7 100 pg/mL
AC10 50 pug/mL
AC10 100 pg/mL
AC23 50 pg/mL
AC23 100 pg/mL

AMS 50 pg/mL

AMS 100 pg/mL

.

Figura 44 - Efeito dos compostos acridinicos (AC4, AC7, AC10 e AC23) sobre o
crescimento celular de linhagem mutante Top3A (sem topoisomerase lll) de levedura
Saccharomyces serevisiae determinado pelo teste em gotas, apds 24 horas de incubagao.

Amsacrina (AMS) foi usada como controle positivo.
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Top1/3A

Controle
AC4 50 pg/mL
AC4 100 pug/mL

AC7 50 ug/mL

AC7 100 pg/mL

AC10 50 pug/mL

AC10 100 pg/mL

AC23 50 pg/mL

AC23 100 pg/mL

AMS 50 pg/mL

AMS 100 pg/mL

Figura 45 - Efeito dos compostos acridinicos (AC4, AC7, AC10 e AC23) sobre o
crescimento celular de linhagem mutante Top1/3A (sem topoisomerase | e Ill) de levedura
Saccharomyces serevisiae determinado pelo teste em gotas, apds 24 horas de incubagéao.

Amsacrina (AMS) foi usada como controle positivo.
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4.8 Avaliagao do efeito dos compostos acridinicos sobre o relaxamento do
DNA

Observando o padrao de corrida eletroforético na figura 46, nota-se que os
compostos acridinicos (AC4, AC7, AC10 e AC23), linhas 4-11, foram capazes de
inibir parcialmente o relaxamento do DNA, principalmente na concentracdo de 100
MM. Esta observagdo € decorrente da presenca de bandas inferiores de DNA
superhelicoidizado, que na eletroforese tendem a correr mais rapidadente. O padréo
de corrida para o DNA superhelicoidizado pode ser observado na linha 1, que
corresponde ao branco do teste (DNA superhelicoidizado + veiculo). Por sua vez, o
padrao de corrida para o DNA relaxado encontra-se na linha 2, que corresponde ao

controle negativo (DNA superhelicoidizado + Topoisomerase |).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011

DNA relaxado —>
DNA superespiralado —>

Figura 46 - Efeito dos compostos acridinicos (AC4, AC7, AC10 e AC23) sobre o
relaxamento de DNA plasmidial superhelicoidizado (pRYG), por eletroforese horizontal em
gel de agarose 1 %.

Linha 1, 250 ng de pRYG incubados somente na presenga do solvente (DMSO 10 %)
(branco); Linha 2, 250 ng de pRYG na presenga do solvente (DMSO 10 %) e 4 U de
Topoisomerase | (controle negativo); Linha 3, Camptotecina 100 uM (controle positivo);
Linha 4 e 5, 250 ng de pRYG com 4 U de Topoisomerase | na presenga de 50 e 100 uM de
AC4, respectivamente; Linha 6 e 7, 250 ng de pRYG com 4 U de Topoisomerase | na
presencga de 50 e 100 pg/mL de AC7, respectivamente; Linha 8 e 9, 250 ng de pRYG com 4
U de Topoisomerase | na presenca de 50 e 100 pg/mL de AC10, respectivamente; Linha 9 e
10, 250 ng de pRYG com 4 U de Topoisomerase | na presencga de 50 e 100 pg/mL de AC23,

respectivamente. Revelagao por brometo de etidio.
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4.9 Avaliacao da genotoxicidade dos compostos acridinicos em CMSPH

O potencial genotdxico foi avaliado em células monocucleares de sangue
periférico humano (CMSPH) por meio do ensaio cometa. Como pode ser visto na
tabela 10, os compostos acridinicos (AC4, AC7, AC10 e AC23) ndo apresentaram
genotoxicidade em CMSPH (ID < 15). Ja os controles doxorrubicina e amsacrina
causaram significativo (P < 0,05) dano ao DNA (140,4 £ 5,3 e 155,8 = 5/1;

respectivamente) nas concentragdes testadas.

Tabela 10 - Avaliagdo do potencial genotdxico dos compostos acridinicos (AC4, AC7, AC10
e AC23) em CMSPH (células mononucleares de sangue periférico humano) pelo ensaio

cometa, ap6s 3 horas de incubacéo.

