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RESUMO

O céancer € umas das principais causas de morte em todo mundo, apesar dos
avancos em relacdo aos tratamentos disponiveis eles possuem ainda baixa
seletividade e muitos efeitos colaterais. A imunodulagéo representa uma nova
estratégia para o tratamento dos pacientes com cancer. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a atividade anticancer, imunomoduladora e a toxicidade aguda e subcronica
de derivados tiazolftalimidicos (FTs e AMS). Inicialmente avaliou-se o efeito
citotéxicos destes derivados em células normais (PBMCs) de voluntarios. Também
foram avaliados a capacidade de inibicdo de formacbes de clones, da inibicdo
migracdo celular, da alteracdo do ciclo celular e da indugcdo de morte.
Posteriormente foi avaliado a citotoxicidade em diversas linhagens tumorais nas
concentracfes entre 1 e 100 uM. Além de avaliar a imunomodulacdo dos derivados
tiazolftalimidicos (FTs) em esplendcitos de Balb/C estimulados com ConA. Para os
derivados AM1b e AM1ftambém foi avaliado a toxicidade aguda e subcrénica, mas
ndo a imunomoduladora. Frente as PBMCs os derivados tiazolftalimidicos néo
apresentaram citotoxicidade até 100 uM. Frente as células tumorais Panc-1, Sk-Mel-
28 e PC-3 o derivado FT-12 apresentou Clso entre 31,54uM +1,33a 71,92uM +1,31.
O derivado FT-9 apresentou atividade antineoplasica de 59,11uM +4,48(K562) e
64,42uM+6,36 (Molt-4).0 derivado FT-12 induziu a diminuicdo de formacéo declones
em PC-3 e Panc-1, inibibiu a migracdo de Panc-1 além de induziro aumento da
morte por necrose e clivagem de parp na linhagem Panc-1. Os derivados FT-3 e 4
inibiram as citocinas antiinflamatérias IL-4 e IL-10, ja o derivado FT-6 estimulou a
producdo dessas citocinas. FT-3 e 8 inibiram a producdo das citocinas pro
inflamatérias IL-17A, INF-y, TNF-o,IL-6 e IL-2. Oderivado AM1b apresentou
atividade antineoplasica frente as linhagens de cancer de prostata Du-145 (17,19
uM+0,82) e de cancer de pancreas Panc-1(11,22uM #2,75,). J& o derivado AM1f
apresentou atividade frente a todas as linhagens avaliadas com Clso entre 14 a 26
uM. Nas células de cancer de pancreas e prostata o derivado AM1f reduziram a
formacéo de clones, além de inibir a migracdo celular e induzir um arrasto na fase
GO0/G1 em Panc-1 e um aumento na fase S-G2/M na linhagem PC-3, principalmente
na concentracdo do dobro do CI50.Frente a inducdo da morte celular o AM1f
aumentou significativamente a apoptose e a necrose na linhagem PC-3, ele também
induziu o aumento da senescéncia nas células Du-145, Panc-1 e Mia-paca-2. No
ensaio de toxicidade aguda os derivados AM1b e AM1f ndo induziram alteracdes
significativas em relacdo ao grupo néo tratado. Mas no ensaio da toxicidade
subcronica o AM1b induziu alta toxicidade com morte de 5 animaise alteracdes
biogquimicas e hematoldgicas, o que nao foi observado como no ensaio com ocAM1f.
Desta forma conclui-se que em relacdo a atividade antineoplasicas os derivados
tiazolftalimidicos que apresentaram melhor atividade foram os FT-12 e o AM1f. O
AM1f aléem de apresentar menor toxicidade tanto no ensaio de toxicidade aguda
como no de toxicidade subcrénica. Ja os derivados FT-3, 6 e 8 apresentaram
atividade imunomoduladora.

Palavras-chave:Antineoplasico. Toxicidade. Anticancer.



ABSTRACT

Cancer is one of the main causes of death worldwide, despite advances in relation to
available treatments, they still have low selectivity and many side effects.
Immunodulation represents a new strategy for the treatment of cancer patients. The
objective of this work was to evaluate the anticancer, immunomodulatory activity and
the acute and subchronic toxicity of thiazolphthalimide derivatives (FTs and AMS).
Initially, the cytotoxic effect of these derivatives on normal cells (PBMCs) of
volunteers was evaluated. The ability to inhibit clone formation, inhibition of cell
migration, alteration of the cell cycle and death induction were also evaluated.
Subsequently, cytotoxicity was evaluated in several tumor strains at concentrations
between 1 and 100 uM. In addition to evaluating the immunomodulation of
thiazolphthalimide derivatives (FTs) in Balb/C splenocytes stimulated with ConA. For
AM1lb and AMI1f derivatives, acute and subchronic toxicity, but not
immunomodulatory toxicity, was also evaluated. In view of PBMCs,
thiazolphthalimidic derivatives did not show cytotoxicity up to 100 mM. In view of the
tumor cells Panc-1, Sk-Mel-28 and PC-3, the derivative FT-12 presented IC50
between 31.54uM + 1.33 to 71.92uM % 1.31. The FT-9 derivative showed
antineoplastic activity of 59.11uM * 4.48 (K562) and 64.42 uM + 6.36 (Molt-4). The
FT-12 derivative induced a decrease in the formation of clones in PC-3 and Panc-1,
inhibited the migration of Panc-1 in addition to inducing an increase in death by
necrosis and parp cleavage in the Panc-1 strain. Derivatives FT-3 and 4 inhibited the
anti-inflammatory cytokines IL-4 and IL-10, while derivative FT-6 stimulated the
production of these cytokines. FT-3 and 8 inhibited the production of the pro-
inflammatory cytokines IL-17A, INF-y, TNF-a, IL-6 e IL-2. The AM1b derivative
showed antineoplastic activity against the Du-145 prostate cancer strains (17.19 uM
+ 0.82) and Panc-1 pancreatic cancer (11.22uM £ 2.75,). The AM1f derivative, on the
other hand, showed activity against all strains evaluated with IC50 between 14 and
26 uM. In pancreatic and prostate cancer cells, the AM1f derivative reduced the
formation of clones, in addition to inhibiting cell migration and inducing a drag in the
GO0/G1 phase in Panc-1 and an increase in the S-G2/M phase in the PC-3 line,
mainly in the concentration of double the IC50. Faced with the induction of cell death,
AML1f significantly increased apoptosis and necrosis in the PC-3 strain, it also
induced an increase in senescence in Du-145, Panc-1 and Mia-paca-2 cells. In the
acute toxicity test, derivatives AM1b and AM1f did not induce significant changes in
relation to the untreated group. But in the subchronic toxicity test, AM1b induced high
toxicity with the death of 5 animals and biochemical and hematological changes,
which was not observed as in the AM1f test. Thus, it is concluded that in relation to
antineoplastic activity, the thiazolphthalimide derivatives that showed the best activity
were FT-12 and AM1f. AM1f, in addition to presenting less toxicity in both acute and
subchronic toxicity tests. FT-3, 6 and 8 derivatives, on the other hand, showed
immunomodulatory activity.

Key-words: Antineoplastic. Toxicity. Anticancer.
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1 INTRODUCAO

O céancer é caracterizado como um conjunto de doengas que tém em comum
o crescimento desordenado de células e a invaséo aos tecidos e érgaos adjacentes,
podendo ocorrer adesseminacdo para outras regides do corpo. Essas células
apresentam um crescimento desordenado em decorréncia do acumulo crescente de
alteracdes genéticas, que afetam as principais vias moleculares e, por conseguinte,
alteram os processos de proliferacdo e de morte celular. Desta forma,as células
tumorais passam a se dividir rapidamente e incontrolavelmente dando origem aos
tumores propriamente ditos (PEREZ-HERRERO; FERNANDEZ-MEDARDE,
2015;HANAHAN E COUSSENS, 2012).

O impacto global, dessa doencga, continua aumentando e grande parte disso
se deve ao envelhecimento e crescimento populacional, a adocdo de
comportamento de risco, como também, como a falta de praticar exercicio fisico, a
ma alimentacdo e a maior exposicdo aagentes carcinogénicos. O cancer € a
segunda causa de morte no Brasil e no mundo (FERLAY et al., 2014). Segundo a
organizacdo mundial da saude (OMS) a incidéncia para o ano de 2018 foi de 18,1
milhdes de casos e que para 2040 estima-se que sejam 29,5 milhdes de indiciduos
afetados por essa doenca (GLOBOCAN, 2018). De acordo com a estimativa do
Instituto Nacional do Cancer (INCA) foram aproximadamente 600 mil novos casos
para o ano de 2018 (INCA, 2017a) no Brasil.

O conceito atual de cancer leva em consideracdo a influéncia das células
tumorais sobre o microambiente no qual estdo inseridas, eeste influenciara tanto as
células normias como as células tumorais no desenvolvimento, na progressao e na
evasdao das células neoplasicas (HANAHAN E WEINBERG, 2011). O microambiente
tumoral possui uma dinamica diferente dos tecidos normais, pois € regulado pelas
necessidades das células tumorais(ARNETH, 2020;HANAHAN E WEINBERG,
2000). Dessa maneira, 0 microambiente tumoral € um potencial alvo terapéutico uma
vez que, promover alteracdes neste ambiente, pode facilitar a inducdoa morte das
células neoplasicas. Assim a busca de moléculas que possam atuar alterando o
microambiente com a finalidade de desestruturar a rede de sustentagcéo tumoral vem
ganhado espaco nos ultimos anos(SHNAIDER et al., 2020;CHAMMAS et al, 2010).

A inflamacdo, caracteristica marcante do microambiente tumoral, €
fundamental para o desenvolvimento, estimulo e manutencdo das células tumorais.

A inflamacgédo persistente no tecido e favorece o surgimento de células neoplasicas
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(QU; TANG; HUA, 2018;CAVALLO et al., 2011). O processo inflamatoério contribui na
tumorigénese por fornecer diversos fatores de crescimento que sustentam
sinalizacao proliferativa, fatores de sobrevivéncia que inibem a morte celular e
fatores angiogénicos que induzem a formacdo de novos vasos para nutrir as células
tumorais em crescimento. Ademais, vale salientar que células do microambienten
tumoral liberam enzimas que modificam a matriz extracelular, como as
metaloproteinases, que a degradam favorecendo os processso de a angiogénese,
invasdo e metastase (ARMSTRONG et al., 2018;CAVALLO et al., 2011).

Aeficacia dos farmacosantineoplasicos varia de acordo com o tipo de cancer,
com as condicdesfisioldégicas do paciente e com grauouestagio em que se encontra
o tumor. Atualmente, a principal abordagem terapéutica para o tratamento dos
pacientes com cancer é a quimioterapia sistémica difusa a qual, na maioria das
vezes, Uutiliza agentes citostaticos. Esses medicamentos induzem a apoptose e ou
inibem a progresséao do ciclo celular. Entretanto, ndo agem seletivamente e possuem
um baixo indice terapéutico e inumeros efeitos colaterais, comonauseas,
mielotoxicidade e cardiotoxicidade (ARIAS, 2011; RUHLE et al., 2018).

Desta forma a busca de novos agentes quimioterapicos é de extrema
relevancia para que sejam encontradas alternativas eficazes no tratamento contra
neoplasias (PEREZ-HERRERO; FERNANDEZ-MEDARDE, 2015). Ademais, é de
fundamental importancia o desenvolvimento de medicamentos de segunda escolha
em casos de pacientes com resisténcia terapéutica aos farmacos convencionais. A
resisténcia aos quimioterapicos € um dos maiores obstaculos que interferem
significativamente na eficiéncia do tratamento quimioterapico. A avaliacdo de novos
agentesé, portanto necessaria para que os tratamentos sejam mais seletivos e
eficientes para os diferentes tipos de tumores (HAJJI et al., 2018; GONZALEZ-
SANCHEZ et al., 2011).

Assimpode-se utilizar ferramentas da Quimica Medicinal para a sintese de
novosmedicamentos a partir da combinacdo de ndcleos farmacoféricos distintos em
uma unica entidade quimica. A este processo denomina-se hibridizacdo molecular,
gue visa desenvolver novas entidades quimicas mais potentes, eficazes e seguras
do que os tratamentos existentes (PITTA et al., 2013). Essa estratégia une dois ou
mais gruposfarmacoféricos com atividades biolégicas ja relatadas para dar origem a
uma nova molécula visando um aumentar sua atividade biologica (CHAGAS et al.,
2017;0OLIVEIRA et al., 2015).
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Um grupo farmacoférico, bastante utilizado pela Quimica Medicinal, € o grupo
tiazolidina-1-4-diona, composto por um anel heterociclico que possuem em sua
estrutura atomos de oxigénios, enxofre, nitrogénio e carbono. Esse anel possui
diversas atividades bioldgicas relatadas como antidiabético, anticancer, anti-artritico,
antiinflamatdério, antimicrobiano (KAUR MANJAL et al., 2017).

Outro grupo farmacoférico bastante estudado € o ftalimidico, esse anel ficou mais
conhecido por fazer parte da estrutura quimica da talidomida. Esta molécula,
comercializada para enjoo, causou a focomelia, deficiéncia no desenvolviemtos dos
membros enter outras comorbidades, em diversos bebésnas década de 50 e 60
(MORO e INVERNIZZI, 2017). Atualmente, a talidomida e outros analogos séo
utiizados para o tratamento de Idpus eritrematoso sistémico refratario,
mielodisplasias e mieloma mdltiplo (WINTER et al., 2015). O anel ftalimidico possui
diversas atividades relatadas na literatura como analgésicas, anticonvulsivantes,
antituberculose, hipolipidémico, ansiolitico, antiinflamatoério, antimicrobiana e
antipsicotica (ALIANCA et al., 2017).

Desta forma o presente estudo visa avaliar a atividade antitumoral e
imunomoduladora de derivados Ftalimido-tiazol como estratégia terapéutica frente a
diversas linhagens tumorais, como também avaliar a toxicidade aguda e subcronicas

de novos derivados.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA E FATORES DE RISCO ASSOCIADOS AO CANCER

O cancer é a segunda causa de mortalidade no Brasil e no mundo. Segundo o
INCA, as neoplasias séo classificadas como doencgas e agravos ndo transmissiveis
(DANT). Estimou-se que, em 2018, dos 36 milhdes de 6bitos ocorridos no Brasil,
21% destes foram devido a complicacdes das neoplasias(INCA, 2017b).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), os dados referentes
a incidéncia de cancer demonstram que importantes transicbes demogréaficas e
epidemiologicas globais estédo acontecendo. Essas modificagbes sdo caracterizadas
pelo aumento da longevidade como também a mudanca dos habitos alimentares.
Isso tem um impacto relevante no aumento da incidéncia de neoplasias nas
proximas décadas, o que ocorera principalmente em paises com baixo e médio
desenvolvimento. A sobrevida dos pacientes com céancer é maior em paises e
regides mais desenvolvidas. Desta forma, ha uma variabilidade das taxas de
mortalidade por causa do cancer em todo o mundo (FERLAY et al., 2015).

No ano de 2018 ocorreram 18 milhdes de novos casos e desseocorereram
9,2 milhdes de bbitos(INCA, 2019). Destaca-se também um discreto predominio do
sexo masculino tanto na incidéncia (53%) quanto na mortalidade (57%) causadas
por neoplasias. Os dados do Globocan (Observatorio de cancer global)
demonstraram que os tipos de cancer mais incidentes no mundo foram: pulméo (1,8
milhdo), mama (1,7 milh&o), intestino (1,4 milh&o) e préstata (1,1 milhdo). Nos
homens, os mais frequentes foram: pulmao (16,7%), prostata (15,0%), intestino
(10,0%), estbmago (8,5%) e figado (7,5%). Em mulheres, as maiores frequéncias
foram encontradas pra cancer de mama (25,2%), intestino (9,2%), pulméao (8,7%),
colo do utero (7,9%) e estdmago (4,8%) (Bray et al., 2018).

No Brasil, os dados do INCA indicam que, para o biénio 2020-2022, a
incidéncia sera de 625 mil casos de cancer, como pode ser observado na figura 1.
As neoplasias mais incidentes em homens serdo préstata, pulméo, coélon e reto, ja
em relacdo as mais incidentes em mulheres serdo eles: mama, coélon e reto e colo
do utero (INCA, 2019).
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Figura 1 — Distribuicdo proporcional dos tipos de neoplasias com maiores taxa de incidéncia no Brasil
estimados para 2020-2022, por sexo, exceto pele ndo melanoma. Fonte: INCA, 2019.

Localizagao Primaria Casos o Localizagao Primaria Casos o

Préstata 65.840 29,2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 29,7%

Colon e reto 20.520 9,1% Cdlon e reto 20.470 9,2%

Traqueia, brénquio e pulmao 17.760 7,9% Colo do dtero 16.590 7.4%

Estomago 13.360 5,9% Traqueia,brénquio e pulmao 12.440 5,6%

Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 5.4%

Es6fago 8.690 3,9% Estdmago 7.870 3.5%

Bexiga 7.590 3,4% Ovério 6.650 3,0%

Linforna nao Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do utero 6.540 2,9%

Laringe 6.470 2,9% Linfoma nao Hodgkin 5.450 2,4%

Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

A distribuicdo de incidéncia de neoplasias varia regionalmente, a regiao
Sudeste possui maior taxa de incidéncia (mais de 60%) seguida pelas regides
Nordeste (27,8%) e Sul (23,4%). A incidéncia da regido Nordeste (Figura 2) € bem
semelhante a do Brasil, mas vale ressaltar que o cancer de prostataem homens e o
cancer de colo de utero em mulheres tém uma incidéncia maior que no resto do
pais(INCA, 2019).

Figura 2— Distribuicdo proporcional dos tipos de neoplasias com maiores taxa de incidéncias no
Nordeste estimados para 2020, por sexo, exceto pele ndo melanoma. Fonte: INCA, 2019.

Localizagao Primdria Casos % Localizagdo Primdria Casos %

Prostata 20.570 40,7% Homens Mulheres Mama feminina 13.190 27,3%
Traqueia, brénquio e pulmio 3120 6,2% Colo do utero 5.250 10,9%

Estdmago 3.000 59% Colon e reto 3.220 6,7%

Colon e reto 2.540 5,0% Tragueia, brnquio e pumdo  2.640 5,5%

Cavidade Oral 2.180 4,3% Glandula tireoide 2.360 4.9%

Esdfago 1.580 31% Estdmago 2.090 4,3%

Leucemias 1.430 2,8% Qvario 1.690 3,5%

Laringe 1.420 2,8% Corpo do ttero 1.520 3.1%

Sistema nervoso central 1.340 2,7% Sistema nervoso central 1.250 2,6%

Linfoma nao Hodgkin 1.120 2,2% Leucemias 1.210 2,5%

Quando comparamos o estado de Pernambuco com a capital Recife, para o
ano de 2020, os dados demonstram que a incidéncia é maior na capital de todas as
neoplasias, e em ambos os sexos (Figura 3). Nos homens, é esperado uma maior
incidéncia das neoplasias de prostata, pulméo, célon e reto e estbmago, como
ocorre no Brasil. No caso das mulheres, espera-se mama, célon e reto e colo do

utero, refletindo o que ocorre tanto no Brasil como na regido Nordeste (INCA, 2019).
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Figura 3 —Taxas brutas de incidéncia estimadas para 2020 por sexo, segundo estado de Pernambuco
e capital Recife para 2020, por sexo (dados para 100 mil habitantes). Fonte: INCA,2019.
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Os fatores geograficos devem ser observados pois irdoinfluénciar a incidéncia
de determinados tipos de neoplasias. Isto se deve, possivelmente, por refletirem os
héabitos de vida de determinada populacdo. E notavel a influéncia dos habitos
alimentares no que se refere ao consumo acentuado de comidas industrializadas.
Este fendbmeno ocorre em todo o mundo e afeta principalmente os paises em
desenvolvimento, como € o caso do Brasil. Outros fatores de risco ligados ao estilo
de vida, como por exemplo, o consumo de bebidas alcodlicas, a baixa ingestdo de
frutas e vegetais, o alto consumo de carnes vermelhas e de alimentos processados,
a obesidade, o tabagismo e a inatividade fisica (Figura 4) sdo fatores que podem

influenciam o desenvolvimento de neoplasias (ARNOLD et al., 2017).

Figura 4 —Fatores de riscos associados ao desenvolvimento de cancer no Brasil e no Mundo. Fonte:

INCA, 2015.
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Vale ressaltar que os fatores hereditarios, as mutacdes genéticas familiares a
exemplo BRCA1 e BRCA2, contribuem em menor escala e dependera
principalmente do tipo de cancer e do histérico familiar. O cancer de mama e
prostata possuem maior influéncia do fatores geneticos do que outros tipos de
neoplasias (FERLAY et al., 2014; INCA, 2017b).

2.2 ASPECTOS GERAIS DO CANCER

O cancer pode ser definido como um conjunto de mais de 200 doencas que
tém em comum o crescimento desordenado de células que tendem a invadir outros
tecidos e 6rgaos (INCA, 2011). Essas células acumulam muta¢bes que favorecem
vantagem proliferativa em relacdo as células normais, além de favorecer a invaséo e
a migracdo para outros tecidos, dando origem as metastases. As metastases sao
responsaveis por cerca de 90% das mortes dos pacientes com neoplasias
(ALEXANDROVA, 2014;PIACENTINI E MENEZES, 2012).

A carcinogénese € subdividida em trés estagios: iniciacdo, promocao e
progressdo tumoral (Figura 5). O primeiro estagio é caracterizado pela alteracao
génica provocada por agentes carcinogénicos. Ocorrendo assim, um acumulo de
mutacdes no DNA celular, quando essas alteracdes ocorrem em genes responsaveis
pelo ciclo celular, favorecem o desenvolvimento de células neoplasicas. O segundo
estagio € caracterizado pelo contato continuo com o agente cancerigeno promotor.
Essa transformacédo é lenta e gradual, caracterizada por hiperplasia e displasia
tecidual as quais podem ser reversiveis. No terceiro estagio, as células se
multiplicam de forma descontrolada e irreversivel. Nesse estagio o cancer ja esta
instalado e evolui até o surgimento das primeiras manifestacfes clinicas da doenca
(INCA, 2011;PIACENTINI e MENEZES, 2012).
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Figura 5— Esquema ilustratitivo do processo de carcinogénese tumoral. Fonte: INCA, 2011
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A oncogénese € iniciada por alteracbes genéticas que podem ser
decorrentes de fatores extrinsecos como alimentacdo e radiacdo UV. Os fatores
podem ser divididos em extrinsecos e intrinsecos. Em relacdo aos fatores
intrinsecos, destacam-se as mutacdes hereditarias ou erros aleatorios durante a
divisdo celular. No entanto, sdo necessarias cerca de duas ou mais mutacfes para
que a célula modificada consiga alterar 0os mecanismos responsaveis pela
proliferacéo, diferenciacdo e morte celular (CHAMMAS E ONUCHIC, 2010). Algumas
mutacfes irdo conferir as células tumorais vantagens de crescimento, como 0
aumento da invasibilidade regional e favorecimento da capacidade de migragéo para
diferentes tecidos (ABEL E DIGIOVANNI, 2011).

As neoplasias podem ser classificadas em benignas e malignas. As principais
diferencas entre os tumores benignos e malignos se referem as taxas de
desdiferenciacao e crescimento celular, as quais sdo maiores em células malignas.
Outra caracteristica importante € que as células malignas possuem a propriedade de
invadir e se ocupar e se desenvolver em outros tecidos, dando origem a tumores
secundarios chamados de metastases, fato ndo observado de tumores benignos. As
neoplasias benignas apresentam um crescimento de forma organizada, geralmente
lento, mas com marcada expansividade, sem rompimento da membrana basal e com
limites bem definidos. No entanto, apesar de n&o invadirem outros tecidos, o
crescimento descontrolado das células comprime os tecidos adjacentes, como € o
caso de miomas (que tem origem no tecido muscular liso) e o adenoma (tumor
benigno das glandulas) (INCA, 2011;PIACENTINI; MENEZES, 2012)
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2.3 MICROAMBIENTE TUMORAL E SUA IMPORTANCIA NA CARCINOGENESE

O céancer era visto anteriormente como um conjunto de células que se
multiplicam descontroladamente fugindo total ou parcialmente do controle do
organismo. Essas células teriam autonomia no crescimento e na perpetuacao da
multiplicacéo celular. No entanto, essa visdo mostrou-se reducionista e incompleta.
Atualmente, o cancer é visto como uma rede complexa de co-existéncia e co-
estimulagdo entre células normais e tumorais que interagem dando origem ao
microambiente diferenciado(ARNETH, 2020). Este microambiente tumoral passou a
ser reconhecido gradualmente como um dos principais contribuintes para a
progressdo do cancer e resisténcia aos medicamentos, sendo visto desta forma
como alvo para novas terapias anticancer(OCANA et al., 2018;TSAl et al., 2014).

Os tumores séo tecidos complexos que compreendem células tumorais e
estromais geneticamente estaveis, como células endoteliais e imunes, fibroblastos e
entre outras células residente no tecido. Outro importante componente € a matriz
extracelular (MEC) na qual as células estdo inseridas. Esta matriz sofre
modificacdes, como por exemplo, acréscimo substancial de fibras colagenas que
aumentam a rigidez tecidual local, essa resisténcia dificulta a entrada de
medicamentos antitumorais no tecido (EBLE E NILAND, 2019). Desta forma o
microambiente tumoral tem participacdo significativa em diversos processos da

iniciacdo, progressao tumoral e metastase (Figura 6).

