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RESUMO

O céancer, doenca de caracteristica genética, € marcada por um crescimento celular
desordenado que ocorre apos alteracdes pontuais no DNA em regides responsaveis
pelo crescimento e diferenciacdo da célula. No presente trabalho, foi avaliada a
citotoxicidade, em células tumorais, de trinta novas moléculas pertencentes a trés
classes de compostos: tiossemicarbazonas, tiazolinonas e tiazois. A seletividade dos
compostos mais ativos foi avaliada em células mononucleares do sangue periférico
(CMSP) e em hemécias, em seguida, foi investigado os possiveis mecanismos de
acao in vitro e in vivo do composto mais promissor. In vitro foram avaliados o ciclo
celular, fragmentacdo do DNA, medida do potencial transmembranico mitocondrial e
ensaio da apoptose. In vivo foram realizados o ensaio de toxidade ndo-clinica aguda
e atividade antitumoral em animais portadores do carcinoma ascitico de Ehrlich. O
mecanismo de acdo in vivo foi avaliado pelos mesmos métodos in vitro e, também
foram realizadas analises hematoldgicas, bioquimicas e histopatolégicas. Doze
moléculas apresentaram-se promissoras na citotoxicidade e todas foram mais
seletivas para as linhagens tumorais do que para as células normais. O derivado MB
1.4 foi escolhido para os estudos in vitro em linhagem do tipo K562 e ele foi capaz de
induzir despolarizagcdo mitocondrial, parada de ciclo celular na fase G1, fragmentacao
do DNA e apoptose nas concentragdes de 17 e 34 uM. In vivo, o derivado MB 1.4
apresentou DLso de aproximadamente 500 mg/kg. Sobre o tumor ascitico de Ehrlich
ele ndo reduziu a quantidade de células tumorais, porém reduziu a viabilidade celular,
induziu apoptose nas doses de 5 e 10 mg/kg e degradacao celular na dose de 20
mg/kg, parada de ciclo celular nas fazes S (5 e 10 mg/kg) e G2/M (20 mg/kg),
fragmentacdo do DNA e despolarizacdo mitocondrial. Foram observadas alteracdes
histoldgicas no rim e no figado dos animais submetidos ao ensaio antitumoral, apesar
disso, ndo foram observadas alteracdes bioquimicas e eritrocitarias. Entretanto, houve
aumento dos leucécitos totais e reducdo das plaquetas na dose de 20 mg/kg. O
derivado MB 1.4 é uma molécula inédita e um candidato a farmaco anticancer
promissor. Contudo, estudos mais aprofundados devem ser realizados para elucidar

melhor seu mecanismo de acdo e sua seguranca farmacologica.

Palavras chave: Cancer. Tiazdis. Citotoxicidade. Atividade antitumoral. Mecanismo de

acao.



ABSTRACT

Cancer, a disease of genetic trait, is marked by disordered cell growth that occurs after
point changes in the DNA in regions responsible for cell growth and differentiation. In
the present work, cytotoxicity was evaluated in tumor cells of thirty new molecules
belonging to three classes of compounds: thiosemicarbazones, thiazolinones and
thiazoles. The selectivity of the most active compounds was evaluated in peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) and in red blood cells, and the possible mechanisms
of in vitro and in vivo action of the most promising compound were investigated. Cell
cycle, DNA fragmentation, mitochondrial transmembrane potential measurement and
apoptosis assay were evaluated in vitro. In vivo, the acute non-clinical toxicity and
antitumor activity in animals with Ehrlich's ascitic carcinoma were performed. The
mechanism of action in vivo was evaluated by the same in vitro methods and
hematological, biochemical and histopathological analyzes were also performed.
Twelve molecules were promising in cytotoxicity and all were more selective for tumor
lines than for normal cells. The compound MB 1.4 was chosen for the in vitro studies
in K562 type strain and was able to induce mitochondrial depolarization, G1 phase cell
cycle arrest, DNA fragmentation and apoptosis at concentrations of 17 and 34 uM. In
vivo, MB 1.4 had LD50 of approximately 500 mg / kg. On Ehrlich's ascites tumor, he
did not reduce the number of tumor cells, but reduced cell viability, induced apoptosis
at doses of 5 and 10 mg / kg and cell degradation at a dose of 20 mg / kg, cell cycle
arrest at the S (5 and 10 mg / kg) and G2 / M (20 mg / kg), DNA fragmentation and
mitochondrial depolarization. Histological changes were observed in the kidney and
liver of the animals submitted to the antitumor assay; however, no biochemical and
erythrocytic changes were observed. However, total leukocytes increased and
platelets reduced at a dose of 20 mg / kg. MB 1.4 derivative is an unpublished molecule
and a promising anticancer drug candidate. However, further studies should be

performed to better elucidate its mechanism of action and its pharmacological safety

Key words: Cancer. Thiazole. Cytotoxicity. Antitumor activity. Mechanism of action.
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1 INTRODUCAO

O céancer é considerado uma doenca genética que pode acometer todos
os tipos de tecido do organismo, que resulta de uma alteracdo patologica na
informacé&o contida no DNA. O cancer surge a partir de mutacdes que alteram a
expressdo de genes codificadores de proteinas comprometidas com o controle
da proliferacéao e da diferenciacao celular ou, ainda, envolvidas nos mecanismos
de reparo do DNA. Em consequéncia dessas alteracdes, as células adquirem
vantagens proliferativas sobre as suas congéneres normais, formando tumores,
invadindo tecidos circunvizinhos e podendo propagar-se a distancia (KLUG;
CUMMINGS, 2002; THOMAS, 2003).

O céancer atualmente € considerado um grande problema de salde
publica. No Brasil, a estimativa da incidéncia de cancer para o ano de 2016 é de
aproximadamente 596 mil casos. Para o género masculino sdo esperados
aproximadamente 295.200 casos e entre o género feminino 300.800 novos
casos, incluindo casos de pele ndo melanoma, tipo mais incidente para ambos
0s sexos (INCA, 2016).

O tratamento padrao para o cancer, embora nao especifico, baseia-se na
cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Frequentemente, a resseccao cirargica e
a radioterapia sdo técnicas bem sucedidas na erradicacdo do tumor primario,
embora um problema comumente encontrado seja a recidiva da doenca devido
a células tumorais residuais e/ou metastases. Por isso, estas estratégias
terapéuticas sdo geralmente seguidas pela quimioterapia (WAYTECK et al.,
2014).

Os agentes farmacolégicos utilizados no tratamento do cancer incluem
uma grande variedade de compostos que atuam de varias formas, interferindo
nos mecanismos de sobrevivéncia, proliferacdo e migracdo celulares. O
desenvolvimento de agentes anticancer com acentuada seletividade para células
tumorais € essencial, particularmente aqueles que podem vencer a resisténcia a
terapias estabelecidas. Diversas classes de moléculas vém sendo estudadas
visando a atividade antitumoral. Os derivados tiossemicarbazonicos vém
recebendo especial interesse, assim como os compostos derivados de tiazois.
Novas agentes anticancer cujo alvo € a enzima ribonucleotido-resutase (RR) tém
sido desenhados (RICHARDSON, 2002; KALINOWSKI; RICHARDSON, 2005).
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Moléculas do tipo tiossemicarbazonas tém sido extensivamente
estudadas por apresentarem atividade antiparasitaria, antibacteriana e
antitumoral, e dentro desta classe, moléculas como o marboran ou triapina foram
utilizadas na pratica clinica. Seu mecanismo de acdo é ainda controverso em
muitos aspectos, mas ja é bem conhecido que derivados heterociclicos da
tiossemicarbazonas agem inibindo a ribonucleotideo redutase, enzima
responsavel pela sintese de precursores do DNA e, consequentemente, da
divisao celular (LI et al., 2009).

Tiazois, por sua vez, pertencem a uma classe de compostos
heterociclicos que contém atomo de enxofre, molécula importante para o0s
organismos vivos. Esta porcdo heterociclica estad presente em compostos
naturais e sintéticos e apresentam um amplo espectro de atividades biolégicas
incluindo, antibacteriana (sulfatiazol), anticonvulsivante (riluzol),
antiparkinsoniano (talipexole), antiviral (ritonavir) e anticancer (dasatinib) (SHI,
et al., 2010). Destaca-se a potente acédo citotoxica frente a diferentes tipos de
tumores tais como carcinoma de pulmdo, adenocarcinoma de coélon,
glioblastoma, melanoma, cancer de préstata e leucemia (DE SOUZA et al., 2005;
ALIABADI et al., 2010; FALLAH-TAFTI et al., 2011; LEFRANC, 2013).

Nos ultimos anos, compostos com atividade anticancer tém sido
extensivamente desenhados e testados como boa perspectiva pelos quimicos
medicinais, como a possibilidade de desenvolvimento de novos prototipos
promissores para o0 tratamento do cancer. Assim, neste trabalho, novos
derivados tiossemicarbazonicos, tiazolinbnicos e do anel tiazol foram
desenhados, sintetizados e avaliados com o propésito de se obter substancias

menos tdxicas e mais seletivas para o tratamento do cancer.



22

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

o Avaliar a atividade citotoxica em células tumorais de novos derivados
tiossemicarbazonicos, tiazolinénicos e tiazodlicos, bem como investigar
seus possiveis mecanismos de acaoin vitro e in vivo do composto mais

promissor.

2.2 Objetivos Especificos

o Avaliar a atividade citotéxica in vitro dos novos derivados
tiossemicarbazonicos, tiazolindnicos e do tiazol em deferentes linhagens

de células tumorais;
o Determinar a atividade citotoxica dos compostos mais ativos em células
mononucleares do sangue periférico (CMSP) e hemécias de individuos

saudaveis;

o Selecionar o melhor composto entre as trés classes e estudar possiveis

mecanismos de acao antitumoralin vitro

o Determinar a toxicidade nao-clinica aguda in vivo do derivado mais ativo;

o Avaliar a agdo antitumoral do derivado mais ativo em carcinoma ascitico

de Ehrlichin vivo;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Cancer

Céancer é um termo dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém
como caracteristica comum o crescimento celular desordenado causado a partir
de alteracdes no DNA em regides responsaveis pelo controle de crescimento da
célula (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015). O cancer € uma doenca
complexa de caracteristica genética que por muito tempo foi considerada um
processo celular autbnomo, decorrente da aquisicdo de mutagdes sucessivas
em oncogenes e genes supressores de tumor que resultam em uma progressiva
proliferacdo e resisténcia a morte celular (KENNY, LEE, BISSELL, 2007,
OUYANG et al., 2012).

As células de cancerigenas possuem defeitos nos mecanismos que
governam a proliferacdo celular normal. Entre as caracteristicas do tumor
maligno estéo a resisténcia a sinais antiproliferativos, evaséo do sistema imune,
proliferagdo ilimitada, inflamacédo, autossuficiéncia de sinais de crescimento,
reprogramacdo do metabolismo energético, resisténcia a morte celular,
instabilidade genética e mutacdo, angiogénese e metastase (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Figura 1 - Caracteristicas das células tumorais.
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Fonte: Adaptado de (HANAHAN; WEINBERG, 2011).



24

Atualmente a terapia anticancer envolve um padrédo de estratégias ndo
especificas para o seu tratamento. Cirurgia, radioterapia e a quimioterapia sédo
as abordagens mais utilizadas. Embora a ressecc¢ao cirargica e a radioterapia
sejam, muitas vezes, bem sucedidas na erradicacdo de tumores primarios, um
problema comumente encontrado é a recidiva da doenca devido células tumorais
residuais e/ou metastases (VANNEMAN; DRANOFF, 2012).

3.2 Epidemiologia

O cancer é o principal problema de saude publica em muitos paises no
mundo, inclusive nos Estados Unidos (EUA), onde atualmente é a segunda
principal causa de morte. Em poucos anos, devera superar as doencas
cardiovasculares, e para 2015 foi projetada a incidéncia de 1.658.370 novos
casos de cancer e um total de 589.430 mortes nos EUA (SIEGEL; MILLER;
JEMAL, 2015).

Desde 1995, sdo elaborados relatorios sobre a estimativa da Incidéncia
de Cancer no Brasil. Para 0 ano de 2016 estima-se que o pais deva registrar
aproximadamente 596 mil casos de cancer. Para os homens sdo esperados
aproximadamente 295.200 casos e entre as mulheres 300.800 mil novos casos,
incluindo os casos de pele ndo melanoma, que é o tipo mais incidente para
ambos os sexos, seguido por cancer de mama, célon e reto, colo de utero,
pulméo e estbmago para o sexo feminino e cancer de préstata, pulméo, colo e
reto, estbmago e de boca para o sexo masculino (Figura 2), o que reforca a

gravidade do cancer no pais (INCA, 2016).
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Figura 2 - Distribuicao dos principais tipos de cancer entre homens e mulheres mais incidentes
estimados para 2016.

Pele ndo melanoma Pele ndo melanoma
Prostata Mama feminina
Traqueia, Bronquio e Pulméo Coélon e reto
Colon e reto Colo do utero
Estdmago Traqueia, Bronquio e Pulméao
Cavidade oral Estdmago

Fonte: INCA, 2016.

3.3 Historia da oncologia

Embora o processo neoplasico seja reconhecido ha séculos, pouco se
sabia sobre os mecanismos biolégicos de transformacéo e progressédo tumoral
até o surgimento da medicina molecular durante a ultima metade do século XX.
Até 1950, o tratamento compreendia basicamente a remocao cirdrgica do tumor
(CHABNER; ROBERTS Jr, 2005). Apesar de ser a terapia individual mais antiga
no tratamento oncoldgico, a cirurgia evoluiu nas Uultimas décadas (WYLD;
AUDISIO; POSTON, 2015).

Em seguida, durante a década de 1960 a radioterapia tornou-se uma
ferramenta valiosa para o controle local e regional da doenga. Entretanto, assim
como a cirurgia, a terapia com radiacao nao foi capaz de erradicar o cancer
metastatico. Logo, o tratamento mais eficaz necessitava agir de forma sistémica
em todos os 6rgdos, como a terapéutica por quimioterapicos (CHABNER;
ROBERTS Jr, 2005).
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Os primeiros quimioterapicos, como as mostardas nitrogenadas e os
farmacos antifolatos, comecgaram a surgir a partir de 1940. Na Figura 3 é possivel
observar a progressdo histérica do desenvolvimento dos farmacos

antineoplasicos até o inicio do século XXI.
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Uma estratégia mais recente de combate ao cancer é a imunoterapia,
também chamada de vacina contra o cancer. Seu principal objetivo é estimular
o sistema imunologico dos pacientes a destruir células transformadas. A
imunoterapia € utilizada para desencadear protecdo dos pacientes portadores
de tumor, principalmente por suprimir metastase a longo prazo e recidiva tumoral
(QIAN; LIU; JIANG, 2018). Atualmente, outra estratégia como a horménioterapia
também encontra-se disponivel (NAIKI et al., 2012; ABRAHAM; STAFFURTH,
2016).

Embora muitos farmacos antitumorais eficazes estejam disponiveis,
alguns ainda apresentam elevada toxicidade. O cancer também pode
desenvolver resisténcia a certos agentes terapéuticos, por esta razdo, a
cancerologia pode ser considerada uma area de grande necessidade ainda nédo
atendida (UTKU, 2011). Em geral, as combinacfes de antineoplasicos provaram
ser mais eficazes que quando tratados isoladamente, tanto em pacientes com
metastase quanto em pacientes com alto risco de recaida ap6s o tratamento
cirdrgico do tumor primario (CHABNER; ROBERTS Jr, 2005). A radiacdo
também pode ser realizada em combinagcdo com outras modalidades de
tratamento como a cirurgia, quimioterapia ou imunoterapia. Quando utilizada em
combinagcdo com a cirurgia, a radiacdo pode ser usada como terapia
neoadjuvante, onde a mesma € usada antes da cirurgia e tem por objetivo a
reducdo tumoral ou pode ser usada como terapia adjuvante apés a cirurgia com
a finalidade de destruir possiveis células tumorais residuais que ndo foram

removidas cirurgicamente (BASKAR et al., 2012).

3.4 Vias de morte celular

3.4.1 Apoptose

Apoptose, necrose e autofagia sdo as principais vias de morte celular
envolvidas no cancer e podem ser distintas por suas diferengas morfologicas e
moleculares (KEEP et al., 2011; OUYANG et al., 2012). Estas diferencas estao
descritas na Figura 4.
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Figura 4 - Caracteristicas moleculares da autofagia, necrose e apoptose.
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* L.C3 — Também conhecido como MAP1LC3 (Proteinas 1 Associadas a Microtibulos de
Cadeia Leve 3)

*SQSTM1 — Sequestossoma 1

* MMP — Permeabilizacdo da membrana mitocondrial

* PML — Permeabilizacdo da membrana lisossomal

* PS — Fosfatidil serina

* EROS — Espécies reativas de oxigénio

O termo apoptose foi descrito pela primeira vez por Kerr et al.(1972)
(KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972). E caracterizada como processo de morte
celular programada onde ocorrem uma sequéncia de eventos moleculares bem
compreendidos e controlados. S&o observadas alteracées na morfologia nuclear
como a condensacao e fragmentacao nuclear, clivagem do DNA cromossémico
em internucleossémico, formacdo de bleb’s de membrana e de corpos
apoptoticos. Estes sé@o reconhecidos e removidos por células fagociticas e
apresentam como caracteristica marcante, a auséncia de inflamagéo ao redor
das células mortas (EDINGER; THOMPSON, 2004;HANAHAN; WEINBERG,
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2011, HASSAN et al., 2014,KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972; OUYANG et al.,
2012).

A apoptose desempenha um importante papel na homeostase célula,
tecidual e no controle do crescimento celular (VERBRUGGE; JOHNSTONE;
SMYTH, 2010). Quando perturbado, o balanco entre a vida e a morte das células
pode desencadear diversas patologias, como o cancer (KOFF;
RAMACHANDIRAN; BERNAL-MIZRACHI, 2015)

Existem duas vias sinalizadoras de apoptose (Figura 5), a via extrinseca
que utiliza a via de receptor de morte, e a via intrinseca ou via mitocondrial
(HANAHAN; WEINBERG, 2011; VERBRUGGE; JOHNSTONE; SMYTH, 2010).

