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RESUMO

Atualmente o cancer é considerado uma doencga genética, pois durante seu desenvolvimento as
células passam por diversas instabilidades genémicas sendo considerada a segunda causa de
morte no mundo. A nitrofurantoina ¢ um derivado nitrofurano hindantoinico amplamente
utilizado no tratamento de infec¢Bes do trato urinario, cujo mecanismo de agdo ainda nao esta
muito bem definido. Neste trabalho foram realizados testes citotdxicos da nitrofurantoina e quatro
novos derivados n-alquilados em linhagens de células cancerigenas. O ensaio de citotoxicidade
foi feito através do teste do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium) e
as ferramentas utilizadas para avaliacdo do mecanismo de acdo incluiram o teste de exclusdo do
azul de tripan, andlise morfologia por coloragdo May-Grunwald-Giemsa, microscopia de
fluorescéncia através da marcacdo com anexina V\lodeto de propideo, analise da fragmentacao do
DNA pelo teste do DNA Ladder e analise da expressdo de genes anti-apoptético BCLXL e pro-
apoptotico Bax. Os resultados mostraram que a nitrofurantoina e todos os derivados testados
apresentaram atividade citotéxica frente a quatro linhagens de células tumorais MCF-7
(Adenocarcinoma de mama), NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulmdo), HT-
29(Adenocarcinoma de colon) e HL-60 (Leucemia promielocitica). O derivado N-pentil
nitrofurantoina (M8A) foi o composto selecionado e a linhagem HL-60 foi escolhida para os
estudos de avaliagdo do mecanismo de acdo. No teste do azul de tripan o M8A diminuiu a
viabilidade celular nas duas concentracGes testadas (6,0 e 12,0 pg\mL). A analise morfoldgica
indicou que o M8A induziu as células a apoptose, pois 0s nlcleos apresentaram condensacao da
cromatina, fragmentacdo do DNA e picnose. A andlise de fragmentacdo do DNA mostrou que as
células sofreram apoptose no padrdo de 180-200 pares de bases. O teste de microscopia de
fluorescéncia confirmou os resultados do DNA ladder, mostrando que o derivado esta induzindo
as células a sofrem apoptose pela externalizacdo da fosfatidilserina marcadas com anexina V nas
duas concentracdes testadas. Na analise de RT-PCR pbde-se verificar o aumento da expressao da
proteina prd-apoptética Bax, confirmando assim o processo de apoptose e indicando o
envolvimento da via intrinseca. Os resultados mostram que o derivado M8A é um agente

anticancer promissor e esses dados sdo inéditos para esta classe de moléculas.

Palavras chave: Nitrofurantoina, apoptose, citotoxicidade, analise morfolégica, fragmentacédo do
DNA.



ABSTRACT

Currently cancer is considered a genetic disease, because during development cells undergo
several genomic instability is considered the second leading cause of death worldwide.
Nitrofurantoin is a nitrofuran derivative hindantoinico widely used to treat urinary tract
infections, whose mechanism of action is not yet well defined. In this work we performed tests of
cytotoxic nitrofurantoin and four new n-alkylated derivatives in cancer cell lines. The cytotoxicity
assay was done by testing MTT (3 - (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-difeniltetrazolium) and the
tools used to assess mechanism of action included in the exclusion test trypan blue, morphology
analysis by staining May-Grunwald-Giemsa staining, fluorescent microscopy by labeling with
annexin V \ propidium iodide, DNA fragmentation analysis by DNA Ladder test and analysis of
expression of anti-apoptotic genes, pro BCLXL -apoptotic Bax. The results showed that
nitrofurantoin and all derivatives tested showed cytotoxic activity against four tumor cell lines
MCF-7 (breast adenocarcinoma), NCI-H292 (pulmonary mucoepidermoid carcinoma), HT-29
(colon adenocarcinoma) and HL -60 (promyelocytic leukemia). The derived N-pentyl
nitrofurantoin (M8A) was selected compound lineage and HL-60 was chosen for the evaluation
studies of the mechanism of action. In the trypan blue test M8A decreased the cell viability at the
concentrations tested (6.0 and 12.0 mg \ ml). Morphological analysis indicated that the compound
induced the cells to apoptosis since the nuclei show chromatin condensation, DNA fragmentation
and pyknosis. The DNA fragmentation analysis showed that the cells underwent apoptosis at the
standard 180-200 base pairs. The test fluorescence microscopy confirmed the results of the DNA
ladder, showing that the derivative is inducing cells to undergo apoptosis by the externalization of
phosphatidylserine stained with Annexin V at the concentrations tested. In the analysis of RT-
PCR could observe increased expression of pro-apoptotic protein Bax, thus confirming the
process of apoptosis, indicating the involvement of the intrinsic pathway. The results show that
the M8A derivative is a promising anticancer agent and these data are new to this class of

molecules.

Keywords: nitrofurantoin, apoptosis, cytotoxicity, morphological analysis, DNA fragmentation.
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1 INTRODUCAO

O céncer € um conjunto complexo de doencas genéticas distintas, unidas por
caracteristicas comuns, como potencial proliferativo ilimitado, autossuficiéncia nos sinais
de crescimento e resisténcia aos sinais antiproliferativos e apoptoticos (LUO, SOLIMINI,
ELLEDGE, 2009). Atualmente as abordagens terapéuticas mais usadas nos pacientes
com cancer sdo: cirurgia, quimioterapia, radiagdo ionizante, imunoterapia e a terapia
génica (GRODSTEIN; MANSON; STAMPFER, 2006; SHERWACH; KUCHTA, 2009;
WALDMANN, 2003).

Considerado como a segunda causa de morte no mundo, o cancer ganha
relevancia pelo perfil epidemiol6gico que vem apresentando. A Organizacdo Mundial de
Salde (OMS) estimou para 0 ano de 2030 a ocorréncia de 27 milhdes de novos casos,
com 17 milhdes de mortes. No entanto, anualmente sdo registrados 75 milhdes de
pessoas vivas com cancer, onde os paises mais afetados sdo os de baixa e média renda
(INCA, 2012).

As células tumorais sdo definidas por multiplas caracteristicas estruturais,
comportamentais e moleculares. Algumas alteracGes sdo citadas como essenciais na
fisiopatologia do cancer que coletivamente determinam o crescimento maligno, sendo
descritos como caracteristicas, a saber: auto-sufuciéncia na regulacdo de sinais de
crescimento celular, a insensibilidade aos sinais que inibem esse crescimento, evasao da
morte celular programada (apoptose), potencial replicativo ilimitado, inducdo da
angiogénese, invasao tecidual e metastase, estresse metabodlico, proteotoxico, mitético e
oxidativo, e danos no DNA (LUO, SOLIMINI, ELLEDGE, 2009).

O combate ao cancer envolve a descoberta dos processos bioguimicos que levam
a célula a se modificar e se tornar neoplasica, assim como as formas de induzir esta
celula a sofrer morte celular. O processo de morte celular tem um papel fundamental no
tratamento de varias doencas, pois € através da modulacdo das vias de morte que varios
farmacos promissores estdo sendo desenvolvidos para doengas como o cancer, doenga
isquémica e doenca neurodegenerativas. Os mecanismos complexos que controlam a
morte celular estdo sendo melhor compreendidos, o que torna cada vez mais evidente
que diferentes vias de morte celular ttm um papel critico em mdaltiplas doencas,
inclusive o cancer (KEPP, 2011).

Outro passo importante no combate ao cancer é a descoberta de novos farmacos,

ja que atualmente os disponiveis na quimioterapia apresentam toxicidade elevada também



19

nas células normais, o que causam varios efeitos adversos como mielossupresséo,
alopecia e alteragdes gastrointestinais (nauseas, vomito e diarreia). Dentre 0s principais
agentes antineoplasicos utilizados na quimioterapia estdo os alquilantes polifuncionais, os
antimetabolitos, os inibidores mitéticos, os antibidticos antitumorais entre outros (INCA,
2012). A ineficiéncia destas drogas ou resisténcia ao tratamento do cancer impulsionam
as pesquisas para a descoberta e desenvolvimento de novos farmacos. Portanto alguns
nitrocompostos sdo candidatos potenciais a agentes terapéuticos antitumorais. A
nitrofurantoina € um derivado nitrofurano hindantoinico amplamente utilizado no
tratamento de infec¢bes do trato urinario e bacteridria assintomatica ndo havendo casos
descritos na literatura de resisténcia bacteriana ao composto. No entanto, a
nitrofurantoina apresenta toxicidade elevada quando utilizada em tratamentos

prolongados.

Diante dos efeitos adversos apresentados pelos nitroderivados, surgiu a
necessidade de modificagbes moleculares desta classe de compostos atraves da
introducdo de novos substituintes, tendo como scaffold a nitrofurantoina, com o intuito de
diminuir os efeitos indesejaveis. Os derivados utilizados neste estudo foram obtidos
através de modificacdes moleculares por n-alquilacéo da nitrofurantoina. Estes derivados
foram submetidos aos testes citotoxicos in vitro com a nitrofurantoina e quatro derivados
n-alquilados e posteriormente foram realizados ensaios de mecanismo de acdo com o
derivado que apresentou melhores resultados citotoxicos em linhagens de células

tumorais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos gerais do cancer

Em nossa sociedade, o cancer € uma patologia que ha muito tempo acompanha o
ser humano. Varios trabalhos mostram a presenca de tumores malignos encontrados em
fosseis de esqueleto humanos que viveram em algumas sociedades antigas como Chile,
Egito e Grécia. As primeiras descricbes de tumores foram encontradas em papiros do
Egito e datam 1.600 anos a.C. (DAVID; ZIMMERMAN, 2010).

Hipdcrates, pai da medicina foi quem pela primeira vez usou o termo cancer
(palavra de origem grega que significa caranguejo), comparando o crescimento infiltrante
do tumor maligno de mama com as patas do caranguejo. Atualmente o termo cancer é
usado para designar um grupo de mais de 100 doencas com a caracteristica de
crescimento desordenado e invasdo de tecidos e 6rgaos podendo se espalhar para outras
partes do corpo (BROWN; ATTARDI, 2005).

O céncer é uma das doencas que mais causam temor na sociedade por ter se
tornado um estigma de mortalidade e dor. Atualmente, a definicdo cientifica de cancer
refere-se ao termo neoplasia, especificamente aos tumores malignos, como sendo uma
doenca caracterizada pelo crescimento descontrolado de células transformadas. Existem
quase 200 tipos de cancer que correspondem aos varios sistemas de células do corpo, 0s
quais se diferenciam pela capacidade de invadir tecidos e 6rgaos, vizinhos ou distantes
(ALMEIDA et al., 2005).

