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RESUMO

Este trabalho realizou a triagem de substanamétgias em modelds vitro de
células leucémicas sensiveis e resistentes a agopdoa investigar o seu com potencial
citotoxico e pré-apoptético. O objetivo deste estiml identificar de novos compostos
indutores de apoptose que possam ser utilizado® demamenta farmacoldgica ao
desenvolvimento de farmacos com atividade antitamdteste contexto, a presente
investigacdo descreve dois enantibmeros denomirRAB8 e RA34 (respectivamente
formas R e S do composto 2,2-dimetil-4-(3-nitrofaimetiloxazolidina-3-carboxilato
de terc-butila), substancias inéditas com atividade ckiof e pré-apoptotica. Estas
substancias foram descobertas a partir de umaemiagleatéria de 38 substancias
sintéticas em um painel de cinco linhagens de agllducémicas. A determinacédo da
IC50 evidenciou diferencas entre a RA33 e RA34,trando uma relacdo enantibmero
dependente, em que a substituicAio do grupo nitro ywoa hidroxila reduz
significativamente a atividade citotéxica do grugensaiosin vitro com células
mononucleares do sangue periférico humano de pasigrormais demonstram que
RA33 e RA34 apresentaram menor citotoxicidade doajuaisplatina apos 48 horas de
incubacé@o. As substancias de melhor atividade osiic foram selecionadas para
investigacdo do potencial pré-apoptético. Ensamsitbmetria de fluxo demonstraram
que RA33 e RA34 (50 uM) induzem fragmentacdo de DB maneira dose-
dependente. A fragmentacdo do DNA pdOde ser blogueado pré-tratamento das
células com Z-VAD-FMK, um inibidor geral de casmassugerindo envolvimento da
via classica da apoptose. Para confirmar estadgppforam realizados experimentos
para avaliacdo da principal caspase efetora desténmfeno, a caspase-3. Ensaios
demonstraram que RA33 e RA34 induziram a ativagécedpase-3. Corroborando com
esta observacdo, ensaios de citometria de fluxoodsimaram que RA33 e RA34
induzem a exposicao da fosfatidilserinas de foremaeshante a cisplatina. Tomados em
conjunto os resultados apontam os compostos RAFRAB4 como substancias
promissoras com atividade citotdxica e pro-apogddti Estes compostos serdo Uteis

para o desenvolvimento de novos agentes antitusorai

Palavras-chave:Substancias sintéticas; atividade citotoxica; apsgt

Xl



ABSTRACT

This work accomplished the screening of synthatigstances oim vitro models

of leukemic cells sensitive and resistant to apsiptto investigate their cytotoxic and
pro-apoptotic potential. The aim of this study wasidentify new compounds that
induce apoptosis and could be used as pharmacalagiol for the development of
drugs with antitumor activity. In this context, shiesearch describes two enantiomers
called RA33 and RA34 (respectively R and S formshef compound tert-butyl-4-((3-
nitrophenoxy)-methyl)-2,2-dimethyloxazolidine-3-baxylate), new compounds with
cytotoxic activity and pro-apoptotic. These subsémnwere discovered from a random
screening of 38 synthetic substances in five leukasall lines. The determination of
IC50 showed differences between the RA33 and R&Bdstitution of nitro group by a
hydroxyl significantly reduces the cytotoxic activof the group. In vitro assays with
mononuclear cells from human peripheral blood afwad patients showed that RA33
and RA34 showed less cytotoxicity than cisplatitera#8 hours of incubation. The
substances with better cytotoxic activity were skl for investigation of pro-apoptotic
potential. Flow cytometry assays showed that RAS@ BA34 (50um) induced DNA
fragmentation. The DNA fragmentation could be bkxtly pretreatment of cells with
Z-VAD-FMK, a general inhibitor of caspases, suggesinvolvement of the classical
pathway of apoptosis. To confirm this hypothesispeziments were performed to
evaluate the main effectors caspase of this phenomehe caspase-3. Experiments
demonstrated that RA33 and RA34 induced activatioraspase-3. Corroborating with
this observation, flow cytometry analysis showeat fRA33 and RA34 induce exposure
of phosphatidylserine in a similar manner to ceksted with cisplatin. Taken together
the results indicate the RA33 and RA34 compoundgpramising substances with
cytotoxic and pro-apoptotic activity. These compadsinwill be useful for the

development of new anticancer agents.

Keywords: Synthetic substances; cytotoxic activity; apoptosis

Xl



1. INTRODUCAO
1.1. O processo de descoberta de farmacos

As primeiras substancias antitumorais surgiram iirpda década de 1940
oriundas de estudos toxicoldgicos com mostardasoge@hadas realizados na
Universidade de Yale por Goodman, Gilman e colatumes. Essas substancias tinham
capacidade de alquilar o Acido DesorribonucléiddNA e apresentavam citotoxidade
devido a inibicdo da sintese de DNA e da divisés dglulas. Este mecanismo de
inibicdo da replicacéo foi explorado durante mudtésadas, levando a identificacao de
substancias como a cisplatina, usada principalmmareecancer testicular (Gibbs, 2000;

Goodman & Gilman, 2006).

Na década de 1950 foram desenvolvidos métodosltieos de células tumorais
humanas que sendo mantidas na presenca de fateresescimento e nutrientes
apropriados poderiam ser mantidas indefinidamentgue mudou drasticamente o
campo da descoberta de novas drogas. Linhagensresluderivadas de linfoma de
Burkitt foram as primeiras células hematopoiétidasmanas estabilizadas em
suspensao. Atualmente, existem mais de mil linfegelulares que abrangem todos os
tipos de células hematopoiéticas e diversos tigoslifitrenciacdo celular, bem como
modificacdes genéticas pontuais para modelos delestdo cancer. O uso destas
metodologias, que buscam mimetizar o0 ambienteivo, foi o que possibilitou o
aumento das chances de descoberta de novas diBggsley & Marshall, 2004;
Drexler et al, 2005; Falconnet et al, 2006).

O processo de descoberta de novas drogas antitisncogaceu bastante a partir
da década de 1970 gracas a introducdo de bioensaiodsrga escalan vitro com
diversas linhagens celulares, capazes de avalig@asramostras em um curto espacgo de
tempo e assim, fornecer resultados de testes divatep suficientes que possibilitam a
analise consistente. Estes ensaios tinham como @miveipal a interferéncia em
processos de morte celular avaliando enzimas oept@es especificos, sendo os
métodosin vitro também utilizados para determinacdo da toxicidadévo dos novos
compostos. Estes métodos avaliavam o dano oxidaiywoducdo de energia, sintese
de DNA e a morte por necrose ou apoptose. A corp@arantre a atividade de novos
compostos em células normais e células tumorassaptou-se como uma promissora

estratégia para descoberta de drogas. Assim, @s movnpostos deveriam ser seletivos
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para as células tumorais e ndo afetar as célulamai®) conservando sua funcéo e
estrutura. Esse processo é conhecido coswooee¢hing”, ou triagem de atividade
bioldgica, sendo estes ensaios de importancia fmedtl para o sucesso do programa
de bioprospeccédo e de inovacdo farmacéutica (Seagandes et al, 2002; Butcher,
2005; Tuschl & Schwab, 2005).

Nas ultimas duas décadas novas formas de triageumaltom diferentes niveis
de complexidade foram introduzidas para determgquais as estruturas apresentam
potencial biol6gico e atendem critérios farmacaditod e farmacodinamicos (Bleicher
et al, 2003). Os modelos mais sofisticados utilizestruturas tridimensionais para
determinar os principais grupos farmacoféricosssu@entacées espaciais e possiveis
interagdes com os alvos, porém os ensaicasico ndo substituem os ensaimsvitro
para identificacdo da atividade citotdxica, sendprescindivel a realizacdo de ensaios

in vivo para confirmacédo de atividade antitumoral (Bajora002).

Existem dois modelos principais de “screening” selaigamente utilizados: o
primeiro € 0 ensaio de alto desempenho ou “Higledginput Screening — HTS”,
método robotizado realizado principalmente em itridissfarmacéuticas, que permite o
processamento de grande numero de substanciastasigarmente (até 10 mil
substancias por vez). O segundo é a triagem destaspapida ou “Rapid Screening
Feedback — RSF”, cujo método baseia-se na anakseedjuenos conjuntos de
compostos, com grupos formados com menos que rbitdocias, 0S quais Sao
orientados pelo estudo da relacao estrutura-atieigh@ra um projeto interativo rapido e
com varios ciclos de sintese paralela (Bleichex,e2003; Ferraz et al, 2009; Gupta et
al, 2009). Em laboratorios de pequeno e meédio pshte utilizadas bioensaios mais
simples e com menor custo operacional, porém quevepam e adaptam as
caracteristicas dos modelos de HTS e RSF parafident produzir novos compostos
ativos contra o cancer. Esses ensaios avaliamipain@ente a viabilidade das células
tumorais apo0s serem tratadas com substancias seldeis de uma biblioteca de

amostras (Souza-Fagundes et al, 2003; Ferraz20G9)

O objetivo das triagens iniciais € identificar uamposto ativo primario inédito,
também conhecido como “Hit Compound”, cujo valor a#vidade ultrapasse um

determinado limiar estabelecido para o ensaio.ehtiicacdo do "HIT" € seguida por
avaliacao da autenticidade do composto e posteei@rminacdo do ponto de atividade
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para estabelecer a validade da descoberta. Apéscalokrta do composto “HIT”, este
se torna a estrutura modelo para criagdo de unma d@restruturas relacionadas que
serdo testadas quanto a atividade e seletividadedaldgica. Estes novos compostos
sdo chamados de “LEAD Compounds” e constituem @ lolas esforco da quimica
farmacéutica para a melhoria da atividade do cotop@numero de compostos LEAD
passiveis de serem sintetizados é teoricamentiaitio) porém, 0s processos de sintese
necessarios para criar uma variedade de novos &bogpalém de complexos sao
financeiramente dispendiosos. Mesmo que uma irdded destes compostos seja
sintetizada, apenas algumas destas moléculas &mr@acologicamente relevantes,
tornando a sintese e analise de todas as combaefeicamente inviavel. Para
baratear o processo e direcionar a sintese, atntngefeita a triagem virtual que
“filtra” as melhores combinacbes para predizer guas compostos ativos mais

promissores (Keseru & Makara, 2006; Langer etGD92.

1.2. Apoptose, cancer e descoberta de novos antitorais

Segundo as estimativas do Instituto Nacional doc@amCA, em 2010
ocorrerao 489.270 casos novos de cancer no Bésstumores mais incidentes no sexo
masculino em 2010 serdo o cancer de préstata ($2pmimé&o (18 mil) e estbmago (14
mil) e para o sexo feminino destaca-se o cancerar{démil), colo do Gtero (18 mil) e
colon e reto (15 mil) (Brasil, 2009). O termo canéeusado para designar diversas
doencas distintas que tém em comum um desarranjeaqainario celular que provoca
a proliferacdo desordenada juntamente com umaicr@utia no processo de controle
de crescimento e morte celular, podendo invadirogutecidos ou 6rgaos e levar ao
colapso de todos os sistemas. A principal causdradesformacdo das células em
tumores € o acumulo de mutacdes genéticas que aadeperda do controle do
crescimento e a insensibilidade a fatores antfigralivos. Cada tipo de cancer esta
associado a fatores hereditarios e sécio-ambiers@mlo os principais fatores de risco
o tabagismo, alcoolismo, habitos sexuais, habiioweatares, uso de medicamentos ou
exposicdo a substancias carcinogénicas, radiagézaide, virus e bactérias. Um dos
principais genes modificados envolvidos na tumanegé € o responsavel pela
expressao da proteina supressora de tumores ch&badgue induz parada no ciclo e
até morte por apoptose em resposta ao estresse agudanos do DNA. Atualmente ha

relatos que 50% dos tumores apresentam essa muybdgém et al, 1999; Vousden &
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Lane, 2007; Chari et al, 2009).

O crescimento do tumor necessita ser acompanhaddoapenento do aporte
vascular, fendbmeno conhecido como angiogénese. eGciorento de novos vasos
mantém-se inativo quando ha o equilibrio entre més pré e anti angiogénicas,
porém € ativado quando fatores pro-angiogénicossiéanconcentracoes plasmaticas
aumentas, o que leva a formacao de novos vasosieang. Durante a expansao clonal
das células tumorais a demanda por nutrientes géioixi aumenta rapidamente no
microambiente tumoral gerando hipéxia no tecidoraPque o crescimento seja
continuo, as ceélulas tumorais produzem o fatorrdestricdo induzido por hipdxia
(HIF)-1, que mobiliza células endoteliais gerandor@scimento de novos vasos para
fornecer oxigénio e metabdlitos. Na década de T(pfoposto que a formacdo de
metastases é dependente da angiogénese, o que éstadendmeno um alvo potencial

para terapia antitumoral (Liao & Johnson, 2007).

A metastase € a principal causa de mortalidade a&tenqtes com cancer. A
cascata metastatica comeca com a expansao clenas@mento do tumor associados
ao processo de angiogénese e invasividade. Os eanpmdem formar células com
potencial metastatico, que caem na corrente saegidfou linfatica e se aderem em
outro local do corpo e invadem a membrana basalupomprocesso semelhante aos
leucécitos na diapedese. Apés a passagem pela regtracelular é formado o depdsito
metastatico, que pode ficar quiescente até queraocliveracdo de fatores de
crescimento, formacgdo de novos vasos sanguineossegiientemente a formacédo de
um novo tumor (Pantel & Brakenhoff, 2004). A met8st é uma das principais causas
de morbidade e mortalidade em pacientes com célecerama, sendo a incidéncia total
de metastases cerebrais deste tumor aproximadaB@¥i€¢Cheng & Hung, 2007). O
guestionamento sobre em quais 6rgdos as célulasrdismgerariam metastases foi
levantada por Paget no fim do século XIX, que deslgru a teoria "semente e solo".
Esta hipotese diz que determinados tipos de célufasrais colonizam seletivamente
orgaos distantes, cujo ambiente é favoravel palaesivéncia das novas células
tumorais. Na década de 193Bugarbaker confirmou essa teoria ao demonstrar que
tumores do tipo melanoma aplicado na orelha de srageram metastases

preferencialmente nos pulmdes (Fokas et al, 2007).