Figura 5 - Duas principais vias de morte celular por apoptose em células de mamiferos.
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A via extrinseca é ativada pelo ligante extracelular Fas-L ao seu receptor
de membrana Fas. O complexo Fas/Fas-L ativa a caspase 8, protease
normalmente latente, e desencadeia uma cascata de protedlise envolvendo

caspases efetoras (caspases 3, 6 e 7) responsaveis pela execucdo da



31

apoptosepor clivagem de proteinas celulares essenciais (HANAHAN:
WEINBERG, 2011; VERBRUGGE; JOHNSTONE; SMYTH, 2010).

Diversos estimulos podem desencadear a via intrinseca da apoptose
independente dos receptores de morte, como a acao por farmacos anticancer,
toxinas e radiacdo que causam alteracdes nas propriedades e funcdes da
membrana mitocondrial (HUANG; FRETER, 2015).

A apoptose pela via intrinseca é desencadeada por estresses
intracelulares que induzem a permeabilizacdo da membrana mitocondrial
externa e consequente liberacdo de proteinas pré-apoptéticas do espaco
intermembranar da mitocondria, marcadamente o citocromo c, para o citosol. O
citocromo ¢ tem importante papel na cadeia transportadora de elétrons. Quando
liberado pela mitocéndria, o citocromo ¢ adota um papel letal que é essencial
para a ativacdo de caspases (LOPES; TAIT 2015; TAIT et al., 2010).

No citosol, o citocromo ¢ interagem com proteinas apoptoticas ativando o
fator de ativacdo de protease apoptética (Apaf-1) e procaspase-9, para formar o
complexo de ativacdo de caspases, o apoptossomo (HENGARTNER, 2000;
HUANG; FRETER, 2015). Este tem a funcdo de ativar a caspase-9 e
consequente ativacdo de caspases 3 e 7, para assim induzir a apoptose.
Proteinas como SMAC/Diablo e Omi/HtrA2 também podem ser liberadas pela
mitocondria através da permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa e
ativar caspases, por inibir a acdo da proteina inibidora de apoptose (XIAP)
(LOPES; TAIT 2015; TAIT et al., 2010).

As células em apoptose externalizam residuos de fosfatidilserina,
normalmente encontrados na face interna da membrana, fornecendo sinalizacao
para os macréfagos para que possam ser reconhecidas e eliminadas (HASSAN
et al., 2014; MAHONEY; RENNERT; FREEMAN, 2015).

A evasdo da apoptose pode contribuir para o desenvolvimento,
progressao e resisténcia do tumor ao tratamento. A maioria das terapias
anticancer disponiveis,incluindo quimioterapia, radioterapia e imunoterapia,
atuam principalmente por ativar vias de morte celular, ou seja, apoptose em
células tumorais. Assim, uma melhor compreensdo dos mecanismos
moleculares subjacentes a resisténcia dos tumores a morte celular por apoptose
€ esperada para fornecer a base de uma abordagem racional no

desenvolvimento de terapias molecular especificas (MOHAMMAD et al., 2015).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mahoney%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26228759
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rennert%20PD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26228759
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Freeman%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26228759
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3.4.2 Autofagia

Mecanismos alternativos de morte celular tém sido descritos. Um
importante processo de morte celular associado a apoptose é chamado de
autofagia (FUCHS; STELLER, 2015). No entanto, a autofagia € um processo
mais lento que a apoptose (LOCKSHIN; ZAKERI, 2007).

Autofagia ou macroautofagia € um processo no qual as células digerem e
reciclam seus proprios constituintes (Figura 6). Palavra derivada do Grego que
significa “comendo a si mesmo”, a autofagia compreende um processo
conservado evolutivamente desde as leveduras aos mamiferos (NAGELKERKE
et al., 2015). Em niveis basais, a autofagia assegura a homeostase celular por
prevenir o acumulo de residuos e por remover organelas danificadas e velhas.
Inicia-se com a formacao de vesiculas de dupla membrana, autofagossomos,
gue sequestram proteinas e organelas. A degradacdo do conteudo dos
autofagossomos ocorre quando ha a fusdo com os lisossomos. O ambiente acido
e a presenca de enzimas hidroliticas neste compartimento desintegram o0s
componentes e retornam o0s seus constituintes (GOZUACIK; KIMCHI, 2004;

NAGELKERKE et al., 2015).

Figura 6 - Mecanismos envolvidos na formac¢do de vesiculas autofagicas
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Adaptado de GOZUACIK; KIMCHI, 2004.

Além de atuar na homeostasia celular, a autofagia ou a falta dela, pode
contribuir para o desenvolvimento e aumento de diversas condi¢cdes patoldgicas,
incluindo o cancer (NAGELKERKE et al., 2015).
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Vérias proteinas e vias relacionadas a sinalizacdo autofagica sé&o
desreguladas durante o processo de transformag&o maligna o que resulta na
reducdo do processo autofagico e consequente desenvolvimento do céancer.
Além desta relacao, células malignas podem entrar em autofagia quando sofrem
acdo de alguns quimioterapicos (GOZUACIK; KIMCHI, 2004). O beneficio
terapéutico, reconhecido como um importante mecanismo de sobrevivéncia
celular no céancer, pode ser realizado de duas maneiras: por inibicdo, onde a
funcao citoprotetora da autofagia é eliminada, induzindo formas nédo autofagicas
de morte celular; por estimulacdo, na qual a degradacdo autofagica excessiva
do contetdo citoplasmatico estimula a morte celular autofagica. Ambas as
estratégias podem ser combinadas com os tratamentos convencionais do cancer
para melhorar a eficicia terapéutica (NAGELKERKE et al., 2015).

3.4.3 Necrose

Outro importante mecanismo de morte celular é a necrose. Durante muito
tempo, este mecanismo de morte esteve associado a danos acidentais ou
injurias que encaminhavam a célula a uma morte prematura. Atualmente é
considerada um processo de morte celular controlada geneticamente (DE
ALMAGRO; VUCIC, 2015).

Neste processo de morte celular, a destruicdo do tecido é irreversivel e
ocorre apos alteracdes na funcao bioenergética da célula ou por elevados niveis
de célcio citosélico e espécies reativas de oxigénio (EROs) (BAUMANN, 2012).

A necrose € caracterizada pelo inchago de organelas e células (oncose),
além do rompimento da membrana plasmatica e extravasamento de contetdos
intracelulares (VANDEN BERGHE et al., 2014). Estudos recentes tém
demonstrado que este mecanismo de morte celular é composto por diferentes
subtipos que podem ser claramente definidos (DE ALMAGRO; VUCIC, 2015).
Os subtipos ja identificados sdo: necroptose, ETose, NETose, partanatos,
oxitose, pironecrose, ferroptose e piroptose. Todos estes processos sao
caracterizados por apresentarem peculiaridades no processo de morte celular e
considerados como um processo regulado de morte celular por necrose
(VANDEN BERGHE et al., 2014).
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A necroptose (Figura 7) ndo € uma via de morte padrao, mas um processo
altamente regulado e bem compreendido a nivel molecular (DE ALMAGRO;
VUCIC, 2015; VANDEN BERGHE et al., 2014. Pode ser também considerado
um mecanismo de back-up para as células que sao destinadas a morte quando
a via apoptoética estiver comprometida (DE ALMAGRO; VUCIC, 2015). A
necroptose ocorre apos a ativacao de proteina que interage com o receptor 1
(RIP1, também conhecido como RIPK1) em resposta a ligacdo do fator de
necrose tumoral (TNFR) e a formacdo do complexo RIP1-RIP3 (necrossomo)
(PAPATRIANTAFYLLOU, 2012).
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Figura 7 - Morte celular por necroptose
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Regulacdo da necroptose induzida por TNF pelas proteases HtrA2/Omi e UCH-L1. Ap6s a
ligagdo ao ligando, a sinalizac@o necroética por TNF-R1 desencadeia a montagem de RIPK1,
RIPK3 e MLKL e formagé&o de necrosome. Por mecanismos ainda desconhecidos, a sinalizacao
necrotica induz a ativacdo de HtrA2 / Omi dentro das mitocéndrias. O HtrA2 / Omi ativado
enxerga o0s substratos intramitochondriais ndo identificados que causam a monobibitinacdo
indireta (U) e a ativacéo da UCH-L1 citosolica, resultando em morte celular necroptotica. Isso
pode ser prevenido por inibicdo farmacolégica ou ablacdo genética de HTRA2 / Omi, ou inibicao
ou downregulation de UCHLL1. "P" indica fosforilacdo. Adaptado de CHICO; SAGGAU; ADAM,
2017.

3.5 Tiossemicarbazonas

Tiossemicarbazonas sdo compostos que podem ser sintetizados a partir
da condensacdo de uma cetona ou um aldeido com uma tiossemicarbazida
(Figura 8) (ANDERSON; DUCA; SCUDI, 1951; GINGRAS; SOMORJAI;
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BAYLEY, 1961). Seus derivados possuem diversas atividades bioldgicas ja

descritas na literatura.

Figura 8 - Esquema dos derivados tiossemicarbazonicos
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Fonte: Barbosa, 2014.

Estudos recentes tém demonstrado a atividade de novos derivados aril-
tiossemicarbazonas e fenoximetil-tiossemicarbazonas sobre larvas em estagio
L4 de Aedes aegypti, vetor responsavel por transmitir doengcas como a dengue
e a febre amarela (DA SILVA et al., 2015).

As tiossemicarbazonas tém sido classificadas como detentoras de
atividade anti-Tripanossoma cruzi. Espindola et al. (2015) sintetizaram 32 novos
derivados aril-tiossemicarbazonas e observaram que os derivadosl-(4-
bromofenil)-2-(3-cloro-4-fluorofenoxi)etan-1-ona tiossemicarbazona e 1-(4-
bromofenil)-2-(3,4-diclorofenoxi)etan-1-onatiossemicarbazona apresentaram
elevada reducéo da carga parasitaria por inibir a cruzaina (enzima chave para a
replicacéo intracelular do parasito).

Moreira et al. (2014) avaliaram a atividade de 24 novos derivados aril-
tiossemicarbazonicos contra T. cruzi. Os melhores compostos contra T. cruzi, N-
(4-(((3-(tiossemicarbazida)butan-2-ilideno)oxi)fenil) acetamida e 2-(3-([1,10-
bifenil]-2-iloxi)butan-2-ilideno) tiossemicarbazida, foram capazes de inibir a
proliferacdo das formas epimastigotas e demosntraram toxicidade contra
tripomastigotas, entretanto ndo afetaram a viabilidade de esplendcitos. Estes
compostos foram capazes de inibir a acdo da cruzaina, mas induziram a morte
de T. cruzi por induzir a morte por apoptose.

Dez novos derivados do 3,4-metilenodioxida-6-X-benzaldeido-

tiossemicarbazona tiveram sua atividade testada contra Leishmania
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amazonensis. Os compostos que apresentaram o0s substituintes 6-1 e 6-CN
mostraram significativa atividade leishmanicida e indice de seletividade mais
elevada que a pentamidina, farmaco padréo. Estes resultados sugerem que
estes compostos podem ser usados como prototipos promissores para 0O
desenvolvimento de farmacos contra leishmaniose (DE MELOS et al., 2015).

Altintop et al. (2016) sintetizaram dez novos derivados
tiossemicarbazénicos que tiveram atividade antifingica e citotoxica testadas.
Dois compostos (4-(naftalen-1-il)-1-(2,3-difluorobenzilideno)tiossemicarbazida e
4-(naftalen-1-il)-1-(2,5-difluorobenzilideno)tiossemicarbazida foram os melhores
compostos com atividade anticandida. Além desta atividade, ndo foram
observadas potencial genotdxico ou mutagénico para estas substancias. O
derivado  (4-(naftalen-1-il)-1-(2,4-difluorobenzilideno)tiossemicarbazida  se
apresentou como 0 agente anticancer mais promissor quando testado contra
linhagem celular de adenocarcinoma de pulmédo (A549) e potencial ndo toxico
contra linhagem celular de fibroblastos de camundongos (NHI/3T3). Entretanto,
para melhor compreensao desses resultados, os mecanismos de acao destes
compostos devem ser melhor investigados.

Como detentores de atividade antiproliferativa, uma das vias de atuacao
dos derivados tiossemicarbazénicos pode ser a interacdo com DNA/proteinas,
sobre a atividade de nucleases e inibicdo da topoisomerase I, mesmo em baixas
concentracdes (VIKNESWARAN et al., 2016).

Estudos realizados utilizando complexos metélicos associados a
tiossemicarbazonas apresentaram atividade antimicrobiana contra bactérias
gram-positivas (Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis) e gram-
negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa), além de apresentarem
atividade contra espécies de fungos como Candida albicans e Aspergillus niger
(NETALKAR; NETALKAR; REVANKAR, 2015). Estudos recentes tém
demonstrado a a¢do de derivados isatina-p-tiossemicarbazona frente a bactérias
gram-positivas, especialmente  para linhagens de  Staphylococcus
aureusresistentes a meticilina e a Enterococcus resistentes a vancomicina, no
entanto, ndo foram capazes de inibir o crescimento de bactérias gram-negativas
(ZHANG et al., 2015).
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Estudos in vivo também demonstraram a atividade de iodetos aroméaticos
de tiossemicarbazonas com atividade contra o Plasmodium falciparum, parasita

responsavel por transmitir a malaria (DUAN; ZHANG, 2011).

3.6 Tiazois

O tiazol € um composto organico, heterociclico, que possui estrutura em
anel com cinco membros, contendo trés carbonos, um enxofre e um atomo de
nitrogénio e foérmula molecular C3HsNS (Figura 9) (KASHYAP et al., 2012;
SIDDIQUI et al., 2011).

O anel tiazolico esta presente em diversos produtos naturais e sintéticos
e podem apresentar diversas atividades biologicas que estdo diretamente
relacionadas a modificagBes em varias posi¢cdes do anel (SIDDIQUI et al., 2011).

O tiazol é utilizado como intermediario para fabricacdo de farmacos
sintéticos, fungicidas e corantes. E também encontrado naturalmente na
vitamina B1 (tiamina) (KASHYAP et al., 2012; SIDDIQUI et al., 2009).

Figura 9 - Estrutura do nucleo tiazol.

Em um estudo realizado por Gomha, Ahmed, Abdelhamid (2015) foram
sintetizados doze novos compostos derivados do tiazol e avaliados quanto a sua
atividade antitumoral. Os compostos foram avaliados contra as linhagens
tumorais de carcinoma de mama humano (MCF-7) e carcinoma hepatocelular
humano (HepG2). O composto 4-Metill-2-(2-(1-(5-metil-1-fenil-1H-1,2,3-triazol-4-
il)etileno)hidrazinil)-5-(fenildiazenil)-tiazolapresentou a melhor  atividade
antiproliferativa (ICs0=1,19 e 3,4 uM, respectivamente).

Uma série de derivados arilideno-hidrazinil-tiazol foram sintetizados e

tiveram sua citotoxidade in vitro avaliada em duas linhagens de carcinoma
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humano (MDA-MB231 e HelLa). O derivado 2-(2-benzilideno-hidrazinil)-4-
metiltiazol exibiu atividade antiproliferativa significativa para a linhagem MDA-
MB-231 (ICso = 3,92 pg/mL) (GROZAV et al., 2014).

Turan-Zitouni et al.(2016) sintetizaram 10 novos derivados bis-tiazois e
testaram sua atividade antiproliferativa contra linhagens de adenocarcinoma de
pulm&o humano (A549), glioma de rato (C6), fibroblasto embrionéario de rato com
transformacdo do oncogenes H-ras (5RP7) e fibroblasto embrionario de
camundongo (NHI/3T3) pelo método do MTT. O composto 3,30-dimetoxi-
N4,N40-bis(4-(4-bromofenil)tiazol-2-il)-[1,10-bifenil]-4,40-diamina foi identificado
como o agente anticancer mais promissor por inibir notavelmente células de
A549 e C6 e apresentar baixa toxidade na linhagem NHI/3T3. Além disso,ele foi
capaz de inibir a sintese de DNA em células A549 pelo método BrdU.

Derivados amino tiazéis apresentaram atividade antineoplasica por inibir
a acado da tirosina quinase e induzir a morte celular por apoptose em mastécitos
humanos com mutagdo em D816V KIT, que confere caracteristica de células
com resisténcia a inibidores tirosina quinase (JIN et al., 2014).

Abdellatif et al. (2015) testaram a atividade antimicrobiana de uma série
de novos dialquilaminoalquil-o-cresois incorporados com nucleos de purina,
benzotiazdis ou tiazois. Neste estudo foi possivel observar que os compostos
gue continham o ndcleo tiazol em sua estrutura apresentaram melhor atividade
antimicrobiana. A substancia 4-(2-amino-4-p-tol-il-tiazol-5-ilazo)-2-
dimetilaminometilfenol apresentou a melhor atividade antimicrobiana contra
Escherichia coli, Bacillus subtilis, S. aureus,S. aureus Meticilina Resistente
(MRSA) e Candida albicans com MIC de 200, 12,5, 12,5, 12,5, 12,5 uM,
respectivamente.

Uma série de 1,3,4-tiadiazois incorporados com o radical 1,3 tiazol foi
sintetizada e avaliada quanto a sua atividade antimicrobiana. Foram utilizadas
quatro espécies de fungos Aspergillus flavus, Syncephalastrum racemosum,
Geotricum candidum, e Candida albicans, duas bactérias Gram-positivas
Streptococcus pyogenes e Bacillus subtilis e duas bactérias Gram-negativas
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.

Os compostos 5-[(5-fenilazo-tiazol-4-ona-2-idileno)hidrazono]acetil-2-
benzoilimino-3-fenil-1,3,4 tiadiazol, 5-[(3-amino-4-metil-5-(4-clorofenilazo)-tiazol-

2-idileno)hydrazono]acetil-2-benzoilimino-3-fenil-1,3,4-tiadiazol e 5-(3-(2-
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benzoilimino-3-fenil-1,3,4-tiadiazol-5-idileno)acetil)amino-4-oxi-5-(4
metilfenilazo)-tiazol-2-idileno)hidrazono]acetil-2-benzoilimino-3-fenil-1,3,4-
tiadiazol apresentaram atividade antimicrobiana superior aos farmacos de
referéncia testados em relacdo a alguns micro-organismos. Este aumento da
atividade se deve provavelmente a incorporacao do anel tiazélico a estrutura
(FARGHALY et al., 2015).