Figura 6 — Interacdo celular de diversas células presentes no microambiente tumoral interagindo para
0 estabelecimento e sustentacéo ds células tumorais. Autor: Prépria, 2019.
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As células ndo cancerigenas presentes no microambiente tumoral interagem
de forma direta e indireta com as células neopléasicas. Essa relacao se da através da
liberacdo de citocinas ou moléculas sinalizadoras que estimularam o crescimento e a
progressdo tumoral(GUN et al., 2019). As células neoplasicas induzem as células
ndo tumorais do estroma a adquirirem fendtipos favoraveis ao crescimento tumoral
(GANGULY, LI E MIRANTI, 2014;QUAIL E JOYCE, 2013).

Desta forma, as alteracfes estromais que sustentam a iniciacdo e progressao
tumoral incluem células endoteliais(vasculares ou linfaticas) e pericitos associados a
tumor, fibroblastos associados a cancer (CAFs) e células imunoldgicas, como 0s
linfécitos infiltrantes de tumor (TILs), células T, células B,células NK, macréfagos
associados (TAMSs) e mastdcitos. Essas células que fazem parte de microambiente
sdo cooptadas a favorecer o crescimento celular tumoral, e geralmente néo
apresentam taxas de proliferacéo desreguladas ou instabilidade genética (OCANA et
al., 2018; KLEMM E JOYCE, 2014).

A matriz extracelular participa ativamente da progressdo tumoral, pois
armazena elementos intercelulares comocomponentes fibrosos, proteinas e
polissacarideos (KLEMM E JOYCE, 2014). A degradacdo da matriz extracelular
implica diretamente na transicdo epitélio-mesequimal, a qual promove remocédo da
barreira e a clivagem do colageno. Esta ultima produz fragmentos biologicamente
ativos que regulam a migracéo, proliferacdo e sobrevivéncia celular. Este processo
degradativo da matriz também pode liberar moléculas de sinalizacdo importantes,
tais como o TGF-B (Fator de crescimento de tumoral beta), FGF (Fator de
Crescimento de Fibroblasto) os quais regulam a angiogénese(THOMAS;
RADHAKRISHNAN, 2019; EBLE; NILAND, 2019).

2.3.1 Inflamacéao e cancer

Estudos vém demonstrando que a inflamacdo cronica € um dos fatores
importantes para 0 surgimento e progressdo do tumor (ARMSTRONG et al.,
2018;HE et al., 2018). Cerca de 90% dos canceres nao sdo causados por mutacdes
herdadas, mas por fatores ambientais que aumentam a inflamagdo como, por
exemplo, o tabagismo e dietas alimentares (PENA-OYARZUN et al., 2018).

A inflamacdo nédo é discutida pelo seu potencial carcinogénico, no entanto,

existe uma intima relacdo entre a presenca de infeccbes microbianas cronicas e
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danos causados pela inflamagcdo crénica e o desenvolvimento de cénceres. A
infeccdo causada pelo Helicobacterpylori, por exemplo, causa Ulceras pépticas que
podem evoluir para cancer gastrico. Trabalhos demonstram que individuos que
possuem colite crbnica ulcerativa tém uma probabilidade maior de desenvolver
carcinoma colorretal, assim como pacientes com hepatite crénica ou cirrose tendem
a ter um maior risco associado ao desenvolvimento de carcinoma hepatocelular
(ARMSTRONG et al., 2018; NAGARSHETH; WICHA; ZOU, 2017)

A inflamagcdo é um fator crucial para o sucesso do evento neoplasico e é
considerada um dos Hallmarkers do cancer - (HANAHAN E WEINBERG, 2011). A
inflamacéo altera substancialmente as interagdes entre as células do microambiente
tumoral e influencia na reprogramacdo epigenética, nos danos ao DNA, na
promocao de hipdxia e angiogénese, na ativagdo de fibroblastos associados ao
cancer (CAFs), no recrutamento de células imunes regulatérias e na inibicado da
vigilancia imunolégica antitumoral (CHAMMAS E ONUCHIC, 2010; BAKER, 2018).

Dentre as células do sistema imune presentes no microambiente, 0s
macréfagos, os linfécitos T e os precursores mieloides encontram-se em maior
proporcdo, estas células participam ativamente do estimulo a angiogénese.
Ademais, as citocinas secretadas pelas células imunes tém repercussao nos
diferentes estagios tumorais. A IL-1p e IL-6, por exemplo, estimulam a ativacdo de
NF-kB e STAT-3. Estes fatores de transcricdo sustentam o microambiente inflamado,
propiciando assim o desenvolvimento tumoral. Outra caracteristica desse ambiente é
a baixa tensdo de oxigénio denominada de hipdxia. Os macrofagos detectam a
hipoéxia e, por consequéncia, ativam o fator induzivel por hipéxia 1 (HIF-1) o qual
promove a expressao do fator 1 derivado de células estromais (SDF1), também
conhecido como CXC 12 (CXCL12). Esta quimiocina favorece o recrutamento de
células endoteliais, enquanto o0s precursores mieléides produzem fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF). Tanto os macr6fagos como as células
mieloides favorecem o] desenvolvimento das metastases por
liberaremmetaloproteases (MMP) 2 e 9 que aumentam a degradacdo dos
componentes da membrana basal. Os macréfagos também aumentam os niveis de
TNF, que diminuem a expressédo da E-caderina favorecendo assim a invasibilidade
celular das células neoplasicas (HARRIS, 2014;MUENST et al., 2016).

Tanto a inflamacao localizada quanto sistémicaalém disso, a cronificacdo da
inflamacé&o pode promover a iniciagdo e progressao do tumor. Desta forma, terapias

complementares contra o cancer também devem se concentrar na comunicacao
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entre células neoplasicas e células do sistema imune (GUN et al., 2019). Assim, a
busca de moléculas que possam atuar frente a esse microambiente tumoral com
efeito dual, tanto influenciando as células do sistema imune como também induzindo
a morte das células neoplésicas é de fundamental importancia (PENA-OYARZUN et
al., 2018).

A relacdo das células tumorais e o sistema imune, chamado de imunoedicao,
é divida em trés fases: eliminacdo, equilibrio e escape. Na fase de eliminacédo, a
resposta inflamatéria é aguda induzindo uma resposta tanto inata como adaptativa
para reconhecer e eliminar as células tumorais. As principais células imunes
envolvidas na defesa contra células tumorais séo células natural Killer (NK), células
dendriticas, macrofagos, neutréfilos, mastocitos e linfocitos T citotoxicos(MUENST et
al., 2016; MOHME; RIETHDORF; PANTEL, 2017).

As célulasapresentadoras de antigenos (APCs) atuamcapturando e
apresentando os antigenosassociadosaostumores para células T imaturasatraves do
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe | e Il. Este promove a
ativagdo e expanséo clonal de linfocitos T principalmente em CD4+ e células T
citotéxicas CD8+. Outra consequéncia da ativacdo do complexo € a a liberacédo de
citocinas pro-inflamatdrias, como IFNy e IL-12, as quais ativam a resposta Thl que
catalisam a ativacéo do linfécito T citotoxico (CTL). Este subtipo de linfécito quando
ativado ira migrar e se infiltrar no microambiente tumoral para induzir as células
tumorais a apoptose ( MOHAMED, JANTAN E HAQUE, 2017; STEVEN E SELIGER,
2018).

A segunda etapa da imunoedi¢cdo, chamada de equilibrio, pode durar anos.
Neste periodo as células do sistema imune combatem as células tumorais sem que
haja eliminacdo definitiva. Assim, a resposta imune ira selecionar células
neoplasicas instaveis que sobreviveram e se replicaram. Essas células sdo mais
resistentes a atuacdo imune e formam uma nova populac¢do de clones tumorais. A
este processo denomina-se “imunosselecdo” (CHAMMAS E ONUCHIC, 2010;
STEVEN E SELIGER, 2018).

Algumas células tumorais que conseguem resistir a resposta imunoldgica por
diferentes mecanismos e se proliferam. Inicia-se entdo a Ultima etapa da
imunoedicdo que é a fase de escape na qual as células tumorais tornam-se menos
imunogénicas e adquirem a capacidade de evadir do controle imunolégico. Por meio
da reducéo da expressao de moléculas de adeséo, de antigenos MHC, da libercéo

de mediadores anti-inflamatérios ( IL-10, PGE2, e TGF-B) ocorre a inibicdo dos
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linfécitos T efetores e da resposta imune (MOHAMED, JANTAN E HAQUE,
2017;CASTRO BARRETO et al., 2010).

Atualmente, é aprovado pelo FDA (Administracdo de Medicamentos e
Alimentos), 6rgdo responsavel pela aprovacdo de medicamentos nos Estados
Unidos da América, o uso de IL-2 em melanoma metastatico e carcinoma de células
renais e IFN-a para a terapia adjuvante do melanoma estagio Ill. O potencial das
citocinas no campo da imunoterapia do cancer pode ser exemplificado pelo uso de
altas doses de IL-2 a qual pode induzir respostas completas duraveis em um
subconjunto de pacientes com melanoma metastatico e carcinoma de células
renais. No entanto, o extenso pleiotropismo e a redundancia da sinalizacdo das
citocinas representam desafios significativos para obter respostas antitumorais
significativas além dos efeitos colaterais do uso desses medicamentos. Outro critério
importante é a resposta dos pacientes que é bem varidvel nessas terapias, sendo
um dilema do uso de IL-2 principalmente pelas baixas taxas de resposta e pela
toxicidade alta (LEE; MARGOLIN, 2011).

2.4 SISTEMA IMUNOLOGICO

A resposta imunoldgica do organismo pode ser dividida em aguda e cronica.
A aguda ou inicial tende a debelar o agente agressor, mas caso 0 processo de
eliminacao inicial ndo obter éxito, o estimulo ira persistir e a reacdo inflamatoria
tendera a secronificar(QU; TANG; HUA, 2018).

Quando o dano tecidual acontece as células do tecido lesionado liberam
inUmeros mediadores quimicos que irdo iniciar a cascata de ativacdo e migracao de
leucdcitos (neutrdfilos, mondcitos e eosindfilos) para o local de dano para que essas
células iniciem o reparo dos tecidos afetados. Inicialmente os primeiros leucdcitos a
serem atraidos, frente a uma resposta a sinalizagdo quimiotatica, seriam o0s
neutrofilos, responsaveis por estimular o processo de reparo e iniciar a inflamacéo.
Apds esse processo, inicia-se o influxo de mondcitos que, ao entrarem no tecido, se
diferenciam em macrofagos. As células endoteliais, epiteliais e mesenquimais,
presentes no tecido lesado, serdo estimulas por fatores de crescimento e citocinas
produzidas por esses macréfagos que foram recrutados para o local. As quimiocinas,
uma familia de citocinas quimiotaticas, dirigem o recrutamento de células efetoras
especificas de leucdcitos, ditando, assim a progressao da resposta inflamatdria.

AplOs esse processo agudo, as células irdo induzir a liberacdo de citocinas
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antiinflamatérias que indizirdo a remodelacdo do tecido (Armstrong et al., 2018;
Nagarsheth, Wicha e Zou, 2017).

A resposta do sistema imunoldgico contra patdgenos e antigenos nocivos &
didaticamente classificada em resposta imunoldgica inata e adaptativa. A imunidade
inata ou ndo especifica age no contato inicial aos patdégenos invasores atraves de
barreiras fisicas, e células de reposta inespecifica como neutrofilos e mastoécitos. Ja
a imunidade especifica do antigeno ou adaptativa € mais complexa e desenvolve
uma memoria imunoldgica influenciada pelo primeiro contato com o patégeno. A
resposta a esse mesmo antigeno em uma segunda invasdo serd mais rapida e
eficiente. (Lau e Sun, 2018;Mohamed, Jantan e Haque, 2017).

As células linféides inatas (ILCs) sdo um grupo de linfocitos heterogéneos
categorizados em trés subgrupos principais: tipo 1, 2 e 3. Todos possuem o receptor
CD4+ T helper (Th) e sao diferenciadas por seu perfil de producao de citocinas e por
seus principais fatores de transcricdo que regulam seu desenvolvimento.
Essas células produzem IFN-y, expressam o fator de transcricao T-box (T-bet) e séo
subdivididas em células NK e ILC1s. As células do tipo 2 (ILC2s) produzem IL-5, IL-
13 e o fator de transcrigdo receptor relacionado ao acido retindide alfa (RORa) e
altos niveis de Gata-3. J4 as células linfoidesinatas tipo 3 (ILC3s), produzem IL-17 e
IL-22 e possuem como fator de transcricdo o receptor relacionado aoreceptor 6rfao
relacionado com retinoide y T (RORyt). Sao subdivididas em células indutoras do
tecido linféide (LTi) e ILC3s (MAAZI; AKBARI, 2017).

Essas células da imunidade inata sdo divididas levando em consideracdo a
via ontogenética, suas diferentes funcbes efetoras e seus efeitos fisiopatologicos. A
imunidade efetora mediada por células tipo 1 atua fornecendo uma resposta eficaz
contra microrganismos intracelulares, tais como bactérias, protozoarios e alguns
virus. Ja a do tipo 2 atua principalmente na protecdo contra helmintos e venenos. E
a imunidade do tipo 3 é dedicada a protecao contra bactérias e fungos extracelulares
(ANNUNZIATO; ROMAGNANI; ROMAGNANI, 2014).

As células da imunidade adaptativa séo divididas com base em suas funcoes,
perfis de expressao de proteinas, citocinas e fatores de transcricdo. Estas linhagens
incluem células efetoras, que protegem contra patdégenos e células T reguladoras
(Treg), que protegem contra repostas exarcebadas contra o hospedeiro como
também atuam contra antigenos exogenos. A secrecao de citocinas caracteriza 0s
linfcitos pertencentes aos grupos Thl e Th2. Outros subconjuntos Th adicionais

foram identificados, sendo mais intensamente estudados o perfil Th17, que é crucial
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para defesa do hospedeiro contra patégenos extracelulares, e o perfil Th22, que tem
papel crucial na defesa do hospedeiro contra bactérias gram-negativas. Outros perfis
foram descritos como o Th9 que estad ligado a doencas relacionadas com a
autoimunidade e asma. O perfil Thf compreende as células auxiliares foliculares que
atuam no centro germinativo folicular linféide para mediar a funcdo de células T
helper(MAAZI e AKBARI, 2017; COSMI et al., 2014).

As células Thl atuam na ativacao de células fagociticas além de influenciar a
opsonizacdo de anticorpos e ativacdo de proteinas do complemento. O fator chave
necessario para obter a diferenciacdo de células T CD4 no perfil Thl é a presenca
das citocinas IL-12 e IFN-y. As respostas imunes Th2 conferem protegdao contra
parasitas além de estarem envolvidas na promocao de reacdes agudas e respostas
inflamatorias cronicas contra alérgicos. A polarizacéo no perfil Th2 da célula T CD4
imatura € influenciada pela producao precoce de IL-4 durante o inicio da resposta.
O perfil Th17 tem acéo frente a bactérias e fungos, devido a sua capacidade de
recrutar e ativar neutrdfilos, através da producéo de IL-8, ou indiretamente induzindo
a producdo de fatores estimuladores de colénia e CXCL8 por células residentes
teciduais (TASHIREVA et al., 2017; COSMI et al., 2014).

Dentro do contexto tumoral, o perfil Thl € mais favoravel a eliminacédo das
células neopléasicas pois ele antagoniza a resposta Th2. O perfil antiinflamatorio Th2
promove a progressdo do tumor, estimulando condicBes favoraveis para o
desenvolvimento tumoral, alem de influénciar na transicao epitelial-mesenquimal, e
na metastase das células tumorais (RUFFELL, AFFARA E COUSSENS, 2012,
COSMI et al., 2014).

2.4.1 Imunomodulacéo

Os imunomoduladores sdo moléculas que influenciam na comunicacdo das
células do sistema imunoldgico. Eles podem ser utilizados como imunoestimulantes,
imunossupressores e imunopolarizadores (HAFIDH et al.,, 2012). A busca de
imunomoduladores, principalmente agentes imunoestimulantes, vem crescendo nos
altimos anos (MOHAMED, JANTAN E HAQUE, 2017).

A imunomodulacdo pode ser definida como o conjunto de modificacdes que
aumentam ou diminuem a atuacdo do sistema imunoldgico. Os imunoestimuladores
sdo os candidatos mais promissores para uso pois eles podem atuar estimulando o

sistema imunologico a eliminar as ceélulas neoplasicas. Estes podem ser
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classificados quanto a sua especificidade. Os especificos irdo fornecer um antigeno
que ird estimular o sitema imunoldgico, enquanto os inespecificos aumentam as
respostas imunes sem especificidade antigénica. Essas moléculas podem ser tanto
de origem sintética como de origem natural (SHRESTHA; CLAIR; NEILL, 2014).

A imunoterapia vem se tornando um método promissor no tratamento auxiliar
dos pacientes com cancer. O objetivo deste tipo de abordagem terapéutica € tornar
0 microambiente tumoral, que € imunossuprimido, em um ambiente atuante na
eliminagdo das células tumorais (ZEIDNER et al.,, 2020). Existem, atualmente,
diversos protocolos, como por exemplo, o uso de anticorpos contra CTLA-4, PD1 e
PD-L1. Essas moléculas, que sdo expressas nas células imunes, inibem a ativacao
do sitema imunoldgico, elas atuam ligam e desligando o sistema imunolégico. As
células tumorais expressam essas proteinas e, assim, impedem que os linfocitos T
efetores eliminem as células neoplasicas (SMYTH et al., 2016).

Outra alternativa promissora € o uso de indutores de receptores do tipo Toll
TLR,(em inglés, toll like receptors). Esses receptores estdo ligados ao
reconhecimento e eliminacdo de bactérias e fungos que estimulam o sistema
imunoldgico a eliminar células tumorais. O imiquimod, uma imidazoquinolina, € um
agonista do TLR7/8, aprovado pelo FDA, utilizado como um creme dérmico no
tratamento de verrugas genitais externas causadas por HPV, carcinoma de células
basais superficiais e queratose actinica. Atualmente, o imiqguimod vem sendo
estudado em mais de 100 ensaios clinicos, utilizado isolado ou em combinacdo com
os tratamentos classicos. Outra imidazoquinolina promissora é a 3M-052. Ela vem
sendo avaliada como adjuvante em modelos de vacinas e mostrou atividade
promissora em modelos de tumor de melanona e prdstata em ensaios pré-clinicos
(LOCY et al., 2018).

2.5 ESTRATEGIAS DE TRATAMENTO DO CANCER

Atualmente as estratégias para o tratamento dos pacientes com cancer séo
primeiramente a cirurgia, posteriormente ou em associagdo com a cirurgia temos a
radioterapia, quimioterapia, hormonio terapia e a imunoterapia. A quimioterapia
geralmente é utilizada antes ou depois da cirurgia, ela geralmente é utilizada na
maioria dos pacientes. No entanto a quimioterapia possui muitos efeitos colaterais

além do desenvolvimento de resisténcia ao tratamento, desta forma a busca para
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encontrar novos tratamentos se faz tdo necessarias(WANG; LEIl; HAN, 2018;
CASTRO SANT ANNA et al., 2018).

A tentativa de buscar entender melhor o desenvolvimento tumoral desde seus
estagios iniciais até os estégios finais progrediu nos ultimos anos. A compreensao
do céancer € bem mais complexa e envolve a existéncia de peculiaridades de cada
tumor bem como da individualidade de resposta aos tratamentos disponiveis. No
entanto, a medicina personalizada ainda € uma realidade distante. Além disso, o
namero de novos casos e a alta morbidade causada por essa doenca aumentam
ano apos ano consideravelmente. E inegavel que o desenvolvimento tecnoldgico no
campo do tratamento antineoplasico tenha evoluindo bastante.Atualmente, os
medicamentos sdo mais eficazes contra a maioria dos canceres, no entanto, ainda
se faz necessario a pesquisa e o desenolvimento de novos quimioterdpicos(MOULD
e HUTSON, 2017; ARIAS, 2011).

Os quimioterapicos sao amplamente utilizados tanto um Unico agente, em raras
excecdes, bem como esquemas terapéuticos de trés ou mais drogas. A maioria dos
agentes quimioterapicos ndo age exclusivamente em células neoplasicas, mas
também em células em divisdo, acarretando inimeros efeitos colaterais sistémicos.
Eles podem ter graus variados de toxicidade dependendo de fatores como o tempo
de exposicdo ao medicamento, a idade, estado fisico do paciente, entre outros
(RUHLE et al.,, 2018). Dessa forma, € um desafio constante a busca de
medicamentos mais eficazes e menos toxicos para o tratamento do cancer (WITZ,
2009).

O tratamento escolhido ira depender do tipo e do subtipo do cancer e é
baseado em procedimentos como a quimioterapia, radioterapia, cirurgia e terapia
hormonal. A escolha dependera aindada origem tumoral, localizacdo, extensédo e
das caracteristicas individuais de cada paciente. A quimioterapia disponivel
atualmente acarreta inUmeras reacfes adversas, pois atinge células normais que se
renovam constantemente como as células da medula 6ssea, de pelos e da mucosa
digestiva. Podendo causar também muitos efeitos toxicos como mielossupresséo,
aplasia medular, nauseas, vomitos, entre outros (OLVER et al., 2018; FERDINANDI
E FERREIRA, 2009).

A quimioterapia comecou em 1940 e, desde entdo, muitos quimioterapicos
foram introduzidos na rotina. Dentre eles se destacam os alquilantes, os
antimetabolitos, os inibidores da topoisomerase, os inibidores de microtibulos e

antibiéticos antitumorais. Como uma dada concentragdo de um agente
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quimioterapéutico mata uma porcentagem constante de células em uma populacéo,
a maioria dos regimes de quimioterapia inclui ciclos repetidos para diminuir
continuamente a massa tumoral (RUHLE et al., 2018).

A maioria dos antitumorais disponiveis atua através da sua interagdo com
proteinas da divisdo celular e/ou com o DNA diretamente. Na quimioterapia atual do
cancer, tanto a resisténcia aos medicamentos bem como seus efeitos colaterais
levam a continua procura de novos compostos antineoplasicos(MILLS, KOLB E
SAMPSON, 2018;GONZALEZ-SANCHEZet al., 2011).

Outros tratamentos disponiveis para 0s pacientes com cancer sédo as cirurgias,
a radioterapia, a terapia hormonal, a imunoterapia e o transplante de células tronco,
geralmente associados a quimioterapia. O tratamento cirargico, quando pode ser
utilizado, dependera da extensdo do tumor e do tecido acometido, podendo ter
caracteristica paliativa ou curativa. Quando é possivel, a cirurgia € utilizada para
retirar as células tumorais e regides adjacentes, como a margem de seguranca livre
da doenca, visando impedir sua propagacao regional (INCA, 2011; WANG; LEI,
HAN, 2018).

Ja a radioterapia, geralmente utilizada em combinacdo com a quimioterapia e
ou a cirurgia, altera ou danifica a molécula de DNA e assim induz a morte das
células tumorais. A imunoterapia usa geralmente anticorpos monoclonais para
induzir o sistema imune a identificar e eliminar células tumorais. A hormonioterapia &
utilizada para inibir o crescimento tumoral, sendo os agentes mais utilizados:
dietilestilbestrol (estrogénio), tamoxifeno (antiestrogénio), megestro (progestogénio),
dexametasona e prednisona (adrenocortocosterdide) e anastrozol (inibidor dos
adrenocorticosterdides). Existe também o transplante de células tronco que é
utilizado para o tratamento de leucemias fazendo com que o paciente receba uma
medula normal transplantada de um doador saudavel e compativel (BAUDINO,
2015;ANDRADE e SILVA, 2007; INCA, 2011).

2.6 DESENVOLVIMENTO E PROSPECCAO DE NOVOS FARMACOS

A busca por novos agentes que possam ser utilizados como novos
quimioterapicos é relevante, principalmente para aos pacientes que nao respondem
aos tratamentos disponiveis. Assim, o desenvolvimento de novos agentes mais
seletivos e eficientes para os diferentes tipos de tumores é de fundamental

importancia (BARROS et al., 2012). A resisténcia aos tratamentos disponiveis € um
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dos principais obstaculos para o desenvolvimento de novos tratamentos eficazes
contra o cancer. Este € o principal fator que leva ao aumento do niamero de falhas
em ensaios clinicos (HAJJI et al., 2018).

A resisténcia pode ser classificada em adquirida e intrinseca. A resisténcia
adquirida existe quando as células tumorais desenvolvem mecanismos moleculares
de resisténcia a determinados quimioterapicos. Ja a resisténcia intrinseca se da por
fatores que tornam a célula insensivel ao tratamento, sem uma sensibilizacéo prévia
com o quimioterapico. Deve-se levar em consideracdo também que dentro de um
mesmo tumor sdo encontradas uma diversidade celular e uma alta heterogeneidade
molecular. Desta forma, o tratamento pode selecionar células resistentes ao
quimioterapico de outras subpopulacdes menos resistentes ao tratamento que
estava presente no tumor original (FOO e MICHOR, 2014;PATHANIAet al., 2018).