A evasao da morte celular tem sido apontada coneb des principais causas
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associadas a fisiopatologia do cancer, que se taa@tacionada a regulacéo aberrante
dos reguladores e efetores da morte apoptéticedR@mas, 2003; Fleischer, 2006). A
resisténcia a apoptose em células tumorais estitiada a perda do controle do
crescimento celular, a evasédo da morte induzidahjpdixia (ligadas a angiogénese), a
evasao da morte pelos danos causados por espéatesas de oxigénio - ROS e a
insensibilidade a danos no DNA. Um dos principaecamismos envolvidos na evasao
da apoptose é a super-expressao de proteinagaptibticas tais como Bcl-2 e Bcl-X
gue regulam e estabilizam a funcdo mitocondriapeoéeina “survivin” que bloqueia a
funcdo de caspases efetoras. A super-expressamuanp Bcl-2, por exemplo, tem
sido observada em 70% de canceres de mama, 80#fateds de células B e 90% de
carcinoma colorretal, estando também a familia adegtroteinas envolvida na
quimioresisténcia a varios tipos de canceres. Aresgdo da proteinsurvivin foi
encontrada no tecido fetal e em todos os céanceeés comuns em humanos como
pulmao, célon, pancreas, prostata e mama, massé qudetectavel em tecidos adultos

normais (Ambrosini et al, 1997).

O termo apoptose foi proposto em 1972 por Currieokboradores para
descrever um tipo especial de morte celular progdam onde as células
compartilhavam caracteristicas morfolégicas diatirdas caracteristicas observadas na
morte celular por necrose. Atualmente, sabe-seeqteefendbmeno é caracterizado pela
fragmentacdo e reabsor¢do orquestrada da célulangue a degradacdo de proteinas
do citoesqueleto e do nucleo, a retragdo celulacormdensagdo da cromatina e
fragmentacdo do nucleo e da célula. A apoptoseséneml para qualquer organismo
multicelular por ser a chave do crescimento, reg@wae eliminacdo de células do
organismo para manutencdo da homeostase (Kery B2'&; Hengartner, 2000; Wang
et al, 2005).

A maioria das alteragbes morfolégicas geradas pedaesso de apoptose €
causada por um conjunto de proteases conhecidas @aspases, 0s executores centrais
da via apoptotica, que apresentam um sitio atisteicia e clivam inUmeros substratos
protéicos de quatro aminoacidos amino-terminaigiddbs com aspartato, sendo
classificadas de acordo com o substrato. Atualmeéte conhecidas 14 caspases
diferentes em seres humanos que podem ser sulodisidm caspases iniciadoras (1, 2,
4,5,8,9, 10, 11, 12, 13 e 14) e caspases esedr® e 7). Cada uma destas enzimas é

sintetizada como uma pré-enzima ou zimdgeno, gagvada proteoliticamente para
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formar um dominio catalitico heterodimérico espearhente ativo em células
apoptéticas. Essas proteinas também séo de gratetesse farmacoldgico, pois a
utilizagéo substancias inibidores de caspases ¢iadauir ou até mesmo evitar a morte
celular por apoptose, essa atividade pode seemtiloencas neurodegenerativas como
Parkinson e Alzheimer, reduzindo a perda tecidoal,em processos de isquemia
preservando células presentes na regido de penyAlbemri et al, 1996; Desjardins,
1998; Earnshaw et al, 1999; Van Noorden, 2001).

Sao descritas duas vias classicas de ativacaerdoneno de apoptose: a via
extrinseca e a intrinseca. Na via extrinseca aeaiptores de morte, a interacao destes
aos seus respectivos ligantes tais como o fatoredeose tumoral -TNF, ligante FAS
/(CD95L), TRAIL, leva ao recrutamento do dominiorderte associado a FAS (FADD,
do inglés — Fas-associated dealth domain) e ativdgdpro-caspase-8. Uma vez ativa, a
caspase-8, a iniciadora desta via, ira clivar oogemo caspase 3, ativando assim a
principal caspase efetora e desencadear a apoféoaevia intrinseca, ou mitocondrial,
é ativada por dano intracelular (Ex.: Estresseaiikid ou dano ao DNA) ou ativacéo de
genes supressores de tumor. Os sinais de mortaas@mitidos para a mitocondria
através de proteinas pro-apoptéticas da familia2Bgque se ligam a membrana
mitocondrial e criando poros de permeabilidade coiariais. A perda da
permeabilidade leva a perda do potencial de merabraerna Ay) e deplecdo da
producdo de ATP. A perda da funcdo mitocondriah laviiberacdo de proteinas pro-
apoptdéticas como o citocromo ¢, Smak/Diablo e Alfna vez livre no citosol, o
citocromo cse liga a outras duas proteinas, a APAF-1 e a sed€hae forma um
complexo enzimatico chamado apoptossomo. O apaptmsscliva o zimdgeno
caspase-3 que vai desencadear a apoptose. Existeamunicacdo entre as vias de
ativacdo de caspases, mediada pela proteina déaf@tii2 chamada de Bid, que apos
clivada pela caspase 8 transfere o sinal de apopgiasa a mitocondria, ativando

também a via intrinseca (Green & Reed, 1998).

A familia Bcl-2 € um grupo de proteinas reguladoda morte celular, que
compreende proteinas proé e anti-apoptoticas corasagpostas no equilibrio celular
inibindo ou promovendo a morte celular program&mamembros dessa familia, como
Bcl-2 e Bcl-X, sédo anti-apoptoticas e por outro lado, Bax, Behk sdo proteinas proé-
apoptoticas. Essa familia age através da formaggmubs, pelos quais o citocromo C,

ions e outras proteinas mitocondriais podem escapdormacdo desses poros é
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dependente da formacdo de homodimeros de protgiriaapoptoticas, sendo a
heterodimerizacdo citoplasmatica entre membrosepeiti-apoptéticas apresentando
efeito contra apoptose (Vander Heiden & Thomps@891 Hengartner, 2000; Lessene
et al, 2008).

Outras alteracdes envolvidas na apoptose incluedificacao da disposicao das
fosfatidilserinas da membrana plasmatica. As faifa¢rinas normalmente estéo
dispostas no folheto interno da membrana plasmabiceém durante o processo de
apoptose estes componentes sdo expostos no extErsorcélulas. Assim, estes
fosfolipides sédo importantes para o processo amhacimento e fagocitose das células
em apoptose pelos macrofagos, precedendo a perdatedmidade de membrana e
alteragbes nucleares que definem a apoptose, setidgmdos como marcadores
especificos em fases precoces do processo de apdMartin et al, 1995; Fadok et al,
1998; Schlegel & Williamson, 2001).

O processo final da apoptose é caracterizado pr fédadmenos nucleares
distintos: condensacdo da cromatina e fragmentagddNA. A condensacdo da
cromatina € um dos mais importantes critérios pdemtificacdo do processo de
apoptose (Oberhammer et al, 1994). Durante a apetd uma rdpida degradacéo da
eucromatina hipersensivel a nuclease que contéonhss hiper-acetiladas. Isto ocorre
juntamente com a perda de integridade nuclear de&idlegradacdo das laminas e
reorganizacdo da matriz protéica intranuclear. Asnt® eventos levam ao colapso do
ndcleo e agregacdo da heterocromatina para produziondensacdo da cromatina
apoptotica (Hendzel et al, 1998). A fragmentaca®btid\, ocorre gragas a ativacdo de
uma enzima chamada DNAase Ativada por Caspase — bk a heterocromatina
condensada, que quando ativa gera fragmentos deimadamente 180 pares de bases.
A CAD esta presente nas células vivas na sua famatva e apoOs clivagem da
subunidade inibitéria pela caspase-3, o sitio it&@l é liberado para atuar na
degradacéo do DNA (Nicoletti et al, 1991; NagatQ®.

Substancias que possam modular o fenbmeno de apop#m potencial de
alterar a progresséo natural de doencas como @ranfeccdes virais, doencas auto-
imunes e doencas neurodegenerativas. A maiorisulastancias quimioterapicas em
uso clinico induz apoptose das células malignagjsa avaliacdo desses parametros
apoptdéticos de grande relevancia para desenvoltimde farmacos para o cancer
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(Thompson, 1995; Sellers & Fisher, 1999).

Na pratica clinica, a radioterapia e a quimiotexapio utilizadas como
tratamentos de primeira escolha para o cancer, caa@sterizam-se por ndo possuir
toxicidade seletiva, causando sérios efeitos adsec®mo a inibicdo da resposta
imunologica e a mielossupressao. A maioria dosdéas antitumorais que chega a fase
clinica ativa as vias de sinalizacdo apoptética e&ulas cancerosas ou agem no
maquinario bioquimico que regula a apoptose, taisoccisplatina e etoposideo (Ferraz,
et al, 2009; Souzafagundes et al, 2003; Fesik,)2@08escoberta de novas substancias
com atividade citotoxica e pré-apoptética, com uenaor potencial de toxicidade para
células normais, tém sido o principal foco das pesg, abrindo perspectivas para a
identificacdo de novos agentes farmacoldgicos reéitsazes na terapia do céancer
(Fischer & Schulze-Osthoff, 2005).

1.3. Importancia da quimica Medicinal no processo & descoberta de farmacos

antitumorais

A quimica medicinal ou quimica farmacéutica ataaé sua origem no inicio do
século XX a partir de trabalhos de Paul Ehrlicénup Nobel em Medicina e Fisiologia
em 1908, fundador da quimioterapia e que introdasiprimeiras idéias sobre relacdo
estrutura-atividade de compostos quimicos, seletile aos agentes infecciosos e o
conceito de indice terapéutico em estudos realizpdoa o desenvolvimento de novos
medicamentos para a sifilis. Seu tratamento pdiles $di substituido anos mais tarde
pela revolugcéo na quimioterapia com a descoberfgedgilina por Alexander Fleming,

também laureado com o prémio Nobel em Medicinasm®leigia em 1946.

A quimica medicinal moderna trabalha na interfacen a bioquimica e
farmacologia para desenvolver novas entidades qasma partir do conhecimento
fisiopatolégico de cada doencga, tendo um papefalemas fases iniciais da descoberta
de novas drogas. Quando um composto “HIT” € ideatiio através de testes
farmacoldgicosn vitro, a quimica farmacéutica caracteriza as novas espé@repara
compostos andlogos para exploragdo da relagdo tuzatatividade dos novos
compostos com objetivo de aumentar sua poténcaesenvolvimento das substancias

apos comprovacdo farmacologicavivo das novas espécies passa, muitas vezes, por
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etapas complexas que visam melhorar as variaveisatacinéticas como absorcao,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME), combgetivo de maximizar a eficicia
e minimizar os efeitos colaterais dos produtos (hardino & Lowe, 2004).

A partir da década de 1970, a quimica farmacéditicau na busca de alvos
especificos para células tumorais, o oposto dast&@ubias usadas até entdo que
apresentavam atividade inespecifica agindo sobpeokferacdo celular e com alta
toxicidade. Um dos exemplos mais bem sucedidosgtragem direcionada a um alvo
molecular vem da histéria do mesilato de imatirsbada para o tratamento da leucemia
mielocitica crénica. O Imantinib inibe a tirosinaimpse Bcr.Abl, que € uma proteina
quimérica oriunda da translocacéo reciproca de rialgenético entre os genes Abl
(Abelson murine leukemia) no cromossomo 9 e o Beedgkpoint cluster region) no
cromossomo 22, gerando o conhecido Cromossomoitial€phia presente apenas em
células leucémicas (Dobrovic et al, 1991). Comotpaite partida para o projeto foi
escolhido um ja conhecido composto inibidor dagir@ quinase C, que apés adicéo
quimica de um grupo amida e um grupo metil ao &@l apresentou a poténcia e
seletividade necessarias para a inibicdo da teioginnase Bcr-Abl. Para aumentar a
solubilidade em agua e biodisponibilidade oral fadicionado um grupo
piperazinilmetil, criando assim o imatinib. Postemente, o raio X de cristais da
proteina Bcr.Abl revelou que este grupamento epoitante também para a interacao

com a proteina (Lombardino & Lowe, 2004).

As industrias farmacéuticas também utilizam a rficatjdo estrutural de
farmacos com atividade ja descrita para identifitaras espécies quimicas que atuem
pelo mesmo mecanismo farmacoldgico do primeiro, deerestes compostos
denominados de farmacos "me-too". Estas pequen@sages estruturais nos
compostos originais conferem novas propriedadesmdendindmicas e/ou
farmacocinéticas aos “me-too” (Barreiro & Fragap20 Um bom exemplo vem da
classe das tiossemicarbazonas que jA em 1956 ajmesatividade antileucémica,
porém o composto apresentou baixo indice teraméutima modificacao estrutural que
aumentou o carater lipofilico fez aumentar a a#idel e diminuir a toxicidade desta

classe de substancias (Beraldo, 2004).

Apesar da estratégia de moléculas com alvos defirer apresentado sucesso,
a maior parte dos medicamentos quimioterapicosrfatascobertos através da triagem
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aleatdria de substancias. Na década de 1950, itutastiacional do Cancer (NCI) norte

americano comecgou seu programa de triagem sistamdé substancias de origem
sintética e vegetal a procura de quimioterapicgmoas de agir seletivamente sobre
células tumorais e como consequéncia desta pol@igeoximadamente metade dos
quimioterapicos atualmente utilizados na clinicaapa tratamento do cancer foram

descobertos e/ou desenvolvidos no NCI.