Substancias SEMEILEEE D indice de Dano (ID)?
(ng/mL)
Controle - 11,80 + 1,25
Doxorrubicina 0,3 140,40 + 5,35*
Amsacrina 0,3 155,80 £ 5,07*
AC4 2,5 9,33+ 1,69
5,0 9,50 + 0,92
10,0 6,33+ 1,15
AC7 2,5 5,83 +1,30
5,0 1,30 £ 1,85
10,0 7,83+ 1,49
AC10 2,5 6,00 + 1,16
5,0 7,50 + 0,96
10,0 15,50 £+ 1,18
AC23 2,5 7,00 £1,53
5,0 6,83+ 1,28
10,0 15,00 £ 1,00

A tabela apresenta os valores correspondentes a média £+ E.P.M. de dois experimentos
independentes realizados em duplicata, obtidos a partir da contagem de 400 células por
experimento. Doxorrubicina e amsacrina foram utilizadas como controle positivo. *, P < 0,05
comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de comparagbes

multiplas de Tukey.
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5 DISCUSSAO

A classe acridina é conhecida desde o século XIX, quando alguns de seus
derivados foram desenvolvidos como pigmentos e corantes. Seus inumeros
representantes apresentam origens diversas podendo ser obtidos de fonte natural
(planta ou organismo marinho) ou, primordialmente, sintética. Suas propriedades
biolégicas foram descritas desde a primeira Guerra Mundial, as quais foram
avaliadas em infecgbes provocadas por bactérias, protozoarios e também em
modelos experimentais de cancer (BELMONT et al., 2007).

Muitos compostos acridinicos atuam por interferir na topologia do DNA, razao
pela qual esta macromolécula € considerada o principal alvo biolégico das acridinas
com propriedades anticancer. Com isso, existe um interesse no desenvolvimento de
novos compostos acridinicos seletivos ao DNA. Pois, varias classes de
antineoplasicos intercalantes ao DNA encontram-se na clinica, a exemplo da
amsacrina, daunorubicina, etoposido, camptotecina, indolocarbazol e rebecamicina,
que atuam por promover uma ligagao covalente com o DNA, agindo a nivel da
topoisomerase | e |l (ARIMONDO; HELENE, 2001). Pode ser destacado que,
amsacrina (m-AMSA, 4’-(9-acridilamino)metanosulfon-m-anisidida) e a DACA (N-(2-
(dimetilamino)etil)acridina-4-carboxamida) sdo importantes exemplos da classe
acridina que apresentam esse mecanismo de agcao. A m-AMSA é utilizada na clinica
no tratamento de leucemia, enquanto que a DACA foi avaliada em estudos de fase Il
para tumores solidos, entretanto, ndo prosseguiu nos estudos por ndo manter
eficacia antitumoral (BACHERIKOV et al, 2005; CAPONIGRO et al, 2002;
DITTRICHA et al., 2003).

Estes e outros fatos reforgcam e constituem o desafio fundamental do presente
trabalho: contribuir com o desenvolvimento de novas acridinas anti-cancer mais
eficazes e menos toxicas por meio de estratégias e ferramentas da sintese quimica
aliada a estudos biolégicos.

Neste sentido no screening inicial, utilizando o teste do MTT, foi avaliado o
potencial citotoxico in vitro de 22 novos compostos acridinicos sintéticos (Figura 10)
em trés linhagens tumorais humanas (SF-295, HCT-8 e MDAMB-435). A analise do
resultado permitiu selecionar 4 compostos que apresentaram %IC > 90 % em pelo
menos uma linhagem tumoral utilizada. Os compostos selecionados foram: AC4, 5-

(acridin-9-il-metileno)-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona; AC7, 5-(acridin-9-il-
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metileno)-3-(4-bromo-benzil)-tiazolidina-2,4-diona; AC10, 5-(acridin-9-il-metileno)-3-
(4-cloro-benzil)-tiazolidina-2,4-diona; e AC23, 5-(acridin-9-il-metileno)-3-(4-fluor-
benzil)-tiazolidina-2,4-diona).