Uma extensa revisao de literatura realizada por Mishra, Kumari e Tiwari
(2015) relatou a atividade de derivados do tiazol sobre o sistema nervoso central
em diversos alvos tais como receptores da adenosina, dopamina, 5-HT
(serotonina), glutamato, oxido nitrico sintase do tipo neuronal (hnNOS), acido y
aminobutirico (GABA), acetilcolina, opidceos, bem como receptor canabinoide.
Também foram relatadas atividade como agentes Anti-Alzheimer,
neuroprotetores e anticonvulsivantes.

Estudos in vivo e in vitro também tém demonstrado derivados do tiazol
como moléculas anti-inflamatérias com capacidade de inibir a acdo da
cicloxigenase (COX) (El-Achkar et al., 2015).

Estudos recentes demonstraram a atividade anti-Trypanosoma cruzi de
novos derivados 2-(piridin-2-il)-1,3-tiazol obtidos a partr do 2-
piridinatiossemicarbazona. Os novos analogos apresentaram melhor atividade
tripanossomicida que as tiossemicarbazonas de origem. A maioria dos
compostos sao inibidores da cruzaina e apresentaram inibicdo sobre a forma
tripomastigota do parasito. Os compostos (2-(2-(Piridin-2-ilmetileno)hidrazinil)-4-
(2,4-diclorofenil)-1,3-tiazol e (2-(2-(Piridin-2-ilmetileno)hidrazinil)-4-(3,4-
diclorofenil)-1,3-thiazol se apresentaram como 0s tiazdis mais promissores com
valor de ICs0=1.2uM para cada composto. Este estudo demonstrou que esta
série de tiazolil hidrazonas pode levar ao desenvolvimento de novas drogas para
o tratamento da doenca de Chagas (CARDOSO et al., 2014).

3.7 Tiazolinonas

Tiazolinonas sao compostos bioisésteros do tiazol e também sé&o
conhecidos por algumas atividades biol6gicas importantes.
Chen et al. (2007) descobriram que derivados de quinolinil-metileno-

tiazolinona séo potentes inibidores seletivos de CDK1 (quinase dependente de
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ciclina), moléculas que atuam no controle e na progressdo do ciclo celular.
Dentre os compostos que apresentaram atividade sobre CDK1, os quatro
melhores tiveram sua atividade antiproliferativa testada em linhagens de cancer
de célon (HCT 116, SW480, RKO), pulmédo (H460a), mama (MDA435) e
osteosarcoma (SJSA1). Os compostos apresentaram atividade antiproliferativa
contra todas as linhagens testadas e suas ICso variaram entre 1-7 pM,
destacando-se, assim, como compostos com excelente atividade
antiproliferativa.

Leite et al. (2006) sintetizaram novos derivados 4-tiazolinbnicos
associados a derivados peptidicos. Foram testados seis compostos contra a
linhagem de Sarcoma-180 em camundongos. Ao tratar os animais diariamente
durante oito dias com uma dose de 250 mg/kg foi possivel observar que a
reducado do tumor variou de 58-80%. Destacaram-se os produtos que continham
residuos de fenilalanina (80% de inibicdo) e o que continha residuos de prolina
(78% de inibicao).

Estudos realizados demonstraram que derivados 4-tiazolindnicos
apresentaram atividade antimicrobiana por inibir a MurB (enzima que atua na
sintese de peptideoglicano). Esta atividade provavelmente ocorreu devido aos
novos derivados atuarem mimetizando moléculas de difosfato (ANDRES et al.,
2000).

Derivados do 5-benzilideno-2-fenil-tiazolinona apresentaram atividade
anti-inflamatéria por inibir a 5-lipoxigenase (5-LO). O composto (Z)-5-(4-
metoxibenzilideno)- 2-(naftalen-2-il)-5H-tiazol-4-onaapresentou-se como um
potente inibidor direto da 5-LO e n&o citotoxico com ICso de 0,08 uM e 0,12 uM
para ensaio livre de células e células intactas, respectivamente. A caracterizacao
desta atividade inibidora da 5-LO e da auséncia da citotoxicidade foi atribuida a
presenca da porcao tiazolinona na estrutura da molécula (BARZEN et al., 2012).

Ao avaliar novos derivados de 4-tiazolinonas contra Trypanosoma cruzi,
Moreira et al (2012) identificou o composto 2-(1-fenoxipropan-2-
ilidene)hidrazona-3-fenil-5-isopropiltiazolidin-4-ona (18) com alta eficiéncia
tripanossomicida. Esta substancia foi capaz de inibir a proliferacdo das formas
epimastigotas e a morte das formas tripomastigotas, mas néo foi capaz de

causar toxidade em esplenécitos de camundongos. Assim, concluiram que esta
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classe de compostos heterociclicos pode ser utilizados como prototipos para o

desenvolvimento de novos agentes antichagasicos



43

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao dos derivados

Os derivados pertencentes as classes de tiazois, tiazolinonas e
tiossemicarbazonas foram fornecidos pelo Laboratério de Planejamento em
Quimica Medicinal (LpQM) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
coordenado pela Profa. Dra. Ana Cristina Lima Leite.

Um total de 30 moléculas foram fornecidas, sendo trés
tiossemicarbazonas. A Figura 10 apresenta o esquema dos derivados
tiossemicarbazonicos e seus radicais sao apresentados na Tabela 1.

As amostras foram codificadas por (E)-2-(4-
(trifluorometil)benzilideno)hidrazinacarbotioamida (MB 01), (E)-N-metil-2-(4-
(trifluorometil)benzilideno)hidrazinacarbotioamida (MB 02) e (E)-N-fenil-2-(4-

(trifluorometil)benzilideno)hidrazinacarbotioamida (MB 03).

Figura 10 - Esquema de obtenc¢éo dos derivados tiossemicarbazénicos

H
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[a] 4’-trifluormetil benzaldeido, tiossemicarbazida equivalente, etanol, 4cido correspondente ,
refluxo e temperatura 100° C, por até 48 horas.

Fonte: Barbosa, 2014.

Tabela 1 - Derivados tiassemicarbaz6nicos e seus respectivos radicais de substituicao.

Composto R1
MB 01 H
MB 02 CH3
MB 03 Ph

Um total de 19 derivados tiazolicos foram fornecidos. A Figura 11 apresenta
esquema dos derivados do tiazol e suas identificacdes e radicais s&o

apresentados na Tabela 2.



Figura 11 - Esquema dos derivados aril-1,3-tiazois.

\N” NYS Ry
N/
R1/
Rz

F,C

Fonte: Barbosa, 2014.

Tabela 2 - Derivados tiazéis e seus respectivos radicais de substituicéo.

Composto R1 R2
MB 1.1 H Ph-Ph H
MB 1.2 H Ph-4’-NO:2 H
MB 1.3 H Ph-3’-NO:2 H
MB 1.4 H Ph-2’.4’-diClI H
MB 1.5 H Ph-4’-MeO H
MB 1.6 H Ph-4’-Cl H
MB 1.7 H Ph-4’-Br H
MB 1.8 H Ph-3’,4’-diClI H
MB 1.9 H Ph-Ph CHs
MB 1.10 H Ph-2’-naftil H
MB 1.11 H Ph-4’-CHs H
MB 1.12 H Ph-4’-F H
MB 2.1 CHs Ph-4’-MeO H
MB 2.2 CHs Ph-4’-NO2 H
MB 2.4 CHs Ph-2’.4’-diClI H
MB 3.4 Ph Ph-2’.4’-diCl H
MB 3.5 Ph Ph-4’-MeO H
MB 3.6 Ph Ph-4’-Cl H
MB 3.12 Ph Ph-4’-F H
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Além dos derivados do tiazol, também foram fornecidos oito derivados

tiazolinbnicos. A Figura 12 apresenta esquema dos derivados tiazolindnicos e

suas identificacdes e radicais séo apresentados na Tabela 3.
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Figura 12 - Derivados aril-4-tiazolinonas.

FsC R
Fonte: Barbosa, 2014.

Tabela 3 - Novos derivados tiazolindnicos e seus respectivos radicais.

Composto Rl R2 Composto R1 R2

MG 1.1 H Fenil MG 2.1 CHs  Fenil
MG 1.2 H Metil MG 2.4 CHs  Etil

MG 1.3 H H MG 2.5 CHs  Isopropll
MG 1.4 H Etil

MG 1.5 H Isopropil

4.2Avaliacdo da atividade antiproliferativa in vitro

4.2.1 Linhagens celulares

As linhagens tumorais utilizadas para a avaliacao da atividade antitumoral
foram obtidas da sec¢do de culturas celulares do Banco de Células do Rio de
Janeiro e mantidas de acordo com o protocolo estabelecido pelo Laboratério de
Cultura de Células do Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal de
Pernambuco.

As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram obtidas de
doadores saudaveis e serviram como modelo para avaliar a atividade citotoxica

sobre células humanas normais (Tabela 4).
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Tabela 4 - Linhagens celulares utilizadas nos experimentos de citotoxicidade in vitro.

Linhagem Doenca Origem Meio de Concentracéao
celular cultivo (células/mL)
NCI-H292 Carcinoma Humana DMEM 108
mucoepidermoide de
pulméao
HEp-2 Carcinoma epidermoide Humana DMEM 10
de laringe
HT-29 Adenocarcinoma de Humana DMEM 10°
Colén
HL-60 Leucemia Promielocitica Humana RPMI 0,3 x10¢
Aguda
K562 Leucemia mieloide Humana RPMI 0,3 x106
crénica
CMSP Células mononucleares Humana RPMI 1x108

de sangue periférico

4.2.2 Manutencao das linhagens celulares

As linhagens celulares foram manuseadas em ambiente estéril de cAmara
de fluxo laminar vertical (Filterflux) e mantidas em incubadoras de CO2 a 37°C
com atmosfera de 5% de CO2 (LABOVEN, modelo HF-212 UV).

As linhagens celulares foram cultivadas em garrafas de cultura de células.
Os meios DMEM e RPMI 1640 suplementados com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB), 1% de antibiético (penicilina/estreptomicina) foram utilizados. O tipo de
meio utilizado variou de acordo com a linhagem celular utilizada (Tabela 4). A
repicagem era realizada sempre que o crescimento celular atingia confluéncia
necessaria (cerca de 90%). Diariamente acompanhava-se o0 crescimento das
células em microscoépio invertido (LEITZ, modelo Diavert).

Para a manutencgdo de células aderidas, retirava-se o meio, lavava-se a
garrafa 2x com PBS (Phosphate Buffer Solution) estéril e, em seguida, utilizava-
se tripsina + EDTA (0,5%) para que as ceélulas se desprendessem da garrafa.
Parte das células era removida da garrafa e o volume preenchido com meio
completo. Para a manutencdo de células suspensas trocava-se apensas parte

do meio de cultura.
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4.2.3 Obtencéo de células mononucleares do sangue periférico (CMSP)

As células mononucleares (linfocitos e mondcitos) foram obtidas a partir
do sangue periférico de voluntarios sadios coletados em tubos tipo Vacutainer
contendo solucdo de Heparina (BD Vacutainer®) como anticoagulante. Apos a
coleta, 6mL de sangue foram diluidos em 3mL de PBS e adicionados
vagarosamente em outro tubo contendo 2mL de Ficoll®-Hypaque (Sigma). Em
seguida, foi realizada centrifugagdo a 1.500 rpm por 30 minutos para a
separacdo das fases da solucdo. Gracas ao Ficoll, devido a formacédo de um
gradiente de densidade, as células mononucleares concentraram-se na camada
localizada ao meio, entre o plasma (fase clara) e os eritrécitos (fase escura).

As CMSP foram transferidas para outro tubo ao qual foram acrescidos
PBS até o volume final de 11mL, sendo entdo centrifugados por a 1000 rpm por
20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet de CMSP ressuspendido
em meio RPMI 1640 suplementado com 20% de soro fetal bovino e 1% de
antibiéticos (para obter uma concentracdo final de 100U/mL de penicilina e
100pg/mL de estreptomicina). Fitohemaglutinina (Sigma) 2%, um agente
mitogénico, foi adicionado ao meio para estimular a proliferacdo dos linfécitos.
As células foram contadas e diluidas para uma concentracéo final de 1 x 10°

células/mL.

4.3 Ensaio de citotoxicidade - MTT

Principio do teste

Este ensaio baseia-se na converséo do sal brometo de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazol)-2,5-difenil-2-H-tetrazdlio (MTT) em cristais de formazan, pela acdo da
enzima succinil-desidrogenase presente na mitocondria de células viaveis
(ALLEY et al., 1988; MOSMANN, 1983).



48

Procedimento Experimental

As linhagens de células NCI-H292, HEp-2 e HT-29 foram cultivadas em
meio DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Médium (GIBCO®), e a linhagem HL-
60 e K562 em meio RPMI 1640, ambos os meios suplementados com 10% de
soro fetal bovino (GIBCO®), 1% de solucéo de antibiético (penicilina 1000UI/mL
e estreptomicina 250mg/mL) e 1% de L-glutamina 200 mM.

Suspensdes celulares de 10° células/mL (NCI-H292, HEp-2, e HT-29) e
0,3x10° células/mL (K562 e HL-60) foram distribuidas em placas de 96 pogos e
incubadas a 37°C, em atmosfera imida contendo 5% de CO: durante 24h. Em
seguida os derivados do tiazol, tiazolinonas e tiossemicarbazonas (0,098 - 25
pg/mL) foram adicionados as placas. Apds 69 horas de incubacéo dos produtos,
foi adicionado em cada pogo 25 yL de MTT (5 mg/mL). Apds 3 h de incubacao,
o meio de cultura com MTT foi aspirado e 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO) foi
adicionado a cada poco para a dissolucdo dos cristais de formazan. A
doxorrubicina (0,625 a 10 ug/mL) foi o farmaco de referéncia utilizado como
controle positivo. A leitura Optica foi realizada em leitor automatico de
microplacas (560 nm). Cada amostra foi testada em triplicata em trés
experimentos independentes. A concentragdo que inibe 50% do crescimento
celular em relag&o ao controle (Clso) foi calculado a partir da regresséo néo linear
no programa GraphPad Prism 5.0.

Para a analise do efeito tempo e concentracdo-dependente, este método
também foi realizado ap6s 24 e 48 h de tratamento com o melhor produto de

cada classe na linhagem K562.

4.4 Ensaio do Alamar Blue: Avaliacdo da atividade citotoxica em células

mononucleares do sangue periférico humano

Recentemente identificado como resazurina, o alamar Blue (AHMED;
GOGAL; WALSH, 1994) € um indicador fluorescente e colorimétrico, com
propriedades redox.O alamar blue € reduzido a resofurina na presenca de
células viaveis. A forma reduzida é de cor rosa (fluorescente/célula viavel) e a

forma oxidada € azul (ndo fluorescente/ célula n&o viavel)



49

Procedimento experimental

Inicialmente, células na concentracdo de 1x 108 células/mL foram
plagueadas em placas de 96 pocos. Apos 24 hde incubacado, as amostras foram
dissolvidas em DMSO e adicionadas em cada poco e incubadas por 72 h.
Doxorrubicina (0,078 a 10 yM) foi utilizada como controle positivo. Vinte e quatro
horas antes do final do periodo de incubacéo, 10 yL da solucédo estoque de
alamar blue (0,312 mg/mL) foi adicionado a cada poco. As absorbancias foram
medidas nos comprimentos de onda de 570 nm (estado oxidado) e 595 nm
(estado reduzido), utilizando um espectrofotdmetro de placa.

Analise dos dados

A reducdo do alamar blue reflete a proliferacdo celular. A proliferacéo
celular foi calculada utilizando a seguinte formula: % proliferacdo = ALW — (AHW
x RO) x 100, onde, ALW e AHW sao as absorbancias no menor e maior
comprimento de onda, respectivamente. O RO foi calculado utilizando a seguinte
formula: RO = AOLW/AOHW, onde, AOLW e AOHW séo as absorbancias do
meio isolado subtraido das absorbancias do meio adicionado ao alamar blue nos

comprimentos de onda menor e maior, respectivamente.

4.5 Ensaio de atividade hemolitica
Principio do Teste

Este método baseia-se na capacidade de substancias em causar lesdes
na membrana de eritrocitos, seja pela formacgéo de poros ou pela lise total da
hemacia (COSTA-LOTUFO et al., 2002).

Procedimento experimental

Apos a coleta, o sangue foi diluido em 150 mL de solucéo salina (NaCl
0,85% + CaClz2 10mM). Os eritrocitos foram lavados trés vezes em solugéo de
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NaCl contendo cloreto de calcio e centrifugados por 5 minutos a 1500 rpm. Apés
a terceira centrifugacéo foi preparada uma suspensao de eritrocitos a 2% em
solugédo salina. Foram utilizadas placas de microdiluicdo contendo 96 pocos.
Cada poco da primeira coluna recebeu 100 uL de solucédo salina. Os pocos da
segunda coluna receberam 80 pL de solucéo salina e 20 puL de veiculo de
diluicdo das amostras teste (DMSO 50%). Os pogos da 3° coluna receberam 80
pL de solugéo salina e 20 pL de Triton X-100 a 1% (controle positivo). As
diluicdes seriadas foram realizadas entre a 42 a 122 coluna, inicialmente cada
poco da primeira linha recebeu 100 pL de solucao salina e 100 pL de amostra
na concentracdo de 1000 pg/mL. Em seguida, no sentido vertical foram
realizadas as diluicdes seriadas (1:2) com concentragéo variando de 250 a 0,98
pu/mL). Também foi adicionado 100 pL da suspenséo de eritrécitos a 2% em
todos os pocos, exceto no branco. Posteriormente a placa foi mantida em
temperatura ambiente (25°C £ 2° C) sob agitacdo constante, por 1 h. ApGs este
periodo, a placa foi centrifugada por 10 min a 2000 rpm e o sobrenadante
transferido para outra placa para que pudesse ser realizadaa leitura da
absorbancia em espectrofotbmetro de placa a 450 nm. A hemolise foi

determinada de maneira relativa ao valor dos controles negativo e positivo.

Analise dos resultados

Os resultados foram expressos como meédias e respectivos erros-padrao.
As amostras foram testadas em diluicdes seriadas. Um gréfico foi plotado pela
absorbancia x concentracdo e determinada a concentracao efetiva média capaz
de provocar 50% do efeito maximo (CEso) e seu respectivo intervalo de confianga
(IC95%) para cada amostra. Os resultados foram obtidos a partir da regresséo

nao-linear utilizando o programa GraphPad Prism, versao 5.0.

