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RESUMO

O linfoma de Burkitt (LB) ¢ uma neoplasia linfoide de células B maduras do centro
germinativo. Devido a agressividade dessa neoplasia, o tratamento deve ser iniciado
rapidamente, a fim de evitar o acometimento do sistema nervoso central (SNC). Apesar da
inova¢do na industria farmacéutica, essa doenca possui altas taxas de recidiva e mortalidade.
Assim, este estudo objetivou avaliar o efeito citotoxico de novos produtos de origem sintética
e natural sobre células de linhagem de LB, além de investigar seus principais mecanismos de
morte celular. Inicialmente, foi avaliado o efeito citotdéxico de 19 compostos (18 sintéticos e
um composto natural) sobre células Daudi pelo método do Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT). Os compostos DSH65 ¢ AP12 apresentaram maior
citotoxicidade e, por isso, foram selecionados para dar continuidade ao estudo; que se iniciou
com as curvas de tempos e concentragdes respostas para a obtencdo das concentracdes
inibitdrias de 50 % (Clsp). O DSH65 apresentou Clsy de 50,14 + 3,14 uM, 17,62 £ 0,87 uM e
13,12 £ 0,71 uM em 24, 48 e 72 h, respectivamente. Ja o composto AP12 apresentou Clsy de
51,86 £2,22 uM, 33,88 £ 1,86 uM ¢ 15,13 = 0,89 uM em 24, 48 e 72 h, respectivamente. Em
seguida, os compostos foram avaliados em células mononucleares (CM), em que foi
observada para o composto DSH65 a Clsy de 24h de 74,08 £ 1,62 uM e para o composto
AP12 CIsode 24 h de 130,9 + 2,95 uM. Foi avaliada a capacidade hemolitica dos compostos
em até 10x a Clso de 48 h dos mesmos e ndo foi observada hemolise significativa. A morte
celular causada por apoptose apds incubacdo com os compostos DSH65 e AP12 foi
confirmada por meio da morfologia celular e por citometria de fluxo pela identificacdo da
externalizacdo de residuos de fosfatidilserina. Os resultados apresentados para os compostos
DSH65 e AP12 mostraram que o mecanismo de acdo envolve a apoptose intrinseca, pois
houve aumento da relagdo Bax/Bcl-2, perda do potencial de membrana mitocondrial (Aym) e
ativacdo de caspase-3. A incubag@o com o composto DSH65 também diminuiu a expressdo da
proteina de resisténcia survivina e do marcado de proliferacdo celular Ki-67. Ambos os
compostos aumentaram a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). A partir do
conjunto de resultados apresentados, sugere-se que ambos os compostos sdo bons candidatos
para desenvolvimento de novos farmacos contra o LB.

Palavras-chave: Linfoma de Burkitt. Citotoxicidade. Apoptose. EROs. Imidazopiridina.
Quinona.



EVALUATION OF CYTOTOXIC MECHANISMS INDUCED BY NOVEL
SYNTHETIC COMPOUNDS DERIVED FROM IMIDAZOPYRIDINES, CINNAMIC
ACID AND NATURAL COMPOUND ISOLATED FROM THE ALGA Desmarestia
menziesii ON BURKITT'S LYMPHOMA CELLS

Burkitt lymphoma (BL) is a germinal center-derived B-cell neoplasm. Due to the
aggressiveness of this neoplasm, treatment must be started rapidly, in order to avoid CNS
involvement. Although innovation in the pharmaceutical industry, the disease still has high
recurrence and mortality rates. Thus, this study aimed to evaluate the cytotoxic effect of new
products of synthetic and natural origin on LB lineage cells, in addition to investigating their
main mechanisms of cell death. Initially, the cytotoxic effect of 19 compounds (18 synthetic
and one natural compound) on Daudi cells was evaluated by the (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) method (MTT). The compounds DSH65 and AP12
showed greater cytotoxicity, and, therefore, were selected to continue the study; which began
with the concentration-and-time-response curves, to obtain the 50 % inhibitory concentration
ICso. DSH65 presented ICsp of 50.14 +3.14 uM, 17.62 £ 0.87 uM and 13.12 £ 0.71 uM at 24,
48 and 72 h, respectively. The compound AP12 presented ICsy of 51.86 + 2.22 uM, 33.88 +
1.86 uM and 15.13 £ 0.89 uM in 24, 48 and 72 h, respectively. Then, the compounds were
formulated in peripheral blood mononuclear cells (PBMC), where it was observed for the
compound DSH65 a 24 h ICsy of 74.08 + 1.62 uM and for the compound AP12 24 h ICs of
130.9 £ 2, 95 uM. The hemolytic effect of the compounds was evaluated up to 10 x their 48 h
ICso and no significant hemolysis was observed. Cell death caused by apoptosis after
incubation the compounds DSH65 and AP12 was confirmed through cell morphology and the
externalization of phosphatidylserine residues by flow cytometry. The results presented for
the compounds DSH65 and AP12 show that the mechanism of action involves with intrinsic
apoptosis pathway, with an increase in the Bax/Bcl-2 ratio, loss of mitochondrial membrane
potential (Aym) and caspase-3 activation. Incubation with the compound DSH65 also
decreased the expression of the survivin resistance protein and the cell proliferation marker
Ki-67. Both compounds increased oxigen-reactive species (ROS) production. The results
presented suggest that both compounds are good candidates for the development of new drugs
for BL.

Keywords: Burkitt Lymphoma, Cytotoxicity, Apoptosis, ROS, Imidazopyridine, Quinone.
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1 INTRODUCAO

O cancer representa um grupo de doencas malignas em que ¢ observado o
crescimento desordenado de células e que pode ocorrer em diversos tecidos e 6rgaos. Essas
c¢lulas malignas se dividem rapidamente e podem invadir e se espalhar para outros 6rgaos do
corpo, em um processo denominado metdstase ou infiltracdo. Segundo a Organizagdo
Mundial da Saade (OMS), no ano de 2020, ocorreram 19 milhdes de novos casos de cancer
no mundo e, devido a isso, cerca de 9,9 milhdes de pessoas foram a 6bito (GLOBOCAN,
2021).

No cendrio brasileiro, de acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), estima-
se para o triénio 2020-2022 a ocorréncia de 625 mil novos casos de cancer para cada ano.
Entre as diversas formas de céancer, destacam-se as neoplasias hematoldgicas, que sdo
divididas em neoplasias mieloides e linfoides, dentre as quais estdo incluidos as leucemias e
os linfomas. Com relagdo as leucemias, estima-se cerca de 5.920 novos casos em homens ¢
4.890 novos casos em mulheres para 100.000 habitantes durante o préximo triénio (INCA,
2020).

Entre as diversas neoplasias hematologicas existentes, neste trabalho foi enfocado os
linfomas. De forma geral, os linfomas podem ser divididos em linfomas de Hodgkin e
linfomas ndo-Hodgkin (LNH). Os LNH incluem todos os tipos de linfomas existentes, exceto
o linfoma de Hodgkin. No Brasil, os linfomas ndo-Hodgkin (LNH) representam um dos dez
tipos de cancer mais incidentes, as estimativas para esse grupo de doencas, para o ano de
2020, sao de 6.580 novos casos para homens e 5.450 novos casos para mulheres em 100.000
habitantes (INCA, 2020).

De acordo com a OMS, os LNH podem ser classificados de acordo com a sua origem
em linfomas derivados de células B, T ou natural killer (NK). Entre os linfomas de células B,
encontra-se o linfoma de Burkitt (LB), o qual se caracteriza pela proliferacao clonal de células
B maduras no centro germinativo dos linfonodos. Além disso, o0 LB ¢ um dos linfomas mais
comuns em criancas € adultos jovens e estima-se que seja responsavel por 25 a 40% dos
linfomas em criangas e de 1% a 2% em adultos (ISHIZAWA, 2019). Por ser uma neoplasia
agressiva e com capacidade de invasdo do sistema nervoso central (SNC) (SWERDLOW et
al., 2017), o regime terapéutico utilizado para o tratamento de LB segue um desafio, com
muitos efeitos adversos e recidivas. O tratamento de primeira linha para o LB consiste em
quimioterapia e leva em consideragdo caracteristicas fenotipicas, histologicas, idade, presenca

ou nao de comorbidades e estagio da doenga (DUNLEAVY, 2018; TOMSKA et al., 2018).
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Nesse contexto, mostra-se necessdria a busca por novos compostos para o tratamento
dessas neoplasias. Os produtos naturais sdo uma fonte inesgotavel para o desenvolvimento de
novos farmacos. Muitos farmacos utilizados na clinica sdo derivados de produtos naturais e
estima-se que mais de 50% do total de substancias aprovadas de 1981 a 2014 foram oriundas
de produtos naturais ou derivados, € a maior parte para o tratamento de neoplasias (MAJOLO
et al., 2019; NEWMAN; CRAGG, 2016). Em relag¢do aos produtos sintéticos, estima-se que
85% dos farmacos aplicados na clinica sdo compostos sintéticos e, dentro desses
medicamentos, cerca de 50% apresentam pelo menos um anel aromatico, que pode conter
substituicdes (BARREIRO; FRAGA, 2015).

Os anéis heterociclicos com adi¢do de um anel imidazol sdo encontrados em varias
substancias importantes, com ampla variedade de atividades biologicas, entre elas, podem ser
usados como antifingico (SAWYER et al.,, 1975), antineoplasico, anticonvulsivantes e
antibioticos (DEVI; JANA; SINGH, 2018; KISHBAUGH, 2016). Dentre os anéis
heterociclicos com adi¢cdo de piridinas, ¢ possivel destacar a imidazopiridina (IAZP), o qual
também apresenta atividades biologicas como potenciais inibidores do tromboxane sintetase,
agregacao plaquetéria, antiviral e antitumoral (SAYEED et al., 2018).

Considerando o exposto, o presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito
citotoxico de produtos de origem natural e sintética sobre células de linhagem de LB, além de

investigar seus principais mecanismos de morte celular.



18

2  OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito citotoxico de oito imidazopiridinas, cinco derivados do acido
cinamico, cinco dihidropiridinas e um composto natural isolado da alga parda Desmarestia
menziesii sobre células de LB, e investigar seus principais mecanismos envolvidos na morte
celular.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
. Investigar o efeito citotoxico de oito imidazopiridinas, cinco derivados do acido
cindmico, cinco dihidropiridinas e um composto natural isolado da alga parda Desmarestia
menziesii sobre células de linhagem de LB (Daudi) e selecionar os compostos que
apresentaram maior redu¢ao na viabilidade celular;
. Determinar as respostas dos compostos selecionados em relacdo a concentragdo € ao
tempo de incubagdo e calcular as suas concentragdes inibitorias de 50 % (Clsy) em células de
linhagem LB (Daudi);
. Realizar a predicdo in silico das caracteristicas fisico-quimicas e biologicas dos
compostos que apresentaram maior reducao da viabilidade celular;
. Investigar o efeito dos compostos selecionados sobre células sanguineas
mononucleadas (CM) e sobre eritrocitos de sangue periférico (SP) de individuos clinicamente
saudaveis;
. Verificar se os compostos selecionados causam morte celular por apoptose em células
Daudi;
. Analisar o efeito dos compostos selecionados sobre o ciclo celular e sobre a expressao
do marcador de proliferacao celular KI-67 em células de linhagem de LB Daudi;
. Avaliar se os compostos selecionados alteram o potencial de membrana mitocondrial
(A¥m) e a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) de células de linhagem Daudi;
. Investigar se o efeito citotoxico dos compostos selecionados sobre as células Daudi
envolve a modulacdo das proteinas antiapoptoticas Bcl-2 e survivina, da proteina pro-
apoptdtica Bax, do receptor Fas (FasR), do fator indutor de apoptose (AIF) e caspase-3-

ativada.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 HEMATOPOIESE

A hematopoiese ¢ o processo pela qual se originam as células sanguineas. Esse
processo inicia-se em poucos dias de vida no saco vitelino, seguido do baco, medula 6ssea
(MO) e figado (at¢ duas semanas apds o nascimento). Na infiancia e na vida adulta, o
desenvolvimento das células ocorre na MO. A hematopoiese tem inicio a partir de uma célula-
tronco, a qual possui capacidade de auto-renovagdo e pluripotencialidade e, a partir dela,
ocorre a proliferacdo, diferenciagdo e maturagdo das células sanguineas (HOFFBRAND;
MOSS, 2017; TAICHMAN, 2005). O controle desse processo se dd por meio de interagdes
entre fatores de crescimento, acdo de citocinas na MO e elementos estromais, os quais
constituem o microambiente medular, como células endoteliais, macréfagos, adipdcitos,
osteoblastos, fibroblastos e células sanguineas em desenvolvimento.

As células-tronco, depois de formadas, poderdo se diferenciar em células de linhagem
mieloide como eritrocitos, plaquetas, mondcitos/macrofagos, granuldcitos e células
dendriticas, e em cé¢lulas de linhagem linfoide que, posteriormente, se diferenciam em
linfécitos B, T ou NK. As células linfoides imaturas se diferenciam em células maduras nos
tecidos linfoides primarios (MO e timo) e secundarios (tecidos linfoides associados a
mucosas, bago e ganglios) (Figura 1) (RIEGER; SCGRIEDER, 2012).

Figura 1 - Hematopoese
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Desenvolvimento das células sanguineas a partir de uma célula-tronco pluripotente. Fonte: A Autora
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3.2 MATURACAO DE CELULAS B

O processo de formacdo dos linfocitos B ocorre a partir de células-tronco
hematopoiéticas (HSCs) na MO. Esses progenitores que estdo comprometidos com a
linhagem B se proliferam e dao origem aos precursores de linfocitos B, que sao chamados de
células pr6-B. Em seguida, ocorre a recombinacdo V-D-J com a formagdo das cadeias pesadas
das imunogloblulinas (Igs) e, também, a formacdo do pré-receptor de células B (pré-BCR),
que da origem as células pré-B. Logo em seguida, ocorre a formagdo das cadeias kappa (k) ou
cadeias lambda (\). Portanto, cada linfocito apresenta um tipo de cadeia leve associada a uma
cadeia pesada. No processo de formacgdo do linfocito B, caso ocorra o reconhecimento de
algum antigeno proprio, essa célula entra em apoptose em um processo chamado de selecio
negativa, a fim de evitar a produgdo de auto-anticorpos.

Apos formacao das cadeias Kappa e Lambda, as células linfoides B passam a
expressar IgM e o receptor de célula B (BCR) em sua superficie. Por fim, os linfocito B naive
ou células B imaturas saem da MO e vao para o bago. Apos isso, passam a expressar também
IgD na superficie celular, denominados assim de células B virgens maduras. Depois, essas
células migram para o centro germinativo e entram em contato com antigenos, apresentados
por outras células (células dendriticas e células T, por exemplo), e sdo ativadas por
modificagdes no seu DNA. Dessa forma, ocorre a mudanca de classe de imunoglobulinas (Ig),
e os linfécitos B passam a expressar IgG, IgE ou IgA. A partir desse momento, ocorre
também a hipermutagdo somadtica, em que se desenvolve uma mutagdo da regido variavel da
cadeia leve (IgV) e as células B passam a ter afinidade para um antigeno especifico. Como
resultado, tem-se a formacdo de plasmocitos ou células B de memoria (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI 2015; BANNARD; CYSTER, 2017; HUSBY; GRONBAEK, 2017;
MELCHERS, 2015).

Durante o processo de maturagdo dos linfocitos B, podem ocorrer alteragdes e/ou
mutacdoes que levem a translocagdes cromossdmicas e, com 1Ss0, ocasionam O
desenvolvimento de células neoplasicas (SIGVARDSSON, 2018). Caso essa alteracdo se
desenvolva no centro germinativo, pode dar origem a diferentes linfomas, dentre eles, o
linfoma folicular, o linfoma de grandes células B e o LB (Figura 2) (SWERDLOW et al.,
2017).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gr%C3%B8nb%C3%A6k+K&cauthor_id=29296894
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Figura 2 - Maturagao do linfécito B
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A maturacdo dos linfocitos B se inicia na medula dssea a partir de uma célula tronco que sofre diferenciagio e
maturagdo tornando-se um linfécito pro-B e depois pré-B, com a formagdo das cadeias leves e pesadas de
imunoglobulina a célula torna-se um linfécito B maduro virgem (naive) que segue para os orgaos linfoides

secundarios. No centro germinativo do linfonodo, apds o reconhecimento do antigeno, o linfocito troca a classe

de imunoglobulina produzida passando de IgM, para IgG, IgA ou IgE, dependendo do tipo de antigeno
reconhecido. Esse ¢ o local onde também ocorre a hipermutacdo somatica, mutagdo da regido variavel da cadeia
leve (IgV) e as células B passam a ter afinidade para um antigeno especifico. Apos essa etapa, o linfocito B pode
dar origem a uma célula de memoria ou a formacao do plasmocito. Nota: SP: sangue periférico. Fonte: Adaptado
de SANTOS-PIRATH, 2020.

3.3 LINFOMA DE BURKITT (LB)

O LB ¢ uma neoplasia linfoide de células B maduras que se desenvolve no centro
germinativo dos ganglios linfaticos (SWERDLOW et al., 2017). Estima-se que, nos Estados
Unidos da América (EUA), o LB represente de 20 a 30% dos linfomas pediatricos e 1% dos
linfomas em adultos para 1840 casos anualmente (GASTWIRT; ROSCHEWSKI, 2018). De
acordo com as caracteristicas clinicas, epidemiolédgicas e biologicas, o LB pode apresentar-se
de trés formas. A primeira delas ¢ a forma endémica, localizada na Africa Ocidental, e
costuma manifestar-se em criangas, associada ao virus Epstein-Barr (EBV) e ao Plasmodium
falciparum (malaria), ambas as doencas sdo associadas a instabilidade genética das células B.
Proteinas latentes do EBV bloqueiam a apoptose em células B e assim auxiliam ao
desenvolvimento da translocacdo c-myc, mediante as proteinas EBNA1, BHRF1, transcri¢ao
EBER e/ou modificacdo epigenética e repressdo da proteina BIM pela transcrigdo latente de
LMP1 (HESLOP, 2005; MOLYNEUX et al, 2012; ROCHFORD; CANNON;
MOORMANN, 2005; SHIMIZU et al.,, 1994). A segunda forma de LB ¢ a esporadica,
localizada em outros continentes, e a terceira esta relacionada a imunodeficiéncia humana e
acomete pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (HERNANDEZ-
RAMIREZ, 2019).
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O LB ¢ uma neoplasia agressiva, com rapida prolifera¢do (entre 24 e 48h) e altas taxas
de apoptose (KALISZ et al., 2019). Esse tipo de linfoma costuma envolver locais extranodais
como 0ssos, trato gastrointestinal (TGI), seios e gonadas. A translocagdo MYC ocasiona o
desenvolvimento do LB. A translocagcdo MYC ¢ composta de oncogenes e por genes
reguladores que codificam fatores de transcricdo e fazem a regulagdo do ciclo celular. O gene
myc codifica o fator de transcricdo do proto-oncogene c-myc, localizado no cromossomo
8g24, e regula a diferenciacdo, proliferacao e apoptose celular. A translocacao t(8;14)(q24;
g32) causa um aumento de c-myc e, com isso, a duplicagdo das células neoplasicas e
proliferagdo descontrolada de células B (KALISZ et al., 2019). Outras translocagdes
envolvendo o cromossoma 8 também podem ser observadas, como t(2;8)(pl12;q24) e
t(8;22)(q24;q11), que ocorrem em menor quantidade e fazem a justaposi¢cdo MYC com o locus
da cadeia leve (k e A) da Ig (DALLA-FAVERA et al. 1982; DANG et al, 1999; NGUYEN;
PAPENHAUSEN; SHAO, 2017; SCHMITZ et al., 2014; ZECH et al., 1976). Um proto-
oncogene controla varias fungdes celulares como crescimento celular, ciclo celular,

metabolismo, sobrevivéncia, além de adesao, biossintese celular e funcdo mitocondrial.

3.4 FARMACOS UTILIZADOS NO TRATAMENTO DO LB

O tratamento para o LB se baseia na administracdo de altas concentracdes de
quimioterdpicos. A maioria dos medicamentos utilizados foram adaptados de protocolos
desenvolvidos para criangas ou adultos jovens com leucemia linfocitica aguda (LLA)
(DUNLEAVY, 2018; GASTWIR; ROSCHEWSKI, 2018). Contudo, os tratamentos que
foram adaptados a partir de tratamentos para criangas costumam ser tolerados por adultos
jovens e criangas, entretanto, para adultos e pacientes imunossuprimos, 0s mesmos costumam

ser toxicos (DUNLEAVY, 2018).

