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RESUMO

As semicarbazonas e tiossemicarbazonas apresentam um amplo perfil de atividades
bioldgicas, dentre as quais as atividades citotdxica e antitumoral se destacam. Nesse contexto,
0 presente estudo avaliou o potencial anticAncer de quatorze novos derivados aril-
semicarbazonicos e onze novos derivados aril-tiossemicarbazdnicos. O screening citotoxico
foi realizado pelo teste do MTT frente a linhagens de cancer humano e células normais. Os
compostos mais promissores foram selecionados para o estudo do mecanismo de morte
celular por citometria de fluxo. Os testes realizados analisaram a viabilidade das células,
despolarizagdo mitocondrial, ciclo celular, fragmentacdo do DNA e indugdo de morte. O teste
de Toxicidade Oral Aguda foi realizado segundo o protocolo da OECD 423. A avaliacdo da
atividade antitumoral foi realizada em modelo de tumor sdlido de Carcinoma de Ehrlich e a
atividade mutagénica foi realizada em sangue periférico de camundongos. Nos resultados
apresentados pelos derivados aril-semicarbazénicos, os compostos 3c e 4a se destacaram e
foram escolhidos para a continuidade dos testes frente a linhagem HL-60. Esses compostos
foram capazes de reduzir a viabilidade das células e induzir a despolarizagdo mitocondrial.
Além disso, o derivado 3c inibiu o complexo CDK2/Ciclina A impedindo a progressdo da
fase S para fase G2/M do ciclo celular. O derivado 4a provocou parada de ciclo na fase G1 e
induziu fragmentacdo do DNA. Os resultados obtidos demonstraram processo apoptético nas
células HL-60 e foi confirmado pelo teste da anexina. Diante dos resultados apresentados
pelos derivados aril-tiossemicarbazénicos, o composto TS04 foi escolhido para o estudo do
mecanismo de morte celular frente as linhagens K562 e NCI-H292. Na analise morfoldgica o
composto TS04 provocou alteracGes tipicas de apoptose nas duas linhagens. Na linhagem
K562, provocou parada de ciclo celular na fase G1 e promoveu a fragmentacdo do DNA. Na
linhagem NCI-H292 na menor concentracdo, provocou bloqueio do ciclo celular na fase
G2/M e na maior concentracdo, provocou parada em G1 e G2/M. A inducdo de morte por
apoptose foi confirmada pelo teste da anexina nas duas linhagens. Os resultados encontrados
in vitro para o composto TS04 foram promissores, 0 que motivou a continuidade dos estudos
em modelo in vivo. No ensaio de Toxicidade Oral Aguda ficou classificado na categoria 3 (50
mg/kg < DLsy < 300 mg/kg). Na avaliacdo da atividade antitumoral foi capaz de inibir o
crescimento tumoral em 82% na maior dose testada (30 mg/kg) e ndo provocou efeito
mutagénico nos animais tratados. Os resultados apresentados demonstram que os derivados

aril-semicarbazonicos e aril-tiossemicarbazdnicos estudados sdo agentes com atividade



anticancer promissora e que podem ser eleitos para a continuidade dos testes pré-clinicos

necessarios visando novos medicamentos para tratamento do cancer.

Palavras-chaves: Cancer. Semicarbazonas. Apoptose. Quinases. Antitumoral.



ABSTRACT

The semicarbazones and thiosemicarbazones present a broad profile of biological activities,
among which cytotoxic and antitumoral activities stand out. The present study evaluated the
anticancer potential of fourteen new aryl-semicarbazones derivatives and eleven new aryl-
thiosemicarbazones derivatives. Cytotoxic screening was performed by the MTT test against
human cancer lines and normal cell. The most promising compounds were chosen for study of
the mechanism of death by flow cytometry. The tests performed analyzed cell viability,
mitochondrial depolarization, cell cycle, DNA fragmentation and induction of cell death. The
Acute Oral Toxicity test was performed following the OECD Test Guideline 423. The
evaluation of the antitumor activity was performed in a solid tumor model of Ehrlich's
Carcinoma and the mutagenic activity was performed in peripheral blood of mice. In the
results presented by the aryl-semicarbazones derivatives, the compounds 3c and 4a stand out
and were chosen for the continuity of the tests against the HL-60 line. The compounds were
able to reduce cell viability and induce mitochondrial depolarization. In addition, derivative
3c inhibited CDK2/Cyclin A complex by preventing the progression of S phase to G2/M
phase of the cell cycle. Derivative 4a caused arrest in the G1 phase and induced DNA
fragmentation. The results obtained demonstrated an apoptotic process in HL-60 cells and was
confirmed by the annexin test. In view of the results presented by the aryl-thiosemicarbazones
derivatives, the compound TS04 was chosen for the study of the mechanism of cell death
against the lines K562 and NCI-H292. In the morphological analysis the compound TS04
caused typical alterations of apoptotic processes in the two lines. In the K562 line, it caused
cell cycle arrest in the G1 phase and promoted DNA fragmentation. In NCI-H292 line in
lower concentration, caused cell cycle blockade in G2/M phase and the highest concentration,
caused arrest in G1 and G2/M. The induction of death by apoptosis was confirmed by the
annexin test in the two lines. The in vitro results for the compound TS04 were promising,
which motivated the continuity of the studies in vivo model. In the acute oral toxicity test, it
was classified in category 3 (50 mg/kg <LDso <300 mg/kg). In the evaluation of antitumor
activity it was able to inhibit tumor growth in 82% in the highest dose tested (30 mg/kg) and
did not cause a mutagenic effect in treated animals. The results show that the aryl-
semicarbazones and aryl-thiosemicarbazones derivatives studied are agents with promising
anticancer activity and that can be chosen for the continuity of the necessary pre-clinical tests

for new drugs for the treatment of cancer.



Key-words: Cancer. Semicarbazones. Apoptosis. Kinases. Antitumoral.
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1 INTRODUCAO

O cancer é uma das principais causas de morte em todo o mundo e apesar dos
importantes progressos no diagnostico e tratamento dessa doencga, 0 nimero de novos casos e
mortes relacionadas ao cancer continuam aumentando. De acordo com a Organizacéo
Mundial de Satde (OMS), 15 milhdes de pessoas vdo morrer no mundo por causa do cancer
até 2030 (STEWART; WILD, 2014).

Nenhuma faixa etaria esta imune ao cancer, porém existem fatores que contribuem
para o aparecimento da doenca. Esses fatores podem ser inerentes ao organismo, como idade,
género e heranca genética e/ou externos ao organismo como tabagismo, habitos alimentares
inadequados, sedentarismo, obesidade, exposicdo a agentes mutagénicos, entre outros
(JONES et al., 2016).

No processo de formacdo do cancer, as celulas sofrem varias alteragdes genéticas e
moleculares que resultam na capacidade de se replicar desordenadamente e infiltrar no tecido
adjacente. Com a progressdo da doenca outras caracteristicas que asseguram 0 crescimento
maligno séo acrescentadas, tais como: autossuficiéncia na regulacdo dos sinais de crescimento
celular, insensibilidade aos sinais que inibem este crescimento, evasao apoptose, potencial
replicativo ilimitado, indugéo da angiogénese, invasao tecidual e metastase, evasao do sistema
imune, estresse metabdlico, proteotoxico, mitético e oxidativo, e dano no DNA (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Atualmente as abordagens terapéuticas mais usadas para tratar o cancer sdo: a cirurgia,
a radioterapia e a quimioterapia. A quimioterapia consiste na utilizacdo de substancias
quimicas antineoplasicas, isoladas ou em combinacdo e a forma empregada vai depender do
tipo e localizacdo do tumor, estagio da doenca e condicOes referentes ao paciente a ser tratado
(ARJMANDI et al., 2016).

A maioria dos agentes quimioterapicos agem inibindo a replicacdo celular sem
especificidade para as células tumorais atingindo também as células sadias, principalmente os
tecidos de rapida renovacédo. Diante disso, € comum 0s quimioterapicos tradicionais provocar
anorexia, nauseas, vomitos, estomatite, diarreia e necrose da mucosa do célon (TARRICONE
et al., 2016).

Neste contexto, verifica-se a necessidade da pesquisa e desenvolvimento de novos
medicamentos antineoplasicos que garantam eficacia com menos efeitos colaterais. A vista

disso, as semicarbazonas e tiossemicarbazonas sdo importantes classes de compostos que
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possuem farmacéforos importantes para a pesquisa de novos farmacos. Na literatura séo
descritas como moléculas que apresentam diversas atividades bioldgicas, entre as quais a
atividade anticancer se destaca, dessa forma, essas moléculas sdo candidatos a modificacbes
moleculares através da introdugdo de novos substituintes com o intuito de produzir derivados
bioativos.

Diante do contexto abordado surgiu a hipotese desse trabalho, no qual foi avaliada a

atividade anticancer de novos derivados aril-semicarbazénicos e aril-tiossemicarbazodnicos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Consideracdes sobre cancer

2.1.1 Cancer

O cancer ¢ uma patologia que ha muito tempo acompanha a humanidade. Os
documentos escritos mais antigos que fazem referéncia ao cancer sdo o papiro de Edwin
Smith e o papiro de Ebers. Ambos os papiros sdo datados entre 1600 e 1550 a.C., mas
acredita-se que contém descri¢cdes provenientes 2.500 e 3.000 a.C. (KRUKIEWICZ; ZAK,
2016; VIDYASAGAR, 2011).

O meédico grego Hipdcrates (370-460 a.C.) criou a palavra cancer, e usou 0s termos
carcinos e carcinoma, palavra grega que significa caranguejo, para descrever certos tipos de
tumores, pois as projecdes e vasos sanguineos ao redor do tumor fazem lembrar as patas do
crustaceo (FEINBERG et al., 2006).

O cancer forma um grande grupo de mais de 100 enfermidades distintas com varios
fatores de risco e 0 seu desenvolvimento € um processo que ocorre em varias etapas,
incluindo a disfuncdo de genes que regulam a proliferacdo, a divisdo e a morte de células,
como também o microambiente tecidual (POONIA et al., 2016; WONG et al., 2014; ZHU et
al., 2016).

O cancer resulta de mutacdes no DNA cromossdmico de uma célula normal, o que
pode ser desencadeado tanto por fatores externos, quanto por fatores internos. Entre os fatores
externos esta o uso do tabaco, alcool, produtos quimicos, agentes infecciosos, radiacao,
habitos alimentares inadequados, inatividade fisica e obesidade. Enquanto que no grupo dos
fatores internos esta a idade, género, horménios, condicdo imune e mutacdes hereditarias
(ZONG et al., 2012).

2.1.2 Epidemiologia do cancer

A cada ano, dezenas de milhGes de pessoas sdo diagnosticadas com cancer em todo o
mundo, e mais da metade dos doentes morrem por causa desta doenca (CANTREAT, 2010).

Em muitos paises, 0 cancer ocupa a segunda causa mais comum de morte, perdendo
apenas para as doencas cardiovasculares. Com a melhoria significativa no tratamento e
prevencdo das doencas cardiovasculares, o cancer em breve se tornara o responsavel pelo
maior nimero de mortes em muitas partes do mundo. As pessoas idosas sdo mais suscetiveis

ao cancer e em muitos paises a populacdo continua envelhecendo, dessa forma, o cancer
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continuard sendo um grande problema de satde da humanidade (FITZMAURICE et al., 2015;
POPAT et al., 2013).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), 15 milhdes de pessoas vao
morrer no mundo por causa do cancer até 2030 (STEWART; WILD, 2014). No Brasil, a
estimativa para o biénio 2018-2019, aponta a ocorréncia de cerca de 600 mil casos novos de
cancer. Com excecdo do cancer de pele ndo melanoma (aproximadamente 170 mil casos
novos). O perfil epidemiolégico mostra que entre os homens o mais frequente € o cancer de
préstata, seguido pelo de pulmao, intestino, estbmago e cavidade oral. J& nas mulheres, 0
cancer de mama ocupa a primeira posicdo e na sequéncia vem o de intestino, colo do Gtero,
pulméo e tireoide (INCA, 2018) (Figura 1).

Figura 1: Distribuicdo dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2018 por sexo, exceto pele ndo
melanoma’”.

Prostata 68.220 NT% Homens Mulheres Mama Feminina 59.700 29,5%
Tragueia, Bronguio e Pulmao 18.740 8.7% Cdlon & Reto 18.980 9.4%
Gdlon e Reto 17.380 81% Colo do (tero 16.370 8,1%
Estfmago 13540 6,3% Traqueia, Bronquio e Pumao  12.530 6,2%
Gavidade Oral 11.200 52% Glandula Tireoide 8.040 4.0%
Esiifago 8.240 3.8% Estdmago 7.750 3,8%
Bexiga 6.690 31% Carpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3,0% Ovério 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 28% Sistema Nervoso Gentral 5510 2,7%
Sisterna Nervoso Gentral 5810 27% Leucemias 4 860 2.4%

*Nimeros arredondados para mdltiplos de 10.

Fonte: INCA, 2018.

2.1.3 Caracteristicas do cancer

Carcinogénese é o nome dado ao processo de formacgdo e progressdo do cancer. E
iniciada quando uma Unica célula ou um grupo pequeno de células normais sofrem alteracdes
a nivel celular, genético e epigenético e dessa forma, a célula é reprogramada a se dividir
descontroladamente formando uma massa maligna (KLAUNIG, 2010).

E um processo complexo de multiplos passos e pode ser conceitualmente dividida em
quatro etapas: inicia¢do, promocao, transformacéo e progressao tumoral (KAUR et al., 2014).

A iniciacdo é o primeiro estagio, possui inicio rapido e ocorre a partir de danos
irreversiveis no DNA. Nessa fase os carcindgenos modificam a estrutura do DNA, resultando
na alteracdo de genes fundamentais para regulacdo e controle do crescimento celular. A célula
ainda ndo é neoplésica, mas transmite a mutacdo para as células filhas (BARCELLOS-HOFF
et al., 2013; SHARMA et al., 2010).
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A promocao € um processo reversivel e de desenvolvimento lento (periodo de laténcia
5 - 30 anos), a célula iniciada é gradativamente transformada em célula maligna e para isso €é
necessario um longo e continuado contato com o agente cancerigeno. A suspensdo do contato
com agente cancerigeno muitas vezes interrompe O processo nesse estagio, porém a
continuidade do processo resulta na proliferacdo e acumulagdo de células pré-neoplésicas
(RIVERA, 2012).

Na transformacdo maligna ocorrem outras mutacdes, nesse estagio ocorre a conversao
de uma célula pré-neoplasica em uma celula com fendtipo maligno, na qual possui
crescimento descontrolado e instabilidade genética (KAUR et al., 2014).

A progressdo € o Ultimo estagio da carcinogénese. E um processo irreversivel
caracterizado pela multiplicacdo descontrolada das células cancerigenas, resultando no
aumento da massa tumoral primaria com elevado potencial metastatico e invasivo (SHARMA
et al., 2010) (Figura 2).

Figura 2: Diferentes estagios da carcinogénese.

INICIACAO PROMOCAO TRANSFORMACAO PROGRESSAO
Carcindgenos
Alterieao Alter’a(-;ﬁo Alter’ax_;ﬁo .
V¥ oenética = genética genetica ‘ ®
— —
C—@— 5= ®e
i Célula
Multiplicagido maligna Tumor
celular maligno

Fonte: Adaptado de Kaur et al., 2014.

A principal caracteristica das células cancerigenas é o crescimento descontrolado,
resultado da ativacdo de oncogenes (a partir de proto-oncogenes alterados) e inativacdo de
genes supressores tumorais (JU et al., 2016).

Os proto-oncogenes sdo um grupo de genes que transformam células normais em
cancerigenas quando sofrem mutacdo. Eles podem ser alterados por diferentes mecanismos
genéticos tais como: translocacfes cromossdmicas, amplificacdes, mutacdes pontuais,

anomalias cromoss6micas, entre outros e, portanto, serem convertidos em oncogenes. OS
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proto-oncogenes codificam proteinas que estimulam a divisao celular e inibem a diferenciagdo
celular e a apoptose. (CROCE, 2008; SUDHAKAR, 2009).

Os oncogenes sdo genes anormais que aumentam a predisposicdo ao cancer. Ao
contrério dos genes normais, que podem ser desligados ap6s terem sido ligados, 0s oncogenes
séo alterados de forma que os mantém presos em um estado de constante atividade. Essa agédo
ininterrupta ajuda a impulsionar o crescimento descontrolado que estd subjacente nos
tumores. Os oncogenes podem ser ativados por mudancas hereditarias ou por agentes
promotores de cancer que danificam o DNA ao longo da vida de um individuo, como a luz
UV, produtos quimicos perigosos e até mesmo virus (SUDHAKAR, 2009).

Com base em seus efeitos, os produtos de oncogenes séo classificados da seguinte
forma:

= Fatores de crescimento - PDGF (Fator de crescimento derivado de plaquetas), CSF-1
(Fator estimulador de colonias-1), EGF (Fator de crescimento epidérmico),
TGF-a e B (Fatores de crescimento transformadores), etc.;

= Receptores do fator de crescimento - EGFR (Receptor do fator de crescimento
epidérmico), PDGFR (Receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas), VEGFR
(Receptor do fator de crescimento endotelial vascular), etc.;

= Proteinas de ligacdo ao GTP (transmissdo de sinal intracelular) - Familia RAS;

= Fatores de transcricdo nuclear - Familia MYC, FOS, MYB e outros (CROCE, 2008;
QIU; SIMON, 2015).

Os supressores tumorais sdo genes que desempenham papeéis importantes no controle
da proliferacao celular, e estdo envolvidos na regulacdo do ciclo celular através de pontos de
verificacdo presentes no ciclo e inducdo da apoptose em células anormais. Quando 0s genes
supressores de tumor estdo funcionando corretamente eles impedem que as células com
defeito genético ultrapassem os pontos de controle do ciclo, ou seja, provocam a parada do
ciclo até que o defeito seja reparado, se ndo houver a reparacdo ocorre a inducéo da apoptose
(KOHRMAN et al., 2017; TUTONE et al., 2017).

Defeitos nos genes supressores de tumor sao alguns dos mais importantes fatores que
contribuem para a formacdo do céancer, porque permite a divisdo celular desregulada,
respostas inadequadas a danos no DNA, perda da resposta apoptética, perda da inibicdo de
contato e promocao da metastase (ZHAO et al., 2013).

O gene p53, principal gene supressor tumoral, é encontrado inativo ou mutado em
cerca da metade de todos os canceres. Este gene codifica a proteina p53 que tem como fungédo

regular negativamente a proliferagdo celular, por isso, ele ¢ denominado “guardido do



24

genoma”, pois quando esta ativo interrompe o ciclo celular no ponto de checagem 1 para que
a célula seja reparada. Se o reparo nao for eficaz, o p53 promove a indugdo da apoptose na
célula alterada (KABEL, 2015; RIVLIN et al., 2011).

Vérias linhas de estudo evidenciaram que o inicio de formacdo do céancer é um
processo que ocorre em varias etapas, e que estes passos refletem alteragdes genéticas que
conduzem a transformacdo progressiva de células normais em derivados altamente malignos.
A vasta lista dos gendtipos das células de cancer resulta na manifestacdo de seis alteracbes
essenciais na fisiologia celular que, coletivamente, ditam o crescimento maligno, séo elas:
autossuficiéncia na sinalizacdo de fatores de crescimento, insensibilidade aos inibidores de
crescimento, evasdao da apoptose, potencial replicativo ilimitado, angiogénese, invasao
tecidual e metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2000) (Figura 3).

Figura 3: Caracteristicas adquiridas pelo cancer.
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Fonte: Adaptado de Hanahan; Weinberg, 2000.
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Estes atributos sdo definidos como capacidades adquiridas que permitem a
sobrevivéncia, proliferacdo e disseminacdo das células cancerosas. S&o capacidades
contraidas em diferentes tipos de tumor, através de mecanismos distintos e em mdultiplos
passos durante o curso da carcinogénese (SCHUG et al., 2016).

Essas aquisi¢des sdo possiveis gracas a ativacdo de duas caracteristicas, onde a mais
proeminente é o desenvolvimento da instabilidade gendmica em células cancerosas, o que
gera mutacOes aleatdrias, incluindo rearranjos cromossémicos que podem provocar mudancas
genéticas responsaveis pelas capacidades adquiridas (HEIDEN; DEBERARDINIS, 2017). A
segunda caracteristica esta relacionada com o estado inflamatorio das lesdes pré-malignas e
malignas que fracamente aciona as células do sistema imunitario (HANAHAN; WEINBERG,
2011). No entanto, outros atributos diferentes tém sido propostos para as células cancerosas,
pois sdo importantes para o desenvolvimento do cancer e, portanto, foram adicionados a lista
de caracteristicas centrais. O primeiro atributo esta relacionado com a modificacdo ou
reprogramacao do metabolismo da célula, a fim de dar suporte ao crescimento e proliferacéo
celular de forma continua e acelerada (PAVLOVA; THOMPSON, 2016). O segundo envolve
a evasao das células de cancer ao ataque e eliminacdo por células do sistema imunologico, em
especial por linfocitos T e B, macrofagos e células exterminadoras naturais (NK)
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). Ambas as capacidades facilitam o desenvolvimento e a
progressao de muitas formas de cancer, no entanto, ainda ndo foram totalmente validadas e
sdo consideradas marcos emergentes do cancer (GANAPATHY-KANNIAPPAN, 2017)
(Figura 4).
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Figura 4: Marcos emergentes e novas caracteristicas ativadas pelo cancer.
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Fonte: Adaptado de Hanahan; Weinberg, 2011.