Um exemplo bem sucedido da triagem aleatéria éodupo natural paclitaxel,
proveniente da casca da plamgxus brevifolia, que foi descoberto durante uma triagem
aleatdria de larga escala em células tumoraiszeskdiem 1967, porém as quantidades
presentes na casca eram demasiadamente pequemasilpaacao clinica da droga. A
solucao veio da quimica farmacéutica através dereagfio de semi-sintese a partir de
um precursor, 10-deacetilbaccatina Ill, que eraragdd das folhas de Taxus e
possibilitou a producdo comercial do medicament@afiB & Sanchez-Migallon, 2006;
Fu et al, 2009).
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2. JUSTIFICATIVA

O laboratério de Biologia Molecular e Celular dostituto de Ciéncias
Biol6gicas - UFMG, juntamente com os laboratéries @uimica Farmacéutica da
Faculdade de Farmacia - UFMG e Quimica Inorganic®eépartamento de Quimica —
UFMG e com colaboracgéo do laboratorio de Biomarmegl®iagnostico e Monitoracao
do Centro de Pesquisas René Rachou - FIOCRUZ tafhizado a prospeccédo de
substéancias sintéticas com objetivo de identifitaros compostos “Hit” e/ou “Lead”,
gue possam ser utilizados como protétipos Uteia padesenvolvimento de agentes
antitumorais. Para isso, como estratégia experaghet@m sido utilizadas duas
abordagens de triagem a partir de bibliotecas @qaisnde compostos inéditos: uma
abordagem de triagem aleatéria e outra abordagenriatgem de compostos com
reconhecida atividade (direcionada). Por meio da parceria com o Departamento de
Quimica e Faculdade de Farmécia da Universidader&lede Minas Gerais - UFMG
foi realizada a triagem de novos compostos quant@em potencial citotéxico. No
presente projeto foi realizada a triagem direciand€l 75 novos compostos sintéticos,
dentre elas: 37 tiossemicarbazonas e seus complmeaidlicos, que tém sido
amplamente estudados em razao de sua acao cietixiantitumoral (Beraldo, 2004).
Para a triagem aleatoria, foram avaliados 38 irgdramios de sintese (Dias et al, 2009),

ainda nao avaliados quanto ao potencial antitumoral
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Identificar novos compostos que possam ser utiigacomo modelo para o
desenvolvimento de novos protétipos ou ferramertamacoldgicas, através da
investigacdo do seu potencial citotoxico e pro-&piigp em bioensaios vitro, com

vistas a descoberta de novos antitumorais.
3.2. Especificos

1. Avaliar a citotoxicidade de 38 substancias sinéétiem modelo experimenial
vitro utilizando linhagens celulares HL 60, HL 60 BclFd, 60 Bcl-X_, HL 60
Ber.Abl e Jurkat.

2. Determinar a concentracdo que inibe 50% da viadkdcelular (16) das
substéancias ativas para as linhagens HL 60, HL&@BHL 60 Bcl-X , HL 60
Ber.Abl e Jurkat.

3. Avaliar a citotoxicidade das substancias seleciapadpara células
mononucleares do sangue periférico humano - PBM@, meio da
determinacao da concentragéo que inibe 50% ddidiadde celular (1Gg).

4. Investigar o potencial pré-apoptoético das subst&nselecionadas por meio da

avaliacao da condensacao e fragmentacao do DNAacelu

5. Investigar a ativacdo da via classica da apoptekesubstancia selecionada por
meio da avaliacdo de pelo menos trés parametros:

a. Investigacdo da ativacdo de caspases por meio diagio de
fragmentacdo do DNA celular apés tratamento comitwdor geral de
caspases Z-VAD-FMK.

b. Avaliacdo da ativacao da caspase efetora caspase-3

c. Avaliacdo da exposicéo das fosfatidilserinas

d. Avaliacdo da morfologia nuclear
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Materiais
4.1.1. Substancias sintéticas

As substancias foram fornecidas pelo grupo de aairfarmacéutica do Prof.
Dr. Ricardo José Alves da Faculdade de Farmacidnilgersidade Federal de Minas
Gerias - UFMG. Foram fornecidos 30 amostras dexapamamente 01 mg de cada
substancia que foram mantidas a -20°C e solubdgadhediatamente antes dos
experimentos em dimetilsulféxido - DMSO (Sigma Adtiy USA). As estruturas

moleculares das substancias e massa molecular metasunferidas no Apéndice 1.
4.1.2. Preparo das amostras

Para a triagem inicial foi preparada a solucédo gestode cada substancia
sintética a 100 mM em dimetilsulfoxido - DMSO, inmgdmente antes da aplicacédo. O
volume de 05 pL da solucdo estoque foi diluido €96 QL de agua destilada e
deionizada, gerando a solucéo de trabalho com ntlagcéo de 500 uM de amostra. As
substancias foram adicionadas na cultura de célsaslo a concentracéo final dos

compostos de 50 uM e a concentracao final de DM&Q,@05%.

As substancias ativas foram submetidas a deterdonata concentracdo
inibitoria de 50% da viabilidade celular —s§CA partir da solucéo estoque foi realizada
uma diluicdo seriada em DMSO, sendo preparadassetentracdes entre 20 mM e 02
UM. Apds a diluicdo seriada, foi preparada a segutithicio em agua destilada e
deionizada (1:20), obtendo-se solucdes de trabatim diferentes concentracdes e
quantidade de DMSO de 5%. As concentragdes finaiexperimento variaram entre
100 uM e 100 nM e com a quantidade de DMSO de 0,5%.

4.1.3. Linhagens celulares

As linhagens celulares HL 60 (Leucemia promieloaithumana) e Jurkat
(Leucemia de células T humanas) foram cedidaspelGustavo P. Amarante-Mendes
da Universidade de Sdo Paulo-USP. Também foramadds as linhagens HL 60 Bcl-
X, HL 60 Bcl-2 e HL 60 Bcr.Ablque expressam ectopicamente proteinas anti-
apoptoticas, Bcl-X Bcl-2 e Bcer.Ablrespectivamente, o que confere a essas células

resisténcia a morte celular.

Mauro Cunha Xavier Pinto, 2010 Pagina 25



As células foram mantidas em meio RPMI 1640 (SigAidrich, USA)
suplementado com 1% de solucéo antibidtica (100LWmpenicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina (GIBCO BRL, Grand Island, NY)), guecido com 2 mM de L-
glutamina (GIBCO UK, Grand Island, NY) e 10% decstatal bovino (GIBCO BRL,
Grand Island, NY), sendo incubada em atmosfer&@aed® CQ a temperatura de 37°C.

4.1.4. Células mononucleares do sangue periféricarnano

Leucocitos do sangue periférico humano foram obtidm convénio firmado
com o Centro de Pesquisas René Rachou /Fiocruzelakas mononucleares periféricas
do sangue periférico (do inglés, “peripheral blandnonuclear cells - PBMC) foram
preparadas usando o protocolo descrito por Gaszztel em 1983, com modificagdes.
As amostras de PBMC foram obtidas de voluntariagl®eeis adultos de ambos os
sexos. O sangue venoso heparinizado por foi aplicatladosamente sobre o gradiente
Histopaque® 1077 (Sigma Aldrich, USA) em tubos @enfl_, na proporcao de 2:1 do
gradiente. Apés preparagdo dos tubos, estes s&dugados durante 40 minutos, 1200
RPM a 18°C. As células mononucleares foram colstadainterfase apos a separacéo
no Ficoll com pipetas Pasteur e transferidas pateodubo de 50 mL onde foram

lavadas trés vezes em RPMI-1640 antes da contagem.

As células foram cultivadas em meio RPMI-1640 (GIBMK), suplementado
com 5% de soro humano normal AB Rh+, previamerdéviado (Flow Laboratories,
Royaune, UN), enriquecido com 02 mM de L-glutamind% solucdo
antibiotica/antimicética (1000 U/mL de peniciline00 pg/mL de estreptomicina e 25

pug/mL de anfotericina B).

Os experimentos realizados com sangue humano fteins em colaboracao
com a Fundacdo Hemominas e Centro de Pesquisasiaehéu da Fundacdo Oswaldo

Cruz em convénio firmado sobre o protocolo n° 10842
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4.2. Procedimentos

4.2.1. Triagem inicial: Avaliacdo de viabilidade decélulas leucémicas pelo ensaio
de MTT

As suspensdes celulares de HL 60, HL 60 B¢l 60 Bcl-2e HL 60 Bcr.abl
e Jurkat foram plaqueadas na densidade de 50.008scpor poco (placas de 96 poc¢os)
e incubadasvernight a 37°C para estabilizacdo da cultura. Apds estalgéio, todas as
células foram incubadas com as substancias namoaca&o final de 50 uM, no volume

final de 200 pL por poco, em atmosfera de 5% deg@®um periodo de 48h.

Os ensaios foram realizados em triplicata utilizase como controles a solucao
aguosa contendo o veiculo DMSO (0,0005%), na meguaamtidade das amostras
testes, controle negativo apenas com meio RPMI-E6d@ntrole positivo a cisplatina,

composto ja utilizado na terapia antitumoral.

O ensaio para avaliacdo de viabilidade e prolifavacelular € baseado na
reducdo metabdlica do brometo de 3-(4,5-dimetili&zil)-2,5-difenltetrazolium
(MTT) a formazan e permite avaliar tanto a proéfgio quanto a viabilidade celular. A
metodologia utilizada foi descrita por Monks etl#191, e realizada com modificagdes.

Decorrido o periodo de incubacdo das células consudstancias, foram
adicionados a cada poc¢o, 10 pL de uma solucao degdsL MTT (Sigma Aldrich,
USA) em meio RPMI, preparada no momento de usosAlpidoras de incubacdo com o
reagente, e consequentemente a formacado de cdstdegmazam, o sobrenadante foi
retirado com pipeta multicanal de maneira a preses cristais. Posteriormente, a cada
poco foram adicionados 200 pL de uma solugéo de®IM em isopropanol (Merk
KGaA, Alemanha). Apds solubilizagcdo dos cristais fdemazam formados pela
metabolizacdo do MTT pelas células viaveis, asgsldoram analisadas no leitor de

ELISA no comprimento de onda de 595 nm.

Os resultados foram expressos como porcentagem iadelidade, em
comparacao com o controle DMSO, sendo calculadaegainte forma: a absorbancia
das células controle DMSO foram considerados cod@opbr cento. A absorbancia foi

calculada para as células tratadas por comparaga®@ controle DMSO.
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Interacbes dos compostos e 0 meio foram estimaoiws ase nas variacdes
entre o controle positivo de cisplatina e contrdgativo sem drogas para escapar de

falso-positivos ou falso-negativos.

Para a determinacgao dasp@ram selecionadas as substancias que reduziram em
mais de 50% a viabilidade celular na concentragd®@ puM apdés um periodo de
incubacdo de 48 horas na triagem inicial. Para fistdidade, as amostras foram
preparadas empregando-se sete diluicées (1000725510; 01; 0,01 pM) e incubadas
com as células em atmosfera de 5% de @® temperatura de 37°C, por um periodo de

48 horas e a viabilidade avaliada pelo ensaio d&.MT

Os ensaios foram realizados em triplicata com rotntpositivo, negativo e
controle DMSO e as porcentagens foram determineata® descrito anteriormente. Os
pontos de cada concentracao foram utilizados parstrticéo da curva dose-resposta no
formato sigmoidal simétrico padrdo, sendo o objetle determinar a concentracao que
provoca uma resposta entre a resposta maxima mimaniOs grafico e o ponto daslC

foram produzidos no software GraphPad Prism 5.0.

4.2.2. Avaliacdo da atividade citotoxica em célulasnononucleares do sangue

periférico

As substancias que apresentaram a maior atividadeétilas tumorais foram
testadas em células normais do sangue humano \iacdo de seu carater citotoxico
e imunomodulador. O sangue periférico foi colhido dia do procedimento na
Fundagdo Hemominas e as células mononucleares fpracessadas no Centro de
Pesquisas René Rachou-FIOCRUZ.

As células foram contadas e ajustadas para umadddesde 150.000 células
por poco (placa de 96 pocos) e foram cultivadasipoperiodo de 48 horas na presenca
dos compostos selecionados. Para comparacdo dgadéventre as substancias e as
células foram utilizadas concentragbes (100; 75; Z2® 10; 1; 0,01 pM) para
determinacao da Kge apos a incubacdo a viabilidade foi avaliada pekaio de MTT.
As curvas concentracao-resposta golram feitas como descrito anteriormente

utilizando o software GraphPad Prism 5.0.
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4.2.3. Determinacédo do conteudo de DNA sub-dipléideor meio de uma solucéao

fluorocrémica hipoténica (HFS)

A avaliacdo do contetudo de DNA sub-diploide € unetoaiologia que permite a
identificacdo das substancias com potencial pr@#&tioco nas linhagens tumorais
susceptiveis, sendo utilizado o método descrito Micoletti et al, (1991). Para o
procedimento foram utilizadas as linhagens HL Glukkat. As células tratadas e os
controles foram cultivados em placas de 24 pocodenaidade de 250.000 células por
poco durante 24 horas. Foi utilizada para estegglioeento a concentracao de 50 puM, a
mesma escolhida para a triagem. ApOs o periodinclébacdo as ceélulas foram
transferidas para tubos de 01 mL e centrifugada$ poinutos a 5.000 RPM, sendo o
sobrenadante bem como o excesso de meio removjlts este processo. A0S
precipitados de células dos tubos foram adiciona808 pL de uma solugéo
fluorocrémica hipoténica (HFS), contendo »@/mL de lodeto de Propideo - PI
(Sigma, Saint Louis, Missouri USA) e 0,1% de trit¥nl00 (Sigma, Saint Louis,
Missouri USA) em citrato de sédio a 0,1% (SigmainSaouis, Missouri USA). A
incubacdo das células com a solucdo de HFS levagdiZacdo da membrana celular
pela acéo do triton-X100 e o choque hipotdnico pcava lise da membrana celular. O

material nuclear se torna acessivel ao Pl, quseiiatercalar no DNA nuclear.

As células foram incubadas a temperatura de 4°@ntki#t horas e levadas para

andlises no Citbmetro de fluxo FACscalib®D( Biosciences, USA A populagédo

celular é delineada utilizando o controle de célufeoram utilizadas como controle do
experimento células tratadas apenas com o veiciE® (Solucdo aquosa com
0,005% de DMSO) e como controle positivo composto eélulas tratadas com
cisplatina na concentracdo de 50 pM. Foram reawzadrés experimentos
independentes, realizados em replicatas.

