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RESUMO

O cancer ¢ uma das principais causas de morte no mundo e uma barreira para o aumento da
expectativa de vida em todos os paises. As neoplasias hematologicas, dentre as quais se
destacam as leucemias, os linfomas e o mieloma multiplo, apresentam alta prevaléncia na
populagdo brasileira e sdo consideradas um importante problema de saude publica devido a
agressividade, bem como as altas taxas de recidiva e de mortalidade relacionadas a alguns
subtipos dessas doencas. A quimioterapia € a estratégia de tratamento mais utilizada no combate
as neoplasias hematoldgicas, entretanto, essa abordagem terapéutica apresenta limitagdes
importantes na sua efetividade em funcao de caracteristicas farmacocinéticas relacionadas ao
alcance dos farmacos as células alvo, em concentragdes adequadas; citotoxicidade nao seletiva
dos agentes terapéuticos, o que resulta em efeitos adversos que comprometem a qualidade de
vida e a seguranca dos pacientes; além do desenvolvimento de resisténcia ao tratamento com
farmacos citotoxicos atualmente disponiveis no arsenal terapéutico. Assim, a descoberta de
novas moléculas com atividade antitumoral que sejam efetivas e seletivas para as células
neoplasicas, bem como a investigagcdo dos seus principais mecanismos de citotoxicidade, ¢ um
grande desafio para pesquisadores da area de oncologia experimental. Nessa perspectiva, a 4-
nitrochalcona (4NC) e o dietilditiocarbamato de sodio tri-hidratado (DETC) sdo compostos
pertencentes a classe das chalconas e dos ditiocarbamatos, respectivamente, que se apresentam
como potenciais prototipos para o desenvolvimento de novos farmacos, pois sao reconhecidos
na literatura pela sua atividade antineoplasica. Contudo, esses compostos ndo foram avaliados
sobre células de neoplasias hematologicas e, além disso, seus efeitos sobre células ndo
neoplésicas presentes no microambiente da medula dssea ainda ndo foram investigados.
Considerando o exposto, no presente estudo foi investigada a atividade citotoxica da 4NC e do
DETC sobre linhagens celulares de leucemia mieloide aguda (LMA) (K562), linfoma de Burkitt
(Daudi), mieloma multiplo (MM.1S) e estroma de medula 6ssea (HS-5). Os estudos in silico
sugerem que ambos 0s compostos apresentam propriedades fisico-quimicas adequadas para
uma boa biodisponibilidade oral, e apontam propriedades farmacocinéticas que podem ser
melhoradas no desenvolvimento de novos farmacos a partir da 4NC e do DETC. Os ensaios de
viabilidade celular, realizados pelo método do MTT, indicam que os compostos sdo citotoxicos
para as células K562, Daudi e MM.1S, bem como sdo seletivos na inducdo dessas células
neoplasicas a morte, e apresentam potencial hemolitico apenas em altas concentracdes. Os
mecanismos de citotoxicidade da 4NC e do DETC foram investigados sobre as células K562 e
Daudi, as quais se mostraram mais sensiveis aos compostos. Os resultados sugerem que os
compostos 4NC e o DETC bloqueiam o ciclo das células Daudi e K562 na fase G2/M (com
excecao da 4NC sobre células Daudi) e que resultam na producdo de espécies reativas de
oxigénio EROs em ambas as linhagens celulares. Com relacdo ao mecanismo de morte celular,
a avaliacdo da morfologia das células K562 e Daudi, bem como a investigacdo da exposi¢cao
dos residuos de fosfatidilserina e da expressdo de fatores pro e antiapoptdticos (Bax, Bel-2,
potencial de membrana mitocondrial [AWm], AIF, survivina, caspase-3 ativada e FasR)
fornecem evidéncias da indu¢do de morte celular por apoptose intrinseca e extrinseca apos o
tratamento das células K562 com a 4NC e com o DETC, e das células Daudi com a 4NC. Ja o
efeito do DETC sobre as células Daudi parece ndo envolver a indugdo da apoptose. Em
conclusdo, os compostos 4NC e DETC sao prototipos promissores para o desenvolvimento de
novos farmacos para o tratamento de LMA e linfoma de Burkitt, os quais apresentam
seletividade para as células neoplasicas avaliadas no presente estudo; bem como induzem a
producdo de EROs e levam as células K562 e Daudi a morte celular por apoptose, com excecao
do DETC sobre células Daudi.

Palavras-chave: Chalconas. Ditiocarbamatos. Neoplasias hematologicas. Citotoxicidade.






ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of death in the world and a barrier to increasing life
expectancy in all countries. Hematological neoplasms, including leukemias, lymphomas and
multiple myeloma, have a high prevalence in the Brazilian population and are considered an
important public health problem due to their aggressiveness, as well as the high rates of
recurrence and mortality related to some subtypes of these diseases. Chemotherapy is the most
used treatment strategy against hematological malignancies, however this therapeutic approach
has important limitations in its effectiveness due to pharmacokinetic characteristics related to
the reach of drugs to target cells in adequate concentrations; non-selective cytotoxicity of
therapeutic agents, which results in adverse effects that compromise patients' quality of life and
safety; and the development of resistance to treatment with cytotoxic drugs currently available
in the therapeutic arsenal. Thus, discovery of new molecules with antitumor activity that are
effective and selective for neoplastic cells, as well as investigation of their main cytotoxicity
mechanisms, is a great challenge for researchers in the field of experimental oncology. In this
perspective, 4-nitrochalcone (4NC) and sodium diethyldithiocarbamate trihydrate (DETC) are
compounds belonging to the class of chalcones and dithiocarbamates, respectively, that present
themselves as potential prototypes for the development of new drugs, since they are described
in literature due to their antineoplastic activity. However, these compounds have not been
evaluated on hematological neoplasm cells and their effects on non-neoplastic cells present in
the bone marrow microenvironment have not been investigated yet. Considering all the above,
present study investigated the cytotoxic activity of 4NC and DETC on cell lines of acute
myeloid leukemia (AML) (K562), Burkitt's lymphoma (Daudi), multiple myeloma (MM.1S)
and bone marrow stroma (HS -5). In silico studies suggest that both compounds have adequate
physicochemical properties for good oral bioavailability, and point to pharmacokinetic
properties that can be improved in the development of new drugs from 4NC and DETC. Cell
viability assays, performed by the MTT method, indicate that compounds are cytotoxic to K562,
Daudi and MM. 1S cells, as well as being selective in inducing these neoplastic cells to death,
and have hemolytic potential only at high concentrations. Cytotoxic mechanisms of 4NC and
DETC were investigated on K562 and Daudi cells, which were shown to be more sensitive to
the compounds. The results suggest that 4NC and DETC block the cell cycle of Daudi and K562
cells in G2/M phase (except for 4NC on Daudi cells) and result in the production of reactive
oxygen species (ROS) in both cell lines. Regarding the mechanism of cell death, evaluation of
K562 and Daudi morphology, as well as investigation of phosphatidylserine residue exposure
and expression of pro- and anti-apoptotic factors (Bax, Bcl-2, mitochondrial membrane
potential [AYm], AIF, survivin, activated caspase-3, and FasR) provide evidence of intrinsic
and extrinsic apoptosis after treatment of K562 cells with 4ANC and DETC, and Daudi cells with
4NC. The effect of DETC on Daudi cells does not seem involve apoptosis cell death. In
conclusion, the 4NC and DETC compounds are promising prototypes for new drugs
development for acute myeloid leukemia and Burkitt's lymphoma, which are selective for the
neoplastic cells evaluated in the present study; as well as induce the production of ROS and
lead K562 and Daudi cells to apoptosis, with the exception of DETC on Daudi cells.

Keywords: Chalcones. Dithiocarbamates. Hematologic neoplasms. Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

O termo “cancer” compreende um grupo heterogéneo de neoplasias malignas que
podem se originar em diversos tecidos e Orgdos, as quais apresentam como principais
caracteristicas, a presenca de células em graus variaveis de diferenciagdo, proliferacao celular
exacerbada e a capacidade de invadir tecidos adjacentes ou 6rgaos distantes (NCI, 2021; WHO,
2022). Trata-se de um problema de satide publica mundial, o qual ¢ uma das principais causas
de morte e uma barreira para o aumento da expectativa de vida em todos os paises do mundo

(COSTA et al., 2022; SUNG et al., 2021).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), no ano de 2020 ocorreram
aproximadamente 19,3 milhdes de casos incidentes de cancer e quase 10,0 milhdes de mortes
devido a essa doencga. A incidéncia e a mortalidade por cancer estdao crescendo rapidamente no
mundo todo, o que reflete o envelhecimento e o crescimento populacional, provocando
mudangas na prevaléncia e na distribuicao dos principais fatores de risco para o cancer; muitos
dos quais estdo associados ao desenvolvimento socioecondmico. Uma estimativa da OMS para
o ano de 2040, aponta a ocorréncia de 28,4 milhdes de casos de cancer no mundo, com um
aumento do numero de casos de aproximadamente de 64% a 95% nos paises em

desenvolvimento (SUNG et al., 2021; WILD; WEIDERPASS; STEWART, 2020).

No Brasil, a estimativa do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva
(INCA) aponta a incidéncia de 704 mil casos de cancer para cada ano do triénio 2023-2025.
Dentre os tipos de cancer mais frequentes no Brasil encontram-se as neoplasias hematologicas,
as quais sao originadas na medula 6ssea ou sistema linfatico, e estdo relacionadas com uma
desregulacdao da hematopoiese normal (SWERDLOW et al., 2017). Os linfomas e as leucemias
sdo integrantes desse grupo de neoplasias malignas que apresentam uma alta prevaléncia na
populagdo brasileira (SANTOS et al., 2023). Embora as taxas de cura sejam excelentes para
alguns subtipos de leucemia e linfoma infantil, de forma geral, essas doengas apresentam um
progndstico mais desfavoravel conforme o avango da idade, com maiores taxas de recidiva e
menor sobrevida (CREUTZIG et al., 2018; MALARD; MOHTY, 2020; MUKHTAR et al.,
2017; NCI, 2023).

O mieloma multiplo também se destaca nesse grupo de doencas malignas por ser a
terceira neoplasia hematoldgica mais comum no mundo, com uma incidéncia de cerca de 176
mil novos casos e 117 mil mortes no ano de 2020, o que representa cerca de 1,8% do total de

neoplasias malignas nesse ano (GLOBOCAN, 2020). Apesar da auséncia de dados
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epidemiologicos oficiais a respeito do mieloma multiplo por 6érgaos nacionais, acredita-se que,
no ano de 2020, essa neoplasia tenha sido responsavel por 3.407 obitos no Brasil (INCA, 2023).
Tendo em vista que se trata de uma doenca ainda sem cura, a recidiva em pacientes com
mieloma multiplo ¢ frequente. Poucos pacientes atingem uma resposta terapéutica sustentada,
e a sobrevida global ¢ baixa (média de aproximadamente trés anos) (ACS, 2023; KUMAR et
al., 2017).

Considerando o impacto populacional dos dados epidemioldgicos supracitados, e
levando em conta fatores que influenciam na adesao as terapias, qualidade de vida, taxas de
resposta ao tratamento e sobrevida global desses grupos de pacientes (como o alto custo dos
farmacos, em especial dos imunoterapicos; resisténcia aos tratamentos; e citotoxicidade nao
seletiva da grande maioria das terapias atualmente disponiveis), ¢ evidente a necessidade da
busca por moléculas bioativas com alta acessibilidade sintética que sejam eficientes em induzir
essas células neopldsicas a morte, com pouca ou nenhuma citotoxicidade para células nao
neopldasicas, que possam servir como prototipo para o desenvolvimento de fArmacos seguros e

mais seletivos para as neoplasias hematoldgicas em questao.

Nessa perspectiva, a 4-nitrochalcona (4NC) e o dietilditiocarbamato de soédio
trihidratado (DETC) sdo produtos comerciais (reagentes quimicos) que se apresentam como
moléculas bioativas de interesse na area da quimica medicinal, as quais ja sao conhecidas na
literatura por suas atividades bioldgicas, incluindo antitumoral (CORDEIRO et al., 2021; MAY
et al, 2020; SANTOS et al., 2020). No entanto, ndo foram identificados estudos prévios
avaliando o efeito da 4NC e do DETC sobre neoplasias hematoldgicas e, da mesma forma, ndao
ha dados na literatura a respeito da citotoxicidade, ou ndo, desses compostos para as células nao

neoplésicas presentes no microambiente da medula Ossea.

Assim, o objetivo do presente estudo ¢ avaliar o efeito da 4NC e do DETC sobre
linhagens celulares de neoplasias hematologicas, bem como identificar os possiveis
mecanismos de morte celular envolvido na citotoxicidade desses compostos, e investigar se a
4NC e o DETC apresentam citotoxicidade significativa sobre células ndo neoplasicas de
estroma de medula 6ssea. Espera-se que as informagdes obtidas a partir deste trabalho possam
aprofundar o conhecimento cientifico sobre os compostos em questdo, e que a 4NC e o DETC
possam servir como protdtipo para o desenvolvimento de farmacos eficazes, seguros e seletivos
para essas doengas, e que futuramente possa refletir em melhores taxas de resposta, qualidade

de vida e sobrevida global para os pacientes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 NEOPLASIAS MALIGNAS

As neoplasias malignas, referidas coletivamente como cancer, sdo formadas por células
com graus variaveis de diferenciagdo, que apresentam crescimento rapido e desordenado, bem
como capacidade de invadir tecidos adjacentes. Independente de suas classificagdes, todas as
neoplasias sdo constituidas por células neoplasicas clonais, que compdem o seu parénquima e
definem a natureza da neoplasia, e pelo estroma, que é composto de tecido conjuntivo, vasos
sanguineos e quantidade varidvel de células do sistema imune, o qual fornece sustentacao e
suprimento sanguineo adequado para o crescimento e evolucdao tumoral (KUMAR; ABBAS;

ASTER, 2018a; NCI, 2021; WHO, 2023).

Sabe-se que as alteracdes metabolicas relacionadas a tumorigénese proporcionam as
células neopléasicas uma grande capacidade adaptativa, o que favorece a formacdo de um
microambiente tumoral propicio para o seu desenvolvimento. Nessa perspectiva, Hanahan e
Weinberg (2000) descreveram um conjunto de seis capacidades funcionais adquiridas pelas
células humanas a medida que sofrem um processo de transformacao neopldsica, que
determinariam o fendotipo maligno do tumor. Essas caracteristicas foram chamadas de
“Hallmarks of Cancer” que, atualmente, ¢ composto por oito capacidades funcionais e duas
caracteristicas habilitantes, totalizando 10 “Hallmarks of Cancer” (HANAHAN, 2022)
(Figura 1).

Figura 1 — As 10 caracteristicas do cancer (Hallmarks of Cancer).
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As 10 caracteristicas do cancer, compostas por oito capacidades funcionais e duas caracteristicas habilitantes.
Sao consideradas capacidades funcionais: estimulo sustentado a proliferagdo; evasao de processos inibitorios;
escape do sistema imunoldgico; imortalidade replicativa; ativagdo de invasdo e metastase; inducdo da
angiogénese; resisténcia a morte celular e reprogramagao metabodlica. As caracteristicas habilitantes sdo:

promocao da inflamagdo e instabilidade genémica. Fonte: Adaptado de Hanahan (2022).

Contudo, o conhecimento acerca dos mecanismos envolvidos nas neoplasias malignas
progrediu com o tempo e, mais recentemente, Hanahan (2022) prop0s novas caracteristicas
funcionais e habilitantes que podem, futuramente, ser incorporadas como componentes do
“Hallmarks of Cancer”. Sao elas: desbloqueio da plasticidade fenotipica, reprogramacao

epigenética ndo mutacional, microbiomas polimoérficos e senescéncia celular.

Com relagdo aos tipos de cancer, estes sdo genericamente subdivididos em tumores
solidos e neoplasias hematoldgicas, de acordo com o tecido de origem e a caracterizagdo das
doengas. Os tumores so6lidos sdo representados pela formacao de massas celulares neoplésicas
em tecidos previamente integros. J& as neoplasias hematoldgicas, foco do presente trabalho, sao
originadas na medula 6ssea e/ou nos tecidos linfoides, e compreendem o resultado de uma
desregulacdo da hematopoiese normal ou do desenvolvimento das células linfoides nos tecidos

linfoides primarios e secundarios (NCI, 2021; SWERDLOW et al., 2017; WHO, 2023).

2.2 LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA (LMA)

As leucemias constituem um grupo heterogéneo de neoplasias hematologicas
caracterizadas pela proliferag@o clonal de células hematopoiéticas neoplasicas na medula dssea
e/ou nos tecidos linfoides, as quais podem atingir a circulagdo periférica e infiltrar-se em outros
tecidos e orgdos. A proliferacdo acelerada, e a consequente infiltragdo dessas células no
ambiente medular resultam na perturbacdo da hematopoiese normal e inibi¢do da producao de
células ndo neoplasicas como leucocitos, eritrocitos e plaquetas (KUEHL, 2017; NCI, 2023;

SWERDLOW et al., 2017; ROSE-INMAN).

O processo de transformacdo leucémica pode ocorrer em diversos estagios de
diferenciagdo das células comprometidas com a linhagem mieloide, linfoide ou ainda, em
células progenitoras que expressam antigenos associados a mais de uma linhagem celular.
Assim, as leucemias sdo classificadas como cronicas, quando os precursores acometidos
mantém a capacidade de maturagdo; ou agudas, quando hd um bloqueio na diferenciagao
hematopoiética normal e a proliferagdo clonal de células progenitoras (ALEXANDER;

ORGEL, 2021; HARRIS et al., 2019; NCI, 2023; SWERDLOW et al., 2017).
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Nesse contexto, as leucemias mieloides agudas, um dos focos do presente trabalho,
correspondem a um grupo heterogéneo de neoplasias hematolodgicas caracterizadas pela
expansdo clonal de células progenitoras neoplasicas mieloides (blastos leucémicos), cujo
diagnoéstico € realizado de acordo com as caracteristicas morfologicas, imunofenotipicas,
citoquimicas e genéticas das células acometidas (NEWELL; COOK; 2021; PELCOVITS;
NIROULA, 2020; SWERDLOW et al., 2017), as quais sdo subclassificadas atualmente
conforme descrito por Khoury et al., 2022.

A LMA ¢ a leucemia aguda mais frequente em pacientes adultos e a sua incidéncia
aumenta com a idade, sendo mais expressiva em individuos acima de 65 anos. Estudos apontam
uma taxa de sobrevida de cinco anos em apenas 25% dos casos, € que pacientes idosos
apresentam um progndstico ainda pior em funcao da alta incidéncia de anormalidades genéticas
desfavoraveis. Além disso, nas Ultimas décadas, houve um aumento constante do niimero de
casos de neoplasias mieloides associadas a terapia, a qual pode ocorrer em individuos que foram
expostos a quimioterapia ou radioterapia de longo prazo anteriormente. As estimativas
americanas apontam que esse grupo populacional apresenta um risco 4,7 vezes maior de
desenvolver LMA do que a populagdo em geral. Assim, em uma perspectiva biologica,
pacientes idosos com LMA relacionada a terapias prévias representam um grande desafio
clinico, tendo em vista os diversos fatores intrinsecos favoraveis ao desenvolvimento de
resisténcia as terapias convencionais (MONTESINOS et al., 2019; MUKHEJEE; SEKERES,
2019; SYKES et al., 2015). Na populagdo pedidtrica, essa € uma condi¢ao clinica relativamente
rara e com prognoéstico desfavoravel, aproximadamente um terco das criangas portadoras dessa
doenca sofrem recidiva apds o tratamento inicial (APLENC et al., 2020; BRISSOT; MOTY,
2015; ELGARTEN; RUBNITZ, 2008; RUBNITZ; KASPERS, 2021).