2.1.4 Apoptose e cancer

As células de um organismo multicelular séo membros de uma comunidade altamente
organizada e para manter a homeostase tecidual deve haver o equilibrio entre a proliferacédo e
a morte celular. A quebra desse equilibrio conduz a condi¢des patoldgicas tais como o cancer
ou doencas degenerativas em que a proliferacdo e a morte das células estdo aumentadas,
respectivamente (OYINLOYE et al., 2015).

Nessa logica, a apoptose faz parte dos mecanismos homeostaticos para manter o
equilibrio das populaces de células nos tecidos e ocorre como mecanismo de defesa em
reacGes imunes ou quando as células sdo danificadas por agentes nocivos ou causadores de
doencas. Embora haja uma grande variedade de estimulos e condi¢des tanto fisiolégicas como
patologicas que podem desencadear apoptose, nem todas as células necessariamente morrem
em resposta ao mesmo estimulo (PORTT et al., 2011).

Diferentemente da necrose que ap6s uma lesdo a célula incha e rompe a membrana

afetando um grande nimero de células devido a formagdo do processo inflamatorio local, a
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apoptose pode ser reconhecida por caracteristicas morfoldgicas marcantes e coordenadas. A
célula morre ordenadamente, sem danificar os seus vizinhos apds ser ativada por moléculas
sinalizadoras de morte celular (SIDDIQUI et al., 2015).

Primeiramente, ocorre a condensacgao da cromatina que se concentra junto & membrana
nuclear que se mantém intacta. As organelas celulares mantém a sua morfologia, com excecao
em alguns casos, das mitocondrias, que podem apresentar ruptura da membrana externa. A
membrana celular forma prolongamentos, o nicleo se desintegra em fragmentos envoltos pela
membrana nuclear e a seguir 0os prolongamentos da membrana se rompem originando
estruturas contendo contetdo celular, denominados corpos apoptéticos (FUCHS; STELLER,
2015). Neste processo, a membrana plasmatica celular permanece integra, mas sofre
alteracOes estruturais, como a distribuicdo de fosfatidilserina na camada externa da
membrana, que € um sinalizador para o reconhecimento pelos fagocitos (KOFF et al., 2015).
Deste modo, a célula morta é rapidamente fagocitada por macréfagos e removida sem que
haja extravasamento do conteGdo citoplasmatico. Isto ndo sO evita as consequéncias
prejudiciais da necrose celular por causa da resposta inflamatéria intensa, mas também
permite que os componentes organicos da celula morta possam ser reciclados pela célula que
a ingere (TOWER, 2015).

O processo apoptotico pode ser disparado por duas vias: via intrinseca ou via
mitocondrial e via extrinseca ou via receptor de morte (MA et al., 2016).

A via intrinseca ¢é ativada por estresse intracelular, como por exemplo: privacdo de
fatores de crescimento, danos no DNA, hipdxia, ativacdo de oncogenes, dentre outros. Esses
estimulos produzem sinais que induzem a translocacdo de membros pré-apoptoticos da
familia Bcl-2, tais como Bax, para as mitocondrias. Essas proteinas provocam alteracGes
principalmente na membrana mitocondrial interna, resultando na perda da integridade das
mitocéndrias e consequentemente liberacdo do citocromo c¢ para o citoplasma. No citoplasma,
o citocromo ¢ forma complexo com o fator de ativacdo associado a apoptose-1 (APAF-1) e
pro-caspase 9, o chamado apoptossoma, que promove a clivagem da pro-caspase 9, liberando
a caspase 9 ativa, que é capaz de ativar a caspase 3 que por sua vez, induz a morte celular por
apoptose (METZ et al., 2016; WANG et al., 2016) (Figura 5).

Na via extrinseca, os sinais de morte sdo recebidos de fora da célula através de
moléculas sinalizadoras de morte, entre as quais se destacam FasL (ligante de Fas), TRAIL
(ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF) e TNF-a (fator de necrose tumoral alfa).
Essas moléculas se ligam e ativam receptores da superfamilia dos receptores de fatores de

necrose tumoral (rTNF) presentes na membrana plasmatica, resultando no recrutamento de
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vérias proteinas para formar o complexo de sinalizacdo indutor de morte (DISC). Esse
complexo promove a ativacdo da caspase 8, que por sua vez ativa a caspase 3. A caspase 3,
em seguida, induz as alteragcOes celulares que caracterizam a apoptose (FULDA, 2015; PARK
et al., 2015) (Figura 5).

Figura 5: Vias intrinseca e extrinseca da apoptose.
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Fonte: Adaptado de Favaloro et al., 2012.

A apoptose € um processo amplamente estudado, devido a sua importancia tanto em
condicdes fisioldgicas, quanto patoldgicas. Ocorre por meio de eventos dirigidos por genes e
tem profundas implicacGes no desenvolvimento e homeostase dos tecidos, pois 0 numero de
células é regulado por fatores que influenciam na sobrevivéncia celular e também por aqueles
que controlam a proliferacao e diferenciacdo das células. Em condi¢es normais, a apoptose €
0 destino para células que sofreram alteracdo genética, porém esse processo pode ser
interrompido por mutacGes nos genes envolvidos no processo, dessa maneira, defeitos nas

vias apoptéticas contribuem para a carcinogénese (FANA et al., 2015; L1 et al., 2015).
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Ao contréario das células normais, as células cancerigenas estdo sob estresse constante,
incluindo o estresse oncogénico, instabilidade gendmica e hipdxia celular. Em resposta a
esses estimulos apoptéticos, a via intrinseca da apoptose seria normalmente ativada. No
entanto, as células cancerigenas podem muitas vezes evitar a resposta celular, desativando as
vias apoptoticas (LEE et al., 2016).

Em alguns casos, as células cancerigenas podem escapar da apoptose através do
aumento da expressdo de genes anti-apoptoticos ou diminuicdo da expressdo dos genes pro-
apoptéticos. Alternativamente, elas podem inibir a apoptose através da estabilizacdo ou
desestabilizacdo de proteinas anti-apoptdticas ou pro-apoptéticas, respectivamente. Além
disso, as células cancerigenas também podem evadir-se da apoptose, alterando as fungdes das
proteinas anti-apoptdticas e pré-apoptdticas ou através de modificacdes pos-traducionais, tais
como a fosforilagdo. Estes mecanismos ndo sdo mutuamente exclusivos e as células podem
empregar um ou varios desses mecanismos para escapar da apoptose (FLUSBERG; PETER,
2015).

A evasdo da apoptose € uma caracteristica chave no processo de desenvolvimento e
progressao do cancer, como também na resisténcia ao tratamento, uma vez que a maioria das
terapias anticancer, incluindo a quimioterapia, a radioterapia ou a imunoterapia, atuam
principalmente através da via intrinseca desse programa de morte celular. A vista disso,
moléculas que induzem a apoptose em células de cancer serdo sempre preferéncia na
descoberta de farmacos para tratar essa enfermidade (FULDA, 2015; KHAN et al., 2016).

2.1.5 Estratégias de tratamento do cancer

O tratamento do cancer tem como principais objetivos a cura, o prolongamento da vida
e melhoria da qualidade de vida dos pacientes. A escolha da modalidade de tratamento que
pode ser Unica ou combinada depende do tipo e estagio do cancer, possiveis efeitos colaterais
e da preferéncia e salde geral do paciente (DESANTIS et al., 2014; ZABERNIGG et al.,
2012).

As principais estratégias de tratamento clinicamente estabelecidas sdo: a cirurgia, a
radioterapia, a terapia hormonal, a terapia alvo e a quimioterapia (ARJMANDI et al., 2016;
SUDHAKAR, 2009).

A cirurgia é a modalidade terapéutica mais antiga e continua sendo um tratamento

eficaz para muitos tipos de tumor, principalmente para tumores localizados e em condigdes
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anatémicas mais favoraveis. Os objetivos da cirurgia podem variar, podendo ser utilizada para
remover o tumor inteiro quando esse esta localizado em local favoravel ou para remover parte
do tumor quando a remocgdo total pode danificar um 6rgdo, nesse caso, a remogdo de parte do
tumor melhora a eficacia de outros tratamentos (XU et al., 2016; WALLER et al., 2015).

A radioterapia € um tratamento que utiliza radiacdo de alta energia para reduzir o
tamanho do tumor e destruir as células cancerigenas. A radiacdo mata as células porque
danifica a estrutura genética de varias maneiras diferentes, atinge tanto as células neoplasicas
com também as células normais que se encontram na regido adjacente ao tumor. Pode ser
utilizada sozinha ou em combinagdo com a quimioterapia e faz parte de quase metade de
todos os tratamentos. A radioterapia pode ser empregada antes da cirurgia para diminui o
tamanho do tumor, de modo que facilite a remocdo ou ap0s a cirurgia para destruir vestigios
de tumor que pode ter sido deixado (ARJMANDI et al., 2016; ZIJIAN; CHENXUE, 2016).

A terapia hormonal é um modo de tratamento que tem como fung&o inibir a atividade
de hormodnios que tenham influéncia no crescimento de um tumor. Atua somente sobre as
células que expressam receptores hormonais e, desta forma, seus efeitos colaterais s&o menos
intensos e associados a acdo do hormdnio. A acdo hormonal depende de ligagcdes entre o
horménio e o seu receptor citoplasmatico especifico (ABRAHAM; STAFFURTH, 2016).
Esta ligacdo provoca a sintese de RNA mensageiro que, por sua vez, direciona a sintese de
novas proteinas importantes para o crescimento e a multiplicacdo celular. Os tumores
derivados de tecidos sensiveis a horménio podem ser horménio dependente. Assim, seu
crescimento pode ser inibido por horménios com agdes opostas, por antagonistas de
horménios ou por agentes que inibem a sintese dos hormdnios relevantes. O tecido mamario,
0 endométrio e a prostata séo exemplos de 6rgdos que dependem dos horménios sexuais para
crescer e funcionar (LHEUREUX; OZA, 2016).

A terapia alvo é uma forma de tratamento onde sdo empregados anticorpos e outras
moléculas capazes de inibir a transmissdo de sinais enviados para o nicleo com a finalidade
de ativar os genes que controlam a multiplicacdo celular. Os medicamentos que fazem parte
desse grupo possuem especificidade, pois interferem nos mecanismos celulares responsaveis
pela divisdo e disseminacdo das células neoplasicas. A terapia alvo esta frequentemente
dirigida aos ligantes (fatores de crescimento), aos seus receptores ou ainda as moléculas
envolvidas nas suas vias de sinalizacdo intracelular (CRAFTON; SALANI, 2016).

Os fatores de crescimento (FC) desempenham um papel importante no controle da
maioria dos processos celulares fundamentais, incluindo proliferagcdo, diferenciagéo,

metabolismo e sobrevivéncia celular, bem como migracéo celular e controle do ciclo celular.
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Os receptores dos FC podem sofrer desregulacdo em uma variedade de processos patolégicos,
incluindo céncer, diabetes, inflamacéo, doencas dsseas graves, arteriosclerose e angiogénese.
No céncer, alteracdes nesses FC e/ou em seus receptores ou ainda nas vias de transducéo de
sinais, por eles desencadeadas, podem estar presentes em varias caracteristicas associadas ao
fendtipo maligno, entre as quais se podem citar: autossuficiéncia na producdo de FC,
insensibilidade aos supressores de crescimento, resisténcia a morte celular, escape a
destruicdo imune, inducdo da angiogénese, ativacdo da invasdo e metastatizacdo, potencial
replicativo ilimitado, instabilidade gendmica e mutacdo, inflamag&o promovida pelo tumor e
desregulacdo energética celular (JOSHI et al., 2015). Essas vias encontram-se deturpadas nas
células cancerosas o que torna esse tipo de célula “imortalizada” e independente dos estimulos
normais regulatorios. Desse modo, muitos dos medicamentos da terapia-alvo atuam sobre as
proteinas envolvidas nas complexas vias de sinalizagéo intracelular (CHARLTON; SPICER,
2016; ZHU et al., 2016).

A quimioterapia consiste no emprego de substancias quimicas com o objetivo de tratar
0 cancer. Surgiu na decada de 40 durante a Segunda Guerra Mundial quando apos a exploséo
de um deposito de gas de mostarda em Bari, na Italia, um grupo de soldados expostos ao gas
morreu de mielodepressédo intensa e hipoplasia da medula 6ssea. O fato chamou a atencéo de
pesquisadores a servico do pentagono que em busca de resultados terapéuticos, administrou a
droga em pacientes portadores de leucemia cronica e linfoma de Hodgkin, o que levou a uma
surpreendente regressdo das células tumorais, porém de curta duracdo. Desde entdo, inimeras
pesquisas foram desenvolvidas na busca de novos compostos com diferentes alvos e menor
toxicidade (HESS; KHASAWNEH, 2015).

A quimioterapia do cancer é formada por algumas classes de medicamentos que
possuem diversos mecanismos de acdo e interferem em diferentes fases do crescimento
celular. A maioria dos agentes ndo possui especificidade para as células tumorais, pois atuam
de forma direta a nivel celular interferindo no processo de crescimento e divisdo das células,
por essa razdo, muitos deles causam anorexia, nauseas, vémitos, estomatite, diarreia e necrose
da mucosa do colon (NUSSBAUMERA et al., 2011; WU et al., 2016). E comum o uso
concomitante de dois ou mais quimioterapicos em esquemas padronizados na intencdo de
minimizar a resisténcia, mas somente sdo combinados medicamentos que possuem
mecanismos de acdo diferentes e que levam ao bloqueio de vias crucias para a sobrevivéncia
das células cancerigenas (EMAMI; DADASHPOUR, 2015). Por terem acdo em alvos
moleculares diferentes, a terapia combinada também aumenta a eficacia do tratamento,

melhora os resultados e prolonga a sobrevida dos pacientes. Outra vantagem é a reducéo da
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toxidez, em razdo da combinacdo exibir diversos perfis de toxicidade, porém mais brandos
devido a diminuicdo das doses, o que melhora a qualidade de vida dos pacientes (PROHL et
al., 2016). Muitos agentes anticancer estdo em fase de teste, ainda assim existe uma busca
constante por novos compostos ativos, pois, diante da problematica do cancer é extremamente
necessario encontrar tratamentos com diferentes alvos, boa eficacia, baixa toxicidade e
facilidade na via de administragédo (BALDO; PAGANI, 2014).

2.2 Consideracdes sobre mutagenicidade

2.2.1 Material genético e mutagenicidade

Mutagenicidade se refere a capacidade que um agente, substancia ou fendbmeno tem de
alterar o material genético de um organismo e, assim, induzir ou aumentar a frequéncia de
mutacdes (LIU et al., 2016).

O material genético é formado pela molécula de DNA (Acido desoxirribonucleico) e
nele contém o conjunto completo de todas as informacGes para manter e construi 0s
organismos. Nos seres eucarioticos o0 DNA esta contido em um compartimento delimitado por
um envelope nuclear formado por duas membranas que possuem poros e permitem a
comunicacgdo entre o nucleo e citoplasma da célula. A molécula de DNA consiste em duas
cadeias de polinucleotideos longas, compostas por quatro tipos de subunidades nucleotidicas.
A sequéncia dos nucleotideos ao longo da cadeia codifica as mensagens bioldgicas, assim, 0s
organismos diferem um do outro porque suas respectivas moléculas de DNA possuem
diferentes sequéncias de nucleotideos e consequentemente diferentes mensagens bioldgicas.
Nas celulas, a longa fita de DNA esta completamente enovelada e compactada por proteinas
histonas em estruturas chamadas de cromossomos. Os cromossomos sdo constituidos por dois
filamentos denominados cromatides, unidas pelo centrémero (JEVTIC et al., 2018).

Na divisdo celular, a célula deve copiar fielmente o seu DNA e passa-lo para células
filhas. Além de replicar o DNA, as células também duplicam o centrossomo, organela
fundamental na divisdo, pois sdo responsaveis pela formagdo do fuso mitético. O fuso
mitotico é constituido por feixes de microtibulos que se alinham longitudinalmente e
conduzem a separacao e distribuicdo dos cromossomos igualmente entre as duas células filhas
durante a divisdo celular (NORRIS; OH et al., 2017).

A segregacdo precisa dos cromossomos para 0s polos da célula em divisdo é

conseguida através da fixacdo correta dos microtdbulos aos cinetdcoros que sdo estruturas
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proteicas presentes na regido do centromero dos cromossomos (NORRIS; OHI, 2017) (Figura
6).

Figura 6: Etapas da divisdo celular por mitose.
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Fonte: Adaptado de Schellhaus et al., 2016.

A divisdo celular é um processo rigorosamente controlado, mais, ainda assim, erros
podem ocorrer levando ao mau acoplamento dos cromossomos ao fuso, causando o0s

chamados cromossomos retardados durante a anafase. Esses erros podem levar a morte

celular, a instabilidade genética e ainda resultar em microntcleos (NORRIS; OHI, 2017).

2.2.2 Micronucleos
Os micronucleos sédo pequenos corpos semelhantes a nucleos que se formam quando
fragmentos de cromossomos ou cromossomos inteiros se separam do grupo principal de

cromossomos e ndo sdo incorporados ao nucleo da célula filha na conclusdo da mitose
(BALMUS et al., 2014) (Figura 7).



34

Figura 7: Formac&o de microndcleos na divisdo celular.
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Fonte: Adaptado de Sabharwal et al., 2015.

Os micronucleos resultam de mutagGes génicas ou cromossdmicas induzidas por
agentes genotoxicos. Os agentes genotoxicos podem ser clastogénicos ou aneugénicos. Os
agentes clastogénicos (ex.: radiagdo) induzem a quebra da cadeia dupla de DNA, convertem
quebras da cadeia simples em quebras na cadeia dupla apds a replicacdo celular e ainda
podem inibir a sintese de DNA. Agindo assim, esses agentes induzem a formacdo de
micronucleos a partir de fragmentos cromossdmicos. Os agentes aneugénicos (ex.:
vincristina) induzem defeitos na maquinaria de segregacdo dos cromossomos, dessa forma,
interferem nos genes que controlam o ciclo celular, provocam falha no fuso mitotico,
cinetocoro ou outras estruturas da aparelhagem mitética, e assim, induzem a formacédo de
micronucleos a partir de cromossomos inteiros (HINTZSCHE et al., 2017; SABHARWAL et
al., 2015).

Os agentes genotdxicos podem entrar no organismo através da via oral, do trato
gastrointestinal, do sistema respiratorio e da pele. Ao serem absorvidos, esses agentes ou seus
metabolitos chegam aos fluidos corporais e a érgdaos como medula 0ssea, baco e timo

podendo causar os efeitos toxicos.

2.2.3 Eritrdcitos Policromaticos Micronucleados

A medula 6ssea € o local onde as células estaminais hematopoiéticas estdo localizadas
e ocorre a eritropoiese que é 0 processo de producdo dos eritrocitos, também chamados de
hemécias ou células vermelhas do sangue. A eritropoiese ocorre pela diferenciacdo da célula
tronco em célula da linhagem eritrocitaria, o proeritroblasto, que pela acdo de fatores

bioguimicos especificos se diferencia nas seguintes células: eritroblasto basofilo, eritroblasto
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policromatico, eritroblasto ortocromético e reticulécito, que € liberado para a circulagdo
sanguinea periférica (DZIERZAK et al., 2013).

Os reticuldcitos sdo células anucleadas, com tamanho cerca de 20% maior que 0S
eritrécitos maduros e possuem algumas organelas como reticulo endoplasmatico, ribossomos
e mitocondrias. S&o precursores dos eritrocitos e adquirem tais caracteristicas apos passarem
por um periodo de maturagdo que leva cerca de quatro dias. Os primeiros trés dias ocorrem na
medula 6ssea e no quarto dia de maturacdo sdo liberados para a circulagdo sanguinea. No
processo de maturacdo, os reticuldcitos perdem todas as organelas, tém o volume ligeiramente
reduzido e adquirem o formato bicdncavo caracteristicos dos eritrocitos.

Quando os reticuldcitos chegam a circulagdo sanguinea, sdo considerados eritrocitos
jovens imaturos chamados de eritrécitos policromaticos por causa da coloracdo azul e ficam
nessa condicdo por um periodo médio de 24 horas.