Os dados sado dispostos em graficos pontuais dentenpor granulosidade, e a
fluorescéncia emitida dos ndcleos foi analisadeéhestogramas. Os dados e o contetudo
de DNA sub-dipléide foi definido utilizando o pra@gna CellQuest (Becton Dickinson,
USA). As células normais apresentam o conteado ®A Dgual a 2n ou 4n,
dependendo da fase do ciclo celular em que se gaoonJa as células em apoptose
apresentarao o conteudo de DNA menor que 2n, umgueos fragmentos de pequeno

peso molecular irdo deixar o interior do nucleo.
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4.2.4. Bloqueio da atividade de caspases em célutils 60

A linhagem HL 60 foi cultivada na densidade de.Q00 células por poco em
placa de 96 pocos e foram pré-incubadas por 45tasncom 40 uM do inibidor
inespecifico de caspases Z-VAD-FMK (Biomol, USA)s Aubstancias selecionadas
foram adicionadas a cada poc¢o e incubadas por 2dsheendo utilizados como
controle as células tratadas com o veiculo DMSO0I{%) e como controle positivo
células tratadas com cisplatina (50 uM). Apés iBgén, as substancias foram
transferidas para os tubos de 01 mL e centrifugddesnte 5 minutos a 5.000 RPM e o
sobrenadante foi desprezado. Ao precipitado delastlfoi adicionado 30QL da
solucdo de HFS. Apés 4 horas de incubacéo a 4#0teicdo de DNA foi analisado por
citometria de fluxo como descrito anteriormenteralfo realizados trés experimentos

independentes.

4.2.5. Avaliagdo da morfologia nuclear por microsqaa de fluorescéncia

A linhagem HL 60 foi cultivada em placa de 24 pogdratada com as
substéancias selecionadas na concentracao find @g&/5 num volume final de 1,0 mL,
em atmosfera de 5% de ¢®m temperatura de 37°C, por um tempo de incubagéo d
24 horas. Como controles foram utilizados a cigpat50 uM) e o veiculo DMSO
(0,0005%). Apos 24 horas de incubacéo foi realizadapla marcacéo diretamente em
células vivas, sem fixacdo, com a adicdo ao meiculkeira dos reagentes Hoechst
33342 (Hst) (Sigma) e iodeto de propideo (PI) (Sigma concentracdo final de 1,0
mg/mL para cada reagente. As células foram incibada 20 minutos a 37 ° C na
estufa de C@protegidas da luz para absorver a marcacao, ceswiths por Thuret et
al (2003).

ApoOs a marcagdo, o meio contendo as células foiogeneizado afim de
ressuspender as células leucémicas e transferigi@s ym tubo de 2,0 mL para
centrifugacdo. Apos 5 minutos de centrifugacdo G®.RPM o sobrenadante foi
desprezado e as células lavadas com PBS antesiseuma etapa de centrifugacao.
Apoés a segunda centrifugacdo o PBS foi desprezadocencentrado de células é
aplicado sobre as laminas de vitro, levadas imadhahte para o microscopio de

fluorescéncia (Carl Zeiss, Alemanha) e avaliadoa eamento de 40X em dois filtros
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(filtro DAPI, excitacdo 340-380 nm, filtro barreide 430 nm e filtro de rodamina,
excitacao 530-560 nm, filtro barreira de 580 nm).

Foram realizados dois experimentos independeP&as cada amostra foram
fotografados trés campos microscopicos captad@sgdmhera acoplada ao microscopio
AxionCam RMm ( Carl Zeiss, Alemanha), sendo tiradas fotografia de Hst e uma
de PI para comparacdo. Com o tempo de 24 horas¢laks exibindo um nucleo
condensado em azul brilhante foram consideradospoptose (Hst +, Pl -) e células
com dupla marcacdo foram consideradas, dependeadmoadfologia, em apoptose
tardia ou necrose (Hst+, Pl+). As imagens foranlisa@das e combinadas utilizado o

programa livre ImageJ 1.43r (National Institutesiehlth, USA).

4.2.6. Ensaio fluorimétrico para a quantificacdo deaspase-3

A avaliagdo da ativagdo de caspase-3 foi deterrmina@m o EnzChek®
Caspase-3 Assay Kit #1 (Molecular Probes, USA)aiengue baseia-se na deteccéo do
substrato para caspase-3, o Z-DEVD (Substrato)ddigao AMC (7-amino-4-
metilcumarina) que € fracamente fluorescente no pconento de onda UV
(excitagdo/emissdo 330/390 nm), mas apds a clivagetaolitica este mesmo substrato
produz forte fluorescéncia (excitacdo/emissao BR2AM). Para leitura do experimento

foi utilizado o espectrofotometro de fluorescérCay Eclipse (Varian, USA).

As células foram cultivadas em placas de 6 pocasenaidade de 1.000.000 de
células por poco. Apds o periodo de recuperacdeéldas foram tratadas com as
substancias testes e os controles. A concentragiizada foi de 50 uM para as
substancias testes e o controle de cisplatina.béom tempo de incubacéo, as células
foram transferidas para tubos conicos de 2,0 mengritugadas durante 5 minutos a
5.000 RPM. Apos centrifugacdo o sobrenadante de oeeicultura foi descartado e o
precipitado celular foi tratado com solucdo de.li&e células com a solucdo de lise
foram mantidas a temperatura de 0°C (banho de gelogntrifugadas novamente
durante 5 minutos a 5.000 RPM. Aligquotas delb@o sobrenadante foram adicionadas
a 50 uL da solucdo tampéo de reacdo com 10 mM do subsiidEVD-AMC e
mantidas a temperatura ambiente durante 30 mindgoamostras foram, entdo, levadas
ao espectrofotometro de fluorescéncia para a egg@@ da leitura (excitacdo/emisssao:
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342/482 nm). Foram realizados trés experimentospieadentes. Os resultados foram
expressos como porcentagem da ativacdo de Caspaseld a densidade otica do
controle DMSO foi considerada como 100 % e os guptados foram calculados em

comparagao ao grupo DMSO.

4.2.7. Deteccao simultanea da externalizacao de fatgdilserinas por anexina-V e

marcacdo do DNA com iodeto de propideo

Para deteccao simultanea da externalizacédo dagifiskrinas por anexina-V e
marcacdo do DNA com iodeto de propideo foi utilzadAnnexin-V FITC Apoptosis
Kit (Invitrogen, USA) para citometria de fluxo bas® no método descrito por Vermes
e Colaboradores, 1995. As fosfatidilserinas sao poorentes fosfolipidicos
normalmente mantidos para o lado citosoélico das Imanas celulares, porém quando
h& a morte por apoptose as fosfatidilserinas iewersua posicdo para o exterior da
membrana. (Vermes et al, 19983 células foram incubadas na densidade de 250.000
células por poco (placa de 24 pocos) durante 2dshpmtamente com as amostras
testes na concentracdo de 50 pM. Paralelamentemastras testes, um controle
negativo sem substancias e um controle positivo cwplatina foi preparado. As
células foram centrifugadas durante 5 minutos &#®.BPM e o sobrenadante foi
descartado. O precipitado de células foi lavado P&8 e depois diluido em 100 pL da
solucéao de tampéo de ligacédo (10 mM HEPES/NaOH7 gH140 mM NaCl, 2.5 mM
CaChb). A cada tubo foi acrescentado 1 pL de Annexin-W\TGF (Anexina-V
recombinante conjugada com FITC em solugéo salmal® BSA e 0.1% sodium
azide, pH 7.4) e solucdo de e 2 uL da solucédo detaoode propideo (5Qg/mL em
PBS) para cada tubo e incubado a temperatura atalper 15 minutos protegido da
luz. Depois de marcadas as células, foi adicioreadada tubo 40QL do tampdao de
ligagéo e estes foram levados para analise no eftorde fluxo FACscan.

A andlise dos resultados foi feita por meio deigoaf do tipo pontual (“dot
plot”). Células positivas para anexina V e negatipara Pl serdo agrupadas como
apoptose precoce. Células duplamente positivasfagrupadas como apoptose tardia.

Células negativas para anexina V e positivas plesarBilo agrupadas como necréticas.
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4.3. Andlise estatistica

Os resultados apresentados foram obtidos de xprimentos independentes.
Os dados estédo representados como média + desdidopa a significancia entre o
grupo controle e o grupo tratado foi medida petteté de Student.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacdo da viabilidade celular em células leémicas: triagem aleatéria de

compostos sintéticos

Com o0 objetivo de identificar novos compostos cowmtepcial atividade
antitumoral, com alvo nas vias de apoptose, nedtele foram avaliadas trinta e oito
substancias de diferentes classes, selecionadasaao e sintetizadas pelo Laboratorio
de Quimica Farmacéutica da Faculdade de FarmatiBMG. Destas substancias,
dezoito sdo éteres alquil-glicidicos (RA02, RAO&0R, RA11, RA13, RA15, RA20,
RA21, RA22, RA26, RA27, RA28, RA29, RA30, RA33, RARAS35 e RA 36), onze
sao derivados de carboidratos (RAO1, RA03, RA0O61RARA14, RAL17, RA24, RA25,
RA31, RA37 e RAS38), cinco sédo derivados do acidmzbeEo (RA16, RA1S,
RA19,RA23 e RA32) e quatro compostos pertencentmstras grupos (RA04, RAO5,
RA07 e RA10).

Neste contexto, o modela vitro, utilizado para triagem das substancias inclui
cinco linhagens leucémicas distintas: células po selvagem como Jurkat (leucemia
linféide) e HL 60 (leucemia mieloide), bem como utés HL 60 transfectadas
estavelmente com proteinas anti-apoptoticas BEIt260 Bcl-2) e Bcel-X (HL 60 Bcl-
X1), bem como a tirosina quinase Bcr.Abl (HL 60 B&)AOs dados foram expressos
como percentual de proliferacdo celular em relagAiDMSO. Os resultados da triagem

inicial geral podem ser observados no Apéndice 2.

Dentre as substancias testadas, apenas quatro stosma classe das éteres
alquil-glicidicos induziram mais que 50% de redugd® viabilidade celular em
diferentes linhagens, apresentando os enantioniA@8 e RA34 o maior potencial
citotéxico. Na linhagem HL 60, as substancias RA3RA34 reduziram a viabilidade
celular em 17,35 £ 11,42 e 12,24 % 3,29%, respactente, que nao difere
significativamente entre si, porém o sdo quando pesados ao controle DMSO
(p>0,05, testeT-Sudent). Ambas as substancias também apresentaram divida
citotoxica nas linhagens expressam ectopicametdesfaanti-apoptoticos, no entanto,
houve diminuicdo do efeito citotoxico a 50 uM nedhdgens HL 60 Bcl-Xquando
comparadas a HL 60 (RA34 com 29,26 + 76& a RA33 com 56,71 + 15,72 % de
viabilidade) e HL 60 Bcr.Abl (RA34 com 49,60 + %8%e a RA33 com 48,87 +
6,70% de viabilidade). Na linhagem Jurkat, as sufesas RA33 e RA34 reduziram a
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viabilidade para 16,14 + 0,89% e 32,77 = 0,07%pee8vamente, sendo estes valores
significativamente diferentes entre si (p<0,05tetdsSudent). Esse mesmo efeito foi
observado nas linhagens HL 60 Bgl-X HL 60 Bcl-2, como pode ser observado na

Figura 1.

A substancia RA36 apresentou um menor potenciatosiico, sendo a
concentracdo de 50 uM capaz de induzir perda dslidede superior a 50% apenas
nas linhagens Jurkat (44,29 + 7,25%) e HL 60 (4%4D0,44%). Nas linhagens HL 60
Bcl-X, HL 60 Bcl-2 HL 60 Bcr.Abl, a substancia RA36 apresentou pelelatividade
citotoxica quando comparado a linhagem HL 60, astduizia RA35, apresentou baixo

efeito citotéxico em todas as linhagens (Figura 1).

Como resultados desta investigacdo, também forastadies complexos
metalicos sintetizados a partir de doze tiossefm@zmas distintas, sendo gerados para
triagem: dez tiossemicarbazonas complexadas comimd@mo (lll), seis
tiossemicarbazonas complexadas com bismuto (lligis stiossemicarbazonas
complexadas com paladio (Il) e trés tiossemicanhaz@omplexadas com platina (I1).
Estas substancias foram sintetizadas pelo grupgudeica inorganica da Prof2. Dr2.
Heloisa de Oliveira Beraldo do Departamento de @arda Universidade Federal de
Minas Gerais — UFMG, gerando uma publicacdo nast@uBioorganic & Medicinal

Chemistry que pode ser encontrado no Anexo 1.

Mauro Cunha Xavier Pinto, 2010 Pagina 35



BDC\NAV BDC\N)V
OQNO/O\/‘\/O HO : o. 1 _o

2,2-dimetil-4-(3-nitrofenoxi)metil - 4-((3-hidroxifenoxi)metil)-2,2-dimetiloxazo
oxazolidina-3-carboxilato de terc-butila lidina-3-carboxilato de terc-butila
HL60 HL60

10

*

Viabilidade Celular (%)
e P
8 g

Viabilidade Celular (%)
a &
o g 3 ]

E *
*

k3 *
DMSO RA 33 RA 34 Cisplatina DMSO RA 35 RA 36 Cisplatina
Concentragéo 50uM Concentragdo 50uM
HL 60 Bcl-X HL 60 Bcl-X
15( 150-
g 5
] ks
ER 3 100 . N
o o
@ -3 @
k<] o
g o * £ 50 L3
= * =
2 g
> >
o)
DMSO RA33 RA 34 Cisplatina DMSO RA35 RA36 Cisplatina
Concentrag&o 50uM Concentragdo 5QuM
HL 60 Bcl-2 HL 60 Bcl-2

100

50

5

150 150
g g
3 3
< 100 < 100
o] o] *
o o
o P
k<1 k<1
8 « 8
= =
5 5
] &
> >
0

RA33 RA34 Cisplatina DMSO RA 35 RA 36 Cisplatina

Concentragéo 5QuM Concentrag&o 50uM

HL 60 Ber.Abl HL 60 Ber.Abl

Viabilidade Celular (%)
. P
8 g
Viabilidade Celular (%)
@ 8 &
o g 3 3
*

RA33 RA 34 Cisplatina DMSO RA 35 RA 36 Cisplatina

Concentragéo 5QuM Concentrag@o 5QuM

Jurkat Jurkat

.

