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RESUMO

AVALIAGAO DO PERFIL CITOTOXICO DE ANALOGOS INTERMEDIARIOS
DO (7-CLOROQUINOLIN-4-I1L) TIOSSEMICARBAZIDA E O PERFIL DE
MORTE CELULAR DA LINHAGEM KASUMI-1.

Cancer pode ser definido como um conjunto de doencas correlacionadas, onde algumas
celulas do corpo passam a crescer de forma desordenada; e quando migram para outros
tecidos, esse processo é chamado de metastase. Dentre os tipos de céncer, a leucemia
apresenta uma alta taxa de mortalidade e é um termo abrangente que faz referéncia aos tipos
de cancer que afetam as células sanguineas. A leucemia esta entre os dez tipos de cancer que
mais acomete a populacao brasileira. Devido a complexicidade no tratamento do céancer
existe uma busca por novas moléculas, sendo o processo de hibridacdo bastante utilizado
para o desenvolvimento de novas moléculas sintéticas com atividade antitumoral. Dentre as
classes quimicas com potencial de atividade antitumoral se tem os quinolinicos e os
tiazodilinicos, ambos apresentam diversas atividades biologicas, dentre elas, a atividade
antitumoral comprovada por diferentes estudos. Para o presente trabalho, foi avaliado o
perfil citotdxico de analogos intermediarios do (7-cloroquinolin-4-il) tiossemicarbazida e o
mecanismo de perfil de morte celular da linhagem KASUMI-1 induzida pela molécula mais
promissora: Cloroacetoacetato de etila (168). Dentre os analogos avaliados, trés mostraram
potencial antiproliferativo nas linhagens SF-295, HL-60, PC-3 e HCT-116, onde a linhagem
mais suscetivel a acdo destes intermediarios foi a linhagem leucémica, sendo o analogo 168
0 que apresentou maior seletividade para linhagem HL-60 com valor de Clso de 2,41uM,
enquanto que, quando avaliado o indice de seletividade entre a Clso das células ndo tumorais
(L929) com as de células tumorais, o indice foi >2. Devido a maior atividade do analogo 168
para a linhagem leucémica, esta molécula foi avaliada frente a um painel com quatro
linhagens leucémicas no tempo de incubacdo de 24 horas, na qual a KASUMI-1, uma
linhagem de leucemia mieldide aguda, foi selecionada para os experimentos de delineamento
de perfil de morte celular induzido pelo andlogo 168. As células foram tratadas com
diferentes concentracdes do andlogo 168 (5uM, 10uM e 20uM) por 24 horas. No que se
refere a viabilidade celular foi observado uma diminuicdo na integridade de membrana de
maneira concentracdo dependente nas células de KASUMI-1, nas concentra¢des de 10uM e
20uM. Entretanto, na concentracdo de 5uM a molécula foi capaz de reduzir o nimero de
células sem interferir na viabilidade celular. Além disso, a anélise da externalizacdo da
fosfatidilserina apresentou um padrdo apoptético nas duas maiores concentracfes. Ao
analisar o ciclo celular, foi observado um acumulo de células em GO/G1 com uma dréstica
reducdo da populacdo em S, em todas as concentragdes testadas. O andlogo 168 também
induziu o aumento da populagéo de células em subG1, como também causou uma série de
alteracBes morfoldgicas, a exemplo alteracdo nuclear e o aparecimento de “blebs” na
membrana celular com indicios de apoptose. Desse modo, os resultados apresentados
sugerem que, 0 andlogo 168, podera ser considerado um novo prototipo com potencial
antitumoral.

Palavras-chave: Cancer, Quinolinico, Tiazodilinico, Citotoxicidade, Leucemia.



ABSTRACT

EVALUATION OF THECYTOTOXIC PROFILE OF INTERMEDIATE ANALYSIS
OF (7-CHLOROQUINOLIN-4-IL) THYROSSEMICARBAZIDA AND THE CELL
DEATH PROFILE OF THE KASUMI-1.

Cancer is as a set of correlated diseases, where some cells in the body start to grow disorderly
and migrate to other tissues, a process called metastasis. Among cancers, leukemia has a
high mortality rate and is a comprehensive term that refers to the types of cancer that affect
blood cells. In the search for new molecules for the treatment of cancer, the hybridization
process has been widely used for the development of new synthetic molecules with antitumor
activity. Among the chemical classes with potential for antitumor activity, there are
quinolines and thiazolidines, both of which present several biological activities, among them
the antitumor activity proven by different studies. For the present study, the cytotoxic profile
of intermediate analogs of (7-chloroquinolin-4-yl) thiosemicarbazide and the mechanism of
cell death of the KASUMI-1 lineage induced by the most promising molecule: ethyl
chloroacetoacetate (168) were evaluated. Among the analyzed analogues, three showed
antiproliferative potential in the lines SF-295, HL-60, PC-3 and HCT-116, where the cell
line most susceptible to the action of these intermediates was the leukemic line, selectivity
for HL-60 lineage with IC50 value of 2.41uM, whereas for non-tumor lineage (L929), the
IC50 value was> 25uM. Due to the selectivity of the 168 analog for leukemic lines, it was
tested on a panel with 4 leukemic lines for 24 hour incubation time, where KASUMI-1, an
acute myeloid leukemia lineage was selected for the mechanism of action of the analog 168.
Cells were treated with different concentrations of analog 168 (5uM, 10uM and 20uM) for
24 hours. A cytostatic effect was observed in KASUMI-1 cells, from the concentration of
5uM and cytotoxic effect at concentrations of 10uM and 20uM, when evaluated by flow
cytometry. In addition, the phosphatidylserine externalization analysis showed an apoptotic
pattern at the two highest concentrations. Moreover, the cell cycle analysis, showed an
accumulation of cells in G2 / M phase with a drastic reduction of the population in S, from
the concentration of 10uM. The analog 168 also induced an increase in the cell
subG1population, and also caused a number of morphological changes, for example nuclear
change and the appearance of blebs in the cell membrane with evidence of apoptosis. Thus,
the presented results suggest that, analogue 168, could be considered a new prototype with
antitumor potential.

Key-words: Cancer, Quinoline, Thiazolidine, Cytotoxicity, Leukemia.
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1 INTRODUCAO

Cancer pode ser definido como um conjunto de doencas correlacionadas, onde
algumas células do corpo passam a crescer de forma desordenada e quando migram para
outros tecidos, o processo é chamado de metastase. As células normais do corpo séo
controladas por diversos mecanismos que comandam o seu crescimento e diviséo, quando
estas envelhecem ou sofrem algum tipo de dano, elas morrem e novas células sdo formadas.
Entretanto, as células cancerosas quebram este ciclo, pois passam a se proliferar de forma
ilimitada (NATIONAL CANCER INTITUTE, 2015).

Outra caracteristica das celulas cancerosas ¢ que o genoma pode possuir
diferentes mutagdes somaticas, como mudancas na sequéncia do DNA, através de delecdes,
insercdes ou substituicBes das bases nitrogenadas. Além disso, essas células tém inseridos
ao seu genoma sequéncias completas de DNA a partir de fontes exdgenas, como as do virus
papiloma humano e o virus da hepatite B, os quais sdo conhecidos por contribuirem com a
génese de diferentes tipos de cancer. Outro fator que altera o genoma sdo as mudancas
epigenéticas, que alteram a condensacéo da cromatina levando ao aumento da expresséo de
determinados genes e diminuindo a de outros (STRATTON et al., 2009).

Duas classes de genes estdo fortemente relacionadas com o desenvolvimento do
cancer, 0s oncogenes e 0s genes supressores de tumor. Quando ocorrem mutagdes nos proto-
oncogenes, estes se tornam oncogenes, 0S quais sdo responsaveis pelos processos de
proliferacdo celular e sobrevivéncia da célula. J& os genes supressores de tumores atuam
principalmente controlando o ciclo celular e o processo de apoptose. Quando ambas as
classes de genes estdo com alteracdes em seu DNA, as células cancerosas passam a se
proliferar de forma descontrolada, podendo assim migrar para outros 0rgdos
(HARRINGTON, 2011).

Em 2011, Hanahan e Weinberg descreveram as dez principais caracteristicas
bioldgicas adquiridas no cancer (Figura 1). Na qual, a instabilidade gendmica e mutacdes,
proporciona um meio para o surgimento dos outros fatores que controlam o desenvolvimento
do cancer, como manutencdo dos sinais de proliferacdo, resisténcia a morte celular, ativacdo
de imortalidade replicativa, angiogénese e a capacidade de invadir tecidos proximos e
desenvolver metéstase. Todos estes fatores permitem a proliferacdo descontrolada e a

sobrevivéncia das células cancerosas.
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Figura 1. As caracteristicas do cancer.
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Fonte: adaptado de Hanahan e Weinberg (2011).

O cancer encontra-se entre as principais causas de morte devido a sua
complexidade. Em trabalho relatado pela WHO (2014), em 2012 ocorreram 14 milhdes de
novos casos, com mais 8 milhdes de pessoas mortas em decorréncia do cancer. Além disso,
é estimado o surgimento de aproximadamente 22 milhdes de novos casos para as proximas
duas décadas. Sendo assim, se faz necessaria uma compreensdo sobre a ocorréncia de casos
de céncer a fim de haver o desenvolvimento de novas politicas publicas que visem a
diminuicdo do nimero de casos e para os estabelecimentos de novas formas de controle do
cancer (STEWART, WILD, 2014).

No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima que para o biénio 2018-
2019 havera mais de 500 mil novos casos de cancer. Sendo 0s principais tipos de cancer de
préstata, traqueia, brénquio e pulméao respectivamente para os homens e nas mulheres mama,
colon e reto (Figura 2).
Figura 2. Distribuicdo proporcional dos 10 tipos de cancer mais incidentes estimados para

2018-2019 por sexo no Brasil, exceto pele ndo melanoma.

Distribuicio proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2018 por

sexo, exceto pele ndo melanoma*

Localizag@o Primaria Casos % Localizagao Primaria Casos

Pristata 6B8.220 3NT% Homens Mulheres Mama Feminina 58.700 29.5%

Traqueia, Brénguio & Pulmao 18.740 8.7% Calon & Reto 18.980 9.4%

Calon e Refo 17.380 8.1% Colo do Utero 16.370 81%

Estomago 13.540 6.3% Tragueia, Bronguio e Pulméo  12.530 B8,2%

Cavidade Oral 11.200 5.2% Glindula Tireoide 8.040 4.0%

Esifapo B.240 3.8% Estdmago 7.750 3.8%

Bexiga 6.690 3.1% Corpo do Utero 6.600 3,3%

Laringe 6.390 3.0% Ovarnio 6.150 3,0%

Leuwcemias 5.940 2.8% Sistema Mervoso Central 5.510 27T%

Sistema Mervoso Central 5.810 2.7% Leucemias 4.860 24%

*MNumeros aredondadoes para maltiphos de 10.

Fonte: INCA (2018)
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De acordo com o INCA (2018), dentre os principais fatores para muitos tipos de
canceres, encontra-se 0 consumo excessivo de alcool, o tabagismo, a obesidade , uma dieta
com alto teor de alimentos industrializados e a falta de atividade fisica. Além disso, a idade

e 0 sexo sdo outros fatores importantes para epidemiologia do cancer (INCA, 2018).

Como o cancer apresenta uma alta incidéncia e complexidade, diferentes formas
de tratamentos se fazem necessarias. As trés principais formas de tratamento para o cancer
sd0 a quimioterapia, a radioterapia e a cirurgia, porém a imunoterapia vem crescendo como

um novo caminho para combater o cancer.

Atualmente a utilizacdo da radioterapia ou cirurgia pode fornecer uma taxa de
cura de até um terco dos pacientes, quando o tumor encontra-se no seu local inicial.
Entretanto, quando o diagnostico é feito de forma tardia, a utilizacdo da quimioterapia
sozinha ou em associacao, passa a ser o melhor caminho para o tratamento sistémico da
doenca (RANG, DALE, 2011).

Os quimioterapicos utilizados nos tratamentos do cancer, podem ser divididos
em grupos;

1 Agentes alquilantes: este grupo de medicamentos atuam causando dano
ao DNA, assim impedindo que a célula se multiplique. Estes
quimioterapicos ndo sao ciclo especifico. Como exemplos se tem a
carboplatina e a cisplatina.

2 Antimetabdlitos: esta classe de drogas é conhecida por inibir a sintese e
a funcdo do DNA quanto a do RNA. Dentre os compostos desta classe
estdo a gencitabina e a 5-fluorouracil.

3 Antibidticos anti-tumorais: os antibi6ticos utilizados no tratamento do
cancer ttm o mecanismo de acao pela intercalacao as moléculas de DNA
e pela inibicad a sintese do DNA e RNA. A doxorrubicina e a mitomicina
C sdo exemplos desta classe.

4 Inibidores de topoisomerase: esta classe de substancias tem a capacidade
de interagir com as enzimas responsaveis por ajudarem na separacao das
fitas de DNA, guando estas estdo no processo de duplicacdo. Com isso
impedindo que novas fitas de DNA sejam formadas. Como exemplos se
tem toposideo e irinotecan.

5 Inibidores mitoticos: estes compostos impedem que enzimas ajudem no
processo de formacgdo das proteinas responsaveis pelo processo de
divisdo celular. Paclitaxel e vimblastina sdo duas drogas com estas
caractéristicas.