2.6.1 Moléculas privilegiadas

Moléculas privilegiadas podem ser definidas como estruturas moleculares que
possuem propriedades de ligacdo versateis, de tal modo que um Unico grupo
farmacoférico é capaz de se ligar potente e seletivamente a uma série de alvos
biolégicos. Assim, os analogos surgem da modificacdo e adi¢cao de diferentes grupos
funcionais na estrutura daquela molécula. Outra caracteristica importante é que
estruturas privilegiadas exibem tipicamente boas propriedades farmacoldgicas
semelhantes as drogas conhecidas o0 que, por sua vez, eleva ainda mais a
possibilidade analogos (SHAVETA; MISHRA; SINGH, 2016;SONGet al., 2014).

A investigacdo de moléculas privilegiadas com promissora atividade
antineoplasica € uma estratégia inicial para encontrar quimiotipos estruturalmente
novos modificando sua estrutura central ou grupos laterais. Geralmente s&o
utilizados grupos farmacoforicos com atividade conhecida dando origem a novos
analogos estruturais (WANet al., 2019;SONG et al., 2014).

E notavel que o grupofarmacoféricocontribuidiretamente para a bioatividade
da molécula e as suas vias de interagBes moleculares diretamente ou indiretamente
influenciam sua interagcdo com os alvos. Frequentemente, as moléculas privilegiadas
sdo inspiradas ou derivadas de produtos naturais. Exemplos desses grupos
farmacoforicos conhecidos, estruturas moleculares consideradas altamente reativas,
sdo 0s grupamentos: inddis, quinolinas, cumarinas, isoxazolidinas, benzimidazéis,
tiazolopirimidinas e arilaminopirazo I(SCHNEIDER; SCHNEIDER, 2017).
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2.6.1.1 Ftalimidas

As ftalimidas possuem o grupo farmacoforicoftalimidico e sdo reportadas na
literatura por diversas atividades bioldgicas como antiinflamatéria(ZAHRAN et al.,
2014), leishmanicida(ALIANCA et al., 2017), antitumoral (ZAHRAN et al., 2018),
analgésica(ALANAZI et al., 2015), anticonvulsivante (KAMINSKI et al., 2011),
antituberculose(AKGUN et al., 2012) e hipolipémica(ABDEL-AZIZ et al., 2011).

A talidomina € um derivado ftalimidico que foi utilizado como medicamento
sedativo na década de 50. Ele foi retirado do mercado devido seus efeitos
colaterais, sendo 0 mais pronunciado a acao teratogénica de um dos seus isbmeros
(AIDA et al.,, 2017).Estudos de relacdo estrutura-atividade (SARs) utilizando
anélogos e metabdlitos da talidomida vém demonstrando que a ftalimida € um
fragmento farmacoférico fundamental para atividade das moléculas que possuem
esse grupo. Desta forma, ele tem sido empregado no planejamento de potenciais
candidatos a farmacos. Essa perspectiva promissora tem demonstrado que utilizar
ftalimida como um fragmento farmacolégico € uma estratégia interessante dentro da
Quimica Medicinal na hibridizacdo de moléculas(ZAHRAN et al., 2014).

Os andlogos ftalimidos possuem atividade no tratamento do  lUpus
eritrematoso sistémico refratario, nas mielodisplasias e no mieloma multiplo
(WINTER et al., 2015). A talidomida e seus derivados, coletivamente referidos como
drogas imunomoduladoras (lenalidomida, polidomida, entre outros), sao inibidores
eficazes da inflamacdo via inibicdo da producdo de TNF induzida por TLR-4
(MILLRINE et al., 2016).Além de exibir efeitos antiangiogénicos e antiinflamatorios, a
talidomida modula a resposta imune regulando moléculas chaves no processo
inflamatério como: o fator nuclear-kB (NF- kB), citocinas pré-inflamatérias como 1FN-
y, IL-6 (interleucina -6), IL-10 (interleucina- 10), IL-12 (interleucina- 12) e a
ciclooxigenase 2 (KIM et al., 2017).

A lenalidomida,cujo nome comercial € o Revlimid®, outro derivado ftalimidicoé
um medicamento imunomodulador que é utilizado para o tratamento de mieloma
multiplo, linfomas e leucemia crénica linfocitica(KIM et al., 2017). Ela também é
utilizada em pacientes com doencas autoimunes, como por exemplo no tratamento
do lapus eritrematoso sistémico em pacientes refratarios para outro medicamentos
(WINTER et al., 2015). Essa molécula foi desenvolvida para tentar maximizar as
propriedades anti-inflamatdrias e antineoplasicas da talidomida além de reduzir a

sua toxicidade. A Lenalidomida, é o principal farmaco entre o0os compostos



35

imunomoduladores derivados da talidomida (figura 8). Sua agdo terapéutica se da
por diversos mecanismos de acdo: antinflamatérios, imunomoduladores,

antiproliferativos e antiangiogénicos(CARDOSO et al., 2015a).

Figura 7- Estrutura quimica da lenalidomida e da talidomida.
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Fonte: Adaptado de (ARMOIRY; AULAGNER; FACON, 2008).

Este andlogo da talidomida foi identificado anteriormente por sua capacidade
de inibicdo da producédo da citocina TNF (fator de necrose tumoral), do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e da producao do fator de crescimento de
fibroblastos, além de induzir o aumento de IL-2 e INF-y(ARMOIRY; AULAGNER;
FACON, 2008; LAGRUE et al., 2015). Cranes e colaboradores (2005), em ensaios in
vitro com células mononucleares do sangue periférico (PBMCs), demonstraram que
a lenalidomida possui uma poténcia de 50 a 2000 vezes maior na inibicdo da
producdo de citocinas estimuladas por LPS (lipopolissacarideo), tais como TNF-q,
IL-1b ou IL-6.

A lenalidomida possui mecanismo de acdo dual, atuando tanto por efeitos
citotoxicos diretos contra células tumorais como por influenciar o microambiente do
tumor através da imunomodulagéo das células T e das células natural killer (NK). A
lenalidomida induz a formacéo de sinapses imunoldgicas entre as células tumorais e
as ceélulas T citotoxicas favorecendo assim a liberacdo de Granzima B induzindo a
morte das céulas tumorais. Desta forma o grupo farmacoférico se mostra promissor
na busca de novos agentes quimioterapicos(HAGNER et al., 2017; SOLOMON,
BATISTA e DEKOTER, 2017).



36

2.6.1.2 Tiazol

O nucleo tiazol é um heterociclo presente em diversas moléculas de
ocorréncia natural ou sintética. Esse anel é considerado um building-block, que € um
grupo base para a construcdo de novas moléculas, pela sua versatilidade. Muitos
medicamentos disponiveis atualmente no mercado possuem esse arcabouco.
Exemplos deste grupo séo: a tiazofurina e dasatinibe (agentes antineoplésicos),
ritonavir (farmaco anti-HIV), ravuconazol (agente antifingico), nitazoxanida (agente
antiparasitario), fanetizol, meloxicam e fentiazac (agentes antiinflamatorios),
nizatidina (agente antitlcerogénico) e tiametoxam (inseticida) (AYATI et al., 2015).
Os compostos tiazois tém ampla aplicacdo e atividade bioldgicas atribuidas a eles
como pode ser observado na figura 9.

Figura 8 - Desenho esquematico com diversas moléculas que possuem o anel tiazol em sua estrutura
e suas atividades farmacologicas. Fonte: Adaptado de Ayati et al., 2015.
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Os compostos heterociclicos, como o anel tiazol, sdo uma parte importante dos
produtos quimicos, pois eles possuem papel crucial nos sistemas biolégicos. Além
de possuirem diversas atividades biolégicas, como foi citado anteriorente, sdo fortes
canditados a se tornarem novos farmacos (KAUR MANJAL et al., 2017).

Os mecanismos da atividade antitumoral dos derivados tiazois sao inumeros e
eles conseguem interagir com alvostumorais como a proteina tirosina fosfatase ndo

membranosa (SHP-2), a fosfatase quinase JNK-1 (JSP-1), o fator de necrose
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tumoral TNF e o integrador antiapoptético Bcl-XL-BH3. Foi demonstrado que
benzotiazdlicosbloqueiam inibidores da amida hidrolase de acidos graxos (FAAH), a
proteina Raf-1 quinase e proteina antiapoptotica Bcl-2(HASSAN et al., 2012).

Tém sido reportados os efeitos dos anéis tiazéis sobre a inibicdo do
crescimento e proliferagdo de células tumorais (GHORAB,; AL-SAID, 2012). O
Dasatinib € um farmaco antineoplasico que possui o grupo farmacoféricotiazol em
sua estrutura. Este medicamento é indicado para tratamento de pacientes
portadores de leucemia mieléide crénica e leucemia linfoblastica aguda que
apresentem mutacdo no cromossomo Filadélfia. E, portanto, um inibidor da proteina
quinase tumoral BCR/ABL(ZHENG et al., 2013a).

2.6.1.3 Tiazolidina-2-4-diona

A tiazolidina-2-4-diona também é um nucleo heterociclico tiazol que possui
um atomo de nitrogénio, dois atomos de oxigénio e atomos de carbono. A tiazolidina
2,4-diona é muito utilizada para a sintese de novas moléculas. Ja foi relatado que
esse grupo farmacoférico possui atividades como antidiabética(KAUR MANJAL et
al., 2017), anticancer (Régo et al, 2014; Chagas et al, 2017),
antiinflamatério(BANSAL et al., 2019), antibacteriana (TROTSKO et al., 2018) e
anti-mielanoma(FUJII et al., 2018).

As Tiazolidina-2-4-dionas (TZDs) sdo potentes agonistas da familia de
receptores PPARs (receptores ativados por proliferador de peroxissoma). Esses
receptores induzem principalmente a transcricdo de genes ligados ao metabolismo
de glicose, lipideos e balanco energético. Ademais, as TZDs atuam também inibindo
a expressao de proteinas pré-infimatorias como a ciclooxigenase 2 (COX-2) e a
sintetaseinduzivel oxido-nitrico (iINOs)(BANSAL et al., 2019).

Além da atividade antinflamatoria, esses derivados também
possuematividade antineoplasica. Eles podem atuar principalmente na inibicdo do
crescimento tumoral e invasibilidade celular, além de induzir a morte celular via
apoptose (CHAGAS et al., 2017). As TZDs podem agir de maneira dependente e
independente dos PPARs. De maneira dependente, o PPAR-y pode induzir a
inibicdo de ciclinas dependentes de quinase (CDKs) na inibicdo da proliferacao
celular. De maneira independente, as TZDs podem aumentar a expressao Sirtl
(regulador silencioso de informacdes 1). A ativacdo desse sensor induz o aumento

da proteina quinase ativada por AMP e do estresse do reticulo endoplasmatico,
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levando a inducdo de morte celular por autofagia e apoptose. Assim esse derivado
apresenta potencial para torna-se um novo agente quimioterapico (ASATI;
MAHAPATRA; BHARTI, 2014).

2.6.1.4 Ftalimido-tiazol

As Ftalimido-tiazois sdo moléculas que surgiram apartir da hibridizacao
molecular, que € uma ferramenta da Quimica Medicinal utilizada para conceber
diversas moléculas a partir da combinacdo de dois os mais grupos farmacoforicos.
Desta forma, da-se origem a uma Unica entidade quimica, a qual pode apresentar
novas potenciais atividades biolégicas, como por exemplo, antitumoral. Assim, foi
desenvolvido novas moléculas que podem apresentar atividade biologica através da
ligando de uma ou duas porcdes tiazois ao anel ftalimidico (GUGGILAPU et al.,
2017).

Os derivados ftalimido-tiazois possuem efeitos farmacoldgicos j4 descritos
como a inibicdo de bactérias (HASSANEEN et al., 2002) e protozoarios (OLIVEIRA,
de et al., 2018;ALIANCAet al., 2017), além de acédo antitumoral (KOKet al., 2008;
OLIVEIRA CARDOSO, et al., 2015). Além dissoexiste o relato de inibicdo da
producdo de TNF por diversos derivados. Desta forma, esses derivados se
apresentam como  potenciais farmacos no tratamento de  vdrias
condicBesinflamatérias (SHARMA et al., 2010).

As moléculas que possuem o grupo ftalimida estdo sendo cada vez mais
estudadas ndo s6 como inibidores, mas também como indutoras da degracao de
moléculas especificas. Uma estratégia de bloquear a acdo de uma proteinas
especifica é estimulara adegradacdo da mesma via proteassoma e alguns derivados
ftalimidicos conseguem execer essa fungdo (WINTER et al., 2015). Além disso, nos
altimos anos vem se demonstrando diversos alvos de atuacdo de derivados
conjugados com o grupo farmacoforicoftalimidico, sendo vistos como uma estratégia
para a degradacdo em vez da inibicdo dos alvos. Outras moléculas que possuem
esse grupo apresentam atividade na degradacdo das proteinas da familia BET,
proteinas Sirtuin 2, CDK 9, Smad 3 e BCR-ABL(LI et al., 2018).

Tendo em vista a necessidade de prospeccao molecular de novas derivados
menos toxicos e mais potentes para o tratamento anticancer e imunomodulatério, no

presente trabalho investigamos o potencial de novos compostos tiazoftalimidicos in
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vitro, bem como sua citotoxicidade in vitro como a toxicidade in vivo em

camundongos Swiss.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar a atividade antineoplasica, imunomoduladora e toxicidade aguda e

subcronicade novos derivados tiazolftalimidicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

Investigar a citotoxicidade dos derivados tiazolftalimidicos frente a células ndo
transformadas;

Avaliar a capacidade de inibicdo da formacdo de clones tumorais apdés
tratamento com os derivados tiazolftalimidicos in vitro;

Avaliar a capacidade de inibicdo da migracdo das células tumorais apos o
tratamento com os derivados ftalimidicos in vitro;

Analisar o efeito do tratamento com derivadostiazolftalimidicos sobre o ciclo
celular frente linhagens de cancer de prostata (Du-145 e PC-3) e pancreas
(panc-1 e Mia-Paca-2) in vitro.

Avaliar a inducdo de morte celular apés 48 horas de tratamento com 0s
derivadostiazolftalimidicos frente linhagens de cancer de préstata e pancreas.
Avaliar a inducdo de clivagem de Parpem células de pancreas (Panc-1)
tratadas com o derivado tiazoftalimidico FT-12.

Identificar a influéncia imunomodulatéria frente esplendcitos de Balb/C apos
48 horas de tratamento com 0s novos derivados tiazoftalimidicos;

Avaliar a toxicidade aguda e subcronicaem camundongos Swissdos derivados
tiazoftalimidicos AM1b e AMAf.

Investigar in silico as possiveis interacdes moleculares do derivado FT-12 em

células utilizando o gene ontology.
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4 METODOLOGIA

4.1 FLUXOGRAMA DOS ENSAIOS BIOLOGICOS

Citotoxicidade
in vitro cél ndo
© transformadas

Citotoxicidade

em Toxicidade *Melhores derivados Citotoxfcidade
esplendcitos- Aguda em células
| MTT | 1 transformadas
| [ [ I L [ [
Cultura de Inibicdo da Inibigdo da Andlise das Analise do tipo Andlise da

esplendcitos Toxicldade migracdo formacgdo de fases do ciclo de morte indugio de In silico
Subcrénica

\ | (48h) | celular coldnias celular \ | celular Y senescéncia

Dosagens de
citocinas

4.2. DERIVADOS TIAZOLFTALIMIDICOS

Os derivados tiazolftalimidicos foram previamente sintetizados pelo
Laboratorio de Planejamento e Sintese de Farmacos (LPSF), na Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). Na tabela 1 pode ser observada a estrutura
molecular dos derivados. As respectivas estruturas quimicas foram previamente
caracterizadas pela pesquisadora Dra Marina Galdino da Rocha Pitta. Ja os
derivados AM1b e AML1f, também derivados tiazolftalimidicos foram cedidos pela
Professora Ana Cristina Lima Leite do Departamento de Farmécia, Laborat6rio de
Planejamento em Quimica Medicinal- LPQM/UFPE.Todos os derivados foram
diluidos em DMSO com concentracdo final, em todos os testes, incluindo os
controles, de no maximo de 0,2%. Exceto para 0S ensaios in vivo, nos quais a

concentracdo do DMSO foi de 2%.
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Quadro 1- Estrutura molecular dos derivados tiazoftalimidicos.
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4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINEOPLASICA
4.3.1 Obtencdao e Citotoxicidade em Células N&o Transformadas

Células mononucleares de sangue periféerico (PBMC, do inglés
Peripheralblood mononuclear cells) foram obtidas de doadores saudaveis com idade
entre 20 a 40 anos de ambos os sexos. As PBMCs foram isoladas através de
método padrdo de centrifugacdo por gradiente de densidade com Ficoll-Hypaque
(GE Healthcare). As células foram contadas em Camara de Neubauer, e a
viabilidade foi determinada pelo método de exclusao utilizando o corante vital azul
de tripan. Os ensaios foram realizados apenas quando a viabilidade celular foi
superior a 98%. Todos os doadores assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE), e o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFPE em Seres Humanos - Centro de Ciéncias da Saude - Universidade Federal de
Pernambuco e aprovado sob o parecer n°® 19491619.5.0000.5208 (Anexo 1). As
células foram plaqueadas em placa de 96 pocos (5x10° células/pogo) e mantidas em
estufa de atmosfera imida a 37°C, com 5% de COzdurante a noite. Posteriormente
0s compostos foram adicionados (10 e 100 uM) e as placas incubadas por dois dias
(48 horas). Apés esse periodo, os procedimentos foram realizados como descritos

no item 4.3.2.
4.3.2 Cultivo e manutencéo de linhagens transformadas

Foram utilizadas as linhagens tumorais (Quadro 2) provenientes do Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e acondicionadas no Banco de células tumorais

do LINAT/UFPE.As células foram cultivadas de acordo com recomendacdes do
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BRCJ e 0 meio foisuplementado com 10% de Soro Fetal Bovino, 10 mM de HEPES,
bicarbonato de sddio e 10.000 U/mL de Penicilina/Estreptomicina e 0,25 ug/ml.
Todas as linhagens foram mantidas em estufa Umida de CO2 5% a 37°C. A
concentracdo de células para o ensaio do MTT segue a padronizacdo do NHI (em

inglés, NationalCancerlnstitute).

Quadro 2— Linhagens tumorais utilizadas para avaliacéo da citotoxicidade celular dos derivados
ftalimido-tiazol.Fonte: Adaptado de NIH, 2017.

Linhagem Nome Densidade de Meio de
Tumoral Inoculacéo- Cultura
MTT
MOLT-4 Leucemia Linfoblastica Aguda 3 x 104 RPMI-1640
K562 Leucemia Mieloide aguda 0,5x 104 RPMI-1640
HL-60 Linfoma N&o - Hodgkin de Células B 4 x 10* RPMI-1640
Du-145 Carcinoma de Prostata 1x10* DMEMLow
Glicose
PC-3 Carcinoma de Prostata 1x10* F12
Sk-Mel-28 Melanoma 1x10* DMEMLow
Glicose
Panc-1 Carcinoma epitelioide de pancreas 1x10* DMEMLow
Glicose
Mia Paca Adenocarcinoma de pancreas 1x10* DMEMHigh
Glicose

4.3.3 Ensaio de citotoxicidadedas células transformadas

As células neoplasicasforam plagueadas nas concentracfes de acordo com
as recomendacdes do NIH (do inglés, NationalCancerInstitute), como pode ser
observada noquadro 2. Os derivados tiazolftalimidicos foram adicionados nas
concentracdes de 1 a 100 uM. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo na
concentracdo de 10 uM. As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5%
de CO2 a 37°C. Apés esse periodo foi adicionado 20 pl da solugdo de MTT (brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio- 5 mg/mL), e as placas foram
incubadas por 3 horas em estufa umida a 5% de CO2 a 37°C. Apds 3 horas,
adicionou-se 130uL de SDS (Lauril Sulfato de Sodio) a 20% para a dissolugdo dos
cristais de formazan, guardando ao abrigo da luz por 24h. ApGs esse periodo,
procedeu-se a leitura da densidade otica em espectrofotbmetro para microplacas
(EL808 - Biotek®) em absorbancia de 570 nm. Em todos os ensaios, foram incluidos

controles néo tratados, veiculo de administracdo dos compostos (DMSO), e
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doxorrubicina.
4.3.3.1 Calculo doClso

As curvas dose-resposta dos compostos testados foram construidas com
base nos resultados dos ensaios citotoxicidade tanto para células normais como
para células tumorais. Através da férmula: % viabilidade celular = 100 — (média
viabilidade célula tratada — média viabilidade branco) x 100 / (média viabilidade
DMSO — média viabilidade branco). Para a elaboracdo dos graficos e calculo da
Clso, foram utilizados os programas GraphPad Prismversédo 5 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, EUA) e Origin Pro 8 (Originlab Corporation, Northampton, MA,

EUA), respectivamente.
4.3.4 Avaliacdo dainibicdo da migracéo celular

As células DU-145, PC-3, Panc-1 e Mia-paca-2 foram distribuidas numa
densidade de 1x10° por pog¢o em placas de 24 pocos e incubadas a 37°C sob
atmosfera de 5% de CO:2 por 24 horas. Apos atingir a confluéncia de 90%, o meio foi
aspirado e duas lavagens com PBS 1X foram realizadas, em seguida, foram feitos
duas linhas de marcacédo (estrias) perpendiculares utilizando uma ponteira 200ul.
Apoés o procedimento de marcacéo das estrias as células foram tratadas com meio
completo, DMSO 0,1% (controle) e com os derivados FT-12 e AM1f na concentragéo
do Clso. Os pocos foram fotografados com 0, 6, 12 e 24 horas utilizando microscopio
invertido (Leica, BZ). Os dados do ensaio de migracdo foram calculados utilizando
as fotos para obter o tamanho da area final e da inicial do tamanho da estria feita
com a ponteira. Para o calculo da &rea utilizamos o programa ImageJ (Versao 1.49)
(NIH, USA).

4.3.5 Avaliacdo dainibicdo de formacao de novos clones

Foram plaqueadas 3 x10* células de Du-145, PC-3, Panc-1 e Mia-paca-2 em
placa de 24 pocos. Apdés 24 horasas células foram tratadas com DMSO 0,1%
(controle) e com os derivados FT-12 e AM1f na concentragdo do Clso durante 24 e
48 horas. Ap6s o tratamento, as células foram tripsinizadas, contadas e
aproximadamente 300 células foram plaqueadas em placas de 6 po¢os e mantidas

em cultura até o aparecimento de clones. Depois de aproximadamente 14 dias, as



48

células foram fixadas com formaldeido 7%, coradas com cristal violeta 0,1%, lavadas
com PBS 1x e mantidas a temperatura ambiente por 24 horas. Em seguida, foi

realizada as fotos e a contagem dos clones e as analises estatisticas.
4.3.6 Avaliacado da Inibicdo do Ciclo Celular

Apés 24h de plaguemanto as células Du-145, PC-3, Panc-1 e Mia-paca-2
foram incubadas com os compostos AM1f, FT-12 e Doxorrubicina no Clso. Apos 48
horas, as células foramtripsinizadas e lavadasduas vezes com PBS 1x e fixado em
alcool 70% por até 20 dias a -20°C. Posteriomente as células foram marcadas com
iodeto de propidio (5mg/mL) /RNase A (0,25mg/mL) por 15min ao abrigo da luz e

feita a leitura pelo Citdbmetro de Fluxo Accuri C6 (BD).

4.3.7 Avaliacdo dainducao de morte celuar

A avaliacdo da apoptose ou necrose foi realizada através da dupla marcacao
com Anexina V-APC e lodeto de Propidio (Pl). Em alguns ensaios o marcador de
necrose utilizado foi o composto 7-AAD que exibe propriedade semelhante ao do PI.
As células foram distribuidas em placas de 6 pocos com 5 x 10° células por poco e
incubadas por 24h. Apés esse periodo foi realizado o tratamento com a dose do Clso
e o0 dobro do Clso para a linhagem de Du-145, PC-3, Panc-1 e Miapaca-2 com 0s
derivados FT-12 e AM1F e o controle antitumoral Doxorrubicina durante 48 horas de
incubacédo. Apés esse periodo as células foram tripsinizadase lavadas 2 vezes com
tampéo (10 mM HEPES/NaOH, 140 mMNacCl, 2.5 mM CaCl2-pH 7.4,). Em seguida
as células foram marcadas com 2,5 uM iodeto de propidio (5mg/mL) ou 5 uM de 7-
AAD e 5uM de Anexina V-APC por 30min protegido da luz, seguida pela leitura no
Citbmetro de Fluxo Accuri C6 plus (BD).

