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RESUMO

O céncer ¢ um conjunto de mais de 100 doengas de origem genética caracterizadas por
disfungdes nos processos de proliferagao e morte celular. O linfoma de Burkitt € um cancer de
células B de alto grau, com sobrevida global média de 2,7 meses e muito comum em criangas.
A sintese de novos compostos com potencial antitumoral pode ser uma rota para a melhoria do
tratamento dos linfomas, pois espera-se que estes tenham a capacidade de modular vias
oncogénicas. Os 1,2,4-oxadiazois sdo moléculas com sistema de anéis heteroaromaticos muito
relevantes para a industria farmacéutica, com reconhecida atividade antitumoral. O objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito antiproliferativo in vitro e o possivel mecanismo de acao de
1,2,4-oxadiazois e seus intermediarios de sintese, O-acilamidoximas, contra linhagens celulares
tumorais. Foram testadas dez substancias puras, sendo 6 da classe das acilamidoximas ¢ 4 da
classe dos 1,2,4-oxadiazois, por meio de testes que avaliaram a citotoxicidade, a viabilidade
celular, o efeito sobre a progressdo do ciclo celular e o padrdo de morte celular. As
acilamidoximas apresentaram atividade citotoxica contra linhagens tumorais com pelo menos
75% de inibigdo de crescimento celular. As moléculas mostraram valores de Clso variando 6,87
a 14,24 uM em 72 horas, sendo que DFA 52 e DFA 59 apresentaram maior seletividade para a
linhagem derivada de Linfoma de Burkitt (RAJI). No ensaio de 48 horas, os valores de Clso de
DFA 52 e DFA 59 foram de 12,86 ¢ 9,22 uM, respectivamente. A analise morfoloégica mostrou
formacgdo de prolongamentos na membrana citoplasmatica das células tratadas. As analises de
citometria de fluxo mostraram que as moléculas inibiram a proliferacdo celular e causaram
danos na membrana. Na analise do ciclo celular foi possivel verificar um aumento significativo
de células na fase GO/G1 quando tratadas com as moléculas nas concentragdes de 12,85 e 25,70
uM de DFA 52 e 18,43 uM de DFA 59. A avalia¢do do padrao de morte celular mostrou que
as moléculas induzem despolarizagdo na mitocondria, indicando possivel envolvimento na via
intrinseca da apoptose. O ensaio de externalizagao da fosfatidilserina pela Anexina V confirmou
que os compostos estdo envolvidos na indugdo da morte celular por apoptose. Os resultados
demonstram que as moléculas DFA 52 e DFA 59 apresentam atividade frente as linhagens de
tumores hematopoiéticos, com maior seletividade para o linfoma de Burkitt, sendo promissoras

na utilizagdo como ferramenta na formulagcdo de compostos com atividade anticancer.

Palavras-chave: Linfoma de Burkitt. Antineoplasicos. Oxadiazdis.



ABSTRACT

Cancer is a group with more than 100 diseases of genetic origin characterized by dysfunctions
in the proliferation processes and cell death. Burkitt's lymphoma is a high-grade B-cell cancer
with a median overall survival of 2.7 months and very common in children. The synthesis of
new compounds with antitumor potential can be a route for improving lymphoma treatment,
therefore is expected they will have the ability to modulate oncogenic pathways. 1,2,4-
Oxadiazoles are molecules with heteroaromatic ring system very relevant to the pharmaceutical
industry, with recognized antitumor activity. The aim of this study was to evaluate the in vitro
antiproliferative effect and the probably action mechanism of 1,2,4-oxadiazoles and their
synthesis intermediates, O-acylamidoximes, against tumor cell lines. Ten pure substances were
tested, 6 of the acylamidoxime class and 4 of the 1,2,4-oxadiazole class, using tests that
evaluated cytotoxicity, cell viability, effect on cell cycle progression and pattern of cell death.
Acylamidoximes showed cytotoxic activity against tumor lines with at least 75% inhibition of
cell growth. The molecules showed ICso values ranging from 6,87 to 14,24 uM in 72 hours, and
DFA 52 and DFA 59 showed higher selectivity for the Burkitt Lymphoma derived cell line
(RAJI). In the 48 hour assay, the ICso values of DFA 52 and DFA 59 were 12,86 and 9,22 uM,
respectively. The morphological analysis demonstrated prolongations formation in the
cytoplasmic membrane of the treated cells. Flow cytometric analysis demonstrated that the
molecules inhibited cell proliferation and caused membrane damage. In the cell cycle analysis
was verified a significant increase of cells in phase GO/G1 when treated with the molecules in
the concentrations of 12,85 and 25,70 uM DFA 52 and 18,43 uM DFA 59. The evaluation of
the cell death pattern demonstrated that the molecules induce depolarization in mitochondria,
indicating possible involvement in the intrinsic pathway of apoptosis. The phosphatidylserine
externalization assay by Annexin V confirmed that the compounds are involved in the induction
of apoptotic cell death. The results showed that the molecules DFA 52 and DFA 59 have activity
against hematopoietic tumor cell lines, with greater selectivity for Burkitt lymphoma, and are

promising to use as a tool in the formulation of compounds with anticancer activity.

Keywords: Burkitt’s lymphoma. Anticancer agents. Oxadiazoles.
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1 INTRODUCAO
1.1 Cancer

O cancer ¢ uma doenga genética causada por mutagcdes no DNA que podem ser
herdadas, adquiridas espontaneamente ou induzidas por agressdes do ambiente, de modo que
essas mutagdes alteram genes vitais e provocam disfungdes nos processos de proliferagdo e
morte celular, gerando um conjunto de mais de 100 doengas que podem afetar qualquer parte
do corpo (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013; HASSANPOUR, DEHGHANI, 2017).

Segundo a organizacdo Mundial de Saude (OMS), o cancer ¢ a segunda principal
causa de morte no mundo e foi responsavel por 9,6 milhdes de mortes em 2018. A nivel global,
uma em cada seis mortes sao relacionadas a doenga. A incidéncia e a mortalidade por cancer
estdo crescendo rapidamente em todo o mundo, fato que pode ser relacionado ao
envelhecimento, crescimento populacional e mudangas na prevaléncia e distribuicao dos
principais fatores de risco para cancer. Estima-se que em 2030 havera 27 milhdes de casos
novos de cancer, 17 milhdes de mortes pela doenga e 75 milhdes de pessoas vivendo com cancer
(INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2016; OMS, 2018).

No Brasil, a estimativa para o biénio de 2018 e 2019, aponta a ocorréncia de 600
mil novos casos de cancer para cada ano, com 130 mil ébitos anuais. O cancer ja é a segunda
causa de morte por doengas, atrds apenas das doencas cardiovasculares, mostrando a relevancia
desse grupo de doencas no pais. Os canceres mais frequentes em homens sao prostata, pulmao,
intestino, estdbmago e cavidade oral; j4 em mulheres sdo os canceres de mama, intestino, colo

do tutero, pulmao e tireoide (Figura 1) (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2018).

Figura 1 - Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma

Prictata £8.220 3.7% Homens Mulheres  MamaFerminina £9.700 29,5%
Traguels, Brnguio e Pumao 18.740 B.7% (olon e Reto 18,950 9.4%
Cdlon g Refo 17.380 51% Colo do Utero 16.370 1%
Estomago 13,540 5,3% Tragueig, Bronguio e Pumao 12630 5,2%
Cavidade Ord 11.200 52% Glandula Tireoids 8.040 40%
Esdtago 8.240 36% Estdmago 7750 38%
Bexiga £.680 31% Gorpo do Utero B8.600 33%
Laringe £.330 30% Ovario 8.150 3,0%
Leucemias 5.840 2,6% Sisterna Nervoso Central 5510 27%
Sisterna Mervoso Central 5.810 2% Leucemias 4,860 24%

Fonte: Instituto Nacional de Cancer (2018).
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Os canceres também sdo conhecidos como neoplasias malignas, pois as alteracdes
genéticas e epigenéticas alteram a expressdo ou fungdo de genes que regulam os processos
celulares fundamentais, como crescimento, sobrevida e senescéncia. Em geral, as mutacdes
oncogénicas fazem com que as células neoplésicas incorporem caracteristicas que permitem a
sobrevivéncia além de sua expectativa de vida normal e interrompem os sistemas de sinalizagao
que regulam o desenvolvimento celular, dotando essas células com varios atributos que
sustentam a proliferacdo anormal e mantém o comportamento maligno. Essas células possuem
vantagens evolutivas em relagdo as normais € podem sobreviver e proliferar sob circunstancias
normalmente desfavoraveis, possibilitando a formac¢do de um clone (LUO; SOLIMINI;
ELLEDGE, 2009; KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013; GIANCOTTI, 2014; FEITELSON et al.,
2015).

O principio do distirbio proliferativo na carcinogénese baseia-se na presenca de
mutacdes que interferem nas sinalizagdes de crescimento, tornando as células autossuficientes
nos sinais de crescimento e resistentes aos inibidores de crescimento. As caracteristicas das
células neoplasicas, que lhes conferem vantagens de sobrevivéncia sdo: capacidade de
autorrenovagdo ilimitada, autossuficiéncia na proliferacdo, resisténcia a fatores
antiproliferativos, evasdo a morte celular, evasdo de mecanismos de defesa imune, alteragdes
metabolicas, capacidade de inducdo de angiogénese, potencial invasivo e modificacdo do
microambiente tecidual (Figura 2) (LOURO et al., 2002; FOSTER, 2008; HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Figura 2 - Principais caracteristicas das células neoplésicas

Autossuficiéncia nos Res_lsten.CIa 2,51Nels
sinais de crescimento antiproliferativos

[Invasﬁo e Metastase J

Fonte: Adaptado de Hanahan e Weinberg (2011).
As células cancerigenas tém defeitos nos mecanismos de controle que governam a frequéncia com que se dividem
e nos sistemas de retroalimentacéo que regulam esses mecanismos, gerando falhas na homeostase.
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O desenvolvimento neoplasico requer mudangas em algumas classes de genes que
desempenham papéis regulatérios fundamentais: proto-oncogenes que promovem crescimento,
genes supressores do tumor, genes que regulam a morte celular programada e genes envolvidos
no reparo do DNA. A ativagao aberrante dos proto-oncogenes em conjunto com a inibi¢ao nao-
regulada dos genes supressores tumorais € a resisténcia a apoptose representam os fundamentos
desse processo. A expressao anormal de proteinas envolvidas no controle do ciclo celular e da
morte celular resulta na perda de controle populacional dessas células, ja que o crescimento
celular excede a taxa de células mortas (LOURO et al., 2002; FARIA; RABENHORST, 2006;
FOSTER, 2008; KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).

A carcinogénese ¢ um processo de multiplas etapas resultante do acimulo de
alteracdes genéticas que ddo origem ao fendtipo modificado. As células transformadas perdem
os controles celulares normais como consequéncia de alteragdes moleculares em diferentes
niveis de regulagdo ¢ passam a se multiplicar de maneira anormal e descontrolada, podendo
formar massas (tumores) capazes de invadir tecidos vizinhos. Com a constante multiplicagao
celular, hd a necessidade de que novos vasos sanguineos sejam formados para que haja a
nutricdo destas células, em um processo denominado angiogénese. As células do tumor sdo
capazes de se desprender e ao atingir vasos sanguineos ou linfaticos podem migrar e formar um
implante descontinuo do tumor primario, formando as metastases (DE ALMEIDA et al., 2005;

PINHO, 2005).

1.2 Ciclo Celular

A proliferagao celular ¢ um processo fortemente regulado que envolve um grande
numero de moléculas e vias de sinalizagdo para manter a homeostase dos tecidos. Para que haja
a mitose, a célula passa por uma sequéncia de eventos onde hd a duplicagdo do DNA num
processo conhecido como ciclo celular (FOSTER, 2008).

O ciclo celular € coordenado por diversas moléculas que permitem a sua progressao
em fases marcadas por eventos complexos, como a condensagdo, a replicagdo e a segregacao
dos cromossomos pelas fibras do fuso mitdtico. As quatro fases sdo: G1 (fase pré-sintética em
que as células crescem e se preparam para a divisdo ou entram em quiescéncia — GO0), S
(replicagao do DNA), G2 (preparagdo para mitose) € Mitose (divisao do material genético e
citocinese) (Figura 3). Normalmente, quando uma célula estd danificada ou alterada
geneticamente, o ciclo celular ndo evolui corretamente pelas fases, a divisao ndo se completa e
a célula sofre um processo de morte. As células cancerigenas, entretanto, perderam essa

capacidade de regulacdo e mesmo estando transformadas por mutacdes oncogénicas, o ciclo
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celular ocorre e o erro ¢ passado para as células filhas, aumentando assim a instabilidade
genética (HARTWELL; KASTAN, 1994; FOSTER, 2008; INGHAM; SCHWARTZ, 2017).