(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016 ; RANG, DALE, 2011)
A quimioterapia tem o potencial de causar danos as células cancerosas, porém
em mutitas situacGes lesam as células ndo tumorais, levando a efeitos colaterais nos pacientes

(ACS, 2016). Estes efeitos colaterais atingem a vida do paciente em diversos aspectos, como
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estado emocional, satde fisicae consequentemente na qualidade de vida (PEARCE , 2017).
De uma forma geral, os quimioterapicos tém como efeitos colaterais: nausea, vomitos e
diarréia. Classes especificas de quimioterapicos, como os alquilantes devido a sua
caracteristica carcinogénica possuem um efeito colateral, o qual é o surgimento de cancer
secundario, como a leucemia mielddia aguda (RANG; DALE, 2011).

Um dos principais fatores que dificultam a cura do cancer ¢é a heterogeneidade
tumoral (Figura 3), que é a variacdo genética de sub-populagdes dentro do tumor, que
variam com o tempo. Tais mudancas se devem a fatores epigenéticos, genéticos ,
transcriptoma e mudancas fenotipicas. Esta caracteristica tumoral mostra que o cancer € uma
doenca dinamica e este fator € uma das principais causas de desenvolvimento de resisténcia
as drogas (DAGOGO; SHAW, 2017). Sendo assim, uma melhor compreensédo da dindmica
tumoral se torna fundamental para o desenvolvimento de novas estratégias e drogas para o
tratamento do cancer (DAGOGO; SHAW, 2017).

Figura 3. Carcinogénese: Formagdo e heterogeneidade de
tumores malignos.
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Fonte: KUMAS; ABBAS; ASTER (2013)

1.1 LEUCEMIA: LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA E LEUCEMIA
MIELOIDE CRONICA.

Leucemia é um termo abrangente que faz referéncia aos tipos de cancer que

afetam as células sanguineas. A classificagédo é feita baseada no tipo de células do tecido
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sanguineo que sofrem mutacGes e na velocidade de crescimento das mesmas (NCI, 2017).
Devido a isso, a leucemia pode ser classificada em quatro tipos, leucemia mieldide aguda e
crénica, como também leucemia linféide aguda e cronica (INCA, 2018)

De acordo com o INCA, no biénio 2018-2019 estéo previsto quase 10000 novos
casos de leucemia, com uma maior prevaléncia nos homens. Na regido nordeste, a leucemia
estad entre os dez principais tipos de cancer, tanto para homem quanto para mulher (INCA,
2018).

A leucemia mieldide aguda (LMA) é caracterizada por uma proliferacdo clonal
e heterogénea de células do sistema hematopoiético, anormalmente ou pouco diferenciadas
na medula 6ssea que alcangam o sangue e outros tecidos (DOHNER et al., 2015). Além
dissso, a LMA é o tipo mais comum de leucemia em adultos e ainda contém a menor taxa
de sobrevivéncia dentre todas as leucemias, com isso apresentando ser uma das doengas mais
complexas e desafiadoras dentre os tipos de canceres (DESCHLER; LUBBERT, 2006).
Idade é um fator importante quanto ao surgimento de LMA, sendo prevalente em adultos
com idade > 65 anos e apenas 15% em jovens < 15 anos. Com relagdo ao género e a etnia
ha diferenca no surgimento da LMA nestes grupos (DESCHLER; LUBBERT, 2006).

Além disso a LMA apresenta alguns marcadores genéticos, como
1(8;21)(922;022); RUNX1-RUNXITL,  1(3;3)(q21;g26.2);  GATA2-MECOM,
t(15;17)(q24;921) PML-RARA, a mutacdo do NPM1 e uma dupla mutacdo alélica do
CEBPA (DOHNER et al., 2015; ARBER, 2016). As presencas destes marcadores genéticos
sdo de grande relevancia clinica, pois direcionam para o tratamento mais adequado, como
também ajudam na melhor compreensdo do desenvolvimento da doenca e auxiliam nos
estudos para a producao de novos farmacos.

A translocacdo t(8;21)(q22;922) é presente em pelo menos 12% dos casos de
LMA em adultos e em aproximadamente em 30% de LMA em crian¢as (HATLEN et al.,
2011; DOHNER et al., 2015). Esta translocacéo leva a formagdo de uma proteina quimérica
AML1- ETO, a porcdo AMLL1 € responsavel por diferentes etapas da diferenciacdo das
celulas sanguineas, j& a parte ETO corresponde a codificagdo de co-repressores
transcripicionais (BRAS et al., 2014). Sendo assim, a proteina AML1-ETO ndo permite uma
diferenciacédo das células mieldidicas e induz um processo de auto-renovagao dessas células
(HATLEN et al., 2011). Como exemplo de linhagem para estudar este tipo de translocacéo,
pode-se citar a linhagem celular KASUMI-1.

O tratamento para LMA varia com o perfil dos pacientes, mas a quimioterapia
padrdo é feita pela combinacdo de citarabina e daunorrubicina (ZEIDAN et al., 2015 ). O

uso de terapia alvo também € uma alternativa para tratar paciente com LMA, por exemplo
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os inibidores das proteinas IDH e FLT3, que estdo relacionados com a maturagdo e
proliferacdo celular (ACS, 2016). Uma parte complementar no tratamento é o transplante de
células troncos, que pode ser transplantada do proprio paciente (autologos) ou transplantada
de um doador (alogénico). O transplante permite que doses maiores de quimioterapicos
possam ser aplicadas ao paciente (ACS, 2016).

O outro tipo de leucemia é a mieloide crénica (LMC), que € vista como o
resultado de modificdes genéticas em células pluripotentes do tecido hematopoiético
(MUGHAL,T, 2013). Seu principal marcador genético é a translocacdo t(9;22)(q34;q11.2),
chamado de cromosso Philadelphia, resultado da fuséo dos genes BCR-ABL1, o qual produz
a oncoproteina BCR-ABL1, que promove o0 aumento das atividades das tirosinas quinase
(ROUSSELOT etal., 2017).

A incidéncia de casos de LMC em paises ndo ocidentais sdo muito baixas
apontando valor de 0,4/100.000 pessoas, ja os dados para os EUA é mais elevado chegando
a ser 1,75/100.000 pessoas. Em relagdo a fatores como idade, a LMC é mais prevalente em
adultos > 60 anos e rara em crianga. No que se norteia em relagdo ao género, a LMC é mais
presente em homens do que em mulheres com uma diferenca de 1,2-1,7 (HOGLUND et al.,
2015)

O tratamento padrdo utilizado para pacientes com LMC é baseado nos
diagnosticos moleculares relacionados aos genes BL1, GUSB ou BCR, no qual o imatinibe
e os inibidores de tirosino quinase de segunda geracdo sdo as principais escolhas para o
tratamento da LMC (CROSS et al., 2015).

1.2 CLASSES QUIMICAS
1.2.1 QUINOLINICOS

O grupo quinolinico é definido como um composto organico heterociclico
aromatico, que é caracterizado por um anel de benzeno junto com uma piridina na duas
posi¢es dos atomos de carbonos adjacentes (Figura 4) . Os quinolinicos podem ser
retirados de diferentes fontes naturais (plantas, animais e microorganismos), como também
possuem uma estrutura relativamente simples facilitando seu processo de sintese.Compostos
quinolinicos de origem natural quanto seus derivados sintéticos apresentam diversas
atividades  bioldgicas, como a de agente antimalarico, antiflngico,

antiinflamatdria,antimicrobiano e anti HIV (JAIN et al., 2016).
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Figura 4. Centro quinolinico

Fonte: Autoria propria (2018)

Os compostos quinolinicos também apresentam uma proeminente acao
antitumoral,que teve seus estudos alavancados com a descoberta da camptotecina e apartir
dela foram sintetizadas novas moléculas como o irinotecano, o topotecano e o exatecano
(Figura 5) (AFZAL et al., 2015). Com a descoberta dos quinolinicos, diferentes moléculas
passaram a ser sintetizadas e com diferentes alvos, como inibidores de tirosino quinase e
inibidores de farnesiltransferase, os quais ja se encontram em teste de fase clinica (AFZAL
et al.,2015).

Os andlogos quinolinicos apresentam diversos mecanismos de acfes contra
linhagens tumorais, como parada de ciclo celular, inducdo de apoptose , inibicdo de
angiogénese, inibicdo de tirosino quinase, polimerizacdo de tubulina, inducdo reparo de
DNA, inibicdo de topoisomerase | e Il e proteassomas (AFZAL et al., 2015; JAIN et al.,
2016).

Sendo assim, compostos com centros quinolinicos vém mostranto atividade
antitumoral, como em trabalho realalizado por Shi e colaboradores (2008), diversos analogos
quinolinicos sofreram diversas mudancas em seus radicais (Figura 6) e mostraram uma
atividade antitumoral promissora frente a linhagem de cancer de mama (T47D) com valores
de Clso na escala de nanomolar. Onde o andlogo 7, com atividade mais promissora
apresentou valor de Clso de 15,6 + 3.0 nM frente a linhagem T47D. Com isso mostrando o
potencial de analogos quinolinicos como moléculas promissoras para o tratamento do

cancer.
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Figura 5. Drogas com centro quinolinico.
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Figura 6. Moléculas hibridas sintetizadas contendo o centro quinolinico e suas respectivas
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Arafa e colaboradores (2013) sintetizaram novos compostos fazendo alteragdes
conformacionais e fisico-quimicas na posicao oitava do nucleo quinolinico e obteveram 16

moléculas, das quais grande parte apresentaram atividade antitumoral frente as linhagens
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tumorais HT29 (colon) e MDA-MB231(mama). Entretanto evidencia-se que essas
moléculas apresentaram uma melhor atividade frente a linhagem de cancer de mama, com
Clso variando de 13-50 uM.

1.2.2 TIAZODILINICOS

E uma classe de composto heterociclico organico com um grupamento de tioéter
e amina, na posicao 1 e 3 respectivamente (Figura 7) (PANDEY et al.,2011).
Figura 7. Centro tiazodilinico
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Fonte: PANDEY et al.,2011 (adaptado)

Os tiazodilinicos sdo conhecidos por apresentarem diversas atividades
biol6gicas, como antimalarica, antimicrobiana, anti HIV, anti-inflamatoria, antioxidante e
antiproliferativa (PANDEY et al., 2011).

No que tange a suas atividades antitumorais os tiazodilinicos apresentam
inducdo de fragmentacéo de DNA, apoptose, parada de ciclo celular, diferenciagéo celular e
atuam como agonista do receptor (PPARY) que esta presente em diversos tipos de canceres
(W.A. BARROS et al., 2012; TROTSKO et al, 2018). A atividade dos tiazodilinicos esta
estritamente ligada com sua agdo como agonista de PPARY pois sua ativagao leva a apoptose
via recrutamento de co-ativadores e dissociacao de co-repressores, a partir disso € aumentado
o nivel de proteinas pro-apoptoticas como o p53. Além disso a ligagdo com o PPARYy permite
a parada no ciclo celular, pois diminuem a quantidade das ciclinas, proteinas que regulam o
progresso das fases do ciclo celular, como também elevam a quantidade de proteinas
inibidoras de ciclinas, dependente de quinase, p21 e p27 (JAIN et al, 2013).

Diferentes estudos testaram as drogas rosiglitazona e ciglitazona, ambas séo
tiazodilinicos ja usados para o tratamento de diabetes, que apresentam efeito antitumoral
tanto in vitro e in vivo frente a diferentes tipos de tumores como cancer de pulmdo, de mama

e de colon. A agdo dessas drogas ocorreu atraves de ligacdo com o receptor PPAR-y, na qual
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ativacdo desse receptor teve como consequéncia uma morte por apoptose, parada de ciclo
celular ou diferenciacédo celular (BLANQUICETTE et al., 2008).

Trabalhos com moléculas sintéticas contendo centros tiazodilinicos apresentam
atividade antitumoral, como em trabalho realizado por Havrylyuk e colaboradores (2013),
foi demonstrada a atividade potencial anticancer do derivado (59) (Figura 8) frente a

linhagem leucémica CCRF-CEM, onde este apresentou uma CI50 de 2,85 uM.

Figura 8. Molécula com centro tiazodilinicos com atividade
antitumoral frente a linhagem leucémica.
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Fonte: HAVRYLYUK et al., 2013.

1.3 HIBRIDACAO DE MOLECULAS COMO ESTRATEGIA PARA O
DESENVOLVIMENTO DE NOVAS SUBSTANCIAS ANTITUMORAIS

A hibridacdo molecular € um desenvolvimento racional de novos compostos, a
qual tem como objetivo unir duas estruturas bioativas, conhecendo individualmente suas
caracteristicas farmacodinamicas e farmacocinéticas para que assim possa se gerar uma
molécula, mantendo-se as caracteristicas dos prototipos, permitindo gerar um composto com

menor toxicidade e aperfeicoando o mecanismo de ac¢do (VIEGAS-JUNIOR, 2007).

Em estudo reportado por Raghavan e colaboradores (2015), foram sintetizados
compostos através da hibridagdo de curcumina com um ndcleo quinolinico. A curcumina,
que é um composto natural reconhecido por ser um potente agente quimiopreventivo, sendo,
inclusive, ja testada em fases clinicas, entretanto, tem suas limita¢des. Visando superar isto,
a conjugacgdo com um grupo quinolinico, conhecido por seus diversos mecanismos de a¢ao

é uma forma de gerar novos compostos anticancer. Os compostos hibridos, quando
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comparados a curcumina ou ao derivado quinolinico (Figura 9), apresentaram menores
valores de Clso, € 0 composto 14 apresentou o valor 12.5uM frente a linhagem tumoral
SKOV3 e ndo apresentou citotoxidade frente a linhagem ndo tumoral NIH3T3
(RAGHAVAN,2015).