4.3.8 Avaliacéo da clivagem de Parp

Foi realizada através da marcagcdo com o anticorpo contra a fragdo de Parp-
cliado conjugado a Ficoeritrina (PE). A avalicdo da clivagem de parp é utilizada para
guantificara morte celular. As células Panc-1 foram distribuidas em placas de 6
pocos com 5 x 10° células por pogo e incubadas por 24h. Apdés esse periodo foi

realizado o tratamento com a concentragédo do Clsodo derivado FT-12 e o controle
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antitumoral Doxorrubicina durante 48 horas de incubacdo. Apds esse periodo as
células foram tripsinizadas e lavadas 2 vezes com PBS 1x e fixadas e
permeabilizadas com Citofix-citoperm BD. Elas foram incubadas por 20 minutos no
gelo com essa solugdo. ApOs esse periodo as células foram lavadas com 1 ml
Perm/Wash™(BD)duas vezes e incubadas com 5 ul do anticorpo Parp-clivado-PE
durante 30 minutos. Posteriormente foram lavadas uma vez com 1 ml Perm/Wash™
e ressuspendidas na nessa solugcao e em seguida foi realizada a leitura no Citdbmetro

de Fluxo Accuri C6 plus.

4.3.9 Avaliacdo dainducao de senescéncia celular

As células DU-145, Panc-1 e Mia-paca-2 foram plaqueadas em placas de 24
pocos com 3x10* por poco e incubadas por 24h. Apds esse periodo foi realizado o
tratamento com a concentragéo do Clso do derivado AM1f e o controle DSMO 0,1%
durante 72 horas de incubacdo. Apds esse periodo o meio foi aspirado e as células
lavadas duas vezes com 1 ml de PBS 1X, e depois foi adicionado 300 pul por poco
de solucdo de fixacdo e incubadas durante 7 minutos a temperatura ambiente apés
esse periodo as células foram lavadas 2 vezes com com 1 ml de PBS 1X. Depois foi
adicionada 300 ul da coloracédo, seguindo as normas do kit (Kit de coloracéo
histoquimica de células de senescéncia- CS0030). As placas foram incubadas a
37°C sem CO2 durante a noite. A marcagdo das células senescentes é o pH
dependente. Posteriormente as células foram fotografadas utilizando o utilizando o

microscoépio invertido (Leica, BZ).
4.4  AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA E SUB-CRONICA
4.4.1 Preparacado do Composto

Os compostos AM1b e AM1f foram diluidos em DMSO puro e foi feita uma

solugao na concentracgéo final de DMSO 2%.
4.4.2 Animais

Camundongos Swiss (linhagem Mus musculus) adultos, de ambos os sexos
(femeas nuliparas e ndo gravidas), foram divididos aleatoriamente em grupos

controle e teste para todas as avaliagoes.
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Os animais foram mantidos no biotério do Centro de Ciéncias da Saude da
UFRN, sob condi¢bes controladas de iluminagcédo (ciclo 12h claro/escuro) e de
temperatura (23 + 2 °C) recebendo racdo comerial (Supralab® - Supra) e agua ad
libitum (CONCEA, 2015; MCTI, 2016). Os protocolos experimentais foram
submetidos e aprovados pelo Comité de Etica de Uso Animal da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte, sob numero 087.008/2018. Foram utilizados 96

animais, distribuidos em grupos, como descritos em seguida.

4.4.3 Avaliacdo Toxicoldgicain vivo
4.4.3.1 Analise de Toxicidade Aguda

Uma avaliagcdo prévia foi realizada, na qual foram utilizados 2 animais
(fémeas), que receberam duas doses dos derivados AM1b e Am1f (4 e 8 mg/Kg),
sendo selecionada a dose maxima de 8mg/Kg, a qualndo induziu os camundongos a
morte. ApOs esta observacdo, o grupo teste (6 machos e 6 fémeas) recebeu por
gavagem a dose selecionada dos compostos e o grupo controle (6 machos e 6
fémeas) recebeu o0 mesmo volume de solucdo DMSO 2% também por gavagem uma
Gnica vez. Todos os animais (testes e controles) foram observados cuidadosamente
durante as primeiras 24 horas (pesquisa de sinais téxicos imediatos) e diariamente
durante o periodo de 14 dias (pesquisa de sinais téxicos retardados agudos).

Ao final, todos foram anestesiados com tiopental 50mg/Kg associado a
Lidocaina 2% 10 mg/Kg, e eutanasiados por deslocamento cervical, de acordo com
as Normativas do CONCEA (2015). Amostras de sangue foram coletadas para
analises hematologicas ou bioquimicas e orgaos selecionados (figado, estdmago,

rins direito e esquerdo e baco) para avaliacdo macroscopica.

4.4.3.2 Andlise de Toxicidade Subcronica

Grupos testes (5 machos e 5 fémeas) foram tratados por gavagemtodos 0s
dias durante um periodo de 30 dias com diferentes doses (2, 4 e 8 mg/Kg)
dosderivados AM1b e Am1f, definidas pelo ensaio da toxicicidade aguda. Os grupos
controles (5 machos e 5 fémeas) receberam o mesmo volume de solugdo DMSO 2%

também por gavagem. O consumo de ragcdo e agua, assim como 0 peso corporal,
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foram medidos trés dias por semana. Durante o periodo experimental, todos os
animais foram observados cuidadosamente e qualquer sinal de toxicidade foi
avaliado.

Ao final, todos foram anestesiados com Tiopental 50mg/Kg associado a
Lidocaina 2% 10 mg/Kg, e eutanasiados por deslocamento cervical, de acordo com
as Normativas do CONCEA (2015). Amostras de sangue foram coletadas para
analise hematoldgicas ou bioquimicas e 6rgaos selecionados (figado, estdbmago, rins
direito e esquerdo e baco), depois de observacdo macroscopica, foram retirados e

processados para exame microscopico de rotina.

4.4.3.3 Avaliacdo hematoldgica

De todos os animais foram obtidas amostras sanguineas por puncao
carddica, apés a anestesia com Tiopental (Tiopentax®, Cristalia) associado a
Lidocaina 10 mg/Kg. Essas amostras foram homogeneizadas com proporcoes
adequadas do anticoagulante EDTA 1% para a realizacdo do hemograma. Foi
utilizado o analisador hematoldgico automatizado ABX Micros ES60 (HORIBA ABX
Diagnostics) para obter o nimero total de eritrocitos (10%/mm?), hematdcrito (%),
hemoglobina, contagem global de hemaécias, leucécitos (103/mm?3) e plaquetas
(103/mm3), contagem diferencial de leucécitos (%), concentracdo dehemoglobina
(g/dL) e determinacdo do hematdcrito (%) e dos indices hematimétricos, tais como:
volume corpuscular médio (VCM, fL), hemoglobina corpuscular média (HCM, pg) e a
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM, %).

4.4.3.4 Avaliagéo bioquimica

As amostras sanguineas foram centrifugadas (3000 rpm/10 min.) para
obtencdo dos soros, com os quais foram analisados o perfil lipidico, a glicemia, a
funcdo renal e a funcdo hepética dos animais. O perfil lipidico foi avaliado a partir
das dosagens de triglicerideos (TG) e colesterol total (CT). A glicemia foi
determinada para avaliar a influéncia causada pela administragdo do composto nos
animais teste em comparacao aos controles.

Para avaliar a funcéo renal foram analisadas as concentragcdes seéricas de

creatinina e ureia, enquanto as andlises das atividades das enzimas aspartato
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aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) e proteinas totais (PT)
avaliaram a funcao hepatica, como também foi analisada a dosagem de albumina.
As determinacdes das concentracfes séricas de glicose, CT e TG foram
realizadas por ensaios enzimatico-colorimétricos, enquanto as dosagens de AST,
ALT, uréia e creatinina foram realizadas por ensaios enziméticos. Todas as
determinacdes utilizaram Kkits Labtest Diagndstica apropriados ao analisador
bioquimico automatizado LabmaxPlenno (Labtest Diagndstica, Minas Gerais, Brasil)
Apbés a eutanasia dos animais, foram retirados os seguintes orgdos figado,
estbmago, baco, rins, pulmdo e coracdo para a andlise macroscépica e pesagem

dosorgéos. Foi calculada a razéo peso do érgdo/peso total do animal.

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE IMUNODULADORA
4.5.1 Avaliacao da citotoxicidade em esplenécitos por MTT

O ensaio de citotoxicidade também foi realizado utilizando células
provenientes do bagco de camundongos Balb/c para verificar se os derivados eram
citotoxicos frente a essas células. As células foramretiradas do baco de animais
saudaveis com cerca de 45 dias ap6s o desmame. O baco foi triturado para a
obtencdo das células. As células foram filtradas com auxilio de um filtro de 70um
para a retiradas dos grumos celulares e posteriormente lavadas com meio RPMI
1640. Foi realizado um pool de 3 camundogos para avaliacdo da viabilidade
calculada depos da incubacdo com os derivados FT-2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 13 e
18 nas concentraces de 1, 10 e 100 uM. As células foram plaqueadas (3x10°) e
incubadas duante 48 horas com os derivados. Posteriormente foi adicionado o MTT
e apobs 3 horas o0 SDS e as placas foram incubadas durante 24 horas para completa
solubilizagé@o dos cristais. Apos esse perido as placas foram lidas uitilizando a leitora

de plcasBioTek no comprimenento de 570 nm.

4.5.2 Cultura de esplendcitos

Os esplendcitos de camundongos BALB/c foram cultivados em meio RPMI
1640 (Gibco) suplementado com L-Glutamina, 10% de Soro Bovino Fetal (Lonza), 10
mM de HEPES e 10.000 U/mL de Penicilina/Estreptomicina (Gibco) em estufa de
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CO? 5% a 37°C. Os esplendcitosforam estimulados com Concanavalina A
(100ng/ml) e posteriormente tratados com os derivados tiazolftalimidicosnas
concentracbes 1, 10 e 100 uM, para alguns derivados somente foram utilizados a
concentracdo de 1 e 10 uM devido a sua citotoxicidade na dose de 100 uM. Apds 48
horas de cultura, os sobrenanantes serdo coletados e armazenados em freezer -
20°C para posterior dosagem de citocinas. A metilprednisolona foi utilizada na

concentracdo de 100 uM como controle antiinflamatorio.

4.5.3 Quantificacdo de citocinas por CBA

O Kit queutilizado foi adquirido da BD Biosciences, Kit BD™
CytometricBeadArray (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17, onde a curva padrdo (standards)
e amostras foram preparadas seguindo o protocolo descrito pelo fabricante para
quantificacdo das citocinas IL17A, IFN-y, IL2, IL-6, TNF-qa, IL-4 e IL-10 em pg/ml. Foi
utilizado 50 puL dasamostras de sobrenadante de cada condicdo de cultura, foram
analisadas as condicbes controle ndo tratado (controle negativo) e
Metilpredinesolona 100 uM (controle positivo) e as condigbes tratadas com o0s
derivados avaliados. Posteriormente, foi adicionado em cada tubo, 50 pL do
reagente de deteccdo composto pela ficoeritrina (PE) conjugado comanticorpos
especificos e incubado por 3 horas a 25°C em ambiente com pouca luminosidade.
Apoés incubacdo as amostras foram lavadas com o reagente Wash Buffer e
centrifugadas a 200g por 5 minutos e ressuspendidas em 300 ul de PBS 1x para
aquisicdo no citometro. A intensidade de fluorescéncia emitida pelo complexo
“sanduiche” foi determinada pelo citdmetro de fluxo BD™ Accuri C6.A analise da
quantificacdo das citocinas testadas foi realizada pelo BD™ FCAP Array Software
v3.0 seguindo instrugdes do fabricante. Os limites de deteccéo inferior foram IL-2(0,1
pg/mL), IL-4 (0,03pg/mL), IL-6 (1,4pg/mL), IFN-y (0,5pg/mL), TNF(0,9pg/mL), IL-17A
(0,8pg/mL) e IL-10 (16,8pg/mL).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os calculos de média, desvio padrado e viabilidade foram realizados utilizando

o programa Excel. O Clso foi calculado a partir da média dos resultados da
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viabilidade celular dos compostos com o auxilio do programa OriginPro8 (Originlab
Corporation®, EUA).

Os resultados foram analisados por teste t (Student), Anova com pos teste de
Bonferonin utilizando-se o programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software®, USA)
considerado estatisticamente significativa quando p < 0,05.



55

5 Resultados
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Abstract: Cancer remains a disease with a high mortality, causing millions of
deaths in the last decade. Chemotherapy still used for the most of tumors
treatment, but side effects and drug resistance is a big challenge. New drugs
with different targets need to be synthetized to improve cancer treatment. A
series of novel phthalimido-thiazolidine-2-4-diona derivatives were synthesized
and their in vitro anti-tumor and immunomodulatory activities against cancer
cells were evaluated. Among these derivatives, compound FT-12 exhibited
antiproliferative activity against Panc-1 and cells with Clso values of 31.54+1.33
and 71.92+1.31uM, respectively. Moreover, FT-12 caused irreversible cancer
cell damage by inducing necrosis and apoptosis. In addition, these compounds,
especially FT-3 and FT-6 regulated immune factors such as interleukin IL-10,
IL-6, INF-g and IL-2 significantly. Overall, these studies suggested that
compound FT-12, as the representative compound of those, might be a
promising candidate for the treatment of pancreatic cancer and prostate and

further studies should be done.
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1. Introduction

Cancer can be defined as a set of diseases that have in common disordered
cell growth and invasion of adjacent and non-adjacent tissues and organs. This
disease characterized by the uncontrolled cellular growth. Cancer is estimate 12
million deaths in 2030 from cancer worldwide and to continue rising and that they
year by year(ZAHRAN et al., 2018). In Brazil according to the national cancer
institute (INCA) it is estimated that will have around there will be approximately
600,000 new cases for 2018 2(INCA, 2019).

Number of cancer cases continues to rise, and much of this is due to the aging
and growing population worldwide, along with a growing adoption of behaviors that
favor the onset of cancer, such as lack of exercise and poor diet. Cancer is the
leading cause of death in developed countries, and second cause of death in
developing countries, after cardiovascular diseases (FERLAY et al., 2014).

Currently available treatments include surgery, chemotherapy, radiation,
hormone, and immune therapy. Thus chemotherapeutic main method of treatment for
cancer patients is diffuse systemic chemotherapy using cytostatic agents, which
induce apoptosis and or inhibit cell cycle progression (RUHLE et al., 2018). Majority
of chemotherapeutic agents do not act exclusively on neoplastic cells, but on dividing
cells, causing numerous systemic side effects that may have varying degrees of
toxicity depending on factors such as drug exposure time, age, patient's physical
state. Thus, the search for more effective and less toxic drugs for cancer treatment is
a constant challenge(WITZ, 2009).

Immunomodulation is composed of agents that can both stimulate and inhibit
the production of cytokines that mediate pathological processes(RICCIO;
LAURITANO, 2020). Immunodulators could be wused as immunostimulants,
immunosuppressants and immunopolarizers. Immunostimulators can be classified as
specific or nonspecific. Specifics will provide an antigen and it will stimulate the
immune system. Non-specific immunostimulators increase immune responses
without antigen specificity. These molecules can be either synthetic or natural in
origin. The immunosuppressants were suppress the immune system and
immunopolarizers were polarize the response such as stimulating the release of anti-
inflammatory cytokines of the th2 profile (RICCIO; LAURITANO, 2020)(SHRESTHA,
CLAIR; NEILL, 2014).
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Research for new cancer-treatment agents is an important area in both
medicinal chemistry. Synthesis of new drugs is the combination of distinct
pharmacophoric nuclei in a chemical entity, which is termed as molecular
hybridization, one of the important strategies used by Medicinal Chemistry to obtain
more powerful, effective and safer drugs(DA ROCHA PITTA et al.,, 2013). This
strategy aims to link two or more pharmacophoric groups with biological activities
already reported to give rise to a new chemical entity aiming at an increase in
biological activity(CHAGAS et al., 2017)(OLIVEIRA, JAMERSON FERREIRA DE
SILVA et al., 2015).

Pharmacophoric group contribute directly to the bioactivity of the molecule and
its molecular pathways directly or indirectly. Pharmacophoric groups are used, with
known activity giving rise to new structural analogues (SONG et al,
2014).Phthalimide pharmacophoric group have been reported in the literature for
several biological activities such as anti-inflammatory activity(ZAHRAN et al., 2014),
anti-inflammatory activity(ALIANCA et al., 2017), anti-tumoralactivity(ZAHRAN et al.,
2018), analgesic(ALANAZI et al., 2015), anticonvulsant(KAMINSKI et al., 2011),
antituberculosis(AKGUN et al., 2012)andhypolipemic(ABDEL-AZIZ et al., 2011).

Thiazole nucleus is an important pharmcophores heterocycle present in
several molecules are and have significance to create privileged chemical structures
possessing pharmacological activities. This ring is considered a building block for its
versatility. Many drugs currently available in the market have this framework, such as
thiazofurin and dasatinib (antineoplastic agents), ritonavir (anti-HIV drug),
ravuconazole (antifungal agent), nitazoxanide (antiparasitic agent), phanethizole,
meloxicam and fentiazac (anti-inflammatory agents), nizatidine (antiulcerogenic
agent) and thiametoxam (insecticide) (AYATI et al., 2015).

Thus a scaffolds with possible biological activity were developed by linking the
thiazole ring to the phthalimid ring(GUGGILAPU et al., 2017). Evaluation of new
agents is necessary in order to find more selective and efficient treatments for
different types of tumors (HAJJI et al., 2018).

2. Methodology
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2.1 Synthesis ofderivatives

Synthesis of compounds LPSF/ FTs (a-d), scheme 1: In step 1, thiazolidine-2,4-dione
is N-alkylated with N-chloromethylphthalimide at a temperature of 65 °C for 2 hours
and 30 minutes, yielding intermediate 3-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)methyl)thiazolidine-
2,4-dione (LPSF / FT-01). In the second stage, LPSF / IPs (ethyl cyanoacetate
esters) were formed from ethyl cyanoacetate with aromatic aldehydes using
morpholine as catalyst. In the third step, both FT-01 and synthesized LPSF / IPs
were placed to react in the presence of morpholine (catalyst) at a temperature of 65
°C, forming the final compounds (LPSF / FTs).

1° Step [o]

o]
Q N _
NH NaOH 3 0, s
/—N + 7 K 2:30h N 3° Step
Cl
‘ 5.‘ ° . >§0° LPSF/ FT-01 o]
0 Thiazolidine-2,4-dione 5
N-chloromethylphthalimide
morpholine 0, / N
N
2° Step
o o 1-5h }Qoo
o N /\ = g
Nc\)]\ + H morpholine | TN o -
0/\ R// 4h R// CN R-L_ I LPSF/ FTs (a-d)
ethyl cyanoacetate aromatic aldehydes LPSF/IPs (a-d) AN

R
a 4- (1H-imidazole)
b 4- N(CH3)CH,CH,CN
¢ 3- (2-chloro-6-methoxyquinoline)
d 3-Bromine

Synthesis of compounds LPSF/ FTs (e-k), scheme 2: The FT-1 compound
synthesized in the first step is placed to react by condensation following the
procedures of Harada et al. (2012), with the specific aldehyde (letters e-k of scheme
2) in the presence of ammonium acetate and acetic acid (solvent), at a temperature
of 110 °C, which forms the final compounds (LPSF / FTs).
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h 4-diphenylamino
i 3- (3-phenyl-1H-pyrazole)
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2° Step ?
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N
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3-5h

N-chloromethylphthalimide

LPSF/ FT-01 = LPSF/! FTs (e-k)

Aromatic aldehydes (e-k)

2.2 Chemistry

The structures of compounds LPSF/FTs synthesized were confirmed by
spectroscopic techniques such as nuclear magnetic resonance (*H NMR) model
Varian 300 or 400 MHz, using solvent DMSO-ds and CDCLs. The peaks of the RMN
signals were designated s - singlet; d - doublet; t - triplet; m - multiplet. Melting points
were determinated in a capillary tube using Buchi, melting point M-565. Infrared
spectra (IR) were recorded on a Prestige-21, Shimadzu model 01801. For Mass
Spectra (MS), Bruker Daltonics, modeloautoflex Ill smart beam.was utilized.
Synthesis of 3-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)methyl)thiazolidine-2,4-dione (LPSF/FT-01)
0

Initially, thiazolidine-2,4-dione (1.2 eq.) is solubilized with acetonitrile. Separately,
NaOH (1.2 eq.) is after maceration, solubilized in methanol and acetonitrile. Then, the
two products are placed to react for 30 minutes while stirring. Finally, N-chloro-
methylphthalimide (1 eq.) is added.The reaction takes place at 65 °C of temperature
for about 2: 30h accompanied bythin layer chromatography (CCD). After the end of
the reaction, the product is filtered, with the formed salt remaining in the paper.The
liquid product is placed in the refrigerator, where it stays for about 72 hours to form
the white crystals then filtered.

The product obtained was a white solid. Formula: C12HsN204S. Melting point (m.p.):
172 °C. Yield: 67 %.IR (KBr, cm™): 3005 (C-H), 1730 (C=0), 1676 (C=0), 1315 (C-
N). H! NMR (300 MHz, DMSO-de) d 7.88 (m, 4H, J = 20.7 Hz, ArH), 5.33 (s, 2H, —
CH2), 4.19 (s, 2H, —CH2). MS m/z (%): 275.95, calculated 276.02.

Preparation of thiazophthalimide derivatives by addition reaction: General procedure
1 (LPSF/FTs) (a-d)
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3-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)methyl)thiazolidine-2,4-dione (FT-01) (1 eq.) is solubilized
in the 250 ml flask with ethanol. Soon after, the specific IP reagent (1.2 eq.) for each
reaction is added, while the reagents are stirring, morpholine (2 eq.) is added. The
reaction proceeds for about 1 to 5 hours at a temperature of 65 °C accompanied by
CCD. The time varies slightly depending on the IPs. Finally, the product is filtered
and washed with ethanol.
5-(4-(1H-imidazol-1-yl)benzylidene)-3-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)methyl)thiazolidine-
2,4-dione (LPSF/FT-07) ()

Yellowsolid. C22H14N404S. m.p.: 263 °C. Yield: 44 %. IR (KBr, cm™):3136 (C-H),1732
(C=0), 1598 (C=C), 1320 (C-N), 724 (C-H).H! NMR (300 MHz, DMSO-ds): d 8,39 (s,
1H, -CH), 7,89 (m, 8H, J= 42,3 Hz, ArH), 7,74 (d, 2H, J= 8,1 Hz, ArH), 7,14 (s, 1H,
ArH), 5,51 (s, 2H, -CH2). MS m/z (%): (M+H) * 431.03, calculated 430.07.
3-((4-((3-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)methyl)-2,4-dioxothiazolidin-5-
ylidene)methyl)phenyl)(methyl)amino) propanenitrile (LPSF/FT-08) ()

Orange solid. C23H18N4O4S. m.p.: 241 °C. Yield: 61 %. IR (KBr, cm-1): 2917 (C-H),
2248 (-CN), 1721 (C=0), 1582 (C=C), 1319 (C-N). H! NMR (300 MHz, DMSO-d6): &
7,88 (m, 5H, J= 34,2 Hz, FtH), 7,45 (d, 2H, J= 9,6 Hz, ArH), 6,91 (d, 2H, J= 9,3 Hz,
ArH), 5,48 (s, 2H, -CH2), 3,77 (t, 2H, J= 13,5 Hz, CH?2), 3,04 (s, 3H, CH3), 2,76 (t, 2H,
J=12,9 Hz, CH2). MS m/z (%): 446.07, calculated 446.1.
5-((2-chloro-6-methoxyquinolin-3-yl)methylene)-3-((1,3-dioxoisoindolin-2-
yl)methyl)thiazolidine-2,4-dione (LPSF/FT-13) ()

Yellow solid. C23H14CIN3OsS. m.p.: 316.8 °C. Yield: 22,5 %. IR (KBr, cm-1): 3043 (C-
H), 1746 (C=0), 1621 (C=C), 1232 (C-0), 717 (C-H). H1 NMR (300 MHz, DMSO-d6):
0 8,30 (s, 1H, ArH), 8,13 (s, 1H, CH), 7,91 (m, 3H, J= 12 Hz, j= 2,4 Hz, ArH), 7,77 (m,
2H, J= 6,3 Hz, 2,4 Hz, ArH), 7,44 (d, 1H, J= 8,7 Hz, j= 4,5 Hz, ArH), 7,09 (d, 1H, J=
2,1 Hz, ArH), 5,70 (s, 2H, CH2), 3,95 (s, 3H, CHs). MS m/z (%): 479.90, calculated
479.03.
5-(3-bromobenzylidene)-3-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)methyl)thiazolidine-2,4-dione
(LPSF/FT-18) ()

White solid. C19H11BrN204S. m.p.: 210 °C. Yield: 68 %. IR (KBr, cm-1): 3088 (C-H),
1748 (C=0), 1602 (C=C), 1313 (C-N), 723 (C-H). H! NMR (400 MHz, DMSO-d6): &
7,89 (m, 2H, J= 8,4 Hz, ArH), 7,82 (s, 1H, CH), 7,75 (m, 2H, J= 8 Hz, ArH), 7,61 (t,
1H, J= 3,6 Hz, ArH), 7,55 (dt, 1H, J= 11,2 Hz, ArH), 7,41 (d, 1H, J= 8,4 Hz, ArH),
7,34 (t, 1H, J= 16 Hz, ArH), 5,67 (s, 2H, CH2). MS m/z (%): (M+H)* 442.9, calculated
441.96.
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Preparation of ofthiazophthalimide derivatives by condensation reaction: General
procedure 2 (LPSF/FTs) (e-k)
3-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)methyl)thiazolidine-2,4-dione (FT-01) (1 eq.) is solubilized
in the 250 ml flask with glacial acetic acid (about 4 ml for each 1 mmol of FT-01).
Then, the specific aldehyde (1.2 eq.) and ammonium acetate (2 eq.) are added. The
flask is heated to 110 ° C in temperature, the reaction is monitored by CCD. The
reaction time varies between 3h and 5h. At the end of the reaction, the product is
filtered and washed with water.
4-((3-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)methyl)-2,4-dioxothiazolidin-5-ylidene)methyl)phenyl
acetate (LPSF/AA-FT-02) ()

Yellowsolid. C21H14N206S. m.p.: 263 °C. Yield: 56,7 %. IR (KBr, cmt): 1745 (C=0),
1722 (C=0), 1585 (C=C), 725 (C-H). H* NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 7,87 (m, 5H,
J= 28,2 Hz, CH, FtH), 7,46 (d, 2H, J= 8,4 Hz, ArH), 6,91 (d, 2H, J= 9 Hz, ArH), 5,49
(s, 2H, -CH2), 2,29 (s, 3H, -CHs). MS m/z (%): (M+H)* 423.9, calculated 422.05.
N-(4-((3-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)methyl)-2,4-dioxothiazolidin-5-
ylidene)methyl)phenyl)acetamide (LPSF/FT-03) ()

Yellowsolid. C21H1sN3OsS. m.p.: 277 °C. Yield: 80.4 %. IR (KBr, cm): 3382 (N-H),
1745 (C=0), 1717 (C=0), 1580 (C=C), 726 (C-H). H NMR (300 MHz, DMSO-ds): d
7,88 (m, 5H, J= 24,3 Hz, CH, FtH), 7,74 (d, 2H, J= 8,7 Hz, ArH), 7,55 (d, 2H, J= 9 Hz,
ArH), 5,49 (s, 2H, -CH2), 2,07 (s, 3H, -CHzs). MS m/z (%): (M+H)*422.02, calculated
421.07.