Viabilidade Celular (%)
e e
8 8
*

Viabilidade Celular (%)

a 15 o

o g 3 3
*

E»

RA 33 RA 34 Cisplatina DMSO RA 35 RA 36 Cisplatina

Concentragéo 50uM Concentragdo 50uM

Figura 1. Viabilidade celular das linhagens tratada com substancias selecionadags
células foram tratadas com os enantiomeros do grilmpRA33 e RA34 e 0s enantibmeros do
grupo hidroxila RA35 e RA36 na concentracao de BDglincubadas em atmosfera 5% L£O
durante 48 horas. A viabilidade celular foi avadigeblo ensaio de MTT. Dados representativos

de trés experimentos independentes (* p<0,05, TeStadent).
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5.2. Determinacao da concentracao inibitoria de 50%o crescimento celular (IGg)

pelos compostos ativos

As substancias ativas selecionadas, RA33, RA34,5RARA36, tiveram sua
ICs0 determinada nas linhagens HL 60, HL 60 Bg¢lXL 60 Bcl-2 e Jurkat, no tempo
de 48 horas, tendo sido feita a diluicdo seriadey wariacdo de concentracdo de 100
UM a 0,01 uM e a viabilidade avaliada pelo ens@&dvid T. A determinacdo da ¢
para a linhagem HL 60 Bcr.Abl ndo foi realizadaspos valores de inibicdo da
proliferagéo obtidos a partir da triagem iniciahdmstraram que na concentragcéo de 50
MM as substancias RA33 e RA34 apresentaram aprdammente a 50%. A
determinacdo da Wg foi realizada no programa GraphPad Prism5, tendo s
construidas curvas de regressdo, nas concentraigédas anteriormente. Os dados

podem ser avaliados na tabela 1.

O tratamento das células leucémicas com as suirddRA33, RA34 e RA36
apresentou efeito citotdxico concentracdo-deperdemt todas as linhagens avaliadas.
A substancia RA34 apresentou maior atividade citotdem todas as linhagens, nao
apresentando diferencas significativas entre gsp@ra as linhagens HL 60 (12,22 +
2,13 uM) , HL 60 Bcl-X (12,20 £ 5,55 uM) e Jurkat (13,61 + 2,30 uM), haleperda
de atividade quando comparado a linhagem transttarii. 60 Bcl-2 (36,88 = 19,44
HM). Para a substancia RA36, observa-se granda plerdtividade citotoxica na ordem
de 05 a 06 vezes, nas linhagens HL 60 (75,25 +3\MP HL 60 Bcl-X (78,21 + 6,62
HM) e Jurkat (74,44 = 5,66 pM). A substancia RA3Beaentou menor atividade
citotéxica quando comparada a RA34, tendo alcangddito relevante apenas nas
linhagens HL 60 (52,01 £ 5,14 uM) e Jurkat (32,71362 uM). A substancia RA35

apresentou baixa atividade em todas as linhagstazites.

Tabela 1. Valores de 1G, das substancias selecionadas em micromolar (uM)

Linhagem RA 33 RA 34 RA 35 Cisplatina
HL 60 44,82 +530 | 12,22+2,13 > 100 75,25 £ 3,82 1,79+1,62
HL 60 Bcl-2 > 100 36,88 £ 19,44 > 100 > 100 5,77+ 3,98
HL 60 Bcl-X, > 100 12,20 + 5,55 > 100 78,21 + 6,62 4,91 + 3,00
Jurkat 32,71 +13,62| 13,61+2,30 > 100 74,44 + 5,66 2,24 + 0,66

As células foram tratadas com os compostos RA3334RARA35 e RA36 em diferentes
concentracdes e incubadas por 48 horas em atm&skede CQ. Dados representativos de trés

experimentos independentes.
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Figura 2. Curvas representativas da concentracgao ibitoria de 50% da viabilidade celular

dos enantibmeros RA33 e RA34 em linhagens leucénscas linhagens foram tratadas com
diferentes concentracdes dos enantibmeros por 48she a viabilidade das células foi
determinada pelo ensaio de MTT. Dados represeosatiie pelo menos trés experimentos

independentes realizados em triplicata.
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5.3. Avaliacdo da atividade citotoxica em células @emonucleares do sangue

periférico humano

A determinacdo da Kgfoi realizada seguindo-se o mesmo periodo de agéid
realizados nos experimentos com células tumordilizamdo o programa GraphPad
Prism5. Para avaliacdo da viabilidade celularuiiizado o ensaio de MTT e os
resultados foram dispostos em graficos de dispers@mo é possivel observar na
Figura 3. No tratamento de 48 horas nao foi obslerdiferencas significativge>0,05,
testeT-Sudent) entre as concentragdes inibitérias de 50% da lidalde celular (1G)
das substancias RA33 (105,51 £+ 68,67 uM) e RA38®4# 13,12 uM) para células do
PBMC, porém a ambas foram significativamergp0,05, testeT-Sudent) menos

citotéxicas do que a droga controle cisplatinad28; 17,22 uM) no PBMC.
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Figura 3. Avaliacdo da concentracdo inibitéria de50% da viabilidade celular dos
enantibmeros RA33 e RA34 em células mononucleares dangue periférico humano As
células foram tratadas com os compostos RA33, Rek34liferentes concentra¢des e incubadas

por 48 horas em atmosfera 5% de ,C@ados representativos de nove experimentos

independentes.

Mauro Cunha Xavier Pinto, 2010 Pagina 39



5.4. Avaliacéo da fragmentacdo do DNA nas linhagemdl 60 e Jurkat

Com a finalidade de identificar o potencial pr@aiotico das substancias ativas,
foi escolhido como ensaio inicial, a avaliacdo dagrinentacdo do DNA celular por
citometria de fluxo. As substancias RA33 e RA34iforselecionadas para esta analise
por apresentar maior efeito citotoxico. Estes ess@oram realizados com células
Jurkat e HL 60 ja que foram as linhagens que aptasen maior susceptibilidade a
estes compostos. A fragmentagcdo do DNA é um evgmtopode ser mensurado em
tempos variaveis, em funcao do tipo celular e eado estimulo pré-apoptético, mas
gue na grande maioria dos estudos € passivel ddservado com 24 horas. Portanto,
estes experimentos foram realizados com este teBpsta forma, as células foram
tratadas com as duas substancias por 24 horasragmeintacdo do DNA celular
avaliado por marcagédo com iodeto de propideo esangbr citometria de fluxo. Nesta
metodologia o iodeto de propideo se intercala cor®DNA celular, permitindo a
quantificacdo do conteudo de DNA sub-dipléide ecékilas em diferentes fases do
ciclo celular (vide a metodologia). Para andlise cdoteido de DNA sub-dipléide
(Fragmentacdo de DNA) foram construidos histograntaprograma BQ Cell Quest
Pro. Os dados foram expressos em percentual dendrdagcdo do DNA e como
controle foi utilizado o DMSO. Valores iguais ouenores a 10% séo considerados

aceitaveis para células em suspenséao cultiviadaiso.

A substancia RA34 induziu fragmentacdo do DNA deneira concentracdo
dependente na linhagem HL 60, onde é possivel wdasque nas concentracdes de 50
MM e 25 uM houve inducéo de 65,97 + 15,72 % €el®@%,11,43 %, respectivamente.
Estes valores apresentaram diferencas significa{jp&0,05, testd-Sudent) quando
comparadas a cultura controle tratada com DMS04(823,54 %), enquanto a
concentracdo de 12,5 uM (15,42 = 10,12%) néo api@seatividade significativa
guando comparado ao controle (p>0,05, teBt&udent). A substancia RA34 nao
induziu significativa fragmentacdo de DNA na lineagJurkat apds tratamento por 24
horas. A substancia RA33, na linhagem HL 60, indwstgnificativa fragmentacéo do
DNA nas concentragdes de 50 uM (71,78 + 17,78 29 pM (31,60 + 13,19 %) e 12,5
uM (17,61 = 4,15 %) quando comparadas ao contrel®MISO (8,24 + 3,54 %).
Também n&o houve atividade significativa da sulesdRA33 na linhagem Jurkat apés

24 horas de incubacao.
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Figura 4. Avaliacdo do conteudo de DNA sub-dipldiel de células HL 60 tratadas com os

enantibmeros RA33 e RA34Células foram incubadas em diferentes concentsaiie uM,

25 uM) dos enantibmeros RA33 e RA34 durante 24dhargposteriormente, marcadas com

iodeto de propideo e quantificadas por citometréa fllixo. Dados representativos trés

experimentos independentes (* p<0,05, t&sBudent).
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5.5. Avaliacdo da inibicdo de caspases na fragmenéo de DNA induzida pelos

compostos ativos

O aumento do conteudo de DNA subdipléide, observpdla inducdo de
fragmentacdo do DNA em celulas HL-60 tratadas cemdums substancias sugere que
as mesmas possuem um potencial pro-apoptotico. iRaeatigar se RA33 e RA34
induzem morte por apoptose, foi usada como esisatégial a inbicdo geral da
atividade caspase utilizando-se o inibidor Z-VAD{MComo a fragmentagdo do DNA
celular é também um fendmeno que pode ser indupmo caspases, para estes
experimentos foi utilizada a sua quantificacéo.t®ésrma, celulas HL 60 foram pre-
tratadas com este inbidor e posteriormente incuada RA33 e RA34 por 24 horas,

sendo o conteudo de DNA celular avaliado por citoimee fluxo.

Como é possivel observar na figura 5, células Blpr@viamente incubadas com
o inibidor geral de caspases e tratadas com RARAZ} por 24 horas apresentaram
uma reducéo significativa (p<0,05, teStetudent) dos valores da fragmentacdo do
DNA celular. O percentual de células com o DNA fagtado foi semelhante a cultura
controle (tratadas com DMSOQO). Este efeito tambéndepser observado para a

cisplatina, que foi usada como controle positivo.

Mauro Cunha Xavier Pinto, 2010 Pagina 42



4 o - Cisplatina 100 ] Cisplatina + Z-Vad-FMK
80 80
1 9510 =0, 1 10,90+2,02
60 - 60 -
40 - 40
20 20
T T T T —'%rn—rr'—v—l—l—rrrrq— —TTT T T
10 101 10 10 1[.'|4 10U ‘I[.'IFl ‘I[.'I2 10 10
100 ] RA 34 100 ] RA 34 + Z-Vad-FMEK
@ B0 BO
i | |
E |
p 1 7899+754% 1 904356
o 60 T 60—
L |
[=]
1
]
g
Ill=
P
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
100 7] Ra33| 1007 RA 33+ Z-Vad FMK
80 - 80
82,13£227* ]
, e 10,27+2,7
60 -
40
20
T T
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Iodeto de Propideo ’

Figura 5. Avaliacdo do conteido de DNA sub-dipléidee células HL 60 pré-tratadas com
Z-VAD-FMK e tratadas com os enantibmeros RA33 e RAB Células foram pré-incubadas
com 40 uM de Z-VAD-FMK por 45 e posteriormente ibadas com os enantibmeros RA33 e
RA34 na concentracdo de 50 uM. Dados represergatiwdrés experimentos independentes (*

p<0,05, testd-Sudent).
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5.6. Avaliacdo da morfologia nuclear na linhagem HI60

As células tratadas com os enantiomeros RA33 e4R&&m avaliadas quanto
a morfologia dos nucleos para determinar a presgacandensacao e fragmentacao de
DNA, caracteristicas importantes da apoptose, @rda microscopia de fluorescéncia.
Para analise das células marcadas com os coréoas, avaliados trés campos onde
foram contadas com nucleo normal (células viaveslylas com ndcleo condensado,

células com nucleo fragmentado e células mortgddduarcacao).

Foi realizada uma andlise qualitativa das lamidas dois experimentos
independentes. As células tratadas com o veicul&ONM&o apresentaram qualquer
alteracdo nuclear relevante, sendo encontrada miedocia de células viaveis,
semelhantes ao controle de células somente com Ritibl. As células tratadas com
os enantiomeros RA33 e RA34 apresentaram um aunintceelulas com nucleos
condensados, bem como de células com nucleo fragdeeou de células ja mortas. A
cisplatina apresentou predominancia de células awod de células com DNA

fragmentado. Imagens representativas podem sasvistfigura 6.
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Hoechst Iodeto de Propideo Combinacio

Figura 6. Avaliacdo da morfologia nuclear de céluktratadas com os enantidmeros RA33

e RA34 por microscopia de fluorescénciaAs células foram tratadas com 50 pM dos
enantibmeros e cisplatina por 24 horas. A duplaagdo das células com Hoechst 33342 (Hst)
e iodeto de propideo (PI) distingue algumas cariatiteas tipicas do apoptose tais como
condensacédo (setas brancas) e fragmentacdo de €6 @marelas). Imagens representativas

de dois experimentos independentes (aumento 40X).
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5.7. Avaliacdo da externalizacao de fosfatidilseras na linhagem HL 60

A externalizacdo das fosfatidilserinas foi avaligae citometria de fluxo apds
tratamento das células com as substancias RA333d B0 M) por 24 horas. Quando
h& morte celular por apoptose ocorre uma inversatisposicdo de fosfatidilserinas da
membrana celular, de forma que estas que se eanofiiologicamente no interior do
citoplasma sado dispostas no exterior da membrassmgaitica, 0 que permite a sua
marcacdo com Anexina-V conjugada ao fluorocromalFIFara determinar a presencga
de células necraticas foi feito simultaneamentecagio com iodeto de propideo, que é
impermeavel em células viaveis, que apresentammabna@a plasmatica integra, mas

marca o DNA de células que perderam a integridadee@mbrana.