A multiplicacdo das células em organismos multicelulares saudaveis &
cuidadosamente regulada com o proposito de atender as necessidades especificas de cada
individuo. As células cancerosas diferem das células normais pelo fato de continuarem a
crescer e se dividir, ndo obedecendo ao controle biol6gico natural do organismo.
Dividindo-se rapidamente, estas células adquirem novas caracteristicas genéticas que as
tornam mais agressivas, determinando o desenvolvimento do cancer. Algumas alteragdes
na fisiologia das células caracterizam o cancer: autossuficiéncia na sinalizagdo de fatores

de crescimento, insensibilidade aos inibidores de crescimento, evasao da apoptose,
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potencial replicativo ilimitado, angiogénese, invasdo tecidual e metastase (Figura 1)
(HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Figura 1: Caracteristicas adquiridas pelo cancer (Adaptado de HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Autossuficiéncia na
sinalizacdo de fatores de
crescimento

Angiogénese

Essas caracteristicas do cancer constitui um principio de organizacdo para que se
possa compreender melhor a complexidade dos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento das neoplasias. JA que essa patologia € considerada de origem
multifatorial, é de extrema importancia que os processos envolvidos no desenvolvimento
dos tumores sejam melhor elucidados (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Atualmente o céncer é dito como uma doenca genética, pois durante seu
desenvolvimento passa por diversas instabilidades genémicas que resultam na
acumulacdo de mutacGes pontuais, delecdes, rearranjos cromossémicos complexos e
aneuploidias extensas (HARTWELL; KASTAN, 1994). Estas mutacgdes estdo associadas
ao descontrole de programas essenciais como proliferacdo, morte e diferenciacdo celular.
Por possuirem um genoma transformado, as células tumorais se tornam instaveis e desta
instabilidade resulta a soma acumulativa de mutagdes que propiciaram a transformacéo
de células normais em células cancerosas (CHAMMAS; BRENTANI, 2002).
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Através da analise de fenotipos celulares foram observadas outras alteracbes no
metabolismo celular que estdo associadas ao desenvolvimento do cancer como, estresse
metabolico, proteotdxico, mitdtico, oxidativo e danos no DNA. Além disso, essas células

tumorais necessitaram evoluir para que possam garantir apoio das células do

estroma, atrair novos vasos sanguineos e desenvolver estratégias para escapar da deteccdo
imunologica (LUO, SOLIMINI, ELLEDGE, 2009).

Hanahan e Weinberg (2011) adicionaram duas caracteristicas envolvidas na
patogénese de alguns e talvez todos os canceres. A primeira envolve a capacidade de
modificar ou reprogramar o metabolismo celular para poder apoiar de uma forma mais
eficaz a proliferacdo neoplésica. A segunda permite que as células cancerosas possam se
evadir da destruicdo imunoldgica, em especial por linfocitos T e B e macréfagos. Por
essas caracteristicas ainda ndo terem sido totalmente validadas, sédo consideradas ainda
como caracteristicas emergentes. De forma adicional duas caracteristicas que os autores
consideram consequentes ao cancer também estdo sendo muito investigadas: a primeira é
a instabilidade genémica que permite as células tumorais se dotar de mutabilidade
levando a progressdo tumoral; e a segunda é a inflamacéo, onde células da imunidade
inata e adaptativa contribuem para a progressao tumoral, fornecendo véarias moléculas
bioativas para 0 microambiente tumoral como, fatores de crescimento e sobrevivéncia e

modificando enzimas que facilitam a angiogénese, invasdo e metastase.

Figura 2. Marcos emergentes e novas caracteristicas ativadas pelo céncer (Adaptado de HANAHAN;

WEINBERG 2011).
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A formacéo e progressdo do cancer conhecido como carcinogénese € um processo
complexo que se desenvolve em trés principais etapas: iniciagcdo, promocao e progressao.
Danos no DNA tém sido associados como 0 evento que desencadeia a carcinogénese
quimica (SANTELLA et al., 2005).

A iniciacdo é causada por alteracbes genéticas irreversiveis predispondo células
normais susceptiveis a evolugcdo maligna e imortalidade, sendo considerado um processo
aditivo (SHACTER; WEITZMAN, 2002; TROSKO, 2003). A iniciacdo também pode
comecar por mutacfes espontaneas, como por exemplo, erro na replicacdo do DNA,
embora seja menos comum (OLIVEIRA, 2007). A promocgao ocorre através de agentes
que aumentam a proliferacdo celular em tecidos sensiveis, contribuindo para o aumento
de alteracbes genéticas e interfere no controle do crescimento celular (GOMES-
CARNEIRO et al., 1997). A principal atividade dos promotores é a mitogénese, sendo
uma fase reversivel, ap6s o desaparecimento de um promotor pode ocorrer uma regressao
na proliferacdo celular, provavelmente por apoptose. E uma fase que pode ser moldada
por fatores fisioldgicos e, portanto, limitar a extensdo da carcinogénese experimental,
pois sua eficacia depende de sua concentracdo e tempo de exposi¢cdo no tecido
(OLIVEIRA, 2007). A progressdo & um processo irreversivel caracterizado pela
instabilidade genética, aceleracdo no crescimento, invasdo, metastase e mudangas nas

caracteristicas bioguimicas e morfoldgicas das células (Figura 3) (OLIVEIRA, 2007).

Figura 3. Estagios da Carcinogénese (Adaptado de OLIVEIRA, 2007).
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2.2 Epidemiologia do cancer

O aumento no nimero de casos de cancer em todo mundo principalmente a partir
do século passado, configura essa doenca na atualidade como um dos mais importantes
problemas de salde publica no mundo tanto em paises desenvolvidos como 0s em
desenvolvimento, sendo responsavel por mais de seis milhdes de mortes por ano,

representando cerca de 12% de todas as causas de morte no mundo (WHO, 2012).

Considerado como a 22 causa de morte no mundo, o problema do cancer ganha
relevancia pelo perfil epidemioldgico que vem apresentando. Assim a Organizacao
Mundial de Saude (WHO) estimou para o ano de 2030, 27 milhdes de novos casos, com
17 milhGes de mortes. No entanto anualmente existem 75 milhdes de pessoas portadoras
de céancer, onde o impacto maior desse aumento serd incidido em paises de baixa e média
renda (INCA, 2012).

No Brasil, as estimativas de 2012 também serédo validas para 2013 apontam para a
ocorréncia de aproximadamente 518.510 mil novos casos de cancer, incluindo os casos
de cancer ndo melanoma (Figura 4). Espera-se um total de 257.870 mil novos casos para
0 sexo masculino e 260.640 mil para o sexo feminino, onde o tipo de céancer mais
incidente é o cancer de pele ndo melanoma (134 mil), seguido do tumor de préstata (60
mil), mama feminina (53 mil), célon e reto (30 mil), pulmao (27 mil), estdmago (20 mil)
e colo do utero (18 mil) (INCA, 2012).

Figura 4. Estimativas para 0 ano de 2012 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil habitantes e de nlimero

de casos novos por cancer, segundo sexo e localizagdo priméria. (NUmero de casos para cada tipo de
cancer) (INCA,2012).
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Diante deste cenario é importante que as acOes para o combate ao cancer incluam
educacdo em salde, promocao e prevencdo orientadas aos individuos, geracao de opiniao
publica, aumento e melhoria da formagdo de recursos humanos, na assisténcia aos

pacientes e no incentivo a pesquisa (INCA, 2012.)

2.3 Formas de Tratamento do cancer

O tratamento do cancer tem como principais metas a cura, 0 prolongamento da
sobrevida e a melhoria da qualidade de vida. Dentre as principais formas de tratamento
estdo a cirurgia, a radioterapia, a quimioterapia e a terapia génica. A cirurgia e a
radioterapia sdo apropriadas para tratamento da doenca localizada e regional e pode curar
nos estagios iniciais do cancer, mais em geral possuem um papel limitado em canceres
mais avangados (INCA, 2012).

O tratamento cirurgico pode ser subdividido em trés tipos: cirurgia curativa,
indicada para os tumores iniciais e solidos; cirurgia preventiva, utilizada como primeiro
passo na reducdo da populacdo cancerigena quando esta ja estd disseminada tem por

finalidade impedir que a célula maligna se propague (INCA, 2012).

A radioterapia se utiliza da radiacdo ionizante para o tratamento de certos tumores
e tem como ponto positivo maior rapidez e eficiéncia em “matar” as cé€lulas cancerigenas,
sendo importante na eliminacdo parcial ou total dos tumores. Entretanto, a radioterapia
pode causar mutacGes em células saudaveis transformando-as em células com
instabilidade genética, podendo assim ocasionar um novo tumor. E subdivida em dois
tipos: radioterapia externa, conhecida como teleterapia, onde feixes de radiacdo sé&o
apontados para a regido alvo penetrando através da pele; e a radioterapia interna chamada
de braquiterapia que utiliza fontes radioativas para implantes ou moldagens em regioes

préximas ao leito tumoral (INCA, 2012).

A quimioterapia surgiu na década de 40 com a utilizacdo das mostardas de
nitrogénio que sdo poderosos agentes alquilantes e antimetabolitos. Apds 0 sucesso
inicial do uso desses compostos, varias outras drogas antitumorais foram desenvolvidas.
No entanto apesar de existir um grande arsenal de drogas utilizadas no tratamento do
cancer, em muitos casos 0 sucesso terapéutico ndo é alcangado por falhas nos esquemas

terapéuticos, altos indices de recidivas, reducdo na sobrevida do paciente e aparecimento
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de varios efeitos adversos, o que leva a busca continua de novos farmacos
(SALGALLER; LODGER, 1998).

Existem vérios tipos de quimioterapicos utilizados no tratamento do cancer como,
por exemplo: os agentes alquilantes polifuncionais: - sdo compostos capazes de substituir
em outra molécula um atomo de hidrogénio por um radical alquil; os antimetabdlitos: -
afetam as células inibindo a biossintese dos componentes essenciais do DNA e do RNA,;
os antibidticos antitumorais: - sdo um grupo de substancias com estrutura quimica variada
que, embora interajam com o DNA e inibam a sintese desta macromolécula ou de
proteinas, ndo atuam especificamente sobre uma determinada fase do ciclo celular; os
inibidores mitoticos: - estes agentes podem paralisar a mitose na metafase, devido a sua
acdo sobre a proteina tubulina, formadora dos microtibulos que constituem o fuso
espiralar, pelo qual migram 0s cromossomos; outros agentes: - algumas drogas néo
podem ser agrupadas em uma determinada classe de acdo farmacolodgica, entre elas,
destacam-se a dacarbazina, indicada no tratamento do melanoma avangado, sarcomas de
partes moles e linfomas; a procarbazina, cujo mecanismo de acdo ndo foi ainda
completamente elucidado, e que € utilizada no tratamento da doenca de Hodgkin; a L-
asparaginase, que hidrolisa a L-asparagina e impede a sintese protéica, utilizada no

tratamento da leucemia linfocitica aguda (INCA, 2012).

A terapia génica se utiliza da introducdo de material genético em células para
algum fim terapéutico. Inicialmente a terapia génica tratava de corrigir doencas genéticas
herdadas, fornecendo uma cépia funcional do gene deficiente na célula responsavel pela
doenca. Atualmente a terapia génica estd sendo aplicada também no tratamento de
doencas adquiridas e em alguns tipos de céncer em particular, como tumores
gastrointestinais, de colon, figado e pancreas (TOUCHEFEU et al., 2010).