5-((2,3-dihydrobenzofuran-6-yl)methylene)-3-((1,3-dioxoisoindolin-2-
yl)methylthiazolidine-2,4-dione (LPSF/FT-04) ()

Yellowsolid. C2:H1aN20sS. m.p.: 255.9 °C. Yield: 75,5 %. IR (KBr, cm): 1779 (C=0),
1736 (C=0), 1594 (C=C), 710 (C-H).H! NMR (300 MHz, CDCI3): & 7,88 (m, 3H, J=
12,3 Hz, CH, FtH), 7,74 (m, 2H, J= 8,7 Hz, ArH), 7,30 (dd, 2H, J= 9,6 Hz, ArH), 6,85
(d, 1H, J= 9 Hz, ArH), 5,66 (s, 2H, -CH2), 4, 66 (t, 2H, J= 17,7 Hz), 3,26 (t, 2H, J=
17,7 Hz). MS m/z (%): 406.06, calculated 406.11.
3-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)methyl)-5-(4-(diphenylamino)benzylidene)thiazolidine-2,4-
dione (LPSF/FT-06) ()

Yellowsolid. C31H21N304S. m.p.: 133 °C. Yield: 95,3 %. IR (KBr, cm): 3033 (C-H),
1730 (C=0), 1582 (C=C), 1291 (C-N), 725 (C-H). H NMR (300 MHz, CDClz): 5 7,88
(m, 2H, J= 9 Hz, FtH), 7,82 (s, 1H, CH), 7,74 (m, 2H, J= 8,1 Hz, FtH), 7,32 (m, 6H, J=
24,3 Hz, ArH), 7,15 (m, 6H, J= 22,5 Hz, ArH), 7,01 (d, 2H, J= 8,7 Hz, ArH), 5,66 (s,
2H, CH2). MS m/z (%): 531.38, calculated 531.12.
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3-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)methyl)-5-((3-phenyl-1H-pyrazol-4-
yl)methylene)thiazolidine-2,4-dione (LPSF/FT-09) ()

Yellowsolid. C22H14N40O4S. m.p.: 214 °C. Yield: 84,3 %. IR (KBr, cm): 3321 (N-H),
3015 (C-H), 1710 (C=0), 1610 (C=C), 1318 (C-N). H'NMR (300 MHz, DMSO-d6): 5
13,82 (s, 1H, NH), 8,24 (s, 1H, CH), 7,87 (m, 4H, J= 27,9 Hz, ArH), 7,61 (t, 6H, J= 39
Hz, ArH), 5,46 (s, 2H, CH2). MS m/z (%): (M+H)*431.19, (M+Na)* 453.23, calculated
430.07.

5-((2-chloro-6-methylquinolin-3-yl)methylene)-3-((1,3-dioxoisoindolin-2-
yl)methyl)thiazolidine-2,4-dione (LPSF/FT-12) ()

Yellow solid. C23H14CIN3O4S.m.p.:  °C. Yield: 72,2 %. IR (KBr, cm?): 1781
(C=0),1731 (C=0), 1654 (C=C), 1310 (C-N). HINMR (400 MHz, DMSO-ds): & 8,10
(s, 1H, ArH), 7,86 (m, 4H, J= 22,8 Hz, ArH), 7,56 (s, 1H, ArH), 7,40 (dd, 2H, J= 10
Hz, ArH), 722 (d, 1H, J= 8 Hz, ArH), 5,46 (s, 2H, CH2), 2,48 (m, 3H, J= 5,6 Hz, CH3).
MS m/z (%): (M+H)* 464.03, calculated 463.03.
3-((1,3-dioxoisoindolin-2-yl)methyl)-5-(4-(pyrimidin-5yl)benzylidene)thiazolidine-2,4-
dione (LPSF/FT-15) ()

Yellowsolid. C23H14N40O4S. m.p.: 288 °C. Yield: 87,3 %. IR (KBr, cm): 3014 (C-H),
1749 (C=0), 1597 (C=C), 1312 (C-N), 727 (C-H). H'NMR (300 MHz, CDCL3): 6 9,25
(s, 1H, ArH), 8,99 (s, 2H, ArH), 7,96 (s, 1H, CH), 7,90 (m, 4H, J= 8,4 Hz, ArH), 7,72
(m, 4H, J= 45,3 Hz, ArH), 5,69 (s, 2H, CH2). MS m/z (%): (M+H)* 443.24, calculated
442.07.

2.3 Cell culture

Cells Du-145(prostate cancer), Panc-1 and SK-mel-28 were cultured in
Dulbecco’s modified essential medium low glucose (Gibco), Cell Mia- paca-2
Dulbecco’s modified essential medium Hight glucose (Gibco), cells HI-60 and K562
were cultured in RPMI 1640(Gibco) and cell PC-3 F12 medium. All were
supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco) except Mia-paca-2 and 2,5%
horse serum, 10.000 U of penicillin and 10.000 streptomycin (Gibco and were
maintained in a humidified atmosphere containing 5% CO2. Were taken from the Rio
de Janeiro cell bank (BCRJ).
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2.4 In silico predictions of FT12 functions

First we performed computational analysis using PASS online
[http://geneontology.org/] for predicting FT12 effects and mechanisms of action.
PASS online is a software for evaluating the biological potential of compounds and
gives a score for probability to be active (Pa) and inactive (Pi). FT12 was estimated
as biological active for a specific activity when Pa > Pi and Pa > 0.1 to be considered
significant. Genes directly related to FT12 predicted functions were investigated
through ENRICHR for gene ontology enrichment analysis of associated biological
processes (BP) and KEGG pathways using 0.05 as threshold for the Benjamini-

Hochberg corrected p-values.

2.5 Cytotoxicity assays

The in vitro cytotoxicity test was performed on neoplastic cells and peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs) with different concentrations. Cellular cytotoxicity
was quantified by the colorimetric method 3-(4.5-dimethyl-2-60-thiazole)-2.5-
diphenyl-2-H-tetrazolium bromide (MTT). Cells PBMCS were plated 5x10%well and
neoplastic cells were distributed into 96 well plates, at cells and were plated at the
concentration according to the NIH recommendations, the number of cells per
well/100ul. After 24 h, different concentrations of phthalimido-thiazoles derivatives
(1, 10, 50, and 100 uM) in plates incubated in a humid oven at 37°C and 5% CO: for
48 h(PBMCs) and 72 h. After the incubation period, 20 yL of the 5 mg/mL MTT
solution diluted in PBS was added; the plates were then protected from light and
were incubated once more in a humid oven at 37°C and 5% CO2 for a period of 3h.
130 ul of 20% SDS per well and of measured optical density were added after 24
hours at the 560 nm wavelength. The reading was performed on a microplate reader
(EL808 - Biotek®). Determination of the cytotoxic potential of the tested compounds
was calculated in relation to the control, which was treated with the DMSO vehicle.
To determine the concentration of the compound required for 50% inhibition in vitro

(IC50), three independent MTT assays were performed.

2.6 Cell cycle analysis

Cells were plated in 6-well plates at a concentration of 5 x 10° cells per well and

were treated at ICso concentration. After 48 hours, the cells were trypsinized and



64

washed twice with PBS and were fixed in 70% alcohol at 4-6 °C; then, the cells were
incubated for 24 hours at -20°C. In the next step, the cells were incubated with
propidium iodide (5 mg/mL)/RNase A (0.25 mg / mL) in PBS for 30 minutes on ice
and were protected from light. Cellular DNA content was quantified by flow cytometry
using the Accuri C6 flow cytometer, wherein the percentage of DNA in each phase of
the cycle was obtained by the C6 software program (Becton, Dickinson and
Company, USA).

2.7 In-vitro scratch assay

Cells were plated in 24-well plates at a density of 1x10° were incubated at
37°C under 5% CO2 atmosphere for 24 hours. After reaching the necessary
confluence, the growth medium was aspirated, and two washes with 1X PBS were
performed; then, two perpendicular marking lines (striae) were made using a P200
pipette. After the labeling procedure, the cells were treated with complete medium
(control), 0.1% DMSO, and FT-12, at concentrations previously determined by ICso.
They were photographed under the inverted microscope (eclipse Ts2 Nikon) (t=0)
and incubated for 24 hours (t=0, t=6, t=12 and t=24) under the same conditions as
above. Migration assay data were obtained from image analysis through the ImageJ
program (Version 1.49) (NIH, USA).

2.8 Clonogenic Assay

Cells were initially plated in 24-well cluster plates at a density of 3.0x10* cells/well
and incubated at 37 °C in atmosphere of 5% CO2. After 24 h and 48h, the medium
was changed, and the cells were treated with 0.1% DMSO (control group) or with
phthalimido-thiazoles derivative FT-12 at concentration previously determined by the
ICso. After 14 days, the colonies were fixed with paraformaldehyde and stained using
Methyl Violet (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The stained colonies

were counted under manually.

2.9 Splenocytes isolation

Cytotoxicity assay was also performed using Balb/c splenocyte cells to verify that the
derivatives were cytotoxic to mice cells. Cells were removed from the spleen of
healthy animals about 45 days after weaning. The spleen was ground to obtain cells
and cells were filtered with the aid of a 70 micrometer filter and then washed and

counted. A pool of 3 balbs cells was performed to evaluate the viability of FT-2, 3, 4,
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6, 7, 8,9, 10, 11, 13 and 18 derivatives at 1, 10 and 100 uM doses. Cells were plated
2x10% and incubated for 48 hours with the derivatives. After MTT were added at
plates and after 3 hours were added SDS overnight plates for complete solubilization

and subsequent plate readings using the BioTek plaque reader at 570 nm length.

2.10 Culture cells

Splenocytes from BALB/c mice were cultured in RPMI 1640 medium (Gibco)
supplemented with L-Glutamine, 10% Bovine Fetal Serum (Gibco), 10 mM HEPES
and 10,000 U / mL Penicillin / Streptomycin (Gibco) in incubator 5% CO 2 at 37 ° C.
Splenocytes were stimulated with Concanavalin A (100ng/mL) and subsequently
treated with phthalimido-thiazoles derivatives at concentrations 1, 10 and 100 uM, for
some derivatives only 1 and 10 uM concentration were used due to their cytotoxicity
at 100 uM. After 48 hours of culture, the supernatants will be collected and stored in

a -20°C freezer for subsequent cytokine measurement.

2.11 CBA

The cytokine levels in the culture supernatant were measured and quantitated by
multiplex immunoassays using a Cytometric Bead Array (CBA) kit according to the
manufacture’s instruction (BD Biosciences, San Jose, CA). Cytokines bound to
beads were detected by the phycoerythrin (PE- conjugated secondary antibody, ) in
which the fluorescence intensity of PE for each sandwich complex reveals the
concentration of a given sandwich. Cytokine in the sample tested IL17A, IFN-y, IL2,
IL-6, TNF-qa, IL-4 and IL-10 in pg / ml. Briefly, 50 uL bead suspension and 50 uLof
each sample were mixed and incubated at room temperature for 3 h hours at 25 ° C
in low light environment. After incubation the samples were washed with the Kit Wash
Buffer reagent in a 200g centrifuge for 5 minutes and resuspended in 300 pl of 1x
PBS for acquisition on the cytometer. The fluorescence intensity emitted by the
sandwich complex was determined by the BD ™ Accuri C6 flow cytometer.
Quantitation analysis of the cytokines tested was performed by the BD ™ FCAP
Array Software v3.0 following manufacturer's instructions. Lower detection limits were
IL-2(0.1 pg/mL), IL-4 (0.03 pg/mL), IL-6 (1.4 pg/mL), IFN-g(0.5 pg/mL), TNF-a(0.9
pg/mL), IL-17A (0.8 pg/mL) e IL-10 (16.8pg/mL).

2.12 Statistical analysis
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Three independent experiments were performed in triplicate. 1Cso values and 95%
confidence intervals were obtained with nonlinear regression with the OriginPro
program (8.0; OriginLab, Northampton, Massachusetts, USA). Statistical significance
was tested with two-tailed unpaired student’s t-tests in relation to the untreated or
positive controls, and differences were considered significant when p values were
less than 0.05. Values were expressed as the mean £ SD of three or more replicate

experiments.

3 Results

Initially, the compounds were tested against peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs). All the synthesized compounds were assessed for in vitro cytotoxic effect
in PBMCs using MTT assay, as a primary step for investigating their cytotoxic
activity. It was observed that phthalimido-thiazoles derivatives were nontoxic to
normal (IC50>100 pM). Derivatives phthalimido-thiazoles were tested in different
cells lines hematopoietic and solid tumors but only FT-9 and FT-12 showed activity
antitumoral. The IC50 values for FT-9 were 59.11 +4.48 (in K569 cells) and 64.42+
6.36 pM (in Molt-4 cells); while for FT-12 were 31.54+1.33 (in PANC-1 cells),
46.64+5.85 (in Sk-mel-28 cells) and 71.92+1.31 puM (in PC-3 cells), as shown in
Table 1.

Through PASS online screening, 32 genes (shown in Table 1) were predicted to
be targeted by FT12 in some way (e. g agonist). Also, 12 biological effects (Table 2)
were predicted to be associated to FT12. The genes predicted as targets were
evaluated through gene ontology enrichment analysis for biological processe and it
resulted in many processes associated to apoptosis. Through KEGG analysis, 15
pathways were shown as statistically significant for those target genes. Predictions
demonstrated that FT-12 derivative has an action principally in the induction of pro-
apototic genes (S1).

To evaluate the cytotoxic potential, the highest and lowest ICso concentrations
were chosen. |Initially the inhibition of clone formation was evaluated at 24 and 48
hours of treatment. Results in Fig. 1 showed that the number of viable PC-3 cell
colonies was significantly decreased after FT-12 treatment. Both in the 24-hour (p=
0,0153) and 48-hour (0,0644), there was a reduction in the formation of new clones.

We also evaluate the ability to inhibit the formation of colonies in Panc-1 cells (figure
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2). Both in the 24-hour (p= 0,0372) and 48-hour (0,096), there was a reduction in the
formation of new clones.

Wound healing assay was performed using FT-12 treated PC-3 and Panc-1
cells to investigate the effect of FT-12 on cell migration. The monolayer was wounded
and allowed to migrate for 6, 12 and 24 hours with DMSO 0,1% (control), FT-12 at
dose IC50. Figure 3 shows that incubation with FT-12 significantly reduced the
migration ability of PC-3 and Panc-1 cells compared to untreated cells (p <0.05).

As shown in Fig. 4, FT-12 concentrations, at ICso after 6 h, reduced PC-3 cell
migration with free area 90% and 94.43 % when compared to control; from 12 h the
free area 74.84 % and 90.79 %; after 24 h reduced PC-3 cell migration with free area
68,44 % and 84,21%, respectively.

We also evaluated FT-12 derivative effects on cell cycle (table 2) in Panc-1
cells. This derivative did not alter the cell cycle progression significantly. Doxorrubicin
induced an arrest in G2/M phase compared to untreated (p=0.0169). To evaluate if
FT-12 derivative induces others cell death process, we analyzed for 7-AAD (early
necrosis marker) and annexin V (apoptosis). The derivative induced a significant
increase in the number of necrosis (p=0.0202) as well doxorrubin treatment
(p=0.0016; figure 4). Furthermore, FT-12 treatment resulted in a significant increase
in apoptosis (p=0.0017). To investigate apoptosis molecular pathway, we next
evaluated the expression of the PARP, cell apoptosis-related protein Poly (ADP-
ribose) polymerase in PANC-1 cells. In figure 5, F-12 treatment (17.35%) did not
induce a significant increase in cleaved PARP compared to untreated cells (2.35%).
Next, we also investigated the effects of FTs derivatives that did not show
antineoplastic activity on immunomodulation in splenocytes stimulated with
Convavalin A. The derivatives FT- 3 and FT-4 reduced secretion of IL-4and IL-10
(figure 6 and 7) by splenocytes treated with ConA. IL-10 and IL-4 were cytokines Th2
pathway. The derivative FT-6 increased cytokines expression both IL-4 and IL-10.
The derivative FT-3 also decreased also decreases levels of cytokines TNF and IFN-
g (figure 8 and 9). The derivatives FT-13 and FT-7 increased the of TNF and INF-g
levels, respectively. The pro-inflammatory IL-6 and IL-2 (figure 10 and 11) cytokines
are also reduced by the FT-3 derivative. However, the FT-6 derivative increased the
levels of IL-6 and the FT-13 derivative increased the levels of IL-2. The FT-3
derivative also reduced IL-17A (figure 12) levels.
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4. Discussion

The new intermediate obtained, FT-01, in the first reactions obtained satisfactory
yields, between 62-81%. The synthesis is also relatively fast, 2 hours of reaction.
Therefore, it was made on a larger scale of production with equivalent yields.

Seven compounds (FT-2, FT-3, FT-4, FT-6, FT-9, FT-12, FT-15) were obtained by
the condensation methodologyHarada et al.2012(HARADA et al., 2012). This
methodology was used due to the difficulty of synthesis by another method, since it is
necessary to synthesize another intermediary (the IPs), which makes the reaction
more laborious and costly. Research done on the SciFinder website did not present
in the literature compounds with similarity sufficient for a good comparison with the
obtained thiazolftalimides (CAS, 2019).

Any derivatives phatilimide did not show cytototoxic activity in normal healthy donor
cells (PBMCs). It is an important standardthat anti-cancer drugs they are not
provoking damaging effects on normal cells. The derivative FT-12 showed larger
spectrum of action antineoplasic with ICso between 31.54 and 71.94 uM. The
derivative FT-9 also showed antineoplasic activity with IC50 the 59.11 mM in K-562
cells and 64.42 mM in Molt-4 cells, both of leukemic origin.

The FT-12 derivative owns a group quinoline. Quinine and camptothecin are
important quinoline alkaloids with important drugs antimalarial and anticancer. Many
molecules with a broad range of bioactivities, including antitumor, antimalarial,
antibacterial and antifungal, antiparasitic and insecticidal, antiviral, antiplatelet, anti-
inflammatory, herbicidal, antioxidant and other activities, were studied(SHANG et al.,
2018). Our results demonstrated that the 2-chloro-quinoline ring system is had in
antiproliferative activity antiproliferative activity but than other substitutes. Pun et al,
2017 evaluated evaluated 83b1 novel quinoline in proliferation of esophageal cancer
model in vivo and they showed that this compound reduced the tumor size in nude
mice xenograft(PUN et al., 2017). Mphahlele et al, 2014 thienoquinolines showed
cytotoxic effects against human breast adenocarcinoma cell line (MCF-7cells) with
ICs0 between 0.014 and 1.84 mg/mL(MPHAHLELE et al., 2014). THAPA MAGAR et
al.,( 2017) showed chlorine group at the meta-or para-position of the 2-phenyl ring,

displayed highly potent topo Il inhibitory activity.
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We carried out GO analysis to identify specific pathways that were altered by the
compound. This included regulation of cell death, regulation of apoptosis, DNA
intercalator, programmed cell death, and signal transduction.

FT-12 induced a decrease in the formation of clones in both Panc-1 and PC-3.This
assay can be used to determine the cytotoxic effects of various treatments, including
chemotherapeutic and ionizing radiation(FEDR et al., 2013).

FT-12 derivative Inhibit cancer cell migration in PC-3 cell. Which is an attribute of
metastasis. To find new drugs that inhibit migration and invasion is a promising
strategy against cancer. Inhibiting cell migration is an interesting strategy for new
candidates for antitumor drugs, since most deaths from cancer are due to
metastases(ZHENG et al., 2013).Belluti and collaborated (2019) phthalimide-based
curcumin derivatives exerted inhibitory eddects of the migration capacity of PC-3 and
Du-145 cells and inhibitory clonogenic with decrease in colony formation reached up
to 95% following K3F21treatment at 5 and 10 uM in PC3 and DU145 cells(BELLUTI
et al., 2019).

We decided to evaluated the cell death mechanism induced by FT-12 compound, in
cell Panc-1. FT-12 derivative induced necrosis and apopstosbesides inducing
cleaved Parp. Rohitkumar et al 2015 showed thieno(2,3-b) quinoline (BPTQ)
derivatives induced arrest cell cycle in phase S and cleaved Parp in MOLT-4 cells
leukemia(ROHITKUMAR et al., 2015). Santos and collaborated (2016) showed 1,3-
thiazolecause irreversible cancer cell damage by inducing necrosis and apoptosis in
HT-29 cells cancer(SANTOS et al., 2016).

FT-13 derivative induced increased IL-2. The use of IL-2 in metastatic melanoma and
renal cell carcinoma and IFN-a is currently approved by the FDA for adjuvant therapy
for stage Ill melanoma. Increasing levels of IL-2 appears to be an interesting
strategy. FT-3 induced decrease IL-2, INF-g, TNF and IL-6. Apremilast is a
phthalimidic derivative, which is approved by the FDA for the treatment of adult
patients with active psoriatic arthritis, it has an action in inhibiting the production of
TNFa and IFN-a induced via TLR4 and TLR9, respectively (SCHAFER et al., 2014 ).

5. Conclusion

In summary, derivatives induced cytotoxic action against tumor cells. FT-12

derivative also inhibitory clonogenic with decrease in colony formation and inhibit
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migration in PC-3 and Panc-1. FT-12 derivative also induced necrosis/apoptosis in
Panc-1 cells. FT-13 and FT-6 induction and stimulation and inhibited of important

cytokines production.
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Table 1. IC50 valuesphthalimido-thiazolidine-2-4-diona derivatives in cells cancer.

Compund Du-145 PC-3 Panc-1 SK-mel-28  Miapaca HL-60 K-562 Molt-4
s -2

FT-2 >100+0  >100+0 >100+0 >100+0 >100+0 >100%0 >100+0 >100+0
FT-3 >100+0  >100+0 >100+0 >100+0 >100+0 >100%0 >100+0 >100+0
FT-4 >100+0  >100+0 >100+0 >100+0 >100+0 >100%0 >100+0 >100+0
FT-6 >100+0  >100+0 >100+0 >100x0 >100+0 >100+0 >100x0 >100+0
FT-7 >100+0  >100+0 >100+0 >100%0 >100+0 >100+0 >100+0 >100+0
FT-8 >100+0  >100+0 >100+0 >100+0 >100+0 >100%0 >100+0 >100+0
FT-9 >100+0  >100+0 >100+0 >100x0 >100£0 >100+0 59.11+4.48 64.42+6.36
FT-12 >100 71.92+1.31 31.54+1.33  46.64+5.85 >100x0 >100+0 >100+0 >100+0
FT-13 >100+0  >100+0 >100+0 >100x0 >100+0 >100+0 >100x0 >100+0
FT-15 >100+0  >100+0 >100+0 >100x0 >100+0 >100+0 >100z0 >100%0
FT-18 >100+0 >100+0 >100+0 >100+0 >100+0 >100z0 >100+0 >100+0
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Table 2. Analysis of the results in silico genes induced by the FT-12 derivative

obtained through the Gene Ontology.