A escolha do tratamento baseia-se principalmente em caracteristicas fenotipicas e
histoldgicas das células, bem como a idade, presenga ou nao de comorbidades e estagio da
doenca (DUNLEAVY, 2018; TOMSKA et al., 2018). Estudos mencionam que, no momento
do diagndstico, em torno de 70% dos pacientes apresentam doenga avangada, em estagio III
ou IV, segundo a classificacdo Lugano, a qual ¢ baseada no sistema Ann Arbor (ANSELL,
2015; CAMARA-CLAYETTE, 2020; CHASON, et al., 2014; SALEH; MICHOT).

A fim de evitar o comprometimento do SNC, o tratamento deve ser iniciado

rapidamente apds a confirmag¢do do diagnostico. Além disso, apds inicio da terapia
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farmacoldgica, ha o aumento do risco do desenvolvimento da sindrome de lise tumoral (SLT),
se isso ocorrer, o paciente deve ser admitido em unidade de terapia intensiva (UTI) e deve-se
realizar hemodidlise preventiva nos pacientes que ja apresentem como comorbidade
insuficiéncia renal ou concentragdes elevadas de acido urico (BONNET et al., 2015; SALEH
et al., 2020).

Inicialmente, nos protocolos quimioterapicos, eram usadas combinag¢des de
ciclofosfamida, vincristina, doxurrubicina e metrotrexato (CODOX-M) com adi¢do de
ifosfamida, mesna, etoposideo e citarabina (IVAC), este protocolo era denominado de regime
Magrath, o qual foi desenvolvido para o tratamento de LNH agressivo (SALEH; MICHOT;
CAMARA-CLAYETTE et al., 2020). Magrath e colaboradores (1996) mostraram que o seu
protocolo atingia uma sobrevida livre de eventos (EFS) de 92% em dois anos para uma
populagdo de criangas e adultos. Contudo, a taxa de complicagdes foi alta e os pacientes
apresentavam septicemia em 22% dos casos, neutropenia prolongada em 100% dos casos e
mortalidade relacionada ao tratamento em 5% dos casos (GASTWIRT; ROSCHEWSKI,
2018; MARGRATH et al., 1996).

Posteriormente, um grupo francés publicou um estudo com 561 criancas com linfoma
de células B maduras e leucemia linfocitica aguda de células B (LLA-B) em que foi utilizada
a combinagdo de ciclofosfamida, prednisona, doxorrubina e vincristina (fase de indugdo)
seguida de metotrexato, vincristina, predinisona, metotrexato e etoposideo (ciclos de
consolida¢do e manuten¢do). Esse protocolo, também era denominado de Lymphome Malins
de Burkitt (LMB89), atingiu uma taxa de EFS (em cinco anos) em torno de 90% em criangas,
entretanto, quando utilizado em adultos, a EFS (em dois anos) foi de 65% e a mortalidade
relacionada ao tratamento foi em torno de 4% (DIVINE M et al.,, 2005; GASTWIRT;
ROSCHEWSKI, 2018; ZAYAC; OLSZEWSKI, 2020).

Nos anos seguintes, foi avaliada a combinagdo de vincristina, ciclofosfamida
hiperfracionada, doxurrubicina e dexametasona, alternando com altas doses de citarabina e
metotrexato (hiper-CVAD) em pacientes classificados como LLA do tipo Burkitt. Com essa
combinagdo de farmacos, 81% dos pacientes alcangcaram remissdo completa e a sobrevida
global (trés anos) foi de 49%. Entretanto, esses pacientes tinham como complicagdes
mielossupressdo e a taxa de mortalidade foi de 19% (GASTWIRT; ROSCHEWSKI, 2018;
THOMAS et al., 1999).

Nos casos em que o LB infiltra o SNC, sdo utilizados farmacos que atravessam a

barreira hematoencefalica (BHE) como a citarabina e o metotrexato. No entanto, um estudo
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publicado no ano de 2012 mostrou que essa combinacdo, acrescida de radiagdo, causava grave
toxicidade neurologica e a profilaxia com base nesse tratamento permanece controversa
(GASTWIRT; ROSCHEWSKI, 2018; MAGRATH, 2012).

Com a introdu¢ao do anticorpo monoclonal rituximabe, houve um aumento na
sobrevida livre de progressao de 87% para 95% (trés anos) dos pacientes com LB (criangas e
adolescentes) e, de acordo com um estudo randomizado publicado em 2020, a adigcdo de
rituximabe ao protocolo LMB89 fez com que os pacientes obtivessem 95% de remissdao
completa a longo prazo (MINARD-COLIN et al., 2020).

Dunleavy e colaboradores (2013) relataram o uso de doxorrubicina, ciclofosmida,
etoposideo, vincristina, prednisona e rituximabe (Da-EPOCH-R) em conjunto com oito doses
de metotrexato como profilaxia para o SNC em pacientes com LB soro-negativos para HIV.
Nesse estudo, apos um acompanhamento dos pacientes por 86 meses, foi observada uma a
taxa de sobrevida livre de progressao de 95% e nenhuma morte de pacientes com LB
(DUNLEAVY et al., 2013; MINARD-COLIN et al., 2020). Esse estudo também demonstrou
que o uso dessa combinagdo ¢ baseado no tempo de exposi¢ao € nao na sua dose e, com isso,
estudos in vivo demonstram que a terapia com baixa intensidade por um tempo de exposigao
prolongado faz com que ocorra um estresse genotoxico com o uso dessa combinag@o e isso
maximiza a morte das células neoplédsicas (GASTWIRT; ROSCHEWSKI, 2018).

A utilizagdo de ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina com adi¢ao de rituximabe
(CHOP-R) costuma levar a recidiva e baixa sobrevida global de dois anos, em torno de 38,8%
(WASTERLID et al., 2013; ZAYAC; OLSZEWSKI, 2020). Por isso, essa terapia passou a
nao ser indicada para o tratamento do LB (WASTERLID et al., 2013).

No LB associado a imunodeficiéncia, podem ser usadas combinacdes de CODOX-
M/IVAC com adi¢do de rituximabe e DA-EPOCH-R infusional ou SC-EPOCH-RR. A
combina¢do de CODOX-M/IVAC, foi acrescido rituximabe para pacientes soro-positivo para
HIV e, com alteragdo de dose nos medicamentos ciclofosfamida, vincristina e metotrexato, e
apresentaram 69% de sobrevida global (dois anos) e baixa taxa de toxicidade (79%) quando
comparados ao regime original (ZAYAC; OLSZEWSKI, 2020).

Como mencionado, os tratamentos com elevadas concentracdes de farmacos
costumam ser bem tolerados por jovens, por outro lado, pacientes idosos € imunossuprimidos
costumam apresentar toxicidade aumentada. Assim, torna-se necessario a busca por novos
medicamentos para o LB, com mais sensibilidade, com menos efeitos adversos, visto que o
LB tem certa sensibilidade as terapias atuais, porém alguns pacientes podem nao responder a

terapia inicial, ou tem recaida apos administragdo de terapia padrao, o que leva a um
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prognostico desfavoravel (ALSHARIF; DUNLEAVY, 2019; CASULO; FRIEDBERG, 2018;
ZENG et al., 2017).

Nesse sentido, novos alvos estdo em fase de estudo e sdo promissores para o
desenvolvimento de novos farmacos, como inibidores da PI3K, inibidores da CDK3,
inibidores de Bcl-2, inibidores da MYC. (ZAYAC; OLSZEWSKI, 2020).

Com isso, a medida que sdo incorporados novos fairmacos aos esquemas iniciais de
tratamento do LB, diminui a necessidade do uso de agentes altamente toxicos € ha o aumento
na qualidade de vida dos pacientes (ALSHARIF; DUNLEAVY, 2019; DUNLEAVY;
LITTLE; WILSON, 2016; DUNLEAVY, 2018).

3.5 COMPOSTOS SINTETICOS E NATURAIS PARA O TRATAMENTO DO LB

3.5.1 Compostos Sintéticos

Os compostos sintéticos sdo de grande importancia para a induastria farmacéutica e
também para outras areas como agricultura, biologia, na producdo de vitaminas, diagndsticos,
cosméticos, pois facilitaram o fornecimento de substancias que servem de ferramenta para a
industria em geral. Os primeiros produtos a serem sintetizados foram os corantes como o
mauvine e o indigo, dando um impulso na industria de corantes. J& na industria farmacéutica,
a sintese de compostos facilitou a fabricacdo dos medicamentos que antes eram produzidas
apenas com base na utilizagdo de produtos naturais, o que poderia alterar de acordo com a
matéria prima, a época do ano, quantidade de metabolitos secundarios e outros fatores que
impediam a produc¢do de um medicamento com as mesmas caracteristicas. A partir da sintese,
pode-se fabricar os medicamentos em grande quantidade e com controle analitico dos
produtos preparados. O primeiro medicamento totalmente sintético e puro a ser produzido foi
o0 acido acetilsalicilico (NICOLAOQOU, 2016).

Aproximadamente, 85% dos medicamentos utilizados na rotina sdo de origem
sintética e estima-se que 50% dos medicamentos tenham pelo menos um anel aromatico que
pode conter substituicoes (BARREIRO; FRAGA, 2015). Os anéis heterociclicos contendo um
anel imidazol sdo encontrados em varias substancias importantes, com ampla variedade de
atividades bioldgicas, podendo serem usados como antifingico (SAWYER et al., 1975),
antineoplésico, anticonvulsivante e antibidtico (DEVI; JANA; SINGH, 2018; KISHBAUGH,



26

2016). Dentre os resultados da adi¢do de anéis heterociclicos as piridinas, ¢ possivel destacar
a imidazopiridina (IAZP) (Figura 3), a qual também apresenta atividades bioldgicas como
potenciais inibidores da tromboxane sintetase e da agregacdo plaquetaria, antiviral e

antitumoral (SAYEED et al., 2018).

Figura 3 - Estrutura quimica da imidazopiridina
ZN=N
N/

Fonte: A AUTORA

3.5.2 Os produtos naturais

Os produtos naturais compreendem uma fonte inesgotavel para a produgdo de novos
farmacos, que incluem medicamentos antineopldsicos. Os produtos naturais podem ser
isolados a partir de plantas, organismos marinhos e podem ser usados inalterados ou como
protdtipos para o desenvolvimento de novos farmacos (NEWMAN; CRAGG, 2016). Os
produtos naturais marinhos sao compostos biologicamente ativos e sdo capazes de interagir
com diferentes alvos moleculares, dessa forma, podem promover e inibir algumas fungdes
biologicas e, por 1sso, podem ser possiveis candidatos a novas terapias (CHAMNI et al., 2020;
HU et al., 2015).

Dentre os produtos naturais obtidos de plantas e organismos marinhos, encontram-se
os terpenos, alcaloides, flavonoides, esteroides, quinonas, peptideos, ligninas, entre outros, os
quais, posteriormente, serviram de modelo para sintese de novos farmacos (KUMAR;
JAITAK, 2019b; LI et al., 2019; NEWMAN; CRAGG, 2016). Existem varios medicamentos
derivados de produtos naturais que sdo utilizados para o tratamento de diferentes canceres,
dentre eles, vincristina, vimblastina (alcaloides da vinca) (GIDDING et al., 1999; HAQUE et
al., 2018) e paclitaxel (Taxus brevifolia) (YANG; HORWITZ et al., 2018). Outros
organismos também sdo importantes, como 0s microrganismos, em que ¢ possivel citar o
farmaco doxorrubicina, que foi desenvolvido a partir de um produto natural isolado do
Streptomyces peucetius. A citarabina ¢ outro farmaco que foi desenvolvido inspirado em um

produto natural marinho (esponja Tectitethya crypta) utilizado para o tratamento de neoplasias
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hematologicas (BLAIR, 2018; NASTRUCCI; CESARIO; RUSSO, 2012; SOEST, 2018;
WALI et al., 2019).

3.5.3 Hidroquinonas

O sargatetraol (Figura 4) ¢ uma hidroquinona isolada da alga parda Desmarestia
menziessi, pertencente a classe Phaeophyceae ¢ a familia Desmarestiaceae (PHILIPPUS,
2020; DAVYT et al., 1997), Ele foi descrito pela primeira vez em 1979, isolado da alga
Sargassum tortile (ISHITSKA et al., 1979).

Figura 4 - AP12 (Sargatetraol)

Fonte: PHILIPPUS, 2020

As hidroquinonas sdo caracterizadas pela presenca de um anel aromatico com duas
hidroxilas na posi¢io para e sdo geradas a partir da reducio de quinonas (SIMOES et al.,
2017; DAVYT et al.,, 1997). Ainda nao existem relatos na literatura sobre a atividade
biologica do sargatetraol, entretanto, sabe-se que as hidroquinonas podem induzir morte de
células de linfoma e leucemia (XU et al, 2017), bem como apresentam atividade
antiagregante, antioxidante, antibacteriana e anti-inflamatoria (CHANG et al., 2019). Varias
quinonas ja sdo utilizadas na clinica para o tratamento de diferentes neoplasias hematologicas
e também de alguns tumores sélidos, dentre elas, a doxorrubucina e daunorrubicina, que sdao
utilizadas para o tratamento de LB e leucemia mieloide aguda (LMA), respectivamente
(BONNET, et al., 2015; HEUSER, et al., 2020).

As quinonas, de forma caracteristica, podem inibir as enzimas telomerase e
topoisomerase por processos de alquilacdo ou intercalagdo do DNA. Além disso, também
apresentam propriedade citotdxica por meio da produgdao de EROS, pois durante o processo
de redugdo das quinonas, elas podem geram ions superoxidos e levar a processos de morte
celular (Figura 5). As hidroquinonas podem ser facilmente convertidas em quinonas e sdo

catalisadas por enzimas oxidativas como CYP450 e peroxidase (BOLTON; DUNLAP, 2017;
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KLOPCIC; DOLENC, 2019). Assim, o sargatetraol pode ser um composto com potencial

efeito citotoxico, com possivel geragdo de EROS em LB.

Figura 5 - Redugdo de quinona e processo de formagao de EROS
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(A) As hidroquinonas podem ser facilmente convertidas em quinonas, sendo catalisadas por enzimas oxidativas.
(B) O processo de reducdo das quinonas pode gerar ions superoxidos, e formagao de EROS. Fonte: Adaptado de
Delarmelina, 2013.

Como citado anteriormente, as quinonas podem inibir a topoisomerase e também
induzir quebras no DNA e, assim, levar a processos de morte celular. De forma semelhante as
quinonas, a doxorrubicina tem como mecanismo de acdo inibir a topoisomerase II, porém o
medicamento apresenta como consequéncia o desenvolvimento de cardiomiopatias
irreversiveis. Nesse contexto, torna-se necessario a busca por medicamentos que causem
danos sobre as células neoplasicas de maneira seletiva sem causar danos as células ndo
neopléasicas (KLOPCIC; DOLENC, 2019). Sendo assim, ¢ necessario um melhor
entendimento sobre como as quinonas agem sobre a duplicagdo do DNA e no ciclo celular, a

fim de se investigar novos alvo terapéuticos.
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3.6 CICLO CELULAR

O ciclo celular corresponde a processos fisiologicos complexos que desencadeiam o
desenvolvimento de uma nova célula. Esses processos ocorrem de forma continua e envolvem
a regulacdo de diversas proteinas, que incluem ciclinas, quinases dependentes de ciclinas
(CDKs), genes supressores de tumor e proteinas de controle mitdtico, o que resulta na
duplicagdo correta das células (CAGLAR; CIGIR; AVCI, 2020; SCHAFER, 1998). O ciclo
celular pode ser dividido em duas fases: interfase, periodo que compreende o tempo entre
duas mitoses e que corresponde as fases G1, S e G2; e mitose (Figura 6). Durante a interfase,
ocorre a preparagao da célula para a divisdo celular e, assim, a célula aumenta de tamanho e
replica seu DNA. A fase G1 ¢ o espago entre o final da citocinese e o inicio da fase S, em que
ocorre aumento do volume celular, condensagao dos cromossomos e a sintese de proteinas;
essa fase também decide se a célula comeca uma nova divisdao ou entra na fase G0, momento
em que a célula permanece em repouso (quiescéncia). Na fase posterior, denominada sintese
(S), ocorre a replicacdo do DNA, cada cromossomo ¢ duplicado e resulta em duas croméatides
irmas. Por fim, na fase G2, a célula sintetiza materiais necessarios para dar inicio a mitose,
como o RNA e as proteinas. A mitose, também denominada de fase M, ¢ o ultimo estagio do
ciclo celular, em que ocorre a divisdo celular e ¢ dividida em profase, prometéafase, metafase,
anafase e telofase, com isso, ocorre a formagdo de duas células filhas idénticas a célula
precursora inicial (SCHAFER, 1998; WENZEL; SINGH, 2018).

O ciclo celular ¢ controlado por pontos de verificacdo, denominados de checkpoints,
os quais tém a funcdo de evitar que a c€lula passe para fase posterior com alguma falha no
processo. Caso algum erro seja identificado, ocorre a sinalizagdo e, se possivel, a reparagao da
mesma. Com isso, o ciclo celular ¢ interrompido e ocorrem alteragdes na ativacdo e na
expressdao de CDK, o que evita com que a célula se divida de forma inadequada. Se o reparo
nao for possivel, a célula entra em processo de apoptose. Existem trés checkpoints principais
ao longo do ciclo celular: o primeiro encontra-se na fase G1, antes de iniciar a fase S; o
segundo na fase G2, antes da célula iniciar a mitose; e, por fim, na metafase, onde ocorre o
impedimento de ligagdo dos cromossomos aos microtibulos (LIU et al., 2019; POON, 2016;
WENZEL; SINGH, 2018).

Esse controle ¢ regulado pela acdo das CDKs que, pela interacdo com ciclinas
especificas, direcionam a célula para a proxima fase do ciclo celular. Entretanto, diante de

alguma falha, as CDKs podem ser inibidas por inibidores de cinases dependente de ciclinas
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(CDKIs). Esses inibidores impedem que as CDKs se liguem as ciclinas até que ocorra o
reparo do DNA. Por outro lado, se ndo houver a reparagdo, a célula sofre apoptose ou inicia
processo de replicacdo, o que favorece o desenvolvimento das neoplasias (CAGLAR;
CAGLAR; AVCI, 2020; MARTINELLI, 2017, RORA; IACOBUCCI,
SATYANARAYANA; KALDIS, 2009).

Diversos genes supressores de tumor e oncogenes desempenham um papel importante
na regulacdo do ciclo celular. As proteinas p53 e p27, por exemplo, apresentam caracteristicas
de supressao tumoral, inducdao da apoptose e parada do ciclo celular por meio da inibi¢ao da
ativacdao das CDKs. Essas proteinas encontram-se mutadas ou silenciadas em diferentes tipos
de canceres. No LB, a desregulacdo do ciclo celular ocorre mediante as mutagdes na ciclina
D3, CDKN2A ou 7P53. Estima-se que a mutacdo no 7CF3 ocorra em 70-90% dos LB
esporadicos, 40% dos LB endémicos e 67% dos LB associado a imunodeficiéncia
(SCHMITZ, et al., 2014; ZAYAC, OLSZEWKI, 2020).

Além das CDKs, diversas outras proteinas atuam na regulagdo do ciclo celular, como a
KI-67. Essa proteina ¢ considerada um marcador de proliferacdo celular devido ao fato de
estar presente em todas as fases do ciclo celular, exceto na fase GO. Esse marcador se
encontra aumentado em diversas neoplasias, inclusive no LB (100% dos casos) (ZHANG et
al., 2020). Nesse contexto, apesar dos avangos na compreensao do LB e da proliferacao
celular das células neoplésicas, esse conhecimento ainda nao foi convertido em novas terapias
e os pacientes continuam a depender de tratamentos com elevada citotoxicidade, uma vez que
esses medicamentos ndo sdo citotdxicos apenas para as células neoplasicas, mas também para
as células nao neoplasicas dos pacientes, o que ocasiona um efeito adverso importante,
(ZAYAC, OLSZEWKI, 2020). Sendo assim, o bloqueio do ciclo celular e das proteinas

envolvidas na sua regula¢do podem se tornar possiveis alvos para terapia antineoplasica.
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Figura 6 - Ciclo celular
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O ciclo celular ¢ dividido em interfase (G1, G2 e S) e mitose. Entre as fases do ciclo, existem pontos de
checagem que sdo controladas por checkpoints, que ira permitir que a célula passe para a proxima fase, sem
nenhum erro. Fonte: A AUTORA. Figura criada em BioRender.com (2021).