Em trabalho de dissertacéo realizado por Silva Santos Junior (2017) 6 analogos
hibridos possuindo tanto o centro quinolinicos e tiazodilinicos foram sintetizados a partir do

composto do intermediario (7-cloroguinolin-4-il) tiossemicarbazida (Figura 10).

Figura 9. Molécula de curcumina e derivados sintéticos hibridos
da molécula de curcumina com centro quinolinico
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Fonte: RAGHAVAN et al., 2015 (adaptado)

Figura 10. Anéalogos sintéticos derivados do intermediario (7-
cloroquinolin-4-il) tiossemicarbazida.
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Fonte: SILVA SANTOS JUNIOR, 2017 (adaptado)

O desenvolvimento de novas moléculas para o tratamento do cancer visa

diminuir a capacidade que a células cancerosas possuem de crescer de forma desordenada e



28

a capacidade de se evadirem do processo de morte. E essa diminui¢do ocorre através de
parada de ciclo celular e da inducdo de morte celular, ocasionada pela acdo dessas novas

moléculas.
1.4 CICLO CELULAR

A desregulacdo do ciclo celular pode levar a formacdo do cancer, pois nesta
doenca as células se multiplicam em uma velocidade muito maior do que as células normais
(Volotskova, 2012). Sendo assim, uma das formas de tratar o cancer é tendo como alvo o
ciclo celular dessas células, fazendo com que elas ndo se multipliqguem mais (Lie, 2017).

Todos os organismos, para crescerem e se multiplicarem necessitam passar pelo
processo de ciclo celular tanto para que possam duplicar seu material genético e suas
organelas, quanto repassar isso para suas células filhas (HARASHIMA et al., 2013). Para
que este evento ocorra de forma segura, existe um fino controle molecular que visa manter
fielmente as informac6es genéticas e evitar divisdes celulares desnecessarias. A continuagéo
do ciclo celular é controlada por fatores transcripicionais, epigenéticos, fatores de
crescimento e de sinalizacdo de proteinas que controlam a integridade genética (LIE et al.,
2016; OTTO et al., 2017)

Entretanto, grande parte das células do corpo humano néo estdo em processo de
ciclo celular e sim em estéagio fora de ciclo. Onde as células que se encontram em processo
de divisdo sdo as que se encontram no tecido epitelial e na medula 6ssea. Muitas células
estdo em um estado irreversivel de entrada no ciclo celular e outras em fase quiescente (GO0),

como os neurénios e hepatocitos, respectivamente (WILLIANS et al., 2012).

O progresso no ciclo celular ocorre através de 4 fases distintas, GO/G1, S, G2 e
M (OTTO et al., 2017). A fase S é considerada uma das mais importantes, pois ocorre a
replicacdo do DNA e a fase M é onde ocorre a divisao celular em duas células filhas. A fase
GO, G1 e G2 sdo chamadas de “gap phase”, pois nelas ocorrem o controle para que a célula
migre de uma fase para outra (WILLIANS et al., 2012). A fase G1 representa a fase apds a
mitose, que é sensivel para receber sinais positivos ou negativos de fatores de crescimento.
A fase G2 se inicia depois da fase S, e € 0 momento onde a célula se prepara para entrar em
mitose. E por fim o GO representa um estagio quiescente, onde as células ndo estdo se
dividindo devido a uma alta densidade celular ou falta de mitégeno (WILLIANS et al.,
2012).
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A passagem de fase dentro do ciclo celular (Figura 11) é controlada pelas
proteinas ciclinas dependente de quinase (CDK), representadas pelas CDK1 CDK2, CDK4
e CDK 6, as quais sao ativadas formando um complexo com as ciclinas A, B, D e E (OTTO,
2017).

Figura 11. Fases do ciclo celular e seus respectivos complexos
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Fonte: WILLIANS et al., 2012 (adaptado)

No inicio do ciclo celular as células em GO sdo estimuladas por mitégeno ou
fatores de crescimento que ativam e sinalizam para as CDK4 e CDKG6, as quais se ligam a
ciclina D para guiarem a progressao do ciclo celular de GO para G1. Para a progressédo de
G1 para S se faz necessario o complexo CDK2-ciclina E, e ainda na fase S para a progressdo
até G2, o complexo CDK2-ciclina A é requisitado. Em G2 o complexo ciclina A e CDK1
promove a entrada da célula na fase M. Durante a mitose a regulacéo é feita pela ciclina B e
CDK1 (VERMEULEM, 2003). As CDKs, além de serem controladas pelas ciclinas, também
sdo controladas pelos inibidores de ciclina dependente de quinase (CDKIs), como as
proteinas membros da familia INK4 (pl16, pl5, pl8 e pl9), as quais blogueiam
especificamente as CDK4 e CDK 6. Ja os inibidores pertencentes a familia CIP/KIP, como
0 p21, p27 e o0 p57 nédo sdo especificos e acabam por se ligar a qualquer complexo ciclina-
CDK (OTTO, 2017).

1.5 MORTE CELULAR

A morte celular pode ser definida como um processo de dano das fungdes vitais
da célula, tanto na producdo de ATP quanto no processo de homeostase redox, levando a

uma perda de integridade ou a uma fragmentacéo celular. O processo de morte celular € visto
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como um processo inevitavel da vida celular, o qual promove a eliminacéo de células com
danos irreversiveis ou danosas para o corpo, mantendo assim a homeostase e ajudando no
desenvolvimento animal (FUCHS et al., 2015; GALLUZZI et al., 2018).

A morte celular regulada (MCR) é baseada em um complexo maquinario
molecular que pode ser modificado por fatores farmacologicos e genéticos. Além disso, a
MCR pode ser iniciada de duas formas diferentes, via mecanismos que buscam a homeostase
do organismo sem nenhuma interferéncia exégena (GALLUZZI et al., 2018). E a outra forma
é ativacao por estimulos intracelulares ou extracelulares que geram uma grande perturbagéo
na célula e precisa lidar com o estresse ou restaurar a homeostase celular. A MCR pode ser
dividida em diferentes tipos, que variam tanto em caracteristicas morfoldgicas quanto
bioguimicas, mas as principais sao apoptose, autofagia e necrose (GALLUZZI et al., 2018).
Além da MCR existe a morte celular acidental (MCA, que é caracterizada quando a célula é
exposta a um dano instantaneo e catastréfico que pode ser de origem quimica, mecanica e
fisica (GALLUZZI et al., 2018).

1.5.1 APOPTOSE

A apoptose pode ser iniciada por via intrinseca, por dano no DNA, estresse
oxidativo e por via extrinseca, devido a falta de fatores de crescimento e ligacdo com

receptores de morte.

Na via extrinseca (Figura 12), os receptores de morte FAS e TNF, quando
ativados por seus respectivos ligantes levam a formacdo de um complexo multiprotéico
dindmico (DISC), que funciona como um sinal de inducdo de morte, a qual regula a ativagédo
das caspase 8 e 10, onde estas caspases ativam as capazes efetoras 3 e 7, levando p6r fim a
execucao do processo apoptotico (GALLUZZI et al., 2018; OUYANG et al.,2012). Ja a
familia dos receptores dependentes, como 0 NTN1 e o DCC, quando néo estdo conectados
com seus ligantes leva ativacao direta da caspase 9 e por fim ativacdo da caspase efetora 3
(GALLUZZI et al.,2012).
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Figura 12. Via extrinseca da apoptose
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Por outro lado, a via intrinseca (figura 13) pode ser iniciada por diversos
estimulos internos, 0s quais sinalizam para producdo de proteinas pro-apoptoticas, como o
BAX e BAK, proteinas da familia BCL-2, que interferem com a permeabilizacdo da
membrana da mitocondria (GALLUZZI et al.,2012). O evento principal nesta via é a
permeabilizacdo da membrana externa da mitocéndria que acarreta na liberacdo de proteinas
toxicas no citoplasma, como AlF, CYTC, DIABLO, HTRA2 e ENDOG. Essas proteinas
podem guiar 0 processo apoptético via dependente de caspase, promovendo a formacdo do
apoptossomo e consequentemente a ativagao da caspase 9 e por fim, da caspase 3 efetora.
Entretanto, este processo pode ocorrer de forma independente de caspase pela acdo de
algumas proteinas e deplecdo de ATP (GALLUZZI et al., 2012).

Entretanto, ndo necessariamente estas vias atuem de forma isolada. Em algumas
situagBes podem ocorrer uma comunicagao entre a via extrinseca e a via intrinseca através
da caspase-8 que cliva a proteina BID, membro da familia de proteinas Bcl-2 responsaveis
pela permeabilizacdo da membrana externa da mitocondria (BILLEN et al., 2008).
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Figura 13. Via intrinseca da apoptose
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No que se permeia sobre as alteracfes morfoldgicas de uma célula em apoptose
as modificacbes ocorrem tanto no ndcleo quanto no citoplasma. No ndcleo celular ocorre a
condensacgédo da cromatina, que se inicia na periferia da membrana nuclear e tende a formar
estruturas em forma de anel. Nos estagios iniciais da apoptose ocorre a fragmentacdo do
nucleo, porém a membrana celular permanece integra (ZIEGLER et al., 2004). Outra
importante alteragdo morfoldgica no nlcleo é a fragmentacdo internucleossomal das duplas
fitas de DNA em tamanhos de 180bp — 200bp que é controlado por diferentes substratos de
caspases (ZIEGLER et al.,2004). Além disso, outra caracteristica apoptdtica € o processo de
encolhimento celular e picnose (ELMORE et al., 2007).

As células apoptoticas nos estdgios iniciais perdem contato com as células
vizinhas. Na sequéncia, mudancas na membrana do citoplasma comegam a surgir, como a
formacdo de protrusGes chamadas “blebs”. No estagio final da apoptose os “blebs” se
separam da célula e formam os corpos apoptoticos carregados com contetdo citoplasmatico
e nuclear. Outra caracteristica marcante do apoptose é a exposicao da fosfatidilserina, a qual
sinaliza para o processo de fagocitose celular (ZIEGLER et al., 2004).

1.5.2 NECROSE

A necrose era caracterizada como uma morte celular ndo programada ou
acidental, quando ndo existe um maquinario de controle molecular, como ocorre na apoptose
(ZIEGLER et al., 2004). Entretanto, a necroptose & uma morte celular programada com

caracteristicas necroticas. Esse tipo de necrose programada € iniciada tanto por fatores
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extracelulares quanto intracelulares, os quais sdo detectados por receptores de morte e
receptores reconhecedores de patdgeno e estdo estritamente dependentes de uma ativacao
sequencial de RIPK3 e MLKL (GALLUZZI et al., 2018).

As células em processo de necrose tem uma morfologia bem diversificada, mas
apresentam em seus estdgios iniciais uma permeabilizacdo da membrana plasmatica,
dilatacdo das organelas e em seu estagio final uma desintegracao nuclear. Entretanto, ndo €
caracteristica comum de necrose a picnose e a fragmentacao nuclear (ZIEGLER et al.,2004).
Devido a perda de integridade da membrana plasmatica, os contetidos citoplasméticos sao
liberados nos tecidos, enviando sinais quimiotaticos, levando, assim, ao surgimento de
processos inflamatorios (ELMORE et al., 2007).

1.6 JUSTIFICATIVA.

A descoberta de novas moléculas para o tratamento do céancer ainda se faz
necesséria, pois 0 cancer apresenta ser uma doenca de alta complexidade genética. E
evidente que as drogas atuais ndo conseguem tratar todos esses tipos de cancer e além disso,
muitas dessas drogas apresentam muitos efeitos colaterais para os pacientes. Sendo assim, 0
surgimento de moléculas que sejam capazes de combater esses diferentes tipos de leucemia

e com menos efeitos colaterais sdo de grande valia para a clinica médica.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL.

Determinar a citotoxicidade de analogos (Tabela 4) intermediarios do (7-
cloroquinolin-4-il) tiossemicarbazida e o possivel de perfil de morte celular da linhagem
KASUMI-1.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Auvaliar atividade citotoxica dos analogos intermedidrios do (7-
cloroquinolin-4-il) tiossemicarbazida em diferentes tempos de exposicao
frente a linhagens tumorais e ndo tumorais.

> Avaliar as modificagdes morfoldgicas causada pela molécula mais ativa
(168) frente a linhagem tumoral KASUMI-1.

» Avaliar o possivel mecanismo de perfil de morte celular da molécula 168
frente a linhagem tumoral KASUMI-1.
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» Auvaliar o efeito sobre o progresso do ciclo celular via citometria de fluxo,

apos incubacdo com a molécula 168 frente a linhagem tumoral

KASUMI-1.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL UTILIZADO

3.1.1 MATERIAL BIOLOGICO

As linhagens tumorais foram escolhidas de acordo com incidéncia e relevancia

de tais canceres no contexto mundial. A lista com as linhagens celulares utilizadas e suas

respectivas concentragdes de plagueamento encontra-se na tabela 3.