De forma geral, o tratamento padrdo das leucemias mieloides agudas com farmacos
citotoxicos ainda segue o esquema proposto pelo British Committee for Standarts in
Haematology (BCSH) ha mais de 40 anos, que inclui uma terapia de indug¢do inicial, a qual
geralmente consiste em combinagdes de citarabina com uma antraciclina, seguida de uma
terapia de consolida¢do adaptada de acordo com o prognostico de cada paciente, a fim de
erradicar qualquer doencga residual e alcangar uma remissao duradoura (ABDUL-HAY, 2016;
BOSE; GRANT, 2015; CONITEC, 2014; KOUCHKOVSKY; MUKHEJEE; SEKERES, 2019;
SHERIF et al., 2021).
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O avango na compreensao da base molecular da LMA deu inicio a uma era de terapias
direcionadas (terapias alvo), as quais apresentaram resultados promissores em ensaios clinicos
nos ultimos anos, contudo, uma quantidade consideravel de pacientes ainda desenvolve falha
de inducdo ou recaida apds atingir a remissdo completa, mesmo apds um regime terapéutico
moderno (MONTESINOS et al., 2019; MUKHEJEE; SEKERES, 2019). Estudos recentes
apontam que, na progressao da doenga, fatores como evolugao clonal, perda ou recorréncia de
genes e surgimento frequente de subclones funcionalmente heterogéneos podem afetar a
eficacia dos agentes direcionados. Dessa forma, terapias direcionadas combinadas com regimes
intensivos de quimioterapia podem ser opcdes viaveis para terapia de resgate e como pontes
para transplante halogénico para pacientes recidivantes/refratarios (MA; GE, 2021;

MONTESINOS et al., 2019).

Embora a quimioterapia seja amplamente utilizada no tratamento da LMA, essa
estratégia terapéutica ainda apresenta graves limitacdes na sua efetividade. Essa modalidade de
tratamento, sozinha ou associada a terapias alvo, tende a ser bastante agressiva, pois tem como
objetivo induzir a remissao completa da doenga. Considerando que os agentes quimioterapicos
utilizados para alcancar esse objetivo ndo sdo especificos para células neoplasicas, a remissao,
quando alcancada, se da as custas de uma toxicidade expressiva (BRISSOT; MOHTY, 2015;
DOVAL et al., 2020; ELMAN; SILVA, 2007; ELSHOURY et al., 2019; KRUG et al., 2011;
PETERS; BROWN, 2015; SHERIF et al., 2021). Nessa perspectiva, a qualidade de vida do
paciente durante o tratamento fica comprometida, pois 0 mesmo fica suscetivel a infec¢des
devido a imunossupressao induzida pela quimioterapia, além de sofrer outros efeitos adversos
que variam de acordo com o tipo de quimioterapico, a dose administrada e a duracdo dessa
modalidade de tratamento. Apesar da agressividade e de algumas combinagdes de tratamentos,
os pacientes que recidivam, principalmente aqueles acima de 60 anos de idade, dificilmente
conseguem atingir a cura ou até mesmo uma remissao prolongada (ACS, 2023; AGARWAL et
al., 2021; ELMAN; SILVA, 2007; ELSHOURY et al., 2019; FENG et al., 2020; KRUG et al.,
2011; PETERS; BROWN, 2015). Assim, o transplante de medula 6ssea com células tronco
hematopoiéticas ainda se apresenta como o tratamento mais efetivo para leucemias mieloides
agudas, porém nao ¢ indicado para todos os pacientes e, além disso, complicagdes relacionadas
a esse procedimento ainda sdo frequentes (BRISSOT; MOHTY, 2015, MOSNA; CAPELLI;
GOTTARDI, 2017).
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2.3 NEOPLASIA DE CELULAS LINFOIDES B MADURAS

As neoplasias de células linfoides maduras compreendem um grupo heterogéneo de
neoplasias malignas que normalmente se desenvolvem nos linfonodos, porém podem ocorrer

em outros tecidos, denominados de sitios extranodais (SWERDLOW et al., 2017).

Entre os varios subtipos de neoplasias de células linfoides B maduras, neste trabalho
sera abordado o linfoma de Burkitt e o mieloma multiplo. Essa escolha se justifica,

principalmente, pela a agressividade e altas taxas de mortalidade relacionadas a essas doencas.

2.3.1 Linfoma de Burkitt

O desenvolvimento do linfoma de Burkitt ocorre a partir da transformagao neoplasica
de cé¢lulas B quando essas ja migraram da medula 6ssea e estdo em processo de diferenciagdao
no centro germinativo dos ganglios linfaticos (CROMBIE; LACASCE, 2021; SWERDLOW et
al., 2017). A ocorréncia de translocagdes especificas envolvendo o gene MYC e a consequente
superexpressdo da proteina MYC, bem como a rapida proliferacao celular clonal e altas taxas
de apoptose, sdo caracteristicas marcantes dessa doenca (CROMBIE; LACASCE, 2021;
KALISZ et al., 2019).

Historicamente sdo reconhecidas trés variantes clinicas do linfoma de Burkitt pela OMS,
as quais sdo classificadas como endémica, esporadica e doenca associada a imunodeficiéncia.
O subtipo endémico ocorre majoritariamente na Africa e representa a malignidade pediatrica
mais prevalente na Africa Subsaariana, com predominancia masculina e mediana de idade de 6
anos (GOPAL; GROSS, 2018; SWERDLOW et al., 2017). Essa variante ¢ restrita a regioes
geograficas holoendémicas para malaria causada por Plasmodium falciparum, e esta
universalmente associada ao virus Epstein-Barr. Dessa forma, a literatura sugere que a etiologia
do linfoma de Burkitt endémico estd relacionada a co-infeccdo por esses dois agentes
biologicos. A manifestacao clinica mais frequente € o acometimento maxilar e dos demais ossos
da face, contudo outros sitios extranodais como trato gastrointestinal, adrenais, rins e gonadas
também podem ser acometidos (CROMBIE; LACASCE, 2021; MOLYNEUX e al., 2012). A
segunda variante, esporadica, apresenta uma distribuicdo mundial e, assim como o linfoma de
Burkitt endémico, ¢ mais frequente no sexo masculino, com uma propor¢ao de 2:1 em relagdo
ao feminino. Porém, diferente da variante endémica, neste caso, a associagdo com o virus
Epstein-Barr ¢ menos frequente. As manifestagcdes clinicas geralmente envolvem locais
extranodais, particularmente o sistema nervoso central (SNC), trato gastrointestinal e medula

ossea (SATOU et al., 2015; TERAS et al., 2016; ZAYAC; OLSZEWSKI, 2020). Ja o terceiro
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subtipo de linfoma de Burkitt ocorre em um contexto de imunodeficiéncia, o qual estd
relacionado, principalmente, a infec¢ao pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV, do inglés
human immunodeficiency virus). Essa variante geralmente apresenta envolvimento nodal, mas
podem estar envolvidos locais adicionais como a medula 6ssea e o SNC (CROMBIE;
LACASCE, 2021; GASTWIRT; ROSCHEWSKI, 2018; OLSZEWSKI; FALLAH;
CASTILLO, 2016).

Atualmente, a OMS considera evidéncias de que o linfoma de Burkitt positivo para o
virus Epstein-Barr e o linfoma de Burkitt negativo para o virus Epstein-Barr formam discretos
grupos com base em suas caracteristicas moleculares, independentemente do contexto
epidemioldgico e localizacdo geografica e, portanto, podem substituir a subtipagem
epidemioldgica descrita acima (ALAGGIO et al., 2022). Contudo, independente do subtipo, o
linfoma de Burkitt se apresenta como uma doenca rapidamente progressiva. Dessa forma, o
diagnodstico precoce e o inicio imediato do tratamento sdo determinantes para o sucesso

terapéutico (DUNLEAVY; LITTLE; WILSON, 2016).

Devido a raridade dessa doenca e a escassez de ensaios clinicos randomizados na
literatura, nao ha um consenso entre os especialistas em relacao ao esquema de tratamento ideal.
Tendo em vista que o linfoma de Burkitt é mais comum em criangas, muitas abordagens
atualmente usadas em adultos foram originalmente desenvolvidas para populagdes pediatricas.
Tais estratégias terapéuticas geralmente incluem regimes de curta duragdo, com a administragao
de altas doses de agentes quimioterapicos combinados, em ciclos alternados, incluindo
farmacos como etoposido, prednisona, ciclofosfamida, vincristina, doxorrubicina,
dexametasona, ifosfamida, metotrexato, citarabina e rituximabe. A escolha dos agentes
quimioterapicos varia de acordo com as caracteristicas fenotipicas e histologicas das células
neoplasicas, bem como aspectos clinicos do individuo acometido (CROMBIE; LACASCE,
2021; DUNLEAVY; LITTLE; WILSON, 2016).

Independentemente do regime de tratamento, a sindrome de lise tumoral ¢ uma
complicacdo potencial da terapia, a qual ¢ originada a partir da libera¢ao de produtos celulares
que sobrecarregam a capacidade excretora dos rins e levam a desequilibrios eletroliticos,
incluindo hipercalemia, hiperfosfatemia, hiperuricemia, podendo chegar a insuficiéncia renal.
Assim, a profilaxia e o tratamento dessa sindrome incluem hidratacdo intravenosa, uso de
agentes hipouricémicos como alopurinol e rasburicase e, quando indicado, didlise. Além disso,

0s potenciais efeitos adversos relacionados ao uso de agentes quimioterapicos especificos, em
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combinag¢do ou nao com outros farmacos, pode comprometer a qualidade de vida dos pacientes,
como, por exemplo, a pneumonite associada ao uso de metotrexato, a cistite hemorragica
relacionada a ciclofosfamida, e a colite neutropénica, a qual pode se manifestar apos o
tratamento com qualquer agente citotoxico nao seletivo que induza uma neutropenia grave. Por
fim, embora o linfoma de Burkitt seja considerado altamente tratavel, com altas taxas de cura
nos estagios iniciais e bem tolerada por pacientes pediatricos e adultos jovens, um dos maiores
desafios do tratamento dessa doenga ¢ a mortalidade relacionada a toxicidade da quimioterapia
agressiva para individuos adultos mais velhos e/ou imunossuprimidos (CROMBIE;

LACASCE, 2021; KALISZ et al., 2019).

2.3.2 Mieloma maultiplo

O mieloma multiplo ¢ uma neoplasia de células linfoides B maduras caracterizada pela
expansdo clonal de células plasmocitarias malignas que infiltram a medula 6ssea. De forma
geral, o desenvolvimento dessa neoplasia hematoldgica ¢ um processo lento, o qual se inicia a
partir da aquisi¢ao de hiperdiploidia ou de uma transloca¢dao envolvendo o locus do gene da
cadeia pesada da imunoglobulina. A instabilidade genética resultante desses eventos iniciais da
origem a uma condicdo assintomatica denominada gamopatia monoclonal de significado
indeterminado, a qual pode evoluir para mieloma multiplo latente que, ap6s diversos eventos
genéticos adquiridos, como translocagdes secundarias e mutagdes somaticas, seguido da
proliferagdo exacerbada dos plasmocitos clonais malignos resistentes a apoptose, chega ao
estagio de mieloma multiplo (KUMAR et al., 2017a; SWERDLOW et al., 2017; VAN DE
DONK; PAWLYN; YONG, 2021).

Os plasmocitos malignos geralmente produzem uma imunoglobulina monoclonal em
excesso, denominada de proteina M, que apresenta tendéncia a precipitar e formar depdsitos
amiloides que lesam os tecidos. Assim, apesar de alguns pacientes serem assintomaticos, a
maioria dos individuos acometidos por essa doenga apresentam sinais e sintomas relacionados
a lesdes de orgados alvo, como dor Ossea, fraturas, infecgdes, anemias, insuficiéncia renal e
hiperviscosidade sanguinea. A idade média dos pacientes no momento do diagndstico ¢ 70 anos
e os dados epidemioldgicos apontam maior incidéncia de mieloma multiplo em paises
desenvolvidos. Sabe-se que os fatores de risco para essa doenga incluem obesidade, inflamagao
cronica e exposicao a pesticidas, solventes organicos ou radiacao, contudo variantes genéticas
hereditarias também contribuem para o desenvolvimento de mieloma multiplo (VAN DE

DONK; PAWLYN; YONG, 2021).
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As indicagdes terapé€uticas para essa neoplasia hematoldgica sao baseadas na presenca
de lesdes de orgaos alvo ou pelo menos um biomarcador de malignidade. Desta forma, ¢
necessario a realizagdo de uma investigacao diagnoéstica detalhada, usando critérios clinicos,
bioquimicos, imunofenotipicos, citogenéticos e radioldgicos, a fim de diferenciar o mieloma
multiplo das condigdes precursoras assintomaticas. Os tratamentos disponiveis para o mieloma
multiplo sao baseados na terapia farmacoldgica e no transplante autdélogo de células-tronco
hematopoiéticas. Assim, a determinagdo da estratégia terapéutica a ser utilizada deve considerar
fatores importantes como idade do paciente, comorbidades e elegibilidade para o transplante de
células-tronco hematopoiéticas, o qual geralmente ¢ recomendado apenas para individuos com
idade inferior a 65 anos (KUMAR et al., 2017, SWERDLOW et al., 2017; VAN DE DONK;
PAWLYN; YONG, 2021). Em relagdo a terapia farmacolégica, inibidores de proteassoma e os
imunomoduladores s3o a base atual da terapia do mieloma multiplo e, em ensaios clinicos,
geralmente sdo o padrao de tratamento ao qual os medicamentos mais novos sao adicionados.
Porém, outras classes de medicamentos também se apresentam como alternativas de tratamento,
como agentes alquilantes, antraciclinas, inibidores de histona deacetilase e inibidores de
exportagdo nuclear. Além desses, os esteroides, na forma de dexametasona ou prednisolona,
sdo invariavelmente incluidos nos esquemas terapéuticos e, uma outra classe de farmacos que
estd se tornando um componente-chave das terapias de recaida e de primeira linha sdo os
anticorpos direcionados ao CD38 (do inglés, cluster of differentiation 38), devido a sua
superexpressao nas células plasmocitarias (VAN DE DONK; PAWLYN; YONG, 2021). De
acordo com a Diretriz atualizada da National Comprehensive Cancer Network® (NCCN®), é
recomendado que o tratamento padrdo seja baseado em um regime triplo, incluindo dois
farmacos de classes diferentes associados a um esteroide. Contudo, alteragdes em relacao as
combinagdes farmacoterap€uticas e suas respectivas doses podem ser necessarias, de acordo
com a idade do paciente, performance status, classes terapéuticas usadas previamente e a

necessidade de tratamento de suporte (CALLANDER et al., 2022).

Nas ultimas décadas, o progresso em relacao a compreensao da biologia da doenga, bem
como a inclusdo de novos farmacos ao arsenal terapéutico e as abordagens de tratamento
individualizados, levaram a respostas clinicas mais profundas e duradouras. Contudo, o
mieloma multiplo continua sendo uma doenga incurdvel e, mesmo diante de regimes
terapéuticos mais efetivos, apresenta altas taxas de recidiva e de mortalidade, com uma
sobrevida global média de aproximadamente trés anos. O transplante de células-tronco

hematopoiéticas ndo ¢ uma opgao para todos os pacientes e muitos individuos nao tém acesso
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a um tratamento de ponta. Além disso, os efeitos adversos relacionados ao tratamento e,
principalmente, a quimiorresisténcia, sdo desafios importantes no tratamento dessa doenca

(KUMAR etal.,2017; MCCARTHY etal.,2017; VAN DE DONK; PAWLYN; YONG, 2021).

2.4 NOVAS ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS

Considerando as informagdes expostas acima, identifica-se trés principais fatores que
sdo limitantes para o sucesso terapéutico das neoplasias malignas abordadas neste estudo e
justificam a busca por novas alternativas de tratamento, entre eles: as caracteristicas
farmacocinéticas relacionadas ao alcance dos farmacos as células alvo, em concentracdes
adequadas; a citotoxicidade ndo seletiva dos agentes terapéuticos, que resulta em efeitos
adversos que comprometem a qualidade de vida e a seguranga dos pacientes; e o
desenvolvimento de resisténcia ao tratamento com farmacos citotoxicos atualmente disponiveis
no arsenal terapéutico. Assim, o presente trabalho apresenta a investigacao do efeito citotoxico
e mecanismos de a¢do dos compostos 4NC e DETC para serem utilizados como possiveis

prototipos para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas.

2.5 4-NITROCHALCONA (4NC)

As chalconas sdo flavonoides de cadeia aberta compostos por dois anéis aromaticos
unidos por trés carbonos, uma carbonila e dois carbonos a-, B —insaturados. Essas estruturas
quimicas sdo consideradas como ponto de partida promissores para o desenvolvimento de
novos farmacos (DAS; MANNA, 2016; GOMES et al., 2017, MAHAPATRA; BHARTI;
ASATI, 2015). Essa classe de compostos apresenta uma grande variedade de atividades
biologicas conhecidas, destacando-se a atividade antineoplésica (in vitro), a qual ja foi relatada
sobre células provenientes de diferentes neoplasias malignas, como cancer de mama
(BONAKDAR et al., 2017), cancer de pulmao, cancer colorretal (WANG et al., 2020),
melanoma (DALLA VIA et al., 2009; VITOROVIC-TODOROVIC et al., 2013), carcinoma
cervical (VITOROVIC-TODOROVIC et al., 2013), LMA (MAIORAL et al, 2020;
VITOROVIC-TODOROVIC et al., 2013), leucemia linfoblastica aguda e mieloma multiplo
(MAIORAL et al, 2020). Além disso, as propriedades terapéuticas incluindo -efeito
antiproliferativo (MENDANHA et al., 2021; MICHALKOVA et al., 2021), antioxidante (CHU;
GUO, 2016; SHAIK et al., 2020), anti-inflamatorio (CHU; GUO, 2016), antibacteriano
(SHAIK et al., 2020; XU et al., 2019) e citotoxico (SHAIK et al., 2020; WANG et al., 2020),

sdo comumente relacionadas as chalconas.
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A 4NC (Figura 2) ¢ um composto ja comercializado como reagente quimico, utilizado
na rota de sintese de outros produtos comerciais, que t€ém atraido a atenc¢ao dos pesquisadores
na area da quimica medicinal. Ja foram identificados na literatura estudos farmacocinético e de
relacdo estrutura-atividade que contemplam a 4NC e/ou seus derivados (DASKIEWCZ;
BARRON, 2003; MULIM; RASHID; MUMMA, 1987; OH et al., 2019) e, além disso, estudos
recentes descreveram as atividades bioldgicas leishmanicida (ASSOLINI et al., 2020) e

antineopléasica (CORDEIRO et al., 2021; SANTOS et al., 2020) desse composto.