Como mencionado anteriormente, os tratamentos utilizados para as neoplasias
hematoldgicas e mais especificamente para o LB costumam apresentar muitos efeitos
adversos pela toxicidade. Adicionalmente, muitos pacientes apresentam apds o tratamento
inicial. Isso reforca a necessidade de busca por novos tratamentos, mais efetivos e seletivos
para as neoplasias hematologicas (KUMAR; JAITAK, 2019a). Assim, ¢ importante a busca
de mecanismos que levem morte celular das células malignas como o bloqueio do ciclo

celular.

3.7 MECANISMOS DE MORTE CELULAR

A homeostase celular ocorre com o balango entre a proliferacdo e a morte celular. A
morte celular regulada (MCR) pode ocorrer de forma coordenada a fim de eliminar as células
que tiveram alguma perturbagdo intracelular ou extracelular, ou células danificadas que nao
passaram do processo de reparagdo. Quando esse processo ocorre de maneira fisioldgica, ele ¢
chamado de morte celular programada (MCP). Os tipos de morte celular mais estudados sdo:
apoptose, necrose ¢ autofagia. Entretanto, existem outros, entre eles: piroptose, necroptose,

ferroptose, esferocitose, autosis, anoikis, morte celular netdtica, morte celular dependente de
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lisossomos, morte celular imunogénica e processos que ndo sdo classificados como MCR,

como ¢ o caso da senescéncia celular e catastrofe mitdtica (GALLUZI et al., 2018).

As terapias antineoplasicas existentes tém como finalidade a indugdo da apoptose e de
outras vias de morte celular, a fim de eliminar células neoplasicas. Quando ocorre o
desenvolvimento de um cancer, ha um desequilibrio entre a proliferacdo e a morte celular, em
que as c¢lulas se proliferam de forma descontrolada. Sendo assim, ¢ necessario a busca por
novos compostos que culminam na morte celular e que nao apresentem efeitos nos tecidos

adjacentes como, por exemplo, a apoptose (GALLUZI et al., 2018).

O processo de autofagia, por sua vez, ¢ gerado por estimulos como, por exemplo, o
estresse, ¢ leva a destrui¢do celular por acdo de lisossomas (LEVINE; KLIONSKY, 2016;
LEVINE; KLIONSKY; ARBOR, 2004). Durante esse processo, ocorre a degradacdo e/ou
reabsorcdo de compostos celulares que ja4 ndo sdo mais necessarios para a célula. As células
englobam partes do contetido citoplasmatico e formam vacuolos autofagicos que sdo
chamados de autofagossomos. A unido do autofagossoma com um lisossoma faz com que o
conteido do fagossoma seja digerido por meio de enzimas e, com isso, ocorre a digestdo
celular. Em outros casos, pode ocorrer a autolise da célula, em que ocorre a ruptura dos

lisossomos (D'ARCY et al., 2019; GALLUZI et al., 2015).

Ja a morte celular por necrose ¢ uma forma ndo controlada de morte celular,
desencadeada por lesdo externa que pode ser inflamagdo, hipoxia, produtos quimicos e
radiagdo (GALLUZI et al., 2008). Para que esse processo ocorra, ¢ necessaria a regulacdo de
diversas proteinas e compostos pro-inflamatérios. Para dar inicio ao processo de necrose, a
célula aumenta de tamanho, o que leva a ruptura da membrana nuclear, plasmatica e de suas
organelas e, dessa forma, ocorre o extravasamento do contetido para areas adjacentes, o que

causa dano tecidual (D'ARCY et al., 2019; GALLUZZI et al., 2018).

A apoptose pode ser desencadeada por varios estimulos, exdgenos e/ou enddgenos,
que levam a ativacao de caspases iniciadoras e efetoras, € que causam alteracdes morfologicas
e bioldgicas na célula. Morfologicamente, a apoptose se inicia com a diminui¢dao do volume
celular e condensagdo da cromatina, seguidas de formacao de blebings na membrana celular,
formacgdo de corpos apoptdticos e, assim, ocorrerd a exposicao de residuos de fosfatidilserina
que serao fagocitados e degradados em fagolisossomas (D'ARCY et al., 2019; GALLUZI et
al., 2018; PISTRITTO et al., 2016).
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A apoptose pode ser dividida em apoptose intrinseca e extrinseca. A apoptose
intrinseca ¢ iniciada pela célula quando s3o detectados danos por meio de sensores
intracelulares. J& a apoptose extrinseca ¢ iniciada apdés um dano ou em resposta a algum
antigeno reconhecidos pelos receptores de morte. Ambas as formas de apoptose podem
ocorrer simultaneamente e se convergem na ativagdo da caspase-3, o que resulta na morte

celular (D'ARCY et al., 2019).

3.7.1 Apoptose Intrinseca

A apoptose intrinseca se inicia com perturbacdes na parte externa e interna da
membrana celular. Esses danos podem ser gerados por hipoxia, formagdo de EROS, aumento
de calcio no citosol e danos ao DNA. Desta forma, inicia-se a ativagdo dos membros pro-
apoptoticos da familia Bcl-2, denominados BH3 (Bax, Bak, Bid, Puma e Noxa) e diminuigdo
da ativagdo de proteinas antiapoptéticas, como BCL-2, MCL-1, BCL-W, BCL-XL, ¢ Al /
BFL-1. Esse desequilibrio leva a formag¢do de poros na membrana externa mitocondrial
(MOMP, do inglés mitochondrial outer membrane permeabilization), o que acarreta a
liberagdao para o citosol de proteinas que antes permaneciam no espaco intermembranar da
mitocondria como o citocromo c, fator indutor da apoptose (AIF) e segundo ativador
mitocondrial de caspases (SMAC) (Figura 7).

Quando liberado, o citocromo c liga-se a fator-1 ativador de protease apoptotica
(APAF-C) e, juntos, formam o apoptossoma que cliva a pro-caspase-9 em caspase-9 ativada,
que ativa caspase-7 e caspase-3 e, com a caspase-3 ativada, leva a fragmentacdo do DNA e
inibicao de flipases, o que leva a morte celular (GALLUZI et al., 2018; PISTRITTO, et al.,
2016; VOSS; STRASSER, 2020).
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Figura 7 - Apoptose intrinseca
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A apoptose intrinseca se inicia com perturbagdes na parte externa e interna da membrana celular, estas causam
um desbalanco entre as proteinas anti-apoptoticas e pro-apoptoéticas, o que faz com que ocorra a perda do
potencial de membrana mitocondrial e liberagdo de proteinas como citocromo ¢, AIF e SMAC/Diablo.
Citocromo c, juntamente com a caspase-9 e a Apaf-1, formam o apoptossoma e, em seguida, ocorre a ativagdo de
caspase-9 e esta, por sua vez, ativa caspases efetoras que dardo inicio ao processo de apoptose. Fonte: Adaptado
de Walter, 2019.

3.7.2 Apoptose Extrinseca

A apoptose extrinseca tem inicio por meio de estimulos captados pelos receptores de
morte expostos na superficie celular. Os receptores de morte fazem parte da familia de
receptores de necrose tumoral (TNF), que incluem TNF-R, TRAIL-R (D4 e D5) e DR3 (Apo-
2) e FasR (CD95 ou Apo-1). Estes interagirdo com o ligante Fas (Fas-L) e, apos esse
momento, os dominios de morte (DD) serdo recrutados, tais com TRADD (do inglés, tumor
necrosis factor receptor-1-associated death domain) ou FADD (do inglés, Fas-associated via
death domain). Em seguida, junto as caspases-8 e -10, formardo o complexo DISC (complexo
sinalizador indutor de apoptose) (Figura 8). Apos esse processo, o complexo DISC induz a
clivagem de caspase-8 e a liberacdo de sua forma ativa a qual, posteriormente, ativard as
caspases-3 e -7, as quais serdo as responsaveis pela execucdo da morte celular. A caspase-8
também pode clivar a proteina pro-apoptdtica Bid, o que resulta em aumento da
permeabilidade mitocondrial e liberagao de fatores pro-apoptdticos, o que culmina no inicio

da via intrinseca (D’ARCY, 2019; GALLUZZI et al., 2018).
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Figura 8 - Apoptose extrinseca

A apoptose extrinseca se inicia com perturbagdes no ambiente extracelular, esses estimulos sdo captados pelos
receptores de morte na superficie celular e, assim, ocorre a ligagdo desses receptores ao receptor Fas e,
juntamente com a caspase-8, formam o complexo DISC. Em seguida, ocorre a ativag@o de caspase-8 e esta
ativara as caspases efetoras que ddo inicio a apoptose. A caspase-8 também pode ativar a proteina Bid e, assim,
ativar a apoptose intrinseca. Fonte: Adaptado de Walter, 2019.

3.8 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROS).

Viérios fatores contribuem para o desenvolvimento de uma neoplasia, dentre eles, o
aumento de EROS e diminuicdo da sua eliminacdo. As EROS sdo espécies que contém
oxigénio quimicamente reativas e sao formadas pela reducdo incompleta de um elétron de
oxigénio sendo elas perdxido de hidrogénio (H,O;), radical hidroxila (OH) e anion
superoxido (0;) (AGGARWAL et al., 2019; PRASAD; GUPTA; TYAGI, 2017; YANG et
al., 2018).

As EROS sao produzidas de maneira endégena, como um subproduto mitocondrial,
por meio da cadeia transportadora de elétrons, pela ativagdo de células inflamatorias, como
neutréfilos e macrofagos, e pelo metabolismo de p450. Também sdao formadas de maneira
exogena pela exposi¢do a radiacdo, poluentes, fumaga, xenobidticos, drogas e tabagismo
(AGGARWAL et al., 2019; PRASAD; GUPTA; TYAGTI, 2017). Em condigdes fisiologicas,
ha um equilibrio entre a geracdo de EROS e sua eliminacao devido a agdes mediadas por
enzimas antioxidantes (estado redox de uma célula) e, por isso, as células mantém uma
concentragdo basal baixa dessas espécies. Quando o equilibrio ¢ interrompido, pela producao

excessiva de EROS ou esgotamento de antioxidantes, ocorre o estresse oxidativo
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(AGGARWAL et al., 2019; HRYCAYL; BANDIERA, 2015). As EROS s3ao moléculas
instaveis, altamente reativas, que reagem com diferentes proteinas, lipidios e com o DNA e,
portanto, sdo responsaveis pela patogénese de diversas doencas neurodegenerativas,
inflamatoérias e diferentes tipos de cancer (ASSI, 2017). Em altas concentragdes, as EROS
podem dar inicio a processos de angiogénese, supressdo da apoptose, proliferagdo celular,
sobrevivéncia e resisténcia tumoral a quimioterapia (AGGARWAL, et al., 2019;
GALADARI, et al., 2017). Sabe-se também que o aumento das EROS estd intimamente
ligada a ativacao de diferentes vias como via da PI3K/Akt/ mTOR, NF-kB ¢ MAPK/ERK que
que costumam estar desreguladas em varios tipos de neoplasias (REZATABAR et al., 2019).

Por outro lado, concentragdes muito aumentadas de EROS podem gerar citotoxicidade
na célula tumoral e levar a processos de morte celular, como a apoptose, uma vez que o
aumento de EROS diminui a permeabilidade mitocondrial, criando poros na mesma e
liberando citocromo ¢ que, juntamente com Apaf-1 e pro-caspase-9, levam a ativagdo de
caspase-9 e, assim, a ativagcdo de caspases efetoras, o que resulta na clivagem de proteinas
celulares e morte celular apoptdtica (AGGARWAL, et al., 2019). O efeito das EROS sobre

células normais e neoplasicas pode ser observado na Figura 9.

Figura 9 - Aumento de EROS e formag¢ao ou morte da célula neoplasica
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Varios fatores podem contribuir para a formag@o de uma célula neoplasica e, dentre eles, o aumento de espécies
reativas de oxigénio (EROS) pode influenciar no surgimento de uma neoplasia. Por outro lado, o aumento
excessivo de EROS no interior da célula tumoral, pode acarretar na ativacao de vias antitumorais e levar a morte
celular da célula neoplésica. Fonte: A AUTORA.
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A investigacdo de compostos que induzam o aumento de EROS nas células
neoplésicas pode ser uma alternativa interessante para o desenvolvimento de novos farmacos.
Principalmente, se esses compostos conseguirem contornar a adaptacdo tumoral a esse
ambiente oxidativo, ja que dependendo da quantidade de EROS no interior, ocorre também o
aumento de antioxidantes (adaptacdo redox), o que leva a diminui¢do das proteinas anti-

apoptdticas e, consequentemente, resisténcia aos quimioterapicos.
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4 METODOLOGIA

4.1 SINTESE E ISOLAMENTO DOS COMPOSTOS

Neste trabalho, foram utilizados cinco compostos derivados do acido cindmico, cinco
dihidropiridinas, oito imidazopiridinas € um composto de origem natural isolado da alga

parda Desmarestia menziessi.

4.1.1 Compostos sintéticos

Os compostos sintéticos foram sintetizados pelo Laboratdrio de Catalise e Fenomenos
Interfaciais da (LACFI) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), sob orientacdo do
professor Dr. Ricardo Ferreira Affeldt, e cedidos ao Laboratorio de Oncologia Experimental e
Hemopatias (LOEH). Os compostos foram diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO, Merck
Millipore®) na concentragdo de 10 mM, a fim de se ter uma solugdo estoque (SE) que, em

seguida, foi armazenada a 4 °C.

Os compostos derivados do acido cinamico (Figura 10) foram sintetizados pelo
doutorando Elvis Naoto Nishida do Programa de pds-graduagdo em quimica e caracterizados
por ressonancia magnética nuclear (RMN) (Figura 10) (BELVAL; BACQUE; BALTAS,
2021).
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Figura 10 - Estrutura dos compostos sintéticos derivados do acido cinamico

Fonte: A AUTORA

As dihidropiridinas GSW e IPB foram sintetizadas pela quimica Isadora Bolzoni
Pacheco. Os compostos foram caracterizados por cromatografia gasosa—espectrometria de
massa (CG-EM), ressonincia magnética nuclear (RMN) de 'H ¢ '°C, COSY, infravermelho
(IV) e espectroscopia UV-visivel. O composto ImDHP foi sintetizado pelo quimico Allison
Thomé e foi caracterizado por cromatografia em camada delgada (CCD) e revelado com
solucdo de vanilina sulfurica e observado em camara de luz ultravioleta (254nm). O composto
QNX foi sintetizado pela mestranda Jennifer Kupas Ramos do programa de pos-graduagao em
Quimica da UFSC e caracterizado por espectroscopia na regido do IV, ponto de fusdo e RMN

de 'H e '°C (Figura 11).
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Figura 11 - Estrutura das dihidropiridinas
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Fonte: A AUTORA

As imidazopiridinas foram sintetizadas e descritas por Salles e colaboradores (2019).
Os compostos foram caracterizados por meio de RMN, espectrometria de massas de alta

resolucdo e cromatografia de camada fina (Figura 12).
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Figura 12 - Estrutura das imidazopiridinas
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Fonte: A AUTORA

4.1.2 Composto de origem natural

O composto AP12 foi gentilmente cedido pela Dra. Ana Claudia Philippus, sob
orientacdo da professora Dra. Miriam de Barcellos Falkenberg, do Laboratério de Quimica
Farmacéutica/CCS da UFSC. AP12 foi isolado da alga parda Desmarestia menziessi J.
Agardt, coletada por pesquisadores do Programa Antartico Brasileiro (MCTI/CNPq -
Proantar) em Punta Plaza, em dezembro de 2015, na Baia do Amirantado, Ilha do Rei George,
Antartica. A alga foi coletada por meio da expedi¢do do Programa Antartico Brasileiro
(ProAntar). A identificagdo do composto foi realizada por meio de obtencdo e andlise do
espectro de RMN de 'H e mapas de correlacdo heteronuclear single quantum coherence
(HSQC) e heteronuclear multiple bond correlation (HMBC). A partir dos dados obtidos,

foram realizadas buscas na literatura e nas bases de dados MarinLit (Royal Rociety of
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Chemistry) e Reaxys, e foi possivel constatar que o composto AP12 se tratava de uma

hidroquinona, denominada Sargatetraol (Figura 13).

Figura 13 - Estrutura do composto de origem natural, Sargatetraol (AP12)
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Fonte: PHILIPPUS, 2020

42 PREDICAO IN SILICO DAS CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS E
BIOLOGICAS

Para a predicdo in silico, foram utilizadas as ferramentas SwissADME e
SwissTargetPrediction, as quais auxiliam na predicdo das caracteristicas fisico-quimicas e
biologicas de moléculas. Essas sao ferramentas gratuitas e foram desenvolvidas pelo grupo de
Modelagem Molecular do SIB (Instituto Sui¢o de Bioinformatica). A primeira plataforma
(SwissADME) prediz as propriedades farmacocinéticas e farmacologicas dos compostos em
estudo, bem como a predicdo de parametros ADME (absorcao, distribuigdo, metabolismo e
excre¢do), caracteristicas fisico-quimicas (tamanho, lipofilicidade, polaridade, flexibilidade,
solubilidade e saturagdo) e aplicacdo das regras de Lipinski, Ghose, Veber, Egan e Muegge
(DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017; DAIANA; ZOETE, 2019; EGAN; MERZ;
BALDWIN, 2000; GHOSE et al., 1998; LIPINSKI et al., 2001; MUEGGE; HEALD;
BRITTELLI, 2001). Dentro da mesma plataforma, os compostos também foram avaliados
com relacdo a quimica medicinal e quanto a presenca de alertas estruturais, os quais mostram
a presenca de grupamentos toxicos, metabolicamente instaveis, quimicamente reativos ou se
possuem propriedades responsaveis por uma deficiente farmacocinética. Por fim, foi
estabelecido um escore de zero a 10, em que 10 indica dificuldade de sintese dos compostos

(BRENK et al., 2008).
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Posteriormente, utilizou-se a ferramenta SwissTargetPrediction, a qual busca auxiliar
na previsdo de possiveis alvos farmacoldgicos dos compostos em estudo por medidas de
similaridade 2D e 3D com compostos ja descritos na literatura. Além disso, a ferramenta
busca estimar a probabilidade do composto em se ligar a determinadas proteinas e, assim,

estimar o seu alvo (GFELLER et al., 2014; DAIANA; ZOETE, 2019).

4.3 TRIAGEM E DETERMINACAO DAS CURVAS DE CONCENTRACAO E TEMPO
RESPOSTA

Para obter as concentragdes utilizadas nos experimentos, foram preparadas solucdes

intermediarias por meio de diluigdo das solugdes estoque com meio de cultura.

Inicialmente, foi avaliado o efeito citotoxico de todos os compostos na concentragao
de 100 pM sobre as células Daudi (1 x 10> células/pogo) por 24 horas de incubagdo. As
células Daudi foram cedidas pela professora Dra. Patricia Maria Bergamo Favado da
Universidade Federal de Sao Paulo (Brasil). A viabilidade celular foi determinada pelo
método colorimétrico do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2- tiazolil)-2,5-difenil-2H-
tetrazolio). O método consiste na clivagem do anel tetrazélico do MTT, de cor amarela, que,
pela acdo das desidrogenases mitocondriais, ¢ convertido em um precipitado de coloragdo
roxa (formazan). Assim, a quantidade de formazan formado ¢ diretamente proporcional a
viabilidade celular (MOSMANN, 1983).

Ap0ds 24 horas de incubacdo das células com os compostos, 0 MTT (5 mg/mL em
PBS, Sigma-Aldrich®) foi adicionado as placas de cultivo celular e depois incubadas por 3
horas a temperatura 37 °C com 5% de CO,. Apds esse periodo, o meio de cultura foi
removido, os precipitados foram dissolvidos em 100 pL de solugdo de 4alcool
isopropilico/HCL 0,04 N e, em seguida, as placas foram centrifugadas a 264 g por 10
minutos. O sobrenadante foi transferido para outra placa em que foi realizada leitura em
espectrofotdmetro (Microwell Systems, Organon Teknika®) no comprimento de onda de 540
nm.

Para a determinagdo das curvas de concentragdo e tempo resposta, as células Daudi

foram incubadas em diferentes tempos (24, 48 e 72 horas) e concentragdes (1-100 puM).
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Foram utilizadas 1 x 10° células/pogo para 24 horas de incubacio, 5 x 10* células/pogo para

48 horas e 2,5 x 10* células/pogo para 72 horas, em 200 uL de meio de cultura.

Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos trés vezes de forma
independente. As amostras foram preparadas em condigdes estéreis e as placas com as células
foram armazenadas em estufa nas condi¢des descritas acima. A densidade Optica do grupo
controle foi considerada como 100% de viabilidade celular. Também foi realizada uma curva
com o veiculo de dissolucao (DMSO) nas mesmas concentragdes dos compostos (1-100 uM),
a fim de descartar a interferéncia do veiculo. A concentragdo inibitoria de 50% (Clsg) foi

obtida a partir da regressdo ndo linear das curvas de concentragdo com auxilio do software

GraphPad Prism 5.0,

Os compostos que causaram menor viabilidade celular em 100 uM foram selecionados

para realizacao dos experimentos posteriores.

44 AVALIACAO DO EFEITO DOS COMPOSTOS SOBRE CELULAS DE SANGUE
PERIFERICO (SP)

Para avaliagdo do efeito citotoxico dos compostos selecionados sobre células
mononucleares (CM) do sangue periférico (SP) e do potencial hemolitico dos compostos,
foram coletadas amostras de SP de pacientes clinicamente saudaveis e nao fumantes que
assinaram previamente a coleta do sangue o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), conforme o Comité de Etica de Pesquisa em Seres humanos da UFSC (CLAE n°:
80430317.0.0000.0121) (Anexo A). As amostras foram coletadas por pungdo venosa e

processadas imediatamente apds a coleta.

4.4.1 Avaliacdo do efeito citotoxico dos compostos DSH65 e AP12 em células

mononucleares (CM) de sangue periférico (SP)

As amostras de SP foram coletadas em tubo com anticoagulante acido etilenodiamino

tetra-acético (EDTA). Apos a coleta, as amostras foram diluidas em phosphate buffered saline
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(PBS) na propor¢ao 1:1 e gentilmente colocadas em tubos com Ficoll-Hypaque (densidade
1.077 g/m®) na propor¢io 1:1 e, em seguida, centrifugadas a 300 g por 30 minutos. O
sobrenadante foi retirado e a interface com as CM foi transferida para outro tubo contendo 10
mL de PBS. Apos, a amostra foi centrifugada a 200 g por 10 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi novamente descartado e as células foram suspendidas em 2 mL de meio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) e realizou-se a contagem das células (método de
exclusdo com corante Azul de Trypan) (TENNANT, 1964). Foram utilizadas somente as
amostras em que a viabilidade celular encontrava-se maior ou igual a 95%. As células foram
plaqueadas em placas de 96 pocos com densidade de 5,0 x 10° células/pogo e incubadas com
concentragdes crescentes dos compostos (25-200 uM) a 37 °C com 5% de CO, por 24 horas.
A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT.

4.4.2 Teste de hemolise

O teste de hemolise tem como finalidade avaliar a capacidade do composto em causar
lise nas membranas dos eritrocitos e, com isso, a perda de integridade da membrana e
extravasamento do contetido intracelular. Para os experimentos, as amostras de SP foram
coletadas em tubos com citrato de sodio e, em seguida, os tubos foram centrifugados a 265 g

por 10 minutos e o plasma foi descartado.

O pellet de hemdcias foi lavado trés vezes com solucdo salina (NaCl 0,9%) e, em
seguida, suspenso em salina a fim de obter uma dispersdo estoque de eritrocitos.
Posteriormente, foram preparados o controle positivo, constituido de 50 pL de dispersdao de
eritrocitos com adi¢do de 950 pL de 4gua destilada, e o controle negativo com 50 uL de
dispersdo de eritrocitos e 950 pL de salina. As amostras incubadas com os compostos foram
diluidas em 950 pL de salina com adi¢do de 50 pL de dispersdo de eritrocitos. As amostras
foram incubadas em termobloco (Thermomixer compact, Eppendorf®), sob agitacdo (100 g)
por 1 hora a 37 °C e, em seguida, foram centrifugadas a 500 g por 5 minutos. Ao fim, o
sobrenadante foi retirado e transferido para uma placa de 96 pogos. O ensaio foi realizado em
triplicata. A absorbancia foi lida em espectrofotometro (Microwell Systems, Organon
Teknika®). A taxa de hemolise foi calculada de acordo com a quantidade de hemoglobina

liberada devido a lise dos eritrdcitos a partir da seguinte equagdo (SAHU et al., 2017):
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Taxa de hemolise (%): 22" 100
axa de hemolise (%): (Dpc = Dno)
Onde: DO, densidade optica da amostra teste; DOcn, densidade dptica do controle negativo;

DOcp, densidade 6ptica do controle positivo.

4.5 AVALIACAO DO EFEITO DOS COMPOSTOS SOBRE O CICLO CELULAR

A fim de avaliar o efeito dos compostos escolhidos nas diferentes fases do ciclo
celular, foi utilizado o conjunto comercial PI/RNAse Solution (Immunostep”, Espanha), que
consiste na coloragdo dos acidos nucléicos pelo corante iodeto de propidio (PI) apds a
digestdo do RNA pela enzima ribonuclease (RNAse). O PI emite diferentes intensidades de
fluorescéncia de acordo com a quantidade de DNA presente nas células, o que varia ao longo

das fases do ciclo celular (GONG et al., 1994; POZAROWSKI; DARZYNKIEWICZ, 2004).

Para a realizacdo dos experimentos, as células Daudi (5 x 10° células/poco) foram
incubadas com os compostos na sua Clsy pelo periodo de 24 horas em estufa imida a 37 °C
com 5% de CO,. O controle negativo foi obtido a partir das células sem tratamento para
posterior caracterizagdo do estado basal das células. Apds o periodo de incubacgio, as células
foram lavadas com PBS e fixadas com 200 pL de etanol 70% durante 30 min a 4 °C. Em
seguida, as células foram lavadas com PBS acrescido de 2% de albumina do soro bovino
(BSA) a fim de evitar ligagdes inespecificas. Por fim, o sobrenadante foi descartado, o
sedimento foi suspendido com 300 pL de PI com RNAse e a suspensdo foi incubada por 15
minutos a temperatura ambiente e na auséncia de luz. Os doublets foram excluidos apds a
realizagdo de gates no canal PE (4rea x largura) e foram adquiridos 10.000 eventos em ciclo
celular (storage gate) no citdometro de fluxo BD FACSCanto II (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems) com o software BD FACSDiva versao 6.1.2. Os resultados foram

analisados no software Infinicyt versdo 2.0 (Cytognos®).
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4.6 DETERMINACAO DA INDUCAO DA APOPTOSE

Para avaliar se os compostos escolhidos (DSH65 e AP12) induzem morte celular por
apoptose nas células Daudi, foram utilizadas duas metodologias: avaliacdo da morfologia das
células coradas com brometo de etidio (BE) (Sigma-Aldrich®, EUA) e laranja de acridina
(LA) (Sigma-Aldrich®, EUA) por microscopia de fluorescéncia e avaliagdo da exposi¢io dos
residuos de fosfatidilserina na membrana celular por citometria de fluxo (CF) pelo método da
anexina-V. Para todos os ensaios foi realizado um controle negativo com células sem
tratamento e os experimentos foram repetidos de forma independente por pelo menos trés

VEZES.

4.6.1 Avaliacdo por microscopia de fluorescéncia das alteracdes morfologicas em

células coradas com brometo de etidio (BE) e laranja de acridina (LA)

Para avaliar a indu¢do a morte celular por apoptose, foi utilizada a microscopia de
fluorescéncia e as células sdo coradas com brometo de etidio (BE) (Sigma—Aldrich®, EUA) e
laranja de acridina (LA) (Sigma—Aldrich®, EUA). O método permite a avaliagdo morfologica
por microscopia de fluorescéncia, o que possibilita determinar se elas estdo em apoptose e/ou
necrose. O corante LA ¢ permeavel a membrana citoplasmatica e, ao interagir com o DNA,
emite coloracdo verde quando observado ao microscopio de fluorescéncia, o que permite a
identificagdo das células vidveis e com membrana integra. J4 o corante BE ndo possui a
capacidade de atravessar a membrana integra e permeia a célula somente quando hé alguma
perda na integridade da membrana celular, o que confere coloracdo vermelha as células

mortas ou em processo de morte celular.

Para a realizacdo do ensaio, as células Daudi (1 x 10° células/poco) foram incubadas
com os compostos na sua Clsy de 24 h pelo periodo de 24 h, em estufa imida com 5% de CO,
a 37 °C. Apo6s o periodo de incubacao, as células foram lavadas com PBS, o sobrenadante foi
descartado, e o sedimento suspendido com 40 pL de uma solu¢do com BE (5 pg/mL) e LA
(10 pg/mL) na propor¢do 1:1. Para a leitura em microscopio de fluorescéncia, 25 pL da
mistura foram transferidos para uma ldmina de vidro e a mesma foi recoberta por uma
laminula e posteriormente observada em microscopio de fluorescéncia (Nikon ECLIPSE Ni-

U™) na objetiva de 20x. Foram observados e fotografados pelo menos dez campos diferentes.



37

O controle negativo utilizado foi preparado com células sem tratamento e os experimentos

foram repetidos trés vezes de forma independente.

4.6.2 Deteccao da externalizacio dos residuos de fosfatidilserina pelo método da

Anexina-V por citometria de fluxo (CF)

A anexina-V ¢ uma substancia com afinidade pelos residuos de fosfatidilserina que
sdo externalizados na membrana citoplasmatica no processo de apoptose celular. Com a
exposicdo de fosfatidilserina, as células sdo fagocitadas e degradadas em fagolisossomas
(KOOPMAN et al., 1994). Para a realizacio dos ensaios, as células Daudi (5 x 10> células/
pogo) foram incubadas com a Clsy de 24 horas pelo periodo de 24 horas em estufa umida a 37
°C com 5% de CO,. Também foi preparado um controle negativo, com células sem
tratamento, a fim de caracterizar a expressdo basal de fosfatidilserina. Apds a incubagio, as
células foram centrifugadas e lavadas com 4 mL d PBS, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi suspendido com 500 pL de buffer tampao (10 mM Hepes, 2,5 mM CaCl, e 140
mM NaCl). A partir dessa suspensdo, foi retirada uma aliquota de 100 pL, onde foram
adicionados 5 pL. de anexina-V conjugada a FITC (BD Pharmingen™ - Catéalogo: 556419).
As amostras foram incubadas por 30 minutos na auséncia de luz em temperatura ambiente.
Foram adquiridos 20.000 eventos para cada amostra no citometro de BD FACSCanto II
(Becton Dickinson Immunocytometry Systems) com o software BD FACSDiva versao 6.1.2.

Os resultados foram analisados no software Infinicyt versio 2.0 (Cytognos™).

4.7 AVALIACAO DO COMPROMETIMENTO DO POTENCIAL DE MEMBRANA
MITOCONDRIAL (A¥M)

Para avaliar o efeito dos compostos no A¥Ym das células Daudi, foi utilizado o kit
MitoView 633 (Biotium®, EUA). O MitoView ¢ um corante fluorescente com capacidade de
corar as mitocondrias de células viaveis, sendo assim, ele permeia as membranas das células e
se acumula na membrana da mitocondria. Dessa forma, a fluorescéncia obtida produzida pelo

corante ¢ proporcional a integridade de membrana mitocondrial. Entretanto, o corante ndo
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consegue permeabilizar as membranas com potencial mitocondrial comprometido. Assim, a

fluorescéncia obtida é proporcional a integridade de membrana mitocondrial.

Para os experimentos, as células Daudi (5 x 10° células/pogo) foram incubadas com os
compostos (DSH65 e AP12) na Clsy de 24 horas pelo periodo de 12 horas, em estufa imida a
37 °C com 5% de CO,. Também foi preparado um controle negativo com células sem
tratamento, a fim de caracterizar como encontrava-se o A¥Ym das células em uma estado
basal. Ap6s o periodo de incubacdo, as células foram centrifugadas a 264 g por 5 minutos e
lavadas com 4 mL de PBS, o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 300 pL da
solucdo de MitoView 633 diluido 1:10.000, de acordo com as instrugoes do fabricante. Em
seguida, as células foram incubadas por 30 minutos em geladeira na auséncia de luz. Apos a
incubacdo, as células foram centrifugadas e o sobrenadante foi retirado e suspendido em 300
pL de PBS. As amostras foram processadas no citdmetro de fluxo BD FACSCanto II (Becton
Dickinson Immunocytometry Systems) com o sofiware BD FACSDiva versdao 6.1.2, e a
analise, foi realizada utilizando-se o software Infinicyt versdo 2.0 (Cytognos®™). Foram
adquiridos 20.000 eventos ¢ os doublets foram retirados com base nas caracteristicas de

forward scatter (FSC) (altura x area).

4.8 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE PROTEINAS ENVOLVIDAS NOS
MECANISMOS DE PROLIFERACAO CELULAR E APOPTOSE (KI-67, BCL-2,
BAX, AIF, FASR, CASPASE3 ATIVADA E SURVIVINA).

O envolvimento das proteinas pro-apoptdticas Bax, anti-apoptoticas Bel-2, AIF, FasR,
Caspase-3 ativada, survivina e Ki-67 na morte celular causada pelos compostos (DSH65 e
AP12) foi realizada por citometria de fluxo. Em todos os experimentos, as células Daudi (1 x
10° células/ pogo) foram incubadas com os compostos na Clsy de 24 horas, em estufa imida a
37 °C com 5% de CO; pelo periodo de 24 horas. Também foi preparado um controle negativo
com células sem tratamento a fim de caracterizar a expressao basal das proteinas nas células.
A fim de avaliar as proteinas intracelulares (Bax, Bcl-2, AIF, caspase-3 ativada, Ki-67 e
survivina), foi utilizado o kit de permeabiliza¢do celular FIX&PERM® (Nordic-MUbio®,
Holanda). Para o FasR, foi utilizada a técnica de marcagdo direta, pois se tratava de uma

proteina localiza na membrana celular.
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Para a marcacdo das proteinas intracelulares, as células foram incubadas com os
compostos DSH65 ¢ AP12 por 24 horas e, apds o periodo de incubacdo, as células foram
centrifugadas a 264 g por 5 min e suspendidas com 4 mL de PBS, o sobrenadante foi
descartado. Ao sedimento, foram adicionados 100 uL do reagente A (reagente de fixagdo) ¢ a
mistura foi incubada por 15 minutos ao abrigo da luz. Em seguida, foram adicionados
novamente 4 mL de PBS e as células foram centrifugadas a 264 g por 5 min, Depois, o
sobrenadante foi descartado e adicionados 100 pl. do reagente B (reagente de
permeabilizacdo celular). Por fim, foi adicionado o volume correspondente do anticorpo de
interesse e as células foram incubadas novamente por 15 minutos. Posteriormente, foram
centrifugadas a 264 g por 5 min e suspendidas com 4 mL d PBS, o sobrenadante foi

descartado e foram adicionados 300 pL de PBS para adquirir as células em CF.

Para a marcac¢do direta da proteina FasR, apds incubagdo com os compostos (DSH65 e
AP12) por 24 horas, as células foram centrifugadas a 264 g por 5 min e suspendidas com 4
mL de PBS, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi suspendido em 100 puL de PBS.
Em seguida, foi adicionado o volume adequado do anticorpo, e as células foram incubadas
por 30 minutos em temperatura ambiente na auséncia de luz. Apos a incubagado, as células
foram novamente centrifugadas a 264 g por 5 min e suspendidas com 4 mL de PBS, o

sobrenadante foi descartado e o precipitado celular foi suspendido com 300 uL de PBS.

Para a analise de todas as proteinas, foram adquiridos 20.000 eventos pelo citdmetro
de fluxo BD FACSCanto II (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) com o software
BD FACSDiva versao 6.1.2. Os resultados foram analisados no software Infinicyt versao 2.0
(Cytognos®™). Os doublets foram retirados utilizando-se as caracteristicas de forward scatter
(FSC) (altura x area). Os anticorpos usados na avaliacdo de proteinas envolvidas nos

mecanismos de prolifera¢do celular e apoptose estdo descritos no Quadro 1.
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Quadro 1 - Anticorpos usados na avaliagdo de proteinas relacionadas com a proliferagao
celular e apoptose.

Marcador Clone Fabricante N° Catalogo Volume Fluorocromo
Bax B-9 Santa Cruz SC-7480 S5uLlL PercP
PercP
Bcl-2 Bcl-2/100 Exbio 1F-668-T100 4 uL FITC
FasR B-10 Santa Cruz | SC-8009 PE 5uL PE
AIF E-1 Santa Cruz SCF—IIT3(1316 5uL FITC
Caspase-3 | 95 605 BD 560627 5uL V450
ativada
Ki-67 20 Rajl eBioscience | 11-5699-41 5uL FITC
Survivina D-8 Santa Cruz SC_PII;779 5uL PE

FITC: fluoresceina; PercP: Complexo proteina peridinina-clorofila; PE: ficoeritrina; V450: pacific blue

49 AVALIACAO DA PRODUCAO DE EROS

Para avaliar a produ¢do de EROs pelos compostos, foi utilizado o kit MitoSOX Red
Molecular Probes (ThermoFischer™, EUA). O kit é composto por um corante fluorogénico
capaz de permear a membrana das células vidveis e com afinidade pela mitocondria. No
interior das células, o reagente ¢ oxidado pelo anion superoxido e, assim, emiti fluorescéncia
vermelha. Para analise da produ¢do de EROS pelos compostos, as células Daudi (1 x 10°
células/ pogo) foram incubadas com os compostos (DSH 65 e AP12) na Clsy de 24 horas, em
estufa imida a 37 °C com 5% de CO; pelo periodo de 24 horas. Foi preparado um controle
negativo com células sem tratamento para caracterizar a produgdo basal de EROS pelas
células. Apds 24 horas de incubagdo, as células foram centrifugadas a 264 g por 5 min e
lavadas com 4 mL de PBS, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi suspendido em

300 pL da solucao de MitoSOX 1:10.000, de acordo com as instru¢des do fabricante. Em
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seguida, as células foram incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente na auséncia de
luz. Apds a incubagdo, as células foram novamente centrifugadas a 264 g por 5 min, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado celular foi suspendido com 300 puL de PBS. As
amostras foram adquiridas no citometro de fluxo BD FACSCanto II (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems) com o sofiware BD FACSDiva versdo 6.1.2, e as analises dos
dados pelo software Infinicyt versdo 2,0 (Cytognos®™). Foram adquiridos 20.000 eventos e os

doublets foram retirados com base nas caracteristicas de forward scatter (FSC) (altura x area).

4.10 ESTATISTICA

Os resultados apresentados foram expressos como a média + erro-padrao da média
(EPM) e cada experimento foi realizado, no minimo, trés vezes de forma independente. Para
todas as analises, foi adotado um nivel de confianca de 95%. Para os testes de citotoxicidade,
os resultados foram avaliados pela analise de varidncia (ANOVA) two way seguida de teste
post-hoc de Bonferroni. Para a avaliacdo dos compostos nas diferentes fases do ciclo celular,
expressao dos residuos de fosfatidilserina, das proteinas anti e pro-apoptoéticas, da produgao
de EROS e da alteracdo do A¥m foi analisada pelo teste t de Student nao pareado, o qual
compara cada grupo de tratamento ao grupo controle. Todas as andlises estatisticas foram

realizadas pelo software GraphPad Prism 5.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DO EFEITO DOS COMPOSTOS SINTETICOS E NATURAL SOBRE
CELULAS DE LB (DAUDI)

5.1.1 Triagem de citotoxicidade dos compostos sintéticos sobre as células de linhagem
de LB (Daudi)

Inicialmente, foi avaliado o efeito citotoxico de 18 compostos sintéticos (derivados do
acido cinamico, imidazopiridinas e dihidropiridinas) sobre as células Daudi. Como pode ser
observado na Figura 14, os compostos 5C, DSH55, DSH56, DSH57, DSH58, DSH59, DSH64
e DSH65 foram os que apresentaram reducdo significativa (p < 0,05) da viabilidade celular na
concentragdo de 100 uM quando comparados ao grupo controle (células sem tratamento) na
linhagem Daudi. Dentre os compostos sintéticos avaliados, o composto DSH65 foi o que
obteve maior redugdo na viabilidade celular e, por isso, foi selecionado para dar continuidade
ao estudo de mecanismo de acdo. A investigagcdo iniciou com a avaliacdo da citotoxicidade
dos compostos em diferentes concentragdes (1-100 pM) sobre linhagem Daudi e tempos de
24, 48 e 72h. Além disso, deu-se continuidade também com a investigagdo do mecanismo de
acdo do composto natural AP12, uma vez que um estudo anterior realizado no LOEH com
uma plastoquinona (AP1), também isolada da alga Desmarestia menziessi, apresentou

resultados promissores em células Daudi.
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Figura 14 - Triagem de citotoxicidade dos compostos sintéticos derivados do acido cinamico,
da dihidropiridinas, da imidazopiridinas e hidroquinona sobre células Daudi.
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As células Daudi (1 x 10° células/pogo) foram incubadas com os compostos sintéticos (derivados do 4cido
cindmico, dihidropiridinas e imidazopiridinas) na concentragao de 100 uM por 24 h e a viabilidade celular foi
determinada pelo método do MTT. Os resultados expressam a média + EPM de trés experimentos
independentes. * Diferenca significativa em relagao ao grupo controle (células sem tratamento), p < 0,05.
ANOVA one-way seguida de teste post-hoc de Tukey. Fonte: A AUTORA

5.1.2 Efeito citotoxico do composto DSH6S5 sobre células linhagem de LB (Daudi)

Como pode ser observado na Figura 15, o composto DSH65 diminuiu a viabilidade

das células Daudi, com redug¢ao significativa (p < 0,05) da viabilidade celular a partir de 5 uM

no periodo de 72 h e a partir de 10 puM no periodo de 24 e 48 h. A reducdo na viabilidade

celular foi dependente da concentracdo e do tempo quando comparados os tempos de 24 h, 48

h e 72 h. A partir das curvas, foi possivel calcular os valores de Clsyp do composto DSH65 na

linhagem Daudi e estdo apresentados na Tabela 1.