Devido ao seu papel central em manter a homeostasia tecidual e regular os
processos de crescimento fisioldgico, como a regeneracao € o reparo, o ciclo celular tem
multiplos pontos de controle. A passagem de células de uma fase o ciclo celular para a fase
seguinte exige uma cascata de fosforilacdes de proteinas e um conjunto de checkpoints que
monitoram a conclusdo de eventos criticos da fase anterior e retardam ou bloqueiam a
progressao para o proximo estagio, caso seja necessario. O primeiro ponto de controle ¢ entre
as fases G1/S e monitora a integridade do DNA antes da sua replicacdo, sendo marcado pela
fosforilagdo da proteina retinoblastoma (pRb), que funciona como um interruptor do ciclo
celular. O segundo ponto de controle ¢ de G2 para M e verifica o DNA ap06s sua replicagdo e
monitora se a célula pode entrar com seguranc¢a na mitose (COLLINS; JACKS; PAVLETICH,
1997).

As moléculas responsaveis pela regulagdo e progressdo do ciclo celular sdo as
ciclinas, proteinas assim chamadas devido a natureza de sua producdo e degradacdo, e as
enzimas quinases dependentes de ciclina (CDKs), que requerem ligacdo a uma ciclina para se
tornarem cataliticamente competentes. Os complexos ciclina-CDKs s3o responsaveis pela
fosforilagdo de diversas proteinas que serdo ativadas e inativadas durante as fases do ciclo
(HARTWELL; KASTAN, 1994).

Nos checkpoints acontece o controle dos eventos do ciclo celular, mediado pelos
complexos ciclina-CDKs. A atividade das CDKs ¢ verificada pelas proteinas inibidoras do ciclo
celular, ou proteinas inibidoras de CDK (cki), exemplificadas por p21, p27 e p57. As proteinas
que medeiam o controle na fase G1/S se mostram na sua forma inativa na maioria dos canceres,
enquanto que alteracdes nos checkpoints de G2-M sdao menos comuns (FOSTER, 2008).

Quando células danificados estdo em processo de replicagdo do DNA, o processo
de divisdo celular ¢ parado ou atrasado até que o dano tenha sido reparado. Esse fato ¢ uma
vantagem, pois limita a proliferacdo de células com material genético modificado. No cancer,
frequentemente ha alguma desregulagdo no ciclo celular, o que permite que o fendtipo maligno
seja transmitido da célula alterada para suas células filhas. Para que isso aconteca ¢ necessario
que as células cancerigenas ndo respondam aos estimulos inibitérios que determinam a sua
saida do ciclo e rompam os pontos de controle que ocorrem entre as fases (KASTAN;

BARTEK, 2004).



14

Figura 3 - Representagdo do ciclo celular
\nibidores de CDK

- o,
co¥ p21 P27 p57 Ciclina 7es o
'.do‘esde e ot R p21 2004
15 <
p16 p), A ' ' m

Ciclina
A

Fonte: Kumar, Abbas, Aster (2009).

Papel das ciclinas, CDKs e inibidores de CDK na regulagdo do ciclo celular. A ciclina D-CDK4, ciclina D-CDK6
e ciclina E-CDK2 regulam a transi¢do G1 para S por fosforilacdo da proteina Rb (pRb). A ciclina A-CDK2 e a
ciclina A-CDK1 estdo ativas na fase S. A ciclina B-CDKI1 ¢ essencial para a transi¢do de G2 para M. Duas familias
de inibidores de CDK podem bloquear a atividade de CDKs e a progressdo através do ciclo celular. Os chamados
inibidores INK4, compostos de pl16, p15, p18 e p19, agem sobre ciclina D-CDK4 e ciclina D-CDK6. A outra
familia de trés inibidores, p21, p27 e p57, pode inibir todas as CDKs.

As falhas podem ocorrer tanto nos proto-oncogenes, que sdao estimuladores de
divisdo celular, como nos genes supressores tumorais, que sdo os protetores do ciclo celular,
assim como em qualquer gene que codifique proteinas relacionadas a regulagdo e controle do
ciclo celular, como as genes que codificam as ciclinas, CDKs e seus inibidores, resultando em
um ciclo celular defeituoso e permitindo a sobrevivéncia ou o crescimento continuo de células

com anormalidades gendmicas, aumentando assim a chance de transformacdo maligna

(KASTAN; BARTEK, 2004; FOSTER, 2008).
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1.3 Morte celular e cancer

A morte celular desempenha um papel importante na manutencao e regulagdo da
homeostase em organismos multicelulares. Um dos principais marcos no cancer ¢ o
desequilibrio entre a taxa de proliferacao celular e a morte celular. A destruicao das células
danificadas ajuda a minimizar a progressao maligna, porém os defeitos nas vias de morte celular
sdo marcas importantes do cancer. A resisténcia a apoptose ¢ uma marca importante do processo
neopléasico, mas as células tumorais podem ser induzidas a morrer por outros mecanismos
diferentes da apoptose, como a necrose, a senescéncia, a autofagia e a catastrofe mitotica.
Diversas vias de morte celular sdo reportadas tanto na fisiologia normal, como durante a
tumorigénese, e sdo esses caminhos que podem ser manipulados no desenvolvimento de novas

terapias contra o cancer (Figura 4) (DILLON; GREEN, 2016; MISHRA et al., 2018).

Figura 4 - O papel da morte celular programada no cancer
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Fonte: Adaptado de Kumar, Abbas, Aster (2009).

A morte celular programada significa um processo dentro do desenvolvimento e
nao acidental que segue diversos passos bem regulados e que levam a uma autodestruicdo. A
apoptose € o tipo de morte celular programada mais comum e pode estar relacionada com
desenvolvimento, diferenciacdo, renovacao celular e remog¢ado de danos genéticos prejudiciais
as células. A desregulagao da apoptose esta intimamente relacionada com diversas condi¢des

patologicas, inclusive o cancer (KEPP et al., 2011; MISHRA et al., 2018).
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As células apoptoticas sdo caracterizadas por alteragdes morfologicas como
contracdo celular, condensagdo da cromatina, formagao de prolongamentos ou brotamentos da
membrana plasmatica, perda de adesdo as células vizinhas ou a matriz extracelular, além de
alteragdes bioquimicas, como a clivagem do DNA. Por fim, ocorre a fragmentagdo celular em
estruturas conhecidas como "corpos apoptoticos", que serdo fagocitados por macrofagos e
degradados sem causar inflamagdo (MISHRA et al., 2018).

A apoptose ocorre através de duas vias: via extrinseca e via intrinseca. A via
extrinseca ¢ mediada por um receptor de morte na superficie celular, como o Fas (FAS) e o
fator de necrose tumoral (TNF). A via intrinseca ¢ iniciada por estimulos intracelulares, tais
como hipoxia, dano genético irreparavel, privagdo de nutrientes, estresse oxidativo grave e
perda de homeostase celular. A cascata de sinalizagdo de ambas as vias ¢ conduzida por
proteases de cisteina conhecidas como caspases, que inicialmente sdo expressas na sua forma
inativa. As caspases iniciadoras das vias extrinseca e intrinseca sdo as caspases 8 e 9,
respectivamente (OKADA; MAK, 2004).

Na via extrinseca, ap6s a ligacdo do receptor de superficie celular com o seu ligante,
ocorre a ativacdo da pro-caspase 8 que desencadeia na ativagdo de caspases efetoras,
culminando com a fragmentagdo nuclear. As pré-caspases sdo ativadas por proteinas. A via
intrinseca esta diretamente relacionada com a mitocondria, pois esta organela contém uma série
de proteinas que sdo capazes de induzir apoptose, como o citocromo ¢ € outras proteinas que
neutralizam inibidores enddgenos da apoptose. A permeabilidade mitocondrial ¢ o fator
determinante entre a sobrevivéncia e a morte celular. Quando a célula é estimulada a iniciar o
processo de apoptose, as membranas tornam-se permeaveis ao citocromo c, que ¢ liberado no
citosol e em conjunto com alguns cofatores, ativa a caspase 9, que desencadeia uma cascata de
sinalizacdo resultando na apoptose (KUMAR et al., 2009; BELLANCE; LESTIENNE;
ROSSIGNOL, 2009; OUYANG et al., 2012).

A apoptose funciona como um processo importante para o bloqueio do crescimento
neoplésico e inibe as metastases por reduzir a quantidade de células alteradas viaveis. Algumas
terapia atuais do cancer envolvem moléculas que agem nas vias apoptéticas. Cada anormalidade
ou defeito nas vias apoptdticas aponta para um possivel alvo a ser estudado para o tratamento
de cancer, restaurando as vias de sinalizacao apoptoticas (MISHRA et al., 2018).

A autofagia € um processo catabolico bem regulado e conservado que funciona
como um mecanismo de sobrevivéncia em periodos de privacdo ou injlria. Durante a autofagia,
onde ocorre a degradacdo de organelas celulares, como os ribossomos e as mitocondrias, nos

lisossomos para fornecer nutrientes e energia. Células que sofrem autofagia excessiva sao
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induzidas a morrer de uma maneira nao apoptdtica e a morfologia das células autofagicas ¢é
distinta (OKADA; MAK, 2004).

O processo de autofagia desempenha um papel duplo na regulacao da morte celular:
uma funcdo pro-sobrevivéncia sob certas circunstancias € um processo pro-morte numa
variedade de doengas, incluindo o cancer. Assim, a autofagia parece impedir o crescimento das
células tumorais. Mas, na fase tardia do crescimento tumoral, a autofagia pode ser util para os
tumores, pois os metabolitos gerados podem suprir as necessidades para o crescimento € a
sobrevivéncia das células tumorais (LIN; BAEHRECKE, 2015; MISHRA et al., 2018).

A necrose ¢ uma forma ndo regulada de morte celular, consequéncia de um processo
de destruicdo celular traumatico, que ¢é caracterizado pela tumefacdo celular, perda de
integridade na membrana e liberacdo de componentes intracelulares, culminando na dissolucao
das células e inflamagao local. O trauma resultante causa falha de vias fisioldgicas normais que
sdo essenciais para manutencao da homeostase celular, como a regulagdo da transporte i6nico,
produgdo de energia e balango de pH (OKADA; MAK, 2004; KEPP et al., 2011).

Estudos recentes mostraram um nova forma de morte celular programada chamada
necroptose ou necrose regulada. Essa via ¢ ativada em condig¢des particulares, quando uma parte
da maquinaria apoptotica ¢ imperfeita, quando as células sofrem lesdes graves ou quando sao
tratados com quimioterapia € ndo podem seguir o processo apoptotico. Na necroptose, as células
comprometidas irdo morrer de maneira ordenada e orquestrada. Essa recente descoberta de que
a necrose nem sempre ¢ um processo puramente acidental despertou muito interesse no
desenvolvimento de moduladores de necrose. Os indutores de necrose podem ser Uteis no

tratamento de tumores resistentes a apoptose (DILLON; GREEN, 2016; MISHRA et al., 2018).

1.4 Linfomas nio Hodgkin

As neoplasias malignas linfoides, também chamadas de linfomas, podem ser
definidas como um acumulo progressivo de um clone de células linfoides resultante de
alteragdes genéticas que ocorreram no genoma da célula. Os linfomas sdo caracterizados por
tumores so6lidos no sistema imune, mais especificamente nos linfonodos, e podem afetar
qualquer 6rgdo do corpo, apresentando uma grande diversidade de sintomas. A diversidade de
subtipos de linfoma reflete os numerosos subconjuntos linféides que as células precursoras
comuns podem originar, que diferem em linhagem e em grau de maturacdo funcional. As
neoplasias podem surgir em células de qualquer uma dessas linhagens e estagios de

diferenciagdo. Sao morfologicamente divididos em linfomas de Hodgkin (LH) e ndo-Hodgkin
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(LNH) (KLUMB, 2001; SHANKLAND; ARMITAGE; HANCOCK, 2012; JIANG;
BENNANI; FELDMAN, 2017).