3.1.2 REAGENTES E SOLUCOES

Tabela 1. Lista de reagentes e solucdes

Reagentes

Solugdo

Fabricante

Alcool Etilico Azul

Annexin V

Azul de tripan 10%

Dimetilsufoxido (DMSO)

Doxorrubicina 1mg/m

Entellan

lodeto de propideo 50
ug/Ml

Meio de cultura de células
RPMI 1640

FITC conjugado (250uL) e
7-AAD (100uL)

10 mg de azul de tripan
PBS q.s.p. 100 mL de
solucédo

1mg de Doxorrubicina 1mL
DMSO

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

Diluido em &gua deionizada
e esterilizada, filtrado em
filtro. Millipore (0,22 um) e
complementado com SBF
10%, 1% de glutamina, 1%
de antibidcos, 1% de
bicarbonato de sédio
(0,75%) e 25 mM e HEPES

Vetec®

Guava® Nexin

Sigma® Sigma®

Dinadmica®

Sigma®

Boehringer®

Cultilab®



MTT

Penicilina- Estreptomicina

Tampao fosfato (PBS)

Tripsina 0,25%

TritonX-100

Xilol 10%

kit pandtico rapido

20 mg de MTT PBS g.s.p.
100 mL de solucéo

Penicilina 10.000 U.l./mL
Estreptomicina 10 mg/mL

8,766 g de Cloreto de sodio
2,14 g de NaHPO4.7H20
0,276 g de NaHPO4.H20
H20 g.s.p. 1L de solucéo

(ph=7.2)

50 mL de Tripsina 2,5%
0,125 g de EDTA 450 mL
de PBS

100 mL de formaldeido
H20q.s.p. 1L
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Sigma®

Cultilab®

Labsynth®

Proquimios@

Isofar®

Dindmica®

Laborclin®

3.1.3 EQUIPAMENTOS

Tabela 2. Lista de equipamentos

Agitador de placa, MLW Modelo Thys 2

Banho-maria, DELLTA Modelo 105Di

Centrifuga Centimicro, FANEN Modelo 212

Centrifuga de placas, Eppendorf Modelo Centrifuge 5403

Citbmetro de fluxo, Guava

Espectrofotdmetro de placa DTX-880, Beckman Coulter

Fluxo laminar, VECO

Incubadora de células, (CO2 Water-Jacket Incubator) NUAIRE TS Autoflow

Beckman Coulter

Maquina fotografica digital, Olympus

Microscopio optico, Metrimpex Hungary/PZO-Labimex Modelo Studar lab
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Microscopio optico de inversdo, Nikon Diaphot
pHmetro, Micronal B474 Pipetas
Pipetas automaticas, Gilson

Sistema de Fotodocumentacdo, Olympus

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

O desenho experimental abaixo, representa uma sequéncia cronoldgica dos
eventos de desenvolvimento do presente trabalho, desde a sintese das moléculas até o

mecanismo de morte celular.

Sintese dos derivados do (7-cloroquinolin- In vit CITOTOXICIDADE MORFOLOGIA CELULAR
4-il) tiossemicarbazida fvitro MTT PANOTICO RAPIDO
i SO 1. Concentragdo Unica. ¥" Microscopia dptica
)»-:[}T:jm' : . - 2. IC50 72hrs com moléculas ativas.
e “n" rate 3. IC50 24hrs com molécula mais
o e E” C.LGI..:] <! seletiva. Selecdo da linhagem
i\ig&\ e ,,.«g’f;;;’? celular.
s o M
2= i %*‘*3&3;& ey MECANISMO DE MORTE CELULAR
oy ‘ Neo CITOMETRIA DE FLUXO
WAL s .
orbid 1. Morfologia celular
c.f;ﬁj 2. Densidade celular
3. Integridade de membrana
4. Ciclo celular
5. Fragmentagdo de DNA
6. Externalizacdo da FS
7. Avaliagdo do potencial

transmembrénico
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3.3 METODOLOGIA

3.3.1 SINTETIZACAO DOS COMPOSTOS QUIMICOS ATIVOS

As amostras foram sintetizadas pelo mestrando Paulo Fernando da Silva Santos
Junior e sob orientacdo do professor Jodo Xavier de Araujo Junior da Universidade Federal
de Alagoas.

Figura 14. Analogo intermediario, 1-(Z) -etil-2- (2- (7-
cloroquinolin-4-il) hidrazono) -4-metill-2,3-diidrotiazol- 5-carboxilato(168).

N
Hh/NH‘</ |
5 O\\/
X
0
Vs

C N

Fonte: Silva Santos Junior,2017.

Tabela 3. Analogos intermediarios do (7-cloroquinolin-4-il) tiossemicarbazida

(1-(2) -etil-2- (2- (7-cloroquinolin-4-il) hidrazono) -4-metill-2,3-diidrotiazol- 5-
carboxilato (168)

(1-(7-cloroquinolin-4-il)-2-(4-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazina) (183)

(1-(7-cloroquinolin-4-il)-2-(tiazolidina-2-ilideno)hidrazina) (184)

3.3.2 CITOTOXICIDADE

3.3.2.1 CULTIVO CELULAR

As linhagens celulares utilizadas para avaliacdo da atividade antiproliferativa
foram obtidas a partir da doacdo pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (US-
NCI) e suas respectivas concentracdes de plagueamento para o teste do MTT estdo descritas
na tabela 3
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Tabela 4. Linhagens celulares utilizadas no ensaio do MTT

Linhagens celulares Origem Concentracéo de
plagueamento

HL-60 (Leucemia Humana 0,3 x 10° céls/mL
promielolitica)
K562 (Leucemia Humana 0,3 x 10° céls/mL
mieloide cronica)
PC-3 (Prostata) Humana 0,1 x 10° céls/ mL
KASUMI-1 Humana 0,1 x 10° céls/ mL
(Leucemia mieloide
aguda)
KG1 (Leucemia Humana 0,1 x 10° céls/ mL

mieldide aguda)

SF-295 Huama 0,1 x 106 céls/ mL
(Glioblastoma)
L929 (Fibroblasto Murina 0,1 x 10° céls/ mL
murina)

As linhagens celulares foram manuseadas em ambiente estéril de cdmera de
fluxo laminar vertical e mantidas em incubadora de CO> a 37 °C com atmosfera de 5% de
CO,. As linhagens celulares foram cultivadas em frascos plasticos para cultura (25 cm? e
volume de 50 mL, Corning), utilizou-se o meio de cultura RPMI 1640 ou DMEM ou IMEM
complementando com 10% ou 20% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos (para uma
concentracgéo final de 100 U/mL penicilina e 100 pg/mL estreptomicina). Para a manutengéo
de células aderidas, 0o meio eraretirado e a garrafa era lavada 2x com PBS estéril, em seguida,
adicionava-se tripsina-EDTA 0,5% (Gibco) diluida 10X em solucéo tampéo (PBS, do inglés
Phosphate Buffer Solution) e deixada por cinco minutos na incubadora, a fim de desaderir
as células. Depois de desaderidas, a acdo da tripsina era inibida pela adicdo de meio
suplementado com SBF. Parte das células eram removidas da garrafa e o volume era
preenchido com meio completo. Para manutencéo de células suspensas, apenas trocava-se o

meio.
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3.3.2.2 TESTEDO MTT

PRINCIPIO DO TESTE

O ensaio consiste em uma analise colorimétrica baseada na converséo do sal 3-
(4,5- dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolio (MTT) para formazan, pela
atividade da enzima succinil-desidrogenase presente na mitocéndria da célula viavel
(MOSMANN, 1983), assim, sendo possivel, quantificar a porcentagem de células viéveis

para este método
PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As células em suspencdo ou monocamadas foram distribuidas em placas de 96
pocos em densidade entre 0,1 x 10% e 0,3 x 10° células/mL (ajustado para cada linhagem,
como mostrado na tabela 3). As células foram incubadas durante 24 horas sem amostra e
pelo periodo de 72 horas ou 24 horas juntamente com a (S) amostra (s) testada (s). Ap6s o
periodo de incubacdo, as placas foram centrifugadas (1500 rpm/15 min), e o sobrenadante
foi descartado. Cada poco recebeu 100 pL da solucdo de MTT (10% em meio RPMI 1640)
e foi reincubada durante 3 horas em estufa a 37°C e a 5% CO2. ApGs esse periodo, as placas
foram novamente centrifugadas (3000 rpm/10 min), o sobrenadante foi desprezado, e 0
precipitado foi ressuspendido em 100 uL de DMSO para a quantificacdo do sal reduzido
(formazan) nas células vivas. As absorbancias foram mensuradas através do
espectrofotdmetro de placa utilizando o programa Mutimode Detection Software (Beckman

Coulter Inc.) no comprimento de onda de 595 nm.
ANALISE DE DADOS

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos desvios-
padrBes. O grafico absorbancia x concentracdo foi registrado e determinado a sua
concentracdo inibitoria média capaz de provocar 50% do efeito maximo (CI50) e seus
respectivos intervalos de confianca de 95% (IC 95%), realizados a partir de regresséo ndo-

linear no programa GraphPad Prism Software verséo 6.0.
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3.3.2.3 ANALISE MORFOLOGICA

PRINCIPIO DO TESTE

A coloracdo com kit panotico rapido (Laborclin®) permite a visualizacdo das
caracteristicas morfologicas das células por meio da coloracdo diferenciada da membrana
celular, do citoplasma e do nucleo, sendo utilizado para sugerir o possivel mecanismo de

morte celular, seja por apoptose, necrose ou autofagia.
PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As células KASUMI-1 em suspensao foram plaqueadas em placas de 24 pogos
na concentracdo de 2 x 10° células/mL e incubadas por 24 horas com a amostra nas
concentracgdes de 5, 10 e 20 uM. A doxorrubicina (DOX) foi utilizada como controle positivo
na concentracdo de 2 UM, e o controle negativo foi tratado apenas com o veiculo (DMSO).
Ap06s os periodos de incubacdo, as células foram transferidas para tubos eppendorf e
centrifugadas por 5 minutos a 2000 rpm. O sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas em 1 mL de PBS. As laminas foram preparadas com o uso de uma
Citocentrifuga (modelo CT- 2000, Cientec). Em seguida, as laminas foram fixadas com
solucgéo de triarilmetano a 0,1%, coradas com solugéo a 0,1% de xantenos e com solugéo de
0,1% de tiazinas (Laborclin®). O tempo de imersdo em cada solugdo foi de
aproximadamente 5 segundos. As laminas foram lavadas com agua destilada para remover
0 excesso de corante. Depois de secas foram montadas com laminulas fixadas com Entellan®

e visualizadas em microscopio éptico.

3.3.3 ESTUDO DE MECANISMO DE ACAO

3.3.3.1 CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo é uma importante alternativa de estudo dos eventos
celulares, células sdo individualmente conduzidas em canal de corrente fluida, em que, ao
interceptar o feixe de luz, geralmente proveniente de um laser, causam sua dispersédo em
varias dire¢des dependendo do tamanho, da estrutura interna, das caracteristicas topograficas
e da densidade Optica de cada célula. A detecgdo de um feixe de luz que passa pela particula
com um minimo de desvio esta relacionada com o tamanho celular, que se da por dispersao
linear (FSC, Forward Scatter), enquanto que a captacdo de um desvio ortogonal esta

relacionada com a complexidade da célula, em particular sua granulosidade, que ocorre por
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dispersdo lateral (SSC, Side Scatter). Além disso, € capaz de detectar a fluorescéncia emitida
por marcadores utilizados, classificando cada célula com um evento (SHAPIRO, 1995). No
citbmetro, para todos os compostos testados, dez mil eventos foram avaliados por
experimento e os debris celulares foram omitidos da analise. As fluorescéncias de células de
KASUMI-1 foram entdo determinadas por citdmetro de fluxo Guava easyCyteTM 6-2L. Dez
mil eventos foram analisados para cada replicata em pelo menos trés experimentos

independentes.

3.3.3.2 DETERMINACAO DA INTEGRIDADE DE MEMBRANA,
DENSIDADE, MORFOLOGIA CELULAR E CRESCIMENTO CELULAR

PRINCIPIO DO TESTE

O teste se baseia na capacidade do iodeto de propideo (PI, do inglés, Propidium
lodide) de penetrar nas células, cuja membrana esteja rompida (ndo-viaveis), e se ligar ao
DNA, emitindo alta fluorescéncia vermelha quando é excitado pelo laser. As células com

membrana integra emitem baixa fluorescéncia (SHAPIRO, 1995).
PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Apos o periodo de 24 horas uma aliquota de 100 L de suspenséo de células da
linhagem KASUMI-1 tratadas e ndo tratadas foi incubada com 100 uL de uma solucédo de
Pl a 50 pg/mL (diluido em tampéo fosfato). Apds 5 minutos as amostras foram analisadas
por citometria de fluxo. (DARZYNKIEWICZ et al., 1992).