Figura 15 - Efeito citotoxico do composto DSH65 sobre células Daudi
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As células Daudi (1 x 10° células/pogo - 24 h, 5 x 10* células/pogo - 48 h e 2,5 x 10* células/pogo - 72 h) foram
incubadas com o composto DSH65 nas concentragdes de 1, 5, 10, 25, 50 e 100 uM. A viabilidade celular foi
avaliada pelo método do MTT. Cada ponto representa media + EPM de trés experimentos independentes.
*P<0,05 quando comparado ao grupo controle, ANOVA two-way seguida de teste post-hoc de Bonferroni.
Fonte: A AUTORA

Tabela 1- Valores de Cls calculados para as células Daudi apds 24, 48 € 72 h de incubagao
com o composto DSH65.

Tempo Cl;5y Daudi
24 h 50,14 + 3,14 uM
48 h 17,62 + 0,87 uM
72 h 13,12+ 0,71 uM

5.1.3 Efeito citotoxico do composto natural AP12 sobre células de linhagem de LB

(Daudi)

Como pode ser observado na Figura 16, o composto AP12 diminuiu a viabilidade das
células Daudi, com redug¢do significativa (p < 0,05) da viabilidade celular a partir de 25 uM
no periodo de 24 e 48 h e a partir de 10 pM no periodo de 72 h. A reducdo na viabilidade
celular foi dependente do tempo e da concentragdo quando comparado os 24, 48 ¢ 72 horas. A
partir das curvas foi possivel calcular os valores de Clsyp do composto AP12 na linhagem

Daudi, que estdo apresentados na Tabela 2.

Figura 16 - Efeito citotoxico do composto AP12 em células Daudi
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As células Daudi (1 x 10° células/pogo - 24 h, 5 x 10* células/pogo - 48 h e 2,5 x 10* células/pogo - 72 h) foram
incubadas com o composto AP12 nas concentragdes de 1, 5, 10, 25, 50 e 100 uM. A viabilidade celular foi
avaliada pelo método do MTT. Cada ponto representa media + EPM de trés experimentos independentes.
*P<0,05 quando comparado ao grupo controle, ANOVA two-way seguida de teste post-hoc de Bonferroni.
Fonte: A AUTORA
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Tabela 2 Valores de Cl;sg calculados nas células Daudi apos 24, 48 e 72 h de incubagdo com o

composto AP12.

Tempo Cl;5y Daudi
24 h 51,86 £2,22 uM
48 h 33,88 + 1,86 uM
72 h 15,13 + 0,89 uM

52 PREDICAO IN SILICO DAS CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS E
BIOLOGICAS

Os dados obtidos pela ferramenta de predicdo in silico SWISSADME estdo
apresentados na Tabela 3 e as caracteristicas quanto a biodisponibilidade oral da DSH65 e do
AP12 estdo representadas nas Figuras 17 e 18. Também foi avaliada a acessibilidade sintética
dos compostos e foi atribuido o valor de 3,15 e 4,61, respectivamente. Quando foram
avaliadas as propriedades para o desenvolvimento de um novo farmaco, foram gerados dois
alertas para o composto AP12 devido a presenca do grupamento hidroquinona e alceno

isolado, o que pode conferir uma possivel toxicidade ao composto.

Figura 17 - Predicdo in silico da biodisponibilidade oral do composto DSH65

Lipofilicidade
-0.7 < XLOGP3< +5.0

Flexibilidade Tamanho

n® de ligagies rotaciondveis <9 150 gimol < MM <500 g/mol

Insaturacio

0.25 < Fragdio Csp3 <1 Polaridade

20 A* < TPSA <130 42

Insolubilidade
0 < Log S (ESOL) <6

A zona pintada em rosa corresponde ao espaco fisico-quimico adequado para uma boa biodisponibilidade oral e
a linha vermelha representa os parametros apresentados pelo composto DSH65. Fonte: Adaptado SWISSADME,
2020.
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Figura 18 - Predigdo in silico da biodisponibilidade oral do composto AP12.
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Nota: A zona pintada em rosa corresponde ao espaco fisico-quimico adequado para uma boa biodisponibilidade
oral, e a linha vermelha representa os parametros apresentados pelo composto AP12. Fonte: Adaptado
SWISSADME, 2020.



Tabela 3 - Predi¢ao in silico das caracteristicas fisico-quimicas, farmacocinéticas e

farmacologicas dos compostos DSH65 e AP12.
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Propriedades fisico-quimicas

Formula

Peso Molecular
Numero de Atomos Pesados
Fragao Csp3
Numero de ligagdes rotacionaveis
Aceptores de ligacdes de hidrogénio
Doadores de ligacdes de hidrogénio
Refratividade Molar
Area de superficie polar topologica
(TPSA)
Log P o/w
Log P o/w (XLOGP3)
Solubilidade em dgua

DSH65
CpHi1FsN»

420,35 g/ mol
30
0,14
5
7
0
100,08

17,30 A2

3,49
6,85
Pouco soluvel

Caracteristicas farmacocinéticas

Absorcao gastrointestinal

Permeagdo da barreira hematoencefalica

Substrato da glicoproteina-P (P-gp)
Inibidor da CYP1A2
Inibidor da CYP2C19
Inibidor da CYP2C9
Inibidor da CYP2D6
Inibidor da CYP3A4

Baixo
Nao
Sim
Sim
Sim
Nao
Sim
Nao

Caracteristicas farmacologicas

Lipinski
Ghose
Veber
Egan
Muegge
Escore de biodisponibilidade

Sim (nenhuma
violagao)
Nao
Sim
Nao
Nao
0,55

AP12
Cy7H4004

428.60 g/mol
31
0,48
11
4
4
132,18

80,92A2
4,65

7.15
Pouco soluvel

Alto
Nao
Nao
Sim
Nao
Sim
Nao
Sim
Sim (nenhuma
violacao)
Nao
Nao
Nao
Nao
0,55

Fonte: Adaptado SWISSADME, 2020.

Outra ferramenta utilizada para a predi¢ao da atividade farmacologica dos compostos

DSHG65 e AP12 foi o SWISStargetprediction. A ferramenta comparou a estrutura 2D/3D dos

compostos com a sua base de dados e alguns dos possiveis alvos farmacolédgicos apresentados

para os compostos DSH65 e AP12, com maior probabilidade, foram CDK2/ciclina E
(CCNE2, CDK2 e CCNELI) para o composto DSG65 (Quadros 2) e CDK2/ciclina E (CCNE2,
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CDK2 e CCNEl), PI3K - pll10-alpha/p85-alpha (PIK3CA e PIK3R1) e Glicoproteina-P
(ABCBI) para o composto AP12 (Quadros 3, 4 ¢ 5).

Quadro 2 - Resultados obtidos na predicdo in silico pelo SWISStargetprediction

Ligantes CCNE2, CDK2 e CCNE com similaridade baseada em 3D

CHEMBL16355
Similaridade: 0.823

CHEMBL16205
Similaridade: 0.803

CHEMBL418173
Similaridade: 0.803

CHEMBL15872
Similaridade: 0.801

CHEMBL15790

Similaridade: 0.788

CH,
CH,

CHEMBL16298
Similaridade: 0.784

Fonte: Adaptado SWISStargetprediction.




Quadro 3 Resultados obtidos na predigao in silico pelo SWISStargetprediction

Ligantes CCNE2, CDK2 e CCNE1 com similaridade baseada em 3D
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Similaridade: 0.813

Fonte: Adaptado SWISStargetprediction.
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https://www.ebi.ac.uk/chembldb/compound/inspect/CHEMBL90300
https://www.ebi.ac.uk/chembldb/compound/inspect/CHEMBL90082
https://www.ebi.ac.uk/chembldb/compound/inspect/CHEMBL308979
https://www.ebi.ac.uk/chembldb/compound/inspect/CHEMBL420571

Quadro 4 - Resultados obtidos na predigdo in silico pelo SWISStargetprediction

Ligantes PIK3CA e PIK3CA com similaridade baseada em 3D

H.C

CHEMBL1957492
Similaridade: 0.887

T

e |
— ~ ()

H

CHEMBL1957491
Similaridade: 0.868

CHEMBL1957493
Similaridade: 0.843

CHEMBL1957500
Similaridade: 0.830

Fonte: Adaptado SWISStargetprediction.
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https://www.ebi.ac.uk/chembldb/compound/inspect/CHEMBL1957492
https://www.ebi.ac.uk/chembldb/compound/inspect/CHEMBL1957491
https://www.ebi.ac.uk/chembldb/compound/inspect/CHEMBL1957493
https://www.ebi.ac.uk/chembldb/compound/inspect/CHEMBL1957500
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Quadro 5 - Resultados obtidos na predigdo in silico pelo SWISStargetprediction
Ligante ABCBI1 com similaridade baseada em 3D

Y
oce

i

@
CHEMBL2449427 * __ CHEMBL2449485
Similaridade: 0.897 Similaridade: 0.854

:
T K ’“Q} : ﬁ

CHEMBL2338111 CHEMBL2449343
Similaridade: 0.847 Similaridade: 0.843

Fonte: Adaptado SWISStargetprediction.

5.3 AVALIACAO DO EFEITO DOS COMPOSTOS DSH65 E AP12 SOBRE CELULAS
DE SANGUE PERIFERICO (SP)

5.3.1 Efeito citotéoxico do composto DSH65 em células mononucleares (CM) em SP

Como ¢ possivel observar na Figura 19, o composto DSH65 foi citotoxico para CM a
partir da concentragdo de 25 pM no periodo de incubagdo de 24 h, quando comparado ao
controle (células sem tratamento). Apesar de ser citotoxico para essas células (Clsy de 74,08 +
1,62 uM), o seu efeito € 1,5 vezes maior do que a encontrada apds incubagdo com o composto

em células Daudi, por 24 h.


https://www.ebi.ac.uk/chembldb/compound/inspect/CHEMBL2449427
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Figura 19 - Efeito citotéxico do composto DSH65 em células mononucleares em SP.
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As células mononucleadas de SP (5 x 10° células/pogo) foram incubadas com o composto DSH65 nas
concentragdes de 25 a 200 uM por 24 h. A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. Cada ponto
representa média £ EPM de trés experimentos independentes. *P<0,05 quando comparado ao grupo controle,

ANOVA one-way seguida de teste post-hoc de Bonferroni. Fonte: A AUTORA

5.3.2 Efeito citotoxico do composto AP12 em células mononucleares em sangue

periférico (SP)

Como ¢ possivel observar na Figura 20, o composto AP12 foi citotoxico para CM a
partir da concentragdo de 25 puM no periodo de incubagdo de 24 h com concentragdes
crescentes do composto (25-200 puM), quando comparado ao controle (células sem
tratamento). Apesar de ser citotoxico para as células (Clso de 130,9 &+ 2,95 uM), o seu efeito ¢
2,5 vezes maior do que a encontrada apds incubagdo com o composto em células Daudi, por

24 h.
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Figura 20 - Efeito citotéxico do composto AP12 em células mononucleares em sangue
periférico (SP).
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As células mononucleadas de SP (5 x 10° células/pogo) foram incubadas com o composto DSH65 nas
concentragdes de 25 a 200 uM por 24 h. A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. Cada ponto
representa média £ EPM de trés experimentos independentes. *P<0,05 quando comparado ao grupo controle,

ANOVA one-way seguida de teste post-hoc de Bonferroni. Fonte: A AUTORA

5.3.3 Avaliacdo do efeito hemolitico induzido pelo composto DSH65 em eritrdcitos

humaneos.

O efeito do composto DSH65 sobre os eritrocitos isolados do SP de individuos
considerados saudaveis foi avaliado nas concentragdes de 17,65 uM (Clsp), 35,24 uM (2 x
Clsp), 52,95 uM (3 x Clsp) e 176,5 (10 x Clsp). A Tabela 4 apresenta os valores de hemolise
encontrados em cada concentragdo, também representados na Figura 21. Os dados
apresentados demonstram que o composto DSH65 ndo possui efeito hemolitico significativo
em eritrocitos quando comparado ao controle negativo mesmo em concentragdes dez vezes

superiores a sua Clsy de 48 horas.
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Figura 21 - Efeito do composto DSH65 sobre eritrécitos de SP.
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A hemolise esta representada pela densidade optica (DO) dos eritrocitos apds o tratamento com o composto. As
amostras de SP foram coletadas em tubo de citrato e a solu¢do de hemacias foi preparada a partir do protocolo
experimental. Os ensaios foram realizados em triplicata, com pelo menos trés amostras coletadas de diferentes
individuos. * P<0,05 quando comparado ao controle negativo, ANOV A one-way seguida de teste post-hoc de

Tukey Nota: CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo. Fonte: A AUTORA

Tabela 4 - Taxa de hemolise (%) provocada pelo composto DSH65 em diferentes

concentracoes
DSH65 Clso 2 x Clsg 3xCls 10 x Cl5
Hemolise (%) 0 0,217+ 0,33 0,065 £0,12 0,103 +0,11

5.3.4 Avaliacdo do efeito hemolitico induzido pelo composto AP12 em eritrocitos

humanos

O efeito do composto AP12 em eritrocitos isolados do SP de individuos considerados
saudaveis foi avaliado nas concentracdes de 33,88 uM (Clso de 48 h), 67,76 uM (2 x Clso de
48 h), 101,64 uM (3 x Clsode 48 h) e 338,8 (10 x Clso de 48 h). Como pode ser observado na
Figura 22, o composto AP12 ndo possui efeito hemolitico significativo em eritrocitos quando

comparado ao controle negativo em concentragdes dez vezes superiores a sua Clsg 4. 48 horas

(Tabela 5).
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Figura 22 - Efeito do composto AP12 sobre eritrécitos de SP.
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A hemodlise esta representada pela densidade optica (DO) apos tratamento dos eritrocitos com o composto. As

amostras de SP foram coletadas em tubo de citrato e a solu¢do de hemacias foi preparada a partir do protocolo

experimental. Os ensaios foram realizados em triplicata, com pelo menos trés amostras coletadas de diferentes

individuos. * P<0,05 quando comparado ao controle negativo, ANOVA one-way seguida de teste post-hoc de
Tukey Nota: CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo. Fonte: A AUTORA

Tabela 5 - Taxa de hemolise (%) provocada pelo composto AP12 em diferentes

concentragoes.
AP12 Clso 2 x Clsg 3xCls 10 x Cl;5
Hemodlise (%) 0,318+ 0,16 0,370 £ 0,17 0,572+ 0,19 3,424 + 0,80

5.4 AVALIACAO DO EFEITO DOS COMPOSTOS DSH65 e AP12 SOBRE O CICLO
CELULAR

O efeito dos compostos na progressao do ciclo celular das células Daudi foi avaliado
apods a incubagdo com 0s compostos nas suas respectivas Clsyg de 24 h pelo periodo de 24 h. A
Tabela 6 e as Figuras 23 e 24 mostram a porcentagem de células em cada fase do ciclo
celular. As células Daudi quando tratadas com o composto DSH65 apresentaram diferenga
significativa no percentual de células nas fases GO/Gl e G2/M do ciclo celular quando
comparadas ao grupo controle. J4 quando incubadas com o composto AP12, ndo houve

diferenca significativa no percentual de células nas fases do ciclo celular, quando comparadas

ao grupo controle.
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Tabela 6 - Efeito dos compostos nas diferentes fases do ciclo celular das células Daudi.

GO/G1 (%) S (%) G2/M (%)  Sub GO/G1 (%)
Controle 58,45+ 1,15 31,10 £3.2 10,45+2,05 34,15+ 18,05
DSH65 34,10+ 5,10 31,95+3,50 34,00+ 1,60* 36,10 + 1,80
AP12 5490+220  29,65+0,15  1555+235  42,65+3,.95

As células Daudi (5,0 x 10° células/pogo) foram incubadas pelo periodo de 24 horas com os compostos nas suas
Clso de 24h, ja os grupos controle sdo células sem nenhum tratamento. As fases do ciclo celular estdo
apresentadas como G0/G1, S e G2/M. As analises foram feitas no citdmetro de fluxo BD FACSCantoTM Il e
foram avaliadas pelo software Infinicyt versdo 2.0 (Cytognos®™). Os percentuais representam a média + EPM de
pelo menos dois experimentos independentes, teste t de Student . Fonte: A AUTORA

Figura 23 Efeito do composto DSH65 na progressao do ciclo celular das células Daudi.
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As células Daudi (5,0 x 10° células/pogo) foram incubadas pelo periodo de 24 horas com o composto na sua Cls,
de 24h, ja o grupo controle representam células sem nenhum tratamento. As fases do ciclo celular estdo
representadas como G0/G1, S ¢ G2/M. As amostras foram adquiridas no citdometro de fluxo BD FACS CantoTM
11 e analisadas no software Infinicyt versio 2.0 (Cytognos™). Os graficos representam a média + EPM de pelo
menos dois experimentos independentes, teste t de Student. Fonte: A AUTORA.
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Figura 24 - Efeito do composto AP12 na progressao do ciclo celular das células Daudi
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As células Daudi (5,0 x 10° células/pogo) foram incubadas pelo periodo de 24 horas com o composto na sua Cls,
de 24h, ja o grupo controle representam células sem nenhum tratamento. As fases do ciclo celular estdo
representadas como G0/G1, S e G2/M. As amostras foram adquiridas no citometro de fluxo BD FACS CantoTM
II e analisadas no software Infinicyt versio 2.0 (Cytognos®). Os graficos representam a média + EPM de pelo
menos dois experimentos independentes, teste t de Student. Fonte: A AUTORA

5.5 AVALIACAO DO EFEITO DOS COMPOSTOS DSH65 E AP12 SOBRE A
APOPTOSE

5.5.1 Avaliacao das alteracoes morfolégicas por microscopia de fluorescéncia com BE e

LA

Ap0s a incubagdo das células com a Clsyp de 24 h dos compostos DSH65 e AP12 por
24 h, foi possivel observar que as células Daudi apresentaram caracteristicas de apoptose
inicial, as quais apresentaram membrana integra e condensagdo da cromatina, observadas nas
células coradas em verde com LA (representadas pelas setas brancas na Figura 25). Também
foi possivel observar a presenca de células em apoptose tardia, em que € observada a perda da
integridade de membrana e, por isso, as células apresentam a coloragdo alaranjada do BE.
ApoOs a incubagdo do composto AP12, também foi possivel observar a presenca de células
com caracteristica de apoptose inicial e apoptose tardia. As células apoptdticas estdo indicadas

pelas setas brancas na Figura 25.
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Figura 25 - Alteragdes morfologicas induzidas pelos compostos em células Daudi.