A classificacdo das células foi feita da seguintenf: células sem marcacgao ou
células vivas (-AV/-IP); células anexina-V positiggodeto de propideo negativo ou em
apoptose (+AV/-IP); células anexina-V positivo edto de propideo positivo ou em
apoptose tardia (+AV/+IP) e, finalmente, célulasraadas somente com iodeto de

propideo que séo consideradas necréticas (-AV/+IP).

As substancias RA33 (20,49 * 3,09%) e RA34 (22,18,37%) aumentaram
significativamente (p<0,05, testeSudent) o niumero de células duplo marcado com
anexina V e PIl, quando comparadas com o control®M&0O (5,73 = 0,38%). A
cisplatina (88,44 + 3,93%) foi o composto com mgiopor¢cdo de células duplo
marcado (p<0,05, testeSudent). Todas as substancias induziram apoptose taedia n

linhagem HL 60 apos incubacédo de 24 horas.
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Figura 7. Avaliacdo da exposi¢éo de fosfatidilseras e marca¢cdo do DNA em células HL
60 tratadas com enantidbmeros RA33 e RA34€¢élulas foram incubadas com os enantibmeros
RA33 e RA34 na concentracdo de 50 uM das duranthods. A) Células marcadas com
anexina V-FITC e iodeto de propideo. B) Célulastritgidas quanto seu tamanho e
granulosidade. As andlises foram feitas por citomete fluxo a partir de trés experimentos
independentes (* p<0,05, tedteltudent).
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5.8. Avaliacdo da ativacao de caspase-3 na linhagéth 60

A ativacéo de caspase-3, principal caspase efetoegpoptose, foi avaliada para
a linhagem HL 60 tratada com os enantiomeros RAR2®4 (concentracao de 50 uM)
por espectrofotometria de fluorescéncia apos uiogeide incubagédo de 24 horas. Para
essa determinacdo é utilizado um substrato fluerésco 7-amino-4-metilcumarina -
AMC ligado ao Z-DEVD, que quando é clivado pelapea®-3 ativada, leva a liberacao
do AMC que emite fluorescéncia, passivel de sentifiGado por espectrofotometria de
fluorescéncia. Os resultados foram expressos enepi@gem e podem ser observados

na Figura 6.

O tratamento com as substancias aumentou signicaente (p<0,05, teste
Sudent) a atividade de caspase-3 quando comparados dmleode DMSO. N&o
houve diferencas significativas (p>0,05, te$t&udent) de ativacdo desta protease
entre 0s enantiomeros RA34 (435,78 £ 144,04 %) 8R®47,65 + 24,58 %). Estes
resultados demonstram que essas substancias atiyaimcipal protease envolvida no

fendbmeno de apoptose na linhagem HL 60.
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Figura 8. Avaliacdo da ativacao de caspase-3 emuék HL 60 pelos enantibmeros RA33 e
RA34. As células foram tratadas com os enantiomeros3RARA34 na concentracdo de 50
UM e incubadas por 24 horas. A fluorescéncia gepmiia exposicdo ao substrato Z-DEVD-
AMC foi quantificada no espectrofotémetro de fllam@ncia. Dados representativos de trés

experimentos independentes (* p<0,05, t&sBudent).
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6. DISCUSSAO

A descoberta de novos compostos antitumorais hésnanos tem sido feita a
partir de ensaios bioquimicasvitro, que buscam aleatoriamente substancias ativas em
vastas bibliotecas quimicas, sendo esta praticpomegavel pela identificacdo de
inimeros compostos (Bleicher et al, 2003). Atualt®memm dos ensaios mais utilizados
na triagem inicial de novas estruturas quimicas énsaio de MTT, que avalia a
viabilidade celular através da capacidade metabdlas células em reduzir o MTT ao
cristal insoluvel formazam por acdo da enzima mitolcial succinato desidrogenase.
Esta enzima mantém-se funcional apenas em célidasiy apos o0 tratamento com
substancias citotoxicas e os cristais de formazasemn ser quantificados (Monks et al,
1991; Ferraz et al, 2009). Para a identificacdcatilddade citotOxica neste estudo,
foram usadas inicialmente células Jurkat (T-celnhphoblastica aguda), HL 60
(Leucémia promieldide aguda), HL 60 Bcl-XHL 60 com expressdo ectopica da
proteina ectopica Bcl- ¥, HL 60 Bcl-2 (HL 60 com expressao ectopica datgirma
Bcl- X.) e HL 60 Bcr.Abl (HL 60 com expresséao ectdpicgdateina Bcr.Abl), sendo
todas estas linhagens tumorais de tecido hematamoi@Brumatti et al, 2003). Por
expressarem proteinas anti-apoptoéticas estas Bnsagfio resistentes a alguns farmacos
antitumorais e podem ser utilizadas como um modekressante para a triagem de
substancias com potencial em modular as vias dpt@egm Em contra partida, como
modelo indicativo da toxicidade em células nornpaiga as amostras foram utilizadas
células mononucleares do sangue periférico de deadmudaveis conforme descrito
por Souza-Fagundes et al, (2002). Com base nestéslos, 0s novos compostos sao
testados em concentracfes que variam entre 01-WM)Gendo selecionados aqueles
compostos que alcangam efeitos citotoxicos entr®080 da viabilidade celular, sendo
adotados para este estudo como ponto de cortdugae de 50% da viabilidade celular
para o tratamento com 50 pM do composto testadse(i<ie Makara, 2006).

A linhagem HL 60 demonstrou ser mais susceptieeltratamento com as
substancias testadas em relacdo as linhagens guessxvam ectopicamente fatores
anti-apoptéticos, resultados ja esperados devidesgténcia a morte celular destas
linhagens descrita por Brumatti et al (2003), poeéfimhagem Jurkat se comportou de
maneira semelhante a HL 60 frente as substandeasalNa triagem inicial foram
identificados quatro compostos inéditos que indmireducdo de viabilidade maior
gue 50%. A substancia mais ativa foi a RA34 ((2ydmetil-4-(3-
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nitrofenoxi)metiloxazolidina-3-carboxilato deerc-butila), seguidas pelos compostos
RA33 ((R)-2,2-dimetil-4-(3-nitrofenoxi)metiloxazadlina-3-carboxilato deerc-butila),
RA36 ((S)-4-((3-hidroxifenoxi)metil)-2,2-dimetiloxalidina-3-carboxilato deterc-
butila). As substancias RA33, RA34, RA36 e RAQ2umdm a viabilidade da
linhagem HL 60 em 87,76%, 82,65%, 58,59% e 50,4B8%pectivamente, e para a
linhagem Jurkat, 83,86%, 67,23%, 55,41% e 58,4%peawivamente. Um fato relevante
sobre as substancias mais ativas, RA33 e RA34, & apies compostos sao
enantibmeros R e S, imagens especulares uma da, aggndo quimicamente
relacionadas com as substancias RA02 e principaénmem os enantiomeros RA35 e
RA36, que apresentam apenas uma substituicdo dmarganto Nitro (N@ pelo
grupamento hidroxila (OH) no anel aromatico (ApérdL). Dentre as substancias mais
ativas na concentracdo de 50 uM, se comparadosrgi@mero S (RA34) apresenta
uma tendéncia a ser mais citotoxico do que o e&aetio R (RA33), sendo esta
diferenca significativa apenas na linhagem HL 60-B¢p<0,05, testeT-Sudent). A
substancia RA36 apresentou atividade apenas ragéns HL 60 e Jurkat, enquanto
seu enantiomero RA35 ndo apresentou atividadefis@giiva em nenhuma linhagem.
Estes dados demonstram o forte carater isdmeramdepte dessa classe de substancias,
apresentando os isdbmeros S uma maior atividadédia. Também € importante
ressaltar que substancias que apresentam o mesenwnto nitrofenox ligado a um
grupo éter (RA02, RA08, RA09, RA13 e RA15) ndo aprearam atividade citotoxica
relevante, denotando a importancia dos grupameBoms (Tert-Butil) e o anel de
oxazolidina nesta nova classe de compostos. AderaHL 60 Bcr.Abl demonstrou ser
a mais resistente a todas as substancias, inclundontrole de cisplatina, e as
substancias RA33 e RA34 reduziram ambas aproximawci@mb50% da viabilidade
celular na concentracdo de 50 uM. Esta concentrag@sar de superior as encontradas
para farmacos de uso clinico é compativel as ctregges encontradas em estudos
recentes de identificacdo de novos compostos cavidade citotoxica em células
tumorais e avaliacdo da sua relacdo de estrutivideate (Chandrappa et al, 2008;
Prasad et al, 2009; Ananda Kumar et al, 2009). &sdpracdes sobre uma possivel
relacdo de estrutura atividade levou a eleicdosdastancias RA33, RA34, RA35 e
RA36 como as substancias promissoras para esab¢hasn composto ligante, ou Hit
passivel de ser melhorado quimicamente e chegar@mposto prototipo.

A comparacao entre as atividades citotoxicas iéenethites linhagens para cada

uma das substancias pbde ser feita através damiled€Bio da I6y. As substancias
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RA33, RA34 e RA36 apresentaram atividade concefr@gpendente nas linhagens,
HL 60 e Jurkat. Na linhagem HL 60, os enantiomdR#s35 e RA36, mostraram
diferencas relevantes nas concentragdes gg dpresentando a substancia RA36 uma
concentracdo de 75,25 + 3,82 uM e a substancia RA&BY superior a 100 pM,
independentemente da linhagem. Os enantibmeros RAB3834 apresentaram valores
de 1G significativamente diferentes com concentracoed4j82 + 5,30 uyM e 12,22 +
2,13 uM, respectivamente, comprovando ser a atieid#éestas substancias isbmero-
dependente. Uma observacao importante é que atsigdst do grupamento hidroxila
presente no composto RA36 pelo grupo nitro presemteomposto RA34 levou a um
aumento de seis vezes na atividade citotoxica, dstramdo o potencial quimico desta
classe apesar de todas as substancias terem apdesealores de l§g superiores aos
encontrados na cisplatina (1,79 + 1,62 uM). E irtgoue ressaltar que a diferencas
encontradas entre os valores da triagem e os sallerégo podem ser explicados pelos
diferentes modos de preparacdo dos compostos &dpdafinal de dimetilsulfoxido.

A atividade das substancias para a linhagem Jfokaemelhante ao perfil de
atividade na linhagem HL 60, porém as concentrafdi@sn superiores nas linhagens
que expressavam ectopicamente proteinas anti-djpgstccomo Bcl-2 e Bcl-X O
enantiomero RA33 apresentou valores dg Kliperiores a 100 uM, nas linhagens HL
60 Bcl-2 e HL 60 Bcl- X O enantibmero RA34, apresentou perda da atividade
citotoxica na linhagem HL 60 Bcl-2 (>100) quandongarada a HL 60 (12,22+2,13
uM), poréem ndo houve mudanca significativa quanolmparado a linhagem HL 60
Bcl-X.. A substancia RA36 apresentou um comportamento bamiel a RA34,
mantendo o perfil citotoxico na linhagem HL 60 BXl-, mas perdendo a atividade na
linhagem HL 60 Bcl-2, sugerindo uma modulacdo destapelas substancias. As
proteinas anti-apoptaticas Bcl-2 e Bal-legulam o potencial de membrana bem como
a homeostase das mitocondrias e do reticulo ergtopteco, além de interferirem no
crescimento celular por gerarem um aumento deagkin GO, o que contribui para o
atraso no ciclo celular, porém fendmenos espesifiém sido relatados em diferentes
tipos de tumores (Vander Heiden & Thompson, 19%huthyan et al, 2003).

Em células normais, Bcl-2 se associa prefereneiaiencom Bax, enquanto Bcl-
X_ € o alvo preferencial de Bak, quando essas pestgind-apoptoéticas se ligam as
anti-apoptéticas elas criam poros nas membranasitdadndria e levam a liberagéo de
proteinas pré-apoptéticas no citoplasma (Citocr@ndpaf-1 e AIF) ocasionando a

morte celular por apoptose (Willis et al, 2005).l#6ma Bax e Bak circunstancialmente
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apresentem as mesmas funcgdes, existem diferengagfiuenciam no processo de
regulacéo de vida e morte celular Vander Heidenh&riipson, 1999; Janumyan et al,
2003). Essas diferencas residem, principalmentajistabuicdo destas proteinas nas
células, sendo a proteina Bax amplamente distabo@dcitoplasma e a proteinas Bak
associada a membrana externa da mitocondria etidaloeendoplasmatico (Willis et
al, 2005). ApGs um estimulo citotéxico as proteiBas mudam sua conformacgéo e sédo
translocadas para as membranas da mitocondriaetidolo endoplasmético, onde vao
formar canais que levam a permeabilizacdo da meral{idengartner, 2000; Wei et al,
2001; Willis et al, 2005). Com base nos dados disetites 1Gos dos enantibmeros
RA33 e RA34 para a inibicdo da proliferacdo dalsdgens HL 60 e HL 60 Bcl-2, e na
similaridade das I§s entre a linhagem HL 60 e HL 60 Bcl-Xlevantamos a hipétese
de que o sinal de morte gerado por essas substariada mobilizacdo e traslocacao
da proteina Bax, possivelmente com o envolvimeatwid apopt6tica mitocondrial no
mecanismo de morte destas células. Estudos pdisaarsaexpressao e translocagéo de
proteinas da familia Bcl-2 serdo necessérios parfirmacéo desta hipotese.

O achado na linhagem HL60 Bcl-2 é relevante poegseper expressao de Bcl-
2 tem sido associada a diversos tipos de caneanlgeim é um dos principais fatores de
resisténcia a quimioterapicos através da supretsastimulos apoptoticos e prevencao
da morte celular por apoptose (Huang, 2000). X#ades encontrados na linhagem HL
60 Bcl-X_ sdo interessantes devido ao envolvimento da petetl-X. em processos
de metastases em canceres de mama, dado a seunpapdisténcia a morte por
amorfose (morte celular programada que ocorre & apgtura do citoesqueleto de
actina), esta premissa pode sinalizar para umaivebsacdo anti-metastatica da
substancia RA34 dado que a expressao ectopica ateina Bcl-X ndo alterou
significativamente o seu efeito citotoxico (Fernaneét al, 2000; Martin et al, 2004).