ANALISE DE DADOS

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrdo da média de 3
experimentos realizados em triplicata. Para verificacdo da ocorréncia de diferencas
significativas entre os diferentes grupos, os dados foram submetidos ao teste de normalidade
e depois comparados por analise de variancia (ANOVA), seguida por Teste de Newman
Keuls, com nivel de significancia de 5%. (p < 0,05). A morfologia celular foi analisada pelo
programa FlowJO 10.
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3.3.3.3 ANALISE DE CICLO CELULAR E FRAGMENTACAO DE DNA

PRINCIPIO DO TESTE

Esse teste baseia-se na capacidade do Pl de se ligar ao DNA. Inicialmente, a
membrana plasmatica das células foi permeabilizada por um detergente, permitindo que o
iodeto de propideo ligue-se ao DNA de todas as células. Células com o ndcleo integro
emitirdo alta fluorescéncia, e aquelas que apresentam nucleos com condensacdo da
cromatina e DNA fragmentado incorporam menos o iodeto de propideo e por isso emitem
menor fluorescéncia. Além disso, o PI se intercala proporcionalmente a quantidade de DNA
da célula, permitindo mensurar as fases do ciclo celular por meio da quantidade de DNA

presente em cada fase do ciclo.
PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Uma aliquota de 100 pL de suspensdo de células tratadas e ndo tratadas foi
incubada com 100 pL de uma solugdo de lise (0,1% de citrato de sodio, 0,1 % de Triton X-
100 e 2 pg/mL iodeto de propidio em PBS). Apds o periodo de incubagdo por 40 minutos

no escuro, as amostras foram analisadas no citbmetro de fluxo.
ANALISE DE DADOS

Os graficos do ciclo celular foram analisados no programa ModFit LT (Verity

Software House)

3.3.3.4 AVALIACAO DA EXTERNALIZACAO DA FOSFATIDILSERINA-
ANEXINA V

PRINCIPIO DO TESTE

A translocacdo da fosfatidilserina (PS, do inglés phosphatidylserine), um
fosfolipideo normalmente localizado na face interna da membrana plasmatica para a face
externa da célula, € um evento associado aos primeiros estagios do processo de apoptose.
Este ensaio permite diferenciar células viaveis, apoptéticas e necrdticas pela coloragéo
diferencial por fluorescéncia. Anexina-V é uma proteina com alta afinidade por PS e que,
conjugada a ficoetrina (PE, do inglés Phycoerythrin), emite fluorescéncia amarela quando

ligada, possibilitando a identificacdo de células em apoptose. O corante 7-AAD penetra as
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membranas celulares desintegradas e se liga ao nucleo, emitindo fluorescéncia vermelha. A
estratégia da coloracao dupla fornecida pelo reagente Guava® Nexin permite a identificacdo
de quatro populagdes distintas: células sem marcacéao sdo consideradas normais (ou viaveis);
celulas com coloragdo amarela séo tidas como em apoptose inicial; células vermelhas sdo
consideradas necrdticas; e células reconhecidas pelos dois corantes sdo identificadas como
em apoptose tardia, pois, nos estagios finais, as membranas das células apoptoticas perdem

a integridade.
PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Ap0s o tratamento por 24 horas, uma aliquota de 100 pL de suspenséo de células
tratadas e ndo tratadas foi incubada com 100 pL da solucdo de Guava Nexin® (Guava
Technologies). Ap6s 20 minutos de incubacdo a temperatura ambiente no escuro, as
amostras foram lidas no citdmetro de fluxo. A fluorescéncia da anexina V conjugada com a
ficoeritrina foi mensurada por fluorescéncia amarela a 583nm e o 7AAD na fluorescéncia
vermelha a 680nm. As percentagens de células viaveis e de células em apoptose inicial e

tardia foram calculadas.
ANALISE DE DADOS

Os dados foram analisados a partir da média e do desvio padrdo da média de 3
experimentos realizados em triplicata. Para verificacdo da ocorréncia de diferencas
significativas entre os diferentes grupos, os dados foram submetidos ao teste de normalidade
e depois comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida por Teste de Newman

Keuls, com nivel de significancia de 5%. (p < 0,05).

3.3.3.5 ESTUDO DOS EFEITOS DO COMPOSTO SINTETICO SOBRE O
POTENCIAL TRANSMEMBRANICO MITOCONDRIAL (Aym) DA
CELULA KASUMI-1

PRINCIPIO DO TESTE

A rodamina 123, um corante fluorescente nucleofilico, o qual é sequestrado para
dentro da mitocondria quando esta apresenta Aym inalterado. Assim, as celulas viaveis
emitirdo alta fluorescéncia verde devido a maior quantidade de rodamina 123 ligada as
cargas positivas internas, enquanto que as mitocondrias despolarizadas terdo menor

afinidade pelo corante, gerando eventos que emitirdo menor fluorescéncia. Deste modo, este
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ensaio foi utilizado para a investigacdo da ativacao da via apoptoética intrinseca por parte da

substancia em estudo através da observacao da alteragdo do Aym (MARCHETTI et al.,
1996).

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A determinagdo do Aym foi avaliada por citometria de fluxo utilizando a
rodamina 123 como agente fluorogénico. As células (KASUMI-1) foram cultivadas em
placas de 24 pocos e tratadas com a amostra 168 (5, 10 e 20 uM) pelo periodo de 24 horas.
Ap0s os tratamentos, uma aliquota de 50 pL da suspensao de células foi transferida para um
tubo eppendorf e incubada por 15 minutos com 200uL de solugdo de rodamina 123 (1 pg/mL
em PBS), na auséncia de luz e a 37 °C. Apds o periodo de incubacdo as células foram
centrifugadas e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi ressuspendido em PBS e
reincubado por 30 minutos e, entdo, analisadas por citometria de fluxo (MILITAO et al.,
2006). Os ensaios foram realizados em trés experimentos independentes realizados em

triplicatas.

ANALISE DE DADOS

Os dados foram analisados a partir da média £ E.P.M. de 3 experimentos
independentes. Para verificagdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes
grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida de teste de

Turkey (p<0,05) utilizando o programa Prism verséo 6.0.

4. RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DOS DERIVADOS
SINTETICOS HIBRIDOS QUINOLINICOS E TIAZODILINICOS

A acdo antiproliferativa dos analogos intermediérios do (7-cloroquinolin-4-il)
tiossemicarbazida foram avaliados in vitro, através do teste de concentragdo Unica na qual
as seis moléculas foram testadas na concentracdo de 30uM, frente as trés linhagens de
screening inicial SF-295, HL-60 e PC-3, utilizando o teste colorimétrico do MTT. Os valores
de reducdo de viabilidade celular em (RVC %) estdo descritos na tabela 5 com seus

respectivos valores de erro padréo da média.
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Tabela 5. Avaliagdo citotdxica dos analogos sintéticos derivados do (7-cloroquinolin-4-il)
tiossemicarbazida em concentracéo Unica frente a trés linhagens tumorais, avaliados pelo

método do MTT apds 72 horas de incubacéo.

Linhagens Celulares
Amostras SF-295 HL-60 PC-3
RVC % EPM RVC % EPM RVC % EPM
o ow | w3 Jor ] ez [os [ s [ 02
170 2.5 2.5 34.5 1.2 12.3 3.2
185 25.8 0.9 19.4 5.9 10.1 4.6
169 18.2 0.5 40.8 3.0 17.2 2.9

Os dados estdo apresentados como percentuais de reducdo da viabilidade celular (RVC % + EPM) na
concentragdo de 10ug/mL, obtidos pelo Programa GraphPad Prism versdo 6.0, a partir de 2 experimentos
independentes realizados em quadruplicada ap6s 72 h de incubacdo.

A tabela 5 demonstra que de todos os seis andlogos sintéticos derivados do (7-
cloroquinolin-4-il) tiossemicarbazida, somente os compostos 168, 183 e 184, apresentaram
atividade muita atividade citotoxica, j& que estes analogos foram capazes de reduzir a
viabilidade celular (RVC) > 70% em pelo menos uma linhagem celular. Onde na linhagem
celular SF-295, os analogos 168,184 e 183 apresentaram os seguintes valores de reducéo de
viabilidade celular (RVC) 50.3%(%0.7), 79.3(£0.9) e 40%(+ 1.7), respectivamente. Ja na
linhagem HL-60 os trés analogos apresentaram atividade antitumoral efetiva com os valores
de RVC de 93.2%(%0.5), 70.4%(£1.3), e 91.3%(%0.6), para os analogos 168,184 e 183,
respectivamente. Por fim, na linhagem PC-3, o analogo 168 apresentou um RVC de
98.8%(+0.2), 0 analogo 184 mostrou um RVC de 32.2%(+2.4) e 0 composto 183 apresentou
um RVC de 79.8% (1.9).

Sendo assim, os derivados sintéticos 168, 183 e 184 foram selecionados para
determinar os seus valores de Clso frente a quatro linhagens tumorais (SF-295, HL-60, PC-
3 e HCT-116) e em uma linhagem ndo tumoral murina (L929), utilizando o teste
colorimétrico do MTT. Para este experimento a doxorrubicina foi utilizada como controle
positivo. Os valores de Clso estdo apresentados na tabela 6.
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Tabela 6. Avaliacdo da atividade citotoxica dos compostos sintéticos 168, 183 e 184 frente

as linhagens de células tumorais e ndo tumoral avaliados pelo ensaio do MTT ap0s 72 horas

de incubacdo.

Compostos HCT-116 PC-3 HL-60 SF-295 L929
168 14.99 uM 20.7 UM 25 UM 5
(14,01 - 16,03) | (18.3— 23.2) (21.21 - 30.21) H
183 17.74 M 1472 uM
(1580-19.91) | ~SOHM 1575 1704y Z3OKM | >30uM
184 255 UM
>35 uM >35 uM (20.5—31.3) >35 uM >35 uM
DOX 012 uM 0,76 UM 0,02 UM 024 UM | 0,66 UM
(0.09-017) | (059-0.93) | (0.01-0.02) (0.2-0.27) (0.49-
0.83)

2(0s dados estdo apresentados como valores de Clso ou CEspem pM e o intervalo de confianca. Obtidos por
regressdo ndo-linear pelo Programa GraphPad Prism versdo 6.0, a partir de 3 experimentos independentes
realizados em duplicata apds 72 h (células de cancer).

® Doxorrubicina (Dox) foi utilizada como controle positivo.

Na tabela 6 é possivel visualizar que na linhagem HCT-116 (Céancer de c6lon),
compostos sintéticos 168, 183 e 184 apresentaram valor de Clso de 14.99 uM (14,01 —
16,03), 17.74 UM (15.80 — 19.91) e > 35 pM. Na linhagem celular PC-3 somente o analogo
168 apresentou valor de Clsp menor que 30 UM, sendo seu valor de Clso de 20.7 uM (18.3
— 23.2). Entretanto na linhagem celular HL-60 0s 168, 183 e 184 apresentaram 0S seus
melhores valores de Clso sendo de 2.41uM (2.02 — 2.87), 14.72 uM (12.72 — 17.04) e 25.5
MM (20.5 — 31.3), respectivamente. Na linhagem SF-295 o anélogo 168 apresentou Clsode
25 UM (21.21 - 30.21), ja os andlogos 183 e 184 apresentaram valores de Clsg maior que
30 uM. Entretanto, na linhagem nédo tumoral murina (L929), os analogos 168, 183 e 184 nédo
apresentaram potencial citotdxico, com isso mostrando serem seletivos para linhagens
tumorais. Sendo assim, os analogos 168, 183 e 184 apresentaram um valor de indice de
seletividade aproximado de 10, 2 e 1.3 respectivamente, quando comparado aos valores
de Clsp encontrados na linhagem ndo tumoral L929 com os valores da linhagem HL-60.

Devido aos resultados acima apresentado, o analogo 168 foi 0 que mostrou maior
atividade citotoxica para a linhagem leucémica (HL-60) quando comparado aos outros
analogos. Por isso, o andlogo 168 foi selecionado para ser testado frente a um painel
expandido de quatro linhagens leucémicas (HL-60, KG1, KASUMI-1 e K562), utilizando o
teste colorimétrico do MTT. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo do
experimento. Os valores de Clso estédo apresentados na tabela 7. A figura 15 demonstra a

curva de acdo da substancia 168 frente as linhagens leucémicas no tempo de incubacéo de
24 horas.
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Tabela 7. Avaliacao da citotoxicidade do composto 168 frente a linhagens leucémicas

avaliadas pelo método do MTT apds de 24 horas de incubacéo.

Compostos K562 HL-60 KG1 KASUMI-1
168 13.65 uM 3.011 uM 9uM 10.79 uM
(11.46 - 16.24) | (2.709 - 3.346) | (8.094-9.984) | (9.860 - 11.81)
DOX 0,12 uM 0,76 uM 0,02 uM 0,24 pM
(0.09-0.17) (0.59-0.93) (0.01-0.02) (0.2-0.27)

a Os dados estéo apresentados como valores de CI150 ou CE50 em UM e o intervalo de confianga 95%. Obtidos
por regressdo ndo-linear pelo Programa GraphPad Prism verséo 6.0, a partir de 3 experimentos independentes
realizados em duplicata apds 24 h (células de cancer).

b Doxorrubicina (Dox) foi utilizada como controle positivo.

Figura 15. Curva de agdo antiproliferativa da substancia 168 em 4 linhagens leucémicas
apos incubacao por 24 horas.
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Na tabela 6, é possivel avaliar que o0 analogo 168 apresentou seu menor valor de
Clsode 3.011(2.709 - 3.346), na linhagem HL-60 (leucemia promieloblastica) e o seu maior
valor de Clso de 13.65 M (11.46 - 16.24) foi encontrado na linhagem K562 (leucemia
mieldide cronica). Para as linhagens de leucemia mieldide aguda, KG1 e KASUMI-1 os
valores de Clso foram 9 UM (8.094 -9.984) e 10.79 UM (9.860 - 11.81), respectivamente. A
linhagem HL-60 mostrou-se mais sensivel & acdo do analogo 168, porém foi decidido
trabalhar com a linhagem KASUMI-1, ja que trata-se de um tipo de leucemia mais agressiva
e porque essa linhagem apresenta uma translocacdo cromossdmica presente em diversos
casos de leucemia mieldide aguda. Por esses fatores apresentados, para 0s proximos
experimentos foi decidido trabalhar com a linhagem KASUMI-1. Na figura 15 é possivel

observar que o analogo 168 causa um deslocamento acentuado da curva na linhagem HL-60
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para a esquerda, no entanto nas outras linhagens testadas, 0 composto 168 causa um leve
deslocamento para a esquerda, sendo o menor na linhagem K562, reforcando o que foi
observado na tabela 6. Alem disso, é possivel observar que acao do analogo 168 possui um
perfil de acdo concentracdo dependente nas linhagens HL-60, KG1, KASUMI-1 e K562,

pois com 0 aumento da concentracdo, ocorre uma diminui¢do do nimero de células viaveis.