O LH ¢ responsavel por cerca de 10% de todos os linfomas e os 90% restantes sdo
LNH. O LNH causa muitas mortes em todo o mundo e sua incidéncia estd aumentando,
principalmente os linfomas agressivos, o que pode ser explicado pela maior incidéncia de
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) e pela exposicdo a fatores ambientais. Para o
Brasil, estimam-se 5.370 casos novos de LNH em homens ¢ 4.810 em mulheres para cada ano
do biénio 2018-2019. Para ambos os sexos, ¢ a 11* neoplasia mais frequente entre todos os
canceres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 5,19 casos novos a cada 100 mil
homens e 4,55 para cada 100 mil mulheres (CHIU; WEISENBURGER, 2003; SHANKLAND;
ARMITAGE; HANCOCK, 2012; INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2018).

As diversas variantes de LNH surgem um actimulo de vérias etapas de aberracdes
genéticas que induzem uma vantagem de crescimento seletivo do clone maligno. As
translocagdes, amplificacdes e delecdes sdo eventos recorrentes que ocorrem durante diferentes
etapas da diferenciagdao de células B, e muitas vezes sdo um passo inicial na transformagao
maligna. Essas alteragdes levam a expressdo desregulada de oncogenes que frequentemente
controlam a proliferagao celular, sobrevivéncia e diferenciagdo. Um exemplo ¢ a amplificagdo
do gene BCL2, que codifica uma proteina que previne a apoptose, favorecendo o acimulo
dessas células. Curiosamente, estas translocacdes sozinhas sdo muitas vezes insuficientes para
o desenvolvimento dos linfomas, sendo necessarias alteragdes genéticas adicionais para a
completa transformacdo maligna, o que acontece mais facilmente em células que se dividem
descontroladamente (NOGAI; DORKEN; LENZ, 2011).

Os LNH formam um grupo heterogéneo de malignidades de aproximadamente 40
formas distintas desta doenga, cada um com epidemiologia, etiologia, caracteristicas
morfologicas, caracteristicas imunofenotipicas, genética e clinica distintas. Eles sdo agrupados
de acordo com o tipo de célula linféide, se linfécitos B ou T, além de serem considerados
tamanho, forma e padrdo de apresentacdo celular. Os linfomas de células B sdo a forma mais
comum de LNH e podem surgir em qualquer fase do processo de maturacdo das células.
Também podem ser agrupados como indolentes ou agressivos, com base na rapidez da
progressao tumoral. Os linfomas indolentes crescem e se dispersam lentamente, podendo nao
necessitar de tratamento imediato. O tipo mais comum de linfoma indolente ¢ o linfoma
folicular. Os linfomas agressivos proliferam rapidamente e geralmente precisam ser tratados
imediatamente. O tipo mais comum de linfoma agressivo ¢ o linfoma difuso de grandes células

B (GUERARD; BISHOP, 2012).
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1.4.1 Linfoma de Burkitt

O linfoma de Burkitt (LB) ¢ um linfoma n3o Hodgkin altamente agressivo
originario de células B maduras ou do centro germinativo. E o linfoma de células B mais comum
em criangas. Ele foi descrito inicialmente na Africa, sendo o tumor humano de mais rapido
crescimento, com tempo de duplicacdo celular de 24 a 48 horas. A mortalidade ¢ alta devido ao
rapido crescimento e avanco das células transformadas ainda no momento de diagndstico. A
sobrevida global média ¢ de apenas 2,7 meses (KLUMB, 2001; MRDENOVIC et al., 2019).

O LB consiste em trés subtipos: endémico, esporadico e associado a
imunodeficiéncia. O LB endémico foi a primeira neoplasia em humanos associada a um virus
oncogénico e esta diretamente relacionada com infec¢do pelo Epstein-Barr (EBV). A incidéncia
desse tumor ¢ alta em areas endémicas de malaria, particularmente na Africa, afetando
individuos com idade abaixo de 15 anos e se manifesta como aumento da mandibula ou dos
o0ssos faciais. A forma esporadica da doenga ¢ uma forma mais rara e ocorre em outros paises,
se desenvolve no abdomen com envolvimento da medula dssea, rins, ovarios, mamas ou outros
orgaos também podem estar envolvidos. Essa forma comumente afeta criangas e adultos jovens.
O LB associado a imunodeficiéncia ocorre principalmente em individuos com infec¢ao por HIV
e, menos comumente, em outros distirbios de imunodeficiéncia ou receptores de transplantes
de o6rgdos (KELLY; RICKINSON, 2007; CASULO; FRIEDBERG, 2018; KALISZ et al.,
2019).

Ambos os subtipos da doenga estdo associados a rearranjos no oncogene MYC,
causando superexpressao constitutiva de c-myc, que normalmente desempenha um papel central
na transcrigdo e regulagao de um conjunto de genes que controlam diversos processos celulares,
incluindo o ciclo celular, proliferagdao, diferenciacio e morte celular programada. A
superexpressao de c-Myc ¢ comum em linfomas agressivos e parece estar relacionado ao
estagio clinico avangado, progndstico desfavoravel e sobrevida global mais curta. A
translocagdo entre o brago longo do cromossomo 8 e o gene da cadeia pesada de imunoglobulina
no cromossomo 14 ¢ vista em 80% dos casos de LB, enquanto que a translocacgao entre o brago
longo do cromossomo 8 e o gene da cadeia leve kappa no cromossomo 2 ou o gene da cadeia
leve lambda no cromossomo 22 ¢ observada em 20% dos casos. A perda da regulagdo dessa
proteina resulta na ativacdo e repressdo de varios genes regulados por ela, como ciclina D,
ciclina E, CDK4, p27, p53, Bax, Fas e Fas ligante, entre outros (HECHT; ASTER, 2000;
SANCHEZ-BEATO; SANCHEZ-AGUILERA; PIRIS, 2003).

O LB exibe ¢ uma doenga muito heterogénea e exibe cursos clinicos diversos entre

os pacientes. Acredita-se que os subtipos clinicos surjam a partir dos diferentes estagios de
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maturagdo das células B envolvidas. A patogénese do LB ¢ caracterizada por niveis bastante
elevados de c-myc, que leva a rapida proliferagdo de células B, responsavel pelo rapido tempo
de duplicacdo das células tumorais. Uma outra caracteristica importante € comumente
observada nas células transformadas do LB ¢ a hiperexpressdo de bcl-2, uma proteina que
previne a apoptose pela via mitocondrial. A coexpressdo dessas proteinas tem sido associado a
uma menor sobrevida (MOLYNEUX et al., 2012; SESQUES; JOHNSON, 2017; KALISZ et
al., 2019).

1.5 Perspectivas de tratamento para o cincer

O cancer surge através de um processo mutagénico de varias etapas onde as células
tumorais possuem um conjunto de propriedades que lhes conferem potencial replicativo
ilimitado, auto-suficiéncia nos sinais de crescimento e resisténcia a fatores antiproliferativos e
apoptéticos. As células tumorais se apresentam de forma bastante heterogénea devido ao
acimulo de mutagdes que ocorrem em consequéncia da instabilidade genética crescente e
formagdo de subclones com variados fendtipos que atribuem a essas células vantagens de
sobrevivéncia (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

A complexidade das alteragdes no cancer e o crescimento tumoral geralmente
avangado antes de seu diagndstico sdao os maiores desafios na obtengdo de respostas terapeuticas
eficazes. Portanto, o sucesso do tratamento depende da identificagdo de pontos criticos e
funcionais nas vias oncogénicas, cuja inibi¢ao resultara em falha do sistema, culminando com
a inibicao do estado tumorigénico por apoptose, necrose, senescéncia ou diferenciacdo. Além
disso, esses agentes terapéuticos devem exibir uma grande janela terapéutica, induzindo a morte
de células tumorais e privando as células normais (LUO; SOLIMINI; ELLEDGE, 2009).

Os principais tipos de tratamento para o cancer sdo a cirurgia, a radioterapia e a
quimioterapia, sendo que em alguns casos pode ser necessario a combina¢do de mais de uma
modalidade. A remocao cirirgica do tumor ¢ eficaz quando ainda ndo ha metéstases e muitas
vezes ¢ associada a outras terapias. A radioterapia ¢ a modalidade terapéutica que utiliza as
radiacdes ionizantes no combate aos agentes neopldsicos com objetivo de atingir células
malignas, impedindo sua multiplicagdo por mitose ou determinando a morte celular, além de
reduzir o tamanho do tumor e evitar o aparecimento de metastases ou recidivas (ALMEIDA et
al., 2005; LOUIS et al., 2012).

O uso de protocolos de quimioterapia teve inicio na década de 1940 com as
mostardas nitrogenadas, que sdo poderosos agentes alquilantes e antimetabolitos. A partir do

sucesso destes tratamentos iniciais, um grande numero de novas moléculas antitumorais vem
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sendo desenvolvidas. A quimioterapia envolve o uso de drogas de baixo peso molecular,
isoladas ou em combinagdo, para destruir as células tumorais ou reduzir a sua proliferacao. Os
farmacos anticancerigenos podem ser classificados de acordo com seu mecanismo de agao,
como: agentes alquilantes do DNA, antimetabolitos, agentes antitubulina, antibidticos
citotoxicos, hormonios, inibidores de proteina quinase, anticorpos monoclonais e outros agentes
bioldgicos (NUSSBAUMER et al., 2011).

Existem diversos mecanismos que estdo envolvidos na evolu¢ao de uma célula
normal para uma célula potencialmente maligna, mas a maior parte deles interferem na divisao
celular. Muitos farmacos eficazes contra o cancer exercem sua ac¢ao sobre as células que se
encontram no ciclo celular, e sdo denominados farmacos ciclo-celular especificos (Figura 5).
Agente citotoxicos que atuam através de lesdo no DNA tem toxicidade maxima na fase de
sintese (S) do ciclo, enquanto que agentes que bloqueiam a formacao do fuso mitotico sdo mais
efetivos na fase de mitose (M). Dessa forma, as neoplasias mais susceptiveis a esse tipo de
quimioterapia sdo as que exibem uma elevada taxa de células em proliferacdo, como as
leucemias e os linfomas. Um segundo grupo de agentes, denominados farmacos ciclo-celular
ndo especificos, tem a capacidade de exterminar as células tumorais independentemente de
estarem atravessando o ciclo ou de estarem em repouso no compartimento G0 (MURAD;

KATZ, 1996).

Figura 5 - Atividade dos agentes quimioterapicos antineoplésicos, dependendo da fase do ciclo
celular
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Fonte: Almeida ef al. (2005).
Relagdo aproximada dos ciclos metabdlicos com os tipos de agentes quimioterapicos mais comuns.
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O objetivo da quimioterapia ¢ destruir as células neoplésicas e preservar as células
normais. Entretanto, a maioria dos agentes quimioterdpicos atua de forma nao-especifica,
lesando tanto células malignas quanto normais, o que explica os diversos efeitos colaterais dessa
terapia. Os farmacos anticancer, em sua maioria, sdo antiproliferativos, muitos danificam o
DNA e afetam células normais de divisdo rapida, causando resultados indesejados como
supressdao da medula 6ssea, comprometimento na cicatrizagdo, lesdes do trato gastrointestinal,
alopecia, depressao do crescimento em criangas, nduseas e carcinogenicidade, pois muitos
farmacos citotoxicos sao mutagénicos (DE ALMEIDA et al., 2005; NUSSBAUMER et al.,
2011; RANG et al., 2012).

A resisténcia a medicamentos ¢ um grande obstaculo na terapia do cancer,
principalmente os mais agressivos. A maioria dos linfomas tem sido tratada com quimioterapia,
imunoterapia, radioterapia e transplante de células-tronco autdlogas. Os regimes de
imunoquimioterapia podem ter resultados favoraveis imediatos, mas o prognostico é pobre em
doengas refratarias ou recidivantes. Além disso, os anticorpos monoclonais tornaram-se outra
opcao terapéutica. O rituximabe (anticorpo monoclonal anti-CD20) ¢ o anticorpo monoclonal
mais avangado em ensaios clinicos e tornou-se parte do tratamento padrdo para alguns linfomas.
Portanto, se faz necessaria a busca por novas estratégias de tratamento, que sejam mais eficazes,
seguras e capazes de reduzir ou reverter o processo neoplasico (HENNESSY, HANRAHAN,
DALY, 2004).