Através dos ensaios clinicos que vem sendo desenvolvidos com resultados
promissores, a terapia génica pode se tornar uma boa candidata em todos os contextos
terapéuticos, provavelmente em terapias de combina¢do. Combinando a terapia génica
com a quimioterapia ou radioterapia pode ter resultados interessantes, onde a terapia
génica pode atuar como um quimio ou radio-sensibilizador, ou a quimioterapia e a
radioterapia podem melhorar a transferéncia e a eficacia do gene (HARRINGTON et al.,
2008; ZHANG et al., 2003).
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2.4 Tipos de Morte celular

O processo de morte celular tem um papel fundamental no tratamento de varias
doencas, pois é através da modulacédo das vias de morte que varios farmacos promissores
estdo sendo desenvolvidos para doencas como o cancer, doenca isquémica e doenca
neurodegenerativas. Os mecanismos complexos que controlam a morte celular estdo
sendo melhor compreendidos, o0 que torna cada vez mais evidente que diferentes vias de
morte celular tm um papel critico em multiplas doencas, inclusive o cancer (KEPP,
2011).

A morte celular pode ser classificada de acordo com sua aparéncia morfol6gica,
em: autofégica, necrotica, apoptética ou associada a mitose. As principais caracteristicas
de uma célula que sofreu processo de morte celular sdo: perda da integridade da
membrana plasmatica, fragmentacdo celular ou a célula foi englobada pelas células
vizinhas. Além disso, quando uma célula morre, perde todas as suas fungées, ocorrendo
uma diminuig&o no metabolismo celular (Tabela 1 e Figura 5) (KROEMER, 2009).
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Tabela 1. Principais caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas envolvidas nos processos de

apoptose, necrose e autofagia.

Tipo de morte celular

Caracteristicas morfoldgicas

Caracteristicas Bioguimicas

Apoptose

Células arredondadas
Retracdo de pseuddpodes

Reducdo do volume celular e
nuclear (picnose).

Fragmentagdo nuclear

Pequena modificacdo de
organelas citoplasmaticas

Absor¢do dos corpos apoptéticos
pelas células vizinhas.

Ativagdo de proteina  pré-
apoptéticas como as da familia
Bcl-2 (ex: Bax, Bad, Bid, etc).
Ativacdo de caspase.

Dissipagéo do potencial
transmembrana da mitocondria.

Fragmentacdo Oligonucleossomal
do DNA.

Ruptura da membrana plasmatica.

Exposicdo de residuos de
fosfatidilserina.

Excesso na producdo do EROS.

Acumulo de DNAs

Necrose Inchago citoplasmatico (oncose).  Ativagdo de  calpainas e
catepsinas.
Ruptura as membrana plasmatica.
Colapso nos niveis de ATP.
Inchago das organelas
citoplasmaticas. HMGB-1 libera LMP.
Moderada  condensacdo  da Fosforilagdo de RIP-1.
cromatina.
Aumento na geracdo de EROs.
Padréo especifico na clivagem do
PARP-1.
Autofagia Auséncia de condensacdo da Dissociagdo da Bedina-1 da

cromatina.
Vacuolizagdo do citoplasma.

Acumulacéo de (duplo
membranados) vacuolos
autofagicos.

Pouca ou nenhuma absorcdo
pelas células fagociticas, in vivo.

Bcel/XL.

Dependéncia  dos
génicos do atg.

produtos

Conversdo do LC3-1 em LC3-II.

Degradacéo de P62.
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Figura 5. Principais caracteristicas e caracteristicas comuns entre autofagia, apoptose e necrose. Adaptado

de Kepp et al., 2011.
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A apoptose durante certo tempo era caracterizada como morte celular programada,

no entanto trabalhos recentes mostram que existem varias outras formas de mortes

programadas e nesse grupo pode se incluir a necrose, a autofagia e a catastrofe mitotica.

A morte por apoptose apresenta caracteristicas morfologicas bem definidas, além da

formacgé@o dos corpos apoptoticos que sdo posteriormente fagocitados por macrofagos,

evitando assim o extravasamento do material celular, e consequente formacéo de um foco
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inflamatdrio (DANIAL; KORSMEYER, 2004; KERR et al., 1972). A apoptose apresenta
algumas mudancas biogquimicas caracteristicas como, a clivagem proteolitica por caspase
(RICCI; SONG, 2006), externalizacdo da fosfatidilserina (PS) (FADOK et al., 1992;
DENECKER et al., 2001), mudancas na permeabilidade da membrana mitocondrial com
perda do potencial de membrana (KROEMER; REED, 2000; RICCI; ZONG, 2006),
liberacdo de proteinas presentes no espaco intermembranar da mitocondria (VAN LOO et
al., 2002), dentre outras.

Atualmente sdo conhecidas duas vias moleculares que levam as células a sofrerem
0 processo de morte por apoptose, sdo elas: a via extrinseca ou via de receptor de morte e
via intrinseca ou via mitocondrial (MARTELLI et al., 2001; FADEEL; ORRENIUS,
2005).

A via extrinseca € induzida por receptores de morte que se localizam na superficie
da célula (VAN CRUCHTEN; VANDENBROECK, 2002). Estes receptores fazem parte
do grupo de receptores do fator de necrose tumoral (TNFr), que incluem o Fas, o TNFrl,
DR3, DR4 e DR5, e estdo envolvidos na transducdo de sinais que resultam na morte
celular (MARTELLI et al., 2001; ZIMMERMANN et al., 2001). Quando os receptores de
morte celular conseguem reconhecer um ligante especifico, os seus dominios de morte
interagem com moléculas conhecidas como FADD (dominio de morte associado ao Fas),
e 0 TRADD (dominio de morte associado ao TNF), resultando hum complexo conhecido
como DISC (complexo de sinalizacdo indutor de morte); este por sua vez atua na
conversdo de procaspases iniciadoras (8 e/ou 10) em caspases ativas por clivagem
autoproteolitica e essas por sua vez convergem na cascata apoptética intrinseca clivando
e ativando as caspases executoras (3, 6 e 7), culminado assim na morte celular por
apoptose (Figura 5) (GUIMARAES; LINDEN, 2004; ASHKENAZI, 2002).
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Figura 6. Via extrinseca da apoptose (Adaptado de WEINBERG, 2008).
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A via intrinseca € normalmente ativada quando ha um estresse intra e/ou
extracelular. Dentre as formas de estresse intracelulares podemos citar danos no DNA,
altos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROSs), hipoxia, infeccdo viral e ativacdo de
oncogenes que podem levar a permeabilizacdo da membrana externa da mitocondria
(BRUIN; MEDEMA, 2008; HENGARTNER, 2000; RICCIE ZONG, 2006). Os sinais
que sdo transduzidos em resposta a esses estimulos convergem principalmente para a
mitocondria (HENGARTNER, 2000). Sendo assim, essa organela torna-se a principal
mediadora da via intrinseca, integrando estimulos de morte celular, induzindo a
permeabilizacdo da membrana mitocondrial e liberando as moléculas pré-apoptoticas,
nela existentes (GRIVICH et al., 2007). Chegando a mitocondria, os sinais de morte
levam ao colapso do potencial da membrana interna, formando uma transicdo da
permeabilidade mitocondrial (TPM). A &gua que se encontrava entre as membranas passa
para a matriz mitocondrial rompendo a organela e liberando as proteinas pré-apoptoticas

para o citoplasma. Este processo interrompe a sintese de ATP, aumentando a producgéo de
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EROS (KROEMER; REED, 2000). Este aumento leva a oxidacéo de lipideos, proteinas e
acidos nucleicos, aumentando o colapso do potencial da membrana mitocondrial (Cy)
(GREEM; KROEMER, 2004). A mitocondria responde a esse dano oxidativo gerando
uma via importante no inicio da apoptose. E também conhecido que as EROs promove a
inducdo das caspases 9 e 3 (GOTTLIEB, 2000; WEINBERG, 2008).

Durante a apoptose ocorre a formagdo de um megaporo na mitocondria contendo
varias proteinas e € através desse poro que ocorre a liberacdo do citocromo ¢ para 0
citoplasma que participa da ativacdo da apoptose. Além do citocromo ¢ sdo também
liberadas para o citosol proteinas ativadoras da apoptose (LOEFFLER; KREMER, 2000).
No citosol o citocromo ¢ forma um complexo com a APAF-1 e a caspase 9, este
complexo é conhecido como apoptossomo e promove a clivagem da pro-caspase 9
liberando a caspase 9 ativa, e esta por sua vez, ativa a caspase 3 que ocasiona a apoptose
(Figura 6) (GUIMARAES; LINDEN, 2004).

Além disso, foi descoberta a participacdo na via intrinseca de uma flavoproteina
conhecido como AIF (fator indutor de apoptose). Esta proteina migra da mitocéndria para
0 ndcleo e induz a condensacdo da cromatina e fragmentacdo do DNA, sem envolver a
cascata das caspases (BROKER et al., 2005).
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Figura 6. Via intrinseca da apoptose (Adaptado de WEINBERG, 2008).
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O termo autofagia é derivado do grego que significa auto (automatico) e fagia
(comer), € um processo de auto-digestdo de uma célula causada pela acdo de enzimas
lisossomais da mesma célula levando a degradacio de estruturas citoplasmaticas. E um
processo catabdlico geralmente utilizado pela célula como um mecanismo de
sobrevivéncia em condi¢des de escassez de nutrientes (DENTON; NICOLSON;
KUMMAR; 2012).
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A autofagia € geralmente induzida sob condigdes de estresse e se essa condicao se
tornar exacerbada pode levar a célula a morte, 0 que torna esse processo um tipo de
mecanismo de morte celular. Esta via de morte celular ainda é ma definida e controversa,
pois a presenca de marcadores autofagicos numa célula que esta em processo de morte
celular ndo significa dizer que é morte celular autofagica. Entretanto existem algumas
evidéncias de que em alguns cenarios especificos ha um papel direto da autofagia, como
por exemplo, no envelhecimento, isquemia, infarto do miocérdio e neurodegeneracéo
(MADEO; TAVERMARAKIS; KROEMER, 2010).

No caso do cancer, as celulas podem sofrer um processo autofagico devido ao
aumento exacerbado do metabolismo. H& também alguns indicios de morte celular por
autofagia em células onde a apoptose ndo € funcional (GRANDER et al., 2009;
SHIMIZU et al., 2004), ou até mesmo inducdo da autofagia antes da apoptose (LAANE
et al., 2009; ZHAO et al., 2010), o que configura uma intrinseca relacéo entre esses dois
processos de morte celular. Alguns trabalhos mostram que a autofagia € necessaria em
alguns casos especificos para que ocorra a morte celular programada, no entanto a maior
parte das mortes programadas ndo é mediada por autofagia mesmo que a morte celular
apresentem caracteristicas de autofagia (EISENBERG-LERNER, 2009; GUMP;
THORBURN, 2011). Com isso Shen e Codogno (2011) propuseram trés critérios
necessarios para poder atribuir a morte celular por autofagia: primeiro, que a morte
celular ocorra de forma independente da apoptose; segundo, que haja um aumento do
fluxo autofagico e ndo simplesmente do aumento de marcadores autofagicos; e terceiro,
que a inibicdo genética ou quimica da autofagia seja capaz de suprimir a morte celular.
Estes trés procedimentos séo cruciais para poder discriminar se a autofagia determina a

morte celular ou esta alterando a dindmica da morte.