De acordo com Ferguson e Denny (1991), as acridinas e seus derivados sao
compostos organicos que apresentam em sua estrutura quimica um cromoéforo
planar formado por trés anéis aromaticos condensados, com um atomo de nitrogénio
no anel central. Essa caracteristica estrutural confere aos compostos acridinicos a
capacidade de intercalar ao DNA, sendo uma condicdo importante, mas nao
suficiente, para a atividade antiproliferativa dos mesmos (PALCHAUDHURI;
HERGENROTHER, 2007).

Dessa maneira, comparando a estrutura (Figura 10) dos compostos aqui
selecionados (AC4, AC7, AC10 e AC23) com aqueles que apresentaram baixo %IC,
foi verificado que a presenga simultdnea do enxofre (S) em A, do grupo metil (CHs)
em X e do oxigénio (O) em R4, parece ser importante para o potencial citotoxico.
Além disso, a presenga dos atomos de halogénio (fluor, F; cloro, Cl e bromo, Br) ou
o grupo metil na posi¢ao 4 de Ry, aumentam o efeito citotdxico.

Em seguida, os compostos AC4, AC7, AC10 e AC23 foram submetidos a
ensaios de citotoxicidade para determinar sua seletividade em um painel de células
tumorais e células normais de diferentes tipos histologicos. Foi possivel observar
que esses compostos foram mais ativos em tumores sodlidos do tipo HCT-8
(carcinoma de célon) e SF-295 (glioblastoma) com valores de Clsp < 6 ug/mL para
todas as amostras. Porém, os mesmos compostos ndo foram ativos (Clsp > 25
pMg/mL) contra células leucémicas (HL-60, CEM e K-562), o que os diferencia da
amsacrina, usada na clinica no tratamento de pacientes com leucemia (FERGUSON
et al., 1998).

Esses achados preliminares de citotoxicidade para os derivados acridinicos,
sao reforgados por Hamouly et al. (1993) e Ching et al. (1990), onde foi observada a
atividade citotoxica in vitro de varios compostos acridinicos em linhagens tumorais
humanas de diferentes tipos histolégicos. Os achados sdo também corroborados
pelos resultados obtidos com a Pirazoloacridina (PZA), um compostos acridinico
obtido por sintese quimica, que apresentou maior citotoxicidade em linhagens
celulares de tumor sélido quando comparada a linhagens celulares leucémicas

(LORUSSO et al., 1990). Adicionalmente, a PZA apresentou efeito citotoxico contra
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linhagens de neuroblastoma deficientes na producdo de p53 (KESHELAVA et al,,
2003).

Um fator importante no desenvolvimento de novos medicamentos anticancer
€ que 0s mesmos sejam avaliados quanto a sua toxicidade em células normais do
organismo humano (células da pele, do trato gastrintestinal, plaquetas, glébulos
vermelhos e brancos) (ZUCO et al.,, 2002; ANAZETTI et al.,, 2003). Assim, a
atividade citotoxica dos compostos acridinicos foi avaliada em células
mononucleares de sangue periférico humano (CMSPH), pelo teste do Alamar Blue.
A analise do resultado permitiu identificar a baixa citotoxicidade (Clsg > 25 pg/mL)
dos compostos em CMSPH, enquanto que amsacrina apresentou Clsp (IC 95 %)
igual a 8,5 (6,8-9,9) ug/mL. Ao contrario dos compostos AC4, AC7, AC10 e AC23, a
amsacrina demonstrou elevada citotoxicidade frente a células normais, o que podera
ser traduzido na inespecificidade in vitro em relagao ao painel de células tumorais e
normais avaliados.

Além disso, os compostos acridinicos aqui estudados ndo promoveram lise
das hemacias de camundongos, 0 que sugere que 0 mecanismo de acgao citotoxica
dos compostos ndo € devido a um dano direto sobre a membrana plasmatica da
célula. Podendo, dessa maneira, estar relacionada a um mecanismo de morte mais
especifico (COSTA et al., 2008).

A continuidade do estudo do potencial anticancer das amostras AC4, AC7
AC10 e AC23 foi realizada em linhagem HCT-8 apds 12 e 24 horas de incubagao
com os compostos testes em diferentes concentragdes (2,5; 5 e 10 yg/mL), as quais
foram escolhidas a partir da média das Clso dos compostos em HCT-8.