4.6 Aspectos éticos para o ensaio do alamar blue e ensaio de atividade

hemolitica

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Universidade Federal de Pernambuco que esta de acordo com a
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resolucado 466/12 do Conselho Nacional de Saude e aprovado com parecer
CAAE 62919816.2.0000.5208.

4.7 Andlise de citometria de fluxo

As células da linhagem K562 (3 x 10° células/mL) foram ressuspensas em
meio RPMI-1640 e tratadas com o composto MB 1.4 durante 48 h a 37 ° C com
5% de CO2. O ensaio de viabilidade celular foi realizado utilizando o kit de
deteccdo via count (Guava technologies) e os ensaio de ciclo celular e
fragmentacdo do DNA utilizando o kit de deteccdo cell cycle (Guava
technologies) de acordo com as instrucfes do fabricante. O experimento foi
realizado em citometro de fluxo Guava EasyCyteHT(Merck-Millipore), adquirindo
5.000 eventos. Os dados foram analisados no software Guava-Soft™ verséo 2.7.
Foram realizadas duas experiéncias independentes, em duplicata.

4.7.1 Analise do ciclo celular e fragmentacdo do DNA

Principio do teste

Este ensaio baseia-se na capacidade do iodeto de propideo se ligar ao
DNA. Primeiramente, para facilitar a entrada do iodeto de propideo nas células
e permitir a sua ligacdo ao DNA das células, um detergente é adicionado para
permitir a permeabilidade da membrana celular. O iodeto de propideo é capaz
de se intercalar proporcionalmente a quantidade de DNA da célula o que permite
diferenciar as fases do ciclo celular por meio da quantidade de DNA em cada

fase do ciclo.

Procedimento experimental

As células da linhagem K562 foram cultivadas em placas de 24 pocos e
incubadas com o composto MB 1.4 (17 e 34 uM) durante 48 horas. O controle
negativo foi tratado com solucéo de NaCl + (DMSO 0,1%) e a doxorrubicina 0,2
MM foi utilizada como controle positivo.
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Transcorrido o periodo de incubacdo, 200 pL das amostras foram
transferidos para tubos de poliestireno. Em seguida foram centrifugados por
cinco minutos a 450 x g. O sobrenadante foi removido e foram adicionados 200
uL de PBS. Em seguida as células foram homogeneizadas e centrifugadas nas
mesmas condi¢cdes. O sobrenadante foi removido e 200 uL de etanol gelado
foram adicionados. Os tubos foram fechados e permaneceram em geladeira por
uma hora. ApoOs esse periodo, as células foram novamente centrifugadas nas
condicdes estabelecidas anteriormente, o sobrenadante foi removido e o pellet
lavado com PBS (200 pL) e centrifugado. Foi retirado 150 pL do sobrenadante e
adicionado 50 pL do reagente guava cell cycle. A suspensado celular foi
homogeneizada e permaneceram por 20 minutos em ambiente escuro e em
seguida sua leitura realizada em citémetro de fluxo, utilizando o sistema Guava
EasyCyteHT (Merck-Millopore). O software Guava-Soft™ versdo 2.7. Cinco mil

eventos foram analisados por amostra e os debris omitidos das andlises.

Analise dos dados

Os resultados foram expressos como média + erro padréo da média. Os
experimentos foram realizados em triplicata em dois experimentos
independentes. As diferencas estatisticas entre os grupos foram realizadas
através da analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Dunnet. As

amostras foram consideradas significativas com p < 0,05.

4.7.2 Determinagao do potencial transmembrénico mitocondrial

Principio do teste

A rodamina 123, corante de caracteristica fluorescente e nucleofilica, é
capturada pela mitocondria. Quando a mitocondria apresenta seu potencial
transmembréanico inalterado € possivel observar alta fluorescéncia quando a
rodamina é excitada pelo laser. Porém, quando ha alteracdes neste potencial
transmembréanico, € possivel observar o efluxo de rodamina de dentro da
mitocondrial. Este fendbmeno € possivel por gerar eventos que emitirdo menor

fluorescéncia quando comparados a fluorescéncia das células intactas. Assim,
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neste ensaio € possivel verificar se ha envolvimento da mitocondria no processo

de morte celular, seja ele por dano ou despolarizagcdo mitocondrial.

Procedimento experimental

As células da linhagem K562 (0,3 x 10° células/mL) foram cultivadas em
placas de 24 pocos e incubadas com o composto MB 1.4 (17 e 34 uM) durante
48 horas. O controle negativo foi tratado com DMSO 0,1% e a doxorrubicina 0,5
uM foi utilizada como controle positivo.

Transcorrido o periodo de incubagcdo, 500 pL das amostras foram
transferidos para tubos de poliestireno devidamente identificados. Em seguida
foram centrifugados por cinco minutos a 450 x g. O sobrenadante foi removido e
foram adicionados 500 pL de PBS. Em seguida as células foram
homogeneizadas e centrifugadas nas mesmas condi¢cdes. O sobrenadante foi
removido e 200 pL de solugédo de rodamina (0,1%) foram adicionados. Os tubos
permaneceram abertos por 30 minutos em ambiente escuro.

ApoOs esse periodo, as células foram novamente centrifugadas nas
condicBes estabelecidas anteriormente, o sobrenadante foi removido e o pellet
ressuspendidas em PBS (200 pL) e em seguida sua leitura realizada em
citdmetro de fluxo, utilizando o sistema Guava EasyCyteHT (Merck-Millopore). O
software Guava-Soft™ versdo 2.7. Cinco mil eventos foram analisados por

amostra e os debris omitidos das analises.

Anélise dos dados

Os resultados foram expressos como média + erro padréo da média. Os
experimentos foram realizados em triplicata em dois experimentos
independentes. As diferencas estatisticas entre os grupos foram realizadas
através da analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Dunnet. As

amostras foram consideradas significativas com p < 0,05.
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4.7.3 Avaliagao da apoptose por Externalizacdo da Fosfatidilserina

Principio do teste

Baseia-se na capacidade da fosfatidilserina, um fosfolipidio de membrana,
localizado na face interna da membrana celular se deslocar para a face externa
(superficie celular). Este evento evidencia os primeiros estagios da apoptose. O
objetivo do teste é diferenciar as células em viaveis, apoptoéticas e necroticas a
partir da fluorescéncia emitida. A fosfatidilserina apresenta uma alta afinidade
pela proteina Anexina-V, que quando conjugada a ficoeritrina emite
fluorescéncia verde. Esta fluorescéncia caracteriza a marcagcdo de células em
apoptose. O corante 7-AAD apresenta afinidade ao nucleo da célula e liga-se a
ele quando membrana das células se encontram rompidas. Esta ligacdo emite
fluorescéncia vermelha que caracteriza células em necrose. A reagente Guava®
Nexin utiliza a estratégia de coloracdo dupla o que permite identificar quatro
populacdes celulares distintas: células viaveis (sem marcacdo), células em
apoptose inicial (coloracdo verde), células em apoptose tardia, estagio em que
as células perdem a integridade da membrana (marcada pelos dois corantes
verde/vermelho) e células necrdticas (coloracdo vermelha).

Procedimento experimental

As células da linhagem K562 foram cultivadas em placas de 24 pogos e
incubadas com o composto MB 1.4 (17 e 34 uM) durante 48 horas. O controle
negativo foi tratado com DMSO 0,1% e a doxorrubicina 0,5 uM foi utilizada como
controle positivo. Transcorrido o periodo de incubacdo, foi realizada uma
centrifugacgéo a 450 g por 5 minutos. O sobrenadante foi removido e adicionado
200 pL de PBS. Uma aliquota de 50 pL da suspenséao celular foi retirada e
adicionada a 50 pL de solugédo do kit Guava Nexin® (Guava Technologies).A
reagdo ocorreu em ambiente escuro por um periodo de 30 minutos e em seguida
sua leitura realizada em citobmetro de fluxo, utilizando o sistema Guava
EasyCyteHT (Merck-Millopore). O software Guava-Soft™ versdo 2.7. Foram

analisados cinco mil eventos por amostra e 0s debris omitidos das analises.
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4.8 Ensaios in vivo

4.8.1 Animais e aspectos éticos

Para a realizacdo dos experimentos de toxidade aguda e atividade
antitumoral in vivo foram utilizados camundongos (n=48) albinos Swiss (Mus
musculus), machos e fémeas, pesando entre 30 e 35 g (aproximadamente 60
dias de nascidos), provenientes do Biotério do Laboratorio de Imunopatologia
Keizo Asami — LIKA e mantidos no Biotério do Departamento de antibioticos da
Universidade Federal de Pernambuco.

Os animais foram mantidos sob temperatura de 22 °C + 2 °C, em ciclo
claro-escuro (12/12h) e 4gua e racao ad libidum. Os protocolos experimentais
realizados seguiram os principios técnicos e éticos preconizados pela Sociedade
Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratério (SBCAL). O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Federal do Pernambuco sob o nimero 23076.037512/2017-08.

4.8.2 Avaliacao da toxicidade ndo-clinica aguda

Os ensaios de toxicidade aguda em camundongos foram realizados de
acordo com o OECD “Guidelines for testing of chemicals” n. 423/2001.
Camundongos Swiss, trés fémeas por grupo, incluindo o controle, foram
submetidos a doses Unicas de 300 e 2000 mg/kg do derivado tiazolico MB 1.4
por via intraperitoneal (i.p), e ao grupo controle foi administrado apenas veiculo
(solucdo de NaCl + cremophor a 5%). Em principio, 0 método ndo se destina a
permitir o calculo preciso da DLso (apesar de fornecer uma estimativa do seu
valor), contudo, permite uma classificacdo das substancias em categorias de
acordo com o “Globally Harmonized Classification System” — GHS. Ao fim do
periodo de observacdo de 14 dias, todos 0s animais sobreviventes foram
anestesiados, 0o sangue coletado por puncdo cardiaca e eutanasiados em
camara de COz2. Os 6rgaos figado, rins e bago foram removidos e pesados. O
indice dos 6rgéos foi calculado seguindo a férmula: indice = peso do 6rgéo

(mg)/peso do animal (g).


callto:23076.038378
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4.8.3 Avaliagdo da atividade antitumoral in vivo em animais portadores do

carcinoma ascitico de Ehrlich

As células tumorais (Carcinoma de Ehrlich) foram obtidas de um animal
doador portador do tumor. As células foram obtidas por aspiracdo do liquido
ascitico apos sete dias de implantacdo e introduzidas em animais receptores por
via intraperitoneal. O nimero de células implantadas foi de (2 x 10°
células/animal) em camundongos machos (n=8). Para implantacdo, foi
considerado o doador que apresentou viabilidade celular maior que 90%. Apos
24 horas do implante das células, o derivado MB 1.4 nas doses de 5, 10 e 20
mg/kg, cujas doses foram determinadas a partir dos resultados obtidos no ensaio
de toxicidade nao-clinica aguda, foi solubilizado em cremophor (5%) e
administrados nos animais por via intraperitoneal (i.p.) durante sete dias
consecutivos. Cliclofosfamida (CTX), 20 mg/kg, foi utilizada como controle
positivo. Ao grupo controle negativo (Controle CAE) foi administrado solucao de
NaCl 0,9% + cremofor 5%. No dia seguinte apds a administracdo da ultima dose,
0s animais foram anestesiados com cetamina (90 mg/kg) + xilazina (9 mg/kg)e
seu sangue coletado por puncdo cardiaca com a finalidade de analisar os
parametros hematoldgicos e bioquimicos. Em seguida, os animais foram
eutanasiados e o tumor ascitico coletado da cavidade peritoneal. Os 6rgdos
figado, os rins e o0 baco foram extirpados, pesados e fixados em formaldeido

(10%) para analise histopatologica.

4.8.4 Mecanismo de acao em células do tumor ascitico de Ehrlich

4.8.4.1Ensaio de viabilidade celular

Este ensaio fundamenta-as na andlise de integridade da membrana e na
capacidade do iodeto de propideo (IP) se ligar ao DNA das células cuja
membrana esteja rompida (n&o-viaveis) emitindo alta fluorescéncia vermelho
guando excitado pelo laser. As células viaveis, cuja membrana apresenta-se

integra emite baixa fluorescéncia (SHAPIRO, 1995).
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Procedimento experimental

Apo6s o término do experimento (nono dia), uma aliquota de 100 uL
suspensao de células do tumor ascitico de Ehrlich de animais tratados e controle
foram incubadas com 100 pL do reagente via count. Em seguida as células foram
incubadas por 10 minutos ao abrigo da luz e analisadas por citometria de fluxo.

Os demais ensaios de citometria de fluxo in vivo(ciclo celular,
fragmentacdo do DNA, avaliacdo do potencial transmembranico mitocondrial e
avaliacdo da apoptose por externalizacdo da fosfatidil serina por anexina/7AAD

seguiram 0s mesmos protocolos realizados nos ensaios in vitro (pag. 45).

4.8.5 Avaliacdo dos parametros hematoldgicos e bioquimicos

Amostras de sangue dos animais tratados foram coletados por puncéo
cardiaca ap0s anestesia com cetamina (90 mg/kg) + xilazina (9 mg/kg). Para as
analises hematoldgicas foi utilizado sangue coletado com acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) para determinacdo da série branca e vermelha:
leucograma e eritrograma, respectivamente. As analises foram realizadas no
aparelno ABX micro 60. Também foirealizada a contagem diferencial dos
leucdcitos em lamina corada com May-Grinwald-Giemsa. Para as analises
bioguimicas foram utilizados Kits de diagndstico LABTEST® para leitura em
espectrofotdbmetro. Foram determinados os niveis de alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA), ureia e

creatinina.

4.8.6 Avaliacéo dos indices dos 6rgaos

Apoés a coleta do sangue para analises bioguimicas e hematologicas,
todos os animais foram eutanasiados e os orgaos (baco, figado e rins)
extirpados, pesados e examinados macroscopicamente para investigacao de
mudancas de coloracdo, hemorragias ou outras alteragdes. O indice dos 6rgaos

foi calculado seguindo a férmula: indice = peso do o6rgao (mg)/peso do animal

(9).
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4.8.7 Analise histopatoldgica

ApoGs a pesagem, os orgdos (baco, figado e rins) foram seccionados,
fixados em formalina (solucdo de formol a 10%) tamponada e apds 24 horas
foram resseccionados para o processamento histopatolégico: desidratacdo com
séries crescentes de alcool (70 a 100%), diafanizacdo em xilol, impregnacao e
inclusdo em parafina, segundo métodos habituais. Em micrétomo rotativo semi-
automatico (LEIKA®), os fragmentos tissulares emblocados em parafina, foram
seccionados em espessura de 3,0 um e subsequentemente submetidos a
coloracdo hematoxilina-eosina. Em seguida foram examinados ao microscopio

optico.

4.9 Analises estatisticas

Nos ensaios de citotoxicidade em cultura de células foram calculadas as
Clso a partir das curvas dose-resposta por regressdo nao linear utilizando o
programa GraphPad Prism® (verséo 5). Para os demais ensaios os resultados
serdo apresentados como média + erropadrdo da média. As diferencas entre
grupos experimentais foram comparadas por ANOVA (analise de variancia)

seguida pelo teste de Dunnett(p <0,05) utilizando o programa GraphPad Prism.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Experimentos in vitro

5.1.1Triagemcitotoxica dos derivados tiossemicarbazonicos, tiazolinénicos e

tiazolicos

Foi realizado umatriagem citotoxicade trés derivados
tiossemicarbazonicos, oito derivados aril-4 tiazolinonicos e 19 novos derivados
aril-1,3-tiazol em cinco linhagens de células tumorais.Foram consideradas ativas
as substancias que apresentaram inibicdo acima de 75% em pelo menos duas
linhagens do tipo aderida (NCI-H292, HEp-2 e HT-29) e uma linhagem do tipo
suspensao (HL-60 e K562).

Entre as 30 substancias testadas apenas 12,(E)-2-(2-(4-
(trifluorometil)benzilideno)hidrazinil) tiiazolidin-4-ona (MG 1.3), (E)-5-isopropil-3-
metol-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno) hidrazinil)tiazolidin-4-ona (MG 1.5),
(E)3-metil-5-fenil-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazinil)  tiazolidin-4-ona
(MG2.1), (E)-3-metil-5-isopropil-3-metol-2-(2-(4-
(trifluorometil)benzidileno)hidraziniltiazolidin-4-ona (MG 2.5), MB 01, MB 02,
(E)-4-(4-nitrofenil)-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazinil) tiazol (MB 1.2),
(E)-4-(3-nitrofenil)-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazinil) tiazol (MB 1.3),
((E)-4-(2,4-diclorofenil)-2-(2-(4(trifluorometil)benzilideno) hidrazinil)tiazol (MB
1.4), (E)-4-(4-metoxifenil)-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazi-nil)tiazol (MB
1.5), (E)-4-(3,4-diclorofenil)-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazi-nil)tiazol
(MB 1.8) e ((E)-4-(4-metoxifenil)-5-metil-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)
hidrazinil)tiazol (MB 2.2) apresentaram o0s critérios acima (Tabela 5) e em

seguida tiveram sua ICso, no periodo de 72 h, determinadas.
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Tabela 5 - Percentual de inibicao (%) dos derivados do tiazol, tiazolinonas e
tiossemicarbazonas in vitro pelo ensaio do MTT, no periodo de 72 horas, frente diversas
linhagens de cancer humano na concentracdo de 25 pg/mL.