A necrose é um tipo de morte celular que durante muito tempo foi atribuida a
morte acidental e descontrolada, sendo caracterizada por um aumento do volume celular,
inchago das organelas, ruptura da membrana plasmética e consequente perda do contetido
intracelular. Alguns trabalhos mostram que a necrose apresenta um controle genético e é
regulada por um conjunto de vias de transducdo de sinal e mecanismos catabdlicos
(KROEMER et al., 2009).

Vaérios processos, mediadores e organelas celulares tém sido associados a morte

celular por necrose, mais ainda nédo esta muito claro como eles se relacionam uns com 0s
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outros. Entre esses fendmenos se incluem as alteracdes mitocondriais (producdo de
ERQOS), alteracdes lisossomais (permeabilizacdo da membrana lisossomal), alteragdes
nucleares [hidrolise de Poli ADP-ribose polimerase 1 (PARP-1) e Nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD)], degradacdo de lipideos (ativagdo de fosfolipases, lipoxigenases),
aumentos na concentracao citosdlica do calcio que resultam em sobrecarga mitocondrial e
ativacdo de proteases de cisteinas (catepsinas) (GOLSTEIN; KROEMER, 2007;
NICOTERA; BERNASSOLA; MELINO, 1999).

A necrose regulada conhecida como necroptose é regulada por um conjunto de
vias de transducdo de sinal e mecanismos catabdlicos, por exemplo, o dominio de
receptores de morte (TNFrl, Fas/CD95 e TRAIL-R) e receptores Toll-like (TLR3 e
TLR4), também mostraram provocar necrose, principalmente se as capases estiverem
inibidas. Este tipo de necrose estaria presente nas doencas neurodegenerativas, doencas

inflamatdrias, infeccdes e cancer, assim como em outros processos (KROEMER, 2009).
2.5 Antibioticos antitumorais

O uso de antibidticos na quimioterapia ainda é muito restrito, esses produtos
resultaram da triagem de produtos antimicrobianos que levam a inibigcdo do crescimento

celular, por isso se mostram Uteis no tratamento do cancer (INCA, 2012).

Uma das principais classes de antibidticos antitumorais sdo as antraciclinas.
Evidéncias sugerem que as antraciclinas apresentam trés mecanismos de acdo. Um seria
pela formacdo de ligacbes com os grupos fosfolipideos (carregados negativamente) da
membrana celular, alterando sua fluidez, assim como o transporte de ions (CULLINANE;
CUTTS; VANROSMALEN; 1994). Também promoveriam a formacdo do radical livre
do oxigénio e da semiquinona através de um processo redutor enzimatico. Outro modo de
acao seria a formacao de ligacdes interfilamentares com o DNA, o que leva ao bloqueio
da sintese do DNA e RNA e diminuicdo da atividade da topoisomerase Il, promovendo a
ruptura dos filamentos do DNA (ALMEIDA et al., 2005).

Apesar de usualmente estes antibidticos serem classificados como agentes
intercalantes do DNA, estudos mais recentes evidenciam que, além da intercalacédo, ha a
formagéo de uma estrutura complexa por ligagdes covalentes com o DNA (WANG et al.,
1993). Os seus congéneres, doxorrubicina e daunorrubicina foram aprovados pela FDA —

Food and Drug Administration para uso em diversos tipos de cancer (Figura 7).
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Figura 7. Estruturas da daunorrubicina e doxorrubicina (Adaptado de ALMEIDA et al., 2005).

Daunorrubicina R =CH,CO

Doxorrubicina R =HOCH,CO

A mitomocina C é um antibiético isolado de Streptomyces caespitosus. E um
agente alquilante biorredutor que sofre ativacdo redutora metabdlica enzimatica. Os
metabdlitos formados alquilam o DNA através de ligacGes cruzadas, similares as
formadas com alcaloides pirazolidinicos, mas de maior complexidade. Estes compostos
favorecem a producdo de superdxidos, que promovem danos de carater oxidativo no
DNA (Figura 8) (MURAD, 1996).

Figura 8. Estrutura da mitomicina C (Adaptado de ALMEIDA et al., 2005).

Dactinomicina (Actinomicina D, Coesmegen) € um antibiético antitumoral isolado

de Streptomyces sp. Liga-se fortemente ao DNA, através de sua intercalacdo entre pares
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de bases adjacentes de guanina-citosina. Inibe todas as formas de sintese de RNA DNA
dependentes, sendo a formacgédo de RNA ribossdmico mais sensivel a acdo do farmaco. A
replicacdo do DNA n&o ¢ tdo reduzida, porém a sintese de proteinas € bloqueada (Figura
9) (SALMONM, 1998).

Figura 9. Estrutura da dactinomicina (Adaptado de ALMEIDA et al., 2005).
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Plicamicina (Mitramicina, Mithracin) é outro antibidtico natural usado no
tratamento do cancer, cujo mecanismo de acdo parece envolver a ligacdo do farmaco ao
DNA através de um complexo antibiético-Mg?*. Esta interacdo interrompe a sintese de
RNA dirigida pelo DNA (Figura 10) (ALMEIDA, 2005).

Figura 10. Estrutura da plicamicina. (Adaptado de ALMEIDA et al., 2005).
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A bleomicina também tem como mecanismo de acédo a ligacdo do farmaco ao DNA,
produzindo quebras filamentares e inibicdo da sua sintese. Mesmo que o efeito citotoxico
deste antibidtico esteja relacionado a formacdo de ligacbes com o DNA, este farmaco é
classificado como CCS (especifica do ciclo celular), uma vez que provoca um acumulo
de células em G2 (Figura 11) (ALMEIDA, 2005).

Figura 11. Estrutura da bleomicina (Adaptado de ALMEIDA et al., 2005).

2.6 Nitrocompostos

Os nitrocompostos foram introduzidos na terapéutica na década de 1940. Neste
periodo, diversos compostos desta classe foram sintetizados e testados para Vvérias
doencas como, por exemplo, infeccBes bacterianas e parasitarias. Dentre 0s primeiros
compostos heterociclicos utilizados na terapéutica estdo os nitrofuranos. Entre eles estdo
a nitrofurazona, a furazolidona e a nitrofurantoina que sao utilizados no combate a varios
tipos de infecgbes bacterianas ha mais de 50 anos (Figura 12), (MCOSKER;
FITZPATRICK, 1994).
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Figura 12. Estruturas da nitrofurazona, furazolidona e nitrofurantoina.
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Nitrofurantoina

A ineficiéncia que ocorre muitas vezes no tratamento de doencas como o cancer
alerta para a descoberta de novos farmacos. Portanto alguns nitrocompostos sao
candidatos potenciais a agentes terapéuticos, destacando-se as atividades antiparasitarias
(RAETHER; HANEL, 2003), antineoplasicas (HERLICH; SCWEIGEL, 1976) e
antibacterianas (DODD; STILMAN, 1994), o que respalda a importancia dessa classe de
compostos (REISDORFER, 2007).

A atividade bioldgica dos nitrocompostos depende muito da presenca do grupo
nitro, onde a sua reducdo ocorre devido ao seu carater aceptor de elétrons assim como o
efeito da ressonancia entre o nitrogénio e os dois atomos de oxigénio da sua estrutura
(KOROLKOVAS; BURGKHALTER, 1988). Ha também relatos da interacdo desses
compostos com receptores especificos da biofase, sem associa¢do da reducdo do grupo
nitro como elemento essencial da bioatividade desse composto (HIRAKU et al., 2004).
No entanto, a maioria dos nitrocompostos com acgdo antineoplasica, antiparasitaria e
antimicrobiana, tem o processo de biorredugdo enzimatica do grupo nitro e subsequente
interacdo dos produtos formados com biomoléculas essenciais de bactérias, fungos e
parasitas como provavel mecanismo de acdo, o que o0 torna um pré-requisito para 0 bom
desempenho desta classe de compostos (TOCHER, 1997; VIODE et al., 1998).

Os nitrocompostos apresentam um carater mutagénico devido a presenca de dois

grupos potencialmente reativos como: o nitro na posicéo 5 e os substituintes R na posicao
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2 do anel furdnico (MCCALLA, 1983). Com relacdo a atividade antineoplasica dessa
classe de compostos, ela tem despertado interesse no tratamento de tumores solidos que
contém areas de hipdxia (AL-MASOUDI et al., 2006). Em baixas concentra¢fes de
oxigénio intracelular, ocorre a formagdo de radicais livres que se originaram da
biorreducdo desses compostos. Estes radicais livres apresentam um potencial redutor
menor que o observado em células normais o que justifica a seletividade da acdo
citotoxica em células em hipoxia. Esta caracteristica contribui para o planejamento de
farmacos anticancer mais especificos (TOCHER, 1997).

2.6.1 Nitrofurantéina

A nitrofurantoina é um derivado nitrofurano hindantoinico amplamente utilizado
no tratamento de infeccbes do trato urinario e bacteridria assintomatica. E um agente
antimicrobiano sintético que tem sido utilizado na industria farmacéutica por mais de 50
anos (MCOSKER; FITZPATRICK, 1994). Foi introduzido na terapéutica em 1953 e
possui 0s seguintes nomes comerciais: Niftran®, Furatandin®, Furabid®, Macrobid®,
Macrodantin® (PICON et al., 2010), corresponde quimicamente a N-(5 Nitro-2-
Furfuriliena)-Amino-Hidantoina (Figura 13).

Figura 13. Estrutura da nitrofurantoina.
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A nitrofurantoina & completamente absorvida/degradada no trato intestinal
superior e, portanto, ndo tem nenhum efeito prejudicial sobre a flora intestinal. E ativa

contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sendo bacteriostatica e bactericida
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contra a maioria das especies de estafilococos e estreptococos, possuindo a mesma acéo
frente & Escherichia coli e Aerobacter aeroenes. E inativa para fungos e virus, sendo
utilizada por via oral no tratamento de infec¢bes urindrias (HERRLICH;
SCWEIGEL,1976).

O mecanismo de acgdo da nitrofurantoina de um modo geral envolve a reducédo do
grupo nitro por flavoenzimas bacterianas, originando intermediérios reativos que
induzem a formacéo de radical hidroxila, que pode levar a modificacdes no DNA, o que
leva a inibicéo da sintese de acidos nucleicos e a quebra de fita simples e duplas do DNA
(SPIELBERG; GORDON, 1981). Sabe-se que a nitrofurantoina possui maltiplos locais
de ataque e de mecanismos de acdo multiplos ainda ndo conhecidos, o que impede o
desenvolvimento da resisténcia bacteriana (MCOSKER; FITZPATRICK, 1998).