A Controle B DSH65

As células Daudi (1 x 10° células/pogo) foram incubadas com o composto na Cls, de 24 h e foram coradas com
solucdo 1:1 de BE/LA. O grupo controle esta representado por células sem tratamento (A). As células foram
observadas em microscopio de fluorescéncia na magnitude de 200x e foram fotografados, pelo menos, dez
campos. As setas indicam as células que estdo em apoptose. Painel A: Controle. Painel B: composto DSH65.
Painel C: composto AP12. Os resultados apresentados foram obtidos de no minimo dois experimentos
independentes. Escala: 10um. Fonte: A AUTORA

5.5.2 Deteccido da externalizacio dos residuos de fosfatidilserina pelo método da

Anexina-V por CF

Como demonstrado na Figura 26, apds a incubagdo das células Daudi com os compostos,
houve um aumento significativo da expressdo dos residuos de fosfatidilserina nessas
células de 83,75 + 4,55% e 46,10 = 1,7% quando incubadas com o DSH65 e AP12,

respectivamente, quando comparadas ao grupo controle (células sem tratamento).
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Figura 26 - Efeito dos compostos na exposic¢ao dos residuos de fosfatidilcerina em células
Daudi por meio do método da anexina-V
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As células Daudi (5,0 x 10° células/pogo) foram incubadas por 24 h na auséncia (grupo controle) e na presenga
dos compostos na sua Clsy de 24 h. A porcentagem da expressdo dos residuos de fosfatidilserina foram
determinadas por meio de CF apds a marcagdo com anexina-V conjugada a FITC. As analises foram feitas no
citdmetro de fluxo BD FACSCantoTM II e foram avaliadas pelo software Infinicyt versio 2.0 (Cytognos™). Os
histogramas apresentados sdo ilustrativos de um unico experimento e os graficos apresentam a média + EPM de,
no minimo, dois experimentos independentes. *P<0,05 quando comparado ao grupo controle, teste t de Student
para amostras independentes. Fonte: A AUTORA.

5.6 AVALIACAO DO COMPROMETIMENTO DO POTENCIAL MITOCONDRIAL

Foi avaliado o efeito dos compostos sobre 0 AYM das células Daudi apds incubacao
com Clsy de 24h dos compostos por 24 h. Na Figura 27, ¢ possivel observar que houve uma
redugdo significativa (p < 0,05) de 96,35 £ 0,35% do AYM das células Daudi quando
incubadas com o DSH65 e de 80,85 = 9,15% das células quando incubadas com o composto
API12. Além disso, visto que os compostos DSH65 e AP12 causaram perda AYM apods
incubacdo com a Clsy de 24 h por 24 h, também foi avaliado o efeito dos compostos sobre o
AYM apos incubagdo de 12 h em células Daudi. Assim, foi possivel observar na Figura 10
que ndo houve reducdo significativa para ambos os compostos, pois, quando incubado com

DSH65 houve uma redugdo de 10,9 + 1,8% do A¥YM e de 15,4 + 2,6% quando incubada com

o composto AP12.



Figura 27 - Efeito dos compostos no A¥m de células Daudi apds 12 h e 24 h de incubagao
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As células Daudi (5,0 x 10° células/pogo) foram incubadas por 24 h na auséncia (grupo controle) e na presenga dos compostos na sua Cls, de 24 h. A porcentagem de células
com A¥m intacto foram determinadas por meio de CF apds a marcagdo com o kit MitoView 633. As analises foram feitas no citometro de fluxo BD FACSCantoTM Il e
foram avaliadas pelo software Infinicyt versdo 2.0 (Cytognos®). Os histogramas apresentados sdo ilustrativos de um tinico experimento e os graficos apresentam a média +
EPM de, no minimo, dois experimentos independentes. *P<0,05 quando comparado ao grupo controle, teste t de Student para amostras independentes. Fonte: A AUTORA.
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5.7 AVALIACAO DE PROTEINAS ENVOLVIDAS NOS MECANISMOS DE
PROLIFERACAO CELULAR E APOPTOSE (KI-67, BCL-2, BAX, AIF, FasR,
CASPASE3 ATIVADA E SURVIVINA).

Para avaliar se apoptose causada pelos compostos estava relacionada a apoptose
intrinseca e/ou extrinseca, foram avaliadas diferentes proteinas que estdo envolvidas nessas
duas vias de morte celular. Em todas as analises, as células Daudi foram incubadas com a Cls,

de 24 h dos compostos pelo periodo de 24 h.

5.7.1 Investigacao do efeito dos compostos sobre as proteinas da familia Bcl-2 (Bax e

Bcl-2)

Como pode ser observado na Figura 28, o tratamento das células Daudi com os
compostos DSH65 e AP12 por 24 h causou um aumento de 1,26 + 0,08 vezes e de 1,25 + 0,05
vezes na expressao de Bax, respectivamente, em relagdo ao controle (células sem tratamento).
Como apresentado na Figura 29, houve uma diminuicdo significativa da expressao de Bcl-2
de 0,86 £ 0,01 vezes, em comparagdo ao grupo controle (células sem tratamento), apos
incubacdo de 24 h com o composto DSH65. Entretanto, em relagcdo ao composto AP12, ndo
houve diferenca significativa, Também ¢ possivel observar que a relagdo Bax/Bcl-2 nas
células tratadas com o composto DSH65 e AP12 foram de 1,46 e de 1,28, respectivamente, o

que mostra o estimulo pré-apoptotico de ambos compostos.



62

Figura 28 - Efeito dos compostos na expressao das proteinas Bax em células Daudi.
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As células Daudi (5,0 x 10° células/pogo) foram incubadas por 24 h na auséncia (grupo controle) e na presenga
dos compostos na sua Clsy de 24 h. O IFM foi determinada por meio de CF ap6s a marcagdo com os anticorpos
anti-Bax conjugado a PercP ¢ anti-Bc¢l-2 conjugado a FITC. As analises foram feitas no citdmetro de fluxo BD
FACSCantoTM II e foram avaliadas pelo software Infinicyt versio 2.0 (Cytognos®). Os histogramas
apresentados sdo ilustrativos de um tnico experimento e os graficos apresentam a média = EPM de, no minimo,
dois experimentos independentes. *P<0,05 quando comparado ao grupo controle, teste t de Student. Fonte: A
AUTORA. Nota: IFM: intensidade de fluorescéncia média. U.A.: Unidades arbitrarias
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Figura 29 - Efeito dos compostos na expressao das proteinas Bcl-2 em células Daudi.
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As células Daudi (5,0 x 10° células/pogo) foram incubadas por 24 h na auséncia (grupo controle) e na presenga
dos compostos na sua Clsy de 24 h. O IFM foi determinada por meio de CF apds a marcagdo com os anticorpos
anti Bax conjugado a PercP e anti Bcl-2 conjugado a FITC. As analises foram feitas no citometro de fluxo BD
FACSCantoTM II e foram avaliadas pelo software Infinicyt versdo 2.0 (Cytognos®). Os histogramas
apresentados sdo ilustrativos de um tnico experimento e os graficos apresentam a média = EPM de, no minimo,
dois experimentos independentes. *p < 0,05 quando comparado ao grupo controle, teste t de Student. Fonte: A
AUTORA. Nota: IFM: intensidade de fluorescéncia média. U.A.: Unidades arbitrarias

5.7.2 Investigaciao do efeito dos compostos sobre o fator indutor de apoptose (AIF)

Com base na Figura 30, ¢ possivel observar que houve uma diminui¢do da expressao
de AIF, quando incubado com o composto DSH65, visto que houve uma diminui¢do de 0,48
+ 0,01 vezes, quando comparado com o controle (células sem tratamento), j4 com relacdo ao

composto AP12, ¢ possivel observar que ndo houve diferenca significativa.
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Figura 30 - Efeito dos compostos na expressao da proteina AIF em células Daudi.
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As células Daudi (5,0 x 10° células/pogo) foram incubadas por 24 h na auséncia (grupo controle) e na presenga
dos compostos na sua Clsy de 24 h. O IFM foi determinada por meio de CF apds a marcagdo com os anticorpos
anti-AlFconjugado a FITC. As analises foram feitas no citometro de fluxo BD FACSCantoTM II e foram
avaliadas pelo software Infinicyt versdo 2.0 (Cytognos®). Os histogramas apresentados sdo ilustrativos de um
unico experimento e os graficos apresentam a média + EPM de, no minimo, dois experimentos independentes.
*p < 0,05 quando comparado ao grupo controle, teste t de Student. Fonte: A AUTORA. Nota: IFM: intensidade
de fluorescéncia média. U.A.: Unidades arbitrarias.

5.7.3 Investigacio do efeito dos compostos no receptor fas (FasR)

Com o objetivo de avaliar o envolvimento dos compostos na apoptose extrinseca, foi
avaliado o efeito dos mesmos sobre a expressdao do receptor Fas. A partir dos resultados
demonstrados na Figura 31, € possivel observar que, ap6s incubagdo com o composto DSH65,
houve uma diminui¢do de 0,85 + 0,02 vezes na expressdao de FasR quando comparados com o
grupo controle (células sem tratamento). J& com relagdo ao composto AP12, & possivel

observar que nao houve diferenca significativa, quando comparada com o controle.
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Figura 31 - Efeito dos compostos na expressao de FasR.
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As células Daudi (5,0 x 10° células/pogo) foram incubadas por 24 h na auséncia (grupo controle) e na presenga
dos compostos na sua Clsy de 24 h. O IFM foi determinada por meio de CF ap6s a marcagdo com o anticorpo
anti-FasR conjugado a PE. As analises foram feitas no citdmetro de fluxo BD FACSCantoTM II e foram
avaliadas pelo software Infinicyt versdo 2.0 (Cytognos®). Os histogramas apresentados sdo ilustrativos de um
unico experimento e os graficos apresentam a média + EPM de, no minimo, dois experimentos independentes.
*p < 0,05 quando comparado ao grupo controle, teste t de Student. Fonte: A AUTORA. Nota: I[FM: intensidade
de fluorescéncia média. U.A.: Unidades arbitrarias.

5.7.4 Investigaciao do efeito dos compostos sobre a caspase-3 ativada.

Como mostra a Figura 32, apos tratamento e incubacdo das células Daudi com os
compostos DSH65 e AP12 (Clsy de 24 h), houve um aumento de 1,98 £ 0,01 vezes e 1,52 +

0,10 vezes, respectivamente, da expressdao da caspase-3 ativada.
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Figura 32 - Efeito dos compostos na expressao da caspase-3 ativada.
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As células Daudi (5,0 x 10° células/pogo) foram incubadas por 24 h na auséncia (grupo controle) e na presenga
dos compostos na sua Clsy de 24 h. O IFM foi determinada por meio de CF apo6s a marcagdo com o anticorpo
anti-caspase-3 conjugado a V450. As analises foram feitas no citometro de fluxo BD FACSCantoTM II e foram
avaliadas pelo software Infinicyt versdo 2.0 (Cytognos®). Os histogramas apresentados sdo ilustrativos de um
unico experimento e os graficos apresentam a média = EPM de, no minimo, dois experimentos independentes.
*p < 0,05 quando comparado ao grupo controle, teste t de Student. Fonte: A AUTORA. Nota: I[FM: intensidade
de fluorescéncia média. U.A.: Unidades arbitrarias.

5.7.5 Efeito dos compostos DSH65 e AP12 sobre a proteina antiapoptética survivina

Como demonstrado na Figura 33, apods incubagdo das células Daudi com o composto
DSH65, houve uma diminui¢ao de 0,83 + 0,08 vezes na expressdo da proteina antiapoptotica
survivina, quando comparada com o controle (células sem tratamento). J&, apos incubagao

com o composto AP12, ndo foi possivel observar redu¢ao na expressao dessa proteina.
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Figura 33 - Efeito dos compostos na expressao da proteina survivina em células Daudi.
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As células Daudi (5,0 x 10° células/pogo) foram incubadas por 24 h na auséncia (grupo controle) e na presenga
dos compostos na sua Clsy de 24 h. O IFM foi determinada por meio de CF ap6s a marcagdo com o anticorpo
anti-survivina conjugado a PE. As analises foram feitas no citdmetro de fluxo BD FACSCantoTM II e foram
avaliadas pelo software Infinicyt versdo 2.0 (Cytognos®). Os histogramas apresentados sdo ilustrativos de um

unico experimento e os graficos apresentam a média £+ EPM de, no minimo, dois experimentos independentes.

*p < 0,05 quando comparado ao grupo controle, teste t de Student. Fonte: A AUTORA. Nota: I[FM: intensidade

de fluorescéncia média. U.A.: Unidades arbitrarias

5.7.6 Efeito dos compostos sobre a proteina Ki-67

Os resultados apresentados na Figura 34 mostram que o composto DSH65 causou uma
diminui¢do significativa (p < 0,05) de 0,55 = 0,09 vezes na expressao da proteina Ki-67 em
células Daudi quando comparados ao grupo controle (células sem tratamento). Entretanto, o

mesmo efeito nao foi observado com o AP12.



Figura 34 - Efeito dos compostos na expressao da proteina Ki-67 em células Daudi.
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As células Daudi (5,0 x 10° células/pogo) foram incubadas por 24 h na auséncia (grupo controle) e na presenga
dos compostos na sua Clsy de 24 h. O IFM foi determinada por meio de CF ap6s a marcagdo com o anticorpo
anti-KI-67 conjugado a FITC. As analises foram feitas no citometro de fluxo BD FACSCantoTM II e foram
avaliadas pelo software Infinicyt versdo 2.0 (Cytognos®). Os histogramas apresentados sdo ilustrativos de um
unico experimento e os graficos apresentam a média + EPM de, no minimo, dois experimentos independentes.
*p < 0,05 quando comparado ao grupo controle, teste t de Student. Fonte: A AUTORA. Nota: IFM: intensidade
de fluorescéncia média. U.A.: Unidades arbitrarias.

5.8 AVALIACAO DO EFEITO DOS COMPOSTOS DSH65 ¢ AP12 NA FORMACAO DE

EROs

Como ¢ possivel observar na Figura 35, houve um aumento significativo (p < 0,05) de

88,25 + 0,05% e 71,85 £ 0,25% na concentracao de EROs nas células Daudi apds a incubacao

com os compostos DSH65 e AP12, respectivamente, quando comparadas ao grupo controle.
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Figura 35 - Efeito dos compostos na formagao de EROs

Controle
DSHE5
=
=
8
@
-
s
=
B
=
&
lx-3 . s pn -
MitoSox Red - PE
100+ .
804
£ 604
S
o 40-
w
204
.. I

Controle

LI
DSHeS

Densidade celular

Controle

AP12

MitoSox Red - PE

100+
80
£ 604
S
or 40+
w
204
o -

{4

Controle

AP12

As células Daudi (5,0 x 10° células/pogo) foram incubadas por 24 h na auséncia (grupo controle) e na presenga
dos compostos na sua Clsy de 24 h. A porcentagem da expressdo de EROs foi determinada por meio de CF apos
marcagao com corante MitoSox Red. As analises foram feitas no citometro de fluxo BD FACSCantoTM 11 e
foram avaliadas pelo software Infinicyt versao 2.0 (Cytognos®). Os histogramas apresentados sdo ilustrativos de
um Unico experimento e os graficos apresentam a média + EPM de, no minimo, dois experimentos
independentes. *p < 0,05 quando comparado ao grupo controle, teste t de Student. Fonte: A AUTORA. Nota:

IFM: intensidade de fluorescéncia média. U.A.: Unidades arbitrarias.
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6 DISCUSSAO

Nos ultimos anos, houve um avanco das pesquisas para o desenvolvimento de novas
terapias para diferentes neoplasias. Dentre elas, diferentes linfomas foram contemplados com
novas combinagdes de farmacos para o tratamento. Entretanto, o tratamento do LB continua
um desafio, visto que, apos a terapia de indugdo, apesar de alguns pacientes apresentarem
remissdo inicial, muitos apresentam recidivas, principalmente entre 1idosos e
imunossuprimidos, acredita-se que muitos dos casos de recidivam estejam relacionados ao
desenvolvimento de resisténcia a quimioterapia. Em outros casos, os pacientes nunca entram
em remissdo, sdo considerados refratarios ao tratamento. Nesses casos, existem poucas opgdes
como terapia de resgate e, assim, podem vir a Obito por progressio da doenga ou por
complicagdes relacionadas a terapia (RICHTER-LARREA et al., 2010; TAKEDA et al.,
2020).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito citotoxico de oito
imidazopiridinas, cinco derivados do 4cido cindmico, cinco dihidropiridinas € um composto
natural isolado da alga parda Desmarestia menziesii sobre células de LB e investigar seus
possiveis mecanismos envolvidos na morte celular.

Inicialmente, foram avaliadas a citotoxicidade in vitro dos 18 compostos sintéticos e
do composto natural, em linhagens de LB humanas (Daudi). Como apresentado na Figura 14,
do total de 19 compostos analisados, oito apresentaram diminui¢do significativa da
viabilidade celular, um pertencente ao grupo dos derivados do acido cinamico, seis deles
pertencentes ao grupo das imidazopiridinas e o composto natural AP12. Assim, foram
escolhidos dois compostos para dar continuidade aos estudos, o DSH65, por ser a
imidazopiridina que causou a maior redu¢do na viabilidade celular em células Daudi, e o
composto AP12 (hidroquinona), devido a estudos anteriores de outros alunos do grupo LOEH
relataram um efeito citotoxico em células Daudi de outra plastoquinona (AP1) derivada da
mesma alga.

Como pode ser observado na Figura 15 e Tabela 1, o composto DSH65 diminuiu a
viabilidade celular de forma dependente da concentragdo e do tempo. Outros estudos
avaliaram o efeito citotoxico de compostos pertencentes a classe das imidazopiridinas em
linhagens de tumores solidos e obtiveram Clsy na faixa de 1,65 £ 0,3 e 1,80 + 0,8 uM apds
incubacdo de 48 h em células de carcinoma de pulmao (A549) (SUNKARI et al., 2019). Os
anéis heterociclicos com a presenga do anel imidazol sdao de grande importancia para a

quimica medicinal, visto que a presenga desse grupamento confere atividades como
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antimicobacteriano, antileishmania, antivirais, antimicrobianas e antineoplasica para
compsostos (DEEP et al., 2017; DEVI; JANA; SINGH, 2018; SAWYER et al., 1975). Além
disso, o composto DSH65 apresenta um grupamento fluor, o qual garante a esse composto,
maior eletronegatividade, pois o fluor tem capacidade de realizar ligagdes covalentes e maior
atracdo de elétrons. Sayeed e colaboradores (2018) também encontraram resultados
semelhantes ao avaliar diferentes imidazopiridinas em neoplasias solidas (cancer de pulmao —
A549; prostata — DU145; colon — HCT116 e mama — MDA-MB-231), onde obtiveram Clsy de
0,63 uM para cancer de pulmao e Clsy de 1,11 uM para cancer de prostata. Ao avaliar a
relacdo estrutura atividade das imidazopiridinas apresentadas acima, os autores observaram
que a poténcia dos compostos era maior quando apresentavam um anel ndo substituido,
seguido da presenca de um halogénio (SAYEED, et al., 2018). Isso compactua com os
resultados apresentados para o composto DSH65, que apresenta um halogénio (fluor) e a
presenca de um anel ndo substituido.

Em relacdo ao composto AP12 (Figura 16 e Tabela 2), o mesmo diminuiu a
viabilidade celular de forma dependente do tempo e da concentracdo do composto, quando
comparados os tempos de 24 h e 72 h, e 48 e 72 h, e ndo houve diferenca significativa entre os
tempos de 24 h e 48 h. Esses dados corroboram outros estudos presentes na literatura que
avaliaram os efeitos das quinonas em linhagens de neoplasias hematologicas, em que foi
avaliado o efeito da primina em células de mieloma multiplo (MM1.S) e apresentou Clsy de
5,31 £ 0,28 uM no periodo de 24 h, Clso de 5,11 = 0,36 uM em 48 horas e Clsy de 1,36 £
0,36 uM em 72 h (BIGOLIN, 2016). Também foi avaliado o efeito do acetato de miconidina
em células MM.1S e apresentou valores de Clso de 5,2 +£0,3 uM, 4,3+ 0,2 uM e 1,7+ 0,3 uM
em 24 h, 48 h, 72 h, respectivamente (MAIORAL, 2018). Um terceiro estudo em células
MM1.S avaliou o efeito da Stypoldiona, que pertence a classe das quinonas, e obteve Clsy de
5,38 £ 0,38 uM, 2,49 + 0,44 uM e 2,55 £ 0,53 puM em 24, 48 e 72 h, respectivamente.
Contudo, a quantidade de células utilizadas nesses estudos foi de pelo menos a metade da
densidade celular utilizada no presente estudo (5,0 x 104 células/pogo para 24h, 2,5 x 10
células/pogo para 48 h e 12,5 x 10 células/pogo para 72 h). Em outro trabalho do nosso
grupo, foi avaliado o efeito da quinona 9-hidroxisargaquinona (AP1) em linhagens de LB e os
resultados demonstram valores de Clso de 17,5 +£ 0,8 uM, 4,7+ 0,3 uM e 3,4 = 0,2 uM para 24
h, 48 h e 72 h, respectivamente (SANTOS-PIRATH, 2020). Dessa forma, ¢ possivel observar
que as quinonas sdo citotoxicas para diferentes neoplasias hematologicas.