Baseado nos resultados obtidos, os enantiomer@3 RARA34 foram eleitos
como substancias “Hit” (ligante do alvo selecionagoe € positivo no ensaio teste),
com atividade citotoxica para as células tumorBistes compostos sdo passiveis de
alteracdes na sua estrutura molecular para melleotantla atividade farmacolégica e
construgdo de novos compostos “LEAD”. Um contrapantportante € que compostos
que afetam células de origem mielocitica podem émhafetar a funcionalidade de

leucécitos normais, que sao os reguladores e efetda resposta imune adquirida, e
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levar & grave imunossupressao causada por divensdgcamentos quimioterapicos
(Makin & Hickman, 2000).

Atualmente, modelos vitro com capacidade de predizer a toxicidade de novos
compostos e seu impacto nas células do sistemeeinéam sido largamente utilizados
como uma alternativa aos ensaiasvivo em etapas iniciais do desenvolvimento de
novas substancias (Souza-Fagundes et al, 2002; efaf, 2007). Desta forma, para
comprovar se a citotoxicidade das substancias RAR334 estava relacionada ao seu
potencial antitumoral ou a uma citotoxicidade imesfica, foram realizados
experimentos utilizando-se um modelo de célulasma@. Desta forma, foram
utilizadas as células mononucleares do sangueépedf humano — PBMC, que
compreendem linfécitos e mondcitos que sdo fundearsempara a resposta imune
adaptativa. Os experimentos foram procedidos cmebacéo de 48 horas, tempo igual

ao realizado com as células tumorais.

Os resultados apresentados nos experimentos cdviCREmonstraram nao
haver diferencas significativas entre agol@os enantibmeros RA33 (105,51 + 68,67
uM), RA34 (64,83 £ 13,12 uM) apds 48 horas de imcdb. Contudo, € possivel
observar que as substancias apresentaram menoidéma em relagcdo ao controle de
cisplatina (28,07 = 17,22 puM). Observou-se uma dgawariabilidade entre os
experimentos, ja que os ensaios foram realizadwssamgues de diferentes doadores.
Esse resultado evidencia a grande variabilidadéviththl encontrada em ensaios
realizados em humanos, evocando a idéia de farrapétiga onde a resposta um
mesmo medicamento pode levar a um efeito teragéetic uma paciente ou causar
efeitos colaterais em outros (Pirmohamed, 2001)an@o os valores das J€dos
compostos sdo comparados com aqueles encontragosgbalas HL 60, a substancia
RA34 é cinco vezes menos citotbxica no PBMC do ngag linhagens leucémicas,
sendo essa diferenca para a substancia RA33 desapeas vezes. Para a linhagem
Jurkat, a diferenca encontrada para o PBMC foiudgrg vezes para a substancia RA34
e trés vezes para RA33. Esses dados apontam déemartt S, RA34, como 0 mais
promissor nos ensaios biolégicos por apresentar ona@r diferenca entre células
normais que o seu enantibmero R. No campo de dedeotie novos farmacos uma
maior diferenca entre atividade citotoxica em @dulimorais e normais € fundamental
quando se trata de um novo protétipo ou para ume mgeracdo de substancias

similares, o que denota o carater inovador desséécaias (Carfi et al, 2007). Apesar
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da comparacao entre os experimentos com célulasame tumorais evidenciar uma
interessante diferenca para 0os novos compostogerardta presente para a cisplatina
foi de 15 vezes para HL 60 e doze vezes para Jqueatdo comparados com PBMC, o
que lanca um desafio para a quimica farmacéuticsirdetizar uma nova geracéo de

compostos que amplie essa margem para a realidasdestes em animais.

Ademais, estes enantibmeros também foram avalianosutras linhagens de
diferentes tumores humanos e linhagens de cél@dadumorais murinas. Em células
humanas, o enantiomero RA34 reduziu a viabilidaglelar em linhagem de tumor de
mama (MCF-7) com I§3de 29,07 = 14,55 uM, em linhagem de carcinoma rér&l
10) com valor de I de 40 uM e em linhagem de melanoma (UACC) com wvador
ICs0 de 22,78 + 3,24 uM. Ja em células murinas normaisocBHK-21 (células dos
rins) e CHO (células dos ovarios), os enantiom&A83 e RA34 apresentaram baixa
citotoxicidade com valores dedg&superiores a 100 pM. Estes dados estdo apresentado
no Apéndice 3 e foram obtidos a partir da colak@wacom o Laboratério de
Substancias Antitumorais — UFMG e Laboratério dén@)ea de Produtos Naturais —
FIOCRUZ.

A maioria dos medicamentos quimioterapicos utidamaregularmente na clinica
induz prioritariamente morte celular por apoptddeKman, 1992; Makin & Hickman,
2000). E amplamente divulgado que células tumoegisesentam aberracdes na
expressdo de proteinas anti-apoptoticas, que enfessas células resisténcia a morte
celular apesar de terem perdido o controle ded@bvilular. (Koeffler et al, 1986; Nora
et al, 1999; Fernandez et al, 2000). Publicac6es mpssaltam o potencial pré-
apoptatico das substancias e, por conseguinteppégm eliminar essas células atraves
da restauracédo das vias apoptoéticas tem grandeoespa periddicos da area (Souza-
Fagundes, 2003; Ferraz et al, 2009).

Para averiguar se o fendbmeno de apoptose foi cesdeado pelo tratamento
com 0S novos compostos, avaliaram-se inicialmesteeventos nucleares que séo
caracteristicos do final da apoptose. Primeiramefde avaliada a presenca da
fragmentacdo do DNA celular por meio da quantificaglo conteddo de DNA sub-
diploide apos o tratamento com as substancias mesteélulas. Esta analise pode ser
realizada por marcagdo como Pl e analise por cittarde fluxo (Nicoletti et al, 1991;
Nagata, 2000). Esta técnica também permite faderéncias com relacdo ao ciclo
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celular. As andlises dos resultados gerados foepmesentadas em histogramas que em
células normais geralmente apresentam um perfiladmispicos distintos separados por
uma regido de platd, no formato da letra “M”, qepresentam o ciclo celular. O
primeiro pico representa as células na fase GOg@ikscéncia e inicio da divisao, o
plat6 indica as células que estédo na fase S, sintesplicacdo de DNA, e o ultimo pico
representa a fase G2/Mitose, fase final e divi€d#ulas normais que estdo nas fases
“G0” e “G1” apresentam contetdo dipléide de DNA )(2ncélulas nas fases “G2” e
mitose apresentam duas vezes o conteudo normal Nk (@n), porém células
apoptoticas, apresentam conteudo de DNA sub-dgloa@l seja, menor do que
encontrado em “G0” como resultado do fendmeno agnfientacdo de DNA (Nicoletti
et al, 1991)

As substancias RA34 e RA33 induziram a fragmeotaigi DNA de maneira
concentracdo dependente na linhagem HL 60 apo®i@4 lde tratamento. Apesar de
nao haver diferencas significativas entre o cordediel DNA sub-dipléide observado
apos tratamento com as substancias RA33 e RA3#antiémero S apresentou uma
reducdo substancial de células na fase S e G2Riaividade esta caracteristica de
substancias que agem durante a divisdo celularander dano do DNA e
consequentemente induzindo apoptose (Gonzalez 20@l; Karpinich et al, 2002). O
perfil do histograma € um forte indicativo de atadle preferencial para células em
divisdo celular, a primeira e principal estratég#a descoberta de novas substancias
(Goodman et al, 1984; Gibbs, 2000). Uma observagdevante é que o pico
caracteristico de células da fase GO/G1 foi presker\nos tratamentos com ambas os
enantidmeros, o0 que néo foi observado no contmleigplatina. A cisplatina tem como
mecanismo de a¢do a ligagdo a moléculas de DNBindo assim a transcricdo génica
e a replicacéo celular, induzindo apoptose em aglam qualquer fase do ciclo. As
substancias nao induziram fragmentacdo de DNAnt&adjem Jurkat no tempo de 24
horas. Essa maior resisténcia a4 apoptose da limhdgekat em comparacédo a HL 60
também foi encontrada no trabalho de Kizawa e ootadores (Kizawa et al, 2006).
Um estudo realizado por Karpinich e colaboradoeraahstrou que a linhagem Jurkat
nao expressa corretamente duas proteinas pro-dpaptdP53 e Bax, proteinas
fundamentais para inducéo de apoptose desencapeadano no DNA, o que justifica
a maior resisténcia a fragmentacdo de DNA medianicspbstancias citotdxicas apos
periodo de 24 horas (Karpinich et al, 2006). A dighm HL 60 apresenta grandes
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deplecdes no gene de p53, ndo expressando tamipdéatetna p53, porém expressa
normalmente a proteina Bax, principal proteina gpoéptotica da familia Bcl-2, que
transloca o sinal de morte para a mitocondria, reskeado a liberacéo do citocromo C
que culmina na ativacdo das caspases 9 e 3, enéntd, apoptose. (Koeffler et al,
1986; Shimizu & Pommier, 1997; Brumatti et al, 2DOBsses dados, tomados em
conjunto com o0s de citotoxicidade, apontam para watiaidade pro-apoptética
dependente da proteina Bax e ativacdo da via setténda apoptose pelos compostos
RA33 e RA34, o que explica os valores superiorekCgigencontrados na linhagem HL

60 Bcl-2 quando comparados com a linhagem HL 6@nresbalho.

O processo de fragmentacdo de DNA é desencadezlde pnzimas CAD
(DNAase Ativada por Caspase) que sao ativadas petasases efetoras da apoptose,
como caspase 3, e levam a degradagdo do DNA emmdrags de aproximadamente
180 pares de bases (Nagata, 2000). Logo apés wh mitrapoptético, as caspases
iniciadoras, tais como 8, 9 e 10 sdo ativadassBawez, as caspases iniciadoras ativam
as caspases efetoras, tais como caspase 3, 6esAguesponsaveis pela maioria das
alteracdes morfoldgicas relacionadas ao fenbmenapdptose (Wang et al, 2005). A
inibicdo dessas proteases por ferramentas expddmmdais como a substancias Z-
VAD-FMK leva ao blogueio da morte por apoptose (\Wworden, 2001). Para avaliar
se o processo de fragmentacdo de DNA desencadetfogubstancias RA33 e RA34
tinha relacdo com a ativagcdo de caspases, as cdalainhagem HL 60 foram
previamente tratadas Z-VAD-FMK, um inibidor inesfieo de caspases. Como
esperado, as células tratadas com enantibmeros RARB34 apresentaram indices
superiores a 50% de fragmentacdo de DNA na coragarde 50uM, porém o0s grupos
pré-tratados com o Z-VAD-FMK mostraram niveis denteddo sub-dipléide
semelhantes ao controle de DMSO. Esse dado indieaagfragmentacdo de DNA
induzida pelos enantibmeros RA33 e RA34 é deperdatidacido das caspases no
interior da célula. Portanto, os dois compostosizedh morte celular por ativacdo da

via classica da apoptose, sendo sua atividade s&sigpendente.

Outra caracteristica nuclear importante encontredapoptose € a condensacéao
de DNA que também € dependente de caspase (Obednaghial, 1994). A avaliacdo
dos nudcleos celulares através da dupla marcacaoHummuhst e PI revelou células
apoptoticas quando submetidas ao tratamento coenastiomeros RA33 e RA34.

Ambas os marcadores se ligam ao DNA para emitirdscéncia (REF sigma), porém
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existem duas diferencas importantes entre elas:ngl)rimeira, esses marcadores
emitem fluorescéncia em comprimentos de onda thstin2) o Hst é permeavel a
membrana plasmatica, marcando livremente quaiscéiefas da cultura o que nao
acontece com o Pl que € capaz de entrar apena®lo&s cuja membrana celular ndo
esteja mais integra. Essa caracteristica é utipada diferenciar as células apoptoéticas

de células necroticas (Belloc et al, 1994).

Durante a avaliagdo das laminas néo foi obsereamioento no processo de
condensacdo ou fragmentacdo de DNA em célulagiasteom o veiculo de DMSO,
sendo encontradas poucas ceélulas mortas, caréicterisrmal de culturas de células
nao aderentes. Os enantibmeros RA33 e RA34 indnzaandensacdo de DNA na
linhagem HL 60 apds o tempo de 24 horas de trattmmes maioria das células no
campo avaliado, havendo também um aumento no nuehercélulas com dupla
marcacdo e com o DNA fragmentado, indicando a pgesele células em apoptose
tardia (Thuret et al, 2003). As células tratada®m @ocisplatina apresentaram, em sua
maioria, dupla marcacdo e com grande numero déasébom o DNA fragmentado,
dados coerentes com os encontrados no ensaiogiesingacéo de DNA e anexina V/PI

pela citometria de fluxo que indicam apoptose taf@huret et al, 2003).