ApoOs esse periodo, amadurecem e se tornam eritrécitos normocromaticos com
coloragdo vermelha devido a maior quantidade de hemoglobina (LIPPI et al., 2013).

A presenca de agentes genotdxicos nos locais de hematopoese podem causar danos ao
genoma das células-tronco e das células precursoras dos eritrécitos formando micronucleos
(FENECH et al., 2016). Como nas primeiras 24 horas o0s eritrocitos jovens sdo
policromaticos, se forem encontrados microndcleos nesse tipo de célula, significa que foram

formados na mitose anterior devido a presenca de uma substancia mutagénica (Figura 8).

Figura 8: Tipos de eritrécitos encontrados na circulagdo sanguinea.
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A — Eritrécito nomocromaético, B — Eritrécito policroméatico e C — Eritrécito policromatico com microndcleo.
Fonte: Adaptado de Araldi et al., 2015.

O periodo entre a ultima divisdo e a formacdo do eritrocito policromatico é de 8 a 12
horas, dessa forma, microndcleos induzidos pelo agente, serdo encontrados cerca de 10 horas

apos o contato. Além disso, o intervalo minimo no qual os micronucleos podem ser
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detectados corresponde a duracdo de 10 a 24 horas, periodo em que se tém a condicdo de
policromético. Sendo assim, a pesquisa de micronucleos em eritrocitos policrométicos é
amplamente utilizada na biomonitorizagdo humana como indicador de exposicdo a agentes
genotdxicos (SUN et al., 2011).

Para avaliar o grau de mutagenicidade de um determinado composto sdo necessarios
varios testes e 0 ensaio de mutagenicidade in vivo é aceito como o primeiro de uma bateria de
testes pelas agéncias FDA (Food and Drug Administration) e EMA (European Medicines
Agency) (HINTZSCHE et al., 2017).

A necessidade de avaliar a mutagenicidade de uma substancia se dar pelo fato de que
alteracOes na fita de DNA ou nos cromossomos podem resultar em danos irreversiveis nos
genes e até mesmo provocar cancer. Assim, o ensaio de microndcleos tem sido usado como
um marcador confiavel para identificar carcindgenos genotéxicos (ROMERO; CASTRO,
2017).

2.3 Consideracdes sobre os derivados aril-semicarbazoénicos e aril-tiossemicarbazonicos

2.3.1 Semicarbazonas e tiossemicarbazonas

As semicarbazonas e tiossemicarbazonas constituem importantes classes de compostos
que tém sido extensivamente estudadas na Quimica Medicinal e, particularmente na Quimica
Medicinal Inorganica devido a sua capacidade quelante e do papel da coordenagdo no seu
mecanismo bioquimico de acdo. Apresentam ampla variabilidade farmacoldgica, entretanto,
especificidades estruturais podem levar a manifestacdo de atividades especificas. Para 0s
complexos metélicos, as propriedades biologicas estdo muitas vezes relacionadas com a
coordenacdo do ion metalico (BERALDO; GAMBINO, 2004; OLIVEIRA et al., 2008). Séo
compostos conhecidos por terem diversas funcdes bioldgicas, que incluem propriedades
antimalaria, antibacteriana, antituberculose, antiviral, antitumoral, antifingica, antichagasica,
entre outras (CHANDRA; GUPTA, 2005; PAVAN et al., 2010; SOARES et al., 2011).

As semicarbazonas possuem na sua estrutura um grupamento carbonila que pode ser
convertido a um grupamento tiocarbonilado, obtendo-se desta forma, uma tiossemicarbazona.
Nesse sentido, o que diferencia uma semicarbazona de uma tiossemicarbazona é a presenca de
uma funcdo carbonilica (C=0) nas semicarbazonas que é substituida por uma funcéo tinila
(C=9S) nas tiossemicarbazonas (Figura 9) (DU et al., 2002; PAVAN et al., 2010).
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Figura 9: Estrutura geral das semicarbazonas (X = O) e tiossemicarbazonas (X = S); Ry, Ry, Rz € Ry = H, grupos
alquila ou arila.
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Fonte: Adaptado de Ho, 2013.

2.3.2 Perfil farmacologico das semicarbazonas

As semicarbazonas sdo farmacoforos importantes na busca de novos farmacos.
Apresentam um extenso perfil farmacologico e podem ser obtidas por meio da condensacéo
de semicarbazidas com aldeidos ou cetonas (ENYEDY et al., 2014; VIEIRA et al., 2013).
Devido a possibilidade de escolha dos substituintes da cadeia, sempre buscando uma melhor
interacdo com alvos bioldgicos, e também da possivel modulacdo do caréater lipofilico dos
derivados semicarbazonicos, faz das semicarbazonas intermediarios importantes para a
concepcao de medicamentos (BRONDANI et al., 2007).

A comunidade cientifica vem atribuindo variadas aplicacbes terapéuticas as
semicarbazonas, dentre as quais merece destaque: atividade anticonvulsivante (AHSAN,
2013; RAJAK et al., 2010; RAJAK et al., 2013; SHALINI et al., 2009; YOGEESWARI et al.,
2005), antiproliferativa (GAN et al., 2014), antifungica (CHANDRA; GUPTA, 2005;
HEMALATHA et al., 2012), antimalarica (OLIVEIRA et al., 2008), antigiogénica (ROCHA
et al., 2006), antinocipeptiva e antinflamatoria (VIEIRA et al., 2012), anti-alzheimer
(SUSHANT; SHRIVASTAVA, 2013), antibacteriana (CHANDRA; GUPTA, 2005),
antichagasica (SOARES et al., 2011), antituberculose (PAVAN et al., 2010), inibidores de
proteinas quinases (QIl, 2013; TU, 2017; ZHAI, 2016; LIU, 2014), anticancer (LIU et al.,
2014; NOBLIA et al., 2005; QI et al., 2013; SHUKLA et al., 2012) citotoxica e morte por
apoptose (HO et al., 2013), dentre outras.

Assim como as tiossemicarbazonas, as semicarbazonas apresentam em sua estrutura
quimica o grupo funcional chamado base de schiff, no qual contém uma dupla ligacéo
carbono-nitrogénio com o atomo de carbono conectado a um grupo arila ou alquila, mas ndo

hidrogénio. As bases de Schiff apresentam um papel importante na quimica de coordenac&o,
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pois elas formam complexos estaveis com varios metais, por essa razdo, sdo bem conhecidas
pela vasta gama de aplicacOes, principalmente no campo bioldgico. Vérias bases de schiff sdo
relatadas na literatura por possuirem propriedades anticancer, dentre elas, estdo as bases
formadas por derivados semicarbazdnicos (PRAKASH et al., 2011; REN et al., 2012; SUNIL
et al., 2013; SZTANKE et al., 2013).

Outros trabalhos relatam a atividade anticAncer de complexos de semicarbazonas
associados a metais: cobre (VENKATACHALAM et al., 2016), vanadio (NOBLIA et al.,
2005), ruténio (IVANOVIC et al., 2013), rénio (HO et al., 2013), Géalio (GAMBINO et al.,
2011), niquel (AFRASIABI et al., 2005), entre outros.

O potencial anticancer das semicarbazonas ja foi comprovado por diversos estudos e
alguns deles buscam conhecer o mecanismo de acdo desses compostos, desse modo, no
trabalho de Shukla et al. (2012), foram sintetizados derivados semicarbazonicos e avaliados
frente a trés linhagens de células humanas (HepG2, MG-63 e MCF-7), posteriormente foi
realizado o docking molecular dos compostos tendo como alvo a enzima topoisomerase I1. Os
compostos apresentaram alta afinidade pelo dominio de ATPase da topoisomerase I
corroborando com os valores da Clso que ficaram entre 5,5-7,2 uM.

Em outro trabalho realizado por Qi e colaboradores (2013), também teve como um dos
objetivos compreender o mecanismo de acdo de derivados semicarbaz6nicos que na ocasido
foram primeiramente testados frente quatro a linhagens de cancer humano (A549, HT-29,
MKN-45 e MDA-MB-231), todos 0s compostos apresentaram excelente potencial anticancer
e os quatro melhores foram posteriormente avaliados frente a outras linhagens (U87MG, NCI-
H460 e SMMC7721). O composto mais promissor foi submetido aos ensaios de western blot
e docking molecular para verificar se ele tinha a propriedade de inibir o fator de transicao
epitelial mesenquimal (c-Met). O c-Met é membro da familia dos receptores de tirosina
quinase, quando estd alterado estimula vias de sinalizacdo responsaveis pela proliferacao,
invasdo, migracdo, angiogénese, sobrevivéncia, metastase e resisténcia aos medicamentos. O
resultado do western blot demonstrou que o composto inibe a autofosforilacdo da c-Met
quinase na célula de cancer A549 e o docking molecular confirmou esse resultado, pois
apresentou excelente inibicdo dessa tirosina quinase ao ser avaliado frente as linhagens A549,
HT-29, US7MG e NCI-H460.

Com base no que foi citado, as semicarbazonas sdo excelentes moléculas para
pesquisa de farmacos devido ao seu amplo perfil farmacolégico. Destacam-se na pesquisa de

novos agentes anticancer por inibirem vias crucias para sobrevivéncia e divisdo celular das



39

celulas cancerigenas, assim, diante da probleméatica do céncer é necessario o estudo

aprofundado dessa classe, a fim de encontrar compostos promissores.

2.3.3 Perfil farmacol6gico das tiossemicarbazonas

As tiossemicarbazonas constituem uma importante classe de compostos bastante
conhecidos na pesquisa de novos farmacos, devido ao seu amplo espectro de acdo (MELOS et
al., 2015). Sdo obtidas por meio da condensacdo de tiossemicarbazidas com aldeidos ou
cetonas (BLAU et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2008). Apresentam diversas atividades, dentre
as quais merece destaque: atividade antiproliferativa (GAN et al., 2014), antibacteriana e
antifingica (CHANDRA; GUPTA, 2005; CHANDRA et al., 2009), antiamebiana (BHARTI
et al., 2003), antichagésica (BLAU et al., 2013; ESPINDOLA et al., 2015; SOARES et al.,
2011), antileishmania (MELOS et al., 2015), antimalarica (OLIVEIRA et al., 2008), antiviral
(GENOVA et al., 2004), antituberculose (VELEZHEVA et al., 2016), anti-Toxoplasma gondii
(GOMES et al., 2013), antioxidante (LIU et al., 2009; NGUYEN et al., 2013), anticancer
(JAGADEESH et al., 2014; JANSSON et al., 2015; PAPE et al., 2016; QUIROGA et al.,
2004; SAMPATH et al., 2013; SOARES et al., 2012, VENKATACHALAM et al., 2016; YU
et al., 2009), dentre outras.

As propriedades bioldgicas das tiossemicarbazonas sdo frequentemente associadas a
coordenacdo com ions metalicos. Dentre as atividades bioldgicas, a mais estudada tem sido a
atividade antitumoral. Esta propriedade € atribuida principalmente a capacidade que esses
compostos tém de inibir a Ribonucleosideo Difosfato Redutase (RDR), enzima de grande
importancia na biossintese do DNA (YU et al., 2009).

A atividade dos derivados tiossemicarbazénicos como inibidores da enzima RDR foi
conhecida através dos estudos de (Brockman et al., 1956) quando demonstrou a atividade
antileucémica da 2-formilpiridina tiossemicarbazona (Figura 10). Desde entdo, varios outros

estudos vém sendo desenvolvidos.

Figura 10: Estrutura da 2-formilpiridina tiossemicarbazona.
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A RDR é uma enzima alostérica formada por duas subunidades: R1 e R2. Na
subunidade R1 encontra-se o sitio catalitico, o sitio de especificidade e o sitio ativo, enquanto
que a subunidade R2 contém fons Fe** ligados entre si através de uma ponte pP-0xo e um
radical tirosila (GILES, 2007; SMITH; KARP, 2007).

As tiossemicarbazonas sdo excelentes agentes quelantes de metais de transicdo, tais
como ferro (Fe), cobre (cu) e zinco (Zn), dessa forma, imaginou-se que esses compostos
poderiam exercer sua acao inibitoria na RDR através da coordenacéo com o fon Fe** presente
na estrutura da enzima (FRENCH; BLANZ, 1966; CHANDRA et al., 2009).

Porém, em 1971, Sartorelli e colaboradores verificaram que derivados
tiossemicarbazénicos inibiram a incorporagdo de H-timidina no DNA de uma variedade de
linhagens celulares e que o sitio da lesdo metabdlica na biossintese do DNA foi na converséo
de ribonucleotideos para as formas desoxi correspondentes, catalisadas pela enzima RDR.
Nesse trabalho também foi demonstrado que ha uma relacdo competitiva entre as
tiossemicarbazonas e o substrato da enzima, dessa forma foi compreendido que as
tiossemicarbazonas se ligam no sitio ou proximo ao sitio da enzima RDR normalmente
ocupado pelo substrato.

Na clinica existe em uso um inibidor da enzima RDR chamado de hidroxiuréia
(Figura 11). E um fraco bloqueador da atividade da enzima, por isso é considerado um agente
antineoplasico de eficacia limitada, além de apresentar sérios efeitos adversos dermatologicos
(QUATTRONE et al., 2013).

Figura 11: Estrutura quimica da hidroxiuréia.
O
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Fonte: Adaptado de Bhave et al., 2013.

Vaérios trabalhos sobre inibidores da RDR s&o descritos na literatura e muitos desses
foram realizados com derivados tiossemicarbazdnicos, pois esses compostos chegam a ser até
mil vezes mais potentes que a hidroxiuréia ao inibir essa enzima, logo séo futuros candidatos
a substitui-la na clinica (SMITH; KARP, 2007).
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Entre os varios compostos em estudo da classe das tiossemicarbazonas, 0 composto 3-
AP (3-aminopiridina-2-carboxaldeido tiossemicarbazona) se destaca. Inicialmente, foi
desenvolvido por Liu e colaboradores (1992), onde apresentou atividade frente as células
tumorais: carcinoma de figado M-109, carcinoma de ovario humano A-2780 e leucemia L-
1210. Mais tarde com a intencdo de melhorar o perfil farmacocinético desse composto, Li et
al. (1998) realizou a inclusdo do grupamento benzoil fosfato dando origem ao composto
triapina 3-AP pré-farmaco do 3-AP que apresentou maior atividade frente a células tumorais

de carcinoma hepético (M-109) (Figura 12).

Figura 12: Estrutura quimica da 3-aminopiridina-2-carboxaldeido tiossemicarbazona (3-AP) e seu pré-farmaco
Triapina 3-AP.
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Fonte: Adaptado de Li et al., 1998.

Sem duvidas, a enzima RDR é considerada um alvo estratégico no desenvolvimento
de novos farmacos para tratar o cancer, e as tiossemicarbazonas atuam blogueando a acéo
dessa enzima. Nessa perspectiva, o estudo dessa classe de compostos é relevante devido a
extrema necessidade de novos agentes anticancer (POPOVIC-BIJELIC et al., 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial anticancer e mutagénico, em modelos in vitroein vivo, de novos

derivados aril-semicarbazoénicos e aril-tiossemicarbazénicos.

3.2 Objetivos especificos

= Realizar a triagem dos novos derivados utilizando um painel de linhagens celulares de
cancer humano e selecionar o composto mais ativo para elucidar de mecanismo de
morte celular;

= Avaliar a seletividade dos derivados semicarbazonicos e tiossemicarbazénicos em
linhagens tumorais e em células normais humanas;

= Determinar a atividade hemolitica do composto mais promissor em eritrocitos
humanos;

= Analisar a morfologia das células para verificar o aspecto de morte apos o periodo de
incubagdo com 0 composto mais citotdxico;

= Estudar o mecanismo de morte provocado pelos melhores compostos;

= Avaliar a toxicidade oral aguda do composto mais citotoxico nos testes in vitro;

= Avaliar a acdo mutagénica do composto selecionado através do teste do micronucleo
em sangue periférico de camundongos;

= Determinar o efeito do composto selecionado no crescimento do carcinoma

de Ehrlich in vivo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Compostos

Os novos derivados aril-semicarbazonicos e aril-tiossemicarbazonicos foram
sintetizados, caracterizados e fornecidos pelo Laboratério de Planejamento, Sintese e
Avaliacdo de Farmacos (LABSINFA) do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE,
sob a coordenacdo do Prof. Dr. Dalci José Brondani (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1: Estrutura dos derivados aril-semicarbazénicos sintetizados pelo LABSINFA — UFPE.

Estrutura Nomenclatura Cadigo

"
~. N_ _NH, . . . . 3a
/©/\N \[( 4-hidroxi benzaldeido semicarbazona
o]
HO
H

|
CH;0 N_ _NH o . . .
s j©/§N/ \If 2 4-hidroxi-3-metoxi benzaldeido semicarbazona 3b
o

HO

[}
/N\"N)I\NH‘
on 2-hidroxi-naftaldeido semicarbazona 3c
A
~. N NH, . .
/©/\N \[( 4-bromobenzaldeido semicarbazona 3d
0
Br
"
~. _N NH, i ]
SN \“/ 4-clorobenzaldeido semicarbazona 3e
0
cl
H
Cl NS /N NH2 . . .
DQ/\N g 3,4-diclorobenzaldeido semicarbazona 3f
o]
cl
A
XN NH, ) , .
N \“/ 4-metilbenzaldeido semicarbazona
0 39
HsC

H
|
N NH
i \|f ’ 4-terc-butilbenzaldeido semicarbazona
J 3h
(CH3)sC

Continua.
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Tabela 1: Estrutura dos derivados aril-semicarbazdnicos sintetizados pelo LABSINFA — UFPE. Concluséo.

Estrutura Nomenclatura Cadigo
x _N .
= | N/NYNH 4-piridinacarboxaldeido semicarbazona 3
N 0
0 = 0
J\ N N | N /”\ 2,6-piridina-dicarboxaldeido semicarbazona
HINT NN N \l}l NH, 0P 3]
H H
[y, L . -
S % \|}| NH, 2-tiofenocarboxaldeido semicarbazona 3K
H
w1 o
o = \'Tl NH, 2-furfuraldeido semicarbazona 3l
H
(o]
3-hidroxi benzaldeido semicarbazona 3m

N J\
Ty NH,
H
OH

O2NQVN\Nj\NH2
e

5-Nitro-2-(N2-butil) furfuraldeido semicarbazona 4a
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Tabela 2: Estrutura dos derivados aril-tiossemicarbazoénicos sintetizados pelo LABSINFA — UFPE.

Estrutura Nomenclatura Cadigo
H H
I NH
\N/N\ﬂ/ 2 2- hidroxi- 3-metoxibenzaldeido TS01
S tiossemicarbazona
HO
(0]
CH,
o
\N/NYNHQ 3,4-diclorobenzaldeido tiossemicarbazona TS02
S
Cl
Cl
o
\N/NYNHZ 4-hidroxibenzaldeido tiossemicarbazona TS03
S
HO
o
XN NH, 4-terc-butilbenzaldeido TS04
\ﬂ/ tiossemicarbazona
HsC S
“/CH
CHy
| o
HoN N N X N NH, 2,6-carboxialdeido piridina TS05
\n/ N | o N Y tiossemicarbazona
S S
T
\N/ NTNHQ 4-bromobenzaldeido tiossemicarbazona TS06
S
Br
H5C . _-N NH . . . .
N T 2 3-metil-1fenil-1H-pirazol-4carboxaldeido TS07
/ \ tiossemicarbazona
N S

Continua.
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Tabela 2: Estrutura dos derivados aril-tiossemicarbazoénicos sintetizados pelo LABSINFA — UFPE. Conclusdo.

Estrutura Nomenclatura Cadigo
S
[\ N )L . o .
HsC o = l\lIJ NH, 5-metil-2-furaldeido tiossemicarbazona TS08
H
S
SN -
o ~ N NH, Acetilfurano tiossemicarbazona TS09
l
CHj
HaC_ CHs M |
>~ N NH
X N \n/ 2 B-ionona tiossemicarbazona TS10
S
CHgq
T
X AN NH,
| N T 4-piridina carboxaldeido tiossemicarbazona TS11
N = S

4.2 Experimentos in vitro

4.2.1 Células

Para 0 ensaio de citotoxicidade em células de céncer humano foram utilizadas
linhagens aderidas: HT-29 (carcinoma de c6lon), MCF-7 (carcinoma de mama), NCI-H292
(carcinoma mucoepidermoide de pulmao) e HEp-2 (carcinoma de cérvice uterino) e linhagens
em suspensdo: K562 (leucemia mieldide cronica), HL-60 (leucemia promielocitica) e MOLT-
4 (leucemia linfoblastica). As células foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro e
mantidas no Laboratério de Cultura de Células do Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco. As células foram cultivadas em garrafas para cultura de
células (volume de 250 mL) e mantidas com meio de cultura RPMI 1640 (HL-60, K562,
MOLT-4 e MCF-7) e DMEM (NCI-H292, HT-29 e HEp-2) suplementados com soro fetal

bovino a 10% e com antibi6ticos a 1%, penicilina e estreptomicina. As células foram
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mantidas sob incubacdo em estufa a 37 °C e 5% de CO,. O acompanhamento do crescimento

celular foi realizado através de microscépio invertido.