NCI-H292 HEp-2 HT-29 HL-60 K562
(%) (%) (%) (%) (%)
MG 1.1 47,0% 1,9 17207 345%2.2 47,4%43 NT
MG 1.2 87,0£2,0 78,4+3,4 47,5+23 54,535 66,0 £ 2,4
MG 1.3 96,1+ 1,5 80,9 £ 4,0 78,0+2,1 90,3+ 1,38 60,4+ 3,3
MG 1.4 47,7+2,1 253+23 NT 44,2+ 13 NT
MG 1.5 | 81,1+01 77,4%15 77,1+8,1 922+15 48,6 1,5
MG 2.1 | 93,8+ 1,6 92,9+ 1,0 752+ 1,7 94,8 + 0,6 89,6+05 |
MG 2.4 67,0+ 1,3 542+2,1 554+ 2,4 75,0 45,9 50,4 + 1,9
MG 2.5 lo48+04 92,9+23 81,1+17 959+ 1,0 862+ 09 |
MB 01 l89.6+23 91.8%06 854%0.1 95.4%08 87208 |
MB 02 933+0,6 88,1+ 3,6 88,7 £ 0,4 94,6 + 1,8 82,6 +0,2
MB 03 58,4+ 1,9 63,6+0,5 74,7+ 1,9 37,7+2,9 71,16+ 1,8
MB 1.1 49,8+ 4,7 34,7+33 NT 40,6 +0,8 NT
MB 1.2 96,3+ 1,6 90,0£27 59,3+ 1.8 80,2 +2,6 87.2+0,9
MB 1.3 | 75,1+ 26 84,3%55 794+ 14 77,4%33 75505 |
MB 1.4 | 96,5+0,3 96,6 £ 0,2 79,5+ 4,2 91,1+3,0 88,9+0,3 |
MB 1.5 68,5+ 54 78234 76,2 £04 89,14+0,9 61,5 + 3,4
MB 1.6 67,7+63 33,0£26 40,1+3,1 61,4+33 50,5 + 1,2
MB 1.7 64,2+ 4,2 17,1+ 1,0 67,4+86,7 46,7+ 1,7 250+1,1
MB 1.8 | 98,2 + 4,2 83534 84,0+ 1,6 96,4+ 3,1 47,8+ 15
MB 1.9 60,9%2,5 295+23 46,2+ 2,9 309+ 1,4 25,0138
MB 1.10 357+1,0 28,5+2,7 458+ 1,5 39,1£17 44,9 %3,0
MB 1.11 62,3+35 59,9+2,.2 42,7+1,9 45,2+ 2,4 20,9+0,1
MB 1.12 78,8+2,1 62,6 £3,9 70,1+ 1,4 58,1%0,5 61,6+1,4
MB 2.1 68,3+ 0,4 53,7 3,9 62,5+ 1,38 67,8+3,4 50,4 + 1,2
MB 2.2 44,1+2,6 84,8+17 75,1+ 1,1 83,2 +0,6 59,8 + 2,5
MB 2.4 357+1,9 335+3,0 52,7+ 1,7 435+2,6 69,7 0,4
MB 3.4 385+06 NT NT 14,4+ 1,2 NT
MB 3.5 66,3 + 4,8 81,8+ 1,4 58,5+ 1,9 36,7+0,7 59,2+2,1
MB 3.6 87,8+6,7 58,7 + 0,6 82,2+0,9 28,4 +0,6 59,0 + 1,5
MB 3.12 41,8+ 1,1 22,0£0,7 74,6452 262+13 59,1+2,7

*NT — NAO TESTADO



61

5.1.2 Determinagéo das ICso dos derivados tiossemicarbazonicos, tiazolinbnicos
e do tiazol.

A atividade citotoxicain vitro de trés derivados tiassemicarbazonicos foi
avaliada nas linhagens celulares tumorais NCI-H292, HEp-2, HT-29, HL-60 e
K562.Entretanto, apenas duas substancias (MB 01 e MB 02) apresentaram
atividade citotoxica superior a 75% de inibicdo em pelo menos duas linhagens
celulares com caracteristica aderente e uma linhagem em suspensao.

Ao analisar os trés derivados tiossemicarbazénas MB 01, MB 02 e MB 03
(Tabela 5) foi possivel observar que a simples adicdo do grupamento fenila na
estrutura foi responsavel por reduzir a citotoxidade do composto MB03em
células tumorais. No entanto, os compostos MB 01 (presenca de H) e MB 02
(presenca de metila) apresentaram-se promissores quanto a sua capacidade
antiproliferativa para todas as linhagens tumorais testadas.

Os compostos MB 01 e MB 02 apresentaram atividade citotdéxica em todas
as linhagens tumorais testadas. No entanto, o composto MB 01 apresentou
melhor atividade para aslinhagens NCI-H292, HEp-2, HL-60 e K562 com a ICso
de 10,76, 6,27, 12,74 e 6,42 uM, respectivamente (Tabela 6). Este composto
apresentou potenteatividade citotoxica na linhagem de Leucemia Mieloide
Crbnica (K562), com ICs0=6,42 pM para esta linhagem e ICso =80,17 uM em
CMSP o que confere uma seletividade de 12,5 vezes maior deste composto para

esta linhagem tumoral que para células mononucleares do sangue periférico.
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Tabela 6 - Valores de IC50 (uM) de derivados tiossemicarbazbdnicos contra diferentes linhagens de cancer humano.

Composto R1 NCI-H292 HEp-2 HT-29 HL-60 K562
H‘N _NH NHR,
F 3
F
MB 01 H 10,76 6,27 9,02 12,74 6,42
9,34 — 12,46 5,14 - 7,64 7,66 -10,62 11,18-14,51 531-7,76
MB 02 CHs 20,83 12,58 5,06 17,22 13,25
16,27 - 26,67 10,77-14,71 4,38-5,85 13,94-21,25 10,94 -16,04
Doxorrubicina 0,19 1,21 0,69 0,19 1,38

0,15-0,24 0,52 -2.41 0,52 - 0,86 0,16 - 0,21 1,20-1,55

Dentre os 19 novos derivados do tiazol testados em linhagens de células tumorais, seis (MB 1.2, MB 1.3, MB 1.4, MB 1.5,
MB 1.8 e MB 2.2) apresentaram atividade citotoxica significativa e tiveram sua ICso determinada (Tabela 7). No ensaio de
citotoxicidade em dose Unica (25 pug/mL), no periodo de 72 h, apenas os compostos MB 1.3 e MB 1.4 apresentaram citotoxicidade
significativa para todas as linhagens tumorais testadas, cominibicdo superior a 75% (Tabela 5).

Compostos que apresentam um grupo fortemente retirador de életrons (NO2z) na posi¢éao para (ver Tabela 7), como observado
nos compostos MB 1.2 e MB 2.2, apresentam uma grande variacao dos valores das ICso em todas as linhagens tumorais testadas.

O composto MB 1.2 apresentou ICso variando entre 7,41 - 27,33 uM, enquanto o composto MB 2.2 apresentou
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ICs0 entre 11,83 — 47,77 uM. Entretanto, apesar de semelhantes, esta maior
variagao para o valor da ICso do composto MB 2.2 pode estar relacionada a
presenca de uma metila ligada ao nitrogénio (N3).
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A presenca do grupo retirador de elétrons (NO2) no composto MB 1.2
apresentou melhor resultado para a linhagem de NCI-H292 com ICso= 7,41 uM.
Em contrapartida, a adicdo do grupo retirador de elétrons na posicdo meta
(composto MB 1.3) parece estar diretamente associado a inibicdo de todas as
linhagens celulares testadas no screening citotoxico, entretanto a presenca
deste grupo na posicdio meta ndo apresentou bons resultados
guandosubmetidos ao teste para determinacdo de suas ICso nas linhagens
tumorais testadas, exceto na linhagem de K562

Os compostos dissubstituidos 2,4-dicloro (MB 1.4) e 3,4-dicloro (MB 1.8)
apresentaram excelente atividade citotoxica com ICsp menor que 10 pM em
quatro linhagens testadas. A variagdo na posicdo meta e para parecem nao
interferir com a elevada atividade antiproliferativa observada.

O composto MB 1.5 apresentou citotoxicidade significativa em apenas
trés linhagens tumorais. A atividade deste composto esté relacionada a presenca
do grupo metoxi na posi¢ao para do anel aromético.

Para analisar a seletividade dos compostos, foi realizado um ensaio
antiproliferativo pelo método do Alamar Blue, realizado em Células
Mononucleares do Sangue Periférico (CMSP) (Tabela 9). A menor concentragcéo
capaz de causar citotoxicidade 50% das CMSP para os derivados do tiazol foi
43,03 uM para o composto MB 1.4, concentracdo bem superior ao encontrado
para a doxorrubicina (farmaco padrédo) ICso de 0,3 uM. O composto MB1.4
apresentou atividade em todas as linhagens testadas com o melhor resultado
para a linhagem de Leucemia Mielbide Crénica (K562).

Ao determinar a ICso dos novos derivados do tiazol em CMSPfoi
observado que todos os compostos, exceto o0 composto MB 2.2, para a linhagem
HT-29, com ICso= 47,77 UM, apresentaram ICso superior em CMSP quando
comparadas as linhagens tumorais testadas, tornando esta classe de compostos
como uma alternativa promissora para o desenvolvimento de novos agentes
anticancer. O composto MB 1.4 apresentou indice de seletividade de 7,85 vezes

maior em K562 do que em CMSP.
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Tabela 7 - Valores de IC50 (uM) dos novos derivados da série Aril-1,3-tiaz6is que apresentaram melhor atividade citotoxica em diferentes linhagens de
cancer humano.

Composto R1 R2 NCI-H292 HEp-2 HT-29 HL-60 K562
x> AN s
N Y
\_/
FsC R1/
Rz

MB 1.2 7,41 27,33 >63,56 11,51 16,86

H Ph-4’-NO2 6,03 -9,12 23,78 -31,40 10,32 -12,83 13,60 - 20,91
MB 1.3 22,77 34,24 23,89 29,29 10,17

H Ph-3’-NO2 19,85 - 26,11 31,09 - 37,73 20,52 - 27,81 24,91 - 34,42 8,62 — 12,01
MB 1.4 10,41 7,65 11,15 17,80 5,48

H Ph-2’,4’-diCl 9,80 - 11,04 6,77 — 8,65 8,50 — 14,62 14,91 - 21,24 4,60 — 6,52
MB 1.5 >66,17 11,31 22,74 3,67 >66,17

H Ph-4’-MeO 9,05-14,14 15,21 — 34,01 3,05-4,41
MB 1.8 6,57 10,38 12,21 4,23 >60,06

H Ph-3’,4’-diCl 5,19 -8,31 8,23 -13,10 10,43 - 14,30 3,41 -5,24
MB 2.2 >61,37 26,39 47,77 11,83 >61,37

CHs Ph-4’-NO2 22,80 — 30,54 42,74 — 53,39 9,65 — 14,53
Doxorrubicina 0,19 1.21 0,69 0,19 1,38
0,15-0,24 0,52 -2.41 0,52 -0,86 0,16 — 0,21 1,20-1,55
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Oito novos derivados tiazolindnicos também tiveram sua atividade
antiproliferativa testada. Entretanto, apenas quatro substancias (MG1.3, MG 1.5,
MG 2.1 e MG 2.5) apresentaram as condi¢Bes necessarias para que pudessem
ser determinadas suas ICso (Tabela 8). Entre os novos derivados tiazolindnicos
testados, apenas os compostos MG 2.1 e MG 2.5 apresentaramatividade
citotéxica em todas as linhagens celulares testadas.

A presenca do hidrogénio ligado ao C2 e ao N4 conferiu baixa atividade
para o composto MG 1.3, entretanto este composto apresenta uma seletividade
aparente para células da linhagem do tipo HEp-2. Para que se possa confirmar
seletividade para HEp-2 deve-se realizar umatriagem citotéxica utilizando um
maior painel de células deste subtipo de cancer.

O composto MG 2.1 apresentou maior atividade que o seu semelhante
MG 1.1. A diferenca entre eles ocorreu devido a presenca do radical metila ligado
ao N4 (Ver Tabela 3). Seu analogo MG 1.1 ndo apresentou citotoxicidade
significativa em nenhuma das linhagens testadas (Tabela 5). A atividade
atribuida ao composto MG 2.1 é provavelmente relacionada a maior
lipossolubilidade conferida pela presenca do radical metil.

Ao analisar a semelhanca entre os compostos MG 1.5 e MG 2.5 é possivel
observar que a presenca do radical metila no composto MG 2.5 foi capaz de
potencializar a atividade antitumoral deste composto, possivelmente por
melhorar sua lipossolubilidade, consequentemente sua melhor penetracdo na
membrana celular.

O composto MG 2.5 apresentou o melhor resultado dentre as oito
substancias analisadas. Com valores de ICsomenor que 10 uM para as linhagens
de células tumorais HT-29, HL-60 e K562. Destaca-se sua atividade em linhagem
de Leucemia Miel6ide Cronica (K562) por apresentar o melhor resultado de I1Cso
(7,27 pM).

Quando testados em CMSP, todos os novos derivados tiazolindnicos
apresentaram ICso superior as encontradas para células tumorais. O derivado
MG 2.5 apresentou indice de seletividade 6,31 vezes maior para a linhagem

K562 quando comparadas as CMSP.



Tabela 8 - Valores de IC50 (uM) das tiazolinonas contra diferentes linhagens de cancer humano.

Composto R1 | rR2 | NCI-H292 HEp-2 | HT-29 HL-60 | K562
N
\\\ AN-"‘" S
| "
/N
F.C R
o]
MG 1.3 H H 21,79 7,52 34,53 34,53 >87,03
17,79 — 26,74 6,86 — 8,22 28,75-41,46  28,75—41,46
MG 1.5 H Isopropil 37,01 36,71 27,60 27,60 >75,91
31,09-44,06 32,03-42,02 22,77-33,43 22,77 -33,43
MG 2.1 CHs Fenil 5,04 12,77 11,90 11,91 15,16
4,08 — 6,23 11,55 -14,07 9,57 -14,84 9,56 — 14,83 13,08 —
17,56
MG 2.5 CHs Isopropil 18,96 12,87 8,06 7,82 7,27
16,35-21,98 11,97 - 13,83 7,21 -9,00 7,23 — 8,46 6,23 — 8,48
Doxorrubicina - - 0,19 1.21 0,69 0,19 1,38

0,15-0,24

0,52 —2.41

0,52 — 0,86

0,16 - 0,21

1,20 -1,55
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5.1.3 Atividade hemolitica em eritrécitos humanos

Neste ensaio, substancias que apresentem concentracao eficaz capaz de
causar hemodlise em 50% dos eritrécitos humanos (CEso) < 250 pg/mL séo
consideradas ativas.Todas as substancias foram testadas com concentracao
variando de 0,97 a 250 pug/mL. Nenhuma das substancias testadas foi capaz de
causar hemdlise significativa nas concentracdes testadas (Tabela 9), o que
representou CEso superior a 250 pg/mL.Alteragbes na estrutura da membrana
do eritrécito podem ser observadas quando em contato com diversas drogas.
Estas alteragcbes podem causar interrupcdo da estrutura da membrana ou a
formacdo de poros, através do qual ocorre a liberacdo de hemoglobina,
ocasionando o efeito conhecido como hemodlise (AKI; YAMAMOTO, 1991). A
auséncia de atividade hemolitica para as substancias testadas pode inferir que
0 mecanismo citotoxico observado néo esteja relacionado com a inducao de lise
imediata ou instabilidade da membrana plasméatica, mas provavelmente

associada a um mecanismo de morte celular mais especifico.

Tabela 9 - Atividade hemolitica e citotoxicidade em CMSP de derivados tiossemicarbazonicos,
tiazolindnicos e do tiazol.

Amostras Atividade hemolitica CMSP
(CEso) (Clso)
MG.1.3 > 250 pg/mL 178,6 uM
MG 1.5 > 250 pg/mL 171,6 uM
MG 2.1 > 250 pg/mL 66,2 uM
MG 2.5 > 250 pg/mL 459 uM
MB 01 > 250 pg/mL 80,2 uM
MB 02 > 250 pg/mL 93,3 uM
MB 1.2 > 250 pg/mL 53,2 uM
MB 1.3 > 250 pg/mL 150,5 uM
MB 1.4 > 250 pg/mL 43,0 uM
MB 1.5 > 250 pg/mL 130,4 pM
MB 1.8 > 250 pg/mL 65,6 uM
MB 2.2 > 250 pg/mL 139,6 uM
Doxorrubicina NT 0,4 uM

*CEso: Concentracdo efetiva em que a substéncia testada possui em causar hemdélise em 50% dos
eritrocitos. Resultados expressos em pg/mL (UM).

*NT — Nao testado

A partir dos resultados obtidos, foi realizado um estudo do comportamento
citotéxico em relagdo ao tempo. Foram escolhidos os melhores compostos de

cada classe: MB 01, MB 1.4 e MG 2.5. Em seguida foi realizado o ensaio de
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atividade antiproliferativa nos periodos de 24 e 48 h de tratamento em K562.
Este procedimento foi utilizado para escolher o melhor composto, o melhor
tempo e a melhor concentragao e, em seguida, dar prosseguimento aos estudos
de mecanismo de acdo in vitro. Este processo é importante para que as
alteracdes celulares provenientes da acdo da substancia ocorram no menor
periodo de tempo possivel e para que ndo haja morte de todas as células
analisadas. Apos determinadas as ICso destes compostos no periodo de 24 e 48

h os dados foram comparados com as suas ICso no periodo de 72 h (Tabela 10).

Tabela 10 - Potencial citotdxico dos derivados MB 01, MB 1.4 e MG 2.5 frente a linhagem de
K562 apds 24, 48 e 72 horas de tratamento.

Clso (M)
Intervalo de confianga 95%

SUBSTANCIA 24 h 48 h 72 h

MG 2.5 >72,81 >72,81 7,27
6,23 — 8,48

MB 01 >101,12 33,98 6,42
28,60 -40,41 531-7,76

MB 1.4 >60,06 17,78 5,48
14,56 - 21,91 4,60 — 6,52

Todos os compostos apresentaram baixa citotoxicidade sobre a linhagem
K562 até 24 horas de tratamento, ndo sendo viavel calcular os valores de ICso.
O composto MG 2.5 apresentou atividade somente apos 72 h de incubacgéo. Para
a linhagem celular testada, os compostos MB 01 e MB 1.4 apresentaram
atividade citotoxica tempo-dependente, com seu efeito maximo apés 72 h de

tratamento.

5.1.4 Mecanismo de ac¢do in vitro do derivado MB 1.4 em K562

Para darmos continuidade aos estudos de mecanismo de agao in vitro,
descartamos inicialmente o uso do derivado MG 2.5 por apresentar somente
atividade no periodo de 72 h em células do tipo K562. Assim, escolhemos o
derivado MB 1.4 por apresentar uma melhor atividade no periodo de 48 e 72 h
guando comparado ao MB 01, além disso, o derivado MB 1.4 se trata de uma

molécula inédita.
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A escolha da linhagem celular do tipo K562 se deu porque o derivado MB
1.4 apresentou um bom resultado para esta célula no ensaio citotoxico em 48 e
72 h e por se tratar de uma célula de caracteristica em suspensao o que otimiza
os trabalhos em citdmetro de fluxo. A Figura 13 mostra a estrutura molecular do
composto MB 1.4.