1.6 Acilamidoximas e 1,2,4-Oxadiazdis

Os oxadiazo6is sao compostos quimicos heteroaromaticos derivados do furano pela
substitui¢do de dois grupos metano (-CH =) por dois atomos de nitrogénio do tipo piridina (-N
=). O oxadiazol ¢ uma base muito fraca e devido as substituicdes dos grupos metano, a
caracteristica aromatica do anel ¢ reduzida, de tal forma que o anel de oxadiazol apresenta um
carater de dieno conjugado. Existem quatro isdmeros possiveis do oxadiazol, dependendo da
posicdo do atomo de nitrogénio no anel, que sdo 1,2,3-oxadiazol, 1,2,5-oxadiazol, 1,2,4-
oxadiazol e 1,3,4-oxadiazol (Figura 6). No entanto, 1,3,4-oxadiazol e 1,2,4-oxadiazol sdo mais
conhecidos e mais amplamente estudados devido as suas propriedades quimicas e biologicas

importantes (CLAPP, 1976; GUPTA; KUMAR; GUPTA, 2005; RAVAL et al., 2014).
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Figura 6 - Isdmeros constitucionais dos Oxadiazois
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Fonte: Freitas et al. (2012).

Os 1,2,4-oxadiazois sao moléculas muito relevantes para a induastria farmacéutica.
Esses compostos compdem uma classe de heterociclos com propriedades farmacoldgicas
diversificadas. O sistema de anéis heteroaromaticos ¢ de natureza neutra e atua como parte
essencial de qualquer molécula biologicamente ativa, ja que estes possuem semelhanga com
relacdo aos compostos biologicamente ativos do nosso organismo, como acidos nucleicos,
hormdnios e neurotransmissores. Eles podem ser usados como parte fundamental do grupo
farmacoforico, contribuindo diretamente na interagdo da molécula com o sitio ativo biologico;
mas também podem ser usados como ligante, posicionando determinados substituintes da
molécula em orientagdo adequada. O heterociclo quando posicionado na extremidade das
moléculas atua como um modulador das propriedades bioldgicas (JOLE; MILLS, 2004;
BOSTROM et al., 2011).

Atualmente, o potencial terapéutico desse grupo de moléculas ¢ inquestiondvel,
pois estdo presentes em medicamentos disponiveis no mercado ou em moléculas promissoras
que estdo em fase de avaliagdo. O uso dos 1,2,4-oxadiazdis como moléculas biologicamente
ativas ¢ vasto, pois ja foram descritas diversas aplicagdes para estes compostos, como:
atividades antiasmatica, antidiabética, anti-inflamatoria, antimicrobiana, anti-helmintica,
antitumoral, imunossupressora e neuroprotetora (OZOE et al., 2000; NEVES FILHO et al.,
2009; FREITAS et al., 2012).

Diversos estudos tem mostrado que derivados de 1,2,4-oxadiazdis apresentaram
potencial antitumoral, os quais foram ativos frente a linhagens de cancer de mama, colon,
leucemia, glioblastoma, prdstata e cervical. Ensaios mostraram que estes oxadiazois foram
capazes de induzir a apoptose de forma seletiva para células neoplésicas sem afetar a vitalidade
das células normais. Estudos também mostraram que os 1,2,4-oxadiazois podem inibir a
angiogénese a partir do antagonismo de receptores localizados na superficie de células
tumorais, retardando o crescimento do cancer (ZHANG et al., 2005; KEMNITZER et al., 2008;
PACE; PIERRO, 2009; KUMAR et al., 2011; ZHANG et al., 2013).



24

Estes compostos também apresentaram a capacidade de inibir de forma seletiva as
sirtuinas, que sdo alvos para o tratamento de doengas neurologicas, metabdlicas e doengas
relacionadas a idade, incluindo o cancer. Compostos do tipo 1,2,4-oxadiazol-5-carboxamida
foram sintetizados e testados como inibidores da sintese de glicogénio, um regulador importante
na diferenciagdo e proliferacao celular. Estudos recentes mostram que esses diazois sdo capazes
de interferir no ciclo celular de células cancerigenas, causando parada no ciclo e acimulo de
células na fase GO/G1, afetando a duplicacao do material genético (CUNHA; DE AGUIAR,
2015; MONIOT et al., 2017; DE OLIVEIRA et al., 2018; CASCIOFERRO et al., 2019).

Os 1,2,4-oxadiazo6is podem ser obtidos por algumas vias de sintese, sendo que as
duas mais comuns so a cicloadi¢ao 1,3- dipolar de nitrilas e N-6xidos de nitrila e a formagao
de uma O-acilamidoxima seguida de ciclizagdo e desidratacdo (Figura 7). O método mais
utilizado para a sintese envolve a formagdo de O-acilamidoximas obtidas a partir da acilagdo
de amidoximas com &cidos carboxilicos ou derivados de acidos carboxilicos. Estas sofrem
posteriormente uma eliminagdo por aquecimento para formar os 1,2,4-oxadiazoéis desejados. As
reagOes para formacgdo dos anéis heterociclicos 1,2,4-oxadiaz6is sao realizadas em processos
que envolvem altas temperaturas. Em 2011, Carbone e colaboradores isolaram o primeiro 1,2,4-
oxadiazol de origem natural a partir do molusco marinho Phidiania militaris, o qual apresentou
alta citotoxicidade contra linhagens celulares tumorais e ndo tumorais de mamiferos em ensaios
in vitro (KAYUKOVA, 2005; CARBONE et al., 2011; FREITAS et al., 2012; HEMMING et
al.,2013).

Figura 7 - Estratégias de sintese para obtencao de 1,2,4-oxadiazdis
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Fonte: Freitas et al. (2012).
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Estruturalmente, esse sistema de ciclos aromaticos ¢ importante na interagdo com
os pares de bases do DNA. Eles tem uma capacidade de configuracdo capaz de atuar como
aceitadores de ligagdao de hidrogénio, formando por¢des que facilitam a ligacdo de moléculas
com sitios de ligagdo de DNA e enzimas, como a topoisomerase. A proteina p53 induz a
apoptose nas células cancerigenas e ¢ expressa como efeito secundario ao dano no DNA, além
de desempenhar um papel vital na determinacdo dos niveis das proteinas Bax e Bcl-2
(BOSTROM et al., 2011; ABDELHAMEID, 2018).

As amidoximas, intermediarias da sintese dos 1,2,4-oxadiazéis, sdo compostos que
apresentam em sua estrutura grupos amina (-NH2) e isonitroso (=NOH) ligados
simultaneamente a um carbono, o que fornece a esses compostos um carater anfotero. As
amidoximas e seus derivados possuem inumeras atividades biologicas e farmacologicas, tais
como: antimalaria, antileishmania, antitumoral, antimicrobiana, antituberculostatico,
antibacteriana, anti-histaminico, contra arritmia cardiaca, ansiolitico/antidepressivo,
antihipertensivo, antiinflamatorios/antioxidante e antiviral (FREITAS FILHO et al., 2015).

Diante da necessidade de se obter a cura do cancer, diversos esforcos e estratégias
tem se desenvolvido para buscar novos compostos sintéticos ou naturais que visam prevenir,
reverter ou suprimir o processo neoplésico, tendo como caracteristica comum a citotoxicidade,
que geralmente resulta na morte das células tumorais por diversas vias. A sintese de novos
compostos com potencial antitumoral pode ser uma rota para a melhoria do tratamento dos
linfomas, pois espera-se que estes tenham a capacidade de modular vias oncogénicas (MA;
WANG, 2009).

O Linfoma de Burkitt, ¢ uma doenca hematologica emergencial, necessitando de
uma interveng¢ao terap€utica rapida e efetiva, logo tem sido propostos estudos com a finalidade
de avaliar a atividade antitumoral de novas moléculas, contribuindo com uma melhor eficacia

do tratamento e consequentemente no prognostico dessa doenga.



26

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito citotoxico e antiproliferativo in vitro de O-Acilamidoximas e 1,2,4-

oxadiazdis em linhagens de células tumorais.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a atividade citotoxica de O-Acilamidoximas e 1,2,4-oxadiazois em linhagens de

células tumorais humanas (PC-3, HL-60, HCT-116, SF-295, K-562, KG-1, RAJI) e uma

linhagem ndo tumoral murina (L-929).

Selecionar a linhagem mais sensivel a a¢do das moléculas com melhor potencial

citotoxico.

Avaliar os provaveis mecanismos de acdo responsaveis pela citotoxicidade das

moléculas com melhor potencial citotoxico em linhagem mais seletiva, através de:

Analise dos efeitos tempo e concentracao dependente.

Analise morfologica das células.

Andlise da viabilidade celular através da integridade de membrana.
Determinacao do conteudo de DNA nuclear e o efeito sobre a progressao do ciclo
celular.

Identificagdo do mecanismo de indugdo de morte celular.
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3 METODOLOGIA
3.1 Avaliacao da citotoxicidade in vitro

As moléculas testadas foram substancias puras da classe dos 1,2,4-oxadiaz6is (DFA
64, DFA 66, DFA 65 ¢ DFA 60) e seus intermediarios de sintese (DFA 56, DFA 59, DFA 61,
DFA 62, DFA 58 e DFA 52) (Figura 8). As moléculas foram gentilmente cedidas pelo Dr.
Ronaldo Nascimento de Oliveira do Laboratério de Sintese de Compostos Bioativos da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (AGUIAR et al.,2019). As amostras foram diluidas

em dimetilsulféxido (DMSO) puro estéril e testadas na concentragio de 10 pg.mL™".

Figura 8 - Estruturas dos compostos analisados
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As linhagens tumorais utilizadas, PC-3 (Adenocarcinoma de prostata), HL-60
(Leucemia aguda promielocitica), HCT-116 (Carcinoma colorretal), SF-295 (Gliobastoma), K-
562 (Leucemia mieldide cronica), KG-1 (Leucemia mieldide aguda) e RAJI (Linfoma de
Burkitt) e a linhagem nao tumoral L-929 (Fibroblasto murino) foram cedidas pelo Instituto
Nacional do Cancer dos Estados Unidos (US-NCI, United States-National Cancer Institute)
tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640 (IMDM para KG-1) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (20% para RAJI) e 1% de antibidticos, manuseadas em ambiente estéril de camara
de fluxo laminar vertical e mantidas em estufa a 37°C e atmosfera contendo 5% de CO2.

A avaliacdo da viabilidade e da proliferacdo celular ¢ uma metodologia importante
na determinagdo das respostas celulares a fatores externos, predizendo o potencial citotdoxico
das substancias em estudo. Esses métodos se fundamentam na avaliacao da funcao celular,
como atividade enzimatica, permeabilidade da membrana celular, adesao celular, producao de
ATP, produgio de coenzima ¢ atividade de captacdo de nucleotideos. O método do tetrazélio
(MTT) ¢ um dos métodos mais usados para este fim. Este ¢ um método colorimétrico capaz de
determinar a viabilidade celular a partir da predicdo de células metabolicamente ativas,
permitindo assim uma quantificagdo das mudangas na taxa de morte ou proliferagao celular
(MOSMANN et al., 1983).

O reagente MTT (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-1l) -2,5-difenil tetrazolio) de
coloragdo amarela ¢ reduzido por células metabolicamente ativas, pela acdo de enzimas
desidrogenase, e o produto dessa reagdo ¢ o formazan de coloracdo roxa que pode ser
solubilizado pelo DMSO e quantificado por espectrofotometria. As células saudaveis irdo
apresentar altas taxas de redugcdo de MTT para formazan enquanto as células inativas ou mortas
sdo incapazes de realizar esta atividade. A intensidade da cor roxa indica maior viabilidade
celular, enquanto que a redugdo da intensidade dessa cor significa o nimero reduzido de células
e, consequentemente, citotoxicidade da substancia avaliada (BAHUGUNA et al., 2017).

As células foram plaqueadas em placa de 96 pogos na concentragio de 0,1 x 10°
cél/mL para as linhagens PC-3 e SF-295; 0,3 x 10° cél/mL para RAJI, K-562, KG-1, HL-60 e
L-929 € 0,7 x 10° cél/mL para HCT-116 (Tabela 1). Apds 72 horas de incubagdo, as placas
foram centrifugadas e o sobrenadante foi removido. Em seguida, foram adicionados 150 uL da
solucdo de MTT e as placas foram incubadas por 3 horas. A absorbancia foi lida apds dissolugao

do precipitado com 150 pL. de DMSO puro em espectrofotdometro de placa a 595 nm.
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Tabela 1 - Linhagens celulares testadas durante o estudo

Linhagem Celular  Tipo histologico Origem Concentracio de
plaqueamento
(cél/mL)
PC-3 Adenocarcinoma de Humana 0,1 x 10°
prostata
HL-60 Leucemia aguda Humana 0,3 x 10°
promielocitica
HCT-116 Carcinoma Humana 0,7x 10°
colorretal
SF-295 Gliobastoma Humana 0,1 x 10°
K-562 Leucemia mieldide Humana 0,3 x 10°
cronica
KG-1 Leucemia mieldide Humana 0,3 x 10°
aguda
RAJI Linfoma de Burkitt Humana 0,3 x 10°
L-929 Fibroblasto nio Murino 0,3 x 10°
transformado

A analise dos dados foi realizada utilizando os programas GraphPad Prism versao
6.0 e Excel. Os valores das absorbancias provenientes dos testes de concentrag¢do Uinica foram
transformados em porcentagem e posteriormente comparadas com o controle negativo. Os
experimentos foram analisados segundo a média =+ erro padrao da média (EPM) da porcentagem
de inibicdo do crescimento celular de pelo menos trés experimentos. A determinagdo da
concentrac¢do inibitoria média (Clso), a partir dos testes de diluigdo seriada, foi obtida por testes
de regressao ndo linear com intervalos de confianca de 95%.