4.2.2 Determinacdo da atividade citotoxica

4.2.2.1 Ensaio de citotoxicidade em células tumorais humanas pelo teste do MTT
Principio do teste

A avaliagdo do efeito citotoxico dos compostos foi realizado através do teste do MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium) que é um ensaio quantitativo in
vitro para estimar a proliferacdo e a sobrevivéncia celular (ALLEY et al., 1988; MOSMANN,
1983). E baseado na capacidade da enzima succinato desidrogenase, ativa nas mitocondrias de
ceélulas viaveis, converter o sal tetrazolium (MTT) que é hidrossoluvel e de cor amarelada, em
cristais de formazan, que sdo de cor parpura. Nesse trabalho, esse ensaio foi utilizado para
fazer a triagem dos compostos frente as linhagens cancerigenas e posteriormente selecionar os

compostos mais ativos.

Procedimento experimental

As células tumorais foram semeadas em placas de 96 pocos nas seguintes
concentragdes: NCI-H292, HT-29, HEp-2 e MCF-7 (10° células/mL), HL-60 e K562 (0,3 x
10° células/mL) e MOLT-4 (10° células/mL). Em seguida os compostos previamente
dissolvidos em DMSO (dimetilsuféxido), foram diluidos em meio DMEM (NCI-H292, HT-
29 e HEp-2) e RPMI 1640 (MCF-7, HL-60, K562 e MOLT-4) para entdo serem pipetados nas
concentraces desejadas.

Na triagem inicial foi determinado o percentual de inibicdo do crescimento celular (IC
%) de todos os derivados na concentragdo de 25 pg/mL frente as linhagens citadas. Os
compostos que nessa concentracdo inibiram o crescimento celular em mais de 75 % foram
submetidos a teste de citotoxicidade em diferentes comcentracbes para calcular a
concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento celular (Clso) de 72 horas. Para isso, 0s
compostos foram diluidos em série para obtencdo das concentragcbes finais entre 0,19 - 25
pg/mL. A doxorrubicina foi utilizada como padrdo na concentracdo (0,078-10 pg/mL). Apds
o periodo de contato das células com os compostos, foi adicionado em cada pogo 25 pL de
solucdo de MTT (5 mg/mL). As placas foram deixadas por 3 h em estufa a 37 °C e ao final

desse periodo o sobrenadante foi aspirado. Para a realiza¢do da leitura, foi adicionado 100 pL
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de DMSO em cada pogo para a dissolugéo dos cristais de formazam (ALLEY, et al., 1988;
MOSMANN, 1983).

Analise dos dados

A absorbéancia foi medida em um leitor de microplacas (Modelo 3550 BIO-RAD, Inc.)
no comprimento de onda de 560 nm. Os experimentos foram analisados através da média e
desvio padréo de dois experimentos independentes realizados em triplicata. O percentual de
inibicdo do crescimento celular (IC%) foi determinado considerando a média do controle
negativo como 100 % de viabilidade. A porcentagem de inibi¢do x log da concentracdo foi
registrada e suas Clso e 0s respectivos intervalos de confianca (IC 95%) foram calculados a
partir da regress@o nao linear no programa GraphPad Prism versdo 6.0. demo.

Aspectos éticos do ensaio de citotoxicidade em Células Mononucleadas de Sangue Periférico

Humano e atividade hemolitica em eritrocitos humanos

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Universidade Federal de Pernambuco, sob o n ° 67004017.3.0000.5208 e foi
realizado de acordo com a resolucédo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (ANEXO A).

4.2.2.2 Avaliacdo da atividade citotdxica em células mononucleadas do sangue periférico
humano

Principio do teste

Avaliar a citotoxicidade do composto em estudo sobre a proliferacdo de células
normais. Nesse ensaio foram utilizadas células mononucleadas do sangue periférico humano
(CMSPH), que inclui linfocitos e mondcitos, e com o resultado desse ensaio foi possivel
calcular o indice de seletividade do composto teste para células de cancer (BUARQUE et al.,
2011).

Procedimento experimental

As células mononucleadas foram obtidas do sangue periférico de voluntarios sadios
por meio de coleta em tubo de heparina e isoladas por centrifugacdo em gradiente de Ficoll

(Histopaque). Apos a centrifugacdo, as células foram colhidas, lavadas com tampéo fosfato
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(PBS) e ressuspendidas em meio RPMI 1640 completo. Utilizando a cdmara de Neubauer, as
células foram contadas e plaqueadas em placa de 96 pocos na concentracéo de 10° e mantidas
sob incubacéo a 37 °C e 5 % CO,. Os compostos previamente dissolvidos em DMSO foram
diluidos em meio RPMI 1640 para posteriormente serem pipetados nos po¢os na concentragdo
desejada. Primeiro foi avaliado o percentual de inibicdo do composto na concentragdo de 25
ng/mL e depois foi realizado o ensaio para determinacdo da Clso. Nesse Ultimo caso, 0
composto foi diluido em série para obtencdo das concentragdes finais na placa no intervalo de
0,19-25ug/mL. A doxorrubicina foi utilizada como padréo e sua Cls, foi calculada (0,078-
10pg/mL). Apds o periodo de incubagdo de 72 h foi adicionado em cada poco 25 pL de
solucdo de MTT (5 mg/mL) e a placa foi incubada na estufa por mais 4 h. Ap6s esse periodo,
as placas foram centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi aspirado e para
realizar a leitura, foi adicionado 100 uL de DMSO em cada pogo para dissolugdo dos cristais

de formazan celular (ALLEY et al., 1988; MOSMANN, 1983).

Analise dos dados

A absorbancia foi medida em um leitor de microplacas (Modelo 3550 BIO-RAD, Inc.)
no comprimento de onda de 560 nm. Os experimentos foram analisados através de suas
médias e respectivos erros padrdo, realizados em triplicata em dois experimentos
independentes. O percentual de inibicdo do crescimento celular (IC %) foi determinado
considerando a média do controle negativo como 100 % de viabilidade. A porcentagem de
inibicdo x log da concentracdo foi registrada e suas Clso e 0s respectivos intervalos de
confianca (IC 95%) foram calculados a partir da regressdao nao linear no programa GraphPad
Prism versdo 6.0. demo.

A Cls, foi usada para determinar o indice de seletividade (1S), com a seguinte férmula:
IS = Clsp da célula ndo tumoral (PBMC)/ Clsy da célula tumoral, sendo considerado
significativo 0 IS > 2.0 (PEREIRA et al., 2015).

4.2.3 Determinacéo do potencial hemolitico em eritrocitos humanos
Principio do teste

Segundo Costa-Lotufo et al. (2002), esse ensaio permite avaliar o potencial dos
compostos testes em causar danos na membrana celular, seja pela formacao de poros ou pela

ruptura total da membrana. A presenca da hemoglobina na solucdo é lida no
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espectrofotometro. O composto em estudo foi submetido a esse teste visando avaliar a
capacidade desse composto em provocar hemdlise em eritrécitos humanos.

Procedimento experimental

O sangue foi coletado de doadores sadios em tubos de EDTA. Os eritrocitos foram
lavados com solugéo salina (NaCl 0,85% + CaCl, 10 mM) por centrifugacdo (3000 rpm/5min)
por trés vezes, o sobrenadante foi descartado e os eritrocitos ressuspendidos em solucédo salina
para se obter uma suspensao final de eritrécitos (SE) a 2%. Esse experimento foi realizado em
placa com 96 pocos, dispostos da seguinte forma: 100 pL de solugdo salina (controle
negativo); 50 puL da solugdo salina e 50 pL do veiculo (branco); 80 pL de solugdo salina + 20
puL de Triton X — 100 a 1% (controle positivo); 100 pL de solugdo salina + 100 pL do
composto teste (2 a 250 pg/mL) diluido em DMSO foram plaqueados. Em seguida, 100 pL da
solucgéo de eritrocitos foram adicionados em todos 0s pocos e depois a placa foi incubada por
1 h sob agitacdo constante a temperatura ambiente. Ao final deste periodo, a leitura dptica do
sobrenadante foi feita em leitor automatico de placas (450 nm) (COSTA-LOTUFO et al.,
2002).

Andalise dos dados

Foi registrada a porcentagem do efeito x log da concentracdo e determinadas suas
CEso (Concentracdo média capaz de provocar 50% do efeito maximo) e seus respectivos
intervalos de confianca (IC 95%) a partir de regressdo ndo linear utilizando o programa
GraphPad Prism versdo 6.0. demo. Cada amostra foi testada em duplicada em dois

experimentos independentes.

4.2.4 Estudo do padréo de morte celular

4.2.4.1 Analise morfoldgica - Coloracao diferencial por Panotico rapido
Principio do teste

A coloracdo com kit panotico rapido (BC Labor®) permite a visualizacdo das
caracteristicas morfoldgicas das células por meio da coloracéo diferenciada do citoplasma e
do nucleo. Dessa forma, ao visualizar as laminas é possivel analisar a morfologia das células e

observar um possivel padrdo de morte celular causado pelo composto em estudo.
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Procedimento experimental

As células foram plaqueadas em placas de 24 po¢os com o composto teste e incubadas
por 48 horas. As concentragdes utilizadas para o estudo de mecanismo de acdo foram
estimadas a partir do valor da Cls, de 48 horas encontrada no método do MTT, desse modo, as
concentragdes escolhidas foram: a metade da Clsp, a Clsp € 0 dobro da Clso. A doxorrubicina
foi utilizada como controle positivo em todos 0s ensaios. Ap6s o periodo de incubacdo das
células com o composto em estudo, 50 pl. da suspensdo de células foi adicionado na
centrifuga de lamina (cytospin). Na sequéncia as ldminas foram coradas de acordo com o
protocolo do kit pandtico rapido, lavadas com agua destilada para remover o excesso de

corante e colocadas para secar para mais tarde serem visualizadas em microscopio optico.

Analise dos dados

A analise morfologica do nucleo e do citoplasma celular ocorreu com o auxilio de um
microscopio Optico com aumento de 400x, sempre comparando com o controle negativo e
positivo. O registro das alteracGes foi feito por fotografia. As imagens escolhidas para

exposi¢ao representavam o que se mostrava mais constante nas laminas.

4.2.4.2 Determinacao da viabilidade celular utilizando o kit Guava ViaCount
Principio do teste

O kit ViaCount (Guava technologies) determina a viabilidade celular baseado na
permeabilidade da membrana. Nesse ensaio, € possivel determinar a porcentagem de células

viaveis, em apoptose e necrose.

Procedimento experimental

As células foram plaqueadas em placas de 24 pocos e incubadas por 72 h com o
composto em estudo. Apos o periodo de incubagdo, uma aliquota de 500 puL de suspensao de
células tratadas e ndo tratadas foram transferidas para um tubo tipo eppendorf, centrifugadas
para remover o sobrenadante e depois adicionar 190 pL do reagente ViaCount. As amostras
foram incubadas por 5 minutos e posteriormente, analisadas no citdmetro de fluxo (EasyCyte
HT, Guava Tecnologies, EUA). A leitura e analise das amostras foram realizadas no

programa GuavaSoft 2.7. Foram analisados cinco mil eventos.

Analise dos dados
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Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos,
os dados foram apresentados como media e desvio padrdo da média de n experimentos e
analisados pela analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste Student Newman Keuls,
com nivel de significancia estatistica de 95% (p < 0,05) no programa GraphPad Prism versdo
6.0. demo.

4.2.4.3 Determinagéo do potencial transmembréanico mitocondrial
Principio do teste

A via intrinseca da apoptose é mediada pela mitocondria, sendo caracterizada pela
perda do potencial da membrana mitocondrial. Ocorre quando a célula sofre estimulos pro-
apoptoticos que resultam na formacdo de poros na membrana externa da mitocondria. A
formacdo desses poros permite a saida de fatores pré-apoptoticos tais como o citocromo ¢ ou
o smac diablo, como também efluxo de ions H*, induzindo a alteragdo do potencial
transmembrana mitocondrial (Aym). Nesse sentido, a rodamina 123, um corante fluorescente,
foi utilizada como fluorocromo para analisar o potencial de membrana mitocondrial, pois,
esse € sequestrado para dentro das mitocondrias com potencial de membrana inalterado.
Assim, as células vidveis emitirdo alta fluorescéncia verde devido a maior quantidade de
rodamina 123 ligada as cargas positivas internas, enquanto que as mitocondrias
despolarizadas terdo menor afinidade pelo corante, gerando eventos que emitirdo menor
fluorescéncia (CHRISTENSEN et al.,, 2013). Deste modo, este teste foi utilizado para a
investigacdo da possivel ativacdo da via apoptotica intrinseca pelo composto em estudo

através da observacdo da alteracdo do potencial transmembranico mitocondrial.

Procedimento experimental

As células foram plaqueadas em placas de 24 pocos e incubadas por 48 ou 72 h com 0
composto teste. Apds o periodo de incubagdo, uma aliquota de 500 puL de suspensao de
células tratadas e ndo tratadas foram transferidas para um tubo tipo eppendorf e centrifugadas.
Em seguida, o sobrenadante foi removido e foi adicionado 200 pL de uma solucdo de
rodamina 123 diluida na concentragdo de 1 pg/mL (diluido em tampdo fosfato). Apds 30
minutos de incubacdo no escuro, as células foram lavadas e resuspendidas em PBS e

reincubadas por mais 30 mim e depois analisadas por citometria de fluxo (EasyCyte HT,
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Guava Tecnologies, EUA) usando programa GuavaSoft 2.7 para leitura e analise das amostras

onde foram analisados cinco mil eventos.

Analise dos dados

Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos,
os dados foram apresentados como meédia e desvio padrdo da média de n experimentos e
analisados pela analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste Student Newman Keuls,
com nivel de significancia estatistica de 95% (p < 0,05) no programa GraphPad Prism versdo
6.0.

4.2.4.4 Avaliacao do ciclo celular e fragmentacao de DNA por citometria de fluxo
Principio do teste

O ciclo celular é formado pelas fases G1, S, G2 e M. Cada fase possui uma quantidade
especifica de DNA, dessa forma, quantificando o contetdo de DNA é possivel mensurar a
porcentagem de células presentes em cada fase. Assim, nesse ensaio, apos lisar a membrana
das células com detergente, foi utilizado iodeto de propidio, um corante fluorescente, que é
capaz de se ligar ao DNA e revelar a distribuicdo das células em cada ciclo
(VARTHOLOMATOS et al., 2015; WENPING et al., 2017).

Procedimento experimental

As células foram plaqueadas em placas de 24 pocos e incubadas por 48 ou 72 h com o
composto teste. A doxorrubicina foi usada como padrdo. Apds o periodo de incubacédo, as
células foram transferidas para um eppendorf, fixadas e incubadas por mais 30 minutos com
200 puL de solugao de lise contendo PI (50 ug/mL), Triton X-100 (0,1%) e citrato de sodio
(0,1%). Em seguida as amostras foram analisadas por citometria de fluxo (EasyCyte HT,
Guava Tecnologies, EUA) usando programa GuavaSoft 2.7 para leitura e analise das
amostras, onde foram obtidos os histogramas representando a quantidade de células em cada
fase do ciclo celular e a quantidade de células com DNA fragmentado. Em cada poco foram

analisados cinco mil eventos.

Analise dos dados

Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos,

os dados foram apresentados como média e desvio padrdo da média de n experimentos e
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analisados pela andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste Student Newman Keuls,
com nivel de significancia estatistica de 95% (p < 0,05) no programa GraphPad Prism versdo
6.0.

4.2.4.5 Detecgéo da externalizagédo da fosfatidilserina — Teste da Anexina-V

Principio do teste

Nesse ensaio foi utilizado o Kit Guava Nexin que possui dois corantes e por meio da
coloracdo diferencial por fluorescéncia permite a identificacdo de quatro populagdes distintas:
células viaveis, células em apoptose inicial, células em apoptose tardia e células mortas. Um
dos corantes é anexina-V que se liga com grande afinidade a fosfatidilserina presente na
superficie celular de células em apoptose emitindo alta fluorescéncia amarela. O outro corante
é 0 7-AAD que é hidrofilico e impermeavel em células intactas, porém em células com perda
de integridade da membrana, consegue penetrar e se ligar ao DNA, emitindo alta
fluorescéncia vermelha.

Desse modo, as células sem marcagdo nenhuma sdo consideradas células viaveis, as
células caracterizadas pela fluorescéncia amarela sdo consideradas em apoptose inicial, as
células marcadas pela fluorescéncia amarela e vermelha sdo consideradas em apoptose tardia
e as celulas que emitem apenas fluorescéncia vermelha sdo consideradas ja mortas, em
necrose (GONCALVES et al., 2016).

Procedimento experimental

As células foram plaqueadas em placas de 24 pocos e incubadas com o composto em
estudo. Apds o periodo de incubagdo, uma aliquota de 500 uL de suspensdao de células
tratadas e ndo tratadas foram transferidas para um tubo tipo eppendorf e centrifugadas para
depois remover o sobrenadante. Posteriormente, uma aliquota de 100 pL da suspensdo de
células em PBS de todos os grupos foi incubada com 100 pL da solugdo de Guava® Nexin
(Guava Technologies). Apds 20 minutos de incubacdo na auséncia de luz, as amostras foram
analisadas por citometria de fluxo (EasyCyte HT, Guava Tecnologies, EUA). Para cada

amostra foram analisados cinco mil eventos.

Analise dos dados

Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos,

os dados foram apresentados como média e desvio padrdo da média de n experimentos e
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analisados pela andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste Student Newman Keuls,
com nivel de significancia estatistica de 95% (p < 0,05) no programa GraphPad Prism versdo
6.0.

4.3 Experimentos in vivo

Os experimentos obedeceram as normas do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacio Animal (CONCEA) e foram aprovados pelo Comité de Etica de Uso de
Animal (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco, sob o processo n°
23076.015286/2017-04 (ANEXO B). Todos os testes in vivo foram realizados com o

composto TS04 no modelo animal camundongos albinos swiss (Mus musculus).

4.3.1 Animais

Foram utilizados camundongos albinos suicos (Mus musculus) de ambos 0s sexos,
pesando entre 25-30 gramas, provenientes do Biotério do Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram abrigados em gaiolas com livre
acesso a comida e dgua e mantidos sob ciclo claro-escuro de 12 h com temperatura controlada
(22 £2 °C).

4.3.2 Ensaio de Toxicidade Oral Aguda
Principio do teste

O composto TS04 foi administrado nos animais por via oral (VO) em doses fixas e
sequencias. O objetivo desse ensaio foi estimar a faixa de DLs, (Dose Letal para 50% dos
animais), avaliar possiveis alteracdes comportamentais e fisiologicas e ainda, ter orientacdo para

escolher as doses que serdo trabalhadas nos ensaios da atividade antitumoral e mutagénica.

Procedimento experimental

A Toxicidade Oral Aguda foi realizada de acordo com o Guia 423 da OECD/2001.
Método da Toxicidade Oral Aguda de Classe (TAC) que determina doses fixas que devem ser
utilizadas no estudo (2000, 300, 50 e 5 mg/kg) e a quantidade de animais tratados por dose (trés
fémeas).

Os testes foram iniciados com a dose de 300 mg/kg, por se tratar de um composto puro.
Segundo o protocolo, se ocorresse a morte de 0-1 animal a dose seria repetida em 3 animais nas
mesmas condicOes anteriores. Se ocorresse a morte de 2-3 animais, doses sequenciais menores

seriam administradas até possibilitar estimativa de uma faixa de DLso (Figura 13).
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Figura 13: Etapas para ensaio de Toxicidade Oral Aguda iniciando pela dose de 300 mg/kg

<

5mglkg
3 animais

50mg/kg

300mglkg
3 animais

3 animais

2000mg/kg
3 animais

5myg/kg 50mg/kg 300mg/kg 2000mg/kg
3 animais 3 animais 3 animais 3 animais
%; %> ﬁ o
v A 4
GHS Categoria Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5 Categoria 5
>0-5 >5-50 >50-300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000 0u Nio Classificado

3 (a 50)
ao 1° Etapa

3 {a 300)
ao 1 Etapa

DL50

S&o usados 3 animais do mesme sexo (normalmente fémeas) por etapa = Nao Classificado
0,1,2,3: nimero de animais moribundos ou mortos em cada etapa
GHS: Sistema de Classificagdo Harmonizado (mg/Kg p.c)

Fonte: Guia 423 da OECD/2001.

Apos a administracdo os animais foram observados continuamente nas duas primeiras
horas e depois a cada 24 horas diariamente durante 14 dias para a verificacdo de qualquer
alteracdo comportamental ou nas atividades fisiologicas. Os animais foram avaliados pelo
método de screening hipocratico, no qual se verifica possiveis alteracbes no estado de
consciéncia, disposicdo geral, atividade e coordenacdo do sistema motor, tdnus muscular,
reflexos e atividade do sistema nervoso central e autbnomo (KUMAR et al., 2017).