O efeito antiproliferativo dos novos compostos acridinicos foi confirmado pelo
teste do azul de tripan e por citometria de fluxo em células HCT-8. Os resultados
demonstraram que as substancias testadas apresentaram efeitos antiproliferativos
semelhantes entre si, no qual foi observado uma reduc¢ao significativa no numero de
células viaveis apos 12 e 24 horas de tratamento, sendo mais intensa no tempo de
24 horas de exposi¢cao e mais efetiva na maior concentragédo testada (10 ug/mL).
Curiosamente, apds 12 horas de tratamento, foi observado que no teste do azul de
tripan os compostos testados n&o alteraram a viabilidade celular em nenhuma
concentracao testada, o que se contrapde ao resultado encontrado na citometria de
fluxo, para o mesmo tempo de incubagdo, onde ocorreu redugéo significativa da

viabilidade celular. Esse achado pode ser explicado pelo fato de que os métodos
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utilizados baseiam-se em parametros diferentes para quantificar células viaveis. No
teste do azul de tripan, células viaveis sdo as que excluiram o corante, todavia, na
citometria de fluxo, células viaveis sdo classificadas de acordo com o tamanho e a
granulosidade. Além disso, células em estagios iniciais de apoptose apresentam
seus sistemas de transporte de membrana ainda ativos, o que possibilita a exclusao
do corante azul de tripan, sendo, entdo, contabilizadas como células viaveis nesse
teste (KRYSKO et al., 2008).

Em seguida, a fim de avaliar a sintese de DNA em células HCT-8 tratadas e
nao-tratadas com os compostos AC4, AC7, AC10 e AC23 foi realizado o ensaio do
BrdU apds 24 horas de incubacdo. A analise do resultado permitiu observar uma
diminuicao da incorporagédo da bromodeoxiuridina (BrdU) nas células HCT-8 tratadas
com 0s novos compostos acridinicos, de maneira concentracdo dependente. Este
resultado reforca o que foi observado no teste do azul de tripan, no teste do MTT,
bem como, na citometria de fluxo em relagéo ao efeito antiproliferativo das amostras.

Apesar de que muitos autores consideram a distingdo entre apoptose e

necrose dificil e controversa, algumas caracteristicas podem ser avaliadas e
consideradas na sugestao do tipo de morte celular (TINARI et al., 2008).
Devido a isso, houve interesse em investigar o padrdao de morte celular (apoptose
e/ou necrose) induzido pelos compostos AC4, AC7, AC10 e AC23 em células HCT-
8. Assim, analise do padrao de morte celular foi realizada por métodos de colaragéo
(hematoxilina/eosina e brometo de etideo/laranja de acridina) e por citometria de
fluxo, os quais sdo métodos adequados para investigar a integridade da membrana
plasmatica, o conteudo de DNA e a despolarizacdo mitocondrial, entre outras
caracteristicas celulares (DARZYNKIEWICZ et al., 1992; KEYHANI et al., 2009).

De acordo com Kroemer et al. (2005) e Ricci e Zong (2006), a apoptose
corresponde a um mecanismo de morte bastante regulado caracterizado por
reducao do volume celular, manutenc¢ao da integridade da membrana, fragmentagao
nuclear e externalizagao da fosfatidilserina. Fragmentagdo do DNA, despolarizagao
mitocondrial e ativagdo de caspases sao outras caracteristicas que podem ser
apresentadas por células apoptéticas. Diferentemente da apoptose, a morte por
necrose é caracterizada pelo aumento do volume celular, seguido de perda da
integridade da membrana plasmatica com consequente liberagdo dos componentes

celulares e indugao de inflamagao aos tecidos adjacentes.
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Com base nessas informagdes, a analise morfolégica da coloragdo com
hematoxilina/eosina permitiu verificar sinais consistentes de morte celular por
apoptose na concentracdo de 10 pg/mL, apdés 12 horas de incubacdo, e nas
concentragbes de 5 e 10 pg/mL, apdés 24 horas de tratamento, para todos os
compostos acridinicos testados. As caracteristicas encontradas foram reducéo do
volume celular, formagéao de blebbs, condensagao da cromatina, fragmentagao do
DNA nuclear e alguns restos celulares. Os resultados obtidos na coloragao
diferencial com brometo de etideo/laranja de acridina também demonstraram
aumento significativo de células com padrdo apoptético (condensagao da cromatina
e fragmentagdo do DNA) os quais corroboram com os resultados encontrados na
marcacgao com hematoxilina/eosina. Vale ressaltar que os eventos apoptéticos foram
se tornando mais evidentes com o aumento do tempo e da concentragdo dos
compostos.