Figura 2 — Estrutura quimica da 4NC.
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Fonte: Adaptado de PubChem (2022a).

Contudo, apesar de a 4NC ja ser conhecida na literatura, ainda ndo foram realizados
estudos avaliando o efeito desse composto sobre células de neoplasias hematoldgicas e, além
disso, o mecanismo de acao dessa chalcona ainda nao foi esclarecido. Estudos nesse contexto
sdo importantes para aprofundar o conhecimento cientifico a respeito deste composto e,

futuramente, impulsionar o desenvolvimento de novos farmacos a partir da 4NC.

2.6 DIETILDITIOCARBAMATO DE SODIO TRIHIDRATADO (DETC)

O dietilditiocarbamato ¢ um composto que pertence a classe dos ditiocarbamatos,
formado por dois substituintes de etila ligados a um grupo amina que, por sua vez, esta ligado
ao dissulfeto de carbono. A estrutura quimica desse composto tem duas porg¢des distintas, uma
por¢do amina formada por nitrogénio e os dois grupos etila, que estimulam a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), e uma extremidade de dissulfeto de carbono que pode
quelar em metais, o que atribui uma atividade bioldgica desse composto sobre metaloproteases

e enzimas (BRAGA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2021). Assim, devido as caracteristicas
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estruturais do dietilditiocarbamato, varias aplicacdes farmacoldgicas tém sido investigadas para
este composto, sendo que, nos ultimos 20 anos, novas estruturas quimicas com fracdes
dietilditiocarbamato foram sintetizadas e testadas para diversas atividades bioldgicas como
antineoplésica (CVEK; DVORAK, 2008; FENG et al., 2020; HE et al., 2018; HUANG et al.,
2018), antiviral (PANG et al., 2007, TOPPING, JONES; 1988; YANG et al., 2018),
antiglaucoma (BOZDAG et al., 2015), anti-Alzheimer (JIANG et al., 2018), antiparasitaria
(ASPATWAR et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2019), leishmanicida (CELES et al., 2016), e

outras.

O dietilditiocarbamato de sédio, apresentado neste trabalho em sua forma trihidratada
como DETC (Figura 3), ¢ amplamente conhecido na literatura por ser um dos principais
metabolitos ativos do farmaco dissulfiram. A investigacdo de possiveis aplicabilidades
terap€uticas para este metabolito € heterogénea, pois alguns autores avaliam o efeito indireto
do dietilditiocarbamato de s6dio por meio da administracdo do farmaco dissulfiram, enquanto
outros autores entendem que essas substancias sdo sinonimas e, ainda, alguns estudos
consideram ambos como farmacos, ou como farmaco e metabdlito, e avaliam seus efeitos
separadamente (AJIBOYE et al., 2022; CHIEN et al., 2019; FREYER et al., 2019; KAST et al.,
2013; KAUL et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2021).

Figura 3 — Estrutura quimica do DETC.
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Fonte: Adaptado de PubChem (2022b).

Desde a sua descoberta, o efeito terapéutico do dietilditiocarbamato de sdédio vem sendo

investigado para muitos disturbios, incluindo envenenamentos por metais, protecdo contra
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danos de radiagdo, tratamento de candidiase, doenga de Wilson, lupus sistémicos e infec¢cao
pelo HIV (AJIBOYE et al., 2022). No ambito da oncologia, ja foi avaliada a citotoxicidade do
dietilditiocarbamato de sodio sobre células de melanoma (CORDEIRO et al., 2021), bem como
o seu efeito como adjuvante no tratamento de cancer de mama (DUFOUR et al., 1993); como
antagonista da toxicidade da cisplatina e da ciclofosfamida (FREYER et al., 2019; PAREDES
et al., 1988; TSANG; AL-FAYEA; AU, 2009); e como fotossensibilizante para terapia
fotodinamica (CHEN et al., 2022; FEUSER et al., 2021; MAIJI, 2022). Além disso, mais
recentemente o dietilditiocarbamato de sodio foi associado a uma redugdo da resisténcia a
temozolomida (farmaco utilizado no tratamento de neoplasias cerebrais), por meio da inibigao
da enzima superoxido dismutase 2, em modelos animais com tumor primario resistente a este

farmaco (CHIEN et al., 2019).

Assim, considerando o potencial do dietilditiocarbamato de so6dio no tratamento de
neoplasias malignas, ja descrito na literatura, e a necessidade de novas alternativas terapéuticas
para a LMA, linfoma de Burkitt e mieloma multiplo, apontadas neste trabalho, a investigacao
do efeito desse composto sobre modelos de neoplasias hematoldgicas deve ser encorajada por

pesquisadores na area da oncologia experimental.

2.7 REGULACAO DA MORTE CELULAR E POSSIVEIS ALVOS TERAPEUTICOS

A homeostase celular ¢ resultante de um equilibrio entre a proliferagdo, a diferenciagao
e a morte celular regulada. No desenvolvimento das neoplasias malignas ocorre a proliferagao
excessiva de células neoplasicas, em decorréncia de falhas nos mecanismos intracelulares que
mantém a homeostase. Dessa forma, o entendimento acerca desses mecanismos € fundamental
para a identificagdo de alvos terapéuticos e, consequentemente, para o sucesso de novos
tratamentos (GRETEN; GRIVENNIKOV, 2019; KUMAR; ABBAS; ASTER, 2018b;
RODRIGUEZ-MOLINERO; LOPEZ-DIEGUEZ; BENEGAS, 2007). Além disso, no
desenvolvimento de novos farmacos citotoxicos, ¢ desejado que a inducdao das células
neoplésicas a morte celular seja um processo altamente regulado e pouco imunogénico como,
por exemplo, a morte celular por apoptose (DANESE et al., 2017; GALLUZZI et al., 2018;
HAAKE; POLAKOWSKA, 1993; HAY et al., 2014; LOPEZ; TAIT, 2015; WICKMAN, et al.,
2012).
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2.8 MODULACAO E BLOQUEIO DO CICLO CELULAR

O ciclo celular apresenta um papel fundamental na transformacdo, replicagdo e
proliferagdo neoplésica, o que o torna um possivel alvo terapéutico. A progressao das fases do
ciclo celular ¢ um processo regulado por sinalizagdes bioquimicas complexas. Esse controle ¢
extremamente importante para a manutencao do ritmo de proliferacdo, para garantir a correta
replicagdo do DNA (4cido desoxirribonucleico, do inglés deoxyribonucleic acid), a segregacao
dos cromossomos homologos para as células filhas originadas durante a divisdo e para a
coordenagdao dos processos de diferenciagdo, senescéncia e morte celular (BARNUM;
O’CONNELL, 2014; KUMAR, ABBAS; ASTER., 2018b). O ciclo celular ¢ composto por dois
eventos principais: a sintese de DNA (fase S) e a divisdo da célula-mae em duas células-filhas
durante a mitose (fase M). A fase entre a divisdo celular e a sintese de DNA ¢ denominada fase
G0/G1, enquanto que a fase entre a sintese de DNA e a mitose ¢ denominada fase G2/M. As
células que se encontram metabolicamente ativas, porém que nao entraram no ciclo de
replicagdo celular, sdo denominadas quiescentes e encontram-se na fase GO até que ocorra um
estimulo mitotico extracelular para sinalizar a saida da fase G1 (Figura 4) (KUMAR; ABBAS;
ASTER, 2018b; MALUF et al., 2011).

Figura 4 — Fases do ciclo celular.

O ciclo celular ¢ composto pelas fases: G1, a que ocorre o crescimento celular e o primeiro ponto de checagem;
S, a que ocorre a sintese de DNA e a duplicagdo cromossomica; G2, a que a célula comega a se preparar para a
divisdo e a que ocorre o segundo ponto de checagem; e M, a que ocorre a citocinese (divisdo da célula em duas).
Na fase GO, as células estao metabolicamente ativas, mas nio entraram no ciclo de proliferacdo (quiescentes).

Fonte: Adaptado de Melo; Almeida, Leite (2014).
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Durante a fase G1 do ciclo celular, ocorre a descondensagao dos cromossomos ¢ a célula
sintetiza proteinas necessarias para a fase S como, por exemplo, as enzimas responsaveis pela
duplicacdo do DNA. Apds o momento definido como ponto de restri¢ao (final da fase G1), a
progressdo do ciclo celular comeca a ser controlada por mecanismos intracelulares que
envolvem a ativagdo das proteinas especificas (MALUF et al., 2011; TAN et al., 2017).
Localizado entre as fases G1 e S, encontra-se o primeiro checkpoint (ponto de checagem).
Quando sao identificados erros na fase G1, a proteina p53 ativa genes inibidores de crescimento,
os quais induzem a parada do ciclo celular para que seja realizado o reparo ao dano gendmico
(BARNUM; O’CONNELL, 2014; KUMAR, ABBAS; ASTER., 2018c; WIMAN;
ZHIVOTOVSKY, 2017). Na sequéncia, a célula passa para a fase S, onde ocorre a replicacao
do seu material genético. Quando a duplicagdo do DNA j4 estd completa, inicia a fase G2. Nessa
fase, ocorre a diferenciagdo celular e a sintese de proteinas necessarias para a mitose. Entre as
fases G2 e M, encontra-se o segundo checkpoint. Diante de danos irreparaveis nesse ponto de
checagem do ciclo celular, a proteina p53 inibe o complexo responsavel pela regulagdo da
mitose, assim a profase ndo ¢ iniciada e a mitose ¢ interrompida. Se o dano ao DNA for
devidamente reparado, a progressao do ciclo celular segue para a fase M. A fase M ¢ a fase de
divisdo propriamente dita, quando ocorre a separa¢do nuclear. Essa fase compreende os
processos de profase, metafase, andfase e telofase; e antecede a citocinese, que € divisdo de uma
célula em duas células-filhas (BARNUM; O’CONNELL, 2014; HARASHIMA;
DISSMEYER; SCHNITTGER, 2013; MALUF et al., 2011; TAN et al., 2017; WIMAN;
ZHIVOTOVSKY, 2017).

A proliferagao celular constante e descontrolada ¢ uma das principais caracteristicas de
células neoplésicas e ¢ um dos principais mecanismos bioldgicos envolvidos na oncogénese.
Nessa perspectiva, os pontos de checagem que bloqueiam a proliferacdo celular sdo
fundamentais para a interrup¢do da progressdo de mutacdes que poderdo resultar em uma
neoplasia maligna, pois integram ndo somente respostas a danos ao DNA, mas também
caminhos essenciais para a sobrevivéncia celular (BARNUM; O’CONNELL, 2014; KUMAR,
ABBAS; ASTER., 2018c; MALUF et al., 2011; MATTEWS; BERTOLI; BRUIN, 2022;
WIMAN; ZHIVOYOVSKY, 2017). Os checkpoints do ciclo celular sdo controlados por
diversas enzimas denominadas cinases dependentes de ciclinas (CDKs, do inglés cyclin
dependent kinases). As CDKs interagem com proteinas especificas denominadas ciclinas,
formando o complexo catalitico-CDK ativo. As concentragdes de CDKs permanecem estaveis

durante todo o ciclo celular, enquanto que a disponibilidade de ciclinas ¢ variavel ao longo da
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progressao do mesmo. Dessa forma, a expressdo de determinadas ciclinas determinam a
ativacdo de CDKs especificas em cada fase do ciclo celular. A identificagdo de erros no
processo de replicagdo celular leva a formag¢do de um complexo estavel entre as CDKs e
proteinas inibidoras de CDKs (CKlIs, do inglés cyclin-dependent kinase inhibitors). As CKls
impedem a ligagdo das CDKs as suas respectivas ciclinas e, quando o dano ao DNA nao pode
ser reparado, sdo ativadas vias que iniciam a morte celular programada (BARNUM,;
O’CONNELL, 2014; KUMAR, ABBAS; ASTER., 2018b; MALUF et al., 2011; TAN et al.,
2017). Nesse caso, a proteina p53, dentre outras, induz a expressdo de genes efetores pro-
apoptoéticos que induzem a célula a apoptose com o objetivo de eliminar as células modificadas
que possuem potencial catastréfico (BARNUM; O’CONNELL, 2014; KUMAR, ABBAS;
ASTER., 2018c;).

2.9 MORTE CELULAR

No inicio dos anos 2000, acreditava-se que a morte celular era um processo de carater
apenas degenerativo, a qual era iniciada em resposta a lesdes celulares, infec¢des e auséncia de
fatores de crescimento. Atualmente, sabe-se que a morte celular pode ser minimamente
controlada e resultante de uma série de estimulos intracelulares e extracelulares, além de
também ser um dos eventos cruciais na evolugdo de diversas doengas (GALLUZZI et al., 2018;

GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).

De acordo com o Comité de Nomenclatura em Morte Celular (CNMC), os processos de
morte celular podem ser classificados de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas,
bioquimicas e funcionais. A revisdo mais atual do CNMC (2018) descreveu pela primeira vez
o termo “morte celular regulada”, e propds um novo conceito para o termo “morte celular
programada”. Assim, a morte celular regulada ¢ descrita como uma forma de morte celular que
resulta na ativacdo de um ou mais modulos de transducdo de sinal e, portanto, pode ser
farmacologica ou geneticamente modulada (cineticamente e até certo ponto). Ja a morte celular
programada foi definida como uma forma particular de morte celular regulada que ocorre em
cenarios estritamente fisioldgicos, ou seja, ndo se relaciona com perturbagdes da homeostase e,
portanto, ndo ocorre no contexto de falha na adaptagao ao estresse. Outros tipos de morte celular
regulada foram descritos pelo CNMC (2018), como a apoptose intrinseca, apoptose extrinseca,
anoikis, ferroptose, piroptose, parthanatos, necroptose, morte celular dependente de autofagia,

morte celular entdtica, morte celular nentdtica, morte mitdtica, morte celular dependente de
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lisossomos, morte celular imunogénica e necrose induzida por transicao de permeabilidade

mitocondrial (GALLUZZI et al., 2018).

2.9.1 Apoptose

A apoptose € o tipo de morte celular mais bem descrito na literatura, e pode ser definida
como um processo altamente regulado, com vias de sinalizagao bem definidas que podem ser
ativadas por substancias e genes envolvidos na homeostase celular ou por alteragdes patologicas
especificas. Inicialmente, a apoptose foi considerada como sindnimo de morte celular
programada em comparacao a necrose. Entretanto, apds a revisdo de 2018 do CNMC, a
apoptose ndo fisiologica, como a induzida por compostos citotoxicos, que ¢ tema do presente
estudo, passou a ser denominada morte celular regulada (GALLUZZI et al., 2018; KERR et al.,
1972).

O processo de apoptose pode ser reconhecido por caracteristicas morfoldgicas
marcantes ¢ coordenadas. Dentre elas, destacam-se a diminuicdo do volume celular ¢ a
condensagdo da cromatina, a qual se concentra junto & membrana nuclear que se mantém
intacta. Nessa etapa, a morfologia da maioria das organelas permanece preservada, com
exce¢do, em alguns casos, das mitocondrias, que podem apresentar ruptura da membrana
externa. A proteina fosfatidilserina, normalmente localizada na parte interna da membrana
plasmatica, ¢ translocada para o meio externo. A seguir, ocorre a formagdo de prolongamentos
da membrana celular (blebs) e a formagdo de corpos apoptoticos, onde o nucleo se desintegra
em fragmentos envoltos pela membrana nuclear. O processo de fragmentagao
internucleossomica do DNA ocorre segundo um padrao caracteristico no qual uma
endonuclease produz fragmentos de DNA de tamanhos varidveis, porém sempre multiplos de
180 - 200 pares de base (“padrdao em escada”). Finalmente, as células em processo de morte ou
os corpos apoptoticos sdo fagocitados por macrofagos e removidos sem causar um processo
inflamatério expressivo (in vivo) (Figura 5) (GALLUZZI et al., 2018; HAAKE,;
POLAKOWSKA, 1993; KROEMER et al., 2008; SIVAGNANAM et al., 2017; XU; HAIL
HUA, 2019).
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Figura 5 — Alteragdoes morfologicas em células apoptoticas.
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Células em apoptose sofrem alteragdes morfologicas tais como diminui¢do do volume celular, condensagio da
cromatina, formagéo de “blebs” de membrana plasmatica, fragmenta¢do do DNA e formagéo de corpos

apoptoticos, os quais, in vivo, serdo fagocitados por macréfagos. Fonte: Adaptado de Quizlet (2022).

Segundo a literatura, ocorrem dois processos distintos responsaveis pela regulacao da

apoptose: a apoptose intrinseca e a apoptose extrinseca (GALLUZZI et al., 2018).

A apoptose intrinseca € ativada por estresses intracelulares ou extracelulares, como a
privacdo de fatores de crescimento, danos ao DNA, hipdxia, ativagdo de oncogenes e
concentracgdes elevadas de EROs e radiacdo ultravioleta. Os sinais transduzidos em resposta a
esses estimulos convergem principalmente para a mitocondria. Esses estimulos induzem uma
transi¢do da permeabilidade da membrana mitocondrial pela formacao de poros de transigao
(CARNEIRO; EL-DEITY, 2020; GALLUZZI et al., 2018; GOLDAR et al., 2015; KASHYAP;
GARG; GOEL, 2021). Esses poros de transicao de permeabilidade mitocondrial sdo regulados
pelos membros da familia Bcl-2, tais como Bax, Bak, Bok, Bim, Bad, Bid, Bik, Bmf, Puma,
Noxa, Hrk, Bcl-2, Bel-x1, Bel-w, Mcl-1, Al e Bcl-B, os quais possuem fungdes opostas, ou
seja, enquanto algumas proteinas possuem efeito antiapoptotico, outras ativam a apoptose

(CARNEIRO; EL-DEITY, 2020; GALLUZZI et al., 2018).