Os parametros avaliados foram: atividade geral, frénito vocal, irritabilidade, resposta
ao toque, resposta ao aperto da cauda, contor¢do, posicdo trem posterior, reflexo
endireitamento, ténus do corpo, forca para agarrar, ataxia, reflexo auricular, reflexo corneal,
tremores, convulsdes, hipnose, anestesia, lacrimacéo, ptose, mic¢do, defecacdo, piloerecdo,
hipotermia, respiracdo, cianose, hiperemia e morte. Durante os 14 dias também foram
observados a variacdo de peso corporal e consumo de agua e alimento. Ao final do periodo de
observacdo os animais foram submetidos a um jejum de 12 h com &gua ad libitum e
anestesiados com cetamina/xilazina (90/9 mg/kg) por via intraperitoneal. O sangue foi
coletado por puncéo cardiaca para avaliagdo dos parametros hematoldgicos e bioquimicos. Os
orgaos (figado, rim e baco) foram coletados para avaliar as possiveis alteracdes

macroscopicas e pesados para determinar o indice dos 6rgdos (peso do 6rgao/peso corporeo).
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4.3.3 Avaliacédo da atividade antitumoral
Principio do teste

O tumor de Ehrlich é um adenocarcinoma espontaneo da glandula mamaria de
camundongos fémeas. Foi desenvolvido por Paul Ehrlich em 1896 e desenvolve-se na forma

solida quando inoculado por via subcuténea ou intramuscular (EHRLICH, 1906).

Procedimento experimental

As células tumorais do carcinoma de Ehrlich foram provenientes de animais
portadores do tumor com oito dias de implantacdo. Os animais doadores foram eutanasiados
com cetamina/xilazina (300/30 mg/kg). As células foram aspiradas com auxilio de uma
seringa e depois diluidas em solucéo salina para uma concentrago de 5 x 10° células/mL. Em
seguida, uma aliquota de 0,2 mL da suspensdo de celulas tumorais foi introduzida, por via
subcutanea, na regido axilar dos animais receptores. O tratamento foi iniciado 24 h apos a
implantacéo.

O efeito do composto TS04 foi avaliado por via oral nas doses de 5, 10, 20 e 30
mg/kg. O farmaco doxorrubicina foi utilizado como padrdo por via intraperitoneal (i.p.) na
dose de 1,5 mg/kg. O grupo controle negativo recebeu solugdo salina por via oral. Os animais
foram tratados uma vez ao dia por um periodo de sete dias.

No nono dia de experimento, os animais foram eutanasiados para extirpacdo da massa
tumoral, coleta do sangue e retirada dos orgdos (rins, baco e figado). O sangue coletado foi
destinado para analise dos parametros bioquimicos e hematoldgicos. Os oOrgdos foram
analisados macroscopicamente e pesados para avaliar indicios de toxicidade (KUMAR et al.,
2017; ZHENG et al., 2011).

O peso dos tumores foi utilizado para calcular a inibicdo do crescimento tumoral dos
grupos tratados em relacdo ao controle. O percentual de inibicdo do crescimento tumoral (IT)
foi calculado pela férmula:

IT (%) = [(A-B) /A] x 100
Onde:

A = média dos pesos dos tumores no grupo controle.
B = média dos pesos dos tumores nos grupos tratados.

Analise dos dados

Os resultados (peso relativo dos 6rgdos e peso dos tumores) foram analisados a partir

da média e do desvio padrdo de n experimentos. Para verificagdo da ocorréncia de diferencas
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significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Student Newman Keuls, com nivel de significancia estatistica
de 95% no programa GraphPad Prism vers&o 6.0.

4.3.4 Teste do microndcleo em sangue periférico de camundongos
Principio do teste

Avaliar o potencial mutagénico do composto TS04 pelo teste de micronicleos em

sangue periférico de camundongos.

Procedimento experimental

Os ensaios foram realizados de acordo com Hayashi et al. (1990) e Guia 474 da
OECD/1997.

Os animais do grupo controle negativo receberam salina por via oral. Os animais
tratados com o composto TS04 receberam a dose de 50 mg/kg por via oral. A dose analisada
(50 mg/kg) foi escolhida com base na DMT (Dose Maxima Tolerada) encontrada no ensaio de
Toxicidade Oral Aguda.

Os animais do grupo controle positivo receberam ciclofosfamida por via
intraperitoneal na dose de 50 mg/kg. Os tratamentos foram realizados em uma Unica dose.

Apb6s 24 h de tratamento, foi coletada uma gota de sangue (50 puL) da veia caudal dos
animais por meio de um corte na ponta da cauda. O sangue foi coletado diretamente na
extremidade de uma lamina previamente limpa e seca, foi feito o esfregaco e a lamina secou
em temperatura ambiente. Para cada animal foram feitas no minimo trés laminas. Apds 24 h
de secagem, as laminas foram fixadas em metanol absoluto por 10 minutos e colocadas para
secar novamente. Apds isso, as laminas com esfregaco foram coradas com Giemsa a 10% por
20 minutos.

A andlise foi realizada por microscopia 6ptica no aumento de 1000x. Foram analisados
2000 eritrocitos policromaticos (EPC) por animal e o nimero de eritrocitos policromaticos
micronucleados (EPCMN) foi anotado para posterior anélise estatistica.

Os micronucleos foram identificados como estruturas tipicamente arredondadas, com
contorno liso, definido e tamanho entre 1/5 e 1/20 do EPC.

Analise dos dados
Os resultados apresentados foram expressos como média e desvio padrdo da média de

n experimentos e analisados pela analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste Student
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Newman Keuls, com nivel de significancia estatistica de 95% (p < 0,05) no programa

GraphPad Prism verséo 6.0.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados referentes aos derivados aril-semicarbazénicos

60

5.1.1 Avaliacdo da atividade citotoxica dos derivados aril-semicarbazonicos em células

tumorais humanas

A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada pelo teste do MTT apds 72 h de incubagéo.

Nesse ensaio 14 derivados aril-semicarbazonicos foram analisados em um painel de 7

linhagens tumorais de diferentes tipos histologicos.

Inicialmente foi determinado o percentual de inibicdo no crescimento celular de cada

composto na concentragao de 25 pg/mL frente a cada linhagem celular (Tabela 3).

Tabela 3: Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) dos derivados aril-semicarbazénicos na
concentragdo de 25 pg/mL frente a linhagens tumorais apos 72 h de incubagio.

Linhagens celulares (1C%)

Cadigo K562 HL-60 MOLT-4 HEp-2 NCI-H292 HT-29 MCF-7
3a 57,2+19 593+21 17,7+16 37330 20,713 14705 66,2 £ 6,7
3b 26,020 440+23 330+04 38309 330x26 350%13 61,6 £6,7
3c 76,1+1,7 925+23 814%42 788+40 751+68 754+01 854%01
ad 80,9+46 980+6,2 756+46 830x48 700x10 695+x49 750%75
3e 754+02 581+24 374+%59 782+59 57510 660x01 77,4%47
3f 765+17 77,049 381+18 991+35 590+18 384+06 768%28
39 81,620 850+20 754+49 808+22 618+x03 600+x16 600%1,6
3h 256+18 470+25 783+%£59 773x65 759+x33 769x31 767%26
3i 334+£30 297+13 331+£15 49507 370x14 32,717 640=x34
3j 26,1+21 200+19 288+24 360x18 27518 14514 669=%54

3k 540+£2,1 551%65 48=x01 51,3+£2,3 26617 35021 434%40
3l 381+08 606+53 236+05 497+x44 37936 17110 41,729
3m 176+x09 473+x18 370+x12 431+20 35307 16414 40,0%15
4a 9%,0+£04 97005 985+05 798+09 772+x34 816x05 814%472

Os valores correspondem a media + desvio padrdo da média de trés experimentos independentes realizados em

triplicata.
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Na triagem inicial foi verificado que 7 compostos apresentaram um percentual de
inibicdo maior que 75% em no minimo 3 linhagens e por isso, foram selecionados para a

determinacgéo da concentracdo que inibe 50% do crescimento celular (Clso) (Tabela 4).

Tabela 4: Cls, dos derivados aril-semicarbazonicos em linhagens de células tumorais e Células Mononucleadas
de Sangue Periférico (PBMC) realizado pelo teste do MTT, ap6s 72 horas de incubacao.

Clso (uM)
Cod. K562 HL-60  MOLT  HEp-2 NCI-H292 HT-29  MCF-7 PBMC

13,08+ 41,00+ 37,08+ 56,27 + 40,57 + 34,02 + 82,01 +

3¢ 5234115 0,62 0,7 1,50 3,05 1,02 1,06 1,63

16,93+ 37,17+ 23,13+ 33,46 + 46,26 +

3d  25,19+2,43 >103,27 >103,27

1.10 0.84 0.80 0.75 0,97
3 5869+097 >12650 >12650 2220% 10650 >12650 So00F 519650
0,40 0.80
1422+ 8,61 + 2326 +
o 2628x186 1T >10773 SR w7 >0 BN >10n73

4853+ 56,43+ 2426+

3g 3329+0,71 163 0,97 0,97

>141,08 >141,08 >141,08 >141,08
2553+ 4286+ 48,79 + 46,97 + 58,37 + 49,70 +

sh >11400 >11400 "y 0.75 0.97 0.75 1,86 1,06

11,38+ 19,53+ 3437% 37,89 + 36,32 + 33,59 + 51,21+

4a 24212115 o, 0,62 0.88 1.50 0,97 0.71 0.75

0,73+ 0,20 +
0,09 0,03

0,11+ 0,73+ 1,28 +

a
Doxo* 1,47 +0,09 0,01 0,08 0,11

0,18+ 0,02 5,33+0,62

Os dados sdo expressos como média = DP de trés experimentos diferentes realizados em triplicata.
& Doxo (doxorrubicina) foi usada como controle positivo.
IS (Indice de Seletividade) = Clso PBMC/ Clsq células de cancer.

Somente 0s compostos 3c e 4a apresentaram atividade antiproliferativa frente a todas
as linhagens testadas. A atividade citotoxica dos demais compostos variou de acordo com 0s
substituintes ligados ao anel aromatico e a linhagem celular.

A presenca de um grupamento fortemente ativador, como o radical metoxi na posi¢ao
3 e uma hidroxila na posi¢do 4 (3b), ndo modificou a poténcia quando comparado com o
composto 3a, que possui um grupo metoxil na posicdo 4. Dessa forma, foi observado que os
compostos com substituintes fortemente ativadores no anel aromatico benzeno ndo
apresentaram atividade citotdxica, porém quando houve a substituicdo do anel benzeno pelo
naftaleno e adicdo de um grupo ativador OH (composto 3c), este composto apresentou

atividade contra todas as linhagens.
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A substituicdo no anel aromatico benzeno por um grupo de ativacdo moderada (HsC-)
na posicdo 4 (3g) concedeu a esse composto atividade citotoxica frente a quatro linhagens
(K562, HL-60, MOLT-4 e HEp-2) quando comparado com compostos onde 0s substituintes
séo ativadores fortes (3a, 3b) que ndo apresentaram atividade.

O derivado 3h também recebeu um substituinte de ativacdo moderada [(CH3)sC-] na
posicdo 4, porém com maior lipofilia e impedimento estérico, causando nesse composto
diminuicdo da atividade em algumas linhagens e aumento em outras linhagens testadas.

Os compostos sintetizados com substituintes formados por aomos de halogénios
(grupos desativadores) apresentaram atividade citotoxica frente a algumas linhagens. A
mudanca do &tomo halogénio cloro (3e) para o 4&tomo halogénio bromo na mesma posi¢cdo
(3d) favoreceu o aumento da atividade citotoxica. A adicdo de um atomo de cloro na posicao
3 do anel aromético conferiu ao composto 3f aumento da atividade que ficou proxima a do
composto 3d onde o substituinte € um atomo bromo.

Analisando os compostos heterociclicos aromaticos, foi observado que o radical butila
ligado ao N2 da semicarbazona (4a) aumentou a lipofilia e potencializou a atividade deste
composto em comparagdo aos demais derivados. Diante disso, pode-se inferir que as
semicarbazonas condensadas a heteroaromaticos possam ter interacdo com alvos bioldgicos,
no entanto, se a molécula possui baixa lipofilia, terd dificuldade em atravessar as membranas
celulares e consequentemente a atividade biologica caird acentuadamente.

Foi verificado que ndo importa o atomo envolvido no anel aroméatico O, S ou N
presente nos compostos 3l, 3k e 3i, respectivamente. Esses &tomos ndo influenciaram no
aumento da atividade, mesmo no composto dissubstituido (3j) que é o menos lipofilico dos
derivados heterociclicos.

A lipofilia é um dos fatores fundamentais para atividade bioldgica dos farmacos, pois
estd diretamente ligada ao grau de permeabilidade das membranas celulares e o quanto a
molécula estara disponivel para interagir com os receptores bioldgicos.

Apos andlise dos compostos e seus substituintes aromaticos, foi observado que 0s
derivados mais promissores foram os compostos 3c e 4a. Estes derivados apresentaram
atividade citotoxica frente a todas as linhagens testadas e os melhores resultados foram frente
a linhagem HL-60. O composto 3c apresentou Clso variando entre 13,08 e 56,27 pM,
enquanto 4a apresentou Clso entre 11,38 e 37,89 uM, sendo este mais citotoxico para todas as
linhagens. A eficacia maior do 4a provavelmente se deve ao grupamento nitro (NO) que
possui forte carater desativador do anel aromatico e aceptor de elétrons, além do aumento da

lipofilia proferida pelo grupo butil ligado ao N2 da semicarbazona.
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Visando avaliar o potencial citotoxico em células normais, todos os derivados foram
testados frente a Células Mononucleadas de Sangue Periférico Humano (PBMC) e os
compostos mais promissores foram novamente os compostos 3c e 4a, que apresentaram
seletividade para as células cancerigenas.

O indice de Seletividade (1S*) dos derivados 3c e 4a para a linhagem com menor Clsg
(HL-60) foi de 6,2 e 4,5, respectivamente.

5.1.2 Inibicdo de proteinas quinases

Os 7 compostos mais citotoxicos foram testados in vitro frente a um painel de 11
proteinas quinases diferentes conhecidas por estarem envolvidas no processo de iniciacdo e
progressao do cancer.

As proteinas quinases estudadas foram: CDK2/CyclinA, CDK5/p25, CDK9/CyclinT
(cyclin-dependent kinase), HASPIN (haploid germ cell-specific nuclear protein kinase), PIM1
(PIM family kinase 1), CLK1 (cdc2-like kinase 1), DYRKL1A (dual-specificity tyrosine
phosphorylation regulated kinase), CK1 (casein kinase 1), CK1d/¢ (casein kinase 1 isoforms),
GSK3a/B (glycogen synthase kinase 3) e AURKA (aurora kinase A).

Inicialmente, todos os compostos foram testados em uma concentragdo Unica de 10
uM. Os compostos que apresentaram inibigdo menor que 50% foram considerados inativos
(Clsp>10 uM). Os compostos que apresentaram inibi¢do maior que 50% foram diluidos em
série no intervalo de concentragdes entre 0,01 - 10 uM para calcular a Clso. Os valores de Clsg
foram determinados a partir da curva dose-resposta (Sigma-Plot). Os resultados sdo mostrados
na Tabela 5.

Tabela 5. Atividade inibitéria dos derivados aril-semicarbazonicos frente a proteinas quinases.

‘ ; Clso (uM)

Proteinas quinases 3 3 36 af 39 3h 3
CDK2/CyclinA 0,53 >10 >10 >10 >10 >10 >10
CDKA5/p25 0,35 >10 >10 >10 >10 >10 >10
CDKO9/CyclinT 0,86 >10 >10 >10 >10 >10 >10
HASPIN >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10
PIM1 052 >10 >10 >10 >10 =>10 >10
CLK1 029 >10 >10 >10 >10 1,9 > 10
DYRK1A 0,073 >10 >10 >10 >10 >10 >10
CK 1d/¢ >10 >10 >10 >10 >10 >10 0,76
CK1 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10
GSK3 o/p >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10
AURKA 51 >10 >10 >10 >10 >10 >10

Os resultados estdo expressos a partir da média de pelo menos trés experimentos independentes realizados em
triplicata com Desvio Padrao + 10%.
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Composto 3c foi o mais ativo com Clsp variando entre 0,073 — 5,1 pM. O 3c
apresentou atividade inibitoria contra 7 proteinas quinases e a maior atividade foi contra
DYRK1A. O composto 4a apresentou Clsp no valor de 0,76 uM contra as isoformas de
CKl1o/e.

As proteinas quinases estdo envolvidas em diversas fungdes celulares, como
transcricdo de genes, progressdo do ciclo celular, rearranjo do citoesqueleto, proliferacao,
diferenciagdo, migracdo e morte celular (ASSADIESKANDAR et al., 2018). A desregulacao
das vias de sinalizacdo dessas proteinas esta associada a diversas doencas, entre elas o cancer
(LOIDREAU et al., 2012; LOIDREAU et al., 2015). Consequentemente, esta classe de
enzimas representa alvos terapéuticos importantes para tratar doengas (REGGI et al., 2017).

Na literatura ha relatos de derivados semicarbazénicos como inibidores de proteinas
quinases (LIU et al., 2014; QI et al., 2013; TU et al., 2017; ZHAI et al., 2016;). 1sso motivou
a realizacdo desse teste que apontou 3c e 4a como COMPOStOS promissores que merecem
serem melhores estudados, sendo 0s mesmos escolhidos para estudo de possiveis mecanismos

de acdo.

5.1.3 Deteccdo da viabilidade celular utilizando o kit Guava ViaCount

Inicialmente, foi determinada a viabilidade das celulas utilizando o kit ViaCount. As
concentragdes utilizadas nos testes de citometria foram os valores correspondentes a Clsg e 2X
Clso de 72 h e linhagem escolhida foi HL-60 (leucemia promielocitica).

Os resultados obtidos mostraram que os dois compostos diminuiram a viabilidade

celular (Figura 14).
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Figura 14. Efeito dos compostos 3c e 4a na viabilidade celular de células HL-60 utilizando o kit ViaCount apds
72 h de incubacéo.
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A doxorrubicina (Doxo; 0,11 uM) foi usada como padrdo. O controle negativo foi tratado com o veiculo
(DMSO; 0,1%.). Os valores correspondem a média + desvio padrdo da média de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. *, p<0,05 quando comparado com o controle negativo por ANOVA
seguido pelo teste Student Newman-Keuls.

O composto 3c reduziu o numero de células viaveis em 26% (13 uM) e 40,8% (26

K1M). O derivado 4a foi mais citotoxico apresentando 65% de células mortas na concentracao

22 UM.

5.1.4 Avaliacdo do potencial transmembranico mitocondrial (A¥m)

As mitocdndrias desempenham um papel essencial na vida e na morte das células, pois
sdo responsaveis pela producdo energética necessaria para a sobrevivéncia celular
(CHRISTENSEN et al., 2013). O bom desempenho na producdo de energia e a integridade
das mitocondrias sdo garantidos pela manutencdo do potencial elétrico mitocondrial (BURKE
et al., 2017).

Algumas moléculas atuam induzindo a perda do potencial transmembranico
mitocondrial levando ao processo chamado de depolarizacdo mitocondrial que é um dos
eventos iniciais no processo de morte celular por apoptose ativada por via intrinseca (MA et

al., 2018).
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Nesse sentido, visando avaliar se 0s compostos (3c e 4a) induzem a apoptose por
alteracdo nas mitocondrias das células, foi realizado o teste usando o fluorocromo rodamina
123, pois esse é capaz de se acumular nas celulas com potencial de membrana inalterado
(CHEN et al., 2018). Ap6s 72 h de incubagdo, foi verificado que 3c e 4a foram capazes de
induzir despolarizacdo mitocondrial nas células HL-60 (Figura 15).

Figura 15. Efeito dos compostos 3¢ e 4a no potencial transmembranico mitocondrial (A¥m) de células HL-60
apos 72 horas de incubagdo.
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A doxorrubicina (Doxo; 0,11 uM) foi usada como padrdo. O controle negativo foi tratado com o veiculo
(DMSO; 0,1%). Nos histogramas, o0 marcador 1 (rosa) corresponde a porcentagem de células despolarizadas e o
marcador 2 (verde) a porcentagem de células ndo despolarizadas. Os valores correspondem a média * desvio
padrdo da média de trés experimentos independentes realizados em triplicata. * p<0,05 quando comparado com o
controle negativo por ANOVA seguido pelo teste Student Newman-Keuls.