Alguns estudos relatam diversos efeitos colaterais da nitrofurantoina nas
concentragBes terapéuticas, consequentemente possui limitacbes na sua aplicacdo. E
usada preferencialmente no combate a infec¢Ges urindrias, pois cerca de 40% é eliminado
sob a forma inalterada na urina, com meia vida de apenas 30 minutos a 1 hora. Ha mais
de 50 anos que a nitrofurantoina vem sendo utilizada em uropatdgenos suscetiveis sem
haver praticamente nenhuma resisténcia adquirida (MCOSKER; FITZPATRICK, 1994).
Efeitos adversos sdo raros e observado em uso a longo prazo ( BRUMFITT;
HAMILTON-MILLER, 1998), incluindo toxicidade hepética, hepatite crénica,
hipersensibilidade e fibrose pulmonar, leucopenia, anemia hemolitica, disfuncdes
neuroldgicas e neuropatias. Alguns dos seus efeitos adversos sdo associados a formacéo
de metabolitos toxicos reativos (BLACK; RABIN; SCHATZ, 1980).

Contudo o melhoramento do desempenho da atividade bioldgica desta classe de
compostos pode acorrer através da introducdo de novos substituintes, baseados em
estruturas ja conhecidas e com bioatividade ja comprovada, resultante de modificacGes
moleculares planejadas no intuito de melhorar suas propriedades fisico-quimicas que
influenciam sua atividade bioldgica (LEMKE; WILLIANS; FOYE’S, 2008).

As pesquisas na inddstria farmacéutica visam obter farmacos cada vez mais
especificos e com menos efeitos adversos. Nesse contexto a modificagdo molecular surge
como uma importante ferramenta para elaboracdo de novos candidatos a farmacos
antitumorais, visando & diminuicéo da resisténcia e inibicdo significativa do crescimento
do tumor (SOUZA, 2011).
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Levando em consideracdo a necessidade mundial por novos agentes anticancer,
surge a necessidade de se investigar o potencial antitumoral de uma nova série de
derivados da nitrofurantoina, visto que este composto apresenta uma agao antimicrobiana
ja conhecida, porém existem varios relatos na literatura sobre sua acdo toxica (SOUZA,
2011). Atraves da modificacdo molecular foram obtidos a partir da mitrofurantoina novos
derivados N-alquilados e neste trabalho foi avaliado o potencial citotoxico desses

compostos, teste estes inéditos para 0s compostos em questao.
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3 JUSTIFICATIVA

O aumento no nimero de casos de cancer em todo mundo principalmente a partir
do século passado, configura essa doenca na atualidade como um dos mais importantes
problemas de salde puablica no mundo, tanto em paises desenvolvidos como 0s em
desenvolvimento, sendo responsavel por mais de seis milhdes de mortes por ano,
representando cerca de 12% de todas as causas de morte no mundo. Apesar do aumento
dos casos dessa doenca no mundo, a producdo de novos farmacos contra o cancer
representa um dos mais pobres recordes de novos agentes. A pesquisa por novos
farmacos bem como seus mecanismos de acdo € um passo importante a ser dado no
sentido de que novas estratégias sdo necessérias tendo em vista que os medicamentos
disponiveis hoje no mercado sdo de alto custo e apresentam elevada toxicidade, causando
transtornos aos pacientes que sdo submetidos ao tratamento. Diante dessa problematica
surge a necessidade de inovar e para isso a pesquisa tem que estar direcionada com o
enfoque de que é preciso investir em novos farmacos com o objetivo de ter um

medicamento seguro com prec¢os acessiveis a populacgéo.

O projeto de pesquisa em questdo teve o objetivo de investigar a atividade
antitumoral de derivados da nitrofurantoina que possam apresentar baixos custos de
producdo e poucos efeitos adversos e, além disso, gerar conhecimento para criacdo de

novas terapias contra o cancer ou incrementar as terapias ja existentes.
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4 OBJETIVOS
4.1 Geral

Avaliar o efeito citotoxico de quatro novos derivados da nitrofurantoina e analisar

0s possiveis mecanismos do derivado mais ativo.

4.2 Especificos

- Determinar o efeito citotoxico de quatro novos derivados da nitrofurantoina em

linhagens de células tumorais humanas;
- Verificar se 0s compostos sdo citotoxicos em linfocitos humanos;

- Analisar o possivel mecanismo de morte celular e blogueio do ciclo celular induzido

pelo composto que apresentar melhor atividade citotoxica;

- Analisar, através de RT-PCR, o efeito do derivado que apresentar melhor atividade

citotoxica a expressao de genes envolvidos no controle do ciclo celular e apoptose.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Lista de Materiais

Os reagentes cloroférmio e isopropanol foram obtidos da Merck®. Etanol da
FMaia®. Acetato de Amonio da CRQ®. Agarose D1 Low EEO da empresa Pronadisa®.
O Tris ultrapuro e o0 MTT (3 - (4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazolio) da
Invitrogem®. O EDTA sal dissodico e 0 DMSO (sulfoxido de dimetilo) da Vetec®. O
fosfato salina tamponada (PBS), a penicilina-estreptomicina liquida e DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) foram adquiridos da Gibco®. Soro fetal bovino
(FBS) e glutamina foram adquiridos da Sigma-Aldrich Brasil®. O kit anexina V-FITC
Apoptosis Detection foi adquirido da Calbiochem®. O kit enzima de polimerizagéo taq
foi obtido da sinapse biotecnologia®. O kit RT transcriptase reversa foi adquirido da
Promega®.

5.2 Material Bioldgico

As linhagens de células de cancer humano foram obtidas do Banco de Células do
Rio de Janeiro e cultivadas no Laboratério de Cultura de Células do Departamento de
Antibioticos da UFPE. As linhagens foram as seguintes: HL-60 (Leucemia
promielocitica), MCF-7 (Adenocarcinoma de mama), NCI-H292 (Carcinoma
mucoepidermoide de pulméo) e HT-29 (Adenocarcinoma de célon). Linfocitos humanos
foram obtidos de doadores voluntarios saudaveis. Registro no SISNEP (sistema nacional
de informac6es sobre ética em pesquisa envolvendo seres humanos): 447498, e no CAAE

(certificado de apresentacdo Para apreciacao ética): 034.0.172.000-11.
5.3 Substancias Quimicas

A nitrofurantoina (MNFT) e seus derivados n-alquilados (N-hidroxi-metil-
nitrofurantoina  (MNOH),  N-butoxi-metileno-nitrofurantoina  (M5A),  N-pentil
nitrofurantoina (M8A), N-butil-nitrofurantoina (M9A) foram sintetizados e fornecidos
pelo Laboratério de Sintese de FA&rmacos (LABSINFA), sob a coordenacdo do Prof. Dr.
Dalci José Brondani (UFPE). A doxorrubicina (Sigma Aldrich®) foi utilizada como
controle positivo (Figura 14).
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Figura 14. Estruturas da nitrofurantoina e de seus derivados n-alquilados.
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5.4 Cultivo das células tumorais

As células foram cultivadas em garrafas para cultura de células (volume de 250
mL) e mantidas com meio de cultura RPMI (HL-60 e MCF-7) e DMEM (NCI-H292, HT-
29) suplementados com soro fetal bovino a 10% e com antibio6ticos a 1%, penicilina e
estreptomicina (Gibco). As células foram mantidas e incubadas em estufa a 5% de CO; a
37°C. O acompanhamento do crescimento celular foi realizado através do microscopio de

inversdo.
5.5 Citotoxicidade pelo método do MTT

A avaliacdo dos efeitos citotoxicos dos derivados da nitrofurantoina foi realizado
através do teste do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium).
Este teste se baseia na capacidade da enzima do ciclo de Krebs succinato desidrogenase
ativa nas mitocondrias de células viaveis em converter o sal tetrazolium (MTT) que é

hidrossoltvel e de cor amarelada, em cristais de formazan, que s&o de cor purpura. E um
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ensaio quantitativo in vitro para estimar proliferacéo e sobrevivéncia celular. Essa técnica
tem a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula, sendo entéo
bastante Gtil na avaliacdo da citotoxicidade. As células tumorais (NCI-H292, HT-29 e
MCF-7) foram semeadas (2 x 10° células| mL) e 0,3 x 10° (HL60) em placas de 96 pocos.
Em seguida as substancias previamente dissolvidas em DMSO (dimetilsuféxido), foram
diluidas em série no meio DMEM (NCI-H292, HT-29) e RPMI (MCF-7 e HL-60) para
obtencdo das concentracdes (0,048 - 25ug/mL™) e adicionadas em placas de 96 pocos
(100 pL/pogo). A doxorrubicina foi utilizada como padrdo nas mesmas concentragdes.
Apds 72h de contato das células com os compostos, o sobrenadante foi aspirado e
adicionados 150 pL de solu¢do de MTT (Sigma-Aldrich®) na concentracdo de 5 mg.mL"
! As placas foram deixadas por 3 horas em estufa 37 °C e ao final desse periodo, 100 pL
de DMSO foi adicionado a cada poco para a dissolucdo dos cristais de Formatam
(ALLEY, et al., 1988; MOSMAM, 1983).

Analise dos dados

A absorbancia foi medida em um leitor de microplacas (Modelo 3550 BIO-RAD,
Inc.) no comprimento de onda de 540 nm. Os experimentos foram analisados através de
suas médias e respectivos erros padrdo, realizados em triplicata. O grafico da absorbancia
X log da concentracdo e determinadas suas Clsg e seus respectivos intervalos de confianca
(IC 95%), a partir de regressdo néo linear, utilizando o programa prisma verséo 5 (Graph
Pad Prism software verséo. 5.0.

5.6 Citotoxicidade em linfécitos humanos (M8A)

Para o isolamento dos linfocitos foram coletados 5 mL de sangue de voluntérios
sadios em tubos contendo heparina. O sangue foi lavado com tampdo fosfato (PBS) e 0s
linfocitos foram isolados por gradiente de densidade usando Ficoll (Histopaque). Os
linfocitos foram plagueados (placa de 96 pocos) na concentragdo de 2,0 x 10° células/mL
e mantidos sob incubacdo por 48h a 37°C e 5% CO,. O composto M8A, previamente
dissolvido em DMSO, foi diluido em série em meio DMEM para obtencdo das
concentracgdes finais (0,048-25ug/mL) e adicionadas (100 pL / pogo) as placas contendo
os linfécitos. A doxorrubicina foi utilizada como padrdo nas mesmas concentragdes.

Apds um periodo de incubacédo de 72h, as placas foram retiradas e centrifugadas a 1500
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rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi aspirado e adicionado 150 pL de solugdo de
MTT (5 mg/mL) em DMEM, sendo a placa colocada na estufa a 5% de CO; por 6 h. Em
seguida, as placas foram novamente centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos, tendo o
sobrenadante aspirado e seu precipitado ressuspendido em 150 uL. de DMSO e agitado
por 30 minutos, até completar a dissolucdo dos cristais de formazan (BUARQUE et al.,
2011).