As concentracdes 17 e 34 uM foram determinadas a partir do valor da Clso
obtido através do método do MTT no periodo de 48 h em células da linhagem
K562. Solucdo de NaCl + veiculo (DMSO 0,1%) foi utilizado como controle
negativo e a doxorrubicina, controle positivo, na concentracdo de 0,5 UM para os
demedida do potencial transmembranico mitocondrial e ensaio de morte celular
por anexina/7AAD e 0,2 pM para o ensaio de ciclo celular e fragmentagéo do
DNA.

Figura 13 - Estrutura molecular do derivado MB 1.4 ((E)-4-(2,4-diclorofenil)-2-(2-
(4(trifluorometil)benzilideno) hidrazinil)tiazol.
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5.1.4.1 Ensaio do Potencial Transmembréanico Mitocondrial

Diversos farmacos antitumorais atuam sobre as mitocéndrias. Assim,
avaliamos por citometria de fluxo se ha envolvimento da mitocéndria no
mecanismo de morte celular. O ensaio baseou-se na incorporacéo da rodamina

123 em células tratadas com o composto MB 1.4 apos 48 horas de tratamento.
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O obijetivo foi avaliar a capacidade do derivado tiazdlico produzir alteracdes no
potencial transmembranico mitocondrial.

Neste estudo, nos avaliamos a capacidade do derivado MB 1.4 (17 e 34
puM) em produzir mudancas no potencial transmembranico mitocondrial apés 48
h de tratamento. O composto MB 1.4 foi capaz de induzir despolarizacao
mitocondrial em 25,05% e 37,12% das células tratadas com o composto MB1.4
nas concentragcoes de 17 e 34 uM, respectivamente. O controle positivo
doxorrubicina apresentou despolarizacdo de 23,60% enquanto o controle
negativo apresentou 12,24% de despolarizacdo mitocondrial (Figura 14).

A integridade da mitocondria e as funcdes bioenergéticas celulares é
mantida pela estabilizacdo do potencial de membrana mitocondrial. Durante a
inducao de morte celular por apoptose induzida por farmacos € possivel observar
alteracdo mitocondrial e o evento responsavel por esta alteracdo é a perda do
potencial de membrana mitocondrial. Este evento esté relacionado aos eventos
iniciais ocorridos durante o processo de apoptose (RAMYA et al., 2017).

A despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial € uma das
principais caracteristicas de morte celular induzida por apoptose (SHARMA et
al., 2012).

Hsiung e Kadir (2011) observaram que a despolarizacdo mitocondrial é
capaz de induzir a ativacdo de caspase-3 e consequente externalizacdo de
fosfatidil serina (PS) na membrana plasmatica das células tratadas com
substéancias isoladas de plantas e assim demonstrou o papel da despolarizacéo

no processo de morte celular por apoptose.
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Figura 14 - Efeito do composto MB 1.4 e doxorrubicina sobre a linhagem celular K562
determinado sobre citometria de fluxo sobre a despolarizacdo mitocondrial apés 48 h de
incubacao.
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O controle negativo (A) foi tratado apenas com veiculo (DMSO) a 0.1%. Doxorrubicina (B) 0,5
MM e o derivado MB 1.4(17 e 34 uM), C e D, respectivamente. Os experimentos foram realizados
em triplicata em dois experimentos independentes. *** p < 0.0001 em comparagdo ao grupo
controle negativo (C).

Estudos recentes tém demonstrado que compostos derivados do tiazol
sdo capazes de induzir despolarizacdo da membrana mitocondrial e
consequente morte celular por apoptose em células de leucemia mieloide aguda
humana (célulasU937) (HUANG et al., 2016). Semelhantemente, um benzotiazol
YLT322 também foi capaz de despolarizar o potencial mitocondrial e
desencadear a liberacdo de citocromo ¢ da mitocondrial para o citosol,
mostrando o0 envolvimento desse derivado na via intrinseca da apoptose
(XUEJIAO et al., 2013).

Kamal et al.(2014) também observaram que um benzotiazol ligado a
fenilpiridopirimidinonas foi capaz de induzir morte celular por apoptose por
despolarizar a membrana mitocondrial de células de cancer cervical ME-180 e

ativar caspase-3 em células de cancer cervical da linhagem ME-180.
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5.1.4.2 Andlise do ciclo celular

Neste estudo, as células da linhagem K562 foram tratadas com o
composto nas concentracdes de 17 e 34 uM durante 48 h. Os dados obtidos
indicaram claramente que este composto induz parada de ciclo celular na fase
G1 quando comparado as células nao tratadas. O derivado MB 1.4 (17 e 34 uM)
apresentou 85,25% e 82,74% de células na fase G1 (Figura 15). O controle

positivo doxorrubicina, no entanto, apresentou parada de ciclo celular na fase
G2/M (Figura 15).

Figura 15 - Efeito do composto MB 1.4 e doxorrubicina sobre a linhagem celular K562
determinado sobre citometria de fluxo usando o ciclo celular apos 48 h de incubag&o.
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Contetdo de DNA

O controle negativo (A) foi tratado apenas com veiculo (DMSO) a 0.1%. Doxorrubicina (B) 0,2
MM e o derivado MB 1.4(17 e 34 uM), C e D, respectivamente. Os experimentos foram realizados
em triplicata em dois experimentos independentes. *** p < 0.0001 em comparacdo ao grupo
controle negativo (C).

O ciclo celular corresponde a uma série de eventos responsaveis pelo
diviséo e duplicacéo celular. O ciclo celular apresenta quatro fases distintas: fase
G1, fase S (sintese), fase G2 (interfase) e fase M (mitose). A preparacao de
energia e material para a sintese do DNA ocorre na fase G1. Em seguida a célula
replica seu DNA na fase S. A fase G2 (interfase) prepara a célula para a mitose
propriamente dita onde ocorre divisdo do ndcleo e citoplasma da célula (HE et

al., 2016). Devido a importancia do ciclo celular no processo de progressao



74

tumoral, avaliamos se a inibicdo do crescimento celular em K562 ocorreu devido
a parada no ciclo celular por citometria de fluxo 48 h apos o tratamento.

Células transformadas apresentam perda do controle de diferenciacéo e
alteracdes no ciclo celular e muitos dos tratamentos apresentam melhor
resultado quando as células estdo em processo de divisdo celular (SENKIV et
al., 2016). Devido a importancia deste evento no processo de progresséo
tumoral, avaliamos a acdo do composto MB 1.4 sobre o ciclo celular por
citometria de fluxo.

Diversas moléculas derivadas do tiazol tém sido descritas na literatura
como indutoras de parada nas diferentes fases do ciclo celular GO/G1, S e G2/M
e em diferentes linhagens de células tumorais (BORKOVA et al., 2017; HE et al.,
2016; SENKIV et al., 2016; SHAIK et al., 2017; SPANO et al., 2016).

Senviki et al. 2016 observaram que o tratamento com (5-[5-(2-
Hidroxifenil)-3-fenil-4,5-dihidropirazol-1-ilmetileno]-3-(3-acetoxifenil)-
2tioxitiazolidin-4-ona) em células leucémicas HL-60 também foi capaz de induzir

parada de ciclo celular na fase GO/G1 apds 48 h de tratamento.

5.1.4.3 Andlise da fragmentacao do DNA

Para a linhagem tumoral testada, o composto MB 1.4 induziu
fragmentacdo do DNA nas duas concentracfes analisadas e obteve melhor
resultado na concentracao de 34 UM que representou 22,43% das células com
presenca de DNA fragmentado. O composto MB 1.4 na concentracéo de 17 uM
apresentou 19,74% das células com DNA fragmentado (Figura 16). O grupo que
recebeu doxorrubicina apresentou 19,69% das células com DNA fragmentado,
enquanto o grupo controle negativo apresentou apenas 3,62% das células com
DNA fragmentado.
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Figura 16 - Efeito do composto MB 1.4 e doxorrubicina sobre a linhagem celular K562
determinado por citometria de fluxo sobre a fragmentacédo do DNA apds 48 h de incubacéo.
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O controle negativo (A) foi tratado apenas com veiculo (DMSO) a 0.1%. Doxorrubicina (B) 0,5
MM e o derivado MB 1.4(17 e 34 uM), C e D, respectivamente. Os experimentos foram realizados
em triplicata em dois experimentos independentes. *** p < 0.0001 em compara¢do ao grupo
controle negativo (C).

Uma caracteristica importante no processo de morte celular por apoptose
€ a presenca de DNA fragmentado. Contudo, é possivel observar outras
mudancas na morfologia nuclear como a condensacdo do nucleo, clivagem do
DNA cromossdmico, formacédo de bleb’s de membrana e a presenca de corpos
apoptoticos (HASSAN et al., 2014).

Para avaliarmos a fragmentacdo do DNA, nés utilizamos o mesmo
principio da analise do ciclo celular a partir da incorporacdo do iodeto de

propideo na célula.

5.1.4.4 Ensaio de morte celular por apoptose

O ensaio de externalizagdo da fosfatidilserina permite observar se o
ensaio de morte celular ocorre por apoptose. Assim testamos a atuacdo do
derivado MB 1.4 em células da linhagem k562. Os resultados demonstram que
o derivado MB 1.4 induziu apoptose nas duas doses testadas 17 e 34 UM em

10,10 e 10,26% das células quando comparadas ao grupo controle negativo
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5.20%. O grupo que recebeu doxorrubicina apresentou 18,85% das células em
apoptose. Nao foram observadas alteragdes significativas no tratamento com o
derivado MB 1.4 em relagédo a morte por necrose, todavia o tratamento com a
doxorrubicina apresentou 70,50% da células em necrose (Figura 17).

Diversas sdo as caracteristicas observadas nas células que entram no
processo de morte por apoptose. Entre as caracteristicas sdo obsevadas
condensacao e fragmentagdo nuclear, clivagem do DNA em fragmentos
internucleossomicos e formacéo de corpos apoptoticos sem haver rompimento
da membrana celular. Em seguida, as células fagociticas reconhecem a
presenca dos corpos apoptoticos e os removem sem que haja presenca de
inflamacdo em torno da célula que se encontra no processo de morte por
apoptose (EDINGER; THOMPSON, 2004).

Figura 17 - Efeito do composto MB 1.4 e doxorrubicina sobre a linhagem celular K562
determinado por citometria de fluxo sobre externalizacéo da fosfatidil serina pelo ensaio de
anexina V/7AAD ap06s 48 h de incubagéo.
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O controle negativo (A) foi tratado apenas com veiculo (DMSO) a 0.1%. Doxorrubicina (B) 0,5
MM e o derivado MB 1.4(17 e 34 uM), C e D, respectivamente. Os experimentos foram realizados
em triplicata em dois experimentos independentes. *** p < 0.0001 em comparagdo ao grupo
controle negativo (C). V = células viaveis, Al = apoptose inicial, AT = apoptose tardia e N =
necrose.

Diversos derivados do tiazol tém sido descritos na literatura por
apresentar inducdo de morte celular por apoptose. Estudo recente tem
demonstrado a inducéo de morte celular por tiazois a partir da externalizacao da
fosfatidil serina e fragmentacdo do DNA. Aléem disso, estes dados foram
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acompanhados por parada do ciclo celular na fase G2/M e inibicdo da ciclina
B/CDK1 (PARRINO et al., 2017).

Derivados do tiazol conjugados a chalconas também demonstraram
inducdo de morte celular por apoptose em células de cancer de mama do tipo
MDA MB 31 ap6s ensaio da anexina V-FITC/IP. Concomitante a essa
observacéo, os derivados também induziram parada de ciclo celular na fase
G2/M, polimerizacdo da tubulina e presenca de espécies reativas de oxigénio
(SULTANA et al., 2018).

Uma série de imidazo [2,1-b][1,3,4] tiadiazol ligado a indolinona foi capaz
de induzir apoptose em celulas HelLa. Este mecanismo de morte foi confirmado
pela presenca de fragmentacdo do DNA e atuacdo sobre caspase-3. Além
destes estudos, também foi observado que os compostos foram capazes de
induzir parada de ciclo celular em G2/M e inibicdo da tubulina (NARASIMHA
RAO et al., 2018).

Nossos resultados sugerem que o composto MB 1.4 é capaz de induzir
morte celular por apoptose com envolvimento mitocondrial nas duas doses
testadas. O derivado também induz morte celular por parada de ciclo celular.
Contudo, estudos complementares devem ser realizados para avaliar o
envolvimento das caspases e do citocromo c¢ para melhor elucidar o
envolvimento da mitocondria sobre a inducédo de morte celular por apoptose nas

células K562 induzida pelo composto MB 1.4.

5.2 Experimentos in vivo

5.2.1 Avaliacéo da toxidade ndo-clinica aguda

O derivado MB 1.4 se apresentou como um composto promissor apos a
triagem citotoxica e a avaliacdo do seu mecanismo de acao in vitro em células
K562. A partir destes resultados, foram iniciados os ensaios pré-clinicos in vivo.
O teste de toxidade ndo-clinica aguda transcorreu durante 14 dias. O derivado
MB 1.4 (300 mg/kg) n&o induziu morte nogrupo testado (n=3). Em seguida, o
teste foi repetido nesta mesma dose com mais trés animais e novamente

nenhuma morte foi observada. Seguindo o fluxograma da OECD n° 423, foi
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testada a dose de 2000 mg/kg. Neste grupo, o derivado MB 1.4 induziu a morte
de todos os animais (n=3). Com os dados obtidos, a DLso estimada do composto
MB 1.4 foi de aproximadamente 500 mg/kg eeste resultado o enquadra na
categoria 4 (toxidade moderada) da Globally Harmonized System of
Classification and Labelling of Chemicals (GHS) (OECD, 2001).

O efeito sobre o comportamento dos animais também foi avaliado (Tabela
11). No grupo controle que recebeu apenas solugdo de NaCl + cremophor 5%

nenhum animal foi a 6bito.

Tabela 11 - Efeito intraperitoneal da dose unica de MB 1.4 em camundongos (n=3).

Grupo Dose Efeito comportamental Morte/Total animais
Controle  NacCl 0,9% - 0/3

MB 1.4 2000 mg/kg Resposta ao toque diminuida, sonoléncia, ptose 3/3

MB 1.4 300 mg/kg Contorcao abdominal, piloerecdo 0/6

*M/T = NUumero de animais mortos/ nimero de animais tratados

Os animais que receberam a dose de 300 mg/kg apresentaram
contor¢des abdominais nos primeiros 15 minutos apds a administracao da dose,
esta observacdo pode estar relacionada a via intraperitoneal de administracao
deste composto. Apos o periodo de duas horas, também foi possivel observar
piloerecdo nestes animais.

Os animais que receberam 2000 mg/kg apresentaram resposta ao toque
diminuida, sonoléncia e ptose 15 minutos apés a administracao do derivado MB
1.4. Entretanto, vinte e quatro horas apos a administracdo desta dose, todos os
animais foram a ébito.

N&o foram observadas alteracdes significativas nos consumos de racao,
agua e avaliacdo de massa corporea dos animais tratados com o derivado MB
1.4 (300 mg/kg). As massas absoluta e relativa dos 6érgdos sdo importantes
indicadores fisiopatoldgicos relacionados ou ndo a injuria causada por alguma
substancia em animais e humanos (VAGHASIYA; SHUKLA; CHANDA, 2011).
Ao avaliar o indice dos Orgaos, percebeu-se aumento significativo no indice

hepatico (300 mg/kg), quando comparado ao grupo controle (Tabela 12).
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Tabela 12 - Efeitos da administracéo intraperitoneal do derivado MB 1.4 (300 mg/kg) e NaCl
0,9% (controle negativo) sobre o consumo de racdo e agua, evolucdo de massa corpérea e
indice dos 6rgdos em camundongos fémeas, durante 14 dias.

Parametros Tratamentos

NaCl (0,9%) 300 mg/kg
Consumo de racao (g) 33,3+3,1 32,2+3,6
Consumo de agua (ml) 46,1 +£5,0 47,08 +5,0
Avaliacédo ponderal (g)
Massa inicial 33,7+1,9 31,0+2,7
Massa final 343+1,6 32,2+2,0
indice dos 6rgaos (mg/g)
Figado 62,6 +1,1 69,0 £ 0,7*
Rins 11,7+0,2 134+1,0
Baco 6,5+0,5 7,3+0,6

Os resultados estdo expressos em meédia + erro padrdo da média. Analise de variancia de uma via
(ANOVA), seguido do pés-teste de Dunnett, ***p< 0,001, comparado com o grupo controle negativo (NaCl
0,9%) (n= 6).

5.2.1.1Avaliacédo dos parametros hematoldgicos e bioquimicos

Neste estudo, ndo foram encontradas alteracfes significativas na
contagem diferencial dos leucdcitos nem alteracdes nos parametros
eritrocitarios(Tabela 13) dos animais submetidos ao tratamento de dose Unica
com o derivado MB 1.4 (300 mg/kg), em relagdo ao grupo controle, indicando
gue este composto na dose testada ndo apresentou toxicidade para o tecido
sanguineo. Este dado é muito importante, pois a maioria dos antineoplasicos
classicos causam danos ao sistema hematopoietico.

A responsividade dos estudos de toxidade de substancias sobre os
parametros hematolégicos em roedores e ndo roedores estad diretamente
relacionada aos achados em humanos e corresponde a aproximadamente 91%
(OLSON et al.,, 2000). Os neutréfilos sdo os leucocitos circulantes mais
abundantes em humanos e desempenham um papel crucial na defesa do
hospedeiro contra infecgbes (KRUGER et al., 2015).
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Tabela 13 - Efeito da administracdo intraperitoneal de NaCl 0,9% (controle negativo) e MB 1.4
sobre os parametros hematolégicos de camundongos fémeas, durante 14 dias.

Par&metros NaCl 0,9% MB 1.4 (300 mg/ kg)
Leucdticos totais x 103/mm3 4,7+0,2 3,7+0,5
Segmentados (%) 78+1,3 95+1,3
Bastdes (%) 0,0+£0,0 0,0+0,0
Eosindfilos (%) 0,0+£0,0 0,3+0,2
Linfécitos (%) 90,8+1,4 89,3+14
Monécitos (%) 1,3+0,2 1,0+0,0
Heméacias x 106/mm3 71+0,1 6,3+£0,2
Hemoglobina (g/dL) 95+0,3 8,5+0,3
Hematdcrito (%) 36,0+0,8 321+1,2
Plaguetas x 103/mm? 785,0 + 30,7 826,0 + 64,3

Os resultados foram expressos em média terro padrdo da média. Analise de variancia de uma
via (ANOVA), seguido do pos-teste de Dunnett,*p<0,05, comparado ao controle negativo (n=
6).
O derivado MB 1.4 (300 mg/kg) também ndo causou nenhuma alteracao
significativa nos parametros bioquimicos (AST, ALT, FA, ureia e creatinina)

analisados, quando comparados ao grupo controle (Tabela 14).