As células tratadas com 3c nas concentracfes de 13 e 26 uM apresentaram 30,9% e
34,2% de células despolarizadas, respectivamente. O composto 4a foi mais ativo e induziu a
despolarizacdo em 30,6% e 59,3% das células na concentracdo de 11 puM e 22 pM,
respectivamente. O controle positivo, doxorrubicina, apresentou 41,8% de células
despolarizadas.

A apoptose € um programa de morte celular vital para varios processos. Um deles € o

equilibrio entre a proliferacdo e morte celular, imprescindiveis para a manutencdo da
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homeostase tecidual. Em geral, duas vias de sinalizacdo principais controlam a apoptose, ou
seja, via mediada por mitocdndrias ou intrinseca e via mediada por receptor de morte ou
extrinseca (SHEIKH et al., 2017).

Quando a célula sofre estimulos prd-apoptéticos, como privacdo de fatores de
crescimento, danos no DNA, hipdxia, ativacdo de oncogenes, dentre outros, 0s sinais que sdo
traduzidos se convergem principalmente para mitocéndria provocando o colapso do potencial
da membrana mitocondrial interna (Ay) que resulta em uma sequéncia de eventos que
culminam na apoptose (HSU et al., 2018).

Os resultados obtidos neste teste demonstram que 0s compostos provocam efeitos pro-

apoptéticos que induzem a despolarizacdo mitocondrial nas células HL-60.

5.1.5 Ensaio do ciclo celular

Ainda estudando o mecanismo de morte provocado pelos compostos 3c e 4a nas
células HL-60, foi avaliado o efeito dos compostos na progressdo do ciclo celular por

citometria de fluxo apds coloracdo com iodeto de propideo (GE et al., 2017) (Figura 16).

Figura 16. Efeito dos compostos 3c e 4a sobre o ciclo celular das células HL-60 ap6s 72 horas de incubacéo.
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A doxorrubicina (Doxo; 0,11uM) foi usada como padrio. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO;
0,1%.). Os valores correspondem & média + DP de trés experimentos independentes realizados em ftriplicata. *
p<0,05 quando comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste Student Newman-Keuls.
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Apods o periodo de tratamento com 3c (13 pM), observou-se que 56,5% das células
estavam na fase S e 38,6% na fase G2/M. Na concentracdo de 26 pM essas populagdes
aumentaram para 61,9% na fase S e 34,3% na fase G2/M. Esses resultados indicam que 3c
provoca parada de ciclo nas fases S e G2/M.

O tratamento com 4a aumentou a populagéo de células na fase G1 em 57,6% (11 uM)
e 66,7% (22 uM), indicando parada de ciclo na fase G1 também dependente da concentracao.
No histograma (4a; 22 pM) é possivel visualizar grande nimero de debris celulares. O
quimioterapico doxorrubicina provocou parada em G2/M.

O ciclo celular é o processo pelo qual as células se multiplicam. Este é dividido em
quatro fases: G1, S, G2 e M. Para garantir a correta progressao pelo ciclo celular, as células
desenvolveram pontos de verificagdo ou checkpoints que sdo mecanismos de controle que
avaliam as condicdes da célula, antes de iniciar a fase seguinte, assegurando dessa forma, a
fidelidade da diviséo celular (BRANDMAIER et al., 2017). Nesses pontos de checagem, caso
seja necessario, ocorre a interrupcdo do ciclo e sdo realizados reparos no DNA, porém,
dependendo da eficacia do processo, o ciclo ndo é completado e a célula é encaminhada para
apoptose.

A regulacdo do ciclo celular € um equilibrio entre os reguladores positivos que
induzem replicacdo celular e reguladores negativos que impedem a replicacdo (TUTONE et
al., 2017).

Os reguladores positivos sdo formados por proteinas quinases que atuam em conjunto
estimulando a continuidade do ciclo. Estas proteinas sdo as ciclinas e as cinases dependentes
de ciclinas (CDKSs). As ciclinas ativam as CDKs formando complexos moleculares CDK-
Ciclinas. As cinases ativadas fosforilam moléculas cruciais para que ocorra a divisdo celular
(SANCHEZ-MARTINEZ et al., 2015). Na conducdo do ciclo celular, complexos CDK-
Ciclina especificos operam em fases distintas da divisdo celular (WHITTAKET et al., 2017).
O complexo CDK2-CiclinaA é crucial para a progressao da fase S e transi¢do para fase G2/M
(LATIF et al., 2016; SHAO et al., 2013).

No teste de inibicdo de proteinas quinases foi verificado que 3c inibe fortemente o
complexo CDK2/CiclinaA com valor de Cls igual a 0,53 uM. Este resultado foi confirmado
no teste do ciclo celular, pois o tratamento com 3c provocou acumulo de células na fase S.

Os inibidores de cinases dependentes de ciclinas (CKIs) atuam regulando
negativamente o ciclo celular, impedindo a replicacdo. Sdo chamados de supressores tumorais
(KOHRMAN et al., 2017). A proteina p53 esta entre 0s supressores tumorais mais estudados,

pois sua inativagdo é uma caracteristica comum nas células cancerigenas. Em células normais,
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a p53 é mantida em niveis baixos, através da proteina MDM2 responsavel por sua
degradacdo. Porém, quando a célula entra em condi¢des de estresse, como radiacao ionizante,
instabilidade gendmica, danos no DNA, ativacdo de oncogenes, entre outros (LAZO et al.,
2017), a proteina MDM2 ¢é rapidamente degradada e ocorre a estabilizacdo e ativacdo da
proteina p53 que responde a esses estimulos com parada do ciclo celular no checkpoint G1,
mecanismos de reparacdo e apoptose (HUART et al., 2013).

A via MDMZ2/p53 esté alterada em mais de 50% dos canceres humanos (INUZUKA et
al., 2010). De acordo com Huart et al. (2009; 2013), mais de quatrocentas proteinas interagem
com a p53 e muitas delas atuam como inibidores. Estudos tém demonstrado que a familia
caseina quinase 1 (CK1) fosforilam a proteina MDM2 e modulam a interagdo com p53 em
condicdes diferentes. Inuzuka et al. (2010) observou que em condigdes normais, as isoformas
CK1d/e séo capazes de fosforilar varios residuos de serina no dominio acido da MDM2 que
estdo envolvidos na degradacédo da p53, atuando como um regulador negativo dessa proteina.
Vérios estudos sugerem que a desregulacdo desses processos celulares contribuem para a
oncogeénese e que a inibicdo farmacoldgica da CK1 pode aumentar os niveis da proteina p53
nas ceélulas e induzir a morte celular. Assim, a inibicdo dessas cinases representam alvos
importantes na terapia anticincer (BIBIAN et al.,, 2013; CHEONG et al, 2011,
MONASTYRSKY] et al., 2018).

O composto 4a inibiu a atividade das isoformas CK16/e com Clso no valor de 0,76
M. Esse resultado pode estar associado a parada de ciclo na fase G1 provocado por 4a nas
celulas HL-60.

5.1.6 Ensaio de fragmentacdo do DNA

A morte celular por apoptose é caracterizada por alteracbes morfolégicas marcantes
tais como, condensacdo da cromatina, fragmentacdo do DNA, blebbing da membrana celular
e formacéo de corpos apoptéticos (FADEEL et al., 2005; KERR et al., 1972). A fragmentacéo
do DNA ¢ iniciada ap0s a condensacdo da cromatina e depende de vérias variaveis, como por
exemplo, o tempo necessario para a despolarizacdo das mitocondrias e ativacdo da cascata das
caspases. Em resposta a danos no DNA a proteina p53 é ativada provocando parada de ciclo
celular em G1 (JOHN et al., 2014).

Na citometria de fluxo as células apoptdticas com DNA fragmentado podem ser

identificadas como a populacdo sub-G1, vista a esquerda do pico G1 (LUO et al., 2014).
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Assim, utilizando o fluorocromo iodeto de propideo e o0 mesmo principio do teste de ciclo

celular foi realizado ensaio para identificar células HL-60 com DNA fragmentado (Figura 17).

Figura 17. Efeito dos compostos 3c e 4a na fragmentacdo do DNA de células HL-60 apds 72 horas de
incubacéo.
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A doxorrubicina (Doxo, 0,11uM) foi usada como padrdo. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO)
a 0,1%. Os valores correspondem a media + desvio padrdo da média de trés experimentos independentes
realizados em ftriplicata. *p<0,05 quando comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste
Student Newman-Keuls.

O composto 3c induziu fragmentacdo em 3,2% e 7,5% das células nas concentracdes
de 13 uM e 26 pM, respectivamente. O composto 4a induziu a fragmentacdo em 7,0% e

40,3% das células nas concentracdes de 11 e 22 UM, respectivamente.

5.1.7 Estudo da inducdo de morte celular pelo teste da anexina V

A morte celular por apoptose pode ser confirmda por meio do teste da anexina V-
FITC/7-AAD. Esse ensaio baseia-se na capacidade da anexina V se ligar com alta afinidade a
fosfatidilserina que é translocada para membrana externa de células apoptoticas e o corante 7-
AAD se ligar ao DNA de células com perda da integridade de membrana. Assim, é possivel
identificar quatro populacdes distintas: células viaveis [Anexina V (-) e 7-AAD (-)], células

em apoptose inicial [Anexina V (+) e 7-AAD (-)], células em apoptose tardia [Anexina V (+)
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e 7-AAD (+)] e células mortas [Anexina V (-) e 7-AAD (+)] (GU et al., 2017; ZHANG et al.,
2016).
As células HL-60 foram submetidas a esse ensaio ap6s 72 h de tratamento com 0s

compostos 3c e 4a (Figura 18).

Figura 18. Efeito dos compostos 3c e 4a sobre a inducdo de morte das células HL-60 apds 72 horas de
incubacéo.
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AnexinaV

A doxorrubicina (Doxo; 0,11uM) foi usada como padédo. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO)
a 0,1%. Os valores correspondem a média + desvio padrdo da média de trés experimentos independentes
realizados em triplicata. *, p<0,05 quando comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste
Student Newman-Keuls.

Apos tratamento das células HL-60 com 3c (13 e 26 uM), observou-se que 16,7 e
27,2% estavam em apoptose inicial e 7,4 e 18,1% em apoptose tardia, respectivamente. O
tratamento com 4a induziu a morte celular, principalmente na concentracdo de 22 UM onde
49,6 % das células estavam nessa condicdo. No tratamento com a doxorrubina, 23,7% das
células estavam em apoptose inicial e 19% em apoptose tardia.

Na morte celular por apoptose, a célula sofre alteracbes morfolégicas marcantes e
coordenadas. Inicialmente, a membrana plasmatica celular permanece integra, mas sofre
alteracdes estruturais, como a distribuicdo de fosfatidilserina na camada externa da
membrana, que é um sinalizador para o reconhecimento pelos fagdcitos. Deste modo, a célula
morta é rapidamente fagocitada por macr6fagos e removida sem que haja extravasamento do

conteddo citoplasmatico (LUI et al., 2018).
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A principal via de morte causada pelo composto 3c foi a apoptose e todos os testes
confirmam isso. Isso provavelmente ocorreu devido a sua forte inibi¢do de proteinas quinases,
que provocam parada de ciclo e emitem sinais pré-apoptéticos que levam ao colapso do
potencial de membrana mitocondrial, culminando na apoptose (DAS et al., 2016).

O composto 4a na maior concentracdo (22 pM) induziu a morte na maioria das células
e provocou fragmentagdo do DNA. A molécula 4a é um nitrocomposto e o efeito provocado
pode estd associado ao mecanismo de acdo desta classe de substancias que esta relacionado
com a redugdo do grupo nitro, resultando em espécies reativas que interagem com a
membrana plasméatica das células e com biomoléculas essenciais, causando o efeito
citotoxico. Os radicais formados também interagem com o DNA, inibindo a sintese de acidos
nucleicos e provocando rupturas na cadeia simples e dupla da fita de DNA. Os
nitrocompostos sdo de grande interesse para tratar tumores sélidos com areas de hipdxia, pois
em baixas concentracfes de oxigénio sofrem biorreducdo e liberam radicais livres toxicos
para células hipoxicas, assim, esses compostos tém sido estudados visando encontrar

medicamentos antineoplasicos mais seletivos (ANDRADE et al., 2016).
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5.2 Resultados referentes aos derivados aril-tiossemicarbazonicos

5.2.1 Resultados in vitro

5.2.1.1 Avaliagdo da atividade citotdxica dos derivados aril-tiossemicarbazonicos em células
tumorais humanas

A atividade citotdxica dos derivados aril-tiossemicarbazonicos foi realizada pelo teste
do MTT apbs 72 horas de incubagdo. Foram testados 11 compostos desta série frente a 6
linhagens de diferentes tipos histologicos. Inicialmente, todos 0s compostos passaram por
uma triagem onde foi determinado o percentual de inibi¢cdo no crescimento celular de cada
linhagem frente a uma concentragao tnica de 25 pg/mL (Tabela 6).

Os compostos que apresentaram atividade citotoxica maior que 75% em pelo menos 3

linhagens, passaram para fase seguinte, onde foi a determinacgéo da Cls.

Tabela 6: Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) dos derivados aril-tiossemicarbazoénicos na
concentragdo de 25 pg/mL frente a linhagens tumorais apos 72 h de incubagio.

Linhagens celulares (1C% + DP)
K562 HL-60 HEp-2 NCI-H292 HT29 MCF-7

TS01 76,7+0,9 78,8+5,3 67,7+2,8 70,1+0,3 76,6 +2,4 70,4+1,.2
TS02 75,6+0,7 77,2+29 89,7+0,4 79,8+27 75,7+0,6 852+21
TS03 48,9+4,0 37,8+2,3 443+2,8 239+3,9 353+1,0 43,0+3,1
TS04 99,4+1,7 99,8+1,4 97,2+3,6 99,8+2,7 98,4+29 97,4+472
TS05 50,3+27 47,9+3,1 51,1+2,6 345+0,1 36,1+2,5 26,5+25
TS06 87,0+2,8 89,8+3,1 81,3+6,7 87,3+2,0 84,4+1,0 78,0+3,4
TS07 89,3+5,.2 73,1+35 59,2+3,9 85,3+6,7 215+11 89,9+3,4
TS08 55,0+2,5 51,3+2,4 28,0+0,6 16,0+21 46,8 +0,3 48,1+4,1
TS09 33,7+17 56,0+4,9 26,9+0,8 53,3+3,3 49,9+3.3 48,9+0,7
TS10 79,2+2,0 91,5+0,1 76,1+4,5 76,5+3,3 90,0+2,1 88,3+6,4
TS11 10,0+0,1 29,0+2,0 33,0+0,8 29,0+1.3 140+1.2 230+19

Os valores correspondem a media + desvio padrdo da média de trés experimentos independentes realizados em
triplicata.

ApoOs os testes iniciais, seis compostos foram selecionados e tiveram as suas Clsg

determinadas, conforme mostrado na Tabela 7.
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Tabela 7: Cls, dos derivados aril-tiossemicarbazonicos em linhagens de células tumorais realizada pelo teste do
MTT, apds 72 h de incubagdo.

Clso (uM)
K562 HL-60 HEp-2 NCI-H292 HT-29 MCF-7
TS01 32,44+£3,08 37,77+3,21 > 111,11 > 111,11 34,66 + 3,14 > 111,11

TS02 2297+2,03  9,67+0,89 10,88 +0,99 33,85+3,15 42,31+3,87 15,71 +1,23
TS04 3,22+0,28 1,91+0,17 3,10+0,28 5,09+0,46 7,64 +0,68 5,09 +£0,51
TS06 14,33+1,22  5,03+0,43 1588+1,37 6,58+0,61 6,58 5,8 26,72 +2,55
TS07 27,37+1,83 > 96,40 > 96,40 21,97 > 96,40 13,49 £ 0,98
TS10 10,54+0,92 2,63+0,18 21,09+2,02 2298+1,74 12,43+1,08 15,44 +£1,11
Doxo* 1,47 +0,09 0,11+0,01 1,28+0,13 0,18+0,03 0,73+0,09 0,20 0,03

Os dados sdo expressos como média + DP de trés experimentos diferentes realizados em triplicata.
@ Doxo (doxorrubicina) foi usada como controle positivo.

Os valores de Clso dos derivados aril-tiossemicarbazonicos ficaram entre 1,91 — 42,31
uM. A atividade citotoxica dos compostos teve variacdo de acordo com o anel aromatico
presente na estrutura e os substituintes do anel. Sendo assim, o composto TS03 que possui
hidroxila na posicao 4, ndo apresentou atividade, porém, a adi¢do do radical metoxi (CH30O-)
na posicao 3 conferiu ao composto TSO1 atividade frente as linhagens K562, HL-60 e HT-29.

O composto TS06 que tem um atomo de bromo na posi¢do ndo apresentou atividade
citotoxica. Ja o composto dissubstituido 3,4 dicloro (TS02) apresentou atividade frente a todas
as linhagens testadas.

A presenca do anel piridina (TS05 e TS11) ou anel furano (TS08 e TS09) nao atribuiu
atividade citotoxica a esses compostos.

O composto TS04 apresentou a maior atividade citotoxica. Esse composto possui um
radical terc-butil (-C4Hy) na posicdo 4 que confere aumento da lipossolubilidade e melhor
transporte pelas membranas celulares, além de, provavelmente se encaixar melhor nos
receptores biologicos, devido a sua estrutura. Essas caracteristicas devem estar associadas a
excelente atividade citotoxica desse composto.

As propriedades biolégicas de um composto estdo relacionadas com sua estrutura
quimica e pequenas variacOes estruturais podem implicar em grandes alteracGes na resposta
biologica. Isso ocorre porque para produzir o efeito bioldégico a maioria dos farmacos
precisam interagir com uma determinada biomacromolécula especifica, chamado receptor ou
biorreceptor. O reconhecimento molecular dos farmacos pelo receptor € dependente da

estrutura do farmaco, incluindo o arranjo dos seus grupamentos funcionais, que devem ser
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complementares ao sitio de ligacdo localizado na macromolécula (sitio receptor). Além disso,
a interacdo farmaco-receptor depende de forgas quimicas que se estabelecem entre os dois. A
intensidade dessas forcas € proporcional a intensidade da resposta farmacoldgica, dessa
forma, a polaridade de grupos substituintes ou fungbes quimicas desempenham papel
preponderante nesta interacdao (PAN et al., 2013).

O primeiro passo para o desenvolvimento de melhores tratamentos para a cura do
cancer é a selecdo de compostos através de boas estratégias de teste, assim, os modelos pré-
clinicos devem ser bem empregados para identificar os melhores candidatos a medicamentos.
Nesse contexto, o teste do MTT é um ensaio pré-clinico in vitro amplamente descrito na
literatura por milhares de artigos publicados. Na realizacdo desse ensaio 0S compostos em
estudo sdo expostos a uma variedade de células cancerigenas com a finalidade de determinar a
citotoxicidade do composto frente as linhagens testadas (LOPEZ-LAZARO, 2015; SKEHAN
et al., 1990).

No screening inicial realizado com os novos derivados aril-tiossemicarbazonicos, o
derivado TS04 se destacou com os melhores resultados e, por isso, foi 0 escolhido para dar
continuidade nos testes. As linhagens escolhidas foram K562 e NCI-H292 por terem
apresentado notavel sensibilidade frente a esse composto.

Nesse seguimento, apos a realizacdo do teste de citotoxicidade de 72 h, foi realizado
um novo teste de 48 h com o composto selecionado frente as linhagens escolhidas a fim de
determinar a concentragcdo que seria utilizada nos ensaios posteriores. Em todos os ensaios a

doxorrubicina foi utilizada como padréo (Tabela 8).

Tabela 8: Clso do composto TS04 nas linhagens de células tumorais K562 e NCI-H292, apds 48 h de incubacg&o.

Clso (M)
K562 NCI-H292
TS04 16,57 + 1,47 18,27+ 1,72
Doxo? 0,47 + 0,04 0,58 + 0,06

Os dados sdo expressos como média + DP de trés experimentos diferentes realizados em triplicata.
@ Doxo (doxorrubicina) foi usada como controle positivo.

As concentracdes utilizadas nos testes posteriores foram escolhidas com base na Clsg
de 48 h identificada para as duas linhagens. Dessa forma, as concentragfes selecionadas
foram: Clso (17 uM) e 2x Clsg (34 uM).
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5.2.1.2 Citotoxicidade em células mononucleadas do sangue periférico

Para determinar a seletividade do composto TS04 para as células de céncer, foi
realizado ensaio de citotoxicidade frente a células mononucleadas do sangue periférico
humano. O ensaio foi realizado apds 72 h de incubacdo do composto TS04 com as células. A
Clso encontrada foi 59,91 uM, com intervalo de confianca variando entre 44,61 — 79,88 uM.

A doxorrubicina foi utilizada como padrdo e apresentou Clsp de 5,33 puM, com
intervalo de confianga variando entre 4,23 — 6,8 uM. A Tabela 9 apresenta os valores do

indice de seletividade obtidos no ensaio.