4.2 AVALIACAO DAS ALTERACOES MORFOLOGICAS DA
LINHAGEM KASUMI-1 APOS O TRATAMENTO COM O COMPOSTO
168

As células da linhagem KASUMI-1 sdo caracterizadas por serem pequenas,
arredondadas, por crescerem de forma individual e em pequenos grupos. A célula tem um
nucleo e um citoplasma bem definido. A analise das células tratadas e nao tratadas com a
amostra 168 foi realizada com o kit pandtico rapido utilizando um microscépio invertido
optico acoplado a uma camera fotografica (Figura 16). A droga doxorrubicina foi utilizada

como controle positivo do experimento.

Na figura 16, a imagem A representa o controle negativo, onde as células ndo
receberam nenhum tratamento. Nessa figura é possivel observar que as células apresentam
um ndcleo bem condensado e um citoplasma definido. A imagem B representa as células da
KASUMI-1 que foram tratadas com doxorrubicina, sendo possivel observar uma diminuicéo
do ndmero de células, com um aumento de condensacdo do nlcleo e uma retracdo do
citoplasma. Além disso, em algumas células observa-se a presenca de prolongamentos
citoplasmaticos “blebs”, indicando um estagio tardio de morte celular por apoptose. A
imagem C representa as células tratadas com o analogo 168 na concentracdo de 5 pM. E
possivel observar na imagem C células com uma condensagdo no ndcleo. Ja na imagem D
as células foram tratadas com o andlogo 168 na concentracdo de 10 uM e as células
apresentaram uma maior condensacao nuclear, acompanhadas de uma perda na morfologia
da célula, além disso é possivel visualizar células com “blebs” em sua membrana. Por fim,
a imagem E mostra as células que foram tratadas com o andlogo 168 na concentracéo de 20
UM, Nesta Gltima imagem é possivel observar que grande parte das células estdo em picnose
com uma total retracdo do citoplasma, sendo possivel visualizar somente o ndcleo, como
também algumas células apresentam a presenca de prolongamentos citoplasmaticos “Blebs”,

indicando um estagio tardio de morte celular por apoptose.
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Figura 16. Imagens da morfologia das células de KASUMI-1 ap6s periodo de incubacao de
24 horas. Coradas com kit panotico rapido. Células visualizadas por microscopia éptica no
aumento de 20x. (A e B) Controle negativo e doxorrubicina (2 pM), respectivamente.
Células tratadas com a molécula 168 5 uM, 10 uM, 20 uM (C, D e E), respectivamente.
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421 AVALIACAO DAS ALTERACOES MORFOLOGICAS DA
LINHAGEM KASUMI-1 POR CITOMETRIA DE FLUXO

As células foram tratadas com a molécula 168 nas concentracdes de 5 puM, 10
MM e 20 pM e analisado os parametros de tamanho celular (Forward scatter) e a
granulosidade celular (Side scatter) (Figura 17). Para este experimento a doxorrubicina foi
utilizada como controle positivo em uma concentracdo de 2 pM. As andlises das populagdes
de células foram feitas atraves do programa FlowJO 10.
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Figura 17. Populaces de células pelos pardmetros de tamanho celular (Forward scatter) e
de granulosidade (Side scatter). Células avaliadas por técnica de citometria de fluxo.
Controle negativo (A), controle positivo (B), células tratadas com a amostra 168 nas

concentragdes de 5 uM, 10 uM e 20 uM (C,D e E), respectivamente.
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Q1 representa a populacdo de células em picnose; Q2 representa a populagdo padrdo; Q3 populagdo com
variacdo de tamanho e de granulosidade.

Na figura 17 é possivel observar que as células do controle negativo (A), em sua
grande parte encontram-se no grupo de populacdo padrdo (Q2), com uma pequena parcela
no grupo de populagcdo com variacdo de tamanho e variacdo de granulosidade (Q3) e uma
minoria das células em picnose (Q1). Nas células tratadas com doxorrubicina (B), ocorreu
uma mudanga na populagdo de células, com um aumento do nimero de células com maior
granulosidade e das células em picnose, quando comparado ao controle negativo. Em C as
celulas foram tratadas com o anélogo 168 na concentracdo de 5 UM e apresentaram uma

diminuicdo do numero de células da populacéo padrédo e um leve aumento das células em
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Q1 e Q3. J& nas células tratadas com o analogo 168 na concentragdo de 10 UM, ocorre uma
diminuicao das células na populacao padrdo e um aumento de células em Q1 e Q3. O mesmo
perfil de mudanca é observado nas células tratadas com o analogo 168 na concentragédo de
20 pM, entretanto de uma forma bem mais exacerbada, onde ocorre uma significativa
reducdo da populacdo padrdo, e aumento das células em Q1 e Q3 quando comparados com

0 controle negativo.

A figura 18 representa estatisticamente as imagens observadas na figura 17. As
celulas tratadas com doxorrubicina apresentaram diferenca estatisticas de p< 0.0001 nas trés
populacdes de células, Q1, Q2 e Q3, onde a populacdo Q3 no controle negativo foi de 13.5%
(x 2.6) enquanto que no controle positivo foi de 33.1% (+2.8), sendo este quadrante o que
apresentou maior aumento percentual. Nas células tratadas com o analogo 168 ocorreu uma
diminuicdo gradativa da populagdo Q2 com diferenca estatistica de p< 0.0001 em todas as
concentragdes testadas com valores de 66.2%(£5.2), 54% (+4.8) e 27% (+5.8) para as
concentracdes de 5 UM, 10 uM e 20 uM, respectivamente, quando comparado ao controle
negativo, que apresentou valor de 82.6%( +4.5). Como também ocorreu um aumento
gradativo na populacéo de Q3 nas concentracdes de 5 uM, 10 uM e 20 uM, com valores de
24.3%(£2.4), 35% (£5.3) e 55.5% (+5.7), respectivamente, a0 comparar com o controle
negativo obteve valor de 13.5%(%2.6), sendo essa diferenca estatistica com p< 0.0001 para
todas as concentrac@es testadas do analogo 168. No que se remete a populagdo das células
em picnose (Q1), as concentraces de 5 uM, 10 uM e 20 uM induzem um aumento das
células em picnose, apresentando valores de 7.8%(£0.8), 11%(+0.8) e 12%(+2.1),
respectivamente. Estes valores quando comparados com o controle negativo apresentam
diferenca estatistica de p< 0.0001 para todas as concentracdes, exceto para de 5uM que

obteve uma diferenca estatistica de p < 0,001.
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Figura 18. Efeito da substancia 168 sobre a morfologia celular das células KASUMI-1,

avaliado por granulosidade e tamanho celular, determinada por citometria de fluxo.
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O controle negativo (CN) foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as substancias testadas.

A doxorrubicina 2 pM (DOX) foi utilizada como controle positivo.

A amostra 168 foi utilizada nas concentragdes 5 pM, 10 pM e 20 uM.

Os dados correspondem a média + E.P.M de trés experimentos independentes. *p < 0,001, **p< 0.0001;
comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Turkey.

4.3 ESTUDO DO MECANISMO DE MORTE DA LINHAGEM CELULAR
KASUMI-1.

Para a avaliagdo do mecanismo de morte da linhagem celular KASUMI-1
induzida pelo analogo 168, foi utilizada a técnica de citometria de fluxo para avaliar a
integridade da membrana, densidade de células, o perfil do ciclo celular, como também o
padrdo de morte celular ap6s o tratamento por 24 horas. As concentra¢@es utilizadas nesses
testes basearam-se no valor de Clso obtido pelo teste do MTT apds 24 horas de incubacéo.
Assim, as células foram tratadas com o veiculo (controle negativo), doxorrubicina (Dox, 2
UM) ou anélogo 168 (5 uM, 10 uM e 20 uM).

43.1 AVALIACAO DA INTEGRIDADE DE MEMBRANA E DA
DENSIDADE CELULAR

Na analise da integridade de membrana das células, como mostra a figura 19A,
nas células do controle negativo 96%(z0.4) das células apresentam uma membrana integra,

0 mesmo é possivel observar com as células tratadas com o analogo 168 na concentracéo de
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5 UM que apresentou valor de 94%(+0.9), ndo havendo diferenca estatistica em relacdo ao
controle negativo. Ao avaliar a concentracao de 10 uM houve uma diferenca estatistica em
relacdo ao controle negativo com p< 0.0001, no qual o valor de células com a membrana
integra foi de 86%(+0.9). Na maior concentracdo se obteve um menor nimero de células
com a membrana integra com um valor de 72.6%(%2), representando uma diferenca
estatistica de p< 0.0001em relacdo ao controle negativo. Sendo assim, é possivel dizer que a
capacidade da molécula 168 de induzir modificacdo na integridade de membrana da

KASUMI-1 é concentracdo dependente.

No que se refere a densidade celular figura 19B, as células do controle negativo
cresceram 472 x 10° células. Nas células tratadas com o analogo 168 na concentragdo de 5
UM é possivel observar que as células reduziram seu numero para 372 x 10° células,
mostrando uma diferenca estatistica de p<0,05 em relacdo ao controle negativo. Nas
concentracOes de 10 uM e 20 uM a capacidade de reduzir o crescimento das células foi de
172.1 x 10%e 164 x 10° células, respectivamente, com uma diferenca estatistica de p<0.0001,
em relacdo ao controle negativo. Com esses dados, torna-se evidente que o analogo 168 nas
trés concentraces testadas (5 UM, 10 uM e 20 uM) consegue inibir a proliferacédo celular
da KASUMI-1 no tempo de 24 horas. O controle positivo alterou a integridade de membrana
e inibiu a proliferagéo celular.

Figura 19. Efeito do analogo 168 sobre a proliferacdo celular das células KASUMI-1,
avaliado pela integridade de membrana (A) e numero de células (B), determinada por

citometria de fluxo.
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O controle negativo (CN) foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as substancias testadas.

A doxorrubicina 2 pM (DOX) foi utilizada como controle positivo.

A amostra 168 foi utilizada nas concentra¢des 5 pM, 10 uM e 20 pM.

Os dados correspondem a média + E.P.M de trés experimentos independentes. *p < 0,001, **p< 0.0001;
comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Turkey.
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4.3.2 AVALIACAO DO CICLO CELULAR DAS CELULAS KASUMI-1

Na andlise do ciclo celular da KASUMI-1 o controle negativo apresentou
43%(x1) em GO/G1, 30%(+1.4) em S e 27%(+0.5) em G2/M. O analogo 168 na
concentragédo de 5 uM alterou o perfil do ciclo celular, apresentando 60%(+1.2) em G1 com
diminuicdo da populacdo em S para 15%(£2.3) e mantendo-se constante a populacdo de
G2/M 25%(+1.4). Para esta concentracdo ocorreu diferenca estatistica de p < 0,0001 para as
populacBes de células em G1 e S, sem diferenca estatistica quando comparada a fase de
G2/M em relacdo ao controle negativo. J& para a concentracdo de 10 uM do anélogo 168,
observa-se uma populacdo de 61%(£1.2) em G1, 2%(£1.1) em S e de 37%(x1.2) em G2/M,
com isso ocorrendo diferenca estatistica de p < 0,0001 em relacdo a todas as fases do ciclo
celular, quando comparado ao controle negativo. Por fim, a concentracdo de 20 pM
apresentou um perfil de ciclo celular parecido com a concentracdo anterior, na qual
apresentou 59%(+1.5) das células em G1, 0%(x0.4) em S e 41%(x1.6) em G2/M,
novamente, apresentando diferenca estatistica de p < 0,0001 em todas as fases do ciclo
celular. Com estes dados é possivel inferir que o analogo 168 induz uma parada de ciclo
celular na fase G1 em todas as concentracgdes testadas, seguido de uma parada significativa
de células em G2/M nas concentracdes de 10 uM e 20 uM. As células KASUMI-1 tratadas
com a doxorrubicina apresentaram um perfil de ciclo celular de 3%(+0.2) em G1, 3%(+0.4)
e 949%(z0.5), apresentando diferenca estatistica de p < 0,0001 em todas as fases do ciclo

celular, quando comparado ao controle negativo.
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Figura 20. Andlise do ciclo celular das células da KASUMI-1 tratadas com a molécula 168.
Células avaliadas por técnica de citometria. Controle negativo (A), controle positivo (B),

células tratadas com a amostra 168 nas concentracfes de 5 uM, 10 uM e 20 uM (C,D e E),

respectivamente.
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O controle negativo (CN) foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as substancias testadas.

A doxorrubicina 2 uM (DOX) foi utilizada como controle positivo.

A amostra 168 foi utilizada nas concentragdes 5 UM, 10 uM e 20 uM.

Os gréficos apresentados foram obtidos utilizando o programa ModFit LT. *, p < 0,0001 comparado como
controle por ANOVA seguido de teste de Turkey. llustragdo de uma replicata representativa de cada
experimento.

4.3.5 AVALIACAO DO PERFIL DE MORTE CELULAR

A fragmentacdo de DNA é uma caracteristica de morte celular por via
apoptotica, para avaliar se a molécula 168 induz fragmentacdo de DNA nas células da
KASUMI-1 foi utilizado o mesmo procedimento experimental do ciclo celular. A
fragmentacdo do DNA € observada por um pico no subG1 que aparece antes da fase GO/G1,
isso ocorre devido a pouca incorporagéo de iodeto de propidio(PI) pelas células em subG1.