Os experimentos seguintes foram realizados para elucidar o mecanismo envolvido
na acdo citotoxica das acilamidoximas em células RAJI. As concentragdes foram escolhidas
com base nos valores de Clso obtidos nas curvas dose-resposta obtidas pelo ensaio MTT apos
48 horas de tratamento: DFA 52 (6,4; 12,8 e 25,6 uM) e DFA 59 (4,6; 9,2 ¢ 18,4 uM). As

c€lulas foram tratadas com doxorrubicina (1 pM) como controle positivo.

3.2 Analise morfoldgica — Coloracao diferencial com panotico rapido

A coloracdo com kit panoético rdpido permite a visualizagdo das caracteristicas
morfologicas das células por meio da coloracdo diferenciada da membrana celular, do
citoplasma e do ntucleo, sendo utilizado para sugerir o possivel mecanismo de morte celular,

seja por apoptose, necrose ou autofagia.
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As células foram plaqueadas na concentracio de 0,1 x 10° cél/mL em placas de 24
pogos, tratadas e incubadas. Apos o periodo de incubacgdo, as células foram transferidas para
tubos e centrifugadas por 5 minutos a 2000 rpm. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em 1 mL de PBS. As laminas foram preparadas com o uso de uma
citocentrifuga. Em seguida, as laminas foram fixadas e coradas. Depois de secas foram

montadas com laminulas fixadas e visualizadas em microscépio Optico.

3.3 Estudo do mecanismo de acio
3.3.1 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo ¢ um método utilizado para caracterizar ¢ definir diferentes
tipos celulares em uma populacdo heterogénea de células e analisar o tamanho e o volume das
mesmas. Essa técnica € capaz de analisar a expressao de moléculas intracelulares e de
superficie celular e assim qualificar diversos eventos celulares. Ela é usada para medir a
intensidade de fluorescéncia produzida por anticorpos marcados com fluorescéncia ou
substancias que se ligam a moléculas associadas a células especificas, como a ligacao de iodeto
de propidio ao DNA. As células suspensas em um meio liquido sdo analisadas em citometro ao
passar por uma fonte de luz que ¢ dispersada em varias dire¢cdes dependendo do tamanho, que
se da por dispersdo linear (FSC, Forward Scatter), e da complexidade, por dispersao lateral
(SSC, Side Scatter), de cada célula. A informacao resultante pode ser analisada com um
programa especifico acoplado ao citdmetro (SHAPIRO, 1995).

As células foram plaqueadas na concentragdo de 0,1 x 10° cél/mL em uma placa de
24 pocos, tratadas e incubadas. A fluorescéncia das células foi determinada em citometro de
fluxo Guava EasyCyte Mine usando o software Guava Express Plus apos 48 horas de
incubacao. Cada experimento foi realizado em triplicata. A andlise dos dados da citometria de
fluxo foi feita com base na média = erro padrdo da média; e para a verificacdo da ocorréncia de
diferencas significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por anélise de
varidncia (ANOVA) seguida por teste Student Newman-Keuls, com nivel de significancia de

5% (p<0,05).
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3.3.1.1 Determinagdo da integridade da membrana e densidade celular

O teste baseia-se na capacidade do iodeto de propidio (PI) penetrar nas células cuja
membrana esteja rompida e apos ligacdo ao DNA emitir alta fluorescéncia quando excitado
pelo laser. As células com membrana integra emitem baixa fluorescéncia (SHAPIRO, 1995).

Apo6s o tempo de incubagdo indicado, uma aliquota de 100 puL. de suspensdo de
células tratadas e ndo tratadas foi incubada com 100 pL. de uma solugdo de PI em tampao fosfato
a 50 ug.mL!. Apos 5 minutos, as amostras foram analisadas por citometria de fluxo. Foram
obtidas informagdes sobre morfologia celular (espalhamento frontal e lateral da luz, o que
corresponde ao tamanho e granulosidade relativa entre as células, respectivamente) e
integridade de membrana utilizando-se o filtro para o espectro do vermelho

(DARZYNKIEWICZ et al., 1992).

3.3.1.2 Analise de conteudo e fragmentagdo de DNA

Esse teste baseia-se na capacidade do PI se ligar ao DNA. Inicialmente, a membrana
plasmatica das células foi permeabilizada por um detergente, permitindo que o PI se ligue ao
DNA de todas as células. Células com o nucleo integro emitirdo alta fluorescéncia, e aquelas
que apresentam nucleos com condensagao da cromatina e DNA fragmentado incorporam menos
o PI 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.

Uma aliquota de 100 puL de suspensao de cé¢lulas tratadas e ndo tratadas foi incubada
com 100 pL de uma solugdo de lise (0,1% de citrato de sddio, 0,1 % de Triton X-100 e 2 ug.mL"
iodeto de propidio em PBS). Apds o periodo de incubagio por 40 minutos no escuro, as
amostras foram analisadas no citometro de fluxo. Os graficos do ciclo celular foram analisados

no programa ModFit LT (Verity Software House).

3.3.1.3 Determinag¢do do potencial transmembrdnico mitocondrial

Esse teste baseia na capacidade da mitocondria sequestrar um corante fluorescente
nucleofilico, a rodamina 123. Quando esta organela apresenta potencial transmembranico
inalterado, as células que sequestram a rodamina emitem alta fluorescéncia quando atingidas
pelo laser. Alteracdes no potencial transmembranico levam ao efluxo da rodamina de dentro da
mitocondria, gerando eventos que emitirdo menor fluorescéncia quando comparado as células

que possuem mitocondrias normais.
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Uma aliquota de 100uL de suspensdo de células tratadas e ndo tratadas foi incubada
com 200uL de uma solugdo de solugdo de rodamina 1 pg.mL™!. Apés 15 minutos de incubagdo no
escuro, as amostras foram centrifugadas a 1500 rpm/5min. O sobrenadante foi entdo descartado ¢
100 pL de PBS foram adicionados em cada amostra e reincubadas por mais 30 minutos no
escuro, para posterior analise no citémetro de fluxo (CURY-BOAVENTURA; POMPEIA;
CURI, 2004).

3.3.1.4 Avaliagdo da Externaliza¢do da Fosfatidilserina — Anexina V

A translocagdo 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 estdgios do processo de apoptose. Este
ensaio permite diferenciar células viaveis, apoptoticas e necroticas pela coloragdo diferencial
por fluorescéncia. Anexina-V ¢ uma proteina com alta afinidade por PS e que, conjugada a
ficoetrina (PE, do inglés Phycoerythrin), emite fluorescéncia amarela quando ligada,
possibilitando a identificagdo de células em apoptose (VERMES; HAANEN;
REUTELINGSPERGER, 2009).

O corante 7-AAD penetra as membranas celulares desintegradas e se liga ao nucleo,
emitindo fluorescéncia vermelha. A estratégia da coloragao dupla fornecida pelo reagente
Guava® Nexin permite a identificagdo de quatro populagdes distintas: células sem marcagao
sdo consideradas normais (ou viaveis); células com coloragdo amarela sdo tidas como em
apoptose inicial; células vermelhas sdo consideradas necroticas; e células reconhecidas pelos
dois corantes sdo identificadas como em apoptose tardia, pois, nos estdgios finais, as
membranas das células apoptdticas perdem a integridade.

Apo6s o tempo de incubagdo indicado, uma aliquota de 100 pL de suspensdo de
c€lulas tratadas e nao tratadas foi incubada com 100 pL da solucao de Guava Nexin® (Guava
Technologies). Apos 20 minutos de incubagdo a temperatura ambiente no escuro, as amostras
foram adquiridas no citdmetro de fluxo. A fluorescéncia da Anexina V conjugada com a PE 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.
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3.3.2 Avaliagdo da apoptose pela coloragdo de Brometo de Etidio/Laranja de Acridina

A laranja de acridina € um corante que apresenta a capacidade de se intercalar na
molécula de DNA emitindo uma fluorescéncia de cor verde. Semelhantemente a ela, o brometo
de etidio também possui esta propriedade, porém, a fluorescéncia emitida neste caso
corresponde a cor alaranjada, marcagdo esta que ird caracterizar células invidveis. Em
contrapartida, as células vidveis com membrana intacta apresentardo um padriao de cor verde
uniforme em seu nucleo. Na apoptose, as c€lulas serdo caracterizadas por apresentarem algumas
areas da sua cromatina coradas em laranja. Este padrao de marcagao distingue, portanto, o
nucleo apoptdtico do necrético ja que as células necrdticas apresentam nucleo com coloragao
laranja uniforme (CURY-BOAVENTURA et al., 2006).

ApoOs 48 horas de incubagdo, 6 puL da solugdo corante foram adicionados a uma
aliquota de 300 pL de suspensao de células tratadas e ndo tratadas. As células foram transferidas
para uma lamina sendo coberta entdo com uma laminula e em seguida, levadas para o
microscopio de fluorescéncia para observacdo dos efeitos celulares. Para quantificar o
percentual de cada um dos eventos celulares (células viaveis, apoptéticas e necroticas), foram

contadas 300 células de cada amostra.

3.4 Analise estatistica

Todas as andlises foram realizadas no GraphPad (Intuitive Software for Science,
San Diego, Califérnia, EUA). Os dados foram apresentados como média + E.P.M. Os valores
de CI50 e seus intervalos de confianga de 95% foram obtidos por regressdo nao linear. As
diferencas entre os grupos experimentais foram comparadas pela analise de variancia
unidirecional (ANOVA) seguida pelo teste de multiplas faixas de Student - Newman - Keuls (p
<0,05).
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4 RESULTADOS
4.1 Avaliacao da atividade citotoxica dos compostos

O efeito antiproliferativo dos compostos sintetizados foi avaliado in vitro contra
sete linhagens celulares tumorais (RAJI, HL-60, KG-1, K-562, PC-3, HCT-116 e SF-295) e
uma linhagem nao tumoral (L-929). Os compostos foram testados em concentragdes fixas de
10 pg.mL" pelo ensaio colorimétrico do MTT. A partir deste ensaio inicial, foi observado que
alguns compostos apresentaram atividade citotoxica preferencialmente contra as linhagens de
RAIJI e HL-60, contra as quais obtiveram 75% ou mais de inibi¢do de crescimento celular

(Tabela 2).

Tabela 2 - Valores de porcentagem de inibi¢do a partir de dois experimentos independentes,
realizados em duplicata, em linhagens tumorais e uma ndo tumoral, ap6s 72 horas de incubagio.
Todas as amostras foram testadas a 10 pg.mL.

RAJI  HL-60 KG-1 K-562 PC-3 HCT-116 SF-295 L-929
DFAS2  96,72% 9457% 5.68% 48,17%  10,40% 52,16% 7,37% 16,47%
DFA56  97,96%  95,03% 20,48% 7235%  11,36% 42,62% 4,88% 24,20%
DFA S8  83,15%  48,01% 16,92% 29,11% 17,11% 35,24% 0,70% 38,91%
DFA59  97,01%  91,38% 2544% 29.48%  14,75% 52,39% 1,09% 23,43%
DFA60  2537%  0,84% 23,51% 2238%  7.82% 23,25% 0,00% 10,30%
DFA 61  96,86% 9746% 23,56% 0,00%  10,64% 57,99% 1,92% 19,04%
DFA 62  9643%  9391% 2550% 24,69%  8.58% 59,66% 4,66% 8,65%
DFA 64  12,89%  1337% 10,94% 5,73%  21,99% 8,36% 0,96% 26,13%
DFA65  ND*  24,66% ND*  573%  32,68% 7,18% 1,49% 17,94%
DFA66  ND*  30,19% ND* 1533% 21,68% 20,08% 1,46% 23,92%

ND*: Ndo Determinado

As linhagens RAJI, HL-60 e K562 foram selecionadas para a determinagao de Clso
por meio do ensaio de MTT. Foram testadas concentragdes na faixa de 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625;
0,3125 pg.mL!. Os valores de Clso variaram de 6,87 uM para DFA 52 a 19,50 uM para DFA
56 em células RAJI e K-562, respectivamente. Alguns valores de Clso ndo foram estimados,

pois resultaram maiores que a maxima concentragado testada (Tabela 3).
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Tabela 3 - Valores de Clso (uM) obtidos pelo método de MTT com um intervalo de confianca
de 95%, calculado por regressdo ndo-linear a partir de dois experimentos independentes,
realizados em duplicata, em 3 linhagens tumorais hematolégicas e uma linhagem ndo tumoral

murina, ap6és 72 horas de incubagao.