Tabela 14 - Efeito da administracao intraperitoneal de NaCl 0,9% (controle negativo) e MB 1.4
nos parametros bioquimicos de camundongos fémeas, apés 14 dias.

Pardmetros NacCl 0,9% MB 1.4 (300 mg/kg)
AST (U/L) 150,8 £ 8,0 134,0+£8,7
ALT (U/L) 39,7+ 3,2 356+2,1
Fosfatase alcalina (U/L) 113,8 + 6,6 138,8 + 6,5
Ureia (mg/dL) 55,0+ 3,4 60,8+ 2,3
Creatinina (mg/dL) 0,6+0,1 0,6+0,1

Os resultados estdo expressos em média + s.e.m. Andlise de varidncia de uma via (ANOVA),
seguido do pés-teste de Dunnett (n= 6), p<0,05. AST — aspartato aminotransferase, ALT —
alanina aminotransferase, FA — fosfatase alcalina.

Desordens no ciclo da ureia e doenca hepética podem ser causadas pela
amoOnia, uma neurotoxina que em elevado teor no sangue podem causar tanto
efeitos excitatérios como inibitérios, o que pode causar edema cerebral e coma
(ARUMUGAM; NATESAN, 2017).

A amonia pode ser excretada na urina ou convertida em ureia, porém, sua
conversdo em ureia representa a maior forma de disposicdo de nitrogénio do
corpo. A ureia é produzida no figado e destinada aos rins, onde € excretada na
forma de urina. Ela ainda pode difundir-se para o intestino, onde é clivada em
diéxido de carbono e amonia por bactérias produtoras de urease, e em seguida,

excretada nas fezes ou reabsorvida (LABUZETTA et al., 2010). Ao contrario da
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amoOnia, seu precursor, a ureia, apresenta baixa toxidade mesmo em elevadas
concentracdes (NATESAN; MANI; ARUMUGAM, 2016).

A funcao renal também € frequentemente avaliada pela medicao sérica
dos niveis de creatinina (ZAMORA et al., 2007). Este marcador é originado como
produto final do metabolismo da creatina e pode ser considerado um marcador
de disfungéo renal, além de distdrbios musculares e da disfuncéo tireoidiana
guando apresentado em elevadas concentracdes na urina e no soro de pacientes
(MAGALHAES; MACHADO, 2002). O aumento da concentracdo sérica de
creatinina tem sido relacionado ao diagnostico de leséo renal aguda. Contudo,
pouco se sabe sobre a causa real desta condigdo (MOLEDINA et al., 2017). Na
pratica clinica, a determinagdo do nivel de creatinina é utilizada para avaliar a
taxa de filtracdo glomerular (KASTL, 2017).

O figado é um importante 6rgdo de biotransformacado, disposicao e
eliminacdo de substancias, sejam elas exdégenas (ex: farmacos) ou endoégenas
(acidos biliares e macromoléculas) (THAKKAR; SLIZGI; BROUWER, 2017).

A eliminacéo de drogas hepaticas normalmente é realizada por enzimas
metabolizadoras e drogas, porém estudos recentes revelaram que proteinas de
transporte também desempenham papel importante na depuracdo hepatica
(THAKKAR; SLIZGI; BROUWER, 2017).

A avaliacdo da funcéo hepética pode ser determinada pelos parametros
bioquimicos ALT, AST, y-glutamil transferase, bilirrubina total e conjugada, e
amobnia plasmética (SCATTON et al.,, 2011). As lesbGes hepatocelulares
aumentam os niveis das transaminases, sendo a ALT mais especifica para o
figado, entretanto o AST se eleva antecipadamente. Os niveis de fosfatase
alcalina (FA) e de gama glutamil transferase (GGT) tendem a aumentar
proporcionalmente as transaminases na colestase, o que caracteriza a sindrome
da colestase intra-hepatica. A avaliacdo da sintese hepatica também pode ser
medida pela determinagao da albumina e do tempo de protrombina que séo
importantes para se determinar o tipo e a extensdo da doenca hepatica
(GUILDER; PULA; PIERRE, 2017).

Os dados encontrados neste estudo indicam que o derivado MB 1.4 ndo
foi capaz de causar alteracdes no tecido hematopoiético nem alteracéo hepatica
e renal no soro dos camundongos. Estes dados séo importantes, pois o0s estudos

os farmacolégicos devem ser precedidos de estudos toxicolégicos sendo este
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teste de toxidade néo clinica aguda o responsavel por garantir a seguranca do

uso do composto MB 1.4 nos ensaios farmacolégicos.

5.2.1.2 Andlise histopatoldgica

Além dos parametros hematolédgicos e bioquimicos analisados, os 6rgaos
(rins, figado e baco) dos animais submetidos a toxidade aguda foram extirpados
e submetidos a avaliacdo histolégica. Os animais do grupo controle
apresentaram arquitetura preservada nos trés 6rgaos analisados (Figura 18). Ao
analisar o figado dos animais tratados com MB 1.4 na dose de 300 mg/kg,
observou-se um aumento da atividade mitética dos hepatécitos (com
visualizacao de células em divisao).

No cortex renal apareceram areas destacadas da regido justaglomerular
(macula densa) (Figura 18). As células mesangiais ocupam uma posicao central
no glomérulo renal e sdo indispensaveis para a estrutura e funcao glomerular.
Elas estédo envolvidas na filtracdo glomerular onde podem se contrair ou relaxar
em resposta a uma série de agentes vasoativos e assim regular o fluxo
sanguineo capilar. Além disso, elas também podem estar envolvidas em
resposta a lesdo local (SCHLONDORFF, 1987; LU et al.,, 2017). Nossos
resultados sugerem que o derivado MB 1.4 atua sobre as células mesangiais
causando lesédo renal e possivel alteracdo no fluxo sanguineo renal.

O baco é um importante 6rgado linfoide periférico onde ocorre a
diferenciacéo e proliferacdo das células imunes (CUI et al., 2017). Na analise
histol6gica deste 6rgdo foi possivel observar ativacdo dos nddulos linfaticos
em algumas areas com formacdes agrupadas na dose de 300 mg/kg (Figura
18). Este achado pode sugerir que o derivado MB 1.4 estimula a proliferagéo
de linfécitos neste 6rgdo. Apesar dos achados histologicos apresentarem
alteracdes em nivel renal e hepatico, estas alterac6es ndo foram percebidas
na andlise dos parametros hematolégicos e bioquimicos. Entretanto, a
alteracdo hepatica observada na analise histolégica pode estar correlacionada

a alteracdo apresentada no indice deste érgéo.
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Figura 18 - Fotomicrografias do figado, rins e bago de animais do grupo controle e tratado com o derivado MB 1.4 na dose de 300 mg/kg no teste de toxidade
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A) tecido hepatico mostrando veia centrolobular (v) e ordenacao dos feixes de hepatdcitos (setas finas curtas), B) Rins: regido cortical preservada com
presenca de glomérulos renais (*), tibulos contorcidos proximais e distais (TCP e TCD, respectivamente). C) Bago: notam-se nddulos linfaticos (Nd)
dispersos no parénquima esplénico e D) ampliacdo de regido referente a um nddulo linfatico. E) parénquima hepético mostrando varios hepatoécitos
em fase de divisdo (setas curtas) e veia centrolobular (v) congesta. F) Rins: regido cortical preservada com presenca de glomérulos renais (*) com
destaque de areas justaglomerulares (setas grossas brancas), tibulos contorcidos proximais e distais (TCP e TCD) com Iimens pouco visiveis. G)

Baco: notam-se nédulos linfaticos (Nd) e alguns de forma agrupada H) ampliacdo de uma regido referente ao nédulo linfatico. (H.E.). C e G) Coloracao
HE: aumento de 100x. A, B, D, E, F e H) Coloracao HE: aumento de400x.
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5.2.2 Teste antitumoral in vivo

5.2.2.1 Andlise da viabilidade celular

O derivado MB 1.4 nado foi capaz de reduzir a quantidade total de
célulasdo tumor ascitico de Ehrlich em comparacdo ao grupoportador do
carcinoma ascitico de Ehrlich que nao recebeu tratamento (controle CAE) (dados
nao mostrados), o que pode estar relacionado ao curto periodo de tempo de
tratamento com este derivado. Entretanto, o composto MB 1.4 foi capaz de
reduzir a viabilidade celular nas trés doses testadas 5, 10 e 20 mg/kg em 11,8%,
9,1% e 10,4% respectivamente quando comparadas ao grupo controle CAE. O
percentual de células viaveis do controle CAE foi de 81,9%. O controle positivo
(CTX — 20 mgl/kg), também apresentou reducdo significativa da viabilidade
celular de 24,4% quando comparada ao controle (Tabela 15). Os dados podem

ser melhor visualizados na Figura 19.

Tabela 15 - Percentual de viabilidade celular e percentual de inibicdo de células obtidas de
tumor ascitico de Ehrlich apés sete dias de tratamento com derivado MB 1.4.

Grupo % viabilidade Inibicéo %
Controle CAE 81,9 -
CTX 61,9™ 24.4™
5 72,3™ 11,8™
10 74,5" 9,1™
20 73,3™ 10,5™

Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média. Andlise de variancia de
uma via (ANOVA), seguido do teste de Dunnett, *p< 0,05, comparado com o grupo controle
CAE (n= 6).



85

Figura 19 - Efeito do composto MB 1.4 e ciclofosfamida (CTX) sobre a viabilidade celular em
animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich apés sete dias de tratamento.
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Os dados foram obtidos por citometria de fluxo. Os animais do grupo controle CAE (A) foi tratado
com veiculo (cremophor a 5%). CTX (B) 20 mg/kg e MB 1.4 (5, 10 e 20 mg/kg) em C, D e E,
respectivamente. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p <
0,05 em comparacgédo com o controle CAE por ANOVA seguido do Teste de Dunnett.

5.2.2.2 Ensaio de morte celular por anexina V

A externalizacdo da fosfatidilserina é um processo importante no
mecanismo de morte celular por apoptose. A anexina V/7AAD é um marcador
preditivo para determinar se o mecanismo de morte celular ocorre por apoptose
(inicial/tardia) ou por necrose. Os dados sobre apoptose foram expressos como
a soma da apoptose inicial e tardia.

O percentual de células viaveis foi de 29,6%, 47,8% e 46,2%, para as
doses de 5, 10 e 20 mg/kg, respectivamente, quando comparado ao grupo
controle CAE (65,0%). O grupo que recebeu CTX (20mg/kg) apresentou 44,2%
de células viaveis.

O processo de morte celular por apoptose € caracterizado por alteracbes
na morfologia celular tais como, condensacdo e fragmentacdo do nucleo,
clivagem do DNA cromossomico, formacéo de bleb’s de membrana e de corpos
apoptéticos (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Os resultados obtidos apontam que o composto MB 1.4 induziu morte
celular por apoptose nas trés doses testadas quando comparadas ao controle

CAE 29,6%. Contudo, os animais submetidos a menor dose (5 mg/kg)
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apresentaram um maior numero de células em apoptose 65,3%. Nas doses de
10 e 20 mg/kg, o percentual de apoptose foi de 48,9% e 50,8%, respectivamente.
O controle positivo CTX (20 mg/kg) apresentou 51,9% de células em apoptose.
N&o houveram diferencas significativas entre os grupos ao analisar a morte
celular por necrose (Figura 20).

Dados da literatura associam a regressao do crescimento tumoral in vivo
ao aumento da inducdo da apoptose (AGRAWAL, et al, 2011;
CHAKRABORTY; SK; BHATTACHARYA, 2009; BHATTACHARJEE et al.,
2017). Este achado é importante, pois uma das principais caracteristicas das
células cancerigenas € o mecanismo de evasao da apoptose, que contribui para
a progressao tumoral e para a resisténcia a drogas quimioterapicas
(FLUSBERG; SORGER, 2015).

O tratamento com a dose de 20 mg/kg apresentou menor numero de
células em apoptose, quando comparada as doses menores (5 e 10mg/kg), e
ndo houve aumento das células em necrose (Figura 20). Este fato pode estar
associado a outra via de morte celular ndo quantificada em nossos testes. Esta
conclusao se baseia no fato de as células deste grupo apresentar aumento no
percentual de fragmentacdo do DNA (Figura 22) o que sugere morte celular por
uma via ndo apoptotica/necrética. Nas doses mais baixas (5 e 10 mg/kg) o

processo de morte celular ocorreu principalmente pela via apoptética.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chakraborty%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19221751
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sk%20UH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19221751
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhattacharya%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19221751

87

Figura 20 - Efeito do composto MB 1.4 e ciclofosfamida (CTX) sobre a inducao de morte celular
por apoptose em animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich apds sete dias de tratamento.

100 i o
O Células vidveis

804 3 Apoptose total

W@ Necrose
g
L Grupos Células Viaveis  Apoptose total  Necrose
% Controle CAE 65,0+ 10,3 296+91 54+13
o CTX - 20 mg/kg 442 +1,6% 51,9 1,0 3913
MB 1.4 - 5 mg/kg 29615 653+14™  51+07
MB 1.4 — 10 mg/kg 478+29 489+28" 33+02
o MB 1.4 — 20 mg/kg 46,2 +1,6* 50,8 + 1,5 30204
Controle CTX 5 10 20
CAE
MB1.4
A B C E

Red Fluorescence (RED-HLog)

Red Fluorescence (RED-HLog)
Red Fluorescence (RED-HLOQ]

Red Fluorescence (RED-HLog)
&
1Y

Red Fluorescence (RED-HLog)
g

10a0-PIETETE. o0 -
el el 1082 1083 108 e 1082 10e3  10¢ 10e0  10et 1082  10e3 1v 10e0 Oet 1062 10e3  10ed 1060 Oet 1062 10e3  10ed
Green Fluorescence (GRM-HLog) Green Fluorescence (GRN-HLog) Green Fluorescence (GRN-HLog) Green Fluorescence (GRN-HLog) Green Fluorescence (GRN-HLog)

Os dados foram obtidos por citometria de fluxo.Os animais do grupo controle CAE (A) foi tratado
com veiculo (cremophor a 5%). CTX (B) 20 mg/kg e MB 1.4 (5, 10 e 20 mg/kg) em C, D e E,
respectivamente. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p <
0,05 em comparagcdo com o controle CAE por ANOVA seguido do pos-teste de Dunnett. V =
células viaveis, Al = apoptose inicial, AT = apoptose tardia e N = necrose.

5.2.2.3 Ensaio do ciclo celular

Nas doses de 5 e 10 mg/kg foram observadas parada de ciclo na fase
G2/M de 46,7 e 60,6% das células nessa fase, respectivamente (Figura 21).
Cada grupo tratado teve suas fases comparadas ao grupo controle CAE.

Estudo recente demonstrou que um derivado do tiazol ligado a indol-3-
glioxilamida induziu parada de ciclo celular na fase G2/M. A parada de ciclo
celular nesta fase predispbe inducdo de morte celular por apoptose
(GUGGILAPU et al., 2017).

Proteinas reguladoras denominadas de ciclinas juntam-se a cinases
dependentes de ciclinas (CDKSs) para dirigir a célula entre as diferentes fases do
ciclo celular (DICKSON; SCHWARTZ, 2009; GERARD; GONZE; GOLDBETER,
2012). O complexo ciclina A/B-CDK1, em células somaticas, € o regulador do
ciclo celular que promove transicdo entre as fases G2/M (SHE et al., 2017).
Durante a mitose, a ciclina B/Cdk1 ativa a proteina cdc20 por fosforilagdo. Para
gue a célula conclua o ciclo celular, a proteina cdc20 atua por feedback negativo

promovendo a inativacdo da ciclina A/Cdk2 (permite a saida da fase S) e da
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ciclina B/Cdkl. Assim, um novo ciclo celular pode ser iniciado (GERARD;
GONZE; GOLDBETER, 2012).

O grupo tratado com 20 mg/kg (Figura 21) apresentou parada de ciclo
celular na fase S (31,7%), quando comparado ao controle CAE (21,1%). O
controle positivo ciclofosfamida (20 mg/kg) apresentou reducdo das células na
fase G1 (17,2%) e parada de ciclo celular na fase S (57,0%).

Muitos dos mais eficazes agentes terapéuticos quimioterapicos sistémicos
sejam eles adjuvantes ou neoadjuvantes atuam sobre as fases S (5-fluoracil,
gencitabine, irinotecano e metotrexato) ou fase M (docetaxel, paclitaxel e
vincristina) do ciclo celular (WILLIAMS; STOEBER, 2012).

Células que apresentam parada de ciclo na fase S morrem mais
rapidamente devido a um colapso ou parada da forquilha de replicacdo. Algumas
células cancerosas aparentam sobreviver mais tempo, entretanto eventualmente
sofrem catéstrofe mitGtica como resultado de cromossomos parcialmente
replicados (WILLIAMS; STOEBER, 2012).

Diversos estudos in vitro e in vivo tém relacionado a atividade antitumoral
significativa de moléculas naturais ou sintéticas por atuarem em alguma fase do
ciclo celular, sendo este considerado um importante mecanismo de atividade
anticancer (ROLIM et al., 2017; OURIQUE et al., 2016; Yl et al., 2017; YU et al.,
2017).

Entretanto, a literatura é escassa sobre o mecanismo de acdo tumoral de
derivados do tiazol in vivo neste modelo de tumor. Isto dificulta os parametros de
comparacdo do nosso trabalho, além de demostrar o ineditismo dos testes

realizados por nosso grupo de pesquisa.
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Figura 21 - Efeito do composto MB 1.4 e ciclofosfamida (CTX) sobre o ciclo celular em animais
portadores do tumor ascitico de Ehrlich apés sete dias de tratamento.
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Os dados foram obtidos por citometria de fluxo. Os animais do grupo controle CAE (A) foi tratado
com veiculo (cremophor a 5%). CTX (B) 20 mg/kg e MB 1.4 (5, 10 e 20 mg/kg) em C, D e E,
respectivamente. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p <
0,05 em comparacgéo com o controle CAE por ANOVA seguido do Teste de Dunnett.