Tabela 9: indice de seletividade (IS) do composto TS04 para células de cancer em relagio a Células
Mononucleadas de Sangue Periférico Humano (CMSPH)

Linhagens de células IS” em CMSPH
tumorais TS04
K562 185
HL-60 313
HEp-2 19,3
NCI-H292 117
HT-29 78
MCF-7 117

“IS (indice de seletividade) = Cls, para as CMSPH / Cls, para célula de cancer.

Nos resultados apresentados, o composto TS04 foi consideravelmente mais citotoxico
para as células de cancer.

Esses resultados estdo de acordo com Oliveira et al., (2008) gque sintetizaram derivados
tiossemicarbazénicos com a finalidade de avaliar a atividade antimalérica e citotoxicidade em
CMSPH. Os compostos apresentaram boa atividade antimalarica e ndo provocou efeitos
citotoxicos significativos nas células normais humanas.

Os agentes quimioterapicos utilizados para tratar o cancer possuem severos efeitos
colaterais, pois atingem as células cancerigenas e as células sadias, portanto, tratamentos mais
seletivos sdo cruciais para diminuir a toxicidade e aumentar o sucesso da quimioterapia
(WANI et al., 2016).

Nesse sentido, o teste que determina o indice de seletividade (IS) expressa o indice de

seguranga do composto. Quanto maior for o valor do IS, mais seletivo € o composto para a
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celula de cancer. Para composto puro o IS é considerado significativo quando seu valor é >
2.0 (BADISA et al., 2009; CHUPRAJOB et al., 2014).

O composto TS04 apresentou IS variando entre 2,7 — 31,3. Dessa forma, esse
composto apresentou valores de seletividade significativos para todas as linhagens testadas
podendo ser considerado promissor e qualificado para testes mais detalhados.

5.2.1.3 Determinagéo da atividade hemolitica em eritrécitos humanos

O composto TS04 ndo foi capaz de causar lise dos eritrécitos nas concentracfes
testadas até 250 pg/mL, portanto a CEso (concentracdo média capaz de provocar 50 % do
efeito méximo) > 250 pg/mL.

Esse ensaio foi realizado visando avaliar a capacidade que esse composto tem de
provocar danos nas membranas de eritrocitos humanos, uma vez que, a ruptura de eritrocitos e
uma barreira para implantacdo dos ensaios in vivo (PIETKIEWICZ et al., 2010).

O composto ndo provocou ruptura na membrana dos eritrocitos em uma concentracéo
10 vezes maior que a utilizada nos ensaios com linhagens de céncer, dessa maneira, esse
resultado sugere que o efeito citotoxico nas células cancerigenas independe de dano
especifico provocado na membrana plasmatica.

Apos a triagem dos derivados aril-tiossemicarbazonicos, o composto TS04 foi o que
apresentou o menor valor de Clsg para as linhagens tumorais, como também, boa seletividade
para essas células em relacéo a células saudaveis. Diante disso, esse composto foi eleito para
dar continuidade aos testes visando elucidar o mecanismo de morte provocado nas linhagens
K652 e NCI-H292.

5.2.1.4 Avaliagdo morfoldgica

Os resultados mostraram que o composto TS04 foi capaz de alterar a morfologia das
celulas K562 e NCI-H292.

Apos o periodo de incubacdo, as células K562 e NCI-H292 ndo tratadas (controle
negativo) estavam com morfologia tipica de células ndo aderidas e aderidas, respectivamente.
As duas linhagens apresentaram membrana integra, citoplasma homogéneo e nitida
visualizacdo da membrana plasmatica e nuclear. As células das duas linhagens tratadas com a
doxorrubicina apresentaram fragmentacdo nuclear, presenca de corpos apoptoticos, ndcleos

picnoticos e restos celulares (Figura 19).
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As células das duas linhagens tratadas com o composto TS04 apresentaram corpos
apoptéticos, fragmentacdo nuclear, nicleos condensados e reducdo do volume celular. Além
dessas alteracdes, a concentracdo 17 UM apresentou vérias figuras mitoticas e a concentracdo
34 uM apresentou um estado mais avancado de deterioragéo celular (Figura 19).

Figura 19: Analise morfolégica das células K562 e NCI-H292 ap6s 48 h de incubacdo, coradas pelo kit panético
rapido e visualizadas por microscopia Optica (400x).
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As células do controle negativo foram tratadas apenas com o veiculo utilizado para diluicdo dos compostos
(DMSO) a 0,1%. O quimioterapico doxorrubicina foi usado como padréo nas concentragdes 0,47 uM e 0,58 pM
para as linhagens K562 e NCI-H292, respectivamente. Os numerais indicam os processos observados: 1-
picnose, 2- fragmentagdo nuclear, 3- corpos apoptéticos, 4- resto celular, 5- célula em mitose e 6- nucleo
condensado.

As alteraces morfologicas foram analisadas a fim de investigar o tipo de morte
relacionado com a citotoxicidade do composto nas linhagens K562 e NCI-H292 e as
caracteristicas observadas sao tipicas de processos apoptoticos.

A apoptose € um mecanismo necessario para preservar a homeostase do organismo,
sendo muito importante para eliminar células supérfluas ou defeituosas. O processo
apoptotico ocorre quando a célula recebe estimulos pro-apoptéticos que da inicio a uma
sequéncia de eventos morfologicos e bioquimicos bem definidos. Nesses eventos ocorrem
desagregacdo da membrana nuclear, condensacdo da cromatina, reorganizacdo do

citoesqueleto, perda de adesdo celular e formacdo de corpos apoptdticos. Os corpos
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apoptéticos expdem para o lado externo da membrana plasmética fosfolipidios que emitem
sinais para serem fagocitados por macréfagos (CHAABANE et al., 2013).

A evasdo dos processos de morte celular enddgenos, incluindo a apoptose, representa
uma das caracteristicas do cancer. As células pré-malignas acumulam defeitos nos
mecanismos fisioldgicos da apoptose que contribuem para a expansao da célula patoldgica e
para o desenvolvimento e progressdo do cancer (ZIVNY et al., 2010). Diante disso, a

apoptose é uma estratégia muito estudada visando induzir a morte das células cancerigenas.

5.2.1.5 Avaliacéo do potencial transmembranico mitocondrial

As mitocondrias sdo compartimentos celulares responsaveis pela producdo energética
necessaria para a sobrevivéncia celular e estdo envolvidas no processo de morte por apoptose.
Nos resultados encontrados o composto TS04 provocou danos que resultou na despolarizacéo
mitocondrial das células K562 e NCI-H292. Os resultados foram mais expressivos na
linhagem K562 (Figura 20).
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Figura 20: Anélise da varia¢do do potencial transmembranico mitocéndrial (A¥m) de células K562 e NCI-H292
determinado por citometria de fluxo usando rodamina 123 apds 48 horas de incubagdo com o composto TS04.
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O controle negativo foi tratado apenas com o veiculo utilizado para diluicdo dos compostos (DMSO) a 0,1%. A
doxorrubicina foi usada como padréo nas concentragdes 0,47 uM e 0,58 uM para as linhagens K562 e NCI-
H292, respectivamente. Nos histogramas, o marcador 1 (rosa) corresponde a porcentagem de células
despolarizadas e o marcador 2 (verde) a porcentagem de células ndo despolarizadas. Os valores correspondem a
média + desvio padrdo da média de trés experimentos independentes realizados em triplicata. Cinco mil eventos
foram analisados em cada experimento. *, p<0,05 quando comparado com o controle negativo por ANOVA
seguido pelo teste Student Newman-Keuls.

Kalaivani e colaboradores (2014) sintetizaram e caracterizaram uma série de quatro
compostos tiossemicarbazonicos. Os novos compostos foram testados in vitro contra a
linhagem celular adenocarcinoma do pulmdo humano (A549). Os resultados demonstraram

elevada citotoxicidade e todos os compostos foram avaliados nos testes subsequentes. No
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ensaio para avaliar a inducdo da apoptose atraves a via mitocondrial, todos os compostos
foram altamente catastréficos para a membrana mitocondrial promovendo a despolarizacéo.

O colapso do potencial da membrana mitocondrial (Ay) promove a Transi¢do da
Permeabilidade Mitocondrial (TPM). A TPM é um evento critico na morte celular e est4
envolvido no mecanismo de disfuncdo da mitocdndria resultando na apoptose. A TPM é
caracterizada pela abertura de poros ndo seletivos na membrana mitocondrial que permite a
passagem livre de ions, solutos e moléculas de baixo peso molecular (1500 Dalton) para
dentro da membrana mitocondrial. Esse evento leva a perda da homeostase celular, blogueia a
sintese de ATP e aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que levam a
oxidacdo de lipidios, proteinas e &cidos nucléicos, além de contribuir para a ativacdo das
caspases 9 e 3. O desarranjo mitocondrial também pode facilitar a liberacdo de citocromo ¢
para o citoplasma, onde o0 mesmo forma complexo com o fator de ativacdo associado a
apoptose-1 (APAF-1) e caspase 9, o chamado apoptossomo, que promove a clivagem da proé-
caspase 9, liberando a caspase 9 ativa, que é capaz de ativar a caspase 3 e provocar a apoptose
(GIORGIO et al., 2018).

5.2.1.6 Estudo do ciclo celular por citometria de fluxo

O ciclo celular € um processo ordenado e rigorosamente regulado. Para garantir a
correta progressao em cada fase, as células desenvolveram uma série de pontos de controle ou
checkpoints que sdo regulados por diferentes proteinas quinases. Essas proteinas
desempenham papéis criticos que quando bem executados, asseguram a formacéo correta das
células filhas. Alteracfes na expressdo das proteinas reguladoras do ciclo celular produzindo
um controle ineficaz resultam em respostas aberrantes e esta associada a proliferacdo de
células tutorais (BRANDMAIER et al, 2017). Em razdo disso, é importante o
desenvolvimento de agentes anticancer que tenham atuacdo nas vias do ciclo celular
interferindo o processo mitético das células tumorais.

No ensaio para analisar a progressao do ciclo celular foi verificado que o derivado
TS04 provocou parada nas duas linhagens testadas (Figura 21).

Na linhagem K562 houve parada em GO0/G1 e foi observado nos histogramas grande
quantidade de debris celulares.

Na linhagem NCI-H292 tratada com o composto TS04 na concentracdo de 17 uM
houve parada em G2/M, enguanto que as células tratadas com a concentracdo 34 uM

apresentaram um comportamento diferente. Comparando os resultados das concentracdes 17
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MM e 34 uM, foi observado que na concentragdo de 34 puM houve um aumento da populagéo
de células em GO/G1 e diminuigdo da populagdo G2/M. No histograma foi possivel visualizar
duas populacdes distintas e delimitadas nas fases GO/G1 e G2/M com uma menor populacéo
na fase S. Esses resultados indicam que na linhagem NCI-H292 (34 uM), o composto TS04
provoca parada em GO/G1 e G2/M.

Figura 21: Efeito do composto TS04 sobre as fases do ciclo celular de células K562 e NCI-H292 determinado
por citometria de fluxo ap6s 48 horas de incubagdo.
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O controle negativo foi tratado apenas com o veiculo utilizado para diluicdo dos compostos (DMSO) a 0,1%. A
doxorrubicina foi usada como padrdo nas concentracdes 0,47 uM e 0,58 puM para as linhagens K562 e NCI-
H292, respectivamente. Os valores correspondem a média + desvio padrdo da média de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. Cinco mil eventos foram analisados em cada experimento. *, p<0,05
quando comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste Student Newman-Keuls.

Bisceglie e colaboradores (2014) sintetizaram seis derivados tiossemicarbazénicos e

testaram in vitro frente a linhagem U937. Os resultados demonstraram gque 0S compostos
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alteraram a distribuicdo das células nas fases do ciclo celular. Os testes foram realizados nos
tempos de 6, 12, 24 e 48 h e os diferentes periodos de incubacdo influenciaram na resposta
sobre o ciclo celular. Além disso, todos os derivados provocaram fragmentacdo do DNA
indicando inducgdo da apoptose nas células tratadas.

Para confirmar essa hipOtese, os autores realizaram o teste da anexina V com as
células U937 apo6s o periodo de tratamento de 6, 12, 24 e 48 h com os derivados. Nos
resultados apresentados, foram observados que no periodo de incubagdo de 12 h as células
estavam em apoptose inicial. J& nos periodos de 24 e 48 h, as células estavam em apoptose
tardia e necrose, processos mais avangados de morte celular.

Em 2017, Oliveira e colaboradores sintetizaram e avaliaram a atividade anticancer in
vitro de derivados tiossemicarbazoénicos e tiazolidinonas. Um derivado tiossemicarbazdnico
foi 0 mais promissor e por isso, foi escolhido para analise do ciclo celular e estudo do
mecanismo de morte. O composto induziu parada do ciclo em G2/M e o resultado foi

semelhante ao encontrado para a colchicina, controle positivo do ensaio.

5.2.1.7 Estudo da fragmentacdo do DNA por citometria de fluxo

A populacédo de células com DNA fragmentado incorpora menor quantidade de iodeto
de propideo e, portanto, emitem menor fluorescéncia sendo visualizadas no histograma como
populacdo sub-G1, vista a esquerda do pico GL1.

A Figura 22 mostra o percentual de células K562 e NCI-H292 com DNA fragmentado,
apos o tratamento com o composto TS04. As duas linhagens apresentaram fragmentacdo do
DNA, porém os resultados foram mais expressivos na linhagem K562 (34 uM), onde quase

70% das células estavam com DNA fragmentado.
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Figura 22: Efeito do composto TS04 sobre a fragmentagdo do DNA das células K562 e NCI-H292 determinado
por citometria de fluxo ap6s 48 horas de incubagdo
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O controle negativo foi tratado apenas com o veiculo utilizado para dilui¢do dos compostos (DMSO) a 0,1%. A
doxorrubicina foi usada como padréo nas concentracdes 0,47 uM e 0,58 uM para as linhagens K562 e NCI-
H292, respectivamente. Os valores correspondem a média = desvio padrdo da média de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. Cinco mil eventos foram analisados em cada experimento. *, p<0,05
quando comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste Student Newman-Keuls.

Uma das caracteristicas bioguimicas da apoptose € a clivagem do DNA cromossémico
por uma endonuclease que fragmenta a cromatina em unidades nucleossdmicas. A
fragmentacdo do DNA ocorre em resposta a varios estimulos apoptéticos e em uma ampla
variedade de tipos de células. Determinar se existe fragmentacdo do DNA em uma populacéo
de células pode fornecer informacGes sobre o tipo de morte celular que esta ocorrendo e as

possiveis vias ativadas no processo de morte (LUO et al., 2014).
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A fragmentacdo do DNA por endonucleases ou a induc¢do de danos no DNA por algum
agente induz parada de ciclo celular na fase GO/G1 (JOHN et al., 2014). Os resultados
encontrados nesse estudo estdo em conformidade com essa afirmacao, visto que, os resultados
mais expressivos de DNA fragmentado foram encontrados na linhagem K562, a mesma
linhagem que apresentou parada na fase GO/G1 no ensaio do ciclo celular.

Balachandran e colaboradores (2018) sintetizaram trés novos compostos
tiossemicarbazénicos e avaliaram suas propriedades citotoxicas contra um painel de quatro
linhagens de cancer. O composto mais citotdxico foi selecionado para estudo do padrdo de
morte. Nos resultados encontrados, 0 composto induziu parada na fase G1 do ciclo celular,

reduziu a expressédo da Bcl-2, aumentou a expressdo da Bax e provocou clivagem do DNA.

5.2.1.8 Avaliagédo do padréo de morte celular por externalizagdo da fosfatidilserina — Teste
da Anexina-V

Apos o periodo de incubagdo, o composto TS04 induziu morte celular e efeitos
apoptoticos nas células K562 e NCI-H292 (Figura 23).

Na linhagem K562 houve aumento no namero de células mortas e esse resultado
condiz ao encontrado no ensaio de ciclo celular, onde ¢é possivel visualizar grande formacao
de debris celularares. Houve também aumento da populacdo de celulas em apoptose inicial e
tardia, esse resultado estd de acordo com os encontrados nas analises morfoldgicas onde
foram vizualizados numerosos corpos apoptoticos.

Na linhagem NCI-H292 houve aumento dependente da concentracdo da populacdo de
células em apoptose.

O padréo doxorrubicina apresentou elevado numero de células em apoptose tardia e

mortas.
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Figura 23: Efeito do composto TS04 sobre a inducdo de morte das células K562 e NCI-H292 ap6s 48 h de

incubacéo
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O controle negativo foi tratado apenas com o veiculo utilizado para diluicdo dos compostos (DMSO) a 0,1%. A
doxorrubicina foi usada como padrdo nas concentracdes 0,47 uM e 0,58 uM para as linhagens K562 e NCI-
H292, respectivamente. Os valores correspondem a média = desvio padrdo da média de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. Cinco mil eventos foram analisados em cada experimento. *, p<0,05
quando comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste Student Newman-Keuls.

Pessoto et al. (2015) demonstrou pelo teste da anexina V que cinco derivados

tiossemicarbazénicos foram capazes de desencadear a morte e induzir apoptose em células

K562. O efeito foi dependente da concentracdo e em todos 0s compostos, as concentracdes

mais altas resultaram no aumento das populacdes em apoptose tardia e mortas. Esses

resultados foram relacionados a perda do perfil bioenergético mitocondrial e fragmentacéo do

DNA provocado pelos compostos nas células K562.
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Os resultados encontrados para as células da linhagem NCI-H292 mostraram aumento
das populacdes em apoptose inicial e tardia. Na literatura varios trabalhos demonstram a
atividade anticAncer de derivados tiosemicarbazonicos frente a linhagens de cancer de
pulméo.

Ouyang e colaboradoes (2016) avaliaram o efeito anticancer de um derivado
tiossemicarbazonico frente a linhagens de céncer de pulmédo A549 e H460 conhecidas por
serem altamente invasivas. Nesse estudo foi demonstrado que o derivado apresentou
excelente atividade antiproliferativa in vitro, inibiu a migragdo celular e induziu a morte
celular por apoptose nas células. A inducéo da apoptose foi confirmada pelo teste de anexina
V e coloragdo das células com Hoecht onde foi visualizado que a maioria das células estavam
com o nlcleo condensado e altamente fluorescente.

Zhao et al. (2017) investigou o mecanismo de morte provocado por um derivado
tiossemicarbazénico frente a linhagem de cancer de pulmdo A549. Apds o periodo de
incubacéo, foi evidenciado que o composto provocou alteragdes morfologicas apoptoticas nas
células e inibiu a capacidade invasiva das células A549. Os resultados mostraram que
composto induziu a apoptose devido o aumento na expressdao da p53 e Bax nas celulas
tratadas com o composto. O derivado também provocou parada de ciclo celular na fase G1
por meio da regulacdo negativa do complexo CDK4/Ciclina D necessario para a progressao
da fase G1 para fase S.

Esses estudos demonstram a versatilidade de mecanismo das tiossemicarbazénas e
confirmam o papel promissor desses compostos na busca de novos potencias agentes com

atividade anticancer.

5.2.2 Resultados in vivo

5.2.2.1 Teste de Toxicidade Oral Aguda

Nos testes in vitro o composto TS04 apresentou promissora atividade anticancer e
seletividade para as células cancerigenas. Esses resultados sugerem que esse composto é uma
molécula promissora, sendo relevante a continuacao dos ensaios in vivo.

O primeiro ensaio realizado in vivo foi o Teste de Toxicidade Oral Aguda. A primeira
dose administrada nos camundongos fémeas (n=3) foi 300 mg/kg. Apo6s a administracdo, 0s

animais foram observados para identificar possiveis alteragdes comportamentais, sinais
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indicativos de toxicidade e mortalidade. Nos primeiros 30 minutos morreu 1 animal e os
outros 2 morreram nas primeiras 24 horas. Esses animais apresentaram agitagdo, movimentos
estereotipados, salivagdo, contor¢do abdominal, estiramento, taquicardia e auséncia de
resposta ao toque (6bito).

Seguindo as recomendacdes do Guideline 423, o teste foi realizado novamente na dose
de 50 mg/kg e ndo houve dbito. O teste foi repetido nas mesmas condicdes e esse resultado foi
confirmando. Na avaliacdo do screening hipocratico ndo foram observados nos animais
tratados com dose de 50 mg/kg sinais toxicos ou sintomas negativos, tais como convulsdes,
irritabilidade, salivacdo, contor¢Ges abdominais, taquicardia, tremores, diarreia, sonoléncia,
letargia, hipotermia, cianose, hipnose ou coma.

De acordo com o Guia, 0 composto TS04 esta classificado na categoria 3 (50 mg/kg <
DLso < 300 mg/kg).

Os animais foram observados por 14 dias e durante esse periodo foi acompanhado o

consumo de &gua, racao e ganho de massa corporea (Tabela 10).

Tabela 10: Consumo de racdo, consumo de agua e ganho de massa corpérea dos animais tratados com o
composto TS04 (50 mg/kg) em relacdo ao grupo controle (salina), apés 14 dias de administracéo.