As quinonas apresentam como caracteristica a capacidade de gerar EROs e de induzir

danos irreversiveis ao DNA. Como citado anteriormente, as hidroquinonas podem ser
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convertidas a quinonas e, assim, produzir EROs que podem interagir com diferentes proteinas,
lipidios e causar danos ao DNA da célula (BOLTON; DUNLAP, 2017). Esse ¢ o caso das
antraciclinas doxorrubicina e daunorrubicina, usadas na clinica para o tratamento de LB e
LMA, entre outras neoplasias (BONNET, et al., 2015; HEUSER, et al., 2020). Resultados dos
EROS.

Assim, foi avaliado o efeito dos compostos DSH65 ¢ AP12 na produgdo de EROs.
Como ¢ possivel observar na Figura 35, houve um aumento significativo de 88,25 + 0,05% na
concentracdo de EROs nas células Daudi ap6s incubagdao com o composto DSH65 e de 71,85
+ 0,25% apods incubagdo com o composto AP12, quando comparadas ao grupo controle
(células sem tratamento). Como relatado anteriormente, a produgdo excessiva de EROs por
uma célula ndo neoplasica pode ser prejudicial e pode ocasionar o desenvolvimento de uma
neoplasia. No LB a producdo de EROs pode juntamente com a superexpressdo de oncogenes
Myc e Ras, desregular a proliferacdo celular e assim causar danos ao DNA e progressao
maligna (TEFANI et al., 2016). Nas células neoplasicas, se essa producdo for muito elevada,
pode levar a morte celular (MOLONEY; COTTER, 2017). Assim, muitos estudos mostram
que a produg¢do de EROs desencadeada por novas entidades quimicas pode ser uma nova
abordagem para o desenvolvimento de novos farmacos.

O presente estudo investigou a producdo de EROs pelos compostos DSH65 ¢ AP12 ¢
ambos aumentaram significativamente apds incubagdo com Clsy de 24 h de ambos os
compostos. O aumento do estresse oxidativo pode desencadear danos irreversiveis as
proteinas, lipidios, 4cidos nucleicos, membranas e organelas. Assim, podem gerar danos as
mitocondrias e desencadear processos de morte celular (REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-
BATES, 2016). O aumento de EROs nas células neoplasicas, podem desencadear danos
irreparaveis a essas células e pode levar a processos de morte celular por apoptose. Dessa
forma, o excesso de EROs pode levar ao aumento da proteina p53, que regula a expressao de
proteinas antiapoptoéticas (Bcl-2) e aumento das proteinas pro-apoptoticas (Bax e Bak). Essa
proteina também pode diminuir a expressdao de IAPs e survivina, induzir a MOMP, com
liberacdo de fatores pro-apoptdticos e por fim, induzir a apoptose (REDZA-DUTORDOIR;
AVERILL-BATES, 2016). Assim, sugere-se o envolvimento das EROs na apoptose
intrinseca causada por ambos 0s compostos.

Como se sabe, o desenvolvimento de um novo farmaco percorre um longo caminho de
pelo menos 20 anos, desde a busca por possiveis alvos moleculares e por compostos em
bancos de dados até a chegada do medicamento as prateleiras para o consumo final. Sendo

assim, primeiramente, na pesquisa basica, as moléculas precisam apresentar baixa toxicidade
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para células sem doenca e alta atividade bioldgica. Outro fator a ser considerado ¢ a
farmacocinética do composto de interesse, visto que ¢ importante saber como o composto se
comportara até chegar a sua agao final. Assim, estimar parametros ADME em fases iniciais da
pesquisa evita que o composto chegue as fases clinicas com falhas que podem ser evitadas
quando prevemos essas caracteristicas (DAIANA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).

Nesse contexto, os primeiros parametros avaliados foram as propriedades fisico-
quimicas dos compostos DSH65 e AP12 (Tabela 3). A partir deles, foram gerados os radares
de biodisponibilidade oral (Figura 17 e 18). O composto DSH65 permaneceu dentro de trés
caracteristicas para uma boa biodisponibilidade oral: tamanho, polaridade e flexibilidade,
entretanto, apresentou os parametros lipofilicidade, insolubilidade e insaturagdo além do que ¢
considerado para uma biodisponibilidade oral adequada. O composto API12 também
apresentou algumas caracteristicas além do recomendado como lipofilicidade, flexibilidade e
insolubilidade, e se manteve dentro da faixa adequada para os parametros tamanho,
polaridade e instauragdo. Apesar dessas caracteristicas serem importantes para uma boa
administracdo oral de fAirmacos, atualmente, ja existem estratégias para a administra¢do oral
de farmacos com propriedades que nao sao adequadas para essa via como, por exemplo, 0 uso
de nanotecnologias para aumentar a solubilidade em agua, que pode ser empregado o uso na
forma de micelas, lipossomas, e outros carreadores que visem aumentar a solubilidade
(YETISGIN et al.,, 2020). Outro carreador que pode ser utilizado ¢ a ciclodextrina
(LOFTSSON et al., 2016; MURA, 2014; TIAN; HUA; LIU, 2020).

Segundo Barreiro e Fraga (2015), apesar dessas regras servirem para uma estimativa
de que o composto se adeque as caracteristicas fisico-quimicas, elas devem ser empregadas
com cuidado, ja que na clinica h4 varios medicamentos comercializados que violam uma ou
mais regras (BARREIRO; FRAGA, 2015). O composto DSH65 permaneceu dentro de duas
regras aplicadas, Lipinski e Veber, e o composto AP12 permaneceu dentro da regra de
Lipinski. Ja4 com relagdo ao escore de biodisponibilidade, ou seja, probabilidade do farmaco
em apresentar mais de 10% de biodisponibilidade oral, ambos os compostos apresentaram um
score de 0,55. Em relacdo a solubilidade em agua, ambos os compostos (DSH65 e AP12)
apresentaram baixa solubilidade. Segundo Kotta e colaboradores (2012), mais de 40% das
entidades quimicas descobertas apresentam baixa biodisponibilidade oral ou sdo pouco
soluveis em agua. A solubilidade em 4gua ¢ importante visto que apds a ingestdo do
medicamento, o mesmo deve ser solivel em meio aquoso do intestino para que possa permear
a parede intestinal e, assim, atingir o efeito terapéutico desejavel. Dessa forma, busca-se

medicamentos com uma boa solubilidade em agua (CLARYSSE, et al.,, 2011; CRUZ-
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MORENQO, et al., 2017, MCPHERSON et al., 2020). Entretanto, ha maneiras para contornar
essa limitagdo e os compostos ndo devem ser excluidos por causa dessa probabilidade teorica,
ja que os mesmos podem ser desenvolvidos em formas farmacéuticas que busquem contornar
essa baixa solubilidade, como o uso de transportadores lipossomas (NGUYEN, et al., 2016;
PATIL; JADHAYV, 2014), nanoparticulas lipidicas (KOTTA, et al., 2012), controle do pH e
modificacdes estruturais (BARREIRO; FRAGA, 2015).

Em relagdo aos parametros farmacocinéticos, o composto DSH65 apresentou baixa
capacidade de absor¢do gastrointestinal. Entretanto, nas fases de desenvolvimento dos
medicamentos, podem ser empregados técnicas que visem aumentar a absor¢ao do composto
no TGI, como por exemplo, a adicdo de um sal, ou mudanca de pH do composto, também
podem ser empregadas outras formas farmacéuticas, como por via injetavel e via sublingual,
pois, desta forma, ndo necessitaria passar pelas barreiras gastrointestinais. (AULTON;
TAYLOR, 2013). Por outro lado, o composto ndo deve ser excluido apenas por nio se
encaixar em um dos parametros, visto que, com o avango tecnoldgico na area farmacéutica, ja
se encontram maneiras que busquem contornar tais dificuldades. Além de que a predigdo in
silico ¢ apenas uma previsdo ¢ mais testes devem ser realizados a fim confirmar tais
parametros.

Ja o composto AP12 apresentou alta absor¢do gastrointestinal. Assim pode-se sugerir
que se na possibilidade de desenvolvimento de um farmaco, a partir desse composto, o
mesmo serd um bom candidato a formulagcdo por via oral. Visto que para apresentar seus
efeitos no organismo, o farmaco precisa passar pela barreira gastrointestinal, e assim ser
absorvido (STILLHART, et al., 2020). Ambos os compostos nao permeiam a barreira
hematoencefalica (BHE), o que sugere uma menor chance de apresentar toxicidade ao SNC.

Os dados também sugerem que o composto DSH65 pode ser substrato da P-gp. A P-
gp ¢ uma das principais bombas de efluxo responsavel por desencadear resisténcia a multiplos
farmacos (MDR) e est4 superexpressa em muitas neoplasias. Contudo, na clinica, ha diversos
medicamentos que sao substratos da P-gp como doxorrubicina, vincristina e etoposideo,
usados para o tratamento do LB, e alguns medicamentos sdo capazes de aumentar a expressao
dessas proteinas, como a dexametasona (RANG et al., 2008; WAGHRAY; ZHANG, 2018).
Sendo assim, essa propriedade do DSH65 nao anula a continuidade da investigacao do seu
efeito citotoxico. J& o composto AP12 ndo ¢ substrato da P-gp, o que pode diminuir as
chances de resisténcia com o uso deste composto. Vale ressaltar que, para a certificacdo do
envolvimento da P-gp no transporte desses compostos, deve-se viabilizar experimentos que

avaliem a atividade e expressao dessa proteina nas células neoplasicas de interesse.
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Além disso, a ferramenta preditiva SWISStargetprediction também mostrou que o
composto AP12 apresentou similaridade de até 0,86 com inibidores da P-gp. Como relatado
anteriormente a P-gp ¢ uma glicoproteina de permeabilidade que ¢ muito estudada pela sua
associacao com a MDR. Em muitas neoplasias, ocorre a diminuigdo intracelular dos farmacos
e a concentragdo do farmaco fica abaixo do limiar terap€utico e assim ocorre a resisténcia a
um amplo espectro de quimioterapicos (MOLLAZADEH et al., 2018). Dessa forma, a busca
por novos farmacos que ndo apresentem essa resisténcia ou que inibem a P-gp se faz
necessaria, a fim de bloquear o efluxo por meio da P-gp (WAGHRAY; ZHANG, 2018).

Também foi avaliado o efeito do composto DSH65 sobre as enzimas responsaveis pela
metabolizacdo dos xenobiodticos, denominadas CYP450. Essa familia de enzimas ¢
responsavel pela biotransformacao de produtos quimicos, a fim de facilitar a excrecao de
substancias do organismo (GUENGERICH; WATERMAN; EGLI, 2016). Contudo, ¢
importante salientar que os farmacos podem interagir com essas enzimas e inibi-las e, dessa
forma, gerar interagdes medicamentosas que podem impedir a excre¢cdo de outro
medicamento administrado concomitantemente ou reduzir a sua efetividade. Assim, a inibicao
dessa enzima pode aumentar as concentragdes plasmaticas de certos medicamentos e levar a
toxicidade (ALMAZROO; MIAH; VENKATARAMANAN, 2017; TORNIO; BACKMAN,
2018). Na Tabela 3, € possivel observar que o composto DSH65 ¢ um possivel inibidor de trés
das principais CYP avaliadas, a CYP1A2, CYP2C19 e CYP2D. Por isso, ¢ importante
priorizar a administragdo do DSH65 com farmacos que ndo sejam metabolizados por essas
isoenzimas. Como ¢ o caso da ciclofosfamida, que ¢ metabolizada pela CYP2B6 e a
doxorrubicina que ¢ metabolizada pela CYP3A4, ambas isoenzimas que o composto ndo inibe
(TORNIO; BACKMAN, 2018).

Em relagdo ao composto AP12, é possivel que ele possa inibir trés izoenzimas,
CYP1A2, CYP2C9 e CYP3A4 (Tabela 3). Dessa forma, deve-se evitar o uso de
medicamentos que sejam metabolizados por essas vias, a fim de evitar possiveis toxicidades.
Sugere-se que nao sejam usados vincristina e dexametasona juntamente com o composto
AP12. Por outro lado, o farmaco ciclofosfamita seria um bom candidato a ser usado em
conjunto com o composto AP12, visto que o mesmo ¢ metabolizado por outra isoenzima, a
CYP2B6 (TORNIO; BACKMAN, 2018).

Foram gerados dois alertas estruturais para o composto AP12 que levaram em
considera¢do os PAINS, do inglés Pan Assay Interference Compound e os alertas estruturais
de Brenk. Esses alertas foram gerados devido a presenca de um alceno isolado e por se tratar

de uma hidroquinona. Como ja4 mencionado anteriormente, as quinonas podem reagir com
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nucleodfilos célulares ou gerar espécies reativas, por meio do ciclo redox (BOLTON;
DUNLAP, 2017). O composto AP12, por ser uma hidroquinona, pode ser convertido a
quinona e assim gerar EROs (JUNIOR et al., 2019). Dessa forma, as hidroquinonas podem
participar do ciclo redox por meio da redu¢do das quinonas em um ou mais elétrons. A
reducdo desse elétron ¢ catalisada por NADPH e isoenzimas. Assim, podem gerar radicais
superoxido, peroxido de hidrogénio e hidroxila e acarretar na quebra de fitas simples e/ou
oxidagdo de bases de DNA (BOLTON; DUNLAP, 2017). As quinonas também sao
aceitadoras de Michael e, dessa forma, realizam ligagdes covalentes com nucléolos celulares
como, por exemplo, ligagdes com a glutationa (GSH) e/ou alquilagdo de proteinas (BOLTON
et al., 2000).

Além das investigacdes in silico acima mencionadas, também foi utilizada a
ferramenta preditiva SWISStargetprediction, a qual apresentou os possiveis alvos terapéuticos
dos compostos DSH65 ¢ AP12 (Quadro 2, 3, 4 ¢ 5). O composto DSH65 apresentou como
possiveis alvos terapéuticos as proteases CCNE2 (ciclina E2), CDK2 e CCNEI (ciclina E1).
A similaridade do composto com os inibidores dessas proteases foi de 0,80. Utilizando-se
essa ferramenta para o composto AP12, foi possivel sinalizar como possiveis alvos
farmacoldgicos as CCNE2 (ciclina E2), CDK2 e CCNE]1 (ciclina El). A similaridade do
composto com os inibidores da Ciclina E/Ck2 foi de aproximadamente 0,85. A ciclina E se
liga a CdK2 e, depois de fosforilar seus substratos, inicia uma cascata de eventos que controla
a passagem da fase G1 para fase S do ciclo celular. Essa proteina costuma estar desregulada
em diferentes tipos de neoplasias, dentre elas, no cancer de mama, nos linfomas e nas
leucemias e, dessa forma, pode estar relacionada com um prognostico desfavoravel. A
superexpressao da ciclina E pode desregular a entrada da célula nas fases G1/S e G2/M, pois
acelera a entrada da célula na fase S (CHEN, et al., 2018; MOROY; GEISEN, 2004).

Sabe-se que no desenvolvimento de uma neoplasia, frequentemente, ocorre
proliferagdo descontrolada das células, seguida de falha na progressao do ciclo celular, bem
como inibicdo da reparagdo do DNA e bloqueio da morte celular programada (WENZEL;
SINGH, 2018). Estudos demonstram que no LB pode ocorrer a desregulaciao do ciclo celular
mediante alteragdes na ciclina D3 (ZAYAC; OLSZEWSKI, 2020). Dessa forma, o bloqueio
do ciclo celular continua sendo objeto de estudo para o desenvolvimento de novos
quimioterapicos para o tratamento dessa neoplasia. Diante disso, o presente trabalho avaliou o
efeito dos compostos DSH65 e AP12 sobre o ciclo celular e, conforme observado na Tabela 6,
houve diferenga significativa no percentual de células presentes nas fases do ciclo celular,

para o composto DSH65, quando comparado ao grupo controle (células sem tratamento), para
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o composto AP12 ndo houve diferenga significativa. (Figuras 23 e 24). Alguns trabalhos
demonstram que as imidazopiridinas podem ter acdo sobre a fase G2/M em células de cancer
de pulmdo e de proéstata, apos 48h de incubagdo com 1 uM do composto (SAYEED et al.,
2018). Sunkari e colaboradores (2019) avaliaram o efeito de hibridos bisindol-imidazopiridina
sobre células de carcinoma de pulmio e observaram um bloqueio do ciclo celular apds
incubagdo com 1,5 uM e 3 uM dos compostos por 24 h na fase G2/M. Esses resultados
corroboram os observados neste trabalho, que observou um bloqueio nas fases G0/G1 e G2/M
quando incubados com o composto DSH65.

Os resultados apresentados para o composto AP12 corroboram outro estudo, no qual
nao foi observado bloqueio do ciclo celular em células de LB ap6s o tratamento com uma
quinona (plastoquinona) (SANTOS-PIRATH, 2020). Em outro estudo, que avaliou o efeito de
uma quinona (stypoldiona) sobre células MM.IS, também foi observado a auséncia de
bloqueio do ciclo celular (WALTER, 2019). Esses resultados indicam que o composto AP12
causa morte celular por um mecanismo diferente do bloqueio celular.

O composto AP12 apresentou similaridade de até 0,86 com inibidores da via de
sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR, a qual desempenha vérias fungdes importantes em células
normais, tais como, diferenciagdo, proliferacdo, sobrevivéncia celular, angiogénese e
metabolismo da glicose (AOKI; FUJISHITA, 2017; KARAR; MAITY, 2011; PORTA;
PAGLINO; MOSCA, 2014). A superexpressao das proteinas dessa via pode resultar em uma
desregulacdo nas fungdes normais da célula, o que pode levar ao desenvolvimento de células
malignas, pois pode ocorrer mutacdo genética no gene PI3K ou em outros componentes da
via, ou ainda pela amplificacdo de PI3K (XI et al., 2019). A proliferacao dessas células pode
ocorrer pela interrupcao da sinalizagdo normal no interior da célula, causada por mutacdes ou
por sinalizacdo externa aberrante (ASATI, MAHAPATRA, BHARTI, 2016; NEPSTAD et al.,
2020). Alguns estudos sugerem que a ativagdo simultdnea das vias PI3K/ Akt/ mTOR e c-
Myc contribui para o desenvolvimento do LB e que também pode ser ativada pelo virus
Epstein-Barr (BHATTI et al., 2018; GRANATO et al., 2016). Dessa forma, a inibicao dessa
via pode representar uma estratégia para o desenvolvimento de novos quimioterapicos.

Quando se pensa no desenvolvimento de um novo quimioterdpico, deseja-se que o
mesmo seja seletivo para as cé€lulas neoplasicas e que nao seja citotoxico para células nao
neoplasicas para, dessa forma, ter menores chances de causar efeitos adversos aos pacientes
(KNEZEVIC; CLARKE, 2020; LIVSHITS; RAO; SMITH, 2014). A maioria dos farmacos
utilizados para o tratamento dos diferentes tipos de neoplasias tem como finalidade a

destruicao das células com alta proliferacdo e, assim, causam morte em células nao
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neoplasicas. Nesse sentido, apos avaliar a citotoxicidade dos compostos DSH65 ¢ AP12 em
células Daudi, foram avaliados os efeitos dos compostos sobre células mononucleadas, as
quais foram isoladas do sangue periférico de individuos clinicamente saudaveis. O composto
DSHG65 apresentou efeito citotoxico sobre CM a partir de 25 uM no periodo de incubagdo de
24 h (Figura 19). Entretanto, a Clso nas CM foi 1,5 vezes maior do que a Clsy observada para
as células Daudi. O composto AP12 também apresentou efeito citotoxico para células
mononucleares a partir da concentragao de 25 uM no periodo de incubacdo de 24 h com o
composto (Figura 20). Entretanto, a Clsy de 24 h para as CM, foi 2,5 vezes maior do que a
com as c¢lulas Daudi. Assim, apesar dos compostos causarem morte das CM, a progressao
dos experimentos ndo deve ser inviabilizada, pois alguns quimioterdpicos utilizados no
tratamento de neoplasias hematoldgicas também apresentam toxicidade para células nao
neoplasicas, como, por exemplo, a doxorrubicina, que apresenta como efeito adverso a
cardiotoxicidade (SONGBO et al., 2019) e a vincristina e bortezomibe que podem apresentar
neuropatias (GEISLER, 2021). Assim, ¢ recomendado utilizar em fases posteriores o uso de
ferramentas que busquem diminuir a toxicicidade em células ndo neoplasicas, tal qual o uso
de carreadores de fArmacos, como lipossomas e nanocapsulas (SENAPATI et al., 2018).