Gene
Pa Pi Symbol  Activity
0.758 0.016 C5HAR1 Anaphylatoxin receptor antagonist
0.458 0.004 DUSP1 Dual specificityphosphataseinhibitor
0.43 0.01 CAD Dihydroorotaseinhibitor
0.404 0.013 MCL1 Mcl-1 antagonist
0.403 0.01 APP Amyloid beta precursor proteinantagonist
0.359 0.069 CYP2C19 CYP2C19 inducer
0.352 0.059 MYC Mycinhibitor
0.347 0.062 CFTR CF transmembraneconductanceregulatoragonist
0.338 0.002 PIM2 Pim-2 kinaseinhibitor
0.329 0.004 PIM1 Pim kinaseinhibitor
0.326 0.054 GYsS1 Glycogensynthasestimulant
0.309 0.003 PTPRB Protein-tyrosine phosphatase beta inhibitor
0.302 0.079 PTK2 Focal adhesionkinase 2 inhibitor
0.281 0.004 BCL2 Bcl2 antagonist
0.261 0.002 ENPP2 Autotaxininhibitor
0.23 0.085 NISCH Imidazoline 11 receptor agonist
0.212 0.005 IL12 Interleukin 12 agonist
0.205 0.022 CDA Cytidinedeaminaseinhibitor
0.199 0.012 CHRNA3 Nicotinic alpha3beta4 receptor agonist
0.195 0.028 PTGS1 Cyclooxygenase 1 inhibitor
0.186 0.043 ADH1B Alcoholdehydrogenaseinhibitor
0.179 0.094 GABBR1 GABA receptor agonist
0.177 0.047 HCRTR1 Orexin receptor 1 antagonist
0.156 0.014 TERT Telomeraseinhibitor



Gene
Pa Pi Symbol Activity
0.152 0.053 ACP1 Acidphosphataseinhibitor
0.151 0.096 NAT1 Arylamine N-acetyltransferaseinhibitor
0.147 0.041 PTPN11 Protein-tyrosinephosphataseinhibitor

0.142 0.046 ADRA1A Alpha adrenoreceptorantagonist

0.139 0.024 L2 Interleukin 2 antagonist
0.128 0.039 ALOX5 Lipoxygenaseinhibitor
0.126 0.039 PTGS2 Cyclooxygenase 2 inhibitor

0.111 0.015 AKR1A1 Aldose reductaseinhibitor

76

Table 3. Effects of phthalimido-thiazolidine-2-4-diona derivatives and doxorubicin on

cell cycle progression of Pan-1cells after 48 h oftreatment.

Sub-GO0 G0/G1 S G2/IM
NT 1.20+0.3 49.53+6.5 10.37+54 38.57+5.0
FT-12 1.87+0.6 4350+ 7.9 1457 +1.8 38.17+6.4

Doxorrubicin 5.53**+1.1 21.87** £ 3.7 1710+ 4.0

53.37*+4.1
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Figures
Figure 1. Colony formation assay for analyzing the effect of FT-12 derivative in PC-3

cell.
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Figure 2. Colony formation assay for analyzing the effect of FT-12 derivative in

Panc-1 cells.
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Figure 3. Effects of FT-12 on cell migration after 6,12 and 24 h of treatment in PC-3
cells. DMSO 0.1%. *P<0.001. Data are expressed as meantzSEM of three
independent experiments. DMSO, dimethyl sulfoxide.
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Figure 4. Effect in Panc-1 of FT-12 derivative and doxorubicin in apoptosis/necrosis
by flow cytometry.
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Figure 5. Effect in Panc-1 of FT-12 derivative and doxorubicin in cleavege parp by
flow cytometry.
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Figure 6. Evaluation of levels of the pro-inflammatory cytokine IL-4 against Balb / C

splenocytes treated with phthalimido-thiazolidine-2-4-diona derivatives stimulated

with Concanavalin A for 48 hours.
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Figure 7. Evaluation of levels of the pro-inflammatory cytokine IL-10 against Balb / C

splenocytes treated with phthalimido-thiazolidine-2-4-diona derivatives stimulated

with Concanavalin A for 48 hours.
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Figure 8. Evaluation of levels of the pro-inflammatory cytokine TNF against Balb / C

splenocytes treated with phthalimido-thiazolidine-2-4-diona derivatives stimulated

with Concanavalin A for 48 hours.
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Figure 9. Evaluation of levels of the pro-inflammatory cytokine INF-g against Balb / C
splenocytes treated with phthalimido-thiazolidine-2-4-diona derivatives stimulated

with Concanavalin A for 48 hours.

INF-G (pg/mL)

4000+
3500
3000
25004
20004
1500+
1000+

500+




81

Figure 10. Evaluation of levels of the pro-inflammatory cytokine IL-6 against Balb / C
splenocytes treated with phthalimido-thiazolidine-2-4-diona derivatives stimulated

with Concanavalin A for 48 hours.
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Figure 11. Evaluation of levels of the pro-inflammatory cytokine IL-2 against Balb / C

splenocytes treated with phthalimido-thiazolidine-2-4-diona derivatives stimulated

with Concanavalin A for 48 hours.
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Figure 12. Evaluation of levels of the pro-inflammatory cytokine IL-17A against Balb /
C splenocytes treated with phthalimido-thiazolidine-2-4-diona derivatives stimulated

with Concanavalin A for 48 hours.
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Supplementary material

S1- tables in silico analyze material obtained gene ontology

Pa Pi Activity

0.483 0.043 Apoptosisagonist

0.400 0.023 Chemoprotective

0.369 0.048 Antimycobacterial

0.294  0.079 Antipsoriatic

0.276  0.055 Antidiabeticsymptomatic
0.267 0.037 Metabolicdiseasetreatment

Antiprotozoal
0.250 0.065 (Trichomonas)

0.194 0.082 Thrombolytic

0.187 0.064 Antineoplastic (lymphoma)
0.120 0.054 Antiadrenergic

0.106 0.029 DNA intercalator

0.101  0.065 Allergicrhinitistreatment

S2- tables in silico analyze material obtained gene ontology (ENRICHR gene

ontology analysis)

Adjusted Combined

Name P-value p-value OddsRatio  score
cellular response to
cytokine stimulus

1 (GO:0071345) 4.467e-7 0.002279 10.96 160.32
negative regulation of

2 anoikis (G0O:2000811) 0.000001671  0.004263 125.00 1662.78
negative regulation of
extrinsic apoptotic
signaling pathway in
absence of ligand

3 (G0O:2001240) 0.000006447  0.004700 81.52 974.34

4 negative regulation of 0.000003025 0.005146 10.72 136.27



Name

P-value

Adjusted

p-value

OddsRatio

Combined

score
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10

11

12

13

14

15

16

programmed cell death

(GO:0043069)

cytokine-mediated

signaling pathway

(G0:0019221)

regulationofanoikis

(GO:2000209)

negative regulation of
signal transduction in

absence of ligand

(GO:1901099)

negative regulation of

apoptotic process

(GO:0043066)

regulation of extrinsic
apoptotic signaling
pathway in absence of
ligand (G0O:2001239)

regulation of apoptotic
process (G0O:0042981)

intracellular pH

elevation (GO:0051454)

positive regulation of

cell proliferation

(GO:0008284)

arachidonic acid

metabolic process

(GO:0019369)

positive regulation of

intracellular signal

transduction
(G0:1902533)

cyclooxygenasepathway

(G0O:0019371)

cellular response to

0.000005171

0.000004163

0.000006447

0.000009396

0.00001060

0.00003234

0.00003705

0.00004975

0.00007354

0.00009763

0.0001352

0.0001451

0.005278

0.005311

0.005483

0.005993

0.006011

0.01650

0.01719

0.02116

0.02887

0.03558

0.04599

0.04627

7.90

93.75

81.52

9.02

69.44

6.13

208.33

8.84

36.76

7.83

113.64

29.30

96.15

1161.49

974.34

104.42

795.45

63.43

2125.67

87.63

349.92

72.29

1012.38

258.94



Name

P-value

Adjusted

p-value

OddsRatio
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Combined

score

decreased oxygen
levels (GO:0036294)

S3- tables in silico analyze material obtained gene ontology (ENRICHR gene

ontology analysis)

Adjusted Combined
Name P-value p-value OddsRatio  score
1 Serotonergicsynapse 2.287e-8 0.000007044 33.19 583.85
JAK-STAT
2 signalingpathway 1.959%e-7 0.00003017 23.15 357.54
3 Pathways in cancer 0.000001385 0.0001422 9.43 127.26
4 Arachidonicacidmetabolism  0.000003008 0.0002316 39.68 504.53
5 Chemical carcinogenesis 0.000008647 0.0005326 30.49 355.44
6 Smallcelllungcancer 0.00001426 0.0007319 26.88 299.95
7 PI3K-Akt signalingpathway 0.00001810 0.0007965 10.59 115.67
8 Drugmetabolism 0.00002573 0.0009907 23.15 244.62
9 MicroRNAs in cancer 0.0001044 0.003574 10.45 95.81
10  Acutemyeloidleukemia 0.0001590 0.004896 28.41 248.49
Neuroactiveligand-receptor
11 interaction 0.0001852 0.005186 9.25 79.46
C-type lectin receptor
12 signaling pathway 0.0006071 0.01558 18.03 133.54
13  AMPK signalingpathway 0.0009202 0.02180 15.63 109.23
Fluid shear stress and
14  atherosclerosis 0.001406 0.03093 13.49 88.59
15  Gastriccancer 0.001715 0.03522 12.58 80.14
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1. Introducéao

O cancer € umas das principais causas de morte no Mundo e no Brasil. No
mundo segundo a Organiza¢cdo Mundial da Satude (OMS) no ano de 2018 ocorreram
18 milhdes de novos casos de céncer e 9,2 milhdes de Obitos. No mundo o céancer
de proéstata corresponde a 7,1% de todos os casos. Ja no Brasil sua incidéncia é
maior chegando a 29,2% (Bray et al., 2018;INCA, 2019).

Apesar do avango no desenvolvimento de novos quimioterapicos e do uso da
terapia multimodal, o cancer de prostata continua tendo uma alta taxa de recidiva e
metastase(WANG et al., 2018). As terapias disponiveis sao a terapia de privacdo de
androgenos, a cirurgia, a braquiterapia, a imunoterapia e a quimioterapia. Outras
terapias, principalmente para os pacientes com cancer de pristata metastatico vem
sendo desenvolvidas, como por exemplo, terapia com prétons e ions de carbono ou
radio-223 (GASNIER; PARVIZI, 2017).

Desta forma, o estudo de desenvolvimento de novos farmacos é de
fundamental importancia. Uma das ferramentas para o desenvolvimento de novos
medicamentos € a hibridizacdo molecular. Essa técnica fusiona diferentes grupos
farmacoforicos com conhecida atividade na elaboracdo de novas moléculas que
podem conter um ou mais grupos (ZHUANG et al., 2017). Essa estratégia €&
interessante principalmente no desenvolvimento de novos quimioterapicos pois o
novo composto sintetizado pode desempenhar mais de um mecanismo de agcao nas
células (ASADI et al., 2017).

Neste contexto as ftalimidas possuem diversas atividades biologicas
reportadas na literatura, como por exemplo, atividade antiinflamatéria(ZAHRAN et
al., 2014), leishmanicida(ALIANCA et al., 2017), antitumoral (ZAHRAN et al., 2018),
analgésica (ALANAZI et al., 2015), anticonvulsivante (KAMINSKI et al., 2011),
antituberculose (AKGUN et al., 2012) e hipolipémica(ABDEL-AZIZ et al., 2011).
Estudos utilizando analogos e metabdlitos da talidomida vém demonstrando que a
ftalimida € um grupamento farmacoforico que desempenha funcéao fundamental para
atividade destas moléculas (ZAHRAN et al., 2014).

Outro nudcleo farmacoférico importante € o tiazol, um anel heterociclico
presente, em diversas moléculas tanto de ocorréncia natural como sintética, que
serve de base para a sintese de novas moléculas, pela sua versatilidade (KAUR

MANJAL et al., 2017). Muitos medicamentos atualmente disponiveis no mercado
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possuem esse arcaboucgo, como por exemplo, a tiazofurina e dasatinibe (agentes
antineoplasicos), ritonavir (farmaco anti-HIV), ravuconazol (agente antifungico),
nitazoxanida (agente antiparasitario), fanetizol, meloxicam e fentiazac (agentes
antiinflamatdérios), nizatidina (agente antitlcerogénico) e tiametoxam (inseticida)
(AYATI et al.,, 2015). Assim neste presente trabalho foi avaliado a atividade
antineoplasica frente as células de cancer de prostata estudando sua influéncia
sobre a formacao de clone, inibicdo da migracdo, acdo sobre o ciclo celular além da

indug&o de morte e senescéncia celular.

2. Metodologia
2.1. Derivado Tiazolftalimidico

A sintese dos derivados AM1b e AMI1f encontra-se sobre processo de
patenteamento (COA 229). Eles foram sintetizados no Laboratério de Planejamento
em Quimica Medicinal (LpQM). Tanto o derivado AM1b(2-((4-methyl-5-(1-(2-(4-
(naphthalen-2-yl)thiazol-2-yl)hydrazono)ethyl)thiazol-2-yl)amino)Isoindoline-1,3-
dione) como o derivado AM1f ((2-((5-(1-(2-(4-(4-chlorophenyl)thiazol-2-
yl)hydrazono)ethyl)-4-methylthiazol-2-yl)amino)isoindoline-1,3-dione) foram diluidos
em dimetilsufoxido (DSMO) para avaliagdo da sua atividade antineoplasica. A

doxorrubicina foi utilizada como controle antineoplasico.
2.2.Cultura de células

As linhagens neoplasicas DU-145 (cancer de préstata) e PC-3
(adenocarcinoma de prostata) foram cultivadas em estufa amida a 37°C contendo
5% de CO2 em meio DMEM e F-12, respectivamente, suplementado com 10% de

soro fetal bovino. A troca de meio foi realizada sempre que necessario.

2.3. Citotoxicidade em células neoplasicas

O teste de citotoxicidade foi realizado in vitro nas células neoplasicas citadas acima
nas seguintes concentragées: 1uM, 5uM, 10 uM, 25 uM e 50 uM, além dos controles
doxorrubicina testado nas concentragbes de 0,5, 1,5 e 10 uM, célula e veiculo
DMSO (0,1% e 0,2%). A citotoxicidade celular foi avaliada pelo método MTT. As
células foram plagueadas 1x10* células por pocos em placas de 96 pocos e
incubadas durante a noite. Apds esse periodo as células foram tratadas por 72 horas
e mantidas em estufa a 5% de CO2 a 37°C. Foi adicionado 20 uM da solucéo de
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MTT-sal tetrazolium (0,5 mg/ml) e levado novamente para a estufa por mais 3 horas.
Apos esse periodo foi adicionado 130 pM de SDS 20% para dissolucéo dos cristais

de formazam. As leituras foram feitas em espectrofotdmetro de placa, a 570 nm.
2.4.Ensaio clonogénico

Foram plagqueadas 3.10* células por poco, em placa de 24 pocos e realizado o
tratamento nas condi¢cdes: branco (meio completo), DMSO 0,1% e AMI1f na
concentracédo doCI50, nos tempos de 24 e 48h. Em seguida, foi retirado o meio, feita
a lavagem com PBS 1x filtrado e as células foram tripsinizadas, centrifugadas e
contadas. ApoOs isso, as células foram plaqueadas(300 células por poco de cada
condi¢do) em duplicata, numa placa de 6 pocos e mantidas na estufa Umida até o
surgimento dos clones (14 dias). Depois, as células foram fixadas com
Metanol/Acetona na proporcdo 1:1 por 10 minutos a -20°C eposteriormente foram
coradas com cristal violeta 0,1%. Apoés lavagem com PBS para retirada do excesso
do corante foi mantida a temperatura ambiente por 24h e realizada a contagem dos
clones, foram realizados os experimentos replicatas técnicas e triplicata de

experimentos. Apos retiradas as fotos, realizou-se a contagem de colbnias.
2.5.Ensaio de avaliacdo da inibicdo da migracéo

As células Du-145 e PC-3 foram plaqueadas em placas de 24 pocos na
densidade de 1.10° células/pogo e incubadas a 37°C a 5% CO:2 por 24h. Apés atingir
aproximadamente 90% de confluéncia necesséaria. Em seguida, com o auxilio de
uma pipeta P200 foram feitos duas linhas (estrias) perpendiculares em forma de
cruze realizado duas lavagens com PBS 1x filtrado. Apés a marcacédo das estrias, as
células foram tratadas com o veiculo (DMSO 0,1%) e com o derivado AM1f na
concentracdo do CI50. Posteriormente, foram fotografados em um microscépio
invertido Leica BZ nos intervalos de Oh, 6h, 12h e 24h. As fotos foram analisadas
utilizando o software ImageJ (licenca livre) ImageJ (Versdo 1.49) (NIH, USA).Em
seguida, foram colocados os valores em uma planilha Excel e avaliado
correlacionando o percentual de area livre do tempo Oh a area livre nos tempos 6, 12
e 24h.

2.6. Avaliacao da inibi¢cao do ciclo celular
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As células Du-145 e PC-3 foram distribuidas em placas de 6 pocos,
com3.10°células por poco e incubadas por 24h. Apés esse periodo foi realizado o
tratamento na concentracdo do CI50 e do dobro do CI50 o controle Doxorrubicina (6
uM) foi utilizado como controle antitumoral. Apds 48 horas,as células
foramtripsinizadas e lavadasduas vezes com PBS 1x filtrado e fixado em alcool 70%
por 2 horas a temperatura ambiente (ou por um periodo de até 20 dias a -20°C).
Posteriormenteas células foram marcadas com iodeto de propideo (5mg/mL)/RNase
A (0,25mg/mL) por 30 min ao abrigo da luz e feita a leitura pelo Citdmetro de Fluxo
Accuri C6. A analise dos resultados foi feita utilizando o Citdbmetro de fluxo Accuri
C6, onde a porcentagem de DNA em cada fase do ciclo foi calculada utilizando o
programa C6 software (Becton, Dickinson andCompany, USA).

2.7.Avaliacdo da inducdo da morte celular

A avaliacdo da apoptose foi realizada através dadupla marcacdocomAnexina
V-APC e lodeto de Propidio (PI). As células foram distribuidas em placas de 6
pogcoscom3 x 10° células por poco e incubadas por 24h. Apds esse periodo foi
realizado o tratamento com a concentracdo do CI50e o dobro do Cl50para a
linhagem de Du-145 durante 48 e 72 horas. Ja para a linhagem PC-3 foram tratadas
com o derivado AM1f e o controle antitumoral Doxorrubicina durante 48 horas. ApGs
esse periodo as células foram tripsinizadase lavadas 2 vezes com solucdo (10 mM
HEPES/NaOH, 140 mMNacCl, 2.5 mM CaCl2 -pH 7.4,). ApGs esse processo as
células foram marcadas com 2,5 uM iodeto de propidio (5mg/mL) e 5uM de Anexina
V-APC por 30min protegido da luz, seguida pela leitura no Citbmetro de Fluxo Accuri
C6 plus (BD).

2.8. Avaliacao da inducdo da senescéncia celular

As células Du-145 foram plagueadas em placas de 24 pocos com 3x10% por
poco e incubadas por 24h. Apés esse periodo foi realizado o tratamento com a
concentracdo do CI50 e a metade do CI50 do derivado Am1f e o controle DSMO
0,1% durante 72 horas de incubagéo. Apés esse periodo o meio foi aspirado e as
células foram lavadas duas vezes com 1 ml de PBS 1X. Posteriormente foi
adicionado 300 pl por poco de solugédo de fixacao e incubadas durante 7 minutos a

temperatura ambiente apds esse periodo as células foram lavadas 2 vezes com 1 ml



91

de PBS 1X. Em seguida foi adicionada 300 ul da mistura de coloracéo, seguindo as
recomendacdes do Kit senescéncia (CS0030). As placas foram incubadas a 37°C
sem COz2 durante a noite. A coloracdo das células senescentes é pH dependente.
Posteriormente as células foram fotografadas utilizando o utilizando o microscoépio
invertidoe avaliadas qualitativamente através do aumento da expressao da enzima

Beta-galactosidase, indicativa de inducéo de senescéncia (Leica, BZ).

2.9. Andlise estatistica

Os calculos de média, desvio padrdo e viabilidade foram realizados utilizando o
programa Excel. O CI50 foi calculado a partir da média dos resultados da viabilidade
celular dos compostos com o auxilio do programa OriginPro8 (Originlab
Corporation®, EUA).Os resultados foram analisados por teste t (Student), utilizando-
se o programa GraphPad Prismversd 6 (GraphPad Software®, USA) considerado
estatisticamente significativa quando inferiores p < 0,05.

3. Resultados

Foi avaliado inicialmente a atividade citotoxica dos derivados AM1b e AMLf,
os dois derivados exibiram atividade citotoxica frente as linhagens de préstata Du-
145 com Clsp de 17,19+ 0,82uM e 14,07 +1,21uM respectivamente. No entanto,
frente a linhagem PC-3, somente o derivado AM1f exibiu atividade com Clso de
24,04+2,61uM. Desta forma os outros ensaios sé foram realizados utilizando o
derivado AM1f.

Posteriormente foi avaliado a capacidade de inibir a formacao de clones apos
o tratamento com o derivado AM1f durante 24 e 48 horas na concentracdo do
Clso(figura 1). Na linhagem Du-145 houve a inibicdo de cerca de 20% da formacgao
de novos clones reduzindo em 24 horas. Ja ap0s 48 horas de tratamento nao foi
observado a diminuigdo da formacdo de clones para essa linhagem. Na linhagem
PC-3 tanto apos 24 horas (p=0,0331) como em 48 horas (p=0,0044) houve reducao
significativa na formacao de clones tumorais. Houve diminuigcdo de 99% depois de
24 horas e de 100 % em 48 horas (figura 2).

Outro aspecto avaliado foi a capacidade de inibicAo da migracdo celular
quando tratado com o derivado AM1f em ambas as linhagens avaliadas nesse

estudo. Frente a Du-145 o derivado AM1f retardou a migracédo das células em todos
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os tempos avaliados (figura 3). No tempo de 6 horas em comparagdao a condi¢ao
tratada somente com veiculo (DMSO 0,1%) houve inibicdo de 10,9% (p=0,036). No
tempo de 12 horas a condicdo que s6 recebeu o veiculo tinha migrado 45,5% ja a
condicao tratada tinha migrado 31,54%. Ap6s 24 horas o a condi¢ao veiculo tinha
ocupado 75% da area livre, no entanto, as células tratadas 54%(p=0,0391).
Demonstrando assim que o derivado conseguiu retardar a migracao das células de
cancer de préstata Du-145.

Na linhagem PC-3 também foi observado o retardo da migracao celular (figura
4). No tempo de 6 horas as células tratadas com o veiculo tinham migrado 21,32% ja
as células tratadas somente 7,15%. No tempo de 12 horas foi observado uma
migracao de 36,44% ja na condicdo tratada com o derivado 29,52%. Assim apos 24
horas houve a ocupacéo de 62,17% da area livre em relacédo a 49,88% da condi¢céo
tratada. Esses dados demonstram que em ambas as linhagens de cancer e préostata
houve o retardo significativo da migracéo celular.

Posteriormente foi avaliado a influéncia do derivado AM1f no ciclo celular
(figura 5). Na linhagem Du-145 néo foi observado influéncia sobre o ciclo celular nas
concentragbes testadas (Clso e 2xClso). Ja& na linhagem PC-3 foi observado
influéncia sobre o ciclo com a inducdo de um aprisionamento na fase S-G2/M,
somente na concentracdo de 2xClso(figura 6). Houve uma diminuigdo das células na
fase GO/G1 de 54,2% na condicdo sem tratamento para 15,55%(p=0,0082) na
condicao tratada com o derivado AM1f. Na fase S-G2/M o houve o aprisionamento
de 80,9%(p=0,0092), demonstrando assim influéncia sobre o ciclo celular. Nao foi
observado influéncia da doxorrubicina (Clso=1 uM, para pc-3 e Clso0=6 uM na
linhagem Du-145) frente a ciclo celular em nenhuma das linhagens avaliadas.

ApoOs a avaliacdo do ciclo partimos para avaliacdo da inducdo da morte, frente
a Du-145 avaliamos tanto o Clso como 2xClso nos tempos de 48 e 72 horas (figura
7). Tanto apos 48 como 72 horas a concentragdo do Clso ndo induziu a morte. Na
concentracdo 2xClso em 72 horas houve um aumento na inducdo de morte,
principalmente no percentual de células duplamente marcadas, caracterizado pela
apoptose tardia ou necrose.

Ja na linhagem PC-3 foi observado aumento da morte celular caracterizado
pelo aumento da apoptose tardia e da necrose, principalmente na condigdo 2xClso.
Houve diminuicdo significativa do percentual de células ndo marcadas (27,7%;
p=0,0315) nas células tratadas, além da inducdo de aumento de 39,46%(p=0,0441)

das células duplamente marcadas (figura 8).
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Foi avaliada na linhagem Du-145 a capacidade de inducéo da senescéncia
celular do tratamento com o derivado AM1f através da avaliagcdo qualitativa da
expressdo da enzima beta-galactosidade, quando comparada a condicdo tratada
somente com o veiculo (figura 9). Foi Observado aumento da marcacao da enzima
apos 72 horas de tratamento com o derivado AM1f. Esse resultado indica que o
derivado pode induzir a senescéncia celular nas células de cancer de prostata DU-
145.