No processo de morte por apoptose, a degenerajdlarcleva a alteragbes
celulares peculiares ao nivel nuclear e citoplasmatma destas alteragdes inclui a
exposicao das fosfatidilserinas do folheto intedaomembrana citoplasmatica para o
exterior celular. Desta forma, células apoptétibasn como restos celulares podem ser
fagocitados por células do sistema imune, sendaeanalizacdo das fosfatidilserinas o
principal mecanismo de sinalizacdo celular para gsecesso (Fadok et al, 1998;
Schlegel & Williamson, 2001). A inversao do folhgtelos fosfolipides de membrana é
gerado pela destruicdo de proteinas envolvidasaratencdo das fosfatidilserinas no
folheto interno pela acao das proteases caspapesjsso, podendo ser prevenidos pela
super-expressao de proteina anti-apoptoticas teie Bcl-2 (Martin et al, 1995). A
avaliacao da exposicao de fosfatidilserinas podetdzada na identificacdo de células
em processo de apoptose sendo esse fendmeno rardesiofendmenos nucleares
descritos anteriormente. A perda de integridadmeimbrana plasmatica é também uma
das caracteristicas de células que se encontramapemiose tardia ou necrose, se
constituindo em marcadores importantes para diféegeros diferentes tipos de morte

celular. Os protocolos de analise baseiam-se nacilgmle da anexina V se ligar na
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fosfatidilserinas do folheto externo das célulagpafiticas e em células necroticas. Para
diferenciacdo entre células apoptéticas e necsjtiainda € utilizado o iodeto de
propideo que marca o nucleo de células que tenkadidp a integridade da membrana,
como células em necrose ou apoptose tardia (Mattial, 1995). Desta forma, nos
experimentos realizados as células sem marcacaem@ideradas vivas (-AV/-IP),
aguelas marcadas anexina-V e iodeto de propideatinegsdo consideradas em
apoptose precoce (+AV/-IP), células marcadas aaexipositivo e lodeto de Propideo
Positivo sdo consideradas em apoptose tardia (HRY/€, finalmente, células
marcadas somente com iodeto de propideo séo caadddenecroticas (-AV/+IP). Apos
24 horas de incubacédo, os enantibmeros aumentagaificativamente o numero de
células duplo marcadas, o0 que é caracteristicaldéas em apoptose tardia, dado esse
gue confere com aqueles encontrados nos ensaibagieentacdo de DNA. Alguns
autores consideram a dupla marcacdo como sendmiivéh de células mortas ou em
necrose, porém os resultados demonstram que apasénto de células HL 60 com a
cisplatina houve a ocorréncia de dupla marcacamatesira similar ao observado apés
tratamento com RA33 e RA34 em células HL 60 (Baviké et al, 1999; Freire et al,
2003). Como a cisplatina € um farmaco que sabideameduz apoptose em células HL
60 é razoavel sugerir que é este o mecanismo adwgoha citotoxicidade dos dois
enantiomeros (He & Zhang, 2001; Floros et al, 200%ak et al, 2003). Novos
experimentos sao necessarios para determinacdo edpot de inversdao das
fosfatidilserinas no folheto interno para o extedas células tratadas, porém os dados
encontrados corroboram com a atividade pro-apaatotidessas moléculas.
Os principais fenbmenos que caracterizam a ape s desencadeados devido
a ativacdo das caspases, reguladoras e efetormk) aemais importante a proteina
efetora caspase-3, que reconhece e cliva especd#ita uma sequéncia de
aminoacidos, Asp-Glue-Val-Asp, sendo ativada t@eta via intrinseca quanto pela via
extrinseca da apoptose. Essas enzimas mantém-selmente no citoplasma das
células sob a forma de pro-enzima e sdo especitdnagimadas na presenca de algum
estimulo pro-apoptotico. Um dos principais alvosGi#spase-3 € a ICAD (inibidor da
caspase-activated DNase) que quando clivada liB&a (caspase-activated DNase),
que age sobre o DNA internucleossdmico causandoaafragmentacdo, fendmeno
presente em células tratadas com os enantibmer@®3 RARA34. A avaliacdo da
ativacdo de caspase-3 foi realizada utilizando duétluorescéncia utilizando o

substrato Z-DEVD-AMC, que quando clivado pela forati@a da caspase-3 libera uma
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substancia fluorescente AMC que poder ser quaadific sendo sua concentracao
proporcional a quantidade de substrato clivado pelama. Através desse método foi
possivel comparar as células tratadas com diferesiibstancias e compara-las ao
controle de células. No tempo de 24 horas, na corasgio de 50 M, a substancia
RA34 apresentou 0 maior aumento na atividade dananzaspase-3, sendo quatro
vezes superior ao controle DMSO enquanto a subat&®&33 apresentou um valor
duas vezes e meio superior ao encontrado no certeoDMSO. Ambos os valores néo
apresentaram  diferencas significativas com o0 clntrode cisplatina.
Com base nesses dados € possivel que os comp#si8se RA34 induzam a
ativacdo de caspase-3, provavelmente pela ativdgdwia intrinseca da apoptose,
causando a exposicdo de fosfatidilserinas e indozim fragmentacdo do DNA em
células HL 60. Portanto, esse trabalho apresemteseoberta de um novo composto

com atividade citotOxica e pré-apoptotica.
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7.0. RESUMO DOS RESULTADOS

As duas estratégias de triagem de substanciagicastétriagem aleatoria e
triagem direcionada, utilizadas para identificaggéacompostos bioativos demonstraram

ser Uteis para o processo de inovacao farmacéutica.

A partir da triagem aleatoéria de 38 substanciagsoas foi possivel identificar
quatro enantibmeros de estrutura quimica inéditian, atividade citotoxica para células
leucémicas. Dos quatro enantibmeros identificados denominados RA33 e RA34,

apresentaram maior citotoxicidade.

Quando avaliados em células mononucleares do saoguigrico, RA33 e
RA34 apresentaram menor toxicidade quando compsrado células leucémicas,
semelhante a cisplatina, farmaco de uso clinickesEachados caracterizam estes
enantibmeros como compostos “hit”, que podem semigamente modificados e

aperfeicoados.

O efeito citotoxico dos dois compostos esta asdoceainducdo da morte por
apoptose, especificamente pela ativacdo da viasictas(caspase-dependente),
possivelmente pela ativacdo da via intrinseca datape.
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8.0. CONCLUSAO

Este estudo identificou dois enantibmeros inéditasclasse dos éteres alquil-
glicidicos com atividade citotoxica e pré-apoptatia partir da triagem aleatéria de
substancias sintéticas. Estes compostos serdozadtk como ferramentas

farmacoldgicas e modelo para o desenvolvimentmglesifarmacos antitumorais.
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9. PERSPECTIVAS

Este trabalho abre duas grandes perspectivasfidastisendo uma na area de
guimica farmacéutica e a outra na farmacologiaafda de quimica farmacéutica, abre-
se perspectiva para modificagées quimicas estisitdos enantibmeros RA33 e RA34,
visando a sintese de uma nova geracdo compostometinor atividade citotoxica para
células tumorais, com menor citotoxicidade paralaél normais. Espera-se que nos
proximos dois anos uma nova geracdo de composteg gwonta para 0s testes

farmacoldgicos.

No campo da farmacologia, futuras pesquisas trak@hem duas frentes: a
primeira frente sdo os estudosvitro, que irdo testar os diferentes compostos para
determinar a relacdo de estrutura atividade dasaulals e encontrar o melhor prototipo
para os testes em animais. Outro ponto € a cawaci@0 do mecanismo pela qual a
apoptose é desencadeado através de analises datniaecas, extrinsecas e estresse
do reticulo endoplasmatico ou outras vias de mgue possam estar envolvidas. A
determinacdo do mecanismo de acao também seraamtiegdesafio para os estudios
vitro, dado o ineditismo das moléculas, porém avaliagdbee 0 impacto em moléculas
da familia Bcl-2, topoisomerases, polimerases @rtetases sejam 0s primeiros alvos
de analise. A segunda frente sdo os estuaso, que dara seqiéncia aos ensaios pré-
clinicos dessa nova classe e determinara a atidatitumoral desses compostos em
modelos animais de tumores. E importante ressaltardurante essa fase os estudos
toxicologicos deverdo testar a seguranca destepasios nos animais e em diferentes
modelos.
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APENDICE 1 - Substancias Sintéticas da Quimica Farmacéutica

Tabela 2. Cddigo, estrutura e peso molecular das Isstancias quimicas testadas

pertencentes a biblioteca de substancias sintéticas
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Os compostos representados pertencem a classeems @lquil-glicidicos (RA02, RAOQS,
RA09, RA11, RA13, RA15, RA20, RA21, RA22, RA26, RAZRA28, RA29, RA30, RA33,
RA34, RA35 e RA 36), de derivados de carboidraR®Ra(l, RA03, RA06, RA12, RA14,
RA17, RA24, RA25, RA31, RA37 e RA38), de derivadims 4cido benzobico (RA16, RA1S,
RA19, RA23 e RA32) e compostos pertencentes aedadsersas (RA04, RAO5, RAO7 e

RA10).
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APENDICE 2 —Triagem inicial de substancias sintétic:

Tabela 3. Efeito de compostos sintéticos na vididade de diferentes células leucémicas
Substancia HL 60 HL60 Bcl-X;, HL60 Bcl-2 HL60 Bcer.abl Jurkat

Cisplatina 9,44 + 4,88 34,88+ 17,76 | 46,38 + 11,68/ 96,77 + 3,25 49,37 £5,76
RAO1 88,12+20,95| 91,81+15,05| 94,43+9,25| 88,11+ 23,69| 78,86 48,04
RAO02 49,57 + 22,68 89,53+8,35 | 79,80+ 14,67| 93,06+ 22,78 | 41,36 +2491
RAO03 81,21 £9,48 93,13+£5,39 | 90,16 +12,80| 72,44 +22,53 | 72,21 +32,85
RAO4 91,52 + 13,64 93,95 + 2,56 93,72+9,78 | 93,67+ 12,39| 88,04 + 25,23
RAO05 86,86 + 20,08 99,30 £2,29 | 98,83 +14,00 93,57+ 14,53 | 81,09 +18,79
RAO6 66,68 + 12,44 84,47 £ 9,62 78,75+1,65| 63,29+ 20,65| 65,11+8,11
RAO7 107,73 £11,05| 109,07 £6,50 | 100,56 +16,8¢ 92,35+ 18,11 | 83,89 + 23,81
RAO8 97,17 +£15,60 | 107,14 +15,73| 89,99+7,85| 98,18+ 17,66| 77,08 +19,39
RA09 81,05+18,90| 8153+16,68 | 80,91+6,14 | 9544+ 843 | 104,44+259
RA10 97,29+13,03| 100,11 +9,94 | 97,86+3,73 | 102,2+ 7,33 | 95,31 2299
RA11 71,99 £ 15,19 69,28 + 8,97 72,85+6,43 | 81,57+ 566 | 79,84 +15,26
RA12 9565+11,80| 93,81+17,41 | 93,69+3,10| 104,65+ 2,56| 91,15+ 13,07
RA13 81,70 £ 9,99 94,06 + 16,89 | 87,40 +10,01| 90,99 + 4,63 84,71 + 6,65
RA14 72,75+12,15| 83,70+18,46 | 80,41+9,04 | 91,10+ 4,58 66,20 £ 0,94
RA15 105,41 +13,62| 98,16 +12,90 | 95,06 +9,51 | 90,50+ 9,58 | 88,99 + 14,04
RA16 114,44 + 6,54 101,40+7,6 |117,13+22,89 109,71 £26,14| 95,55+ 19,67
RA17 107,07 £8,51 | 100,81 *+10,03| 106,44 +11,3¢ 103,20 +28 81,48 + 29,93
RA18 103,23 +11,91| 101,30+1,23 | 105,41 +6,86| 100,57 £8,16 | 85,57 + 18,56
RA19 92,39+39,07| 79,76 +33,31 | 103,5+39,15| 85,63+29,95| 75,08 +29,18
RA20 93,39+17,81| 82,41+20,99 | 85,09 +25,70| 87,41+5.35 75,59 £17,19
RA21 126,62 + 4,3 100,92 +7,41 | 119,19 +12,68§ 99,83 +22,62 | 95,84 + 26,30
RA22 121,99 +558 | 104,79 +10,47| 112,62 +9,52| 88,66 +17,67 | 87,55+17,31
RA23 119,39 +12,25| 106,62 +5,65 | 124,60 +£12,19 103,36 + 33,70 90,21 + 22,92
RA24 120,83 +21,04| 111,40 £19,54| 135,77 £40,43 109,34 +0,75 | 94,25+ 4,46
RA25 106,02 +22,38| 94,03 +£9,29 | 126,07 +18,34 105,17 +25,61| 84,31 +15,35
RA26 89,85 + 21,58 95,18 +4,44 | 108,14 +7,39| 93,16+8,70 85,64 +19,41
RA27 89,72 £ 26,65 93,50 +2,57 | 114,63 £15,26 91,73 +3,37 85,84 £ 8,42
RA28 83,25 + 26,37 86,41 +8,81 | 104,69+8,98| 78,44+12,69 | 82,23+4,61
RA29 96,71 £ 24,16 94,15+1,73 | 107,97 £14,3¢ 87,51+11,13 | 76,78 8,05
RA30 104,4 + 9,57 100,44 £ 3,96 | 117,65 +24,87 90,91 +23,78 | 75,79+175
RA31 103,38 +9,12 | 103,66 £10,32 | 117,21 +3,37| 87,11+19,93 | 84,05+9,52
RA32 74,66 + 19,97| 75,04+ 16,58 | 63,74 + 10,01 76,24+ 11,57| 55,31+ 19,08
RA33 17,35+ 11,42| 56,71+ 15,72 | 47,15+ 2,25| 48,87+ 6,70 32,77 £0,07
RA34 12,24 + 3,29 29,26+ 7,67 | 11,82+ 154| 49,60+ 16,54| 16,14 +0,89
RA35 70,84 + 18,32| 77,34+ 13,24| 76,41+ 6,43| 74,31+ 10,65| 76,96 +16,74
RA36 41,41+ 10,44| 76,37+ 13,16 | 84,57 = 21,95 76,45+ 6,96 44,29 £ 7,25
RA37 81,70 + 5,79 92,89+ 9,75 | 9529+ 569| 103,07 + 11,55 79,74 + 14,23
RA38 79,68+951 | 87,41+ 12,78 89,64+ 15,59 85,87+ 10,15| 63,69 +12,00

As linhagens foram tratadas com diferentes substinta concentragdo de 50 pM e os

resultados representam a porcentagem de célulasis/iapés incubacdo de 48 horas em
atmosfera de 5% GOA viabilidade celular foi avaliada por MTT. Dadoepresentativos de

trés experimentos independentes.
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APENDICE 3 - Atividade citotoxica de compostos sintéticos em eghs de tumores

solidos
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Figura 9. Curvas representativas da concentracdo ibitéria de 50% do
crescimento celular dos enantibmeros RA 33 e RA 3m linhagens aderentesAs
linhagens foram tratadas com diferentes concergsagds enantibmeros por A8ras e

a viabilidade das células foi determinada peloierda MTT. Dados representativos de

pelo menos dois experimentos independentes realzzm triplicata.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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