K-562 RAJI HL-60 L-929
DFA 52 >30 6,87 8,61 >30
5,76- 8,18 7,78-9,52
DFA 56 19,50 9,26 10,91 >30
16,42-23,15 6,62 — 12,95 9,00- 13,21
DFA 58 >30 11,92 10,58 >30
9,25-1527 8,97 — 12,47
DFA 59 >30 8,15 10,77 >30
6,25-10,62 9,31 -12,25
DFA 60 >30 >30 >30 >30
DFA 61 >30 14,24 14,30 >30
12,09 — 16,78 12,14 — 16,84
DFA 62 >30 9,47 11,16 >30
6,64 — 13,50 9,18 - 13,57
DFA 64 >30 >30 >30 >30
DFA 65 >30 >30 >30 >30
DFA 66 >30 >30 >30 >30
Dox 0,46 0,08 0,02 1,72
0,45 - 0,47 0,07 - 0,09 0,01 - 0,02 1,58 - 1,87

Foi calculado o indice de seletividade (IS) para as substancias com valor de Clso

inferior a 30 pM. Este indice ¢ definido como a divisdo da Clso de cada composto-teste na

linhagem de células ndo tumorais (L929) pela Clso do mesmo composto na linhagem de células

neoplasicas (IS= Clso L929 / Clso célula neoplésica). O IS determina a seletividade de um

composto por uma linhagem neoplésica em relacdo a uma ndo neoplésica (controle) em testes

in vitro. Um alto valor de IS sugere que a substancia serd mais seletiva para células tumorais

em eventuais testes in vivo, causando menos efeitos colaterais. Todos os valores de IS

apresentados abaixo sdo expressos em valores minimos (Tabela 4).
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Tabela 4 - Valores minimos de indice de seletividade

K-562 RAJI HL-60
DFA 52 ND* > 4,37 > 3,48
DFA 56 > 1,54 >3,24 >2,75
DFA 58 ND* >2,52 > 2,84
DFA 59 ND* >3,68 >2,78
DFA 60 ND* ND* ND*
DFA 61 ND* >2,10 >2,10
DFA 62 ND* >3,17 >2,69
DFA 64 ND* ND* ND*
DFA 65 ND* ND* ND*
DFA 66 ND* ND* ND*

ND*: Ndo Determinado

Apos os ensaios de citotoxicidade pelo MTT em 72 horas, foram selecionadas as

moléculas que apresentaram melhor atividade para ensaios de MTT em 48 e 24 horas na

linhagem mais sensivel, com os menores valores de Clso. As moléculas selecionadas foram

DFA 52, DFA 56 e DFA 59 (Tabela 5). As moléculas DFA 52 e DFA 59 obtiveram os menores

resultados de Clsono tempo de 48 horas e foram selecionadas para dar prosseguimento ao estudo

dos possiveis mecanismos de agdo envolvidos na sua atividade antiproliferativa.

Tabela 5 - Valores de Clso (uM) obtidos pelo método de MTT com um intervalo de confianga
de 95%, calculado por regressdo ndo-linear a partir de dois experimentos independentes,
realizados em duplicata, em RAJI ap6s 48 e 24 horas de incubacao.

RAJI RAJI
48 horas 24 horas
DFA 52 12,86 11,90
10,63 - 15,54 9,21- 14,28
DFA 56 15,11 ND*
12,55 - 18,20
DFA 59 9,22 ND*
7,33 — 11,57

ND*: Nao Determinado
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4.2 Avaliacao das alteracoes morfologicas

As células RAJI normalmente sdo caracterizadas por possuirem um grande
diametro, nucleos irregulares e um citoplasma extenso, além da formacdo de agregados
celulares. Apds 48 horas de tratamento houve redugao do niimero de células proporcional ao
aumento da concentragdo das moléculas testadas. O tratamento com DFA 52 na concentragdo
de 6,4 uM induziu a formagdo de prolongamentos da membrana plasmatica (“blebs”), o que
pode indicar o inicio de um processo de apoptose. Na concentragdao de 12,8 uM foi possivel
observar condensacao nuclear e rompimento da membrana plasmatica, que pode ser indicativo
de processo de necrose ou apoptose em estagio tardio; a concentraciao de 25,6 uM ocasionou
intenso dano nas células, impossibilitando a analise da morfologia celular. O tratamento com
DFA 59 nas concentragdes de 4,6 € 9,2 uM induziu a formagado de “blebs”, indicando processo
de apoptose. Na concentragdo de 18,4 uM foi observada a perda de integridade da membrana
plasmatica. O aumento de vacuolos e a reducdo de células foram observados nas células tratadas

com doxorrubicina a 1 uM (Figura 9).
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Figura 9 - Imagens da morfologia das células RAJI apods 48 horas de tratamento, coradas com
kit pandético rapido. Células visualizadas por microscopia Optica. A e B - controle negativo e
doxorrubicina, respectivamente; C e D - células tratadas com DFA 52 nas concentracdes de 6,4
e 12,8 uM, respectivamente; E, F e G - células tratadas com DFA 59 nas concentragdes de 4,6;
9,2 e 18,4 uM, respectivamente.

Células com “blebs” estdo representadas pelas setas verdes; células com aumento do tamanho de vacuolos estdo
representadas pelas setas vermelhas, células em necrose estdo representadas pelas setas pretas.
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4.3 Avaliacao da integridade da membrana e da densidade de células

Para o estudo do mecanismo de agdo das moléculas sobre as células RAJI, foi
utilizada a técnica de citometria de fluxo para avaliar a integridade da membrana e a densidade
de células apos o tratamento por 48 horas. Para a analise da integridade de membrana das células
tratadas, foi utilizado o iodeto de propidio, um corante hidrofilico permeével apenas em células
com membrana rompida, sendo capaz de distinguir células vidveis, com membrana integra, das
células nao vidveis, com membrana rompida.

Na analise da viabilidade celular, foram encontradas alteragdes estatisticamente
significativas (p<0,05) na integridade da membrana das células tratadas com DFA 52 (12,8 e
25,6 uM) e DFA 59 (4,6 € 9,2 uM). O tratamento provocou uma redu¢do no numero de células
viaveis, indicando que as amostras causaram danos na membrana das células (Figura 10).

Ao avaliar a densidade de células, foi observada uma diminuicao estatisticamente
significativa do numero de células nas diferentes concentragdes testadas, exceto na menor
concentragdo de DFA 59 (4,6 uM), quando comparado com o controle, sugerindo que as
moléculas proporcionam uma inibicao da prolifera¢do de células RAJI. A doxorrubicina alterou
a integridade de membrana das células de forma significativa (p<0,05), além de reduzir a

densidade de células (Grafico 1).
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Figura 10 - Efeito de DFA 52 e DFA 59 sobre a integridade de membrana, determinada por
citometria de fluxo. Os histogramas representam células vidveis e células ndo viaveis,
identificadas pela emissdo de fluorescéncia vermelha apos incorporagao do iodeto de propidio
(A). Os dados estao apresentados como os valores da média + E.P.M., obtidos por pelo menos
trés experimentos realizados em triplicata (B).
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Legenda: CN (Controle Negativo); EPM (Erro Padrao da Média); * (p<0,05 com relagdo ao CN); a (p<0,05 com
relacdo a Dox); b (p<0,05 com relagdo a 6,4 uM); ¢ (p<0,05 com relacdo a 12,8 uM); d (p<0,05 com relacdo a 4,6
uM); e (p<0,05 com relagdo ao 9,2 uM).
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Grafico 1 - Efeito de DFA 52 e DFA 59 sobre a proliferacao celular das células RAJI, avaliado
pela densidade de células, determinada por citometria de fluxo.
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Legenda: CN (Controle Negativo); EPM (Erro Padrdo da Média); * (p<0,05 com relagdo ao CN); a (p<0,05 com
rela¢do a Dox); b (p<0,05 com relagdo a 6,4 uM); ¢ (p<0,05 com relagdo a 12,8 uM); d (p<0,05 com relagédo a 4,6
uM); e (p<0,05 com relagdo ao 9,2 uM).

4.4 Avaliacao do efeito sobre a progressao do ciclo celular

Na analise do conteudo de DNA nuclear das células RAJI, observou-se que apds
o tratamento de 48 horas com os compostos houve interferéncia no ciclo das células. A molécula
DFA 52 provocou a reducdo de células em GO/G1 na concentragdo de 6,4 uM; enquanto nas
concentragoes de 12,8 € 25,6 uM aumentou as cé€lulas na fase GO/G1 e provocou a reducao de
células na fase S (p<0,05). A molécula DFA 59 provocou a reducao de células em GO/G1 na
concentracdo de 9,22 uM e na concentracdo de 18,43 pM aumentou o numero de células em
G0/G1, diminuiu o nimero de células na fase S ¢ aumentou o niimero de células em G2/M
(p<0,05). A doxorrubicina reduziu o nimero de células em GO/G1, aumentou o niimero de

células na fase S e reduziu o numero de células em G2/M (p<0,05) (Figura 11 e Grafico 2).
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Figura 11 - Efeito de DFA 52 e DFA 59 sobre o conteudo de DNA nuclear de células RAJI
determinado por citometria de fluxo.
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Os graficos apresentados foram obtidos utilizando o programa ModFit LT. * (p <0.05), comparado como controle
por ANOVA seguido de teste de Newman Keuls. [lustragdo de uma replicata representativa de cada experimento.
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Grafico 2 - Efeito de DFA 52 ¢ DFA 59 na distribuigdo das fases do ciclo celular de células
RAJI, determinado por citometria de fluxo.
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Legenda: CN (Controle Negativo); * (p<0,05 com relagdo ao CN).

4.5 Avaliacao do padrao de morte celular

A andlise da capacidade de induzir alteragdes no potencial transmembranico da
mitocondria foi realizada por citometria de fluxo através da incorporagao do corante Rodamina
123 apos 48 horas de tratamento. Como observado na Figura 11, DFA 52 induziu
despolariza¢do mitocondrial em 66,59% das células tratadas com 25,6 uM e DFA 59 induziu
despolarizagdo mitocondrial em 47,04% das células tratadas com 18,4 uM, enquanto no
controle negativo apenas 7,33% das células apresentavam despolarizagdo da mitocondria. A

doxorrubicina causou despolariza¢do mitocondrial em 22,66 % das células tratadas.
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Figura 12 - Efeito de DFA 52 e DFA 59 sobre o potencial transmembranico mitocondrial das
células RAJI, avaliado pela despolarizagao de membrana, determinado por citometria de fluxo.
Os histogramas representam células despolarizadas e células polarizadas, identificadas pela
emissao de fluorescéncia amarela apds incorporacdo da Rodamina 123 (A). Os dados estdao
apresentados como os valores da média + E.P.M., obtidos por pelo menos trés experimentos
realizados em triplicata (B).
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Legenda: CN (Controle Negativo); EPM (Erro Padrdo da Média); * (p<0,05 com relagdo ao CN); a (p<0,05 com
relacdo a Dox); b (p<0,05 com relagdo a 6,4 uM); ¢ (p<0,05 com relagdo a 12,8 uM); d (p<0,05 com relagdo a 4,6
uM); e (p<0,05 com relagdo ao 9,2 uM).
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A andlise pela coloragdo de Laranja de acridina/Brometo de etidio permitiu
identificar células vivas, apoptoticas e necroticas. Foram contadas 300 células de cada amostra.
Os resultados foram analisados e, como observado na Figura 13, a porcentagem de células vivas
reduziu com os tratamentos de forma dependente da dose. O tratamento com DFA 52 mostrou
17,93% de células coradas em laranja, indicando apoptose, e 5,77% de células coradas em
vermelho, indicando necrose, na concentragdo de 12,8 uM (p<0,005); a concentragdo de 25,6
uM provocou intensa destrui¢ao celular, impossibilitando a contagem das células. O tratamento
com DFA 59 mostrou que 6,89% das cé¢lulas tratadas com 9,2 uM sofreram necrose ¢ 13,17%
das células tratadas com 18,4 uM indicavam apoptose (p<0,005). A doxorrubicina induziu
apoptose em 14,96% das células contadas (p<0,005).