Dessa forma, o estresse celular resulta no desequilibrio entre a expressao de proteinas

antiapoptdticas da familia Bcl-2 como a proteina 2 do linfoma de células B (Bcl-2, do inglés B-
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cell lymphoma) e de proteinas pro-apoptdticas como a proteina X associada a Bcel-2 (Bax),
ambas localizadas no espago intramembranar da mitocondria. Esse desequilibrio resulta na
emissdo de um sinal capaz de induzir a formacdo dos poros de transi¢cdo, o que leva a
despolarizagdo e a perda do potencial de membrana mitocondrial (A¥m). Em consequéncia da
perda do AWm, ocorre a liberagdo de proteinas pro-apoptoticas do espago intermembranar para
o citosol como, por exemplo, o citocromo c, o fator indutor de apoptose (AIF, do inglés
apoptosis inducing factor), a endonuclease G e as proteinas Smac/DIABLO (CARNEIRO; EL-
DEITY, 2020; GALLUZZI et al., 2018; GOLDAR et al., 2015; KASHYAP; GARG; GOEL,
2021). O citocromo c liberado no citosol interage com o fator ativador de protease apoptoética 1
(Apafl, do inglés apoptotic peptidase actvating fator 1), que se liga a pro-caspase 9 e formam
um complexo denominado apoptossoma. O apoptossoma leva a ativagao da caspase iniciadora
(caspase-9), a qual cliva a caspase-3 (caspase efetora) e prossegue com a cascata das caspases
que medeiam a apoptose (CARNEIRO; EL-DEITY, 2020; GALLUZZI et al., 2018; ZOU et
al., 1997). Adicionalmente, o AIF e a endonuclease G podem induzir a morte celular de maneira
independente de caspases por meio da indugdo de condensacdo da cromatina e da clivagem do
DNA (KASHYAP; GARG; GOEL, 2021). Ainda, a proteina pré-apoptotica Smac/DIABLO
ativa a cascata de caspases por interagir ¢ antagonizar as proteinas inibidoras da apoptose (IAPs,
do inglés inhibitors of apoptosis proteins), dentre as quais destaca-se a proteina survivina

(CARNEIRO; EL-DEITY, 2020; GOLDAR et al., 2015).

A sinalizagdo da apoptose pela via extrinseca ¢ iniciada pela ativagdo de receptores
localizados na membrana plasmatica, por meio de estimulos extracelulares. Esses receptores,
tais como o fator de necrose tumoral (TNFR, do inglé€s tumor necrosis factor receptor), FasR
(do inglés Fas receptor, também chamado de Apo-1 ou CD95), DR-3 (do inglés death receptor
3, também chamado de Apo-2), DR-6 (do inglés death receptor 6) e TRAIL-R (do inglés TNF-
related apoptosis-inducing ligand receptor), sdo denominados receptores de morte
(AMARANTE-MENDES; GRIFFITH, 2015; GALLUZZI et al., 2018; GOLDAR et al., 2015).
Os receptores de morte possuem um dominio extracelular rico em cisteina, o qual € responsavel
pela ligagdo do receptor ao seu ligante especifico, € um dominio citoplasmatico, denominado
dominio de morte (DD; do inglés, death domain), que permite a propagacdo dos sinais
apoptdticos (CARNEIRO; EL-DEITY, 2020; GOLDAR et al., 2015; KASHYAP; GARG;
GOEL, 2021). Quando os receptores de morte reconhecem seus ligantes especificos, eles
sofrem trimerizacdo e consequente ativagao. Os DD interagem com as proteinas adaptadoras

FADD (do inglés, Fas associated protein with death domain) ou TRADD (do inglés, TNFRI-
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associated death domain protein). Essas proteinas adaptadoras possuem outro dominio de
interacdo de proteinas chamado de dominio efetor de morte (DED; do inglés death effect
domain). Quando o DED das proteinas adaptadoras interage com o DED da pro-caspase 8,
forma-se o complexo sinalizador indutor de apoptose (DISC), o qual leva a ativagdo da pro-
caspase 8. A caspase 8 ativada ativa diretamente as caspases efetoras -3 e -7, o que resulta em
apoptose independente da via mitocondrial (GALLUZZI et al., 2018; GOLDAR et al., 2015;
KOFF et al., 2015). Além disso, a caspase-8 ativada pode ativar a proteina pro-apoptotica Bid,
membro da familia Bel-2, que leva a formagdo de um fragmento chamado Bid truncado (tBid,
do inglés truncated Bid), que possibilita o aumento da permeabilidade mitocondrial e liberagao
de proteinas pro-apoptoéticas, fazendo uma conexao entre a apoptose extrinseca e intrinseca
(AMARANTE-MENDES; GRIFFITH, 2015; KASHYAP; GARG; GOEL, 2021; RODER et
al., 2011).

Em ambos os processos de apoptose ocorre a ativacdo de caspases (Figura 6)
(GALLUZZI et al., 2018; KASHYAP; GARG; GOEL, 2021). As caspases efetoras (caspase-3
-6 ¢ -7), ativadas pela caspase-9 da apoptose intrinseca e pela caspase-8 da apoptose extrinseca,
atuam na clivagem de substratos especificos tais como proteinas cinases, proteinas do
citoesqueleto e proteinas envolvidas no reparo do DNA, o que culmina em uma série de
alteragdes morfoldgicas as quais caracterizam a apoptose € levam a morte celular (BAIG et al.,
2016; CARNEIRO; EL-DEITY, 2020; GALLUZZI et al., 2018; KASHYAP; GARG; GOEL,
2021).

Figura 6 — Sinalizacdo da apoptose intrinseca e extrinseca.
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A apoptose intrinseca ¢ ativada por estimulos intra ou extracelulares que provocam uma lesao celular.
Inicialmente ha um desequilibrio entre membros da familia Bel-2, o que resulta na perda do AYm e a
consequente liberagdo de proteinas proapoptoticas, como o citocromo c. Esse por sua vez forma o apoptossoma
que ativa a caspase iniciadora -9 e permite a fosforilagao da caspase-3. A caspase-3 ativada cliva substratos
especificos que resultam em alteragdes morfologicas seguidas da execugdo da apoptose. A apoptose extrinseca ¢
iniciada pela ativagdo de receptores localizados na membrana plasmatica. Os receptores trimerizados interagem
com as proteinas adaptadoras FAAD e TRAAD e com a pro-caspase-8, que, quando ativada, ativa diretamente a
caspase-3, culminando na apoptose (CARNEIRO; EL-DEITY, 2020; GALLUZZI et al., 2018). Fonte: Adaptado
de Valente (2023).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito citotoxico e a seletividade dos compostos 4NC e DETC sobre células
de linhagens de neoplasias hematologicas (LMA, linfoma de Burkitt e mieloma multiplo), bem
como investigar os possiveis mecanismos de morte celular envolvido na citotoxicidade de

ambos.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar uma predicao in silico das propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas

dos compostos 4NC e DETC.

- Investigar o potencial efeito citotdéxico da 4NC e do DETC em relagdo a concentragdo
e ao tempo de incubagdo sobre uma linhagem celular humana de mieloma multiplo (MM.1S),

uma linhagem humana de LMA (K562) e uma linhagem humana de linfoma de Burkitt (Daudi).

- Determinar a concentragdo inibitéria 50% (Clso) de ambos os compostos em células

MM.18S, K562 e Daudi.

- Investigar o potencial efeito citotoxico dos compostos sobre células ndo neoplasicas,
utilizando como modelo uma linhagem celular humana de estroma de medula 6ssea (HS-5) e
eritrocitos obtidos a partir do sangue periférico (SP) de individuos considerados clinicamente

saudaveis.

- Calcular o indice de seletividade (IS) da 4NC e do DETC para as células MM.18S,

K562 e Daudi, em relagao as células nao neoplésicas (HS-5).

- Verificar o efeito dos compostos 4NC e DETC sobre o ciclo celular nas linhagens de

neoplasias hematologicas.

- Investigar se o efeito dos compostos 4NC e DETC sobre células neoplésicas envolve

a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs).
- Analisar a morfologia das células neoplasicas apds exposicao a 4NC e ao DETC.

- Avaliar o efeito dos compostos sobre 0 A¥m das células de neoplasias hematoldgicas
e investigar o envolvimento de fatores reguladores da apoptose (Bax, Bcl-2, fator indutor da
apoptose, survivina, caspase-3 e receptor Fas) no potencial efeito citotoxico da 4NC e do

DETC.
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4 MATERIAIS E METODOS

Essa secdo ird abordar os procedimentos, as técnicas e os reagentes utilizados para a

obtencao dos resultados apresentados neste trabalho.

4.1 ORIGEM DOS COMPOSTOS INVESTIGADOS

Os compostos investigados neste trabalho sao produtos comerciais (4-Nitrochalcona -
Sigma-Aldrich®, USA; e Dietilditiocarbamato de sédio trihidratado - Vetec®, Brasil), cedidos
pelo Laboratorio de Controle e Processos de Polimerizagao (LCPP) da Universidade Federal de

Santa Catarina (UFSC).

42 PREDICAO IN SILICO DAS CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS E
PROPRIEDADES FARMACOCINETICAS

A avaliacdo da biodisponibilidade da administracdo por via oral dos compostos 4NC e
DETC foi realizada por meio da ferramenta online SwissADME, desenvolvida pelo grupo de
modelagem molecular do Swiss Institute of Bioinformatics (SIB), a qual forneceu uma predi¢ao
in silico das caracteristicas fisico-quimicas e propriedades farmacocinéticas dos compostos
investigados. Dessa forma, além da determinacdo dos valores de peso molecular, Log P o/a
(coeficiente de particdo Oleo/agua), aceptores de ligacdo hidrogénio, doadores de ligacdo
hidrogénio, nimero de ligacdes rotacionaveis e area de superficie polar topoldgica (TPSA, do
inglés topological polar surface drea), a ferramenta em questdo possibilitou a predi¢ao da
permeabilidade dos compostos para a barreira hematoencefalica (BHE); a interagdo com a
glicoproteina P (P-gp, do inglés, P-glycoprotein) e com isoenzimas da superfamilia do
citocromo P450 (CYP, do inglés cytochrome P450), bem como forneceu um escore de
biodisponibilidade para os compostos (escala que varia de 0.0 a 1.0, sendo que quanto mais
perto de 1.0, maior a probabilidade do futuro fairmaco apresentar >10 % de biodisponibilidade

oral) (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).

4.3 CULTIVO CELULAR

Neste estudo foram utilizadas trés linhagens celulares humanas de neoplasias
hematologicas: Daudi (linfoma de Burkitt), K562 (LMA) e MM.1S (mieloma multiplo,
linhagem sensivel a dexametasona). Além dessas, a linhagem celular humana HS-5 (estroma
de medula 6ssea) foi incluida no estudo como modelo de célula ndo neoplasica e constituinte

do estroma medular. As células Daudi, MM.1S e HS-5 foram cedidas pela Prof. Dr*. Sara Saad,
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da Universidade Estadual de Campinas, e a linhagem K562 foi cedida pelo Prof. Dr. Alberto

Orfao, do Cientro de Investigacion del Cancer da Universidade de Salamanca.

O cultivo celular foi realizado em meio Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI),
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 10.000 U/mL de penicilina, 10 mM de tampao
HEPES (acido N-[2-hidroxietil]piperazina-N’[2-etanosulfonico]) e 10.000 pg/mL de
estreptomicina, em pH 7,2. Todos os reagentes utilizados para a preparagdo dos meios de

cultura foram adquiridos da Gibco®, Thermo Fischer, EUA.

As células foram semeadas a uma densidade de 1 x 10° células/frasco, em frascos de
cultura estéreis de 25 cm: ou 75 cme (Kasvi, Brasil) repicadas a cada 48 horas e mantidas em
atmosfera umidificada com 5% de CO., a 37 °C. Para o repique das células aderidas (HS-5), foi
utilizado uma solug¢do de tripsina /acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, do inglés,
ethylenediamine tetraacetic acid) 0,25 % (ambos adquiridos da Thermo Fischer, EUA), a fim
de soltar as células da garrafa. Quando as células adquiriram um aspecto redondo e
individualizado, foi utilizado meio RPMI com 10% de soro fetal bovino para neutralizar a
solugdo contendo tripsina. Em seguida, a suspensdo de células formada foi centrifugada a 264
g, o sobrenadante foi descartado, as células foram ressuspendidas em meio RPMI com 10% de
soro fetal bovino e o repique foi realizado a partir desta suspensao celular final. Antes de cada
protocolo experimental, o nimero de células viaveis foi avaliado pelo método de exclusdo com
o corante Azul de Trypan 0,5% (Sigma-Aldrich®, EUA) (TENNANT, 1964), e apenas as

suspensoes celulares com mais de 95% de células viaveis foram utilizadas nos experimentos.

44 CURVAS DE CONCENTRACAO E TEMPO-RESPOSTA E DETERMINACAO DA
VIABILIDADE CELULAR

A fim de avaliar o efeito citotoxico da 4NC e do DETC sobre as linhagens celulares
humanas Daudi, K562, MM.1S e HS-5, as células foram incubadas com concentragdes
crescentes dos compostos (1, 5, 10, 25, 50 e 100 uM) por periodos de 24, 48 e 72 horas (com
excecdo da linhagem humana HS-5, a qual foi avaliada apenas no tempo de 72 horas). De
acordo com padronizacdo realizada previamente aos experimentos, para as linhagens Daudi e
K562, foi utilizada uma densidade celular de 5x10* células/poco para 24 horas de incubagio,
2,5x10* células/pogo para 48 horas e 1,25x10* células/pogo para o periodo de 72 horas, em 200
uL de meio RPMI, as quais foram semeadas em placas de cultura de 96 pocos e incubadas a

37°C, com 5% de CO,. Em relagdo as linhagens MM. 1S e HS-5, essas foram semeadas a uma
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densidade celular de 1x10° células/pogo para incubacio de 24 horas, 5x10* células/pogo para

48 horas e 2,5x10* células/poco para 72 horas, sob as mesmas condi¢gdes descritas acima.

As células que sdo cultivadas em suspensao (K562, Daudi e MM.1S) foram plaqueadas
e incubadas com os compostos no mesmo dia. Ja as células HS-5, que crescem aderidas em
frascos de cultura na forma de monocamada, foram plaqueadas em um dia, tratadas com a 4NC
e DETC no dia seguinte, e imediatamente incubadas. Para cada experimento, foi realizado um
controle de células sem tratamento, e outro controle acrescido de 2% do veiculo de dissolugao

dos compostos (dimetilsulfoxido, DMSO) (Merck Millipore®, Alemanha) ao meio de cultura.

Os compostos investigados no presente trabalho foram dissolvidos em DMSO (Merck
Millipore®, Alemanha) na concentragio de 10 mM e armazenados a 4°C (solucdo estoque) até
o preparo de solugdes intermediarias, a partir da solugao estoque, as quais foram diluidas em

meio de cultura no momento da realizagao dos protocolos experimentais.

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico do brometo de 3(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT), um sal tetrazolico de cor amarela que ¢
reduzido ao seu derivado formazan (cor roxa) pela mitocondria de células viaveis. Assim, o
referido método consiste na avaliagdo indireta da viabilidade celular, por meio da atividade
enzimatica mitocondrial MOSMANN, 1983). Dessa forma, o meio de cultura foi parcialmente
removido apds o periodo de incubacdo com os compostos; € uma solucdo contendo 5 mg/mL
de MTT (Invitrogen®, EUA) diluido em solugdo de tampdo fosfato (PBS, do inglés phosphate
buffered saline) (Thermo Fischer, EUA) foi adicionada aos pogos; depois as células foram
novamente incubadas por um periodo de trés horas. Na sequéncia, o sobrenadante foi removido,
e os precipitados de formazan formados em cada poco foram dissolvidos com 100 puL de uma
solucdio contendo 4lcool isopropilico (Proc 9%, Brasil) e HCI 0,04N (Lafan®, Brasil), e
finalmente as placas foram centrifugadas a 264 g por 10 minutos. Apds a centrifugacio o
sobrenadante foi transferido para uma nova placa, onde foi realizada a leitura das absorbancias
em espectrofotdometro (MB-580, Heales®, China) no comprimento de onda de 540 nm. A
absorbancia do grupo controle (células sem tratamento) foi considerada como 100% de
viabilidade celular e a Clso foi obtida por regressao linear, a partir da analise das curvas

concentracdo e tempo-resposta, utilizando o software GraphPad Prism 9.

4.5 AVALIACAO DO EFEITO DOS COMPOSTOS SOBRE ERITROCITOS HUMANOS

A influéncia da 4NC e do DETC sobre os eritrocitos humanos foi investigada por meio

do ensaio de hemolise. Esse método tem como objetivo avaliar o potencial de determinado
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composto em causar lesdes nas membranas das hemacias, o que leva ao extravasamento do seu

conteudo intracelular (EVANS et al., 2013).

Inicialmente, foram coletadas amostras de sangue periférico (SP) de trés individuos
considerados clinicamente saudaveis e nao fumantes, apos assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) conforme o Comité de Etica de Pesquisa em Seres
humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) (CEPSH n°2.838/2018) (Anexo
1), as quais foram obtidas a partir de pung¢do venosa, em tubos contendo o anticoagulante EDTA
(BD Biosciences®, EUA). Imediatamente apos a coleta, as hemécias foram isoladas do plasma
e dos leucocitos por centrifugacdo (10 minutos a 264 g); transferidas para um tubo falcon;
lavadas com uma solugio estéril de cloreto de sodio a 0,9% (NaCl 0,9%) (Equiplex®, Brasil) e
suspendidas em NaCl 0,9% a fim de obter uma dispersao estoque concentrada de eritrocitos,
cuja absorbancia ficou entre 1,8 e 2,2 em leitura realizada por espectrofotometro a 540 nm. A
partir do concentrado de eritrdcitos, foram preparados os controles positivo (100% de hemolise,
950 pL de agua destilada e 50 pL da dispersdo de eritrocitos) e negativo (0% de hemolise, 950
puL de NaCl 0,9% e 50 pL da dispersao de eritrocitos), além das amostras teste (950 pL de NaCl
0,9% e 50 pL da dispersao de eritrocitos), as quais foram submetidas a concentragdes crescentes
dos compostos, de acordo com os valores de Clso previamente calculados (4NC: 49,56 uM -
148,68 uM; DETC: 58,85 uM - 1.177,00 uM). As amostras foram homogeneizadas e incubadas
por uma hora, a 37°C e sob agitacao suave (100 g) (WANG et al., 2009). Na sequéncia, foram
centrifugadas a 500 g por cinco minutos, e os sobrenadantes foram transferidos para uma placa
de 96 pogos a fim de seguir com a leitura em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de

540 nm. Por fim, a taxa de hemdlise foi calculada conforme a Equagao 1.

Equacdo 1 — Taxa de hemolise.

Taxa de hemdlise = —2L"P0M 100
axa de nemolise = DOCp—DOC‘n

Onde: Dt: densidade optica da amostra teste; Dcn: densidade Optica do controle negativo; Dcp: densidade optica

do controle positivo. Fonte: Elaborada pela autora.

4.6 INDICE DE SELETIVIDADE (IS)

O IS ¢ utilizado para demonstrar a capacidade de um composto induzir morte celular de
forma seletiva para uma determinada linhagem celular, em relagdo a outra. O célculo é baseado
na razao entre a Clso em células que sdo utilizadas como padrao de comparagdo e a Clso em

outra linhagem de células, a qual se deseja verificar se o composto ¢ seletivo. Assim, foi
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avaliada a seletividade dos compostos 4NC e DETC para linhagens celulares de neoplasias
hematolégicas (MM1.S, Daudi e K562) em relacao a células ndo neoplasicas (HS-5), apds 72

horas de incubagao, conforme a Equacao 2.

Equagcio 2 — Indice de seletividade.

CI50 linhagem nao neoplastica

IS =
CI50 linhagem de neoplasia hematolbdgica

Fonte: Elaborada pela autora.