5.7 Determinacéo da viabilidade celular — teste do azul de tripan

Este teste baseia-se na capacidade que o corante azul do tripan tem de penetrar em
todas as células, no entanto somente as células viaveis conseguem bombear o corante
para fora, marcando de azul as células ndo viaveis que perderam essa capacidade, o que
permite a quantificagdo separada das células viaveis de células ndo viaveis, apos a
incubacdo com os compostos testes (PERES; CURI, 2005). Para este teste foi escolhida a
linhagem HL-60 por se tratar de células cultivadas em suspensdo o que viabiliza os
estudos de mecanismo de acdo. As células foram distribuidas em placas de 24 pogos e
incubadas com o composto M8A no valor da Clsp e duas vezes a Clsg de 24 horas (6,0 e
12,0 pg/mL,) por 24 horas. A doxorrubicina (3,0 pg/mL) foi utilizada como controle
positivo. Apds o periodo de incubacdo, 10 puL do azul de tripan foram adicionados a 90
puL da suspensdo celular em um eppendorf. As células vidveis e ndo viaveis foram

contadas em camara de neubauer, utilizando um microscopio éptico.
Analise dos dados

Os dados foram analisados através da média e do erro padrao de trés experimentos
independentes. Foram verificadas diferencas significativas entre os grupos comparando-
os através da andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls, com

nivel de significancia de 5% (p< 0,05).
5.8 Analise morfoldgica — coloracdo por may-grunwald-giemsa

O teste se baseia em interagOes eletrostaticas entre os corantes e as moléculas
alvo. Essa coloracdo € composta pelo azul de metileno (corante basico) e eosina (corante
acido), entre outros componentes basicos que permitem distinguir o citoplasma do
nucleo, assim como analisar a célula quanto a sua integridade nuclear e também
alteracbes no citoplasma, € técnica bastante indicada para estudos de padrdo de morte

celular (apoptose e necrose).
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As células da linhagem HL-60 foram distribuidas em placas de 24 pocos na
concentracdo 0,3 x 10° (Células\ mL) e incubadas com o composto M8A (6,0 e 12,0
pg/mL) por 24 horas. A doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi utilizada como controle positivo e
o controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 0,1%). Apds a incubacéo as células
foram examinadas em microscopio de inversdo e posteriormente foi retirada uma aliquota
de 50 pL da suspensdo de células e adicionadas a uma centrifuga de lamina (cytospin),
numa rotacdo de 1200 rpm por 5 minutos. Apds a confeccdo das laminas, a fixacdo foi
feita com metanol por 10 segundos e a coloragdo May-grunwald por 10 segundos e o

Giemsa por mais 10 segundos.
Andlise dos dados

As laminas foram analisadas em microscopio Optico para verificacdo das
alteracdes morfologicas e foram comparadas ao grupo controle (ndo tratado) e

posteriormente fotodocumentadas.

5.9 Analise morfologica — Anexina V/lodeto de propideo

Um dos principais processos decorrentes da apoptose € a perca da assimentria da
membrana fosfolipidica, com a transloca¢do da fosfatidilserina (OS) da membrana interna
da bicamada lipidica para a superficie celular. A externalizacdo da PS ainda continua
pouco conhecida, entretanto sabe-se que esse processo funciona como um sinal para que
os macrofagos a fagocitem antes que percam a integridade da membrana plasmatica. As
células que estiverem sofrendo este processo ficaram com a membrana celular marcada
de pontos verdes fluorescentes. O brometo de etideo (BE) por sua vez, s6 consegue
intercalar ao DNA e marcar o nucleo de vermelho se a membrana celular estiver
danificada, processo este que s6 ocorre em células necréticas ou em apoptose tardia
(KUMMAR et al., 2004).

As células da linhagem HL60 foram distribuidas em placas de 24 pocos na
concentracdo de 0,3 x 10° células/mL e incubadas com o composto M8A (6,0 e 12,0 uM)
por 24 horas. A doxorrubicina (3,0 uM) foi utilizada como controle positivo e o controle
negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 0,1%). Posteriormente a suspensao de células
foi ajustada para 1x10° células/mL. Em seguida, a suspenséo foi transferida da placa para
um tubo falcon e centrifugada a 1.200 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. Em

seguida o meio de cultura foi removido e o pellet de células foi ressuspenso em 0,1 mL
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de PBS gelado e centrifugado a 1.200 rpm por 5 min. Posteriormente, o PBS foi
removido e as células foram suspensas em 0,1 mL de 1x tampdo de ligacdo gelado, entédo
foi adicionado 0,5 pL de anexina V-FITC (Calbichem) e as células foram incubadas por
15 min em temperatura de 18-24 °C no escuro. Passado o periodo de tempo, as amostras
foram centrifugadas a 1.200 rpm por 5 min, o sobrenadante foi removido e as células
foram ressuspensas em 0,1 mL de 1x tampdo de ligacdo gelado. Em seguida foi
adicionado 2 pL do iodeto de propideo, as amostras foram colocadas no gelo e ao abrigo

da luz e em seguida analisadas em microscopio de fluorescéncia.
Anélise dos dados

As células foram analisadas por um microscopio de fluorescéncia (Carl Zeiss,
Gottingen, Alemanha), a uma ampliacdo de 1000x, e filtro de excitacdo de BP 450-
490nm. A analise dos dados foi realizado a partir da média e do erro padrdo de trés
experimentos independentes, onde em cada experimento foram analisadas 12 laminas e
em cada lamina foram contadas 200 células. Para verificar a ocorréncia de diferencas
significativas entre os grupos, os dados foram comparados através da analise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls, com nivel de significancia de 5% (p<
0,05).

5.10 Analise da fragmentacdo do DNA — Teste do DNA Ladder

A extracdo do DNA foi realizada através do protocolo fenol-Cloroférmio- Alcodl
isoamilico. Em um tubo eppendorf de 1,5 mL foi adicionado: 100 puL das amostras de
HL-60 (ressuspensos em 100 uL de TE (tris 10 mM-EDTA 1mM pH 8,0) e 100 uL de
fenol equilibrado pH 8,0. Posteriormente as amostras foram homogeneizadas por 1 min
em vortex e centrifugadas a 14.000 rpm por 5 min a 4 °C. Ap6s a centrifugacdo, o
sobrenadante foi transferido para outro tubo eppendorf devidamente identificado. A este
tubo foi adicionado 50 pL de fenol e 50 pL de cloroférmio. As amostras foram
novamente homogeneizadas por 1 min em um vortex e centrifugadas a 14.000 rpm por 5
min, o sobrenadante foi transferido para outro tubo eppendorf e foi adicionado 100 pL de
cloroférmio. As amostras foram homogeneizadas por 1 min em vértex e centrifugadas a
14.000 rpm por 5 min. Em outro tubo eppendof foi adicionado seguindo a ordem: 10 pL
de acetato de aménio 3 M, 100 puL do sobrenadante do tubo anterior e 100 pL de

isopropanol absoluto gelado. As amostras foram mixadas por 1 min em vértex e
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incubadas no freezer por 60 min. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a
14.000 rpm por 15 min, depois o sobrenadante foi desprezado e o pellet lavado com 500
pL de etanol a 70%, em seguida centrifugadas a 14.000rpm por 5 min. O sobrenadante
foi desprezado e o pellet seco em temperatura ambiente. Ao pellet foi adicionado 50 pL
de agua ultra pura e as amostras foram colocadas na geladeira por 10 minutos e levadas

ao freezer por pelo menos 30 min.
Anélise dos dados

Os padrdes de banda foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2%
corado com Blue green loading dye | (LGC- Biotecnologia), visualizados em
transluminador de ultravioleta, comparados com o marcador de peso molecular 100 bp
(DNA Ladder, Invitrogen, USA) e fotodocumentados.

5.11 Anadlise da expressdo génica de proteinas pré-apoptoticas (Bax) e
antiapoptoticas (BCL-2 e BCLXL) — RT-PCR

A metodologia béasica de RT-PCR foi realizada através da extracéo total do RNA
com trizol, cloroférmio e isopropanol, com a pureza do RNA sendo confirmada pela
razdo de absorbancia no espectrofotdmetro A 260nm /A 280nm entre 1,8 - 2,0. A
transcricdo reversa foi realizada usando 0,6 pg de RNA total e 50 U de transcriptase
reversa de Moloney murine leukemia virus (M-MLV RT) (Promega, Madson, WI) nas
condicdes recomendadas pelo fabricante, usando 500 ng de primers randémicos (Roch,
Nonnenwald, Germany).

Foram analisados os genes antiapopt6ticos Bcl-2 e BelxL, o gene pré apoptdtico
Bax e um gene controle que ndo modifica sua expressao nas condi¢fes do experimento, 0
Gliceraldeido 3-Fosfato Desidrogenase (GAPDH), que produz um fragmento de 306
pares de bases (pb) apds 6 horas de incubacdo com as duas concentracdes (6,0 e 12,0
pg/mL) do derivado M8A. As reagdes de RT-PCR para cada gene tiveram um volume
final de 25 pL, contendo 1X SYBR Green Master Mix PCR (Applied Biosystems). As
amplificagdes foram feitas num termociclador, e consistiram de uma desnaturagdo do
DNA inicial a 94°C (5 min), seguida, 94 °C por 1 min, mais 1 minuto da temperatura de
anelamento dos oligonucleotideos (61°C GADPH, 62°C Bax e BCLxL e 64°C BCL2),

seguido de uma temperatura de extensdo de 72 °C por 1 min, em 35 ciclos.
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Posteriormente uma extensdo final de 72 °C por 10 min. Ao término das ciclagens as
amostras foram retiradas do termociclador e armazenadas no Freezer a numa temperatura

de -20°C em seguida analisadas.

Analise dos dados

Os padrdes de banda foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,25%
corado com Blue green loading dye | (LGC- Biotecnologia) , visualizados em
transluminador de ultravioleta, comparados com o marcador de peso molecular 100 bp
(DNA Ladder, Invitrogen, USA) e fotodocumentados.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Ensaio de citotoxicidade em células tumorais - teste do MTT

Os resultados da atividade antiproliferativa dos derivados da nitrofurantoina
realizada através do teste do MTT esta representada na tabela 2. Todos os derivados
testados apresentaram atividade citotoxica em pelo menos uma das linhagens testadas.
No entanto, o composto M8A (N-pentil nitrofurantoina) foi o mais ativo frente a todas as
linhagens testadas, com a Clso variando de 1,3 a 2,4 pg/mL. O protétipo nitrofuratoina
também apresentou atividade citotoxica frente as linhagens MCF-7, NCI-292 e HL-60,
porém foi menos toxica nas linhagens HT-29 e MCF-7. O derivado MNOH (N-hidroxi-
metil-nitrofurantoina) apresentou citoxicidade nas linhagens MCF-7, NCI-292 e HL-60,
sendo menos téxico na linhagem HT-29. De todos os compostos testados 0 M5A (N-
butoxi-metileno-nitrofurantoina) foi 0 menos ativo, com valores de Clsg variando de 7,4 a
16,6 pg/mL, ndo sendo testado na linhagem MCF-7, enquanto que o derivado M9A teve
a sua citotoxicidade seletiva para as linhagens MCF-7 e HL-60, com valores de Clsy de
1,9 e 1,4 pg/mL, respectivamente. A doxorrubicina foi usada como controle positivo e

apresentou citotoxicidade menor que 1 pg/mL em todas as linhagens.