4. Discussao

Os derivados AM1b e AM1f exibiram atividade citotoxica frente linhagem DU-
145.Mas frente a linhagem PC-3 somente o derivado AM1f exibiu citotoxicidade. A
citotoxicidade demonstrada nesse estudo com Clso entre 14,04 a 24,04 uM. A
linhagem PC-3 apresenta uma delecdo no gene Kras (gene homadlogo do oncogene
viral do sarcoma de rato Kirsten, no entanto, a linhagem DU-145 ndo apresenta essa
delecdo, sendo assim Kras positiva, esse gene esta intimamente ligado a via do
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), que exerce influéncia sobre o
crescimento celular. Essas mutagbes na linhagens podem exercer papel
fundamental na resposta ao tratamento (GHIMESSY et al., 2020;BELLUTI et al.,
2019). Assim nas linhagens Kras positiva ambos os derivados exibiram atividade
citotoxicas ja na linhagem Kras nulo somente o derivado AM1f exibiu atividade
citotéxica. O derivado AM1b é diferente estruturalmente do derivado AM1f pois o
Am1lb possui um naftil na posicdo 2 do anel tiazol ja o derivado AM1f possui um
cloro-fenil na mesma posicao. Essa diferenca estrutural provavelmente influenciou
na sua atividade. O grupo cloro d4 a molécula um perfil mais eletronegativo que
pode influenciar na ligacdo com proteinas e influenciar na sua atividade
(ZIMMERMANN et al., 2014).

Belluti et al., 2019 testaram novos derivados ftalimidos ligados a curcumina
frente as linhagens de cancer de prostata DU-145 e PC-3 e encontraram Clso entre
7,9 a 23,3 uM. Esses derivados também induziram arrasto no ciclo celular e inibicéo
da migragcao tanto na linhagem Du-145 como na linhagem PC-3. LI et al., (2018)
avaliaram a atividade de novos derivados ftalimidicos frente a linhagem Hep-G2 e
além de inibirem a proliferacdo tumoral induziram alteracdo no ciclo celular, indugéo
da autofagia e apoptose celular. Cardoso, et al., 2015 avaliou a atividade citotdxica

frente a linhagem MDA/MB-435 com Clseentre 5,3 e 7,5 ug/mLe frente a linhagem
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HCT-8 com Clso 5,2e 5,8ug/mL além de apresentar atividade imunomoduladora
inibindo a producéo das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-2 e IL-6.

O derivado AM1f diminuiu a formagdo de novos clones principalmente na
linhagem PC-3 do que Du-145. O ensaio clonogénico € utilizado para determinar os
efeitos citotoxicos de varios tratamentos, incluindo quimioterapéuticos e radiacao
ionizante(FEDR et al., 2013).

Quase 90% das mortes associadas ao cancer € atribuida a disseminacéo
metastatica da doenca e ndo ao tumor primario propriamente dito (ZHENG et al.,
2013). Desta forma inibir a migracéo celular das células neoplasica é de fundamental
importancia para evitar o desenvolvimento de metastases. O derivado AM1f inibiu a
migracgédo tanto das células Du-145 como da PC-3.

O derivado AM1f nédo influenciou na progressdo do ciclo celular na linhagem
Du-145, no entanto na linhagem PC-3 utilizando 2xClso induziu um arrasto na fase S-
G2/M. A inducédo do arrasto do ciclo celular € uma estratégia interessante para um
novo agente antitumoral. Chagas et al., (2017) avaliou a atividade de derivados
tiazacridinicos como também encontrou arrasto no ciclo celular na fase G2/M em
células Raji (leucemia de células TO e Jukart (Linfoma de Burkit). Interferir na diviséo
celular para tratar o cancer € uma estratégia que se mostrou altamente bem-
sucedido na eliminacdo de células tumorais. O alcaléides da vinca e taxanos
interferem na dindmica dos microtibulos desta forma induzem a morte celular por
impedir que o fuso mitético se ligue e que a divisdo ocorra. Esses medicamentos sao
usados para tratar pacientes com diferentes tipos de cancer hematopoiéticos ou
sélido ha mais de 20 anos (HASCHKA et al., 2018).

O derivado AMI1f induziu o aumento da apoptose e da necrose na
concentragdo do dobro do Clso induzindo o aumento de morte para 72,3%. As
células tumorais inibe a apoptose celular, por aumento da expressado de proteinas
antiapoptoticas, desta forma induzir o aumento desse evento € uma estratégia para
o desenvolvimento de novos derivados antitumorais (SANTOS et al., 2016).

O derivado AM1f induziu o aumento da expressdo de beta-galactosidade
indicando que o tratamento pode levar a um aumento da senescéncia celular.
NARESH et al., 2014 demonstrou que derivados oxazolidinicos também induziram a
senescéncia celular na linhagem de cancer de prostata Du-145 entre 5 e 25 uM. A
senescéncia celular € um processo patolégico no qual as células perdem sua
capacidade proliferativa mas permanecem metabolicamente ativas, desta forma

esse processo nao é considerado um tipo de morte celular(GALLUZZI; VITALE,
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2018). No entanto impedir a capacidade proliferativa das células tumorais € uma
estratégia interessante, desta forma foram desenvolvidos compostos indutores de
senescéncia, incluindo inibidores de CDK4/6, como Abemaciclib, Palbociclib e
Ribociclib. Essa classe de medicamentos mostrou-se promissora no tratamento de
varios canceres em estudos pré-clinicos e clinicos, principalmente em uso
combinado com outras terapias ja existentes (SIEBEN et al., 2018).

As linhagens Du-145 e PC-3 sdo ambas linhagens de cancer de prostata que
possuem o fenétipo do tipo ndo luminal, no entanto, elas guardam algumas
diferencas diferem no status do gene p53 e na expressédo de PTEN. As células PC3
nao expressao p53, elas possuem a delecdo desse gene, ja as células DU-145
expressam p53 mutante (P223L / V274F). No entanto em relagdo ao gene
antiapoptotico PTEN, um dos genes frequentemente mutados no cancer de proéstata,
na linhagem PC3 elas ndo expressdo PTEN. Ja as células DU-145 possuem a
proteina funcional (BELLUTI et al., 2019). Na linhagem Du-145 que € Kras positiva,
p53 3 PTEN houve a inducdo de senescéncia celular j& na linhagem PC-3 que é
Kras, p53 e PTEN negativas houve a indugdo de morte celular por necrose e
apotose celular além de influenciar na migracdo e na capacidade de formacéo de
novos clones. Essas diferencas na expressao de proteinas que regulam o ciclo
celular e que influenciam no crescimento e inducdo de morte das células pode

justificar diferencas nos resultados encontrados.

5. Conclusdo

Os derivados avaliados apresentaram citotoxicidade em ambas as linhagens
de céancer de prostata. O derivado AM1f demonstrou efeito diferentes nas linhagens
celulares tanto na inducédo de morte, na migracéo celular e inibicdo na formacao de
clones. Houve inibicdo a formacdo de colbnias principalmente na linhagem PC-3. E
reducdo da migracdo em ambas as linhagens, além de causar arrasto sobre o ciclo
celular somente na linhagem PC-3. Em relacdo a inducdo de morte houve inducao
de necrose e apoptose tardia também na linhagem PC-3, mas ndo na Du-145.
Também foi demonstrado que o derivado AM1f induza senescéncia celular na

linhagem Du-145.
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Figuras

Figura 1. Avaliacdo da inibicdo da formacgao de clones celulares de Du-145 tratados

apos 24 e 48 horas com o derivado AM1f.
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Figura 2. Avaliagdo da inibicdo da formacdo de clones celulares de PC-3 tratados

apos 24 e 48 horas com o derivado AML1f.
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Figura 3. Avaliacdo da inibicAo da migracdo celular na linhagem de céncer de
préstata Du-145 tratados durante 6,

veiculo (DMSO 0,1%).
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Figura 4. Avaliagdo da inibicdo da migracdo celular na linhagem de cancer de
préstata PC-3 tratados durante 6, 12 e 24 horas com o derivado AM1f e com o

veiculo (DMSO 0,1%). Sem diferenca estatisticamente significante.
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Figura 5. Avaliacdo da influéncia sobre o ciclo celular do tratamento com Clso e 0
dobro do Clso tratado com o derivado AM1f e a condicdo sem tratamento na

linhagem de cancer de prostata Du-145 tratados 48 horas.
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Figura 6. Avaliacdo da influéncia sobre o ciclo celular do tratamento com Clso € 0
dobro do Clsotratado com o derivado AM1f e a condicdo sem tratamento (controle

positivo) na linhagem de cancer de préstata PC-3 tratados 48 horas.
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Figura 7. Avaliacdo da inducdo da morte celular durante 48(a) e 72 horas(b) do
tratamento com Clso, dobro do Clso (2x-1F) do derivado AM1f, da condicdo sem
tratamento (controle negativo) e do Doxorrubicina (controle positivo) na linhagem de
cancer de préstata Du-145. (DN= Duplamente negativo; Apop+ = Apoptose inicial;

Necro+ = Necrose; DP= Duplamente positivo.)
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Figura 7. Avaliacao da inducdo da morte celular durante 48 do tratamento com Clso,
dobro do Clsodo derivado AM1f, da condicdo sem tratamento (controle negativo) e do
Doxorrubicina (controle positivo) na linhagem de cancer de prostata PC-3. (DN=
Duplamente negativo; Apop+ = Apoptose inicial; Necro+ = Necrose; DP=

Duplamente positivo.)
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Figura 7. Avaliacdo da inducédo de senescéncia celular apés 72 horas do tratamento
com Clso (b), com metade do Clso (c) do derivado AM1f e a condicdo somente com 0
veiculo DMSO 0,1% (controle negativo) na linhagem de cancer de prostata Du-145.
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1. Introducéao

O céancer de pancreas € um dos canceres mais letais em paises
desenvolvidos e no mundo. O adenocarcinoma ductal pancredtico (PDA) é a
neoplasia mais comum e letal resultando em mais de 250.000 mortes por ano em
todo o mundo, sendo considerada a sétima causa de morte em todo o mundo (ILIC;
ILIC, 2016;MCGUIGAN et al., 2018).

O dUnico tratamento considerado potencialmente curativo é a resseccdo
cirtrgica. No entanto cerca de 15 a 20 % ndo sdo candidatos a intervencao cirdrgica
devido ao diagnostico tardio da doenca. Outro fato importante € a baixissima
sobrevida em cinco anos apos a pancreaticoduodenectomia é de 25 a 30%. Assim a
maioria dos pacientes co PDA se beneficiam somente dos tratamentos paliativos
(TEMPERO, 2019; FOGEL et al., 2017).

Embora a gemcitabina ainda € o quimioterapico padrdo, no entanto, ele
produz apenas um modesto aumento na sobrevida dos pacientes. Alguns pacientes
podem ser beneficiar da quimioterapia combinada classica do combo FOLFIRINOX
(oxaliplatina, irinotecano, leucovorina e 5-fluorouracil), que alcangcou um beneficio
significativo na sobrevida de pacientes com PDA metastatico em comparacdo a
gemcitabina (11,1 versus 6,8 meses). No entanto, essa combinacdo &
indicada apenas para pacientes com bom estado de saude devido ao aumento da
toxicidade. Portanto, novas abordagens sdo extremamente necessarias para a

grande maioria dos pacientes com PDA (FEIG et al., 2012).

A hibridizacdo molecular € uma técnica que funde um ou mais grupos
farmacoforicos diferentes que ja tenham alguma atividade relatada na literatura
(ZHUANG et al., 2017). Essa estratégia visa aumentar ou potencializar a acéo de
novas moléculas visando o desenvolvimento de novos medicamentos (ASADI et al.,
2017).

Os compostos heterociclicos, como o anel tiazol possui papel crucial nos
sistemas biolégicos com diversas atividades bioldgicascomo por exemplo, atividade
antineoplasicica, antiviral, antifangica, antiparasitaria e antiinflamatoria(AYATI et al.,
2015). Os derivados tiazéis exercem efeitosna inibicdo do crescimento e proliferacao
de células tumorais(CHAGAS et al., 2017;SALEM et al., 2016). O Dasatinibque & um

representante da classe dos tiazéis é utilizado no tratamento de pacientes

portadores de leucemia mieldide cronica e leucemia linfoblastica aguda que
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apresentem mutacdo no cromossomo Filadélfia, esse medicamento age inibindoa
proteina quinase tumoral BCR/ABL(ZHENG et al., 2013a).

Estudos de relacdo estrutura-atividade (SARs) utilizando anélogos e
metabolitos da talidomida vém demonstrando que a ftalimida é um fragmento
farmacoforicofundamental para sua atividade (ZAHRAN et al., 2014). A lenalidomida,
um derivado que possui o0 anel ftalimidico, € um medicamento imunomodulador que
€ utilizada para o tratamento de mieloma mudltiplo, linfomas e leucemia cronica
linfocitica(KIM et al., 2017). Desta forma esse grupo tem sido empregado no
planejamento de potenciais candidatos a farmacos.Assim avaliamos a atividade
antineoplasica do derivados tiazolftalimidicos AM1b e AMI1f frente as células de
cancer de pancreas como também toxicidade aguda e subcrénicapor via oral dos

derivados.

2. Metodologia
2.1. Derivado Tiazol-ftalimidico

A sintese dos derivados AM1b e AM1f esta sobre processo de patenteamento
(COA 229).Eles foram sintetizado no Laboratério de Planejamento em Quimica
Meldicinal (LpQM). Tanto o derivado AM1b (2-((4-methyl-5-(1-(2-(4-(naphthalen-2-
yDthiazol-2-yl)hydrazono)ethyl)thiazol-2-yl)Jamino) Isoindoline-1,3-dione) como o
derivado AML1f ((2-((5-(2-(2-(4-(4-chlorophenyDthiazol-2-yl)hydrazono)ethyl)-4-
methylthiazol-2-yl)amino) isoindoline-1,3-dione) foram diluidos em DSMO para
avaliacdo da sua atividade antineoplasica. A doxorrubicina foi utilizada como

controle antineoplasico.

2.2.Cultura de células

As linhagens neoplasicas Panc-1 (carcinomapancreatico) e Mia-paca-2
(carcinomapancreatico) foram cultivadas a 37°C contendo 5% de CO2 em meio
DMEMLow glicose e DMEM Hight glicose, respectivamente, suplementado com 10%
de soro fetal bovino. Na linhagem Mia-paca-2 também foi suplementada com 2,5%
de soro de cavalo. A troca de meio foi realizada sempre que necessario. O repique
das células aderentes foi utilizado tripsina/EDTA (0,25%).

2.3. Citotoxicidade em células neoplasicas
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O teste de citotoxicidade foi realizado para avaliacdo da citotoxicidade utilizando
o método do MTT. O teste foi realizado in vitro nas células neoplasicas citadas acima
nas seguintes concentragées: 1uM, 5uM, 10 uM, 25 uM e 50 uM, além dos controles
positivos doxorrubicina, célula e veiculo DMSO, controle negativo, (0,1% e 0,2%). As
células foram plagueadas 1x10* células por pocos em placas de 96 pocos incubadas
overnight. Depois desse periodo as células foram tratadas por 72 horas e mantidas
em estufa a 5% de CO2 a 37°C. Foi adicionado aos pogos 20 uM da solugéo de
MTT-sal tetrazolium (0,5 mg/ml) e levado novamente para a estufa por mais 3 horas.
Depois desse tempo foi adicionado 130 pM de SDS 20% para dissolucdo do

precipitado e as leituras foram feitas em espectrofotdmetro de placa, a 570 nm.
2.4.Ensaio clonogénico

As células Panc-1 e Mia-paca-2 foram plaqueadas 3.10* células por poco, em
placa de 24 pocos e realizado o tratamento nas condi¢cbes: Nao tratadas (meio
completo), DMSO 0,1% e AM1f nas concentragOes de seus CI50, nos tempos de 24
e 48h. Posteriormente o meio foi retirado e foi feita uma lavagem com PBS 1x
filtrado. Posteriormente as células foram tripsinizadas e centrifugadas e contadas.
ApoOs essas etapas, as células plaqueadas 300 células por poco de cada condicéo,
em duplicata de pocos, numa placa de 6 pocos e mantidas na estufa Umida até o
surgimento dos clones. Apos 14 dias o meio foi retirado e as células foram lavadas
com PBS 1xe depois as células foram fixadas com Metanol/Acetona na proporcéo
1:1 por 10 minutos a -20°C eposteriormente foram coradas com cristal violeta 0,1%,
apos a lavagem com PBS para retirada do excesso do corante foi mantida a
temperatura ambiente por 24h e realizada a contagem dos clones, foram realizados
0s experimentos em duplicata de pocos e triplicata de experimentos. Apos a

retiradas as fotos, realizou-se a contagem de colénias.
2.5.Ensaio de avaliacdo da inibicdo da migracéo

As células foram plaqueadas em placas de 24 pogos na densidade de 1.10°
células/pogo e incubadas a 37°C a 5% CO:2 por 24h. Apdés atingir aproximadamente
90% de confluéncia necessaria, com o auxilio de uma pipeta P200 foram feitos duas
linhas (estrias) perpendiculares em forma de cruze realizado duas lavagens com
PBS 1x filtrado. Depois as células foram tratadas com o controle (DMSO 0,1%) e o

com o derivado AM1f na concentracdo do CI50. Posteriormente, foram fotografados
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em um microscopio invertido Leica BZ nos intervalos de Oh, 6h, 12h e 24h. As fotos
foram analisadas utilizando o software ImageJ (licenca livre) ImageJ. (Versao 1.49)
(NIH, USA). Em seguida, foram colocados os valores em uma planilha Excel e
avaliado correlacionando o percentual de area livre do tempo Oh a éarea livre nos
tempos 6, 12 e 24h.

2.6. Avaliacao da inibicao do ciclo celular

As células Pac-1 e Mia-paca-2 foram plaqueadas em placas de 6 pocos,
com3.10°células por poco e incubadas por 24h. Apés esse periodo foi realizado o
tratamento na concentracdo do CI50 e do dobro do CI50 o (controle positivo)
Doxorrubicina foi utilizado como controle antitumoral. Depois de 48 horas,as células
foramtripsinizadas e lavadasduas vezes com PBS 1x filtrado e fixado em alcool 70%
por 2 horas a temperatura ambiente (ou por um periodo de até 20 dias a -20°C).
Posteriormenteas células foram marcadas com iodeto de propidio (5mg/mL)/RNase
A (0,25mg/mL) por 30 min ao abrigo da luz e feita a leitura pelo Citdmetro de Fluxo
Accuri C6. A andlise dos resultados foi feita utilizando o Citdmetro de fluxo Accuri C6
plus, onde a porcentagem de DNA em cada fase do ciclo foi calculada utilizando o

programa C6 software (Becton, Dickinson andCompany, USA).

2.7.Avaliacao da indugao da morte celular

A avaliacdo da morte celular foi realizada através dadupla
marcacdaocomAnexina V-APC e lodeto de Propidio (PI). As células foram distribuidas
em placas de 6 pogcoscom3 x 10° células por poco e incubadas por 24h. Depois
desse tempo foi realizado o tratamento com a dose do CI50e o dobro do Cl50para a
linhagem de Panc-1 e Mia-paca-2 com o derivado AM1f e o controle antitumoral
Doxorrubicina durante 48 horas. Posteriormente as células foram tripsizadase
lavadas 2 vezes com solugéo (10 mM HEPES/NaOH, 140 mMNacCl, 2.5 mM CacCl2 -
pH 7.4,). ApOs esse processo as ceélulas foram marcadas com 2,5 uyM iodeto de
propidio (5mg/mL) e 5uM de Anexina V-APC por 30min protegido da luz, seguida

pela leitura no Citdmetro de Fluxo Accuri C6 plus (BD).

2.8. Avaliacdo da inducdo da senescéncia celular
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As células foram plagueadas em placas de 24 pocos com 3x10% por poco e
incubadas por 24h. Posteriormente foi realizado o tratamento com a dose do CI50 e
a metade do CI50 do derivado AM1f e o controle DSMO 0,1%(veiculo) durante 72
horas de incubacdo. Apds esse periodo o meio foi aspirado e as células lavadas
duas vezes com 1 ml de PBS 1X. Posteriormente foi adicionado 300 ul por poco de
solucéo de fixacdo e incubadas durante 7 minutos a temperatura ambiente apés
esse periodo as células foram lavadas 2 vezes com com 1 ml de PBS 1X. Depois foi
adicionada 300 ul da mistura de coloracdo, seguindo as recomdencoes do Kit
senecencia (CS0030). As placas foram incubadas a 37 °C sem CO:2 durante a noite.
A coloracéo das células senescentes € o pH dependente. Posteriormente as células
lavadas com PBS 1X e depois as células foram fotografadas utilizando o utilizando o
microscopio invertido (Leica, BZ). A analise foi realizada de forma qualitativa através

da observacéo do campos fotografados (10 campos por condi¢ao).
2.9.AVALIAC}AO DA TOXICIDADE AGUDA E SUB-CRONICA

Os compostos AM1B e AM1F foram diluidos em DMSO puro e completada a
solucdo para concentragao final de DMSO 2%.Camundongos Swiss(linhagem Mus
musculus) adultos, de ambos os sexos (fémeas nuliparas e nao gravidas), foram
divididos aleatoriamente em grupos controle e teste para todas as avaliacdes.Os
animais foram mantidos no biotério do Centro de Ciéncias da Saude da UFRN, sob
condic¢des controladas de iluminagé&o (ciclo 12h claro/escuro) e de temperatura (23
2 °C) recebendo racdo comercial (Supralab® - Supra) e agua ad libitum (CONCEA,
2015; MCTI, 2016). Os protocolos experimentais foram submetidos e aprovados pelo
Comité de Etica de Uso Animal da Universidade Federal do Rio Grande do Norte,
sob numero 087.008/2018.

2.9.1. Avaliagédo Toxicologica in vivo
2.9.2. Analise de Toxicidade Aguda

Uma avaliagdo prévia foi realizada, na qual foram utilizados 2 animais
(fémeas), que receberam duas doses diferentes dos compostos, foi selecionada a
dose maxima a ser testada foi de 8mg/Kg, a qual ndo induziu os camundongos a

morte. ApOs esta observacdo, o grupo teste (6 machos e 6 fémeas) recebeu por



110

gavagem a dose selecionada dos compostos e o grupo controle (6 machos e 6
fémeas) recebeu o0 mesmo volume de solugdo DMSO 2% também por gavagem.
Todos os animais (testes e controles) foram observados cuidadosamente durante as
primeiras 24 horas (pesquisa de sinais toxicos imediatos) e diariamente durante o
periodo de 14 dias (pesquisa de sinais toxicos retardados agudos). Ao final, todos
foram anestesiados com tiopental 50mg/Kg associado a Lidocaina 2% 10 mg/Kg, e
eutanasiados por deslocamento cervical, de acordo com as Normativas do CONCEA
(2015). Amostras de sangue foram coletadas para analises hematologicas ou
bioguimicas e 6rgdos selecionados (figado, estbmago, rins direito e esquerdo e

baco) para avaliacdo macroscopica.

2.9.3 Andlise de Toxicidade Subcroénica

Grupos testes (5 machos e 5 fémeas) foram tratados por gavagem durante
um periodo de 30 dias com diferentes doses dos compostos que foram 2, 4 e 8
mg/Kg, definidas pelo ensaio da toxicicidade aguda. Os grupos controles (5 machos
e 5 fémeas) receberam o mesmo volume de solugdo DMSO 2% também por
gavagem. O consumo de racdo e agua, assim como o peso corporal, foram medidos
trés dias por semana. Durante o periodo experimental, todos os animais foram

observados cuidadosamente e qualquer sinal de toxicidade foi avaliado.

2.9.4 Avaliacdo hematologica

De todos os animais foram obtidas amostras sanguineas por puncao
carddica, apés a anestesia com Tiopental (Tiopentax®, Cristalia) associado a
Lidocaina 10 mg/Kg. Essas amostras foram homogeneizadas com proporcoes
adequadas do anticoagulante EDTA 1% para a realizacdo do hemograma. Foi
utilizado o analisador hematolégico automatizado ABX Micros ES60 (HORIBA ABX
Diagnostics) para obter o nimero total de eritrocitos (10%/mm?), hematdcrito (%),
hemoglobina, contagem global de hemaécias, leucécitos (10%/mm?3) e plaquetas
(10%/mm3), contagem diferencial de leucdcitos (%), concentracdo dehemoglobina
(g/dL) e determinagcdo do hematdcrito (%) e dos indices hematimétricos, tais como:
volume corpuscular médio (VCM, fL), hemoglobina corpuscular média (HCM, pg) e a

concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM, %).
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2.9.5 Avaliacédo bioquimica

As amostras sanguineas foram centrifugadas (3000 rpm/10 min.) para
obtencdo dos soros, com os quais foram analisados o perfil lipidico, a glicemia, a
funcdo renal e a funcdo hepatica dos animais. O perfil lipidico foi avaliado a partir
das dosagens de triglicerideos (TG) e colesterol total (CT). A glicemia foi
determinada para avaliar a influéncia causada pela administragdo do composto nos
animais teste em comparagdo aos controles. Para avaliar a fungdo renal foram
analisadas as concentracfes séricas de creatinina e ureia, enquanto a analise das
atividades das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) e proteinas totais (PT) avaliaram a funcdo hepatica, como
também foi analisada a dosagem de albumina. As determinac¢des das concentracdes
séricas de glicose, CT e TG foram realizadas por ensaios enzimatico-colorimétricos,
engquanto as dosagens de AST, ALT, uréia e creatinina foram realizadas por ensaios
enzimaticos. Todas as determinacgdes utilizaram kits Labtest Diagndstica apropriados
ao analisador bioquimico automatizado LabmaxPlenno (Labtest Diagnostica, Minas

Gerais, Brasil).