Foi considerado como alta seletividade um IS > 10, moderada seletividade 5 <IS <10 e

baixa seletividade um IS < 5 (PENA-MORAN et al.,2016).

As duas linhagens celulares que apresentaram maiores IS em relagdo as células HS-5

foram selecionadas para dar continuidade aos experimentos.

4.7 ANALISE DO CICLO CELULAR

Para avaliar o efeito dos compostos 4NC e DETC sobre o ciclo celular, foi utilizado o
“PI/RNAse Solution Kit” (Immunostep®, Espanha). O iodeto de propidio (PI, do inglés
propidium iodide), presente no referido kit comercial, ¢ uma molécula fluorescente intercalante
de acidos nucleicos. Assim, considerando as diferencas no contetido de DNA entre as fases do
ciclo celular, o principio deste método se baseia na detec¢do da intensidade de fluorescéncia do
PI apds digestdao do RNA, o que possibilita a quantificagdo da porcentagem de células em cada

fase do ciclo celular (POZAROWSKI; DARZYNKIEWICZ, 2004).

As linhagens celulares selecionadas foram incubadas por 18 horas (1 x 10° células/pogo)
com os compostos 4NC e DETC nas suas respectivas Clso de 24 horas, em estufa umida, a 37°C
e com 5% de CO». Apos a incubagdo, as células foram lavadas duas vezes com PBS, e o
procedimento de marcagdo com PI foi realizado conforme instrugdes do fabricante.
Resumidamente, as células foram fixadas com etanol 70% (Dindmica®, Brasil) e incubadas a
4°C por 30 minutos. Em seguida, foram lavadas duas vezes com PBS suplementado com 2%
de albumina sérica bovina (BSA, do inglés bovine serum albumin) (Sigma-Aldrich®, EUA), e
centrifugadas a 264 g durante 10 minutos. Apos a centrifugacdo, as células foram incubadas
por 15 minutos com a solu¢do de PI contendo RNAse, ao abrigo da luz e a temperatura
ambiente. Por fim, com o auxilio de uma estratégia de gating no canal PE (510-595 nm), foram

adquiridos 50.000 eventos em ciclo no citdometro de fluxo BD FACSCanto II TM (Becton



52

Dickinson Immunocytometry Systems®, EUA), com o software BDFACSDiva versdo 8.0.1. Os
dados foram analisados utilizando o sofiware Infinicyt versdo 2.0 (Cytognos®, Espanha). Para
a caracterizacdo dos parametros a serem analisados no citometro de fluxo, este protocolo

experimental contou com um controle negativo (células sem tratamento).

48 AVALIACAO DA PRODUCAO DE EROS

Para avaliar a capacidade dos compostos 4NC e DETC em produzir EROs, foi utilizado
0 kit MitoSOX Red Molecular Probes (Thermo Fischer®, EUA) conforme instru¢des do
fabricante. O referido kit ¢ composto por um corante fluorescente capaz de permear a membrana
plasmatica integra e se acumular no interior da mitocondria, onde ocorre uma reacdo de
oxidacdo do reagente MitoSOX pelo radical superdxido, emitindo fluorescéncia vermelha.
Dessa forma, a captacao da intensidade de fluorescéncia pelo citdmetro de fluxo € proporcional

a producdo de EROs.

As linhagens celulares selecionadas (1 x 10° células/poco) foram incubadas com os
compostos 4NC e DETC nas suas respectivas Clso de 24 horas, por 18 horas, em estufa imida,
a 37°C e com 5% de COz. Apoés a incubacgdo, as células foram lavadas duas vezes com PBS e
centrifugadas a 264 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado 300 pL
de uma solugdo de MitoSOX diluido na propor¢dao de 1:10.000 sobre o sedimento celular,
seguido de incubagdo em temperatura ambiente e na auséncia de luz por 30 minutos. Apos esse
periodo, as células foram centrifugadas a 264 g por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado
e o sedimento celular foi suspendido em 300 pL de PBS. As células (50.000 eventos) foram
adquiridas no citometro de fluxo BD FACSCanto I[I™, com o software BDFACSDiva versao
8.0.1. Para a caracteriza¢do dos parametros analisados no citometro de fluxo, este protocolo
experimental contou com um controle negativo (células sem tratamento). Os doublets foram
retirados utilizando-se as caracteristicas de FSC Heigh e FSC Area das células. A analise dos

dados gerados foi realizada utilizando-se o software Infinicyt versao 2.0.

4.9 INVESTIGACAO DA APOPTOSE

No presente estudo, foram realizados trés métodos distintos para identificar se a
apoptose € o tipo de morte celular envolvida na citotoxicidade dos compostos 4NC e DETC
sobre as linhagens celulares neoplasicas selecionadas. Inicialmente, foi avaliada a morfologia
das células por microscopia de fluorescéncia, com o auxilio dos corantes brometo de etidio

(BE) e laranja de acridina (LA). Na sequéncia, foi realizada a avaliagdo da exposi¢do dos
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residuos de fosfatidilserina marcados com anexina-V conjugada a FITC (fluoresceina, do inglés
fluorescein isothiocyanate), por citometria de fluxo, e o terceiro ensaio foi a investigacdo da
ativacdo da caspase-3, igualmente por citometria de fluxo. Adicionalmente, as vias de

sinalizagdo da apoptose também foram avaliadas por citometria de fluxo.

4.9.1 Analise da morfologia das células coradas com BE e LA

O LA ¢ um corante permeavel a membrana citoplasmatica intacta, que interage com o
DNA e confere fluorescéncia verde as células observadas em microscopio de fluorescéncia. Ja
o BE ¢ um intercalante de DNA que confere fluorescéncia avermelhada/alaranjada somente as
células com aumento da permeabilidade da membrana citoplasmatica. Este método permite a
visualizacdo da morfologia das células e a identificacdo de possiveis alteracdes no volume
celular, caracteristicas citoplasmaticas e nucleares, bem como alteragdes na integridade da

membrana plasmatica (RENVOIZE et al., 1998).

Para a realizacio deste ensaio, as linhagens celulares selecionadas (1 x 10° células/pogo)
foram incubadas por 18 horas com os compostos 4NC e DETC nas suas respectivas Clso de 24
horas, em estufa umida, a 37°C e com 5% de CO». Apos a incubagao as células foram lavadas
com PBS e suspendidas em uma solucio contendo BE (10 pug/mL) (Sigma-Aldrich®, EUA) e
LA (10 pg/ml) (Sigma-Aldrich®, EUA), na proporgdo 1:1 (GENG et al., 1998). Na sequéncia,
uma aliquota de 25 pL da suspensao celular foi transferida para uma lamina de vidro, a qual foi
recoberta com uma laminula. As alteragdes morfoldgicas foram observadas em um microscopio
de fluorescéncia (ECLIPSE Ni U®, Nikon, Japio) e os campos representativos foram

fotografados em aumento de 400 vezes.

4.9.2 Avaliacdo da exposicao dos residuos de fosfatidilserina

A proporgao de células com exposi¢ao dos residuos de fosfatidilserina foi indiretamente
avaliada a partir da determinagao da intensidade de fluorescéncia média das células neoplasicas
marcadas com anexina-V conjugada a FITC, pela técnica de citometria de fluxo, tendo em vista
que esse marcador apresenta afinidade de ligagcdo a fosfolipidios negativamente carregados

como a fosfatidilserina exposta no inicio do processo apoptdtico (KOOPMAN et al., 1994).

As linhagens de neoplasias hematoldgicas selecionadas (1 x 10° /pogo) foram incubadas
por 18 horas com 4NC e DETC nas suas respectivas Clso de 24 horas, em estufa umida, a 37°C
e com 5% de COz. Ap6s o periodo de incubacdo, as células foram centrifugadas por 10 minutos

a 264 g, o sobrenadante foi descartado e o sedimento celular foi lavado com 4 mL de PBS. Em
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seguida, o sobrenadante foi descartado e o sedimento celular foi suspendido com 500 uL de
tampao (10 mM Hepes, 2,5 mM CaCl2 e 140 mM NaCl). Uma aliquota de 100 pL dessa
suspensao celular foi utilizada para proceder com a marcacao, onde foram adicionados 5 pL. de
anexina-V conjugada a FITC (BD PharmingenTM - Catalogo: 556419). Apds a marcagdo, as
células foram incubadas por 30 minutos, em seguida, foi adicionado PBS e, por fim, 50.000
eventos foram adquiridos no citometro de fluxo BD FACSCanto II™, com o software
BDFACSDiva versao 8.0.1. Para a caracterizacdo dos parametros analisados no citdmetro de
fluxo, este protocolo experimental contou com um controle negativo (células sem tratamento).
Os doublets foram retirados utilizando-se as caracteristicas de FSC Heigh e FSC Area das

células. A anélise dos dados gerados foi realizada utilizando-se o sofiware Infinicyt versao 2.0.

4.9.3 Investigacdo da expressiao de proteinas pro e antiapoptoticas

A ativacdo da caspase efetora da apoptose (caspase-3), bem como a expressao de outras
proteinas envolvidas na apoptose intrinseca e extrinseca foram avaliadas por citometria de
fluxo. As células neoplasicas selecionadas (1 x 10° células/pogo) foram incubadas por 18 horas
com os compostos 4NC e DETC nas suas respectivas Clso de 24 horas, em estufa imida, a 37°C
e com 5% de CO». Apos o periodo de incubagdo, as células foram centrifugadas por 10 minutos
a 264 g, o sobrenadante foi descartado e o sedimento celular foi lavado duas vezes com 4 mL
de PBS. Para avaliagdo das proteinas intracelulares (Bax, Bcl-2, AIF, caspase-3 ativada e
survivina) foi realizada a fixacdo e a permeabilizagdo da membrana citoplasmatica com o kit
FIX&PERM® (Nordic-MUbio®, Holanda), conforme instru¢des do fabricante. Os
experimentos referentes a avaliagdo do FasR ndo passaram pela etapa de fixacdo e
permeabilizacdo, por se tratar de uma proteina localizada na membrana celular. Seguindo o
protocolo de marcacao, as células foram incubadas por 20 minutos com volumes adequados
dos anticorpos de interesse (Quadro 1), em temperatura ambiente € na auséncia de luz.
Posteriormente, as células foram centrifugadas a 264 g por cinco minutos, o sobrenadante foi
descartado e as células foram lavadas com 4 mL de PBS. Por fim, o sobrenadante foi descartado,
foram adicionados 300 puL de PBS e as células (50.000 eventos) foram adquiridas no citdmetro
de fluxo BD FACSCanto II™, com o software BDFACSDiva versdao 8.0.1. Para a
caracteriza¢do dos parametros analisados no citometro de fluxo, este protocolo experimental
contou com um controle negativo (células sem tratamento). Os doublets foram retirados
utilizando-se as caracteristicas de FSC Heigh e FSC Area das células. A analise dos dados

gerados foi realizada utilizando-se o software Infinicyt versao 2.0.
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Quadro 1 — Anticorpos utilizados na analise de proteinas relacionadas com a apoptose.

Marcador Clone Fabricante Codigo de Volume Fluorocromo
catalogo utilizado
FasR B-10 Santa Cruz, EUA  SC-8009 PE 5uL PE
Bax B-9 Santa Cruz, EUA  SC-7480 PercP 5uL PercP
Bcl-2 Bcl-2/100  Exbio, Republica  1F-668-T100 4 uL FITC
Checa
AIF E-1 Santa Cruz, EUA  SC-13116 FITC 5 uL FITC
Survivina D-8 Santa Cruz, EUA  SC-17779 PE SuL PE
Caspase-3 C92-605 BD Bioscience, 560627 SuL V450
ativada EUA
FITC: fluoresceina; PercP: complexo proteina peridinina-clorofila; PE: ficoeritrina; V450: pacific blue. Fonte: A
autora.

4.9.4 Analise do potencial de membrana mitocondrial (A¥m)

Para avaliar o efeito dos compostos 4NC e DETC sobre o A¥Ym das células selecionadas
foi utilizado o kit MitoView 633 (Biotium®, California, EUA). Segundo instru¢des do
fabricante, o MitoView 633 é composto por um corante fluorescente capaz de permear a
membrana plasmatica, o qual se acumula na mitocondria das células com A¥Ym integro. Desta
forma, a fluorescéncia ¢ proporcional a integridade de membrana mitocondrial, uma vez que o

corante nao consegue se acumular em membranas com potencial comprometido.

As linhagens celulares selecionadas (1 x 10° células/pogo) foram incubadas com os
compostos 4NC e DETC nas suas respectivas Clso de 24 horas, por 18 horas, em estufa imida,
a 37°C e com 5% de CO». Apds a incubagdo, as cé¢lulas foram lavadas duas vezes com PBS e
centrifugadas a 264 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado 100 pL.
de uma solugdo de MitoView 633 diluido 1:10.000 sobre o sedimento celular, seguido de
incubacdo em temperatura ambiente e na auséncia de luz por 30 minutos. Apos esse periodo,
as cé€lulas foram centrifugadas a 264 g por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento celular foi suspendido em 300 pL de PBS. As células (50.000 eventos) foram
adquiridas no citometro de fluxo BD FACSCanto II™, com o software BDFACSDiva versao
8.0.1. Para a caracterizacdo dos pardmetros analisados no citometro de fluxo, este protocolo
experimental contou com um controle negativo (células sem tratamento). Os doublets foram
retirados utilizando-se as caracteristicas de FSC Heigh e FSC Area das células. A analise dos

dados gerados foi realizada utilizando-se o software Infinicyt versao 2.0.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados apresentados no presente trabalho foram expressos como média £ erro
padrdo da média (EPM), exceto aqueles nos quais foram utilizadas figuras representativas,

sendo que cada experimento foi repetido pelo menos trés vezes, de forma independente.

As andlises estatisticas dos ensaios de citotoxicidade foram realizadas utilizando-se a
analise de varidancia ANOVA one way, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni. Para a
avaliacdo das diferentes fases do ciclo celular, produg¢ao de EROs, externalizacao dos residuos
de fosfatidilserina, expressao das proteinas pro6 e antiapoptoticas, A¥m e também para o ensaio
de hemolise, a analise estatistica foi realizada utilizando-se o teste ¢ de Student, comparando o
tratado com o grupo controle. Em todas as analises, foi adotado um nivel de confianca de 95%

e os testes estatisticos foram aplicados por meio do sofiware GraphPad Prism 9.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PROPRIEDADES  FISICO-QUIMICAS E FARMACOCINETICAS DOS
COMPOSTOS 4NC E DETC

A sintese e a caracterizagdo de moléculas potencialmente ativas, bem como a avaliagao
de suas propriedades bioldgicas, sdao fases iniciais do processo de pesquisa e desenvolvimento
de novos farmacos (GUIDO et al., 2010; KATZUNG; TREVOR, 2017). Nesse contexto, a
analise de propriedades farmacocinéticas ¢ uma etapa importante no planejamento de fArmacos
a serem administrados pela via oral (via mais comum e mais facil de administracao), tendo em
vista que umas das principais falhas nas fases de ensaios pré-clinicos e clinicos de fase I-III
estdo relacionadas aos processos de absorcdo do firmaco no Iumen intestinal, estabilidade
frente ao metabolismo hepatico, distribui¢do entre os diferentes tecidos e consequente alcance

ao alvo terapéutico, e excrecao do farmaco e de seus metabolitos (ALQAHTANI, 2017).

Os modelos de estudos computacionais ganharam destaque nessa drea com o avango da
tecnologia e, atualmente, sdo disponibilizados por inimeras plataformas online, o que resulta
em um grande progresso para a quimica medicinal (ALQAHTANI, 2017; PAPPALARDO et
al., 2019). Assim, a partir da estrutura quimica de compostos promissores, uma etapa de triagem
virtual com foco na avaliagdo de parametros farmacocinéticos pode ser ttil na identificagao de
pontos a serem mantidos ou aprimorados no desenvolvimento de novos farmacos

(ALQAHTANI, 2017; DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017; PAPPALARDO, 2019).

Nessa perspectiva, por meio da ferramenta de predigdo in silico SwissADME, a etapa
inicial do presente trabalho buscou investigar as caracteristicas fisico-quimicas e as
propriedades farmacocinéticas da 4NC e do DETC. Os pardmetros estabelecidos por Lipinski,
Ghose, Veber, Egan e Muegge (Tabela 1) foram utilizados para a anélise da biodisponibilidade

oral dos compostos.

Tabela 1 — Parametros estabelecidos por Lipinski, Ghose, Veber, Egan e Muegge para uma

boa biodisponibilidade oral.

Caracteristicas fisico- Lipinski Ghose Veber Egan Muegge
quimicas
Peso molecular (g/mol) <500 1602480 ---—-- = - 200 a 600

Ligacdes rotacionaveis ~  ----- = --—-- <10 - <15
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Aceptores de ligacao de <10 - <12 e <10
hidrogénio

Doadores de ligacao de s - <12 - <5
hidrogénio

e B <140 <1316 <150
LogP o/a calculado <5 -0,4a56 -—-- <5,88 <5

Fonte: Elaborada pela Autora. Informacdes obtidas de Egan, et al., 2000; Ghose et al., 1998; Lipinski et al.,
2001; Muegge et al., 2001; Veber et al., 2002.

As regras aplicadas para a predicdo de futuros farmacos com boa biodisponibilidade
oral consideram que o peso molecular ¢ um fator importante a ser ponderado, uma vez que a
maioria dos farmacos administrados por essa via sao transportados de forma passiva. Assim, o
peso molecular pode dificultar a passagem da molécula pelas membranas biologicas. Além
disso, o aumento do peso molecular pode resultar na diminui¢do da solubilidade, bem como na
reducdo da concentracdo do futuro farmaco no epitélio intestinal e, consequentemente,
prejudicar a absor¢ao do mesmo (DI; KERNS, 2015; RODRIGUES et al., 2021). Seguindo esse
raciocinio, a solubilidade em dgua ¢ importante ndo apenas para a absor¢cao do fairmaco, mas
também na etapa de formulag@o e manipulagdo, que antecedem a sua administragao, bem como
para a distribuigdo do mesmo pelo organismo e consequente alcance ao alvo terapéutico

(DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017; RODRIGUES et al., 2021).

Adicionalmente, as ligacdes de hidrogénio sdo interagdes intermoleculares que também
merecem atencdo no processo de desenvolvimento de novos farmacos. Essas interagdes podem
participar do processo de ligacdo do futuro farmaco com residuos de aminoécidos do sitio ativo,
sendo consideradas interagdes flexiveis e dinamicas. Contudo, um namero excessivo de
doadores e aceptores de ligagdo de hidrogénio pode prejudicar a permeabilidade dos farmacos
a serem desenvolvidos pelas membranas bioldgicas (FOKOUE et al., 2020; RODRIGUES et
al., 2021).