5.2.2.4 Avaliagdo da fragmentagdo do DNA

No liquido ascéticos dos animais tratados com as doses de 5 e 10 mg/kg
de MB1.4 foram observadas 12,6 e 12,2% de células com DNA fragmentado, no
entanto, esta fragmentacédo ndo € considerada significativa quando comparada
ao controle CAE (9,7%). Contudo, na dose de 20 mg/kg ocorreu alteracéo
significativa (16,8%) quando comparada ao controle CAE. O grupo tratado com
a ciclofosfamida apresentou 17,9% das células com DNA fragmentado (Figura
22).

A presenca de nucleo picnético e DNA fragmentado séo caracteristicas
tipicas da apoptose como mecanismo de morte celular (ACILAN et al., 2017)

A partir dos resultados obtidos nos experimentos de citometria de fluxo foi

possivel inferir MB1.4 na dose de 20 mg/kg induziu degradacéo celular.
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Figura 22 - Efeito do composto MB 1.4 e ciclofosfamida (CTX) sobre a fragmentacao do DNA
em animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich apds sete dias de tratamento.
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Os dados foram obtidos por citometria de fluxo. Os animais do grupo controle CAE (A) foi tratado
com veiculo (cremophor a 5%). CTX (B) 20 mg/kg e MB 1.4 (5, 10 e 20 mg/kg) em C, D e E,
respectivamente. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p <
0,05 em comparacgéo com o controle CAE por ANOVA seguido do Teste de Dunnett.

5.2.2.5 Avaliagdo do ensaio do potencial transmembrénico mitocondrial

O ensaio da medida do potencial transmembranico mitocondrial foi
realizado a fim de se avaliar se ha envolvimento da mitocdndria no mecanismo
de morte celular. Este ensaio baseia-se na despolarizacdo da membrana da
mitocondria celular.

Nossos resultados mostraram que ocorreu alteracdo do potencial
transmembranico mitocondrial em todas as doses testadas. A dose de 5 mg/kg
apresentou 17,76% das células despolarizadas. As doses de 10 e 20 mg/kg
causaram elevado percentual de células despolarizadas em 33,8 e 37,3%,
respectivamente. O controle CAE apresentou apenas 5,8% de células
despolarizadas e o grupo que recebeu ciclofosfamida 18,0% (Figura 23).
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Figura 23 - Efeito do composto MB 1.4 e ciclofosfamida (CTX) sobre o potencial
transmembréanico mitocondrial em animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich apés sete
dias de tratamento.
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Os dados foram obtidos por citometria de fluxo. Os animais do grupo controle CAE (A) foi tratado
com veiculo (cremophor a 5%). CTX (B) 20 mg/kg e MB 1.4 (5, 10 e 20 mg/kg) em C, D e E,
respectivamente. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p <
0,05 em comparacgdo com o controle CAE por ANOVA seguido do Teste de Dunnett.

Xuejiao et al., (2013) relataram o uso de um benzotiazol, o YLT322, como
indutor de morte celular por apoptose em carcinoma hepatocelular humano ao
atuar pela via mitocondrial.

A alteracéo do potencial transmembranico mitocondrial € um dos eventos
iniciais do processo de morte celular por apoptose. Sua alteragdo permite a
formacdo de poros na membrana mitocondrial externa com a liberacdo de
proteinas mitocondriais para o citosol (KOVAL et al., 2012; VERMES; HAANEN;
REUTELINGSPERGER, 2000).

A via intrinseca da apoptose € caracterizada pelo envolvimento
mitocondrial, neste processo de morte celular ocorrem diversos eventos como
liberacdo do citocromo c, perda do potencial transmembranico e alteracdo no
transporte de elétrons, alteracdo no sistema de oxidacdo-reducdo celular e a
participacéo de proteinas da familia Bcl-2 pro e antiapoptéticas (GREEN; REED,
1998). A presenca da despolarizacdo nas trés doses analisadas apresentada na

Figura 23, justifica a parada ciclo celular observada na Figura 21.
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Ao analisar a série branca foram realizadas a contagem total e diferencial dos leucdécitos. Um aumento significativo na

contagem total dos leucdcitos foi observado no tratamento com a dose 20 mg/kg do MB1.4 quando comparados ao controle CAE.

No entanto, ndo foram observadas diferencas significativas na contagem diferencial dos leucocitos em nenhuma das doses

analisadas (Tabela 16).

Também nao foram encontradas alteracdes significativas ao se avaliar a série vermelha quando comparamos 0s grupos

tratados ao grupo controle CAE. Entretanto, o grupo tratado com 20 mg/kg do derivado MB 1.4 apresentou reducédo na contagem de

plaquetas quando comparada ao controle CAE (Tabela 16).

Tabela 16 - Efeito do derivado MB 1.4 e NaCl 0,9% (controle CAE) sobre os pardmetros hematoldgicos de camundongos machos portadores do tumor

ascitico de Ehrlich durante sete dias de tratamento.

Parametros Controle CAE CTX 5 10 20
Leucécitos totais x 103/mms3 11,4+1,7 126+1,4 12,8+ 2,2 13,7+1,7 23,7 £ 2,0*
Segmentados (%) 55,6+ 10,2 74,6 + 3,2 60,0+ 4,6 65,8+ 0,7 66,0+ 34
BastGes (%) 0,2+0,16 0,2+0,2 0+0 0,3+0,2 00
Eosindfilos (%) 00 00 00 00 00
Linfocitos (%) 42,4+7,9 22,4+ 3,0 37844 32,5+0,6 31,4+3,6
Monécitos (%) 1,8+0,3 28+0,5 22+04 1,7+0,3 2,6 0,5
Hemaéacias x 106/mms3 53+£0,3 52+0,1 48+0,2 50+0,2 4,9+ 0,2
Hemoglobina (g/dL) 9,9+0,5 10,0+ 0,1 8,9+0,4 9,4+0,3 9,3+0,4
Hematdcrito (%) 27,3+1,6 26904 24,1+1,3 25,6 +£0,9 249+1,2
Plaquetas x 103/mm? 1063,0 + 28,9 827,6 £ 11,6 985,8 + 74,7 1108,0 + 76,0 759,2 + 113,7*

Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média. Andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do teste de Dunnett, *p< 0,05,

comparado com o grupo controle CAE (n= 6).
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Em nivel sérico, os parametros bioquimicos também foram avaliados (Tabela 17). Nao foram observadas alteracfes
significativas nos niveis de AST e ALT, contudo, as doses de 5 e 10 mg/kg apresentaram reducéo significativa para a determinacgéo
da fosfatase alcalina (FA) com valores de 30 e 21,5 U/L, respectivamente, quando comparados ao grupo controle CAE 77,4 U/L. A

CTX (20 mg/kg) também apresentou reducao significativa para este parametro de 27,4 U/L.

Tabela 17 - Efeito do derivado MB 1.4 e NaCl 0,9% (controle CAE) sobre os parametros bioquimicos no soro de camundongos machos portadores do tumor
ascitico de Ehrlich durante sete dias de tratamento.

Parametros Controle CAE CTX 5 10 20
AST (U/L) 360,3 + 22,6 445,2 + 37,5 490,9 + 38,1 466,2 + 36,6 410,3+ 35,2
ALT (U/L) 78,9 +4,3 89,0+6,8 99,5+ 16,5 76,7 £ 6,7 85,4+ 10,6
FA (U/L) 77,4+19,4 27,4 + 2,8* 30,0 + 1,6* 21,5+ 2 4** 48,0+ 17,4
Ureia (mg/dL) 36,2+ 4,2 240+45 27,0+ 1,7 26,2+2,0 28,0+ 3,3
Creatinina (mg/dL) 0,30 £ 0,03 0,35+ 0,02 0,31+£0,03 0,35+ 0,02 0,40 £ 0,08

Os resultados foram expressos em média = erro padrao da média. Analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do teste de Dunnett, *p< 0,05,
comparado com o grupo controle negativo (NaCl 0,9%) (n= 6). AST — aspartato aminotransferase, ALT — alanina aminotransferase, FA — fosfatase alcalina.
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Santos-Silva et al., 2017 ao estudarem a atividade anticancer do 2-
piridil,2,3-tiazol em camundongos portadores de tumor hepatico, nédo
observaram diferenca significativa no peso dos 6rgaos e no peso dos animais
tratados em relacéo ao controle. Em seu estudo, também foi observado reducéo
dos niveis de fosfatase alcalina, o que corrobora com o nosso trabalho onde a
presenca do nucleo tiazélico também reduziu os niveis de fosfatase alcalina.

Uma reducdo da massa corporal pode esta relacionada a toxidade
produzida por quimioterapicos. No grupo tratado com CTX (20 mg/kg), nosso
estudo revelou reducdo significativa no consumo de racdo e na avaliacdo da
massa corpérea ao final do experimento comprovando a toxidade j& conhecida
dos quimioterapicos. O grupo tratado com 5 mg/kg do derivado MB 1.4
apresentou aumento da massa corpérea ao final do experimento, entretanto,
este aumento na massa corpérea final representou uma reducédo significativa
quando comparada ao controle CAE o que representa sinais de toxidade
relacionadas ao derivado MB 1.4 nesta dose. Ao avaliar o indice dos 6rgaos, 0s
grupos tratados com 5 e 20 mg/kg do derivado MB 1.4 apresentaram reducéo
significativa do rim quando comparadas ao grupo controle CAE (Tabela 18). Esta
reducdo caracteriza presenca de toxicidade o que corrobora com os resultados
observados na analise histoldgica do tecido renal.

N&ao foram observadas alteracdes significativas no consumo de agua em
nenhum dos grupos tratados com o derivado MB 1.4 quando comparado ao

grupo controle CAE (Tabela 18).
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Tabela 18 - Efeito do tratamento do composto MB 1.4 sobre o consumo de agua, ragao, avaliacdo de massa corpérea e indice dos 6rgdos de animais
portadores de tumor ascitico de Ehrlich (n=6).

Parametros Tratamento

Controle CAE CTX 5 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg
Consumo de racéo (g) 68,0+55 37,9+ 7,0* 41,7+7,0 50,6 + 8,6 42377
Consumo de agua (ml) 90,7 + 10,0 62,3+ 10,2 61,7+75 62,9 +10,2 58,6 + 8,9
Avaliacdo ponderal (g)
Massa inicial 26,2+0,2 25,2+0,7 25,7+0,5 27,3+14 27,5+0,2
Massa final 33,8+0,8 24,7 + 1,0%** 29,3 + 0,8** 33,305 31,2+0,8
indice dos 6rgéos (mg/g)
Figado 60,7+ 2,3 67,016 62,6 +1,6 60,014 61,4+28
Rins 11,2+0,3 11,6 £0,5 9,7 £ 0,3* 10,5%+0,3 10,0 £ 0,2*
Baco 49+04 4,7+05 49+0,3 4,2+0,3 4,3%+0,6

Os resultados estédo expressos em média + erro padrdo da média. Analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do teste de Dunnett, ***p< 0,001,
comparado com o grupo controle negativo (NaCl 0,9%) (n= 6).

5.2.2.7 Analise histopatolégica de animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich

A analise histoldgica do figado dos animais do grupo Controle CAE (Figura 24) apresentou hepatdcitos normais e alguns com
nacleos hipercromaticos o que evidencia possiveis atividades mitéticas (controle CAE). O tratamento com CTX foi caracterizado pela
presenca de foco inflamatério que pode ser observado pela presenca de infiltrado linfocitario e intensa vacuolizacdo dispersa entre
os hepatocitos. Todos os animais submetidos ao tratamento com o derivado MB 1.4 apresentaram hepatocitos em divisédo, veia
centro vascular congesta e discreta vacuoliza¢do. Os animais submetidos ao tratamento na dose de 20 mg/kg também apresentaram
presenca de foco inflamatério caracterizado pela presenca do infiltrado linfocitario. Os resultados sugerem que os animais tratados

com o derivado MB 1.4 passaram por um desafio téxico de grau leve.
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Figura 24 - Fotomicrografias do figado de animas portadores do tumor ascitico de Ehrlich.

A) Controle CAEtecido hepatico mostrando veia centrolobular (v), ducto biliar (Db), feixes hepat6citos (setas curtas) e alguns hepatécitos com nucleos
hipercromaticos (setas brancas), B) CTX (20 mg/kg) Observa-seinfiltrado linfocitario perivascular, ao redor da veia centrolobular (V) e também na
proximidade do ducto biliar (Db), intensa vacuolizacdo dispersa pelos hepatécitos (cabecas de seta) C) MB 1.4 (5 mg/kg) parénquima hepatico
mostrando alguns hepatécitos em divisdo (setas curtas), veia centrolobular congesta (v) e discretas vacuolizagbes (cabeca de seta). D) MB 1.4 (10
mg/kg) parénquima hepatico mostrando consideravel quantidade de hepatdcitos em divisdo (setas curtas), veia centrolobular congesta (v) e discretas
vacuolizacdes (cabeca de seta). E)MB 1.4 (20 mg/kg) parénquima hepético com hepatdcitos em divisdo (setas curtas), veia centrolobular bastante
congesta (v), infiltragdo linfocitarianas proximidades do ducto biliar (Db) e presenca dediscretas vacuolizagbes (cabega de seta).Coloracdo HE: aumento
de400x.
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A histologia renal (Figura 25) demonstrou areas de congestao vascular
nos animais do controle CAE e no grupo tratado com CTX (20 mg/kg). Os
resultados sugerem que os animais tratados com o derivado MB 1.4 nas trés
doses apresentaram alteracdo na hemodinamica renal o que levou a congestao
vascular e consequente hipdxia. Esta pode ser sugerida pela alteracéo tubular
observada pela reducdo do lumem tubular. Novos estudos deverdo ser
realizados, pois nao foram observadas alteragbes nas dosagens de ureia e
creatinina. Estudos aumentando o tempo de tratamento com o derivado MB 1.4
deverdo ser realizados para que para que se possa ser comprovado essas
alteracdes. Estudos de histomorfometria também poderao ser realizados para se

comprovar estas alteracoes.
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Figura 25 - Fotomicrografias dos rins de animas portadores do tumor ascitico de Ehrlich.

v’}‘* L)
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A) Controle CAE: regiéo cortical com presenca de glomérulos renais (*), tibulos contorcidos proximais e distais (TCP e TCD) e algumas areas com
congestdo vascular. B) CTX (20 mg/kg): regido cortical com intensa congestao vascular entre os tdbulos contorcidos proximais e distais (TCP e TCD),
assim como nas regifes glomerulares (*). C) MB 1.4 (5 mg/kg): regido cortical com presenca de glomérulos renais (*), presenca de tabulos contorcidos
proximais e distais (TCP e TCD) com limens pouco visiveis. D) MB 1.4 (10 mg/kg): regido cortical com presenca de glomérulos renais (*), presenca
de tubulos contorcidos proximais e distais (TCP e TCD) com Iimens pouco visiveis. E) MB 1.4 (20 mg/kg) regiao cortical com visivel congestédo
vascular, presenca de glomérulos renais (*) e tubulos contorcidos proximais e distais (TCP e TCD) com limens pouco visiveis.Coloracdo HE: aumento
de400x.
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A histologia do baco mostrou a presenca de nodulos linfaticos dispersos
e agrupados nos animais tratados com as trés doses do derivado MB 1.4. J&
0s animaisdo grupo controle portadores do tumor ascitico de Ehrlich (Controle
CAE) demonstraram apenas a presenca de nodulos linfaticos dispersos
enquanto o grupo tratado com CTX 20 mg/kg apresentou nodulos linfaticos
agrupados. Também foi observada a presenca de células gigantes
multinucleadas nos animais que receberam o tratamento com o derivado MB
1.4 na dose de 10 mg/kg (Figura 26).
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Figura 26 - Fotomicrografias do bago de animas portadores do tumor ascitico de Ehrlich.

A) Controle CAE: Presenca de nddulos linfaticos (Nd), B) CTX (20 mg/kg),notam-se nédulos linfaticos agrupados (Nd). C) MB 1.4 (5 mg/kg) notam-se
nddulos linfaticos (Nd) dispersos no tecido. D) MB 1.4 (10 mg/kg) notam-se nédulos linfaticos (Nd) em arranjo agrupado. 1) ampliacdo de uma regido periférica
do baco com presenca de células gigantes multinucleadas (setas grossas brancas). E) MB 1.4 (20 mg/kg) notam-se nddulos linfaticos (Nd) em arranjo

disperso no tecido esplénico. A, B, C, D e E: HE: aumento de 100x. F, G, H, | e J) ampliagdo de uma regido referente ao nédulo linfatico. Coloragéo HE:
aumento de400x.
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Os resultados da analise histolégica mostraram lesdes em nivel renal e
hepético, contudo estas alteragbes ndo foram observadas nos parametros
bioquimicos, podendo ser estas alteracfes de grau leve ou transitorias.

O desenvolvimento de novas drogas antitumorais com efeitos téxicos
reduzidos é um dos principais desafios enfrentados pelos quimicos medicinais. Este
trabalho apresenta um panorama inicial da acdo do derivado MB 1.4 in vitro e in vivo
sobre células tumorais. Nossos estudos dos demonstram resultados promissores,
entretanto outros testes devem se conduzidos para que possamos compreender

melhor o mecanismo de a¢éo deste composto tanto in vitro quanto in vivo.
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6 CONCLUSAO

No nosso trabalho obtivemos a assertiva da hipotese inicial, comprovando que
12 dos 30 compostos testados apresentaram atividade citotoxica em diversas
linhagens tumorais, onde os mesmos foram mais ativos em células cancerigenas
quando comparados as células normais. O derivado MB 1.4 se apresentou um
composto bastante promissor, onde nos estudos in vitro, a substancia induziu morte
por apoptose, parada de ciclo celular, alterou o potencial da membrana mitocondrial e
causou fragmentacéo do DNA em células de leucemia mieloide crénica (K562). O que
demonstra que a substancia apresentou potencial para seguir com os testes de efeito
antitumoral in vivo.

Nos testes in vivo o derivado MB 1.4 apresentou toxidade moderada, além de
atuar no tumor ascitico de Ehrlich através da reducédo das células viaveis. Os estudos
de mecanismo de acdo in vivo seguiram o padrdo in vitro, sem alteracbes nos
parametros hematolégicos e bioquimicos, contudo, provocou alteracdes em nivel
hepatico e renal o que corrobora com a sua toxidade moderada. Assim, concluimos
que o MB 1.4 é um derivado do tiazol promissor na continuidade dos estudos

antitumorais pré-clinicos.
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