A analise pela microscopia também mostrou que as células tratadas apresentavam
deformacdes na membrana, formacao de corpos apoptoticos e reducdo de volume celular,
mesmo que estas ainda ndo estivessem coradas em laranja, indicando um processo de apoptose

inicial (Figura 14).



47

Figura 13 - Efeito de DFA 52 e DFA 59 sobre o padrdo de morte celular das células RAJI
avaliado através de coloracdo de Laranja de acridina/Brometo de etidio. Os dados estdao
apresentados como os valores da média + E.P.M., obtidos por pelo menos trés experimentos
realizados em triplicata.
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Células em Apoptose (%) 0,44 14,96 7,19 17,93 5,33 2,89 13,17
EPM 0,08 2,73 1,24 1,76 0,17 0,44 4,34
Células em necrose (%) 2,26 3,41 3,59 5,77 3,44 6,89 4,22
EPM 0,62 0,41 0,57 1,07 0,94 1,17 0,83

Legenda: CN (Controle Negativo); EPM (Erro Padrdo da Média); * (p<0,05 com relagdo ao CN); a (p<0,05 com
relacdo a Dox); b (p<0,05 com relagdo a 6,4 uM); ¢ (p<0,05 com relagdo a 12,8 uM); d (p<0,05 com relagdo a 4,6
uM); e (p<0,05 com relacdo ao 9,2 pM).
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Figura 14 - Padrao de morte celular induzido por DFA 52 e DFA 59 pela coloragio de Laranja
de acridina/Brometo de etidio. Células visualizadas por microscopia optica. A e B - controle
negativo e doxorrubicina, respectivamente; C e D - células tratadas com DFA 52 nas
concentracgoes de 6,4 e 12,8 uM, respectivamente; E, F ¢ G - células tratadas com DFA 59 nas
concentragdes de 4,6; 9,2 e 18,4 uM, respectivamente.

Coloragdo verde: células vivas; coloragdo laranja: células em apoptose; coloragdo vermelha: células em necrose.
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A fim de confirmar o envolvimento de morte celular por apoptose no mecanismo
de agdo das acilamidoximas, a externalizacdo da fosfatidilserina foi avaliada por citometria de
fluxo apos 48 horas de tratamento. Os resultados foram analisados e, como observado nas
Figuras 15 e 16, a molécula DFA 52 induziu apoptose inicial em 43,94% das células e apoptose
tardia em 10,34% das células, na concentra¢dao de 25,6 uM (p<0,005). A molécula DFA 59
induziu necrose em 11,84% das células na concentragdo de 9,2 uM, enquanto a concentragao
de 18,4 uM induziu apoptose inicial em 21,45% das células e apoptose tardia em 8,53% das

células (p<0,005). A doxorrubicina induziu apoptose tardia em 77,68% das células tratadas

(p<0,005).

Figura 15 - Efeito de DFA 52 e DFA 59 sobre a externalizagdo da fosfatidilserina das células
RAJI, avaliado por citometria de fluxo. Graficos dot plot representativos da analise de Anexina

V.
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Figura 16 - Efeito de DFA 52 e DFA 59 sobre a externalizagdo da fosfatidilserina das células
RAIJI, avaliado por citometria de fluxo. Os dados estao apresentados como os valores da média
+ E.P.M., obtidos por pelo menos trés experimentos realizados em triplicata.
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CN* Dox" 6.4" 12.8°¢ 25.6 4.6° 9.2° 18.4
DFA 52 DFA 59
Dox (uM) DFA52 (uM) DFA59 (uM)
CN 1.0 6,4 12,8 25,6 4,6 9,2 18,4
Células viaveis (%) 92,58 13,37 85,24 74,61 34,72 88,46 79,54 56,71
EPM 0,9405 0,576 1,383 2,744 3,788 1,506 1,443 1,513
Apoptose inicial (%) 0,8818 5,85 3,629 6,489 43,94 2,063 4,713 21,45
EPM 0,2026 0,2693 0,7702 1,056 5,666 0,2921 0,8516 4,145
Apoptose tardia(%) 1,182 77,68 3,814 4,422 10,34 2,488 3,925 8,525
EPM 0,1678 0,5217 0,5974 0,7057 1,085 0,4051 0,6466 0,743
Debris/Necrose (%) 5,382 3,1 5,386 10,08 1,57 7.1 11,84 2,525
EPM 1,14 0,2828 1,012 1,608 0,2082 1,073 2,116 0,6402

Legenda: CN (Controle Negativo); EPM (Erro Padrdo da Média); * (p<0,05 com relagdo ao CN); a (p<0,05 com
rela¢do a Dox); b (p<0,05 com relagdo a 6,4 uM); ¢ (p<0,05 com relagdo a 12,8 uM); d (p<0,05 com relagdo a 4,6
uM); e (p<0,05 com relagdo ao 9,2 uM).
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5 DISCUSSAO

O céancer ¢ um dos principais problemas de saude publica em todo o mundo, com
alta taxas de incidéncia e letalidade. O linfoma de Burkitt ¢ um cancer agressivo e de rapida
evolugdo, sendo o tumor humano de mais rapido crescimento. Atualmente, a maioria dos
tratamentos contra o cancer envolve quimioterapia, radioterapia e cirurgia, mas a quimioterapia
continua sendo a abordagem mais prevalente para o tratamento do cancer. Nas ultimas décadas,
o numero de pacientes recebendo quimioterapia aumentou consideravelmente. Ao longo dos
anos, varias drogas anticancer foram desenvolvidas com excelente citotoxicidade. Entretanto,
devido as limitagdes associadas a quimioterapia padrdo, incluindo efeitos colaterais, alta
toxicidade, biodisponibilidade reduzida e resisténcia tumoral adquirida, ha uma necessidade
urgente de se descobrir novos agentes com perfis terapéuticos mais eficazes, seguros e seletivos,
capazes de destruir as células tumorais ou limitar a sua proliferacdo (NUSSBAUMER et al.,
2011; XU et al., 2017; HUANG et al., 2018).

Os oxadiazo6is sdo compostos heterociclicos de cinco membros que contém dois
atomos de nitrogénio e um dtomo de oxigénio em sua estrutura, podendo se apresentar em varias
formas isoméricas. Os sistemas heterociclicos desempenham um papel importante na
descoberta de novas substancias bioativas, uma vez que estao presentes em varios compostos
bioativos naturais. O anel de oxadiazol ¢ normalmente usado como uma parte fundamental do
grupo farmacoforico, que tem a capacidade de se ligar ao alvo (CANESCHI et al., 2019).

Os 1,2,4-oxadiazdis sdo muito relevantes para a industria farmacéutica e sdo
encontrados em muitas moléculas com atividade biologica significativa, especialmente
antitumoral. O anel 1,2,4-oxadiazol afeta as propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas
dos compostos em que esta presente, pois ¢ um bioisostero de amidas e €steres para diversos
alvos bioldgicos e tem a capacidade de melhorar a biodisponibilidade dos compostos que o
carregam. As amidoximas sdo compostos muito importantes na sintese de diversos heterociclos,
mas também possuem vdarias atividades bioldgicas, incluindo a antineoplasica (FREITAS
FILHO et al.,2015; GLOMB; SZYMANKIEWICZ; SWIATEK, 2018; CASCIOFERRO et a!.,
2019).

Diante deste cenario, o objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial
antiproliferativo in vitro de 1,2,4-oxadiazois e seus intermedidrios de sintese, O-
acilamidoximas, em diversas linhagens tumorais € uma nao tumoral, assim como determinar o

possivel mecanismo de agdo citotoxico em células RAJL.
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Os resultados mostraram que as seis moléculas da classe das acilamidoximas
possuem atividade citotoxica contra linhagens tumorais hematoldgicas, com taxa de inibicao
maior que 75% apos 72 horas de tratamento. Cinco compostos (DFA 52, 56, 59, 61 e 62)
mostraram atividade para HL-60 ¢ RAJI; um composto (DFA 58) mostrou atividade apenas
para RAJI. Diante desses resultados, as Clso foram calculadas para trés linhagens tumorais
hematologicas e uma linhagem murina ndo tumoral. Os valores de Clso variaram entre 6,87 e
19,50 uM, para as linhagens RAJI e K-562, respectivamente. As moléculas DFA 52 e DFA 59
mostraram os menores valores de Clso em células RAJI (6,87 ¢ 8,15 umol.L™!, respectivamente),
mostrando uma maior seletividade para essa linhagem em relacdo a linhagem nao tumoral L-
929. Os compostos foram avaliados em RAJI em diferentes tempos de tratamento. Apds 48
horas, a Clso de DFA 52 e DFA 59 foi de 12,86 e 9,22 uM, respectivamente, mostrando que
esses compostos suprimiram o crescimento celular de forma dependente de tempo.

Estes resultados podem estar relacionados com a estrutura das moléculas, ja que as
acilamidoximas possuem mais possibilidades de liga¢ao, levando a uma melhoria na atividade
citotoxica desses compostos. Kovacs e colaboradores (2013) mostraram que os derivados de
acilamidoxima exerceram atividade antiproliferativa consistentemente mais elevada que a dos
oxadiazdis, com valores de Clso chegando a 0,22 uM na linhagem A-2780 de cancer de ovario.
A cadeia mais aberta desses compostos tem um impacto positivo na acao citotoxica. Nagahara
e Nagahara (2014) observaram que derivados de amidoximas inibiram o crescimento de células
leucémicas em linhagens Jurkat e HL-60 como consequéncia de um atraso no ciclo e indugao
da morte celular (KOVACS etal.,2013; NAGAHARA; NAGAHARA, 2014).

Gonda e colaboradores (2018) sintetizaram 1,2,4- e 1,3,4-oxadiazois e testaram a
atividade antitumoral desses compostos e de seus intermedidrios de sintese e observaram que
as acilamidoximas exibiram uma notavel capacidade de inibi¢cdo do crescimento, com valores
de ClIso inferiores aos do agente de referéncia, a cisplatina, variando entre 1,44 - 2,05 uM na
linhagem A-2780. Abdelhameid (2018) encontrou valores de Clso dos intermediarios de sintese
de 1,2,4-oxadiazdis inferiores a 5 pM em linhagem de cancer de mama MCF-7 e associou a
vantagens que essas moléculas apresentam, como maiores probabilidades de realizarem
ligagdes de hidrogénio e menores limitagdes de rotagdio (GONDA et al, 2018;
ABDELHAMEID, 2018).

Diante dos resultados promissores das moléculas DFA 52 ¢ DFA 59 em RAIJI,
estudos posteriores foram realizados com a finalidade de investigar o possivel mecanismo de

indugdo de morte celular.
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A andlise da morfologia celular mostrou que apds o tratamento com DFA 52 e DFA
59 o ntimero de células reduziu com o aumento da concentragdo testada, comprovando a sua
atividade citotoxica. As alteragdes mais comuns foram os prolongamentos na membrana
plasmatica e a reducao de volume celular. Isto sugere que o composto pode causar algum tipo
de estresse sobre as células, induzindo, desta forma, um processo de morte celular. A execugao
da apoptose ¢ caracterizada por mudancas marcantes na morfologia celular, como a ativagao de
proteases endogenas resultando em ruptura do citoesqueleto, contragdo celular,
desenvolvimento de vesiculas de membrana (blebs) na sua superficie e fragmentagdo do DNA.
A fase inicial da apoptose ¢ marcada pela formagao das bolhas na membrana, o que garante a
manutencdo da sua integridade e mantém o contetido celular no compartimento interno. Em
ensaios in vitro, geralmente as células apoptdticas precoces se tornam células apoptoticas
tardias, também conhecidas como células necrdticas secundarias, quando a membrana
plasmatica torna-se permeabilizada, adquirindo um aspecto morfolégico caracteristico de
necrose (THOMPSON, 1995; COLEMAN et al., 2001; POON et al., 2009; GALLUZZI et al.,
2018).