Gruno Consumo Consumo de Ganho de massa
P de racdo (g) agua (mL) corporea (g)
Controle 143+1,2 31,9+2,6 56+04
TS04 (50 mg/kg) 10,3+0,9 309+21 26+11

Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo, com 6 animais por grupo.

Houve reducdo no consumo de racdo dos animais tratados com TS04 o que levou a
diminuicdo no ganho de peso corporal quando comparados com o controle. Ndo houve
alteracdo significativa no consumo de agua.

Na analise macroscopica do figado, rim e baco nédo foi observado lesGes ou alteracdes
na coloracdo, forma e dimensdes dos 6rgdos. Quanto ao indice dos 6rgdos dos animais

tratados com TS04 ndo houve diferenca significativa em relacdo ao controle (Tabela 11).



89

Tabela 11: indice dos 6rgdos dos animais tratados com o composto TS04 (50 mg/kg) em relagdo ao controle
(salina), apos 14 dias de administracao.

indice dos 6rgdos (mg/g)

G ;
rupo Figado Rim Baco
Controle 62,66 + 1,6 59+0,34 6,0+0,14
TS04

(50mg/kg)  57,60+36  59+018  56+042

Os dados séo apresentados como média + desvio padrdo, com 6 animais por grupo.

Na avaliagdo dos pardmetros hematoldgicos também ndo houve alteracdes

significativas do grupo tratado em relacdo ao controle (Tabela 12).

Tabela 12: Parametros hematolégicos dos animais tratados com o composto TS04 (50 mg/kg) em relacéo ao
controle (salina), ap6s 14 dias de administracao.

Parametros Grupos
Controle TS04 (50mg/kg)
Eritrécitos (10°/mm?) 8,7+0,8 8,3+0,9
Hemoglobina (g/dL) 140+1,1 129+1,2
Hematacrito (%) 450+2,2 434+24
VCM (1) 46,5+1,9 473+16
HCM (ug) 15,8 +0,7 17,4+0,8
CHCM (%) 338+1,0 344+13
Leucdcitos (10°/mm?) 6,9+0,6 6,6 +0,5
Linfécitos (%) 455+ 3,0 449+3,.8
Plaquetas (10%/mm?) 858,7 + 17,6 848,2 + 20,5

Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo, com 6 animais por grupo.

Rodrigues e colaboradores (2018) avaliaram os parametros toxicoldgicos de um
derivado tiossemicarbazdnico. Nos testes in vitro os autores verificaram baixa citotoxicidade
frente a células progenitoras da medula dssea e auséncia de hemdlise em eritrocitos humanos.
No ensaio de Toxicidade Oral Aguda foi administrado uma dose Unica de 2.000 mg/kg em
camundongos. Os animais foram observados durante 14 dias e ndo foram verificados sinais

clinicos de toxicidade ou morte. A andlise histopatolégica dos érgdos também néo
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demonstrou alterac6es. Sendo assim, o composto foi classificado na categoria 5 (DLso > 2000

mg/Kg), 0 que sugere baixa toxicidade sistémica.

5.2.2.2 Avaliagéo da atividade antitumoral

As doses testadas na atividade antitumoral foram escolhidas de acordo com resultado
do ensaio de Toxicidade Oral Aguda e representam cerca de 1/10 da DLs.

O composto TS04 apresentou atividade antitumoral elevada, inibindo de forma dose-
dependente o crescimento tumoral dos grupos tratados em relagcdo ao controle. As taxas de
inibicdo foram: 20% para a dose de 5 mg/kg, 42% para a dose de 10 mg/kg, 62% para a dose
de 20 mg/kg e 82% para a dose de 30 mg/kg. A doxorrubicina foi utilizada como padrdo e

inibiu o crescimento tumoral em 60% (Figura 26).

Figura 24: Determinagdo da massa tumoral dos animais transplantados com o carcinoma de Ehrlich, apds 7 dias
de tratamento com salina v.o (controle negativo), doxorrubicina (1,5 mg/kg, i.p.) e composto TS04 v.0, nas doses
de 5, 10, 20 e 30 mg/kg.

Peso do tumor (g)

D 5 10 20 30 (mg/Kg)

TS04
C (controle negativo) D (doxorrubicina). Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo de 6 animais. (*

representa p<0,05) comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Student
Newman-Keuls.

Vérios autores estudaram a atividade antitumoral de derivados tiossemicarbazdnicos

utilizando o mesmo modelo do presente estudo ou modelos tumorais semelhantes.
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Oliveira et al. (2015) sintetizaram e investigaram o efeito anticAncer de derivados
tiossemicarbazonicos in vitro e in vivo. Os resultados obtidos in vitro demonstraram que 0s
compostos foram capazes de inibir a proliferacdo celular. O composto que apresentou o
melhor perfil antiproliferativo in vitro foi escolhido para estudos adicionais na citometria de
fluxo e ensaios in vivo. Os autores avaliaram o efeito antitumoral do composto em modelo de
tumor sélido de Carcinoma de Ehrlich em camundongos e todas as doses testadas foram
capazes de inibir o crescimento do tumor, destacando as tiossemicarbazonas como uma classe
promissora na pesquisa de novos agentes anticancer.

Liu e colaboradores (2014) avaliaram o efeito anticAncer de um derivado
tiossemicarbazbnico heteroaromatico. O efeito antiproliferativo foi avaliado frente a um
painel de 10 linhagens de cancer. Apds 48 h de incubacdo a viabilidade de todas as linhagens
tinha reduzido e faixa de Cls ficou entre 0,3 — 6,6 uM. Os efeitos antitumorais in vivo foram
avaliados em modelos de melanoma de rato (B16), cancer de colon de camundongo, cancer de
pulmdo humano (A549) e cancer de ovéario humano (SK-OV-3). Em todos os modelos o
composto inibiu o crescimento tumoral em mais de 70% na maior dose testada (32 mg/kg).

Os resultados encontrados nos trabalhos citados acima estdo em conformidade com os
resultados encontrados para composto TS04 que inibiu de forma potente o crescimento
tumoral dos animais transplantados com Carcinoma de Ehrlich.

A Tabela 13 apresenta os valores referentes ao aumento da massa corporea e o indice
dos 6rgéos. O ganho de peso pelos animais foi menor com o0 aumento da dose administrada do
composto TS04. A dose de 30 mg/kg foi a que apresentou 0 menor ganho de peso corporal,
isso provavelmente ocorreu devido a diminuicdo da massa tumoral, como também menor
ingesta de racdo. No ensaio de Toxicidade Oral Aguda, o grupo tratado com a dose de 50
mg/kg ingeriu menos racao que o grupo controle e consequentemente teve menor ganho de
peso corporal. Com relacdo ao indice dos 6rgaos, ndo houve variacao significativa entre 0s
orgaos dos animais tratados com as diferentes doses do composto TS04 e os érgdos dos
animais tratados com salina (controle negativo). Na analise macroscopica também nao foi
observado alteracbes ou lesbes nos grupos tratados com TS04 e todos estavam com

caracteristicas semelhantes ao grupo controle negativo.
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Tabela 13: Aumento da massa corpdérea e indice dos 6rgdos dos animais tratados com doxorrubicina (1,5 mg/kg,
i.p.) e composto TS04 (5, 10, 20 e 30 mg/kg, vo) em relacdo ao controle (salina), apos 7 dias de administracao.

Grupo  Aumento da massa : indice dos (’)_rgéos (mg/g)
corporea (g) Figado Rim Bago

Controle 114+£1,0 76,54 + 5,85 12,34+ 1,10 7,40 £ 0,69

Doxo 4,9 +0,5* 68,68 + 4,78 13,73+ 0,98 8,24 +0,81
5 mg/Kg 9,8 +0,8* 62,50 + 6,06 10,41+ 0,78 5,20+ 0,48
10 mg/Kg 9,1+0,7* 64,17 £ 5,43 13,36 £ 0,91 5,34+ 0,51
20 mg/Kg 8,3+0,7* 62,84 + 4,89 10,92 +0,74 5,46 £ 0,41
30 mg/Kg 3,0+0,1* 61,76 £5,12 11,76 £ 0,92 5,88 + 0,60

Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo de 6 animais. (* representa p<0,05) comparado com 0
grupo controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Student Newman-Keuls.

A avaliacdo dos parametros hematologicos é extremamente importante na pesquisa de
novos agentes anticancer, visto que, 0s quimioterapicos tradicionais utilizados na clinica
atuam no tecido hematopoiético provocando efeitos colaterais graves como imunossupressao
e anemia (TARRICONE et al., 2016).

O composto TS04 nao provocou alteracbes nos parametros hematoldgicos avaliados
(Tabela 14). Esses resultados corroboram com Mohammud e colaboradores (2013) que
sintetizaram um derivado tiossemicarbazénico e avaliaram a atividade anticancer in vivo no
modelo Carcinoma Ascitico de Ehrlich em camundongos albinos swiss. Os autores avaliaram
a inibicdo do crescimento das células tumorais, peso do tumor, tempo de sobrevida e
parametros hematologicos. Foi verificado que o derivado tiossemicarbozonico reduziu
significativamente a taxa de crescimento das células tumorais, diminuiu o0 peso do tumor,

aumentou o tempo de vida dos animais tratados e ndo alterou os parametros hematolégicos.
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Tabela 14: Pardmetros hematoldgicos dos animais tratados com doxorrubicina (1,5 mg/kg, i.p.) e composto
TS04 (5, 10, 20 e 30 mg/kg, v.0) em relagdo ao controle (salina), apds 7 dias de administracgao.

Grupos
Pardmetros Doxo TS04 TS04 TS04 TS04

Controle (1,5 mg/kg) (5 mg/Kg) (10mg/Kg) (20 mg/Kg) (30 mg/Kg)
Eritrécitos (106/mm3) 74+04 6,3+0,6 7,707 7,705 74+04 7,6+0,8
Hemoglobina (g/dL) 13,0+0,8 115+0,8 138+12 13,9+0,7 13,1+0,6 12,8+1,2
Hematdcrito (%) 38417 325+£3,2 40,8 + 3,7 40,1+2,2 38,4+25 38,6 £5,2
VCM (1) 52,2+2,7 50,5+2,3 52,7+0,5 52,0+1,3 52,3+0,8 50,6 £1,3
HCM (ug) 176+1,1 18,0 £0,9 18,1+0,4 18,0 +0,5 17,8 +0,3 16,9+0,6
CHCM (%) 33,8+0,6 356+1,8 34,3+0,5 34,6 +£0,3 341+£1,0 33,4+19
Leucocitos (1O3lmm3) 101+£23 123+26 109+27 11,7+£15 105+1,9 15,6 + 3,7
Linfdcitos (%) 442 +24 414+43 42,7+4,9 46,4 +7,7 47,2 4,0 30,6 £3,9
Plaguetas (10°/mm®) 834+342 7618+736* B848+886 8494+730 851,3+84,7 853,2+658

Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo de 6 animais. (* representa p<0,05) comparado com o

grupo controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Student Newman-Keuls.

O figado e o rim estdo envolvidos nos processos de desintoxicagdo do organismo,

atuam desde o metabolismo até a excrecdo de metabdlitos. Devido as funcGes executadas por

esses oOrgaos, eles estdo vulneraveis a danos, sendo importante monitorar possiveis efeitos

toxicos hepaticos e renais provocados por novos agentes em estudo. As lesdes nos hepatocitos

podem ser detectadas através da mensuracdo de enzimas séricas como FA (Fosfatase

Alcalina), TGO (Transaminase Glutamico Oxalacética) e TGP (Transaminase Glutamico

Pirtvica). Ja os indicadores da funcdo renal sdo as concentracbes de creatinina, ureia,

albumina, globulina e proteinas totais, por exemplo (AL-MUKHAINI et al., 2017).

Visando detectar possiveis sinais de toxicidade hepética e renal nos animais tratados

com o composto TS04 foram avaliados parametros bioguimicos associados a esses 6rgaos. Os

valores obtidos dos estdo demonstrados na Tabela 15.
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Tabela 15: Pardmetros bioquimicos dos animais tratados com doxorrubicina (1,5 mg/kg, i.p.) e composto TS04
(5, 10, 20 e 30 mg/kg, vo) em relacdo ao controle (salina), ap6s 7 dias de administracéo.

Grupos
Parametros Doxo TS04 TS04 TS04 TS04

Controle (1,5 mg/kg) (5 mg/kg) (10 mg/kg) (20 mg/kg) (30 mg/kg)
Fosfatase
alcalina (U/L) 126,0+ 105 1595+12,1* 1296 +11,1 128,0+ 11,4 143,0 £ 10,9* 157,4 +11,1*
TGO (U/L) 1488+114 531,5+11,3* 155,6 + 14,5 169,0 + 18,8*  182,2+19,3* 195,4 +22,1*
TGP (U/L) 52,8+4,1 161,8 + 16,0* 60,8 +6,5 67,8 £5,9* 69,8 +£5,9* 71,8+5,1*
Albumina (g/dL) 1,9+0,01 1,8+0,02 2.1+0,02 2,1+0,03 2,3+0,02 2,2+0,01
Globulina (g/dL) 2,0+ 0,01 1,9+0,02 2,1+0,02 2,0+0,02 2,3+0,02 2,0+ 0,02
Proteinas Totais
(g/dL) 3,9+0,2 44+0,3 42+0,3 41+04 43+04 45+0,3
Ureia (mg/dL) 42,6 +4,3 45,8 + 3,6 374+34 36,8+3,6 49,8+5,0 50,2+5,0
Creatinina
(mg/dL) 0,3+0,01 0,3+0,01 0,3+0,01 0,3+0,03 0,3+0,03 0,3+0,01

Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo de 6 animais. (* representa p<0,05) comparado com o
grupo controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Student Newman-Keuls.

Nos resultados encontrados foi verificado um discreto aumento na Fosfatase Alcalina
(FA) nos animais tratados com as doses de 20 e 30 mg/kg e aumento nas transaminases (TGO
e TGP) nos animais tratados com as doses de 10, 20 e 30 mg/kg.

O tratamento com a doxorrubicina provocou aumento consideravel da FA e das
transaminases, principalmente da TGO.

Kpomah e Kpomah (2017) avaliaram o perfil toxicologico hepéatico de quatro
derivados tiossemicarbazonicos em ratos Wistar. Os derivados foram testados nas doses de 25
e 50 mg/kg. Apos cinco dias de tratamento por via oral, os animais foram eutanasiados e em
seguida coletadas amostras de sangue para andlises bioquimicas e avaliacdo da atividade
hepatica. O tecido hepéatico também foi extirpado para preparacdo e posterior exame
histopatoldgico.

Nos resultados encontrados os autores verificaram que um dos derivados nas duas
doses testadas provocou um discreto aumento na proporcao do figado/peso corporal. Apenas
um derivado alterou na dose 50 mg/kg a bilirrubina total e conjugada, albumina, globulina e
razdo albumina/globulina e outros dois derivados provocaram aumento significativo da FA,
TGO e TGP. Esses resultados apontaram para possiveis alteracdes nas funcdes hepaticas,

porém o exame histopatoldégico do figado demonstrou que os grupos tratados com 0s
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derivados apresentaram semelhanga com o grupo controle que manteve a arquitetura dos

I6bulos hepéticos preservados, hepatdcitos normais e tecido sem caracteristica de inflamacé&o.

5.2.2.3 Teste de microndcleo

Na Tabela 16 estdo expressos os resultados da avaliacdo do efeito mutagénico no
tratamento agudo com composto TS04.

Nos resultados apresentados, ndo houve diferenca estatistica entre o controle negativo
e 0 grupo tratado com TS04, o que demonstra a auséncia de efeito mutagénico. O grupo
tratado com ciclofosfamida apresentou um aumento significativo no namero de microndcleos

(MN) quando comparado com o controle negativo.

Tabela 16: Frequéncia de Eritrécitos Policromaticos Micronucleados (EPCMN) em um total de 2000 células
analisadas por animal, apds 24 horas de tratamento agudo (dose Unica) com composto TS04 (50 mg/kg, VO),
ciclofosfamida (50 mg/kg, i.p.) e salina (controle negativo, VO).

Tratamento EPCMN/2000 EPCs
Controle 3,1+03
Ciclofosfamida 50 mg/kg 226+1,8"
TS04 50 mg/kg 46+0,5

Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo de 5 animais. (* representa p<0,05) comparado com o
grupo controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Student Newman-Keuls.

Blau et al. (2013) avaliou o potencial mutagénico de trés derivados aril-
tiossemicarbazénicos que se destacaram como antichagasicos in vitro. O teste de
mutagenicidade foi realizado no sangue periférico de camundongos albinos Swiss e 0s
pesquisadores observaram que houve baixa frequéncia de micronucleos nos animais tratados
com os derivados aril-tiossemicarbazénicos quando comparados com o controle negativo
(salina) e controle positivo (ciclofosfamida). Os resultados encontrados no estudo citado
acima  corroboram com o0s resultados encontrados para o composto TS04, pois foi
demonstrado baixa frequéncia de NM nos animais tratados com o derivado TS04.

Os quimioterapicos citotoxicos utilizados para tratar o cancer inibem a replicacdo
celular através da acdo direta ou indireta no DNA e por isso, podem induzir efeitos
mutagénicos. Um exemplo disso € a ciclofosfamida, um agente alquilante amplamente

utilizado no tratamento do cancer, mais devido seu mecanismo de acdo, induz a formacéo de
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microntcleos, mutagdes genéticas e aberragdes cromossdmicas. Em consequéncia disso, 0
aparecimento de novos tumores estao entre as reag0es tardias provocadas pela ciclofosfamida.
Estudos mostram que ha um aumento na incidéncia de cancer de bexiga e adenocarcinoma de
es6fago e pulméo dois anos ap6s o tratamento com esse quimioterapico (MOHAMED; ALY,
2018).

Assim como a ciclofosfamida, varios outros compostos possuem caracteristicas
mutagénicas e sdo capazes de interagir com o material genético provocando alteracdes
estruturais ou numéricas nos cromossomos que podem resultar na ativacdo ou inativacdo de
genes envolvidos no aparecimento do cancer e de outras doengas hereditarias e degenerativas
(BUYEL, 2018).

Em face disso, as agéncias reguladoras como a Food and Drug Administration (FDA),
a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) e Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, Brasil) exigem que nos testes de seguranca de candidatos a farmacos,
estejam inclusos testes de mutagénicidade e que sejam realizados antes do inicio dos ensaios
clinicos em humanos (ALCANTAR-DIAZ et al., 2012).

Os testes de mutagénicidade podem ser realizados in vitro e in vivo utilizando varios
organismos diferentes e se baseiam na busca de formacdo de micronucleos durante a mitose.
Esses testes sdo amplamente utilizados pela epidemiologia molecular para monitorar danos
cromossdmicos em populacdes expostas a agentes mutagénicos. O teste de micronudcleo em
roedores esta incluso em praticamente todas as baterias de teste para avaliacdo da
mutagénicidade, sendo aceito pelas agéncias como parte dos testes para validar novos
medicamentos (NERSESYAN et al., 2016).

A realizacdo da técnica em sangue periférico de camundongos apresenta a vantagem
de a populacdo celular ser mais uniforme, facilitando a analise. Além disso, a coleta e
preparacdo das amostras de sangue sdao mais simples e podem ser retiradas repetidamente da
cauda dos animais, permitindo assim, que um mesmo animal possa fornecer varias amostras

de material, sem a necessidade de eutanasia (HAYASHI et al., 1990).
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6 CONCLUSAO

Dos 14 derivados aril-semicarbazonicos avaliados, sete tiveram aClspde 72 h
determinada e foram testados frente a diferentes proteinas quinases. Diante dos resultados
encontrados nesses testes, os derivados 3c e 4a foram escolhidos para o estudo do mecanismo
de acdo. Os resultados demonstraram que esses compostos apresentam atividade anticancer
por inducéo da apoptose. O derivado 4a foi mais citotdxico e também apresentou acéo sobre a
membrana das células. Os dois compostos induziram a apoptose por meio da inibicdo de
proteinas quinases, despolarizacdo mitocondrial, parada do ciclo celular e fragmentagdo
do DNA.

Da série dos derivados aril-tiossemicarbazonicos, o derivado TS04 apresentou potente
atividade antiproliferativa frente as linhagens de cancer testadas e seletividade para as células
tumorais. No estudo do padrdo de morte celular as propriedades anticancer
do composto foram confirmadas por varios ensaios que comprovaram a indugdo de morte por
apoptose. Nos testes in vivo, TS04 apresentou elevado potencial antitumoral e ndo induziu
efeitos mutagénicos nos animais tratados.

Assim, ¢é possivel conclui que os derivados aril-semicarbazénicos e aril-
tiossemicarbazdnicos estudados sdo potentes agentes anticancer e podem ser eleitos para a
continuidade dos testes visando estudos complementares necessarios para o desenvolvimento

de novos medicamentos para tratar o cancer.
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