Na figura 21 é possivel visualizar que a ocorréncia de fragmentagdo
internucleossomal nas células do controle negativo € de somente 3,7%(%0,6). Nas células
tratadas com o analogo 168 na concentracdo de 5 pM a fragmentacdo foi de apenas
7.1%(£0.6), ndo apresentando diferenca estatistica em relagdo ao controle negativo.

Entretanto nas concentracbes de 10 pM e 20 pM, os valores de fragmentacdo
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internucleossomal foram de 23%(+2.5) e 42%(x2.5), respectivamente, e ambos
apresentaram diferenca estatistica de p < 0, 0001.Sendo assim, este resultado demonstra que
0 analogo 168 induz fragmentacdo de DNA nas concentracdes de 10 uM e 20 uM, de
concentracdo dependente e além disso sugere uma morte por via apoptética. A doxorrubicina
também induziu a fragmentacdo de DNA de forma significativa p<0,0001, em relacéo ao

controle negativo.

Figura 21. Efeito da amostra 168 sobre a fragmentacdo de DNA das células KASUMI-1,

determinada por citometria de fluxo.
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O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as substancias testadas.
A doxorrubicina 2 uM (DOX) foi utilizada como controle positivo.

A amostra 168 foi utilizada nas concentragées 5 uM, 10 uM e 20 LM.

Os dados correspondem a média = E.P.M de trés experimentos independentes. *p< 0.0001; comparado com o
controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Turkey.

Outra caracteristica de células em morte por apoptose € a exposicdo da
fosfatidilserina. Para avaliar se a via de apoptose tem algum envolvimento com o0 mecanismo
de morte induzido pela molécula 168, as células de KASUMI-1 foram tratadas com a
molécula 168 nas concentracdes de 5,10 e 20 uM por 24 horas e analisadas por citometria
de fluxo.

Os resultados foram analisados e como observado na figura 22, as células do
controle negativo apresentam 89,5%(%1.1) de células viaveis com somente 8,1%(+0.9) em
apoptose inicial e 2,4%(+0.4) em apoptose tardia. O analogo 168 na concentracdo de 5 uM
ndo foi capaz de induzir nenhum estagio de apoptose de forma significativa, apresentando
valores de 9.5%(£0.5) e 1%(+0.1) em apoptose inicial e apoptose tardia, respectivamente. Ja

na concentracdo de 10 uM, o analogo 168 induziu apoptose inicial nas células de KASUMI-
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1 de forma significativa de p < 0, 0001 com valor de 33.4%(%0.9), porém nado induziu
apoptose tardia de forma significativa quando comparado ao controle negativo. Entretanto a
concentracdo de 20 uM foi capaz de induzir apoptose inicial e apoptose tardia com valores
de 55.6%(%2) e 12%(+0.7), respectivamente. E em ambos 0s estagios de apoptose apresentou
diferenga significativa de p < 0, 0001, quando comparado ao controle negativo. Com a
doxorrubicina na concentracdo de 5 uM foi observado células em estagio inicial de apoptose,

como também células em apoptose tardia, 85.2%(+0.7) e 12.5%(£0.7), respectivamente.

Figura 22. Efeito da molécula 168 em células KASUMI-1 sobre a externalizacdo da

fosfatidilserina, avaliada por citometria de fluxo apds 24 horas de tratamento.
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O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as substancias testadas.

A doxorrubicina 5 pM (DOX) foi utilizada como controle positivo.

A amostra 168 foi utilizada nas concentragfes 5, 10 e 20 pM.

Os dados correspondem a média + E.P.M de trés experimentos independentes. **p< 0.0001; comparado com
o0 controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Turkey.

43.6 EFEITOS DA MOLECULA 168 SOBRE O POTENCIAL
TRANSMEMBRANICO (Aym) DAS CELULAS KASUMI-1

Ap0s o tratamento das células com o composto 168, estas foram incubadas com
rodamina 123 a fim de se detectar o percentual de células com baixo Aym, a fim de avaliar

se ha um envolvimento da via intrinseca de apoptose.

Através da andlise da figura 23 ¢é possivel observar que as células KASUMI-1

expostas por 24 horas a molécula 168 apresentou despolarizacdo de membrana somente na
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maior concentracdo de 20 uM (6 = 1,6%) quando comparado ao controle negativo (0,98 +
0,05%), com diferenca significativa p<0,0001. Entretanto as concentracfes de 5 e 10 uM,
apresentaram somente uma pequena despolarizacdo da membrana no valor de 1.8 £0,6%,
1.6 £0,3%, mas ndo foram significativos quando comparado ao controle negativo. Sendo
assim, esse dado demonstra que a via intrinseca tem um envolvimento secundario na indugéo

de morte por apoptose na linhagem KASUMI-1.

Figura 23. Efeito da molécula 168 sobre o Aym de células KASUMI-1 ap6s 24 horas de

incubacéo, avaliada por citometria de fluxo.
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O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as substancias testadas.

A doxorrubicina 2 uM (DOX) foi utilizada como controle positivo.

A amostra 168 foi utilizada nas concentrages 5, 10 e 20 pM.

Os dados correspondem a média + E.P.M de trés experimentos independentes. *p < 0,05, **p< 0.0001;
comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Turkey.
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5. DISCUSSAO

Atualmente a técnica de hibridacdo vem sendo bastante utilizada para o
desenvolvimento de novas moléculas sintéticas com atividade antitumoral. Dentre as classes
quimicas com potencial de atividade antitumoral, se tem os quinolinicos e os tiazodilinicos.

Neste trabalho, buscou-se avaliar o potencial citotoxico de analogos sintéticos
contendo ambos 0s centros tiazodilinicos e quinolinicos, seis analogos do quinolin-4-
hidrazinotiazolidina foram testados frente linhagens tumorais. Dentre 0s seis analogos
testados, 0s sintéticos 168, 183 e 184 foram capazes de reduzir a viabilidade celular em mais
de 70% em uma linhagem tumoral ou mais. Além disso, os trés analogos apresentaram
valores de Clso variando de 2,4-31 pM nas linhagens tumorais HCT-116, HL-60, SF295,
PC3 e ndo apresentaram atividade citotoxica frente a linhagem nédo tumoral L929, valores
representados na tabela 5, com isso apresentando uma maior atividade citotoxica para as

linhagens tumorais.

Diferentes estudos mostram moléculas de centro quinolinico com potencial
citotoxico, como em trabalho realizado por Chakrabarty e colaboradores (2013) em que
duas séries de dez compostos com grupo quinolinico foram sintetizados e todos
apresentaram atividade antitumoral frente as linhagens MCF-7( cancer de mama ), A-549(
pulm@o) e HelLa (cervical) com valores de Clso variando entre 0,001-31(uM),a partir disso
alguns compostos apresentaram ser mais potentes que o controle positvo camptotecina.

Outro estudo realizdo por Chen e colaboradores (2015) sintetizaram uma série
de 45 compostos com um nucleo quinolinico e fizeram mudancas em seus radicais (figura
24). Todas as moléculas foram testadas frente a um painel de quatro linhagens tumorais (HL-
60, Hep 3B, H460 e COLO205) e frente uma linhagem n&o tumoral (Detroit 551). Todas as
moléculas testadas apresentaram atividade em pelo menos duas linahgens tumorais e
nenhuma apresentou acdo frente a linhagem Detroit 551. Dentre todas as moléculas as quatro
mais potentes foram selecionadas para avaliacdo da Clsp em um painel mais amplo de
linhagens tumorais. A molécula 11e foi selecionada para experimentos mais especificos com
a linhagem COLO205 e foi capaz de induzir apoptose, parada de ciclo celular, mudancas

morfoldgicas e fragmentacdo de DNA.



60

Figura 24. Esqueleto quiniolinico
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Fonte: CHEN, et al., 2015 (adaptado)

Além disso, trabalhos com moléculas contendo o centro tiazodilinico também
apresentam atividade antitumoral. Em trabalho realizado por Laxmi e colaboradores (2016)
fizeram uma série de sete derivados com nucleo tiazodilinico frente ao painel de 60
linhagens, na qual a molécula 5d apresentou atividade antitumoral em todas as linhagens
testadas com valores de Clsg variando de 1.1-2.9 uM. Além disso, 0s compostos em uma
concentracdo de 50 pg/mL causaram fragmentacdo de DNA. Em outro estudo, seis novas
moléculas com ndcleo tiazodilinico foram sintetizadas e testadas nas linhagens tumorais
A549(pulmao), HepG2(figado) e MCF-7 (mama) e em uma linhagem ndo tumoral BJ
(fibroblasto de pele humana). Neste estudo todas as moléculas apresentaram atividade em
pelo menos uma linhagem tumoral e as substancias 18 e 23 (Figura 25) apresentaram o
melhor valor de Clso na linhagem MCF-7 e HepG2 respectivamente, com um indice de
seletividade > 2 para linhagens tumorais (TROTSKO et al , 2017).

Figura 25. Dois derivados tiazodilinicos sintéticos
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Fonte: LAXMI et al., 2016 (adaptado)
Desta mesma forma, em trabalho realizado por Osmaniye e colaboradores (2017)
quinze derivados tiazodilinicos foram sintetizados e testados nas linhagens tumorais A549 e
C6e e na linhagem nédo tumoral NIH3T3. De todas as moléculas testadas a 4a (Figura 26)
obteve melhor Clso no valor de 0.03 uM frente a linhagem celular C6, como também

apresentou ser a mais seletiva, ja que seu valor de Clso na linhagem NIH3T3 foi duas vezes
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maior do que na linhagem tumoral. A molécula 4a induziu a inibi¢do de sintese de DNA e

apoptose na linhagem C6, com valores de Clso proximos a cisplatina, droga referéncia
(OSMANIYE et al., 2017).

Figura 26. Derivado sintético tiazodilinico

Fonte: OSMANIYE et al., 2017 (adaptado)

Como também ha estudos que demonstram que a hibridacdo dos centros
quinolinicos e tiazodilinicos levam a formagdo de moléculas com atividade antitumoral.
Estudo realizado por Ghorab e colaboradores (2016), sintetizaram sete (23-29) analogos
contendo centros quinolinicos e tiazodilinicos (Figura 27) e foram testados frente a
linhagem tumoral MCF7 (Cancer de mama). Dentre esses compostos, 0s de nUmero 24,25,27
e 28 apresentaram citotoxidade frente a linhagem tumoral de cancer de mama. Sendo os com
melhores valores 0s dos compostos 25 e 27 de Clsg 29.7 e 26.7 uM, respectivamente e ambos

apresentaram valor de Clso menor que a doxorrubicina, droga referéncia.

Figura 27. Composto hibrido de centro quinolinico e tiazodilinico
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Fonte: GHORAB et al., 2016 (adaptado)

Loza-Meji'a e colaboradores (2008), realizaram um estudo onde 13 analogos
sintéticos de tiazoloquinolinicos foram testados frente a um painel de 5 linhagens tumorais.
Os compostos 10b, 12,13 e 15 foram os mais ativos, com valores de Clso variando de 7,85
MM —43.75 uM. O analogo 15 foi o que apresentou o0 menor valor de Clso quando comparado
aos outros analogos, frente a linhagem leucémica K-562, com valor de 7,85 uM.
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Na sequéncia do trabalho com o anélogo 15 (D3CLP) (Figura 28), Loza-Meji'a
e colaboradores (2011), mostraram que este composto apresentou maior atividade frente a
linhagem leucémica K-562. Na sequéncia do trabalho o andlogo D3CLP foi testada frente a
celulas normais para avaliar se tal composto é seletivo para linhagens tumorais. Os resultados
encontrados mostraram que o composto D3CLP apresentava indice de seletividade >4

quando comparado com a linhagem leucémica K-562.

Estes trabalhos apresentam resultados que corroboram com o encontrado no
presente trabalho no que permeia o potencial citotdxico dessas classes quimicas e uma maior

atividade comparando linhagens tumorais e linhagens ndo tumorais.

Figura 28. Estrutura quimica do analogo D3CLP.
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Fonte: Loza-Meji'a et al., 2011 (adaptado)

Além disso, 0 analogo 168 mostrou maior atividade para a linhagem leucémica
HL-60, pois apresentou valor de Clso de 2,4uM, enquanto os andlogos 183 (e 184
apresentaram valores de Clso de 14.72 uM e 25.5 puM, respectivamente. Com isso, 0
composto 168 foi avaliado frente a outras linhagens tumorais leucémicas no tempo de 24

horas.

Como demonstrado na tabela 6, o analogo 168 apresentou atividade citotdxica
nas linhagens leucémicas HL-60, K-562, KASUMI-1 e KG-1, com valores de Clso menores
do que todas as linhagens de tumores solidos testados presentes na tabela 5, onde 0 menor
valor de Clsg obtido para linhagens de tumores solidos foi de 15 puM para a linhagem HCT-
116 no tempo de exposicdo de 72horas, j& a linhagem K-562 apresentou o maior valor de
Clsode 13.65uM (11.46 uM — 16.24 uM), porém exposta por somente 24 horas ao analogo
168. Desse modo, foi demonstrando que o composto 168 possui uma maior atividade frente

linhagens leucémicas.
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A maior seletividade do composto 168 para linhagens leucémicas € corroborado
por outras drogas com centro quinolinico, as quais ja estdo em fase de testes clinicos e sendo
utilizadas nos tratamentos de diferentes leucémias. Em uma revisdo de Musiol (2017) é
apresentado diferentes compostos com agdo citotoxica frente a diferentes tipos de leucemias,
como o0 composto BN 80927, um forte intercalante de DNA que atua ligando-se a
topoisomerase-11, o qual ja foi aprovado para o tratamento de leucemias. GSK 1059615 e
omipalisib sdo outros dois compostos em estudos de fase clinicas | e Il que atuam inibindo

duplamente as vias PI3K/mTOR frente a leucemias e tumores sélidos (MUSIOL, 2017).