O ensaio de citometria de fluxo que avaliou a densidade de células mostrou que
apos o tratamento com DFA 52 e DFA 59 por 48 horas houve redugao significativa do nimero
de células, proporcionalmente ao aumento da concentragdo, quando comparadas ao controle
negativo, confirmando a acdo antiproliferativa dos compostos nas células RAJI. O estudo da
integridade de membrana também foi feito por citometria de fluxo e mostrou que os compostos
reduziram o niimero de células vidveis de forma concentragdo-dependente, resultado que
confirma a agdo citotoxica das moléculas.

A proliferagdo ¢ uma parte importante do desenvolvimento e progressao do cancer.
Muitos medicamentos utilizados na quimioterapia do cancer buscam pelo menos limitar a
proliferacdo das células tumorais e agem de maneira tempo e/ou concentra¢ao-dependente.
Farmacos que atuam dessa maneira atingem as células tumorais em fases mais vulneraveis do
ciclo celular, e a fragdo de células tumorais mortas depende, principalmente, do tempo de
exposicdo (GARDNER, 2000; NUSSBAUMER et al., 2011).

A célula cancerosa incorpora caracteristicas que permitem a sobrevivéncia além de
sua expectativa de vida normal e a proliferacdo anormal. A terapia de cancer, envolvendo
drogas citotoxicas, mata células que tém um alto nivel basal de proliferagdo e regeneracao. A
falta de controle normal do crescimento ndo ¢ importante apenas na fase precoce da

tumorigénese, mas também durante a metéstase do tumor (FEITELSON et al., 2015).
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O ciclo celular é uma sequéncia de eventos que permite o crescimento e a replicacao
das células, sendo o mecanismo que governa o destino das células, interpreta os sinais de
crescimento recebidos e decide se a célula deve ou ndo continuar a sua proliferacdao. A
progressao adequada através do ciclo celular ¢ controlada pelos pontos de checagem
(checkpoints) que detectam possiveis defeitos durante a sintese de DNA e a segregacdo
cromossOmica. A ativacdo desses checkpoints induz parada do ciclo celular através de
modulagdo da atividade de quinases dependentes de ciclinas (CDKs) (BARTEK; LUKAS C.;
LUKAS J., 2004).

A desregulagdo no controle do ciclo celular ¢ um aspecto fundamental no
desenvolvimento do cancer. As células normais apenas proliferam em resposta ao
desenvolvimento da célula ou a sinais presentes na mitose que indicam um requisito para o
crescimento do tecido, enquanto que a proliferacio das células cancerosas procede
essencialmente sem controle. Isto indica que as células cancerosas proliferam devido a presenga
de defeitos de sinalizag@o internos e/ou externos. Muitos farmacos utilizados no tratamento do
cancer agem inibindo a progressao do ciclo celular, e como consequéncia inibem a proliferagao
das células neoplasicas. Diferentes tratamentos que induzem apoptose podem ser ciclo-
especificos ou nao, mas todos podem de alguma fora influenciar este processo (ORMEROD,
2002; FOSTER, 2008; INGHAM; SCHWARTZ, 2017).

Em nosso estudo, observamos que as células tratadas com DFA 52 na concentracao
de 6,4 pM apresentaram uma reducdo de células na fase G0/G1, quando comparadas ao controle
negativo. O tratamento com as doses mais altas (12,8 e 25,6 uM) provocou aumento de células
em GO/G1 e diminui¢do de células na fase S, de forma significativa, o que indica que a inibigao
do crescimento celular parece ser mediada por atenuacao de progressao do ciclo celular da fase
G1 para a fase S e que esse efeito depende da dose. As células tratadas com DFA 59 na menor
concentragdo (4,6 uM) ndo mostraram alteracdes no perfil do ciclo celular, quando comparadas
ao controle. A concentracao de 9,2 uM provocou uma reducao de células na fase GO/G1 e as
c€lulas tratadas com 18,4 uM mostraram alteragdes nas trés fases do ciclo, com destaque para
a maior concentragao de células na fase GO/G1 e reducao de células na fase S.

Nas fases Gl e S existem diversos mecanismos reguladores que irdo afetar a
proliferagdo celular, como os fatores de crescimento, que ativam a multiplicacao celular, e os
mecanismos de controle, que sdo inibidores da multiplicagdo celular. O primeiro ponto de
controle do ciclo celular ocorre entre essas fases e monitora a integridade do DNA antes da sua

replicacdo, sendo marcado pela fosforilagdo da proteina retinoblastoma. Acredita-se que os
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compostos estudados podem ativar esse ponto de controle e impedir a passagem das células
para a fase S, provocando o aprisionamento das células na fase G1 (FOSTER, 2008).

Embora as mudancas na distribui¢ao das células dentro das fases do ciclo celular
nao possam fornecer informagdes sobre o mecanismo de atividade de drogas, estes resultados
sugerem que os compostos podem afetar a maquinaria celular, interferindo na duplicagdo de
DNA. Estudos recentes mostram que 1,2,4-oxadiazois sdo capazes de interferir no ciclo celular
de células cancerigenas, causando parada no ciclo e acimulo de células na fase G1, afetando a
duplicagdo do material genético. Estas observacdes sugerem que essas acilamidoximas podem
alterar proteinas reguladoras do ciclo celular, dependendo da dose e do tempo de administragao
deste composto (ANAZETTI et al., 2003; CASCIOFERRO et al., 2019).

O ciclo celular ¢ coordenado por diversas moléculas que permitem a sua evolucao
em fases marcadas por eventos complexos, como a condensacdo, a replicacdo e a segregacao
dos cromossomos pelas fibras do fuso mitdtico. Alguns quimioterapicos atuam como inibidores
de ciclinas e CDKs, que regulam as etapas e a progressao do ciclo celular. A ciclina D e as
CDK4/6 desempenham um papel fundamental no ciclo celular por fosforilagdo e inativagdo da
proteina retinoblastoma, um supressor de tumor que restringe a progressao da fase G1 para S
(HARTWELL; KASTAN, 1994; INGHAM; SCHWARTZ, 2017).

No céancer, ha uma perda de equilibrio entre a divisdo celular e morte celular. Um
mecanismo regulador importante na progressao neoplasica ¢ a apoptose, que provoca a morte
celular em detrimento da possibilidade da célula tornar-se potencialmente maligna, podendo
levar ao surgimento de um tumor. Na pratica clinica, a apoptose ¢ alvo para um potencial uso
terapéutico, sendo a compreensdao dos mecanismos e das alteragdes nos componentes das vias
apoptoticas, e sua correlagdo com a ocorréncia do cancer, ferramentas importantes para o
desenvolvimento de novas terapias e métodos de prevencao do cancer (FULDA et al., 2015).

A resisténcia a apoptose ¢ uma marca importante do processo neoplasico. Existem
muitos caminhos que levam uma célula maligna a reduzir ou resistir ao processo de apoptose.
Os mecanismos que levam a evasao da apoptose sdo: perda de equilibrio entre proteinas pro-
apoptoticas e anti-apoptdticas, redugdo na fungdo das caspases e sinalizacdo do receptor de
morte prejudicada (WONG, 2011).

Como forma de analisar se 0os compostos provocam apoptose, foram realizados
estudos de despolarizagdo da mitocondria pelo ensaio da Rodamina 123. As moléculas DFA 52
e DFA 59 foram capazes de despolarizar as membranas da mitocondria apenas nas maiores
doses, indicando que elas podem estar envolvidas na apoptose pela via intrinseca. A via

apoptotica dependente da mitocondria ¢ mediada por sinais intracelulares que convergem no
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nivel mitocondrial em resposta a diferentes condi¢cdes de estresse, como os agentes
quimioterapicos. Independentemente dos estimulos, esta via ¢ o resultado do aumento da
permeabilidade mitocondrial e a liberacao de moléculas pré-apoptoticas, como o citocromo-c,
no citoplasma. Este mecanismo ¢ estritamente regulado por um grupo de proteinas pertencentes
a familia Bcl-2 (PISTRITTO et al., 2016; MISHRA et al., 2018).

A coloragdo de Brometo de Etidio/Laranja de Acridina mostrou que DFA 52 e DFA
59 sao capazes de induzir apoptose nas maiores concentragdes de tratamento. Esse ensaio
também mostrou as alteragdes morfolodgicas induzidas pelos compostos, como formagao de
prolongamentos na membrana plasmatica e reducdo de volume celular, caracteristicas que
também estao relacionadas ao processo de apoptose.

Um dos principais processos que ocorrem nha apoptose ¢ a perda da assimetria da
membrana fosfolipidica com a translocacdo da fosfatidilserina da membrana interna da
bicamada lipidica para superficie celular. No processo fisioldgico, a externalizacdo da
fosfatidilserina permite o rapido reconhecimento das células apoptoticas pelos macréfagos e
demais células circundantes, marcando-as para fagocitose, antes da perda da integridade da
membrana celular. O ensaio de Anexina V ¢ um procedimento que monitora a progressao da
apoptose. Em nossos resultados do experimento da Anexina V encontramos que DFA 52 e DFA
59 sdo capazes de induzir apoptose nas células RAJI nas maiores concentracodes testadas,
confirmando o que foi encontrado no teste da rodamina (VERMES ef al, 1995;
ZIMMERMANN; BONZON; GREEN, 2001; LEE; LIU; YEUNG; 2009).

A ciclofosfamida e a bendamustina sdo agentes antitumorais usados clinicamente
para tratar linfomas ndo-Hodgkin de células B de alto grau. A ciclofosfamida € inativa quando
testada in vitro em culturas de linfocitos humanos ou em células neopldsicas humanas. No
entanto, quando convertida a sua forma ativa pelas enzimas microssomais do figado interfere
in vivo com o crescimento de neoplasias suscetiveis. Apos a ativagdo pelas enzimas hepaticas
aos metabolitos citotoxicos, mostarda fosforamida e acroleina, forma ligacdes cruzadas com o
DNA das células tumorais, levando a célula a morte. A bendamustina possui em sua estrutura
um anel benzimidazol do tipo purina e seu efeito antineoplasico ¢ baseado, essencialmente, em
uma ligagdo cruzada com as fitas do DNA por meio de alquilagdo (CHESON; LEONI, 2011;
VEAL et al., 2016).

Estruturalmente, o sistema de ciclos presente nas moléculas avaliadas ¢ importante
na interagdo com os pares de bases do DNA. Eles tem uma capacidade de configuragdo capaz
de atuar como aceitadores de liga¢do de hidrogénio, formando porgdes que facilitam a ligagao

de moléculas com sitios de ligagdo de DNA e enzimas, como a topoisomerase. A proteina p53
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induz a apoptose nas células cancerigenas e ¢ expressa como efeito secundario ao dano no DNA,
além de desempenhar um papel vital na determinag¢do dos niveis das proteinas reguladoras da
apoptose Bax e Bcl-2 (BOSTROM et al., 2011; ABDELHAMEID, 2018).

Em suma, nossos resultados demonstram que os compostos da classe das
acilamidoximas, DFA 52 e DFA 59, foram eficazes na indugdo de morte celular nas células da
linhagem RAJI. Os achados sdo promissores e podem indicar caminhos na pesquisa de novas
opgoes terapéuticas para o linfoma de Burkitt, condicao que continua sendo um grande desafio

clinico, devido a sua heterogeneidade e alta toxicidade da terapia padrao utilizada.
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6 CONCLUSAO

No presente trabalho, as moléculas sintéticas da classe das acilamidoximas,
intermediarias de sintese dos 1,2,4-oxadiazdis, apresentaram potente atividade anticancer in
vitro em duas linhagens de células tumorais hematologicas e foram capazes de induzir apoptose
seletivamente em células neoplésicas, sem dano significativo a células ndo tumorais. Em células
de Linfoma de Burkitt (RAJI), DFA 52 e DFA 59 inibiram a proliferacdo celular de maneira
tempo dependente, provocaram redugdo consideravel na viabilidade celular e inibiram a
progressao do ciclo celular, aumentando o nimero de células em G0/G1 e diminuindo o
percentual de células que estdo sintetizando o DNA. Nos ensaios de investigagdo do mecanismo

de morte celular, observamos que esses compostos induzem apoptose nas células tratadas.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho implica estudos mais aprofundados para uma melhor compreensao do
mecanismo de acdo de nossos compostos sintéticos, principalmente as (O-acilamidoximas.
Experimentos de microscopia confocal, protedmica, analise de marcadores especificos de vias
de morte celular por western-blot e estudos de bioinformatica com analises da relagao estrutura-

atividade destes compostos e seus alvos biologicos podem ser uteis para esse objetivo.
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