A analise da integridade da membrana citoplasmatica, do tamanho e da
granulosidade celular realizada por citometria de fluxo demonstrou manutencao da
integridade da membrana por grande parte das células e redugao do volume e da
granulosidade celular. Dessa maneira, os resultados apresentados pelos testes
morfolégicos corroboram com a sugestao de que o padrao de morte de células HCT-
8 expostas aos compostos acridinicos AC4, AC7, AC10 e AC23 esta ocorrendo por
ativagao da via apoptética.

Os mecanismos moleculares envolvidos na apoptose ocorrem principalmente
em duas vias de sinalizagdo, a via mitocondrial e a via do receptor de morte. O
evento chave na via mitocondrial corresponde ao efluxo de citocromo ¢ da
mitocdndria para o citosol, o qual forma complexo com Apaf-1 e caspase 9 que
promove ativagdo das caspases efetoras (caspases 3 e 7). A via do receptor de
morte, por sua vez, é caracterizada pela ligagao de ligante especifico (TNF-a, CD95-
L e TRAIL) ao dominio extracelular do receptor de morte de membrana. A ativagao
deste receptor promove o recrutamento da caspase 8 que, em seguida, ativa as
caspases 3 e 7, responsaveis pelas alteragdes celulares da apoptose (RICCI;
ZONG, 2006).

Com o intuito de melhor entender a via de sinalizacdo da apoptose envolvida
no efeito citotéxico das amostras AC4, AC7, AC10 e AC23 em células HCT-8, foi
utiizada a citometria de fluxo para determinar o potencial transmembranico

mitocondrial das células. Sabe-se que a despolarizagdo mitocondrial € um evento
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marcante da via intrinseca da apoptose resultante da desorganizagao estrutural da
membrana dessa organela, a qual foi quantificada pela utilizagdo do corante
fluorescente rodamina 123 (KROEMER et al., 1997). Os resultados encontrados
demonstraram promogao de despolarizagado mitocondrial concentragao dependente
principalmente apds 24 horas de tratamento para todos os compostos testados. Os
compostos apresentaram efeitos semelhantes entre si e os dados fortalecem a
sugestdo de morte celular por apoptose pela via intrinseca ou mitocondrial.

Os resultados encontrados para os compostos AC4, AC7, AC10 e AC23 em
relacdo a indugcdo de apoptose em células HCT-8, sédo corroborados pelos
resultados do trabalho de Goodell et al. (2008), em que uma série de 9-
aminoacridinas substituidas, estruturalmente semelhantes aos compostos aqui
estudados, foram capazes de induzir apoptose em células de cancer pancreatico,
provavelmente, devido a inibicdo catalitica da enzima topoisomerase |l.

Além disso, muitos derivados acridinicos tém a capacidade de promover
parada do ciclo celular, em especial na fase G,/ M (GODELL et al., 2008;
SKLADANOWSKI, 2002). A parada do ciclo celular reflete uma necessidade da
célula em reparar algum dano, caso n&o seja reparado mecanismos apoptoticos séo
ativados (ROZENBLAT et al., 2008). Sabendo disso, o conteudo de DNA de células
HCT-8 tratadas com os novos compostos acridinicos foi avaliado por citometria de
fluxo utilizando o corante fluorogénico iodeto de propideo. Nesse teste, a quantidade
de DNA é diretamente proporcional a intensidade de fluorescéncia emitida o que
permite quantificar as diferentes fases do ciclo celular (Go/G4, S e G,/M). Isso é
possivel porque apos o estimulo proliferativo, a célula sai do estado de repouso
(fase GO) e entra no ciclo celular que esta dividido em 4 etapas (G4, S, G, e Mitose).
Em G4, a célula se prepara para duplicar o seu DNA. A duplicagao do DNA ocorre na
fase S, sintese, e em G, a célula se prepara para sofrer a mitose. Assim, percebe-se
que o conteudo de DNA por célula vai aumentando de G1 a G, e, em seguida,
diminui com a mitose quando surgem as células filhas (FISCHER et al., 2007).