Outro parametro importante na pesquisa e desenvolvimento de farmacos ¢ a TPSA, a
qual esta diretamente associada a capacidade de formacdo das ligagdes de hidrogénio. Uma
TPSA reduzida esta relacionada a uma melhor absor¢do do candidato a farmaco, pois a
dessolvatacdo de grupos polares € necessdria para a permeacdo de membranas celulares
(RODRIGUES et al., 2021; MULLER et al., 2022). Da mesma forma, a lipofilicidade (avaliada
por meio do Log P o/a) também € considerada um parametro fundamental a ser avaliado, tendo

em vista a necessidade de um equilibrio hidrofilico-lipofilico para condi¢des ideais de absor¢ao
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e distribuicdo do farmaco a ser desenvolvido (BARREIRO; FRAGA, 2015; DAINA;
MICHIELIN; ZOETE, 2017; RODRIGUES et al., 2021).

Com relagdo as ligagdes rotacionaveis, a sua presenga na estrutura quimica resulta em
conformagdes significativamente diferentes dos compostos. Por esse motivo, um pequeno
numero de ligacdes rotacionaveis ¢ ideal para garantir a estabilidade conformacional da
molécula e a passagem da mesma pelas membranas biologicas (HOU et al., 2013;

RODRIGUES et al., 2021).

Os resultados obtidos para os compostos 4NC e DETC, em relagdo aos parametros

descritos acima, estdo apresentados no Quadro 2.

Quadro 2 — Predicao in silico das caracteristicas fisico-quimicas e propriedades

farmacocinéticas dos compostos 4NC e DETC.

Caracteristicas fisico-quimicas  4NC DETC
Férmula CisH1iNO3 CsHi16NNaOsS;
Peso molecular 253,25 g/mol 225,31 g/mol
Ligacdes rotacionaveis 4 3

Aceptores de ligagao de hidrogénio 3 3

Doadores de ligagao de hidrogénio 0 3

Area de superficie polar topolégica %5 %s
(TPSA) 62,89 A 63,02 A
LogP o/a calculado 2,67 0,83
Solubilidade em 4gua Moderadamente solivel Soluvel
Propriedades farmacocinéticas 4NC DETC
Absorcdo gastrointestinal Alta Alta
Permeavel a BHE Sim Sim
Substrato da P-gp Nao Sim

Inibidor da CYP1A2 Sim Nao

Inibidor da CYP2C19 Sim Nao

Inibidor da CYP2C9 Nao Nao

Inibidor da CYP2D6 Nao Nao

Inibidor da CYP3A4 Nao Sim

Escore de biodisponibilidade 0.55 0.55

Fonte: Elaborada pela Autora. Informagdes obtidas em: www.swissadme.ch.

Pode-se observar no Quadros 2 que as propriedades fisico-quimicas da 4NC se
encontram dentro dos parametros estabelecidos por Lipinski, Ghose, Veber, Egan e Muegge
(Tabela 1), para uma boa biodisponibilidade oral. Além disso, os resultados obtidos com a
predi¢do in silico sugerem que esse composto ¢ moderadamente soltivel em agua e apontam a
possibilidade de uma alta absor¢do gastrointestinal da 4NC. Além disso, de acordo com a

triagem computacional, esse composto apresenta um escore de biodisponibilidade de 0,55.
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Em relagdo a analise das caracteristicas fisico-quimicas do DETC (Quadro 2), € possivel
verificar que esse composto também exibe parametros adequados as regras de Lipinski, Ghose,
Veber, Egan e Muegge (Tabela 1). Ademais, a analise computacional sugere que o DETC ¢
solivel em 4gua e aponta a possibilidade de uma alta absorc¢ao gastrointestinal desse composto.

Assim como a 4NC, o DETC apresenta um escore de biodisponibilidade de 0,55.

Dessa forma, tendo em vista os intervalos de referéncia considerados ideais para uma
boa biodisponibilidade oral (Tabela 1), o conjunto de resultados obtidos a partir dos estudos
computacionais aponta que tanto a 4NC quanto o DETC apresentam caracteristicas fisico-

quimicas compativeis com a sua administragdo por essa via.

Contudo, sabe-se que a administra¢do oral de farmacos sofre influéncia de processos
metabolicos, nos quais diversas reacdes enzimaticas podem interferir na sua atividade biologica
(BRAZ et al., 2018; DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). Dessa forma, tendo em vista que a
grande maioria dos xenobioticos sdo metabolizados no figado por meio do CYP, no presente

trabalho também foi avaliado a possivel interagdo dos compostos com isoenzimas do CYP.

Os dados apresentados no Quadro 2 sugerem que a 4NC possui capacidade de inibir a
CYP1A2 e a CYP2C19, assim como indicam a possibilidade de o DETC inibir a isoenzima
CYP3A4. De acordo com a literatura, a classe dos ditiocarbamatos ¢ conhecida por serem
inibidores seletivos fracos tanto da CYP3A4 quanto de outras isoformas como a CYP1A2,
CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8 ¢ CYP2E1 (HAKKOLA et al., 2020; PRATT-HYATT et al.,
2010). Comrelagao a 4NC, nao foram identificados estudos prévios avaliando o seu efeito sobre

o CYP.

Sabe-se que a inibi¢ao significativa das isoenzimas da superfamilia do CYP pode levar
a interagdes medicamentosas relacionadas a farmacocinética e resultar em efeitos adversos e/ou
toxicidade para os pacientes (BRAZ et al., 2018; CHENG; FRISHMAN; ARONOW, 2009;
MANIKANDAN; NAGINI, 2018; WARING, 2019). Dessa forma, os resultados obtidos para
a 4NC e o DETC merecem estudos complementares e mais aprofundados, no entanto nao
inviabilizam a continuidade da investigacao desses compostos como futuros farmacos, pois
alguns medicamentos atualmente disponiveis no arsenal terapéutico, para diferentes condi¢des
clinicas, também sdo inibidores de isoenzimas do CYP, como omeprazol (inibidor de
CYP2C19), ciclosporina (inibidor de CYP3A4), paroxetina (inibidor de CYP2D6), fluconazol
(inibidor de CYP2(C9), carbamazepina (inibidor CYP1A2) e outros (BRAZ et al., 2018).
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Outros parametros farmacocinéticos importantes a serem considerados no
desenvolvimento de novos farmacos sdo a capacidade de determinado composto em permear a
BHE e a possibilidade de que o mesmo seja substrato da P-gp. A BHE ¢ uma barreira de alta
seletividade que protege o SNC de substancias que podem ser potencialmente neurotdxicas. Ja
a P-gp ¢ uma proteina transportadora transmembrana que funciona como uma bomba de efluxo
contra alguns farmacos, toxinas e xenobioticos, prevenindo o acumulo intracelular dessas
substancias, a qual estd presente em diversos tecidos organicos, incluindo a BHE (DING et al,

2019; MUKHAMETOV; RAEVSKY, 2017).

Os resultados da predigao in silico apontam a possibilidade de o DETC permear a BHE
e de que o mesmo seja substrato da P-gp. Ja em relagdo a 4NC, o estudo computacional sugere
que esse composto apresenta capacidade para permear a BHE e, ao contrario do DETC, nao foi
indicada a possibilidade de que seja substrato da P-gp. Dependendo do ponto de vista, esses
resultados podem ser interpretados de duas formas diferentes. A capacidade de ambos os
compostos estudados neste trabalho permearem a BHE parece ser, inicialmente, uma
caracteristica indesejada quando se pensa na possibilidade de neurotoxicidade. Diferentemente
da 4NC, o DETC poderia ter o risco de neurotoxicidade atenuado devido a possibilidade desse
composto ser substrato para a P-gp. Porém, ao olhar sob outra perspectiva e considerar as
caracteristicas das doencas que estdo sendo propostas como alvo da 4NC e do DETC, observa-
se que a capacidade dos compostos de permear a BHE pode ser uma caracteristica favoravel e

importante do ponto de vista clinico para pacientes que apresentam acometimento do SNC.

Dessa forma, a predi¢ao dos parametros farmacocinéticos para a 4NC e para o DETC
apresentados at¢ o momento devem ser interpretados com cautela. Foram identificadas
propriedades que ndo sdo consideradas ideais no desenvolvimento de novos farmacos, no
entanto, isso ndo impossibilita a continuidade do presente estudo, tendo em vista que
modificagdes estruturais, nanoencapsulagdo de moléculas bioativas e outras estratégias de
otimizagdo sdo amplamente utilizadas na quimica medicinal a fim de obter futuros farmacos
com perfis farmacoldgicos mais favoraveis. Tais estratégias permitem eliminar/melhorar as
propriedades indesejadas, mantendo a atividade biologica dos compostos em questdo

(AHMAD; CHOIL, 2019; ANDERSON, 2003; BLASS, 2015; BATOOL; LEE; BAE, 2012).

Por fim, embora os dados apresentados nessa etapa inicial do trabalho permitam realizar

uma discussdo preliminar a respeito das caracteristicas fisico-quimicas e propriedades
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farmacocinéticas da 4NC e do DETC, ensaios experimentais sao necessarios para confirmar os

resultados obtidos a partir desta predicao in silico.

5.2 CITOTOXICIDADE DOS COMPOSTOS 4NC E DETC SOBRE LINHAGENS
CELULARES DE NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

Embora a 4NC e o DETC sejam produtos comerciais com atividade antineoplésica ja
descrita na literatura (CORDEIRO et al., 2021; MAY et al, 2020; SANTOS et al., 2020), até a
recente publicagdo do nosso grupo de pesquisa em parceria com o LCPP, sobre o efeito da 4NC
em células de leucemias agudas (FEUSER et al., 2022), nao havia registros na literatura acerca
da atividade citotoxica desses dois compostos sobre modelos de neoplasias hematoldgicas,
especificamente. Tendo em vista que as neoplasias hematologicas compreendem um grupo
heterogéneo de doengas, as quais acometem diversos subtipos celulares e com graus variaveis
de diferenciagdo, a parte experimental do presente trabalho teve inicio com a realizagdo de
curvas de concentracdo e tempo-resposta da 4NC e do DETC sobre linhagens celulares
humanas de trés neoplasias hematoldgicas diferentes: mieloma multiplo (MM.1S), linfoma de

Burkitt (Daudi) e LMA (K562).

Pode-se observar nas Figuras 7 e 8 que ambos os compostos reduziram
significativamente a viabilidade celular de todas as linhagens investigadas, em comparagdo com

0s seus respectivos controles, de forma dependente do tempo e da concentragao.

Figura 7 — Citotoxicidade da 4NC sobre linhagens celulares humanas de neoplasias

hematologicas.
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(A-C) Citotoxicidade do composto 4NC em concentragdes crescentes, sobre células MM.1S (A), Daudi (B) e
K562 (C) apds 24 horas, 48 horas e 72 horas de incubacdo. A viabilidade celular foi avaliada pelo método do
MTT. Cada ponto da curva representa a média = EPM de trés experimentos independentes. * Diferenga
significativa, p < 0,05, quando comparado ao grupo controle, ANOVA One-way, seguido do pds teste de

Bonferroni. Fonte: A autora.

Figura 8 — Citotoxicidade do DETC sobre linhagens celulares humanas de neoplasias

hematologicas.
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significativa, p < 0,05, quando comparado ao grupo controle, ANOVA One-way, seguido do pds teste de

Bonferroni. Fonte: A autora.

Os valores de Clso da 4NC e do DETC para as linhagens MM. 1S, Daudi e K562, estao
apresentados na Tabela 2. A partir desses resultados, ¢ possivel identificar que, de forma geral,
apesar de as Clso de 24 horas serem altas (com excecdo da 4NC sobre células K562), apos 72

horas de incubagao foram obtidos valores de Clso baixos, todos abaixo de 10 pM.

Tabela 2 — Valores de Clso calculados para 4NC e DETC apo6s 24, 48 ¢ 72 horas de incubagao
sobre as linhagens MM. 1S, K562 e Daudi.

4NC

Tempo ’N.[M.IS ’ K562 , l?audi
(média £ EPM) (média £ EPM) (média £ EPM)
24 horas 49,56 £ 1,15 uM 7,48 £ 0,50 uM 45,61 = 1,37 uM
48 horas 11,51 £ 0,81 uM 2,28+ 0,52 uM 14,39 + 0,62 uM
72 horas 7,25+ 0,37 uM* 2,23 +£ 0,63 uM** 3,81 0,73 uM*

DETC

Tempo ,N.[M.IS , ¥(562 , ]?audi
(média £ EPM) (média £ EPM) (média £ EPM)
24 horas 58,85+ 2,12 uM 43,33 £ 1,14 uM 25,76 £ 1,27 uM
48 horas 23,72+ 0,97 uM 10,06 + 0,72 uM 5,80 = 0,74 uM
72 horas 2,44 + 0,54 uM* 0,69 = 0,16 uM* 0,64 0,13 uM*

*Diferenga significativa quando comparado as respectivas Clso de 24 horas, p < 0,05, teste ¢ de Student.
"Diferenca significativa quando comparado a Clso de 72 horas da linhagem celular MM. 1S, p < 0,05, teste ¢ de

Student. Fonte: Elaborada pela Autora.

Em uma andlise comparativa entre as Clso de 72 horas, verificou-se que a citotoxicidade
do DETC foi semelhante para as trés linhagens celulares investigadas. Em rela¢do ao composto
4NC, esse foi mais efetivo em induzir a morte em células de LMA (K562), em relagdo a
linhagem de mieloma multiplo, porém o mesmo nao foi observado quando comparado com as
células de linfoma de burkitt (Tabela 2). Considerando que a K562 ¢ uma linhagem neoplésica
de células mieloides imaturas, e que a MM.1S e a Daudi sdo linhagens neoplasicas de células
linféides B maduras, os dados comparativos obtidos para a 4NC ndo permitem fazer uma
correlagdo entre a citotoxicidade desse composto e a origem das células acometidas pela
transformagao neoplasica (linfoide ou mieloide), bem como em relacio ao estdgio de

diferenciagao celular.
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Tendo em vista que os protocolos de tratamento para mieloma multiplo, linfoma de
Burkitt e LMA sao baseados em ciclos de quimioterapia que duram varios dias (ACS, 2023;
NICE, 2016; NICE, 2021), possivelmente os dados obtidos a partir do tratamento das células
por 72 horas sdo aqueles que mais se assemelham a uma aplicabilidade terapéutica. Esses
resultados, extrapolados para uma realidade clinica, sugerem que baixas concentracdes dos
compostos 4NC e DETC ja seriam eficazes na inducao da remissdao das doengas em questdo.
No entanto, afirmagdes a esse respeito s6 podem ser discutidas apos a realizagdo de ensaios

clinicos, nos quais seriam consideradas as caracteristicas clinicas dos pacientes.

Resultados semelhantes aos obtidos no presente estudo foram relatados por Maioral et
al. (2020), que demonstraram o efeito citotoxico de duas chalconas sintéticas inéditas sobre
uma grande variedade de modelos de neoplasias malignas, dentre eles as linhagens celulares
K562 e MM.18S, com Clso de 72 horas de 3,2+ 0,5 uM e 3,9 = 0,6 uM para células K562, ¢ 6,9
+ 0,8 uM e 9,8 £ 1,4 uM para MM.18S. Outro estudo, conduzido por Jacques et al. (2021),
reportou a atividade citotoxica promissora de trés chalconas sintéticas sobre a linhagem celular
K562, com Clso de 72 horas que variaram entre 1,03 = 6,26 uM ¢ 6,60 + 0,24 uM. Vitorovic-
Todorovic et al. (2013) também investigaram o efeito citotoxico de uma série de derivados
sintéticos de chalconas sobre células K562 e reportaram resultados de Clso de 72 horas
majoritariamente < 2 uM, o que esta de acordo com os resultados apresentados neste trabalho.
Até o momento ndo foram encontrados estudos que avaliaram o efeito de chalconas e seus

derivados sobre linhagens celulares humanas de linfoma de Burkitt.

Em relagdao ao DETC, o tnico estudo encontrado na literatura que avaliou o efeito de
um composto da classe dos ditiocarbamatos sobre uma linhagem de neoplasia hematolégica,
relatou o oposto dos resultados obtidos neste trabalho. Kanno et al. (2003) reportaram uma
possivel inatividade de um dietilditiocarbamato sobre células K562, com um valor de
concentragao efetiva 50% (ECso, do inglés 50% effective concentration) de 3.133,3 £469,9 uM,
ap6s 24 horas de tratamento. O estudo em questdo nao apresentou resultados que
possibilitassem uma discussdo da relag@o estrutura atividade comparativa com o DETC, que

pudesse justificar a diferenca de citotoxicidade identificada.



66

5.3 SELETIVIDADE DA 4NC E DO DETC PARA AS LINHAGENS CELULARES DE
NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

As curvas de concentragdo-resposta apresentadas na Figura 9 mostram que apos 72
horas de incubagdo, a 4NC e o DETC foram significativamente citotoxicos para as cé¢lulas HS-
5 a partir das concentragcdes de 10 uM e 25 uM, respectivamente. Apos esse tempo de

tratamento, as Clso obtidas foram 40,11 + 0,72 uM para a 4NC, e >100 uM para DETC.

Figura 9 — Citotoxicidade dos compostos 4NC e DETC sobre linhagem celular humana de

estroma de medula 6ssea (HS-5).
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(A-B) Citotoxicidade dos compostos 4NC (A) e DETC (B) em concentragdes crescentes (1-100 uM), sobre
células HS-5 ap6s 72 horas de incubag@o. A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. Cada ponto da
curva representa a média = EPM de trés experimentos independentes. * Diferenga significativa, p < 0,05, quando

comparado ao grupo controle, ANOVA One-way, seguido do pés teste de Bonferroni. Fonte: A autora.

O IS foi calculado a fim de avaliar quantas vezes os compostos investigados sdao
seletivos para as linhagens celulares de neoplasias hematoldgicas, em relacdo as células nao
neopldasicas presentes no microambiente da medula dssea (HS-5). Pode-se observar na Tabela
3 que a 4NC apresentou baixa seletividade para a linhagem de mieloma multiplo (MM.1S) e
alta seletividade para as células K562 e Daudi. Ja o DETC demonstrou alta seletividade para as
células MM. 1S, porém o IS para K562 e Daudi ndo pdde ser calculado, pois a Clso para as
células ndo neoplasicas (HS-5) foi maior do que a concentragdo maxima testada na curva
concentragdo-resposta. Dessa forma, pode-se afirmar apenas que, se a Clso do DETC para as
células HS-5 fosse 100 uM, o IS seria >100 para K562 e para Daudi, sugerindo uma alta

seletividade do DETC para essas linhagens celulares neoplasicas também.
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Tabela 3 — IS dos compostos 4NC e DETC para as células de neoplasias hematologicas.

ISMM.1S ISKS562 IS Daudi

Compostos > horas) (72 horas) (72 horas)
4NC 5,38 17,98 10,52
DETC 52,09 NC NC

NC: Nio ¢ calculavel. Baixa seletividade: < 5; moderada seletividade: 6 — 9; alta seletividade: > 10.

Fonte: Elaborada pela Autora.

As células estromais presentes no microambiente da medula dssea secretam citocinas
que sdao importantes para os processos de proliferacdo, diferenciacdo e maturacao celular na
hematopoiese. Assim, a influéncia do componente estromal no desenvolvimento e manutencao
de neoplasias hematologicas vem despertando o interesse dos pesquisadores na area da onco-

hematologia (BOTTCHER et al., 2022; LEE et al., 2008; ZIEGLER et al., 2016).