54

Tabela 2. Apresenta os valores de CI50% (concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento celular),
(ug/mL) e intervalo de confianca de 95%, realizado pelo teste do MTT ap6s 72 horas de incubagdo. NT* —
ndo testado.

Linhagens HT29 MCF-7 NCI-292 HL-60
CI150 CI50 CI150 CI150
DOX 0,9 0,2 0,04 0,02
06-15 0,1-0,2 0,01-01 0,01-0,02
MNFT 7,2 3,3 0,8 1,3
6,1-8,7 2,4—-45 0,6-1,2 1,06-1,5
MNOH 13,2 3,9 1,6 2,7
9,8-17,8 29-51 1,3-2,2 2,3 -3,09
M5A 9,6 NT* 16,6 74
6,9 -13,7 11,0-25,3 5,9-9,2
MB8A 1,9 1,3 2,4 2,2
1,5-2,5 1,0-1,6 1,9-3,08 1,7-2,7
M9A 9,3 1,9 8,2 14
5,7-157 1,7-23 7,3-9,3 12-1,8

Como o composto M8A foi 0 mais citotdxico dentre todos os derivados testados,
este foi selecionado para dar continuidade aos estudos sobre possiveis mecanismos de
acdo. A linhagem HL-60 foi escolhida pelo fato desta linhagem ter apresentado
sensibilidade ao M8A e por ser um tipo celular cultivado em suspenséo, o que viabiliza a

realizacdo dos experimentos de mecanismo de agao.

A literatura enfatiza a importancia da sintese de novo derivados e 0 melhoramento

do desempenho da atividade bioldgica de nitrocompostos baseados em estruturas ja
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conhecidas e com bioatividade ja& comprovada, através de modificacbes moleculares
planejadas visando influenciar na atividade bioldgica através de suas propriedades fisico-
quimicas (LEMKE; WILLIANS; FOYE’S, 2008). De acordo com o Orgéo Internacional
de Padronizagdo (International Standard Organization), ISO 10993, o ensaio de
citotoxicidade in vitro € o primeiro teste para avaliar a atividade de candidatos a farmacos
anticancer (ROGERO et. al, 2003). Um dos principais testes utilizados na determinacéo
da citotoxicidade é o teste do MTT (BERRIDGE; HERST; TAN, 2005). O NCI (National
cancer Institute) dos Estados Unidos utiliza em seus protocolos a concentragéo inicial de
10 pg/mL, considerando um produto puro como citotdxico os que apresentarem o valor
da CI50 abaixo de 5 pg/mL. Todos os compostos testados neste estudo apresentaram
atividade citotoxica em pelo menos uma das linhagens tumorais exceto o derivado M5A.
Isto se deu pelo fato de que a maioria dos nitrocompostos com acgdo anticancer,
antiparasitaria e antimicrobiana, tem o processo de biorreducdo enzimatica do grupo nitro
e subsequente interacdo dos produtos formados com biomoléculas essenciais de bacteérias,
fungos e parasitas como provavel mecanismo de acdo, 0 que 0 torna um pré-requisito
para o bom desempenho desta classe de compostos (TOCHER, 1997; VIODE et al.,
1998).

Ap0s a realizacdo do teste de citotoxicidade de 72 horas foi realizado um novo
teste de 24 horas com o selecionado, 0 M8A, na linhagem HL60 para determinar a dose
na qual seria utilizado para os ensaios posteriores. O resultado mostrou uma CI50% de
54 pg/mL com intervalo de 3.345-8.821, porém para facilitar a realizacdo dos
experimentos posteriores essa concentragdo foi arredondada para 6,0ug/mL. As
concentracdes utilizadas nos ensaios posteriores foram o valor da C150% (6,0 pg/mL) e

duas vezes o valor da C150% (12,0 pg/mL).

Derivados nitrofurantoinicos sdo descritos na literatura por apresentarem atividade
tripanossomicida, entretanto ndo existem estudos referentes as suas propriedades
citotoxicas e anticancer, sendo este estudo uma contribuicdo importante para a descoberta

e desenvolvimento de novas drogas.

6.2 Ensaio de citotoxicidade em linfécitos humanos

O teste foi realizado também utilizando da técnica do MTT e teve como objetivo
verificar a citotoxicidade do composto M8A frente as células de linfocitos humanos. O



56

composto apresentou IC50% de 8,4 ug\mL, com intervalo de confianca variando entre
54 — 12,9 ug/mL. Este valor foi cerca de quatro vezes menos tdxico para linfocitos

humanos do que para a HL-60 onde a sua 1C50% foi de 2,2 pg/mL.

O teste de citotoxicidade em linfocitos humanos € um passo importante na
descoberta de novos farmacos j& que o intuito de se lancar novos farmacos anticancer no
mercado é aumentar o efeito anticAncer do composto e diminuir seus efeitos adversos.
Um dos efeitos adversos mais comuns em pacientes portadores de cancer é a
imunossupressdao (VASIEVICH; HUANG, 2011). Em estudo de citotoxidade com o
nitrofurano quinifuril realizado por Rossa et al., (2003) apresentou alta toxicidade in vitro
em células leucémicas de rato e baixa toxicidade em celulas de animais normais quando
comparado a nitracrina, ja disponivel na terapéutica. Os resultados encontrados neste
trabalho corroboram com o estudo feito por Blumenstiel et al., (1999) que comprovaram
que alguns derivados nitrofuranicos como a nifuroxazida e o nifuprazine ndo

apresentaram efeitos toxicos frente as células de mamiferos.
6.3 Determinacéo da viabilidade celular do M8A pelo azul de tripan

Para confirmar a viabilidade celular (nimero de células vidveis) foi realizado o
teste do azul de tripan. A Figura 15 mostra a reducdo do crescimento celular, onde as
concentracdes de 6,0 pg/mL e 12,0 pg/mL reduziram o crescimento celular em 37,5 e
64%, respectivamente em relacdo ao grupo controle. A doxorrubicina apresentou uma

reducdo no crescimento de 70%.
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Figura 16. Determinacdo da viabilidade células através do teste do azul de tripan ap6s 24 horas incubacéo
com o composto M8A (6,0 e 12,0 pg/mL). O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO). A
doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi utilizada como controle positivo. * P <0,05 comparado com o controle
através da analise de variancia(ANOVA), seguido de teste de Newman-Keuls para comparagdo multipla.
Os dados sdo apresentados como média + EP de trés experimentos independentes.
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Um dos pardmetros mais utilizados para avaliar a toxicidade é a viabilidade
celular, que pode ser evidenciada com auxilio de corantes vitais como, por exemplo, 0
azul de tripan (ROGERO et. al., 2003). O teste de excluséo do corante azul de tripan
estuda a permeabilidade da membrana plasmatica (BARILE, 1994). Portanto, mesmo a
membrana sendo lisada por um agente citotoxico, organelas citoplasmaticas ainda podem
manter sua atividade fisiologica, bombeando o corante para fora da célula
(VALADARES, 2007).

As células em apoptose mantém suas membranas integras durante quase todo o
processo até a sua morte, diferentemente das células necroéticas que morfologicamente
apresentam perda da integridade da membrana, a célula fica targida e 0 DNA é degradado
aleatoriamente (CHO et al., 2010; HENRIQUEZ et. al., 2008). Os resultados obtidos com
0 azul de tripan mostrou que o composto M8A diminuiu significativamente o namero de
células viaveis nas duas concentracdes testadas (6,0 e 12,0 ug/mL) e consequentemente

diminuiu o nimero de células ndo viaveis, de forma dose dependente.
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6.4 Avaliacdo da morfologia

A morfologia das células HL-60 foi avaliada pelo método de coloragdo (May-
Grunwald-Giemsa), apés 24 horas de incubacdo com o composto M8A conforme
mostrado na Figura 16. A analise por microscopia Optica revelou diversas alteracdes
morfoldgicas induzidas pela substancia testada. As células do grupo controle negativo
(ndo tratadas) exibiram uma morfologia tipica de células ndo aderidas, tais como:
membrana integra e nitida visualizacdo das membranas plasmatica e nuclear. Nos grupos
tratados com MB8A nas doses de 6,0 e 12,0 ug/mL, as células apresentaram morfologia
consistente com células em processo de apoptose, incluindo, reducdo do volume celular,
fragmentacdo do DNA e restos celulares. A doxorrubicina 0,3 pg/mL foi utilizada como
controle positivo e apresentou caracteristicas de células necroticas como fragmentacdo da

membrana plasmatica. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO).

Figura 17. Anélise morfoldgica de células HL-60 apds 24 horas de incubacdo com o composto M8A
coradas pelo May-Grunwald-Giemsa. A- Controle Negativo (DMSQO), B- Doxorrubicina (0,3 pg/mL), C-
MB8A (6,0 ug/mL) e D- M8A (12,0 pg/mL). As setas indicam fragmentacdo do DNA.
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A anélise de alteracbes morfologicas permite uma confirmagdo dos resultados
obtidos nos testes de viabilidade celular. Para que a célula esteja realmente sofrendo
processo de apoptose € necessario que haja uma manutencdo da integridade da membrana
e que a célula apresente alguns tipos de alteragdes como, por exemplo, condensagdo da
cromatina e fragmentacdo do nucleo (MESQUITA, 2009). Os resultados obtidos na
analise morfoldgica mostram alteracGes que incluiram, além da fragmentacdo do DNA,
celulas picndticas e restos celulares. As células do controle negativo se apresentaram
normais com nucleos volumosos, enquanto que as células tratadas com doxorrubicina
apresentaram reducdo do volume celular, fragmentacdo do DNA e condensacdo da

cromatina.

6.5 Analise morfoldgica — marcacdo com anexina V/iodeto de propideo

Para confirmar processo de apoptose induzido pelo derivado M8A nas células HL-
60 conforme evidenciado em experimentos anteriores, foi realizado a marcacdo com
anexina e iodeto de propideo por microscopia de fluorescéncia. Foram contadas cerca de
200 células por amostra. Os resultados mostram que o M8A nas concentracfes de 6,0 e
12,0 pg/mL induziram apoptose em 49 e 60% das células, respectivamente. O grupo
controle apresentou 24% de células em apoptose (p< 0,05). O controle positivo,
doxorrubicina, apresentou 54% de células em apoptose. O M8A nas concentracdes de 6,0
e 12,0 pg/mL causaram necrose em 10% e 15% das células, respectivamente. Estes
valores foram menores do que o apresentado pela doxorrubicina (29% de células em

necrose). (Figura 18).
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Figura 18. Efeito do composto M8A (6,0 e 12,0 ug/mL) e da doxorrubicina (0,3 pg/mL), na linhagem de
células HL-60, determinadas por microscopia de fluorescéncia utilizando o kit anexina V-FITC, apds 24 h
de incubagdo. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO) a 0.1%. A doxorrubicina (0,3 pg/mL)
foi utilizada como controle positivo. * P <0,01 comparado com o controle por meio de ANOVA, seguido
de teste de Newman-Keuls de comparacdo multipla. Os dados sdo apresentados como média + EP de trés
experimentos independentes.
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A analise por microscopia de fluorescéncia permitiu verificar que as células que
se encontravam em apoptose apresentavam um padrdo diferente na fluorescéncia.
Algumas possuiam apenas a externalizacdo da fosfatidilserina (Figura 19C) enquanto
outras apresentavam, além da externalizacdo da fosfatidilserina, o nicleo marcado com o
iodeto de propideo. Isto se d& ao fato de que o processo de apoptose na sua fase inicial
apresenta membrana plasmatica integra, 0 que ndo permite a entrada do iodeto de
propideo, portanto a célula fica toda marcada de verde fluorescente (Figura 19C). No
entanto, na fase final da apoptose ha uma perda da integridade da membrana o que
permite a entrada do iodeto de propideo, marcando o nucleo de vermelho, o que €
considerada uma apoptose tardia (Figura 19D). Neste estudo, o composto M8A (6,0
pg/mL) induziu a apoptose das células, sendo em sua maioria na fase inicial (Figura
19C). As células tratadas com o M8A na dose de 12,0 pug/mL se apresentaram, na sua

maioria, em apoptose tardia (Figura 19D). As células tratadas com doxorrubicina se

apresentaram, em sua maioria, em apoptose tardia e necrose (Figura 19B).