A analise do ciclo celular foi realizada em células HCT-8 apds o tratamento de
12 e 24 horas com 0s novos compostos acridinicos. O resultado demonstrou um
discreto acumulo de células na fase G2/M, apos 12 horas de incubagédo apenas na
menor concentragado testada. Além disso, a fragmentagcdo do DNA foi observada
com o0 aumento da concentracdo e do tempo de exposicdo em todas as amostras

testadas, determinando desse modo o potencial dessas em induzir morte celular por
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apoptose. De modo semelhante, Skladanowaki (2002), demonstrou parada do ciclo
celular em G2, acompanhada de inibigcdo da sintese do DNA, pelo ensaio do BrdU, e
ativagcdo da via apoptotica em células L-1210 promovida pelo derivado 1-
nitroacridina, nitracrina.

Pesquisadores tém demonstrado que o ciclo celular pode ser perturbado por
agentes que tem a capacidade de interagir com o DNA nuclear (POOT et al., 1995;
LEONCE et al., 2001). A interagdo com o DNA é de natureza quimica e pode
acontecer por intercalagao ou ligagao as fendas do acido nucléico. Tal propriedade
corresponde ao mecanismo de acdo de muitos compostos usados na clinica como
anticancer, antimalaricos, antibiéticos e antifungicos. Nesse ambito, acridinas e seus
derivados tém apresentado capacidade de interagir com o DNA nuclear,
primordialmente, por intercalagdo a partir de uma forte ligagdo néo-covalente e
reversivel com a cadeia polinucleotidica (GAUGAIN et al., 1984; SANCHEZ et al.,
2006; PALCHAUDHURI; HERGENROTHER, 2007).

Como demonstrado pelos ensaios eletroquimicos realizados por Moura
(2008), os novos derivados acridinicos AC4, AC7, AC10 e AC23 apresentaram
comportamento caracteristico de interagdo com o DNA, seja na presenca de fita
simples ou dupla do acido nucléico. O teste ndo permite determinar o tipo de
interacdo com o DNA, porém, €& possivel sugerir que a agao citotéxica dos
compostos deve-se, pelo menos em parte, a esse mecanismo. Para muitos
derivados acridinicos a interagdo com o DNA ocorre por intercalagdo, a qual é
favorecida pela estrutura planar policiclica desses compostos (PALCHAUDHURI;
HERGENROTHER, 2007). Neste caso, o efeito promove intensas modificagdes no
metabolismo nuclear e a inibicdo da sintese de DNA, por exemplo, é inevitavel
(SKLADANOWAKI, 2002). O resultado encontrado no teste eletroquimico, portanto,
esta de acordo com o efeito observado no ensaio do BrdU para os novos compostos
acridinicos testados, bem como, pode explicar, em parte, a interferéncia no ciclo
celular de células HCT-8, marcada por aumento significativo de fragmentagado do
DNA, observada na citometria de fluxo.

Dentre os alvos envolvidos no efeito antiproliferativo da classe acridina, estao
as enzimas topoisomerases | e Il (FINLAY et al., 1996; BAGULEY et al., 1997).
Estas sdo enzimas nucleares que tem a capacidade de reduzir a tensdo do DNA
durante os processos de replicagdo, transcricdo, recombinagcdo e segregagao

cromossOmica no ciclo celular. Isso ocorre porque as topoisomerases tem a
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capacidade de clivar (agdo nuclease) uma (topoisomerase |) ou as duas fitas
(topoisomerase |lI) de DNA, permitindo o seu desenrolamento, e religar (ac&o ligase)
a cadeia polinucleotidica (PARCHMENT; PESSINA, 1998). A clivagem da fita do
DNA pelas topoisomerases resulta do ataque nucleofilico do sitio ativo tirosinico da
enzima sobre a ligagao fosfodiéster da dupla-hélice. Para tanto, a enzima tipo | liga-
se a porgao 3’ ou 5’ do DNA, enquanto que a enzima tipo Il liga-se apenas a porgéo
5 (REID et al., 1998).

Neste sentido, muitas classes de inibidores de topoisomerase foram
introduzidas na clinica como agentes anticancer. Os derivados da camptotecina,
irinotecan e topotecan, sao conhecidos inibidores de topoisomerase |. Doxorrubicina,
etoposideo e amsacrina, por sua vez, sao exemplos de farmacos que agem por inibir
a topoisomerase |l. Ativos contra muitos canceres sélidos e de origem hematoldégica,
0 mecanismo de acao destes compostos tem sido explicado pela estabilizagdo do
complexo enzima-DNA, com consequente formacado de DNA fragmentado e indugéo
de morte celular por apoptose (D'’ARPA; LIU, 1989; CHARCOSSET et al., 1993;
POMMIER et al., 2003).