Estudos recentes demonstram que células do estroma da medula 6ssea dao suporte a
sobrevivéncia de células leucémicas, bem como células de outras neoplasias hematologicas, e
conferem quimiorresisténcia a essas células (BAR-NATAN et al., 2017, BOTTCHER et al.,
2022; MANGOLINI; RINGSHAUSEN, 2020). Assim, ao considerar o cenario neoplasico, o
desenvolvimento de novos quimioterapicos que apresentem atividade citotdxica também sobre
o componente estromal parece ser uma estratégia interessante, a primeira vista. Contudo, ¢
importante ponderar que, embora a indugdo das células estromais a morte possa contribuir para
o sucesso da quimioterapia, essa estratégia pode apresentar consequéncias graves sobre a

hematopoiese normal (células ndo neoplésicas), resultando até mesmo em aplasia de medula.

Nesse contexto, os resultados obtidos para a 4NC e o DETC sdo promissores, pois
indicam que, ap6s 72 horas de incubagdo, a Clso dos compostos para as linhagens celulares
neoplésicas investigadas ¢ menor do que a concentragdo que comeca a ser citotoxica para as
células do estroma de medula 6ssea. Assim, extrapolando para uma perspectiva clinica, os
resultados sugerem que a 4NC e o DETC podem ser efetivos para as doengas investigadas, sem
anecessidade de causar danos as células estromais ndo neoplasicas presentes no microambiente
tumoral, o que pode implicar na redugdo de efeitos adversos para os pacientes, e, dessa forma,
aumentar a adesdo e melhorar a resposta ao tratamento, bem como a qualidade de vida dos

mesSmos.

Na literatura, ndo foram encontrados estudos que avaliaram o efeito de compostos da
classe das chalconas e/ou da classe dos ditiocarbamatos sobre a linhagem celular HS-5, para

fazer uma analise comparativa com os resultados deste trabalho. No entanto, um estudo
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interessante foi identificado, o qual avaliou o efeito citotdoxico de quimioterapicos ja utilizados
na clinica para o tratamento de algumas neoplasias hematologicas. Lee et al (2008) demonstrou
que a DLsode 48 horas da citarabina, vincristina, daunorrubicina e doxorrubicina sobre a
linhagem celular HS-5 foi de 1,0 uM, 0,01 uM, 0,1 uM e 0,2 uM, respectivamente. Nesse
mesmo estudo, verificou-se que, in vivo, os farmacos supracitados apresentaram um efeito
supressor da hematopoiese, o que condiz com os seus perfis de efeitos adversos observados na

clinica.

5.4 POTENCIAL HEMOLITICO DA 4NC E DO DETC

Ainda com a finalidade de investigar o efeito da 4NC e do DETC sobre células ndo
neoplasicas, foi realizado o ensaio de hemolise para avaliar a biocompatibilidade desses

compostos com os eritrocitos isolados do SP de individuos autodeclarados saudaveis.

Conforme apresentado na Tabela 4, o composto 4NC induziu hemolise significativa a
partir da concentragdo de 148,68 uM, o que corresponde a concentracdo de trés vezes a Clso de
24 horas para a linhagem celular mais resistente a8 4NC (MM.1S). J4 em relagdo ao DETC, o
composto apresentou atividade hemolitica significativa somente a partir da concentracdo de

1.117,00 uM, que corresponde a 20 vezes a Clso de 24 horas para as células MM.1S.

Tabela 4 — Hemolise induzida por 4NC e DETC em eritrocitos humanos.

4NC
Concentracao Taxz} (!e hemolise
Média + EPM
Ix Clso 49,56 uM 1,66 +1,3
2x CIso 99,12 uyM 2,62+0,9
3x Clso 148,68 uM 14,89 +£1,0 *
DETC
Concentracio Taxa de hemolise
Ix Clso 58,85 uM 0,30+£0,2
2xClso 117,70 uM 0,35+0,1
3x Clso 176,55 uM 0,64 +0,2
10x ClIso 588,50 uM 1,64 £ 0,4
15x Clso 882,75 uM 2,43+ 1,3

20x CIso 1.177,00 uM 3,18 +1,0*
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*Diferenga significativa quando comparado ao grupo controle negativo, p < 0,05, teste ¢ de Student.

Fonte: Elaborada pela Autora.

O ensaio de hemodlise auxilia na avaliagdo da biocompatibilidade sistémica de futuros
farmacos. Compostos que apresentam atividade hemolitica comprometem a homeostase
sanguinea e, independentemente de sua potencial atividade bioldgica, tem o seu uso terapéutico
invalidado (HARPE et al., 2019; MOCAN, 2010; POPESCU et al., 2017). Os resultados
apresentados neste trabalho sdo importantes do ponto de vista clinico, pois sugerem uma
seguranca na administragdo de altas concentragdes da 4NC e do DETC pela via endovenosa, e
indicam aproximadamente até onde chega a biocompatibilidade desses compostos com os

eritrocitos humanos.

A baixa atividade hemolitica das chalconas vem sendo reportada na literatura ha anos.
Saxena et al. (2010) demonstraram que seis chalconas com atividade antineopldsica ndo foram
citotoxicas para os eritrocitos humanos, de acordo com a analise da taxa de hemolise e da
fragilidade osmotica dos eritrocitos. De forma semelhante, Sashidhara et al. (2015) publicaram
um estudo acerca do efeito antibacteriano de uma chalcona hibrida e reportaram que a mesma
ndo apresentou atividade hemolitica sobre eritrocitos humanos, na concentragao de 50 pg/mL.
Mais recentemente Maioral et al. (2020) e Jacques et al. (2021) avaliaram a citotoxicidade de
chalconas sintéticas inéditas sobre células nao neopldsicas e, em concordancia com os outros
estudos supracitados e com os resultados obtidos neste trabalho, revelaram que as chalconas
investigadas ndo apresentaram hemolise significativa sobre as hemacias do SP de voluntarios
saudaveis, mesmo na concentracao de duas vezes a Clso de 24 horas obtidas para as células

neoplasicas.

Com relacdo a classe dos ditiocarbamatos, ao contrario dos resultados obtidos para o
DETC no ensaio de hemolise, foram encontrados estudos antigos que demonstraram a atividade
hemolitica do acido dietilditiocarbamico (AGAR; MAHONEY JR; EATON, 1991) e de
complexos contendo dietilditiocarbamatos (GINSBURG et al, 1999; LAURIAULT;
O’BRIEN, 1991), no entanto, estudos atuais avaliando o efeito hemolitico dos
dietilditiocarbamatos isoladamente, que fossem comparaveis com os dados apresentados neste

trabalho, ndo foram identificados na literatura.
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5.5 EFEITO DA 4NC E DO DETC SOBRE O CICLO CELULAR DAS CELULAS
NEOPLASICAS

A investigacdo dos mecanismos envolvidos na citotoxicidade dos compostos 4NC e
DETC foi realizada somente com as duas linhagens celulares mais sensiveis a esses compostos,

ou seja, com a K562 e a Daudi.

Com relagao ao efeito da 4NC e do DETC sobre o ciclo celular, os resultados mostram
que, quando comparado aos respectivos grupos controle, houve um aumento significativo na
porcentagem de células K562 e Daudi na fase Sub G0/G1 apos tratamento com ambos o0s
compostos (K562: 39,2% para DETC e 47,8% para 4NC; Daudi: 45,3% para o DETC e 35,4%
para 4NC). Isso comprova a morte celular induzida pelo efeito citotoxico da 4NC e do DETC

nessas linhagens.

Conforme demonstrado na Figura 10, o composto DETC diminuiu significativamente a
proporcao de células K562 e Daudi nas fases S e GO/G1, respectivamente (K562: 30,0%; Daudi:
33,8%), e aumentou de forma significativa a propor¢ao de ambas as linhagens celulares na fase
G2/M (K562: 21,5%; Daudi: 82,6%). Esse conjunto de resultados demonstra a capacidade do
DETC em induzir um bloqueio do ciclo celular em G2/M, tanto em células K562 quanto em

células Daudi.

Figura 10 — Efeito da 4NC e do DETC sobre o ciclo celular das linhagens K562 e Daudi.
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(A e C) e 4NC (B ¢ D) nas respectivas Clso de 24 horas por 18 horas, avaliadas por citometria de fluxo e
comparadas aos respectivos grupos controles (células ndo incubadas com os compostos) na mesma fase do ciclo.
Os resultados expressam a média £ EPM de, pelo menos, trés experimentos independentes. *Diferenga
significativa, p < 0,05, quando comparado ao grupo controle, ANOVA One-way, seguido do pds teste de

Bonferroni. Fonte: A autora.

No que se refere ao efeito da 4NC sobre o ciclo das células Daudi, observa-se que nao
houve diferenga entre os grupos comparados (células incubadas com o composto e as células
sem tratamento) (Figura 10). Esse resultado sugere que a citotoxicidade da 4NC sobre essa
linhagem celular ocorre por meio de outros mecanismos, sem envolver o bloqueio do ciclo
celular. J& em relagdo a linhagem K562, ¢ possivel identificar que a exposi¢ao a 4NC resultou
em uma diminuigao significativa da propor¢ao de células na fase GO/G1 (9,62%) e um aumento
significativo da proporcao de células em G2/M (22,28%), o que sugere um bloqueio nessa fase

do ciclo celular.

De forma geral, os registros na literatura sao heterogéneos ¢ demonstram o potencial
das chalconas em induzir um bloqueio em diferentes fases do ciclo celular. Contudo, na analise
do efeito dessa classe de compostos sobre células K562, a grande maioria dos estudos indicam
bloqueio na fase G2/M (JI et al., 2013; LIU et al., 2019; MAIORAL et al., 2013; MOURA et
al., 2021; TAKAC et al., 2018; ZHANG et al., 2018), o que esta em acordo com os resultados
obtidos neste trabalho. J4 em relagdo a 4NC sobre as células Daudi, nao foram encontrados
estudos que avaliaram o efeito de chalconas e/ou seus derivados sobre linhagens celulares

humanas de linfoma de burkitt para fins de comparagao.

Quanto a classe dos ditiocarbamatos, os resultados encontrados para o DETC neste
trabalho, com ambas as linhagens celulares investigadas, concordam com o estudo conduzido
por Viola-Rhenals et al., (2007), no qual foi demonstrado que o efeito citotoxico do
dietilditiocarbamato de cobre sobre linhagens de melanoma e adenocarcinoma de mama
envolve o bloqueio do ciclo celular na fase G2, com uma diminui¢ao na porcentagem de células
na fase G1. O mesmo foi observado por Hadizadeh et al., (2014) ao analisar o efeito de um
complexo de palddio, derivado do dietilditiocarbamato, sobre uma linhagem celular de
carcinoma de células escamosas esofagicas. Além disso, de forma semelhante, Ishak et al.,
(2018) relataram que dois compostos derivados do dietilditiocarbamato de bismuto induzem
bloqueio nas fases S e G2/M do ciclo de células HepG2 (carcinoma hepatocelular). Contudo,
ndo foram identificados outros estudos na literatura que avaliaram o efeito de compostos da

classe dos ditiocarbamatos sobre o ciclo celular das linhagens K562 e Daudi, especificamente.
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5.6 MECANISMO DE MORTE CELULAR INDUZIDO PELA 4NC E PELO DETC

Tendo em vista que o desequilibrio no metabolismo oxidativo das células pode
influenciar diretamente nos mecanismos de morte celular (GALLUZZI et al., 2018;
MOLONEY; COTTER, 2017), buscou-se avaliar se o efeito citotéxico da 4NC e do DETC

envolve a producao de EROs.

Conforme observado na Figura 11, a exposicdo das células K562 e Daudi a ambos os
compostos resultou em um aumento significativo na marcagdo com o corante MitoSOX Red
(K562:209,3% para DETC e 29,2% para 4NC; Daudi: 129,9% para DETC e 109,9% para 4NC)
em relacdo ao controle, ou seja, células ndo tratadas, o que reflete um aumento significativo na

produgdo de EROs pelos compostos investigados.

Figura 11 — Efeito da 4NC e do DETC sobre a producao de EROs.
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citometria de fluxo. Os resultados expressam a média + EPM de, pelo menos, trés experimentos independentes.

*Diferenga significativa, p < 0,05, quando comparado ao grupo controle, teste ¢ de Student. Fonte: A autora.

Esses resultados, em conjunto com as andlises do ciclo celular, sugerem que a

sobrecarga de EROs pode estar relacionada com o bloqueio no ciclo das células de LMA (K562)
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incubadas com DETC e 4NC, e das células de linfoma de Burkitt (Daudi) incubadas com o

DETC.

J& com relagdo a linhagem celular Daudi incubada com a 4NC, observa-se que, embora
o aumento da producao de EROs seja significativo em relagao as células sem tratamento, esse
aumento foi menos expressivo do que em células K562. Ao analisar juntamente com os
resultados do ciclo celular, observa-se que a sobrecarga de EROs resultante do tratamento das
células Daudi com esse composto ndo foi suficiente para induzir um bloqueio no ciclo das

células de linfoma de Burkitt.

Na sequéncia, foi analisado se 0 mecanismo de citotoxicidade desses compostos envolve
a indugdo da morte celular por apoptose. Como pode ser observado na Figura 12, as células
K562 e Daudi incubadas com o composto 4NC apresentaram alteracdes morfoldgicas
caracteristicas de apoptose, como a diminui¢ao do volume celular, condensagdo da cromatina,
formagao de prolongamentos citoplasmaticos (denominados de “blebs™) e, na linhagem celular
Daudi, também foram identificadas algumas células com perda da integridade da membrana

plasmatica.

Figura 12 — Morfologia das células K562 e Daudi incubadas com 4NC e DETC.
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Morfologia das células K562 e Daudi (1 x 10° cél/pogo) apods 18 horas de incubagdo com os compostos 4NC e
DETC nas respectivas Clso de 24 horas, visualizadas por microscopia de fluorescéncia (aumento de 400x) com a

marcagao dos corantes BE e LA. Os grupos controles correspondem as células ndo incubadas com os compostos.
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As imagens correspondem a campos representativos digitalizados com camera do telefone celular.

Fonte: A Autora.

Essas mesmas caracteristicas morfoldgicas também ficaram evidentes nas células K562
apo6s a incubagao com o DETC por 18 horas. No entanto, em relagdo a linhagem Daudi, o padrao
morfologico das células incubadas com esse composto foi um pouco diferente. A diminuig¢ao
do volume celular ¢ a condensag@o da cromatina foram caracteristicas dominantes e, além disso,
foram observadas muitas células com perda da integridade da membrana plasmatica. Além
disso, ndo foram identificadas células Daudi apresentando “blebs” apds a incubagdao com

DETC.

Em seguida, a analise da exposi¢ao dos residuos de fosfatidilserina foi realizada para
avaliar, sob outra perspectiva, o possivel envolvimento da apoptose na citotoxicidade dos
compostos. A Figura 13 demonstra que o efeito tanto da 4NC quanto do DETC resultaram em
um aumento significativo na propor¢do de células K562 e Daudi com exposi¢ao dos residuos

de fosfatidilserina (proporg¢ao de células positivas para anexina-V).

Figura 13 — Efeito da 4NC e do DETC sobre a exposi¢do dos residuos de fosfatidilserina em
células K562 e Daudi.
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Exposigdo dos residuos de fosfatidilserina determinado pela marcagdo com Anexina-V-FITC em células K562 ¢
Daudi (1 x 10° cél/pogo), apds 18 horas de incubagdo com os compostos 4NC e DETC nas respectivas Clso de 24
horas, avaliadas por citometria de fluxo. Os resultados expressam a média = EPM de, pelo menos, trés
experimentos independentes. *Diferenga significativa, p < 0,05, quando comparado ao grupo controle, teste ¢ de

Student. Fonte: A autora.

Esses resultados refor¢am os achados morfoldgicos sugestivos de apoptose, contudo, a
fim de confirmar a indugdo desse mecanismo de morte celular pelos compostos, foi realizada a
avaliacdo da expressao de proteinas pro e antiapoptoticas, incluindo a caspase-3 ativada (efetora
da apoptose), e do receptor de morte celular FasR, apos o tratamento das células Daudi e K562

com a 4NC e o DETC.

Nessa perspectiva, primeiramente foi realizada a avaliagdo da expressdao de proteinas
relacionadas a via de sinaliza¢do da apoptose intrinseca. Pode-se observar nas Figura 14 e 15
que a incubagdo das células neopléasicas com ambos os compostos resultou em um aumento
significativo na expressdo da proteina pro-apoptotica Bax, e uma redugdo significativa na
expressdo da proteina antiapoptodtica Bel-2 em células K562 e Daudi incubadas com a 4NC. Ja
as células Daudi incubadas com o DETC apresentaram um aumento significativo na expressao
de Bcl-2, enquanto que em células K562 incubadas com o DETC ndo houve diferenca

significativa na expressao dessa proteina, em relagdo as células sem tratamento.

Figura 14 — Expressao da proteina pro-apoptotica Bax em células K562 e Daudi incubadas

com 4NC e DETC.
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Expressdo da proteina Bax em células K562 e Daudi (1 x 10° cél/pogo), apds 18 horas de incubagio
com os compostos 4NC e DETC nas respectivas Clso de 24 horas, avaliadas por citometria de fluxo. Os
resultados expressam a média + EPM de, pelo menos, trés experimentos independentes. *Diferenga significativa,

p < 0,05, quando comparado ao grupo controle, teste ¢ de Student. Fonte: A autora.

Figura 15 — Expressdo da proteina antiapoptotica Bcl-2 em células K562 e Daudi incubadas

com 4NC e DETC.
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Expressdo da proteina Bel-2 em células K562 e Daudi (1 x 10° cél/pogo), apos 18 horas de incubagdo com os
compostos 4NC e DETC nas respectivas Clso de 24 horas, avaliadas por citometria de fluxo. Os resultados
expressam a média + EPM de, pelo menos, trés experimentos independentes. *Diferenca significativa, p < 0,05,

quando comparado ao grupo controle, teste ¢ de Student. Fonte: A autora.
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Em conjunto, os resultados mostram que a incubagdo das células neoplasicas K562 e
Daudi com ambos os compostos resultou em uma predominancia na expressao de Bax em

relacdo a Bcl-2 (Tabela 5).

Tabela 5 — Razao entre a expressao da proteina Bcl-2 e a proteina Bax em células K562 e

Daudi incubadas com os compostos 4NC e DETC.