61

Figural9. Analise morfoldgica da fluorescéncia Anexina V/lodeto de propideo. A. controle negativo, B.
doxorrubicina (0,3 pg/mL), C. M8A (6,0 pg/mL) e D. (12,0 pg/mL). Analisadas por um microscépio de
fluorescéncia (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha), a uma ampliacdo de 400x, e filtro de excitagdo de 450-
490nm. Célula viavel, Célula em apoptose inicial, Célula em apoptose
tardia, Célula necrdtica.

—

Uma caracteristica bioquimica importante na deteccdo da apoptose €é a
externalizacdo da fosfatidilserina presente na regido interna da bicamada lipidica
(BRATON et. al, 1997). A anexina V é uma proteina recombinante utilizada na
identificacdo deste evento, pois ela interage de forma especifica com os residuos da
fosfatidilserina (ARUR et. al., 2003). O iodeto de propideo (IP) por sua vez, s6 consegue
intercalar o DNA e marcar 0 nlcleo de vermelho se a membrana celular estiver
danificada, processo este que s6 ocorre em células necréticas ou em apoptose tardia
(KUMMAR et al., 2004).

A utilizacdo do teste da AnexinaV/lodeto de propideo foi realizado com o intuito
de se caracterizar bioquimicamente a inducdo da apoptose. Os resultados mostraram que
a inducédo da apoptose ocorre de uma forma dose depende, sendo maior na concentracéo
de 12 pg/mL.
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6.6 Analise da fragmentacdo do DNA — Teste do DNA Ladder

A Figura 20 mostra a fragmentacdo do DNA causada pelo derivado M8A. A
imagem mostra que na concentracdo de 12,0ug/mL, o composto M8A causou
fragmentacdo do DNA no padrdo de escada, 0 que ndo ocorreria caso a morte celular
fosse por necrose, pois esta no gel aparece com um padrio de “arrastado”. A
doxorrubicina (0,3 pg/mL) também induziu a fragmentagdo do DNA, cofirmando assim
os resultados da andlise de fluorescéncia que mostraram uma grande quantidade de
células em apoptose induzidas pelo composto teste. O controle negativo apresentou duas

bandas integras encontras no DNA gendmico.

Figura 20. Analise da fragmentagdo do DNA, teste do DNA Ladder induzido pelos compostos através de
gel de agarose a 2% corados com Blue green loading dye | (LGC- Biotecnologia) , visualizados em
transluminador de ultravioleta, comparados com o marcador de peso molecular 100 bp (Invitrogen, USA) e
fotodocumentados. M (marcador), C (controle negativo tratado com veiculo (DMSO), DOX
(Doxorrubicina 0,3pg/mL), M8A (12,0 pg/mL).

M C DOX MSA

Uma das principais caracteristicas da apoptose é o processo de fragmentacdo do
DNA em fragmentos com 180-200 pares de base ou mudltiplo integrais, produzindo o
tipico "Padrio em escada” no gel. A fragmentagcdo do DNA na apoptose ocorre através da
ativagdo de endonucleases, diferentemente da necrose onde a fragmentagdo ocorre de

forma aleatoria produzindo assim um padrdo de “arrastado” no gel (GOLD et al., 1993).

O teste do DNA ladder confirmou os resultados da microscopia de fluorescéncia,
mostrando assim que o composto M8A esta induzindo a morte celular por apoptose. O

padrdo de duas bandas no controle negativo pode ocorrer em DNA genémino sem
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significar algum tipo de alteracdo ou fragmentacdo. O padrdo de 2 bandas no controle
negativo é considerado caracteristico em DNA genémico (BERTAO et al., 2012).
Este teste estd sendo amplamente utilizado para indicar células em apoptose em
diversos estudos de atividade antiproliferativa por ser um teste especifico e de baixo custo
(ANAZETTI et al., 2003; BERTAO et al., 2012; LIN; FUJII; HOU, 2003, 2004).

6.7 Analise da expressdo génica de proteinas pré-apoptotica (Bax) e antiapoptética
(BCLxL) — utilizando a RT-PCR

Para ocorrer a apoptose € necessario que haja a ativacdo de proteinas pro-
apoptoticas e a inibicdo das proteinas anti-apoptdticas. Com o intuito de se verificar o
perfil da expressdo de genes envolvidos no processo apoptético (Bax e BCLxL) foi
realizada a RT-PCR ap6s 6 horas de incubacdo com o composto teste. A analise dos
dados mostra que houve um aumento na expressdo da proteina pro-apoptética Bax nas
células tratadas com o composto M8A nas doses de 6,0 e 12,0 pg/mL, em comparagdo ao
grupo controle. O gene BCLXL aparentemente ndo sofreu alteracdo na sua expressao em
nenhum dos grupos. Os resultados indicam que o composto M8A esta induzindo a
apoptose nas células HL-60, pelo menos em parte, através do aumento da expressao da

proteina pro-apoptética Bax, que estd envolvida na via apoptoética intrinseca (Figura 21).

Figura 21. RT-PCR dos genes antiapoptotico BCLxL e pro-apoptotico Bax em células HL-60 incubadas
com o composto M8A (6,0 e 12,0pug/mL). O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO). Os
padrdes de banda foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,25% corado com Blue green
loading dye | (LGC- Biotecnologia) , visualizados em transluminador de ultravioleta e comparados com o

marcador de peso molecular 100 bp (DNA Ladder, Invitrogen, USA) e fotodocumentados.

BCLXL BAX

- ) - )

C MBA  C M8A

6 12 pg/mL 6 12 pa/mL
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Figura 22. RT-PCR do gene controle GADPH em células HI-60 incubadas com o composto M8A (6,0 e
12,0pg/mL). O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO). Os padrdes de banda foram analisados
por eletroforese em gel de agarose a 1,25% corado com Blue green loading dye I (LGC- Biotecnologia) ,

visualizados em transluminador de ultravioleta e comparados com o marcador de peso molecular 100 bp

(DNA Ladder, Invitrogen, USA) e fotodocumentados.

M C M8A MSBA
6 12 pg/mL

A anélise da expressdo génica é fundamental para a pesquisa bioldgica na
deteccdo da expressdo diferencial de um (s) gene (s) entre o estado normal e de doenca
podendo fornecer subsidios para novas abordagens terapéuticas no tratamento de
doencas. O advento de técnicas de analises quantitativas em tempo real como a RT-PCR
para medicdo da expressdo de genes tem permitido a determinacdo exata dos niveis de
expressao de genes alvos (BARBER et al., 2005).

Para a confirmacao dos resultados foi utilizado um gene controle que ndo altera
sua expressdo nas condicbes do experimento, o GDPH (gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase). Este gene também chamado de “housekeeping” ¢ usado para normalizar

dados de expressao de genes em estudos de apoptose (BARBER et al., 2005).

Os genes BCLxL e Bax foram selecionados para o atual estudo por estarem
envolvidos na via intrinseca da apoptose que é controlada pela familia BCL2 composta
por proteinas anti-apoptoticas, (Bcl-2, Bcl-XL, MCL-1) e pré-apoptoticas (Bax, Bid,
Bak), estas proteinas regulam o potencial de membrana do reticulo endoplasmatico e
mitocondrias, sendo crucial para transmitir sinais pro-apoptoticos de morte celular, a

ativacdo da protease procaspase -9, do citocromo ¢ e do fator ativador de protease
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apoptotica 1 (APAF-1), formando um complexo conhecido como apoptossomo que ativa
a caspase-9, que por sua vez, ativa as caspases efetoras, como por exemplo as caspases 3,
6 e 7 que sdo responsadveis pela maior parte das alteracbes nas caracteristicas
morfolégicas relacionadas a apoptose, como a externalizagdo da fosfatidilserina (PS), a
condensacédo da cromatina e a fragmentacdo do DNA (GHAVAMI et al., 2009; WANG et
al., 2005).

Nas células que estdo sofrendo o processo de apoptose, as proteinas anti-
apoptoticas precisam ter sua expressdo diminuida, e as proteina pro-apoptoticas sua
expressdo aumentada. No entanto, a literatura apresenta resultados em que algumas
proteinas antiapoptdticas mantém seu padrdo de expressdo inalterado, enquanto que ha
um aumento de expressdo de proteinas pro-apoptéticas induzidas por compostos diversos
(ABONDANZA et. al., 2008; FLOROS et al., 2006; PINTO et al., 2011). Estes estudos
corroboram com os resultados encontrados neste trabalho. Analisando os perfis das
bandas ndo se pode dizer se a expressdo de Bax é dose dependente ja que aparentemente

nos dois grupos tratados com M8A (6,0 e 12,0 pg/mL) as bandas estdo no mesmo padréo.

Os testes realizados neste trabalho comprovam que o derivado da nitrofurantoina
MB8A tem atividade antiproliferativa induzindo a morte celular por apoptose em células

HL-60, com fortes indicios do envolvimento da via intrinseca ou mitocondrial.
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7 CONCLUSAO

Através do ensaio de citotoxicidade podemos concluir que tanto a nitrofurantoina
como seus derivados apresentaram atividade citotoxica frente a quatro linhagens de
células cancerigenas (HL-60, MCF-7, HT-29, NCI-292), sendo o derivado M8A o que se

mostrou mais eficaz.

Os testes de mecanismo de acdo mostraram que o composto M8A induz apoptose
em celulas HL-60. Através da andlise da RT-PCR pode-se verificar que realmente o
derivado M8A induz a apoptose através da ativacdo da proteina pro-apoptética Bax,

sugerindo assim a participacdo da via intrinseca.

No entanto mais estudos precisam ser realizados como a RT-PCR Real Time para
poder quantificar a expressdo desses genes, assim como ensaios que confirmem o

envolvimento da via intrinseca da apoptose como a determinagdo de caspases.
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