Existe outro mecanismo de acgao envolvido na interagdo com as enzimas
topoisomerase. Trata-se da inibigdo catalitica destas enzimas que se caracteriza por
impedir a sua ligagdo com o DNA evitando a ocorréncia do processo de relaxamento
promovido por clivagem, seguida de desenrolamento e religacdo da fita
polinucleotidica. Como resultado, o DNA também sofre fragmentacdo, e a
sinalizagcdo para a apoptose é deflagrada (D’ARPA; LIU, 1989; POMMIER et al.,
2003; FINLAY et al., 1996).

As diferentes formas de inibicdo das topoisomerases, bem como, a
intercalagdo de moléculas ao DNA podem ser avaliadas por varios métodos
bioquimicos e biofisicos. Entre esses, podemos citar a determinacéo do crescimento
de leveduras Saccharomyces cerecisiae e a analise do relaxamento de DNA, os
quais sdo meétodos eficientes, faceis e muito informativos (REID et al., 1998;
PEIXOTO et al., 2010).

Os novos compostos acridinicos do presente estudo foram, entdo, submetidos
a testes in vitro para avaliar o efeito sobre o crescimento de cepas mutantes
(deficientes para as enzimas topoisomerase |, Top1A; topoisomerase lll, Top3A; e
topoisomerase | e lll, Top1/3A) da levedura Saccharomyces cerevisiae, que de

acordo com Reid et al. (1998) é considerado um modelo adequado para investigar o
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mecanismo de agdo de moléculas que possam ter como provavel alvo farmacoldgico
as topoisomerases. Desse modo, foi possivel observar que na concentragdo de 50
Mg/mL, ocorreu uma maior resisténcia ao tratamento da cepa mutante Top1A (sem
topoisomerase |) quando comparada a cepa selvagem BY-4741-WT (tem
topoisomerase |, Il e Ill). Além disso, nessa concentragdo, as cepas Top3A (tem
topoisomerase | e Il) e Top1/3A (tem apenas topoisomerase IlI) foram sensivel e
resistente ao tratamento, respectivamente. Esses dados sugerem que a
topoisomerase | parece ser um alvo importante para que os compostos AC4, AC7,
AC10 e AC23 exercam seu efeito antiproliferativo. J& na concentracdo de 100
pMg/mL, todas as cepas de fungos foram igualmente sensiveis aos compostos
testados, sugerindo que o aumento da concentragdo pode estar envolvendo outros
mecanismos de dano e morte celular, além das topoisomerases.

Baseado no resultado anterior, a fim de refor¢ar o estudo, foi realizado o teste
sobre a atividade catalitica da enzima topoisomerase | (Topoisomerase | Drug
Screening Kit, TopoGEN, Inc., Columbus, USA) com os compostos acridinicos AC4,
AC7, AC10 e AC23 nas concentragdes de 50 e 100 uM. Neste ensaio, foi observado
que os compostos AC4, AC7, AC10 e AC23 foram capazes de inibir a fungao
catalitica da referida enzima, principalmente na concentragdo de 100 yM. Portanto,
podemos sugerir que o efeito citotdéxico inicialmente encontrado dos compostos
testados em linhagens tumorais humanas parece envolver a inibigdo catalitica da
enzima topoisomerase |, corroborando com o resultado encontrado no teste com
leveduras. Entretanto, torna-se valido considerar a importancia da realizagdo de
ensaios a nivel de topoisomerase Il, com o intuito de reforgar o observado no teste
com leveduras.

Além disso, a importancia € justificada por muitos estudos que demonstram a
possibilidade de atuacdo sobre as duas isoformas da topoisomerase para os
compostos acridinicos (DENNY, 1997). Nesse aspecto, o composto DACA, o qual é
um derivado acridinico com atividade antitumoral in vitro e in vivo comprovada, tem a
capacidade de intercalar ao DNA celular e interferir com a atividade catalitica das
enzimas topoisomerases | e |l. Entretanto, este composto, em ensaios clinicos de
fase Il, ndo manteve a mesma eficacia antitumoral observada nos ensaios pré-
clinicos (CAPONIGRO et al., 2002; DITTRICHA et al., 2003).