Para avaliar o potencial hemolitico dos compostos DSH65 e AP12, foi realizado o
teste de hemolise com hemacias de individuos clinicamente saudaveis. A quantificacdo da
lise de eritrocitos in vitro ¢ importante durante o desenvolvimento de um farmaco, a fim de
prever se o composto ¢ capaz de lisar as células saudaveis, principalmente se o0 composto vir a
ser utilizado por via oral ou por via endovenosa. Como apresentado nas Figuras 21 e 22, e nas
Tabelas 4 e 5, os compostos nao apresentaram efeito hemolitico quando comparados ao grupo
controle, mesmo em concentragdes 10 vezes superiores da Clsy dos compostos. Esses
resultados sugerem que ambos os compostos, se forem utilizados como farmacos, poderdo ser
administrados com seguranga por via oral ou parenteral, pois sdo biocompdativeis com 0s
eritrocitos (PODSIEDLIK; MARKOWICZ-PIASECKA; SIKORA, 2020).

O Ki-67 ¢ um marcador de proliferacao celular que esta expresso em todas as fases do
ciclo celular, com exce¢do da fase GO (células quiescentes), e que pode ser encontrado em
condigdes fisiologicas. Por outro lado, alguns estudos indicam que o Ki-67 pode predizer a
progressao do cancer, pois este marcador ¢ altamente expresso em células malignas (LI et al.,
2014; YANG et al., 2017). No cancer de mama, o aumento de Ki-67 pode representar um
prognostico desfavoravel (CHEANG, et al., 2009; HASHMI, et al., 2019). Neste estudo, apos
a incubagdo das células Daudi com a Clsy de 24 h do composto DSH65, pode-se observar uma

diminui¢do significativa de 0,55 £ 0,10 vezes na expressdo da proteina Ki-67 quando
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comparadas ao controle (células sem tratamento) (Figura 34), o que mostra a possibilidade de
efeitos citostaticos sobre o LB. J& com relagdo ao composto AP12, ndo houve diferenca
significativa quando comparado com o controle (células sem tratamento). Esses resultados sao
diferentes daqueles observados por Santos-Pirath (2020) que, ao avaliar o efeito de uma
plastoquinona, observou a diminui¢do de Ki-67. Vale ressaltar que, apesar da plastoquinona
ser uma quinona, ela apresenta diferengas na estrutura quimica em relagdo ao composto AP12,
que ¢ um composto inédito e, por isso, os resultados obtidos com esse composto nao possuem
parametros de comparacao.

Além do bloqueio do ciclo celular, uma das formas de resisténcia das células
neoplasicas é o bloqueio da reparagao celular ap6és um erro na replicagio do DNA e da
ativacdo dos mecanismos de morte celular. Assim, a ativacdo de vias que resultem em
apoptose sdo necessarios quando se tem como objetivo a investigacdo de compostos que
possam ser utilizados para o desenvolvimento de quimioterapicos. Isso se deve ao fato de que,
quando uma célula morre por apoptose, ndo ha ativacdo de resposta imunolodgica e,
consequentemente, ndo ocorrem danos nos tecidos adjacentes ao processo neopldsico
(GALLUZI et al., 2018), o que diminui os efeitos adversos causados pelo tratamento.

Para avaliar se 0os compostos causavam morte por apoptose, foram utilizados dois
métodos, a avaliacao das alteragdes morfologicas por microscopia de fluorescéncia com BE e
LA, e a deteccdo da externalizacdo dos residuos de fosfatidilserina pela Anexina-V. Como
pode ser observado na Figura 25, ambos os compostos avaliados causaram alteragdes
morfologicas caracteristicas de células em apoptose inicial e tardia, quando comparadas ao
grupo controle (cé€lulas sem tratamento) (Figura 25).

ApOs o tratamento e a incubagdo (24h) das células Daudi com os compostos nas suas
Clso de 24 h, foi possivel observar um aumento significativo na expressao dos residuos de
fosfatidilserina de 83,75 + 4,55% das células tratadas com DSH65 e de 46,10 + 1,70% das
células incubadas com o AP12, quando comparadas com o grupo controle (c€lulas sem
tratamento) (Figura 26). Os resultados demonstram que ambos os compostos causam morte
celular por apoptose nas células Daudi. Os resultados para a imidazopiridina corroboram
estudos de El-Awady e colaboradores (2016) que avaliaram o efeito de uma imidazopiridina
em células de carcinoma de pulmao, em que foi encontrado um aumento de 10% da
externalizacdo dos residuos de fosfatidilserina quando incubadas com 2,4 uM de IAZP. Da
mesma forma, os resultados obtidos no presente trabalho para o composto AP12 corroboram
os de Santos-Pirath (2020), que avaliou o efeito de uma plastoquinona sobre células Daudi, e

encontrou um aumento de 30,8% na exposi¢do dos residuos de fosfatidilserina. Entretanto,
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outras formas de morte celular ndo devem ser descartadas. O passo seguinte deste estudo foi
avaliar as proteinas envolvidas nos processos de morte celular por apoptose.

A apoptose pode ser dividida em apoptose intrinseca e extrinseca, € em ambas as vias
se encontram proteinas importantes que, por meio da identificacdo da expressao das mesmas,
¢ possivel observar por qual via ocorre a morte celular. A apoptose intrinseca tem inicio apos
perturbagdes na parte externa da membrana mitocondrial das células e se inicia quando a
mesma detecta esses danos por meios de sensores intracelulares (D’ARCY, 2019). Nesse
sentido, apos perceber esses estimulos, ocorrem mudancas na membrana mitocondrial da
célula em que, por meio de um desequilibrio entre as proteinas antiapoptoticas e pro-
apoptdtica, resulta na abertura de poros e liberagdo componentes intracelulares como o
citocromo ¢, o SMAC/Diablo e o AIF, que dardo inicio a ativacio da apoptose
(KALKAVAN; GREEN, 2018).

Neste estudo, para avaliar se a morte celular ocasionada pelos compostos (DSH65 e
AP12) envolveu danos mitocondriais, foi avaliado o efeito dos compostos sobre o AYM das
células Daudi. Na Figura 27, ¢ possivel observar que houve uma reducao significativa de
aproximadamente 96% e 81% do AWM das células Daudi apds incubagdo de 24h com o
compostos DSH65 e AP12, respectivamente. Como os compostos DSH65 e AP12 causaram
perda intensa do AYM apds incubagdo com a Clsy de 24 h por 24 h, também foi avaliado o
efeito dos compostos sobre 0 AYM apo6s incubagdo de 12 h em células Daudi. No entanto,
nesse tempo ndo houve reducdo significativa para ambos os compostos (Figura 27).

Além disso, como pode ser observado na Figura 28, houve um aumento significativo
de 1,26 = 0,08 vezes na expressdo de Bax nas células Daudi, quando incubadas com o
composto DSH65, em relagdo ao controle (cé€lulas sem tratamento). Esse efeito foi semelhante
para com o composto AP12 (1,25 + 0,049 vezes). Por outro lado, houve uma diminui¢do na
expressdo de Bcl-2 de 0,86 + 0,008 vezes apods incubacdo com o composto DSH65 (Figura
29). Os resultados demonstram que a reagdo Bax/Bcl-2 nas células Daudi incubadas com o
composto DSH65 foi de 1,46, o que favorece o estimulo pro-apoptético. Esses resultados
sugerem que o composto DSH65 pode causar permeabilizacdo da membrana mitocondrial,
com liberagdo de proteinas para o citoplasma da célula e causar apoptose em células Daudi. O
desequilibrio resultante do aumento da proteina pro-apoptotica Bax e diminui¢do da proteina
anti-apoptotica Bcl-2, indica que a morte celular causada pelo composto DSH65 envolve a
apoptose intrinseca.

Ja para o composto AP12, ndo houve diferenca significativa na expressdao de Bcl-2

quando comparada ao grupo controle (células sem tratamento) (Figura 29). Entretanto, os
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resultados demonstram que a relacdo Bax/Bcl-2 nas células tratadas com o composto AP12
foi de 1,28 e isso mostra que o estimulo pré-apoptdtico foi favorecido. Esses resultados
também sugerem o envolvimento da apoptose intrinseca na morte das células Daudi causados
pelo composto AP12.

Em conjunto, os resultados obtidos sugerem que os compostos sdo capazes de
desencadear perturbagdes no A¥m e, dessa forma, aumentar a permeabilidade mitocondrial e
induzir as células a apoptose intrinseca. Os resultados apresentados com o composto AP12
corroboram os resultados de outros estudos que também avaliaram a perda do AWYm apds
incubagdo com quinonas (BIGOLIN, 2016; MAIORAL, 2018; SANTOS-PIRATH, 2020;
WALTER, 2019).

O presente trabalho também avaliou a expressdo de AIF apds incuba¢do com os
compostos (DSH65 e AP12). O AIF, mediante estimulos, possui a capacidade de migrar para
o nucleo das células e induzir a condensacdo da cromatina e fragmentagdo do DNA e, assim,
estimular a morte celular (BANO; PREHN, 2018; LO et al., 2020; HERRMANN; RIEMER,
2020; SEVRIOUKOVA, 2011). Com base na Figura 30, foi possivel observar que houve uma
diminui¢ao de 0,48 + 0,01 vezes da expressao de AIF em células Daudi, quando incubadas
com o composto DSH65 e comparado ao grupo controle (células sem tratamento). Entretanto,
com o composto AP12, ndo houve alteragdo significativa. Esses resultados sugerem que os
compostos induzem apoptose intrinseca via ativagao de caspases, independente da liberagao
de AIF.

Além da avaliagdo dos compostos sobre a apoptose intrinseca, também foi avaliado o
efeito dos compostos sobre o FasR. O FasR ¢ um dos receptores presentes na apoptose
extrinseca que, juntamente com o receptor TRAIL, cliva a pro-caspase-8 e a caspase-10 e,
assim, formam o complexo indutor da morte (DISC) que, por sua vez, é responsavel por clivar
a caspase-3 e desencadear a degradacdo do DNA e formagdo de corpos apoptoticos
(GALLUZZI et al., 2018). A partir dos resultados demonstrados na Figura 31, ¢ possivel
observar que ap6s incubagdo com o composto DSH65 houve uma diminuicao de 0,85 =+ 0,02
vezes na expressdo de FasR quando comparado com o grupo controle (células sem
tratamento). J& com rela¢do ao composto AP12, foi possivel observar que nao houve diferenga
significativa quando comparado ao controle. Esse resultado diverge do relatado por Santos-
Pirath (2020), que avaliou o efeito de uma plastoquinona sobre células Daudi e relatou um
aumento de e 39,5% + 7,1% na expressdo de FasR. Entretanto, mais estudos sdo necessarios

para avaliar o possivel envolvimento dos compostos na apoptose extrinseca, pois, como
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relatado anteriormente, hd outros receptores envolvidos na apoptose extrinseca e que nao
foram avaliados neste trabalho.

Sabe-se que a ativagao das caspases efetoras ¢ essencial para desencadear a apoptose.
Esse evento ¢ comum tanto a apoptose intrinseca quanto a apoptose extrinseca. Assim, apds
ativacdo das caspases efetoras, ocorrem transformagdes na membrana plasmatica da célula,
como a formagdo de blebbing, fragmentagdo de DNA e a liberagdo de residuos de
fosfatidilserina, os quais serdo fagocitados e degradados em fagolisossomas (GALLUZZI et
al. 2018).

Dando seguimento ao estudo dos mecanismos envolvidos na apoptose causada pelos
compostos DSH65 ¢ AP12, foi avaliada a expressdo da caspase-3 ativada em células Daudi
apods incubacdo com os mesmos. Como pode ser observado na Figura 32, os compostos
DSH65 e AP12 causaram um aumento significativo na expressdo da caspase-3 ativada, de
1,98 £ 0,001 e 1,52 = 0,094 vezes, respectivamente. Esses resultados confirmam o
envolvimento da ativagdo da caspase-3 na apoptose intrinseca causada pelos compostos nas
células Daudi.

O bloqueio da apoptose pode estar relacionado a superexpressao de proteinas que
inibem a ativagdo das caspases. Considerando o exposto acima, neste trabalho também foi
avaliado o efeito dos compostos DSH65 e AP12 sobre a proteina antiapoptética survivina.
Desta forma, a diminui¢do da expressao de survivina pode contribuir para a amplificacao da
apoptose. A partir da Figura 33, ¢ possivel observar que apds incubagdo com o composto
DSH65 (Clsy de 24h) houve uma diminui¢do de 0,829 + 0,077 vezes na expressao da proteina
antiapoptotica survivina, quando comparada com o controle (células sem tratamento). O LB
apresenta superexpressdao dessa proteina e a sua inibicdo poderia diminuir a resisténcia a
apoptose (CONGMIN et al., 2006). Entretanto, no caso do AP12, apesar de ndo inibir a
expressao da survivina (Fig 33), esse fator ndo impediu o efeito do mesmo sobre o mecanismo

de apoptose intrinseca.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo permitem concluir que:

o Entre os compostos sintéticos, o composto DSH65 foi o que apresentou menor
viabilidade celular em 100 uM.

o Os compostos DSH65 e AP12 foram citotoxicos para as células Daudi de forma
dependente da concentracao e do tempo de incubagdo, com valores de Clsy de 24 h inferiores
a 52 uM e de 48 e 72 h inferiores a 35 uM.

. O DSH65 foi 4,2 vezes mais citotoxico para as células de Daudi em comparagdo as
CM isoladas de individuos saudaveis. Ja o composto AP12 foi 3,86 vezes mais citotdxico para
as células Daudi em comparagdo com as CM. Ambos 0s compostos ndo causaram hemolise,
mesmo em concentragdao 10 vezes superior a Clsy de 48 h da linhagem Daudi.

o O composto DSH65 causou bloqueio significativo nas fases GO/G1 e G2/M do ciclo
celular das células Daudi, j4 o composto AP12 ndo causou bloqueio significativo nas fases do
ciclo celular das células Daudi.

. A morte celular causada pelos compostos DSH65 ¢ AP12 foi sugestiva de apoptose,
pois apresentou alteragdes morfologicas sugestivas de apoptose por microscopia de
fluorescéncia e houve aumento da externaliza¢ao dos residuos de fosfatidilserina.

o Os compostos DSH65 e AP12 levaram a ativagdo da apoptose intrinseca, com
producdao de EROs, aumento de Bax e reducdo de Bcl-2, redugdo do Aym e aumento de

caspase-3 ativada.

. O composto DSH65 também causou diminuicdo da expressdo da proteina

antiapoptdtica survivina e do marcador de proliferagao celular Ki-67.

Assim, o presente estudo permite sugerir que o mecanismo de acdo do composto
DSH65 em células Daudi envolva a producao de EROs e a ativacao da apoptose intrinseca,
com aumento de Bax e a inversdo dos membros pro-apoptéticos (Bcl-2) e antiapoptéticos
(Bax) da familia Bcl-2, o que leva a reducdo do Aym, aumento de caspase-3 ativada (Figura
36). Em relagdo ao composto AP12, os resultados permitem sugerir que o mecanismo de agao
do composto em células Daudi envolva a producao de EROs e a ativacdo da apoptose
intrinseca, com aumento de Bax e diminui¢do da proteina anti-apoptotica Bcl-2, o que leva a

reducdo do Aym, aumento de caspase-3 ativada (Figura 37). A partir do conjunto de
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resultados apresentados, sugere-se que ambos o0s compostos sdo bons candidatos para

desenvolvimento de novos farmacos para o LB.

Figura 36 - Esquema ilustrativo do mecanismo de a¢do do composto DSH65 em células
Daudi.

Fonte: A AUTORA
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Figura 37 - Esquema ilustrativo do mecanismo de acdo do composto AP12 em células Daudi.

AlF SMAC/DIABLO

Sufvivina

—

Fonte: A AUTORA
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8 PERSPECTIVAS

. Avaliar o sinergismo dos compostos com farmacos utilizados para o LB, como

doxorrubicina e vincristina;

. Avaliar o efeito dos compostos selecionados sobre a expressdao de proteinas das vias

PI3K/Akt/mTOR (Akt e pAk) e MAPK/ERK (MAP quinase/ERK?2) por Western Blot (WB);

o Avaliar a citotoxicidade dos compostos selecionados em células neoplésicas de SP e

medula 6ssea (MO) de pacientes portadores de neoplasias linfoides;
o Investigar a relacao estrutura e atividade dos compostos DSH65 e AP12;

. Avaliar a permeabilidade dos compostos em cultura de células de adenocarcinoma

colorretal humanas (CACO-2);

. Avaliar a citotoxicidade dos compostos DSH65 e AP12 sobre células mononucleadas

ap6s nanoencapsulagao.
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efeito citotéxico de compostos de origem natural e sintética em amostras de SP e MO de pacientes
portadores de neoplasias hematoldgicas atendidos no HU da UFSC e também em
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amostras de SP de individuos saudaveis, utilizados como modelos de células ndo neoplasicas (controle nédo
neoplasico). Os participantes da presente pesquisa serdo selecionados de acordo com os critérios de
inclusdo e exclusdo determinados no projeto. As amostras de pacientes utilizadas para a pesquisa serdo
sangue periférico (SP) ou medula éssea (MO), as quais serdo coletadas no momento do diagnéstico (antes
do primeiro tratamento) no Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani de Sdo Thiago (HU) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). As amostras de voluntarios utilizadas como controle de
modelo nao neoplasico serdo de sangue periférico, coletado por pungéo venosa no Laboratério de Analises
Clinicas do HU/UFSC. As amostras acondicionadas serédo transportadas até o Laboratério de Oncologia
Experimental e Hemopatias (LOEH) do HU/UFSC, onde serdo processadas para isolamento das células
neoplasicas e células mononucleadas. As células serdo entdo incubadas com compostos de origem natural
e sintética previamente selecionados em linhagens celulares e a viabilidade celular sera determinada pelo
método do MTT. O estudo tem relevancia cientifica, a documentagao esta completa e o TCLE apresentado
atende a todas as

exigéncias da Resolugado CNS n°466/12 e suas complementares. Assim, recomendamos a sua

aprovacgao.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
Foram apresentados os seguintes documentos obrigatérios:

- Informagdes basicas do projeto - formulario PB;

- Folha de rosto;

- Declaragéo do pesquisador;

- Declaragao da Instituigdo - HU;

- TCLE;

- Projeto de pesquisa;

- Cronograma.

O TCLE apresentado atende na integra a Resolugao CNS 466/12.

Recomendagdes:
Nao se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
N&o foram detectadas pendéncias ou inadequacdes neste projeto.
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Consideragodes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES BASICAS DO P | 13/08/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1004163.pdf 11:52:19
Outros carta_resposta_agosto.docx 13/08/2018 |Mariana Franzoni Aceito
11:43:45 Maioral

Cronograma cronograma_modificado_agosto.docx 13/08/2018 |Mariana Franzoni Aceito
11:42:56 | Maioral

TCLE / Termos de | TCLE_modificado_agosto.docx 13/08/2018 |Mariana Franzoni Aceito

Assentimento / 11:42:47 [Maioral

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto folha.pdf 27/11/2017 [Mariana Franzoni Aceito
15:16:51 | Maioral

Declaragéo de declaracao_maclau.pdf 06/11/2017 |Mariana Franzoni Aceito

Pesquisadores 14:46:37 | Maioral

Declaragéo de declaracao_hu.pdf 06/11/2017 |Mariana Franzoni Aceito

Instituicéo e 14:45:24 | Maioral

Infraestrutura

Projeto Detalhado / | pesquisa_PB.doc 07/10/2017 |Mariana Franzoni Aceito

Brochura 14:27:16 | Maioral

Investigador

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

FLORIANOPOLIS, 22 de Agosto de 2018

Assinado por:

Maria Luiza Bazzo
(Coordenador)
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