K562
Compostos Bax (% IFM)  Bcl-2 (% IFM)  Bcl-2 / Bax
4NC 126,1 86,2 0,68
DETC 225,0 101,8 0,45
Daudi
Compostos Bax (% IFM)  Bcl-2 (% IFM)  Bcl-2 / Bax
4NC 143,2 88,1 0,61
DETC 140,0 116,2 0,83

Fonte: A autora

Seguindo as andlises, conforme demonstrado na Figura 16, houve uma reducdo na
porcentagem de células com potencial mitocondrial intacto ap6s a incubagdo das células
neopléasicas com ambos os compostos investigados. O tratamento das células K562 e Daudi
com a 4NC resultou em uma diminuicao significativa de 32,6% e 18,1%, respectivamente, ao
passo que a incubacdo com o DETC levou a redugdo significativa de 22,5% e 63,5%,
respectivamente. Esse resultado sugere que o desequilibrio entre expressao das proteinas pro e
antiapoptoticas da familia Bcl-2, com predominancia da sinalizagdao de Bax em relagdo a Bcl-
2, 0 que resultou em uma despolarizagdo da membrana e consequente perda do A¥Ym em células

K562 e Daudi.
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Figura 16 — Efeito da 4NC e do DETC sobre o AYm de células K562 e Daudi.
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Percentual de células K562 e Daudi (1 x 106 cél/pogo) com A¥m intacto, apos 18 horas de incubagdo com os
compostos 4NC e DETC nas respectivas CI50 de 24 horas, avaliados por citometria de fluxo. Os resultados
expressam a média + EPM de, pelo menos, trés experimentos independentes. *Diferenga significativa, p < 0,05,

quando comparado ao grupo controle, teste t de Student. Fonte: A autora.

Sabe-se que a sinalizagdo na apoptose intrinseca ocorre pela via mitocondrial e €
dependente da liberacao de proteinas pro-apoptoticas pela mitocondria apos a perda do A¥Ym
(GALLUZZI et al. 2018). Assim, foi avaliada a expressdo de AIF nas células neoplésicas
incubadas com a 4NC e o DETC.

Como pode ser observado na Figura 17, houve um aumento significativo de 6,0% e
56,8% na expressdao da proteina pré-apoptdtica AIF em células K562 incubadas com 4NC e
DETC, respectivamente. De forma semelhante, o tratamento das células Daudi com esses
compostos levou a um aumento significativo de 27,7% (4NC) e 41,7% (DETC) na expressao

de AIF.
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Figura 17 — Expressao da proteina pro-apoptotica AIF em células K562 e Daudi incubadas

com 4NC e DETC.
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Expressdo de AIF em células K562 e Daudi (1 x 10° ¢él/pogo), apds 18 horas de incubagio com os compostos
4NC e DETC nas respectivas Clso de 24 horas, avaliadas por citometria de fluxo. Os resultados expressam a
média £ EPM de, pelo menos, trés experimentos independentes. *Diferenca significativa, p < 0,05, quando

comparado ao grupo controle, teste ¢ de Student. Fonte: A autora.

Os resultados apresentados acima refletem a liberagao da proteina pro-apoptotica AIF
da mitocondria para o citosol, sugerindo a propagac¢ao do sinal apoptotico. Contudo, o aumento
na expressao de AIF, por si s6, ndo pode ser interpretado como confirmacdo de apoptose
intrinseca, pois como descrito na literatura, pode haver o envolvimento dessa proteina em outros

mecanismos de morte celular regulada, de forma independente de caspases (GALLUZZI et al.,

2018).

A survivina € outra proteina que foi avaliada no presente estudo, a qual apresenta a

capacidade de inibir a apoptose, por meio da inibi¢cao das caspases -9, -3 e -7. Essa proteina ¢

\

superexpressa na maioria das neoplasias humanas, e tem sido relacionada a resisténcia a
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radioterapia e a quimioterapia (EBRAHIMIYAN et al., 2018; FULDA, 2009; GALLUZZI et
al., 2018; LYU et al., 2018).

A partir da Figura 18 ¢ possivel observar que houve uma diminuicao significativa na
expressao dessa proteina antiapoptotica tanto na linhagem celular humana de LMA (K562)
quanto na linhagem celular humana de linfoma de Burkitt (Daudi) incubadas com ambos os
compostos (4NC: 19,4% em K562 e 62,4% em Daudi; DETC: 19,5% em K562 e 27,6% em
Daudi).

Figura 18 — Expressao da proteina antiapoptotica survivina em células K562 e Daudi

incubadas com 4NC e DETC.
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Expressdo de survivina em células K562 e Daudi (1 x 10° cél/pogo), apds 18 horas de incubagdo com os
compostos 4NC e DETC nas respectivas Clso de 24 horas, avaliadas por citometria de fluxo. Os resultados
expressam a média + EPM de, pelo menos, trés experimentos independentes. *Diferenga significativa, p < 0,05,

quando comparado ao grupo controle, teste ¢ de Student. Fonte: A autora.

Esses resultados demonstram a capacidade dos compostos 4NC e DETC em inibir a
expressdao da survivina em células K562 e Daudi, permitindo que a propagacdo do sinal

apoptotico chegue até a cascata das caspases.
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Assim, a confirmag¢do de apoptose intrinseca ocorreu por meio da avaliacdo da

expressao da caspase-3 ativada (efetora da apoptose) (Figura 19).

Figura 19 — Expressdo de caspase- ativada em células K562 e Daudi incubadas com 4NC e

DETC.
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Expressdo de caspase -3 ativada em células K562 e Daudi (1 x 10° cél/pogo), apds 18 horas de incubagdo com os
compostos 4NC e DETC nas respectivas Clso de 24 horas, avaliadas por citometria de fluxo. Os resultados
expressam a média + EPM de, pelo menos, trés experimentos independentes. *Diferenca significativa, p < 0,05,

quando comparado ao grupo controle, teste ¢ de Student. Fonte: A autora.

O aumento significativo de 16,6% e 38,5% na expressdo da caspase -3 ativada em
células K562 e Daudi tratadas com 4NC, respectivamente, confirmam os resultados anteriores
sugestivos de morte celular por apoptose (Figura 19). Mais especificamente, o conjunto de
resultados apresentados acima demonstram o envolvimento da apoptose intrinseca no
mecanismo de citotoxicidade desse composto sobre as cé€lulas de neoplasias hematologicas

avaliadas (K562 e Daudi).

Em relagdo ao DETC, pode-se observar na Figura 19 que houve um aumento

significativo na expressao de caspase-3 ativada em células K562 incubadas com esse composto
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(30,9 %), em comparagdo ao controle, o que consolida a suspeita de apoptose intrinseca nessa
linhagem celular. No entanto, o mesmo nao foi observado em relacao ao efeito do DETC sobre
as células Daudi. A andlise estatistica apontou que o tratamento dessas células com o DETC
resultou em uma redugdo significativa de 34,7 % na expressao da caspase -3 ativada, quando
comparado as células controle. Esse resultado, associado aos achados morfologicos
identificados por microscopia de fluorescéncia, indica que, possivelmente, a citotoxicidade do
DETC sobre a linhagem celular humana de linfoma de Burkitt, Daudi, contempla outro
mecanismo de morte celular regulada, o qual envolve a externalizagdo dos residuos de

fosfatidilserina e perda do potencial de membrana mitocondrial, mas ¢ independente de caspase.

Assim, dentre os diversos tipos de morte celular descritos na ultima atualiza¢do do
CNMC, a necrose induzida pela transicdo de permeabilidade mitocondrial apresenta
caracteristicas bioquimicas e morfologicas semelhantes as identificadas no efeito do DETC
sobre a linhagem celular Daudi, sendo definida como uma forma especifica de morte celular
regulada desencadeada por perturbagdes do microambiente intracelular e dependente de
ciclofilina D. O evento principal desse processo de morte celular é a formagao de um complexo
de poros de transicdo de permeabilidade mitocondrial, regulado por membros pr6 e
antiapoptoticos da familia Bcl-2 (incluindo Bax e Bcl-2, investigados no presente trabalho),
proteina DRP1 (do inglés, dynamin-1-like protein) e proteina p5S3 (GALLUZZI et al., 2018).
Nao ha ativacao da cascata das caspases nesse processo e as células apresentam caracteristicas
morfologicas semelhantes & apoptose tardia / necrose, como o aumento da permeabilidade de

membrana observado em células Daudi incubadas com o DETC.

Além desse, parthanatos ¢ outro mecanismo de morte celular regulada que poderia estar
envolvido na atividade citotoxica do DETC sobre as células de linfoma de Burkitt, Daudi.
Iniciado pela hiperativacdo de PARPI, esse processo de morte celular ¢ dependente da
formagdo de poros de transicao de permeabilidade da membrana mitocondrial e translocacao
do AIF da mitocondria para o nicleo (GALLUZZI et al., 2018). Os mecanismos bioquimicos
que medeiam esses eventos ndo sdo completamente elucidados, mas acredita-se que ha o
envolvimento dos membros pro e antiapoptodticos da familia Bel-2 (incluindo Bax e Bel-2). De
acordo com a literatura, parthanatos parece ocorrer nao apenas como consequéncia de danos
graves/prolongados no DNA, mas também em resposta ao estresse oxidativo, hipoxia,
hipoglicemia ou estimulos inflamatorios. Trata-se de um mecanismo de morte celular regulada
que ndo ¢ dependente de caspases, mas a ativagdo desse grupo de proteinas pode ocorrer em

sua fase tardia. De forma semelhante a apoptose, nesse processo de morte celular ocorre
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externalizacao dos residuos de fosfatidilserina, fragmentagao do DNA e perda da integridade
de membrana plasmatica (caracteristica comum a apoptose ¢ necrose) (DAVID et al., 2009;

FATOKUN et al., 2014; GALLUZZI et al., 2018).

Sabe-se que, na pratica, mais de um mecanismo de morte celular pode ocorrer
simultaneamente, sendo ativados por diferentes vias de sinalizagao bioquimica. Nesse contexto,
com o intuito de investigar o envolvimento da apoptose extrinseca na citotoxicidade dos
compostos investigados, foi avaliada a expressdo do FasR em células K562 e Daudi incubadas

com a 4NC e com o DETC (Figura 20).

Figura 20 — Expressdo de FasR em células K562 e Daudi incubadas com 4NC e DETC.
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Expressdo de FasR em células K562 e Daudi (1 x 10° cél/pogo), apds 18 horas de incubagdo com os compostos
4NC e DETC nas respectivas Clso de 24 horas, avaliadas por citometria de fluxo. Os resultados expressam a
média + EPM de, pelo menos, trés experimentos independentes. *Diferenca significativa, p < 0,05, quando

comparado ao grupo controle, teste ¢ de Student. Fonte: A autora.

Com relagdo aos resultados obtidos para a 4NC, houve um aumento significativo de
26,6% e 59,3% na expressdo de FasR apds a incubagdo das células K562 e Daudi,

respectivamente, com esse composto. Assim, além da apoptose intrinseca, a 4NC parece induzir
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a morte celular também por apoptose extrinseca nas linhagens de LMA e linfoma de Burkitt

investigadas no presente trabalho.

No que se refere ao DETC, foi observado um aumento significativo de 12,8% na
expressao de FasR em células K562, bem como um aumento significativo de 42,8% em células
Daudi. Em conjunto com os resultados referentes a caspase-3 ativada, a expressao aumentada
desse receptor sobre células K562 pode estar relacionada com a apoptose extrinseca. Porém,
com relacdo a linhagem Daudi, a superexpressao de FasR possivelmente esta relacionada com
outro mecanismo de morte celular que envolve a ativagdo desse receptor de morte, uma vez que

a apoptose extrinseca ¢ dependente da ativagdo da cascata das caspases.

Assim como a apoptose extrinseca, a necroptose ¢ um tipo de morte celular iniciada por
perturbagdes do microambiente intra ou extracelular que sdo detectadas por receptores de morte
especificos, incluindo FasR ¢ TNFR1 (mas nao se limitando a esses), ou por receptores de
reconhecimento de patégenos. Esse processo de morte se assemelha a necrose em sua aparéncia
(morfologia das células), porém é um mecanismo de morte celular regulada dependente
criticamente de MLKL (do inglés, Mixed lineage kinase domain like pseudokinase), RIPK3 (do
inglés, Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 3) e, em algumas configuragoes,
da atividade de RIPK1 (do inglés, Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1)

(GALLUZZI et al., 2018).

Embora a discussdo acima permita apresentar outros possiveis mecanismos de morte
celular regulada envolvidos no efeito do DETC sobre células de linfoma de Burkitt (Dudi), para
a confirmacao dessas hipdteses se fazem necessarios estudos mais aprofundados, que avalie

especificamente os fatores reguladores de cada via de sinalizagdo sugeridas como hipotese.

Os resultados da investigagdo do mecanismo de morte celular envolvido na
citotoxicidade do composto 4NC sobre as linhagens celulares humanas de neoplasias
hematologicas K562 e Daudi estio em acordo com diversos estudos na literatura, os quais
demonstram que o efeito antineoplésico de chalconas e/ou seus derivados envolve a indugdo da
morte celular por apoptose (ALAELDIN et al., 2021; DONG et al., 2018; LEN et al., 2021;
MAIORAL et al., 2020; SU et al., 2017; ZHANG et al, 2018). Mais especificamente, Kwak et
al. (2021) demonstrou que a 3-desoxisappanchalcona induz apoptose intrinseca mediada pela
producdo de EROs e pelo bloqueio do ciclo celular na fase G2/M em células humanas de cancer
de esofago. De forma semelhante, Yang et al. (2022) reportou que um novo derivado sintético

de chalconas (2,4,6-trimetoxi-4’-nitrochalcona) exerceu efeitos antitumorais pelo acimulo de
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EROs e induziu a apoptose em células humanas de cancer de eséfago. Também em
conformidade com o presente trabalho, He et al (2021) revelou que o efeito antileucémico da
isobavachalcona sobre células de LMA envolve a producdo de EROs e apoptose pela via

mitocondrial.

Ainda nesse contexto, foram encontrados outros estudos na literatura que reportaram,
além da apoptose intrinseca, o envolvimento da apoptose extrinseca no efeito citotoxicos de
chalconas e/ou seus derivados sobre diferentes linhagens celulares de tumores solidos e
neoplasias hematologicas (HSEU et al., 2012; JACQUES et al., 2021; SHU et al., 2005;
WINTER et al., 2014; YUN et al., 2006).

Em acordo com os resultados do DETC sobre células K562, a apoptose ¢ amplamente
reportada na literatura como um mecanismo de morte celular induzido por
metabolitos/compostos da classe dos ditiocarbamatos sobre células neoplasicas (ALHOSHANI
et al., 2021; CHAN et al., 2021; PANG et al., 2007), incluindo neoplasias hematoldgicas
(KANNO et al., 2003; MA et al., 2020; XU et al., 2017).

No presente trabalho ficou evidenciado um aumento na producdo de EROs em células
K562 e Daudi incubadas com o DETC e, dessa forma, foi sugerido que o desequilibrio no
metabolismo oxidativo levou as células K562 a morte celular por apoptose, bem como esté
envolvido na indu¢do de um outro tipo de morte celular, diferente de apoptose, em células
Daudi. Nessa perspectiva, Zha et al. (2014) apresentaram resultados semelhantes ao avaliar
indiretamente, por meio da administracdo do farmaco dissulfiram, o efeito de um complexo
contendo dietilditiocarbamato de sddio e cobre denominado Cu(deDTC), sobre uma linhagem
de células de leucemia linfobléstica aguda humana. Nesse estudo, ficou demonstrado que a
apoptose induzida pelo Cu(deDTC). pode estar relacionada com a produgdo de EROs, bem
como pode ser ter relacdo com a ativacao da via JNK e a inibi¢do de NF-kB e Nrf2. Também
em consonancia com os resultados apresentados no presente trabalho, Yip et al. (2011) reportou
que o dietilditiocarbamato (avaliado por meio do dissulfiram) associado ao cloreto de cobre
induziu a produgdo de EROs em linhagem celular de cdncer de mama, bem como inibiu a

atividade constitutiva de NF-kB e levou as células a apoptose intrinseca.

No entanto, foi identificada apenas uma referéncia na literatura que relatou a capacidade de
um dietilditiocarbamato em induzir outro tipo de morte celular, diferente de apoptose
(KIMOTO-KINOSHITA et al., 2004). No referido estudo, foi demonstrado que a citotoxicidade

do dietilditiocarbamato sobre células de leucemia promielocitica aguda esta relacionada com a
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producao de EROS. Dessa forma, a depender do estado de hipdxia da cultura celular, bem como
da concentragcdo do composto (alta ou baixa), o efeito do mesmo envolve a indugao de apoptose

€ necrose, ou apenas apoptose.
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6 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

A 4ANC e o DETC sdo compostos ja descritos na literatura que apresentam uma
diversidade de atividades bioldgicas conhecidas, incluindo a antineoplésica. Os resultados dos
estudos computacionais apresentados neste trabalho sugerem que ambos os compostos
apresentam propriedades fisico-quimicas adequadas a uma boa biodisponibilidade oral, e
permitiram a identificacdo de algumas propriedades farmacocinéticas que podem ser
melhoradas, no caso de a 4NC e o DETC serem usados como protdtipos para o desenvolvimento
de novos farmacos. No entanto, estudos experimentais futuros sao necessarios para corroborar

e aprofundar essas analises.

As investigacdes in vitro acerca do efeito da 4NC e do DETC sobre células de neoplasias
hematologicas demonstraram que os compostos sdo citotoxicos para todas as linhagens
celulares avaliadas (MM.1S, Daudi e K562), sendo efetivos em induzir a morte células de
linfoma de Burkitt (Daudi) e de LMA (K562). Além disso, o calculo do indice de seletividade
sugere que a 4NC e o DETC sdo seletivos na indugdo das células neopldsicas a morte, ¢ os
resultados do ensaio de hemolise indicam que esses compostos apresentam potencial hemolitico

apenas em altas concentracoes.

No que tange aos mecanismos envolvidos no efeito citotoxico da 4NC e do DETC, o
presente trabalho demonstrou que os compostos induzem um bloqueio do ciclo celular na fase
G2/M em células Daudi e K562 (com excecdo da 4NC sobre células Daudi), e que a
citotoxicidade desses compostos envolve a produgdo de EROs em ambas as linhagens celulares
investigadas. Adicionalmente, foram apresentadas evidéncias da indugdo de morte celular por
apoptose intrinseca e extrinseca apds a incubagdo de células K562 com 4NC e com DETC, e
de células Daudi com 4NC. J4 o efeito do DETC sobre as células Daudi parece ndo envolver a
induc¢do da apoptose. Outros mecanismos de morte celular regulada podem estar envolvidos na
citotoxicidade desse composto sobre as células de linfoma de Burkitt investigadas no presente
trabalho, porém estudos adicionais e mais aprofundados sdo necessarios para confirmar essa

hipotese.
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7 PERSPECTIVAS

e Aprofundar a investigacdo do mecanismo de morte celular envolvido na citotoxicidade
do DETC sobre células de linfoma de Burkitt, Daudi.

e Avaliar o efeito dos compostos apds co-cultivo com células do microambiente da
medula Ossea.

e Avaliar o sinergismo da 4NC e do DETC com farmacos ja utilizados na clinica para o
tratamento de leucemias e linfomas.

e Avaliar a atividade citotéxica da 4NC e do DETC nanoencapsulados sobre as linhagens
celulares K562, Daudi e HS-5.

e Avaliar o efeito dos compostos sobre modelos animais.
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