Segundo D’Arpa e Liu (1989), a inibicao catalitica das enzimas

topoisomerases implica em interferéncia no processo de replicagdo celular o que



125

também esta de acordo com o resultado observado no ensaio do BrdU para os
compostos AC4, AC7, AC10 e AC23, onde houve uma inibicdo da sintese do DNA
de maneira concentracdo dependente. Adicionalmente, a fragmentagdo do DNA de
células HCT-8 observada na citometria de fluxo, sugestiva de apoptose, apés o
tratamento com os compostos AC4, AC7, AC10 e AC23 podem, em parte, ser
explicadas pela inibicdo catalitica da enzima topoisomerase |.

Vale ressaltar que outras classes de compostos, além da classe acridina, tém
a capacidade de inibir de forma especifica a enzima topoisomerase |, apresentando
efeitos antitumorais (ANTONY et al., 2006; CASTELLI et al., 2009). Dentre essas,
beta-lapachona, um derivado quinénico obtido do produto natural lapachol (isolado
de Tabebuia avellanedae), destaca-se por exercer seu mecanismo de agéo
antiproliferativa por inibir especificamente a atividade catalitica da enzima
topoisomerase |. Desse modo, beta-lapachona pode induzir apoptose em células
tumorais por bloqueio do processo replicativo (PLANCHON et al., 1995). De fato, de
acordo com Huang e Pardee (1999), beta-lapachona induziu apoptose em 3
linhagens tumorais de célon humano (SW-480, SW-620 e DLD-1), as quais, como as
células de cancer de célon, possuem elevada frequéncia de mutagbes em p53, um
gene supressor tumoral. Ainda nesse trabalho, os autores demonstraram parada do
ciclo celular na fase S/G2 apds 24 horas de tratamento com beta-lapachona.

Sabendo que agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes apresentam, em
sua maioria, potencial genotéxico e que os compostos AC4, AC7, AC10 e AC23
demonstraram interacdo com o DNA celular, foi realizado o ensaio cometa utilizando
células monocucleares de sangue periférico humano (CMSPH) (FAIRBAIRN et al.,
1995; ANDERSON et al., 1994; SILVA et al., 2003). A analise do resultado permitiu
verificar que as amostras, diferentemente dos controles positivos, ndo promoveram
dano ao DNA em CMSPH nas concentragdes testadas. Este fato estda de acordo
com os resultados encontrados nos ensaios de citotoxicidade, onde os mesmos n&o
foram ativos em CMSPH, demonstrando sua seletividade para células tumorais.

O resultado encontrado confere um perfil diferenciado em relacdo a
amsacrina, tendo em vista que este, segundo Blasiak et al. (2003), mostrou-se
genotoxico para células normais e tumorais, também determinado pelo ensaio
cometa. Adicionalmente, Backer et al. (1990) demonstrou que a amsacrina foi mais

potente na indugdo de mutagcbes e danos cromossOmicos em linfocitos de sangue
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periférico de camundongos (in vivo) e em células de linfoma L-5178-Y (in vitro),
quando comparado a camptotecina, um inibidor de topoisomerase |.

Por fim, os compostos acridinicos AC4, AC7, AC10 e AC23 aqui estudados
podem ser considerados como ftemplates para o desenvolvimento de novas

moléculas com potencial anticancer.
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6 CONCLUSAO

Dentre os 22 novos compostos acridinicos sintéticos testados, 4 foram
selecionados (AC4, AC7, AC10 e AC23) os quais apresentaram potencial citotoxico
seletivo para tumores solidos, demonstraram baixa toxicidade para CMSPH e foram
capazes de inibir a sintese de DNA e de induzir apoptose por via intrinseca em
células HCT-8. Além disso, apresentaram potencial de interferir na atividade
catalitica da enzima toposiomerase |, ndo havendo diferenga na agao farmacolégica

(efeito e poténcia) entre os referidos compostos.
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Tabela 11 - Resumo dos resultados dos compostos acridinicos (AC4, AC7, AC10 e AC23) em modelos experimentais in vitro. ( +) Ativo, ( -)

Inativo.
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