Sendo assim, para o prosseguimento do presente estudo com o composto 168, a
linhagem KASUMI-1 que representa um exemplo de LMA foi selecionada. Pois a leucemia
mielGide aguda é caracterizada por suas alteracdes genéticas e epigenéticas, as quais sao bem
heterogéneas. Nas quais, muitas mutacdes ja descritas para LMA é base de progndstico e de
tratamentos diferenciados. No que se norteia sobre a epidemiologia, a leucemia mieléide € a
mais comum em adultos, mostrando assim, a importancia de novos medicamentos para esta
leucemia (LEVINE; ABDEL-WAHAB, 2010). Visando elucidar qual mecanismo de morte
é induzido pela molécula 168, a linhagem KASUMI-1 que representa um exemplo de

leucemia mieldide aguda foi selecionada.

As células da linhagem KASUMI-1 foram analisadas morfologicamente por
panotico rapido, apds exposicdo ao analogo 168 por 24 horas nas concentracfes de
5uM,10uM e 20uM. Sendo assim, foi possivel observar que o composto 168 induziu
alteracfes morfoldgicas, desde alteracdo nuclear, retracdo do citoplasma, células em picnose,
como também o surgimento de “Blebs” na membrana citoplasmatica. Algumas dessas
caracteristicas foram encontradas nas células tratadas com a doxorrubicina, como “Blebs”
na membrana citoplasmatica, e alteracdo nuclear. Estes achados sdo apoiados pela analise de
alteracdo morfoldgica via citometria de fluxo (figura 17), onde observou-se que com o
aumento da concentracdo do composto 168, a populacdo aumentava seu contetdo de
granulosidade, diminua de tamanho e aumentava o numero da populagdo de células em
picnose. Estes achados mostram que o analogo 168 causa alteracbes morfoldgicas
caracteristicas de células em processo de apoptose. As células em apoptose tem por
caracteristicas principais uma condensacdo nuclear em massa bem definidas e uma
consequente fragmentacdo do nuacleo, com uma diminuicdo do tamanho celular e
surgimentos de corpos apoptoticos (SARASTE; PULKKI, 2000).
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Em estudo realizado por Sahu e colaboradores (2013) com um analogo de centro
quinolinico, observou-se alteracbes morfologicas em celulas de neuroblastoma, nas
concentragcdes de 2.5, 5, 10, 20 e 30 pM. As alteracBes induzidas pelo anélogo 8-
Methoxypyrimido[49,59:4,5]thieno(2,3-b) Quinoline4(3H)-One foram de fragmentacéo e
condensacgédo nuclear, diminuicdo do volume celular e formagao de “Blebs” na membrana
citoplasmatica. Em outro trabalho, o evodiamina um alcaloide quinolinico também induziu
alteracbes morfologicas caracteristicas de células em apoptose, incluindo reducdo de
tamanho celular e alteracéo do formato da célula, como também diminui¢do do tamanho do
nacleo e condensacdo da cromatina (YANG et al., 2009). Analogos contendo o centro
tiazodilinicos também sdo capazes de causar alteracfes morfoldgicas em células de cancer.
Em estudo realizado por Rodrigues e colaboradores (2018) 4 analogos tiazodilinicos foram
testados frente a um painel de linhagens tumorais. Onde o composto 5 apresentou menor
valor de Clso na linhagem NCI-H292. Sendo assim, foi avaliado a capacidade de inducéo de
alteracdo morfologica pelo analogo 5. As células tratadas com o analogo tiazodilinico
apresentaram caracteristicas morfoldgicas de células apoptéticas, como reducédo de volume

celular e fragmentacdo nuclear.

Esses estudos corroboram com os achados do presente trabalho, pois o analogo
168 induziu modificagdes com caracteristicas de células em apoptose na linhagem

KASUMI-1 de forma concentracdo dependente.

Dando seguimento ao estudo de mecanismo de morte induzido pelo analogo 168
frente a linhagem KASUMI-1, os resultados de integridade de membrana, via citometria de
fluxo, mostraram uma alteracéo significativa na integridade de membrana somente nas duas
maiores concentracGes, como demonstrado na figura 19a. Entretanto, no que concerne a
densidade celular, o andlogo 168 foi capaz de reduzir significativamente desde a menor
concentracdo testada o numero de células, como apresentado na figura 19b. Sendo assim, o
analogo 168 nas concentracdes testadas e no tempo de 24 horas, apresentou ter uma maior
acdo citostatica, do que citotoxica frente a linhagem KASUMI-1. O controle positivo, a
doxorrubicina na concentracdo de 2 pM, apresentou uma alteracdo significativa da

integridade de membrana, como também uma reducéo significativa no namero de celulas.

De uma forma geral, as drogas utilizadas no tratamento do cancer, causam danos
no DNA que leva a uma morte celular por apoptose. Entretanto, além do efeito citotdxico
muitos agentes quimioterapicos convencionais apresentam também efeito citostatico (RIXE;

FOJO., 2007). Drogas citostaticas por definicdo ndo causam a morte celular, mas evitam que
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as células se proliferem. Por exemplo, o agente alquilante melphalan apresenta ambos os
efeitos, que a depender da concentracdo pode induzir parada ou um atraso no ciclo celular e
subsequentemente levar a célula a morte, apresentando sua acéo citotdxica e citostatica
(RIXE; FOJO., 2007). Além disso, a parada no ciclo celular ou o efeito citostatico pode
atuar como um fator primério para consequente morte celular, como apoptose ou necrose, e
isto independe da duracdo das células em estagio de aprisionamento mitotico
(WEISSENSTEIN et al., 2014).

A fim de avaliar se 0 anélogo 168 tem seu efeito antiproliferativo através da
parada de ciclo celular, as células da linhagem KASUMI-1 foram tratadas com o anélogo

168 e analisadas via citometria de fluxo (Figura 20).

O andlogol68 foi capaz de induzir de forma significativa em todas as
concentragdes um acimulo de células na fase G1, seguido de uma dréstica reducdo de células
na fase S. Além disso, nas concentracdes de 10 uM e 20 uM observou-se um aumento
significativo de células em G2/M. Desta forma, pode-se inferir que o0 andlogo 168 induz uma
parada do ciclo celular tanto em G1, quanto em G2/M. Com isso, é evidente que o analogo
168 age impedindo que as células avancem no ciclo em ambas as fases de crescimento
celular e isso pode ocorrer por diferentes mecanismos. Um possivel mecanismo é que o
agente cause danos ao DNA, de diferentes formas como inibidor de topoisomerases e agentes
alquilantes, camptotecina e temozolomida, respectivamente. Com isso, estes danos ao DNA
levam a uma ativacao das proteinas quinases ATM e ATR que fosforilam uma variedade de
proteinas relacionadas com ativacdo de pontos de checagem, reparo e replicacdo de DNA
(Figura 29) (SWIFT etal., 2014). Outro possivel mecanismo € via inibi¢do direta das CDK4
e 6, as quais sdo responsaveis pela fosforilacdo e consequentemente desativacdo do gene
supressor de tumor retinoblastoma, o qual quando desativado permite que fatores de
transcricdo atuem levando a expressdo de genes responsaveis pela producéo das ciclinas E e
CDK2 essenciais para a progressao do ciclo celular da fase G1 para fase S (GELBERT et
al., 2017). Um medicamento que atua por este mecanismo € o palbociclibe | utilizado no
tratamento de cancer de mama tendo como alvo principal as proteinas CDK4/6 (GELBERT
etal., 2017)
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Figura 29. Uma reviséo da resposta de dano ao DNA.

Damaged DNA
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Active G1/S checkpoint Active G2/'M checkpoint

Fonte: SWIFT et al., 2014. (Adaptado)

Corroborando com os achados de ciclo celular do analogo 168, estudos
realizados por Aris e Pommier (2012) e Antony e colaboradores (2007), os compostos
indenoisoquinolinicos LMP-400 em fase | de estudos clinicos como também os NSC 725776
e NSC 724998 agem inibindo a topoisomerase | levando a inducéo da parada de ciclo celular
tanto na fase S quanto na fase G2/M. Além disso, nesses estudos foram ativadas as proteinas
Chk1 e Chk 2 que atuam no controle de ativacdo de proteinas fundamentais para a transicédo
das fases G1/S e G2/M do ciclo celular (ARIES; POMMIER., 2012). Sendo assim, para
compreender se 0 analogo 168 atua causando danos ao DNA, como os analogos quinolinicos
citados ou como o agente palbociclibe I, outros experimentos se fazem necessarios para uma

melhor compreensdo do mecanismo de acdo do analogo 168.

Através da analise do ciclo celular foi possivel avaliar a populacdo de células em
sub-G1 ou com fragmentacdo de DNA, como apresentado na figura 22. A fragmentacgéo de
DNA, em um padrdo de degradacdo internucleossomal em intervalos de 180-200 pares de
base, € caracteristica marcante de células em apoptose (SAMARGHANDIAN;
SHABESTARI, 2013; COLLINS et al., 1997). O anélogo 168 induziu nas células da
linhagem KASUMI-1 o aparecimento de uma populacdo em sub-G1, que representa celulas
com DNA fragmentado. Sendo este resultado um indicio que o composto andlogo 168 ativa

uma via de morte celular por apoptose.

Devido as alteracbes morfologicas caracteristicas de apoptose e inducdo de
fragmentacdo de DNA pelo analogo 168, foi realizado o experimento de anexina V, por
citometria de fluxo, para averiguar se ocorre exposicao da fosfatidilserina em células da

linhagem KASUMI-1, tratadas com diferentes concentracdes do analogo 168. Por meio dos
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resultados obtidos, foi possivel observar a presenca de células em estagio de apoptose inicial
nas duas maiores concentracdes, como também de células em apoptose tardia, mas somente
na maior concentracdo. Este resultado mostra que o analogo 168 causa morte celular por
apoptose, pois quando a célula se encontra em apoptose a proteina scramblase é ativada, a
qual é capaz de induzir a exposicao da fosfatidilserina (LEE et al., 2013). A morte celular
por apoptose também € induzida por outros derivados contendo o centro quimico
tiazodilinico ou quinolinico. Em estudo realizado por Finiuk e colaboradores (2017) o
composto Les-3833 derivado do 4-tiazolidiones, testado em células de melanoma, foi capaz
de induzir a exposic¢do das fosfatidilserina, modificacdes morfoldgicas e ativacao de caspase-

3, caracteristicas de células em morte por apoptose.

Apoptose é uma morte celular programada que possui duas vias principais de
atuacdo, a via intrinseca que ocorre por meio da permeabilizacdo da membrana mitocondrial
a partir de sinais de dentro da célula. Por outro lado, a via extrinseca é dependente de ativacdo
de receptores de morte e receptores dependente de fatores de crescimento. Além disso, pode
ocorrer uma comunicacao de sinalizacdo entre as duas vias por meio de ativacdo da caspase
iniciadora 9 (ASHKENASI; HERBST, 2008).

A fim de avaliar se o processo de morte celular por apoptose induzido pelo
analogo 168 ocorre por via intrinseca, as células da linhagem KASUMI-1 foram incubadas
com rodamina 123 a fim de se detectar perda de potencial transmembranico. O andlogo 168
somente causou despolariza¢do de membrana na concentracdo de 20 uM. Enquanto que na
concentracdo de 10 UM, ndo ocorreu despolarizacdo da membrana de forma significativa.
Entretanto, nesta concentracdo de 10 UM ocorreu indugédo de apoptose inicial. Sendo assim,

0 analogo 168 possivelmente causa a morte celular por apoptose pela via extrinseca.

E importante salientar que o analogo 168 apresentou resultados similares ao do
controle positivo, doxorrubicina, que foi testada em menores concentragdes quando
comparada com a molécula de estudo do presente trabalho. O controle positivo apresentou
uma melhor atividade antitumoral, entretanto é sabido que a doxorrubicina apresenta uma

toxicidade para diferentes 6rgaos como o coragéo, figado e rins (TACAR et al., 2012).
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante dos resultados apresentados e discutidos, investigacao em relacdo a dano
de DNA, topoisomerase, proteinas envolvidas com fases do ciclo celular e marcadores da
via extrinseca da apoptose, seriam as nossas proximas diretrizes a serem exploradas

futuramente, com o intuito de elucidar o mecanismo de a¢éo do analogo 168.
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7. CONCLUSAO

Dentre os seis analogos avaliados, trés apresentaram atividade citotoxica frente
as linhagens tumorais. No entanto o andlogo 168 apresentou uma melhor atividade citotoxica
frente as linhagens leucémicas. Sendo capaz de induzir a morte celular por apoptose na
linhagem KASUMI-1 nas concentracfes de 10 uM e 20 uM. Além disso foi capaz de causar
parada de ciclo celular em GO/G1 e G2/M. Os achados no presente estudo mostraram que a
hibridacdo das classes quimicas, quinolinicos e tiazodilinicos, foi efetiva para acgdo
antitumoral e que o analogo 168 surge como candidato & molécula anticancer. Entretanto,
outros experimentos necessitam serem realizados para elucidar o mecanismo de agdo do

analogo 168.
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