2.9.6 Avaliacdo dos 6rgaos

Apés a eutanasia dos animais, foram retirados os seguintes érgaos (figado,
estbmago, baco, rins, pulméo e cora¢cdo) para a analise macroscopica e pesagem

dosorgéos. Foi calculada a razéo peso do 6rgéo/peso total do animal.

2.10. Analise estatistica

Os célculos de média, desvio padrao e viabilidade foram realizados utilizando o
programa Excel. O CI50 foi calculado a partir da média dos resultados da viabilidade
celular dos compostos com o auxilio do programa OriginPro8 (Originlab
Corporation®, EUA). Os resultados foram analisados por teste t (Student), utilizando-
se o programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software®, USA) considerando

significancia estatistica quando p < 0,05.

3. Resultados
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Inicialmente a atividade dos derivados AM1b e AM1f foi avaliada pelo método
de citotoxicidade utilizando o MTT. Os dois derivados exibiram atividade citotoxicas
frente a linhagemPanc-1 com Clso de 11,22+2,75 uM para o AM1b e 15,58+3,91 uM
para o derivado AM1f. No entanto, frente a linhagem Mia-Paca-2, somente o
derivado AM1f exibiu atividade com CI50 de 26,58 £2,00uM. Desta forma 0s outros
ensaios soO foram realizados utilizando o derivado AMAf.

A influéncia do tratamento com o derivado AM1f sobre a formacao de clones
apoés o tratamento durante 24 e 48 horas com a concentracdo do CI50. Na linhagem
Panc-1 (figura 1) houve reducdo em cerca de 62,46 % (p=0,0372) do numero de
clones no tempo de 24 horas e 40,47% no tempo de 48 horas. Ja na linhagem Mia-
Paca-2 a reducdo do numero de clones foi mais discreta, no tempo de 24 horas de
16,8% e no tempo de 48 horas de 13,68%, como pode ser observado a figura 2, mas
sem significancia estatistica.

Posteriormente avaliamos a capacidade de inibicdo da migracdo apds o
tratamento com o derivado AM1f. Frente a Panc-1 houve diminuicdo da migragéo
das células em todos os tempos avaliados (figura 4). No tempo de 12 horas o
controle tinha 74,86% de area livre ja o tratado 84,77% (p=0,0417). Ja no tempo de
24 horas o controle tinha 48,68% da area livre, jA as células tratadas 60,30%. Na
linhagem Mia-Paca-2 também foi observado a diminuicdo da migracéo (figura 4). No
entanto sé foi observado maior diferenca no tempo de 24 horas no qual houve
59,26% de area livre na condicdo somente com o veiculo, ja as células tratadas
apresentaram 68,16% de area livre.

Em seguida foi avaliada a influéncia do tratamento na progressdo do ciclo
celular. Na linhagem Panc-1 néo foi observada alterag&o significativa no ciclo celular
no tratamento com CI50 (figura 5). Mas na concentracdo do dobro da CI50 foi
observado um arrasto do ciclo celular na fase GO/G1. Houve um aumento das
células na fase GO/G1 que foi de 56,1% no néo tratado para 74,7% dos tratados com
AML1f. A doxorrubicina (CI50=6 uM) exerceu o mesmo efeito frente a ciclo celular
aumentando para 81,65% o percentual de células nessa fase do ciclo. Na linhagem
Mia-paca 2 foi observado aumento da concentracao de células na fase sub-G0(19,7)
na concentracdo do CI50 ja a doxorrubicina induziu um arrasto na fase S/G2-M. Na
linhagem Mia-paca-2 (figura 6) induziu a aumento de células na fase sub-GO e o
controle antitumoral doxorrubicina (CI50=1 uM) induziu o arrasto na fase S/G2-M.

Foi avaliado também a inducdo da morte utilizando anexina V/lodeto de

propideo nas linhagens Panc-1 e Mia-paca-2 nao foi observado inducéo
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expressivamente de morte celular nem por apoptose nem necrose (figura 6; figura
7). Assim foi investigada a capacidade de inducdo de senescéncia celular do
tratamento com o derivado AM1f através da avaliacdo da expressdo da enzima beta-
galactosidade. Observamos um aumento da marcagdo da enzima quando
comparada as células tratadas com DMSO 0,1% apos 72 horas de tratamento com o
derivado AM1f. Esse resultado indica que o derivado pode esta induz a entrada de
células em senescéncia celular tanto na linhagem Panc-1 como na linhagem Mia-
paca-2 principalmente na concentracdo da metade da CI50, no entanto outros
ensaios sdo necessarios para confirmacao desse achado.

Foi avaliado também a toxicidade aguda e subcrbnica em camundongos
Swisscom os derivados AM1b e AM1f. Primeiramente foi avaliado a toxicidade
aguda, administradondo a dose de 8 mg/Kg dos derivados em camundongos Swiss
machos e fémeas. Essadose n&o provocou nenhuma alteracdo nos parametros
comportamentais analisados, nos intervalos estabelecidos, quando comparados aos
obtidos com o grupo controle (DSMO 0,2%) e ndo houve morte durante o periodo de
andlise (14 dias). Nao houve nem ganho nem perda de peso corpéreo dos animais
(tabela 1). Em relacdo ao pesotanto do rim direito como do rim esquerdo nos
machos nédo foi observado diferenca para nenhum dos derivados testados.Ja em
relacdo as fémeas o derivado AM1bcausou uma leve diminui¢cdo no peso (p=0,040)
somente do rim esquerdo. O figado também foi avaliado e somente o derivado AM1b
para o grupo de macho exibiu diminuicdo do peso do figado (p=0,004), mas isso nao
foi observado no grupo das fémeas nem para ambos 0s grupos tratados com o
derivado AM1f.Em relacdo ao peso do baco somente o derivado AM1bpromoveu um
aumento no peso deste 6rgao (p=0,012) no grupo fémea. Ja para o grupo fémea
ambos os derivados AM1b e AM1f exibiram aumento do estdmago com diferenca
estatisticamente (p=0,12; p=0,21).

Os parametros bioquimicos foram avaliados (tabela 2), e em relacdo aos
niveis de triglicerideos (AM1b p=0,018; AM1f p=0,025) e colesterol total (para o
grupo macho AM1b p=0,0002; AM1f p=0,0007; para o grupo fémea AM1b p=0,013;
AM1f p=0,0005) ambos os tratamentos em ambos 0s grupos foi capaz de reduzir os
niveis. Os niveis de proteinas totais foram reduzidos em ambos os grupos em
relacdo aos animais controle tanto com o AM1lb(p=0,04) quanto com o AML1f
(p=0,012). Em relacao a Albumina somente no grupo de fémeas ambos os derivados

apresentaram reducao sendo significativamente somente para o AM1f(p=0,044).
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Em relacdo a avaliagdo de enzimas hepéticas foi observado aumento na
enzima AST nas fémeas houve o aumento tanto o AM1b (p=0,036) quanto o
AM1f(p=0,0005). Ja para ALT também houve aumento em ambos 0s sexos tanto
para o AM1b (p=0,035; p=0,029) quanto para o derivado AM1f (p=0,013; p=0,031).
Em relacdo a creatinina houve uma diminuicdo em ambos os tratamentos e em
ambos 0s sexos, mas s6 com estatisticamente significante para o derivado AM1B no
sexo feminino(p=0,049). Ja os niveis da uréia apresentaram aumentando em ambos
0s tratamentos e sexos (para o grupo macho AM1b p=0,0044; AM1f p=0,001; para o
grupo fémea AM1b p=0,02; AM1f p=0,0006).

Os parametros hematologicos também foram avaliados como pode ser
observado na tabela 3. S6 houve diferenca significativa para os valores de VCM no
sexo masculino tanto para o AM1lb (p=0,027) quanto para o derivado AMI1f
(p=0,027). J& em relacdo ao CHCM, apenas o derivado AM1f diminuiu este
parametro em fémeas (p=0,026). Apos o tratamento com os derivados foi observado
um aumento no RDW para ambos os compostos, principalmente nos animais do
sexo masculino com estatistica significante somente para o derivado AM1b
(p=0,001). Mesmo que os derivados tenham diminuido alguns dos parametros
hematimétricos todos os valores estdo dentro sdo considerados valores normais
para camundongos da raca Swiss(WEISS; WARDROP, 2010). Também foi avaliado
a série branca e plaguetas. Houve aumento consideravel na quantidade de células
brancas circulantes em ambos os sexos para o derivado AM1b principalmente nas
fémeas (p< 0,0001), isso nao foi observado para o derivado AM1f. O percentual das
células granuldciticas no sexo masculino aumento significativamente somente no
tratamento com o derivado AM1b (p=0,003). Em relagdo aos mondcitos houve uma
diminuicdo no percentual para ambos os derivados (AM1b p=0,036; AM1f p=0,035),
mas nas fémeas, o0 mesmo, ndo foi observado. N&o houve diferenca estatistica
entre o percentual de linfocitos, contagem de plaguetas e volume plaquetario em
nenhum dos tratamentos avaliados em ambos os sexos.

Também foi avaliado o consumo de ragdo e agua (tabela 4) durante os
quartoze dias apos a administracédo dos compostos e do veiculo. Houve diferenca no
consumo da racdo dos animais principalmente para o derivado AM1lb quando
comparado ao controle, com significancia somente para o grupo macho (p< 0,0001).
Ja em relacdo ao consumo de agua houve diferenca significativa para os derivados
guando comparados aos controles em ambos os sexos (para o grupo macho AM1B
p=0,0009; AM1F p=0,097; para o grupo fémea AM1b p< 0,0001; AM1fp< 0,0001).
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Apds o ensaio de avaliagdo da toxicidade aguda prosseguimos para avaliacdo
da toxicidade sub-crénica na qual os animais de ambos 0s sexos séo tratados com
diferentes doses. Para o derivado AM1b na dose de 2 mg/Kg dois machos
apresentaram patas edemaciadas e deformadas e uma fémea apresentou dispneia
leve. Na dose de 4 mg/Kg foi observado morte de um macho apés 10 dias da
primeira administracdo e uma fémea morta apos 25 dias de tratamento. J4 na dose
de 8 mg/Kg foi observado a morte de um macho morte apos 25 dias de tratamento
duas fémeas mortas uma apés 23 dias apos o inicio do tratamento.

Em relacdo ao peso corpéreo ndo houve diferenca entre os grupos tratado e
controle em nenhum dos tratamentos em ambos 0s sexos para o derivado AM1b
(tabela 5). Houve diminuicdo no peso dos rins, figado, estdbmago e coragdo nas
doses de 2 e 4 mg/Kg e aumento dos mesmos érgaos na dose de 8 mg/Kg. Houve
alteracdo nos parametros bioquimicos (tabela 6) somente com o aumento do
colesterol (p=0,033) somente na dose de 2 mg/Kg e elevacdo dos niveis de AST
(p=0,0019) na dose de 8 mg/Kg e uréia na dose de 2 mg/Kg e 4 mg/Kg (p=0,005; p=
0,05). Os parametros hematolégicos (tabela 7) também foram avaliados e somente o
volume corpuscular médio (VCM) apresentou leve diminuicdo principalmente nas
doses de 4 (p=0,005) e 8 (p=0,05) mg/Kg doses no sexo masculino, mas nas fémeas
nao houve diferenca significativa entre os grupos avaliados.

Também foi avaliado o consumo de racdo e agua durante a administracédo
dos compostos e do veiculo. Houve diferenca no consumo da racdo dos animais
principalmente nas doses de 8 mg/Kg no macho e com diminuicdo diretamente
proporcional com a dose, sendo significativo para todos os grupos testados (p<
0,0001). J4 em relacdo ao consumo de agua houve diferenca significativa nas doses
de 2 (p=0,005) e 8 mg/Kg (p=0,05). J& em relacdo as fémeas houve diminuicdo do
consumo para todas as doses com diferenca estatisticamente significante somente
na dose de 4 mg/Kg (p=0,05), como pode ser observado na tabela 8.

O derivado AM1f n&o casou nenhuma morte durante os 30 dias de tratamento
e nenhuma caracteristica de toxicidade foi observada. Em relacdo ao peso corpéreo
nao houve diferenca, também nao houve alteracdo significativa no peso dos 6érgaos
avaliados (tabela 9).

Os parametros bioquimicos para o derivado AM1f e podem ser observados na
tabela 10. Em relacdo aos niveis de glicosehouve um aumento causado pelo o
derivado AM1f na dose de 8 mg/Kg (p=0,0429) em fémeas. Em relacdo aos niveis

de triglicerideos e colesterol total para todos os grupos e ambos o0s sexos foi
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evidenciado reducao dos niveis, com diferenca significativa para o grupo das fémeas
apenas na dose de 4 mg/Kg (p=0,033). Em ambos os grupos nao foi observado
diferenca estatisticamente significante nos niveis de AST, ALT proteinas totais e
albumina em nenhum dos tratamentos. Os niveis de creatinina no grupo de macho
na dose de 4 mg/Kg (p<0,0001) houve um aumento nas concentragdes. J&4 em
relacdo ao grupo de fémeas houve uma diminuicdo dos niveis em todas as doses
avaliadas. Ja os niveis da ureia ndo apresentaram alterac&o significativa em ambos
0s tratamentos.

N&o houve alteracdo na maioria dos parametros hematolégicos em nenhuma
das doses e dos grupos avaliadas (tabela 11). No entanto em relacdo aos
parametros de volume corpuscular médio (VCM) foi observado um aumento
principalmente na dose de 4 (p=0,005) mg/Kg no sexo feminino, mas nos machos
ndo houve diferenca significativa entre os grupos avaliados. Também foi avaliado o
RDW e nos animais do sexo masculino houve poucas alteracdes, no entanto nas
fémeas houve diminuicdo em todas as concentracdes avaliadas com diferenca
estatisticamente significativa nas concentragbes de 2 e 8 mg/Kg(p=0,0052) quando
comparados ao controle. Em relacdo ao percentual de granulécitos houve um
aumento significativo apenas nas fémeas na dose de 4mg/Kg (p=0,018). Esse dados
se repetiram com o numero de linfécitos (p=0,013) e mondcitos onde apenas a dose
de 4mg/kg (p=0,004) em fémeas foi capaz de alterar significativamente sua
contagem nao houve alteracdo para os outros significantes parametros avaliados.

Os animais tratados com AMIf tiveram o consumo de ragdo (tabela 12)
aumentado nas doses de 2 e 4 mg/Kg e uma diminuicdo na dose de 8 mg/Kg
(p=0,005) no grupo dos machos. Para as fémeas houve um aumento no consumo (<
0,0001) em todas as doses. Ja em relacdo ao consumo de agua nao houve
diferenca significativa no grupo de machos, mas as fémeas diminuirdo o consumo

somente na dose de 8 mg/Kg (p=0,0030).

4. Discusséao

Os derivados AM1b e AMI1f exibiram atividade citotoxica frente linhagem
Panc-1 no entanto, frente a linhagem Mia-paca-2 somente o derivado AM1f exibiu
citotoxicidade. A diferengca em sua estrutura quimica € a presenga um grupo naftil na
posicdo 2 do segundo anel tiazol ja o AM1f possui na mesma posicado um grupo
cloro-fenil. O grupo cloro faz com que a molécula fiqgue mais carregada

eletronegativamente do que o grupo naftil, esse perfil de eletronegatividade pode
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influenciar na interacdo com possiveis alvos terapéuticos. Além de aumentar a
lipofilicidade favorecendo a entrada da molécula nas células, como também auxilia
na formacédo de pontes de halogénios (ZIMMERMANN et al.,, 2014). YEH et al.,
(2017) avaliaram novos derivadostiazolidinadionas, que possuiam o anel fenol como
substituinte com o grupo haleto Bromo em vez do Cloro, em células de cancer de
pancreas (AsPC-1) e demonstrou a diminuicdo da viabilidade celular como também
da capacidade de formacdo de novos clones. THAPA MAGAR et al., (2017)
avaliaram a atividade de 2-clo-fenil-substituidos e demonstraram que a presenca do
cloro na posicdo meta e para do anel influencia na inibicdo da Topo isomerase,
enzima importante na divisdo celular além de induzir citotoxicidade nas linhagens
T47D (cancer de mama), Hela (cancer de colo de utero) e HCT-15 (adenocarcinoma
de colorretal) com Clso entre 076 a 40,72 uM.

O tratamento com o derivado AM1f diminuiu a formacdo de novos clones
principalmente na linhagem Panc-1 no tempo de 24 horas na linhagem Mia-paca-2.
OU et al.,, (2018) avaliou o RG108, um derivado ftalimidico inibidor de metil-
trasnferases, em células de esdfago e demonstraram que esse derivado aumentou a
radiossenbilidade das células (25 uM) diminuindo a formacdo de novos clones e a
viabilidade celular apés a radiacao.

Houve retardo na migracdo das células tratadas com o derivado AM1f tanto
na linhagem Panc-1 como na linhagem Mia-paca-2. Influenciar na migracéo celular é
uma estratégia importante para novos farmacos antitumorais, pois grande parte das
mortes causadas pelo cancer sdo em decorréncia das metastases. ZHENG et al.,
2013 avaliou derivados Tiazdis, que também possuiam cloro-fenil como radical, a
diminuiram a migragédo das células MDA-MB-231 na dose de 10 uM, além de induzir
a citotoxicidade na concentragao 1,12 uM.

Assim, novas abordagens para desenho novos medicamentos inovadores
contra o céncer visando a interferéncia entre eventos simultaneos do ciclo celular
sédo interessantes para novos medicamentos (DIAZ-MORALLI et al.,, 2013).0
derivado AML1f influenciou no ciclo celular na linhagem Panc-1. A induc&o do arrasto
do ciclo celular é uma estratégia interessante para um novo agente antitumoral.
Alguns quimioterapicos, como por exemplopaclitaxel, agem inibindo a divisao celular
e essa inibicdo leva a morte das células(HASCHKA et al., 2018).

O tratamento com o derivado AM1f ndo induziu a morte celular por via apoptoética
e nem por necrose. No entanto foi observado um aumento de marcacao de beta-

galactosidade indicando que o tratamento pode levar a um aumento da senescéncia
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celular. A indugdo da senescéncia vem se tornando uma nova abordagem
terapéutica paratratar canceres. O uso tanto da quimioterapia quanto da radioterapia
padrdo causa danos no DNA e esses podem desencadear uma resposta de inducao
da senescéncia. A terapia pro-senescéncia também pode ser alcancada com
toxicidade bastante reduzida(MASSAOKA et al., 2014). A radioterapia induz o
aumento da senescéncia celular além de inimeros medicamentos que estao
atualmente a disposicao dos pacientes com cancer, como a bleomicina, cisplatina,
doxorrubicina, etoposideo, mitoxantrona, retinois, hidroxiureia, carboplatina
combinada com docetaxel e muitos outros. Outro fato importante é que a
senescéncia é iniciada em doses mais baixas do que aquelas que causam morte
celular, o que em relacdo a quimioterapia pode minimizar os efeitos
colaterais(MIKULA-PIETRASIK et al., 2020).

O derivado AM1b e o AM1f no ensaio de avaliagdo aguda aumentou as
enzimas hepatica ALT e os niveis de ureia e creatinina que indicam a fungéo renal,
indicando dano hepatico e renal leves. Em relacdo aos parametros hematolégicos
somente o derivado AM1b induziu um aumento as serie branca (principalmente
granuldcitos e mondcitos), indicando que o tratamento pode induz uma inflamacéo
sistémica.

Em relacdo a toxicidade subcrénica o tratamento com o derivado AM1b levou
a diminuicdo do peso do figado e baco somente nos machos. Em relacdo aos
parametros bioquimicos houve aumento do dano hepatico pela elevacdo dos niveis
de AST e do dano renal pelo aumento dos niveis de ureia, e em relacdo aos
parametros hematimétricos houve alteracdo somente tamanho dos glébulos
vermelhos (VCM) assim como foi observado no ensaio de toxicidade aguda.

ABDEL-AZIZ et al., (2011) demosntrou que derivados ftalimidicos tem acéo
anti-hiperlipemica. Em relagdo aos parametros bioquimicos houve diminui¢do do
colesterol tanto no derivado AM1b como no derivado AM1f esses dados corroboram
os encontrados nesse estudo. Em relagdo aos parametros bioquimicos houve
aumento do dano renal pelo aumento dos niveis de uréia, e em relacdo aos
parametros hematimétricos houve alteracdo somente tamanho dos glébulos
vermelhos (VCM) e aumento de células brancas do sangue. Houve diminuicdo do
consumo de comida e 4gua nas doses de 2 e 4 mg/kg e diminuigdo na maior dose.

Houve diminuicdo do consumo de comida e agua dos animais avaliados. O
derivado AM1b foi considerado toxicos pois induziu edema nas patas dos animais

como também levou a morte 5 animais principalmente nas maiores doses testadas.
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Desta forma o derivado AM1b é considerado muito téxico inviabilizando o estudo
dessa molécula. De acordo com a OECD (do inglés, OECD GUIDELINE FOR
TESTING OF CHEMICALS) esse derivado € considerado muito toxico pois induziu a
morte em doses menores que 5 mg/Kg. A escolha para tornar um derivado um
candidato a farmaco passa ndo s6 pela sua eficdcia, mas como também por sua
seguranca. Desta forma, ndo ha mortalidade e sinais de toxicidade, como reducao
no peso corporal, ingestdo de alimentos, peso relativo dos 6rgaos, patologia bruta
dos 6rgéos vitais durante o tratamento com doses diferentes em comparagéo com o
controle no estudo de toxicidade aguda tras robustez para o estudo de novos
candidatos a farmacos (KUMAR et al., 2018).

5. Conclusdo

Os derivados avaliados apresentaram citotoxicidade contra as linhagens de
cancer de pancreas Panc-1 e Mia-paca-2. O derivado AM1f inibiu a formacao de
coldnias principalmente na linhagem Panc-1. Houve redugdo da migragdo em ambas
as linhagens. Ja sobre o ciclo celular houve um arrasto na fase GO/G1 em Panc-1 e
aumento do percentual de células Mia-paca-2 na fase Sub-GO0.No entanto, nédo
houve marcada induc&o de morte. No entanto houve inducdo da senescéncia celular
nas linhagens tratadas Panc-1 e Mia-paca-2 com o derivado AM1f. O derivado AM1b
foi considerado toxico, pois, além de induzir aumento dos niveis séricos de proteinas
de avaliacdo hepética e renal levou a morte de 5 animais durante os ensaios da
avaliacdo subcrbnica. O derivado AM1f apresentou tolerabilidade nos animais
testados, pois o derivado ndo exibiu danos nos 6rgdos e poucas alteracdes

bioguimicas e hematoldgicas além de nao ter induzido a morte de nenhum animal.
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Tabelas

Tabela 1- Avaliacdo dos parametros de peso corpéreo e peso dos 6Orgdos de
camundongos Swiss ap0s 14 dias da realizacao do ensaio de toxicidade aguda com
os derivados AM1B e AM1F comparados ao controle que recebeu DMSO 2%. * p<
0,05, ** p<0,001 e *** p<0,0001

Macho Fémea
Controle AMI1B AM1F Controle AM1B AM1F
Peso 3895+ 37,64+ 3859+ 33,8+ 34,71+ 33,11+
corpéreo (9) 2,89 1,84 1,95 2,55 1,33 2,76
Peso Rim 0,28 + 0,29 + 0,34 + 0,20 = 0,24 + 0,21
direito (g) 0,73 0,06 0,03 0,01 0,06 0,02
PesoRim 0,31+ 0,27 0,33 % 0,25+ 0,18 + 0,21 +
esquerdo (g) 0,07 0,06 0,03 0,06 0,02* 0,03
Peso figado 2,51+ 2,12 + 2,33+ 2,06 = 2,16 + 1,92 +
(@) 0,16 0,15* 0,45 0,36 0,28 0,24
Peso baco (g) 0,19+ 0,18 + 0,20 = 0,18 + 0,23 0,19 +
0,03 0,04 0,04 0,22 0,02* 0,05
Peso 0,39 + 0,41 + 0,53 + 0,33 % 0,50 = 0,59+
estdbmago (g) 0,09 0,11 0,22 0,11 0,12* 0,21*
Peso coracdo 0,24+ 0,20 0,21+ 0,19+ 0,18 = 0,16 +
(@) 0,03 0,05 0,05 0,03 0,04 0,01

Tabela 2- Avaliacdo bioquimica dos camundongos da raca Swiss grupos controle e
tratados com os derivados AM1B e AM1F apo6s 14 dias do tratamento com apenas
uma dose (8mg/Kg) administrado via gavagem. * p< 0,05, ** p<0,001 e *** p<0,0001

Macho Fémea
Controle AM1B AMI1F Controle AM1B AM1F
Glicose 159,17+ 165,33+ 179,17 161,67+ 177,16+ 173,00+
(mg/dL) 57,42 16,35 + 14,28 45,41 10,77
35,15
Triglicerideos  203,5+ 99 + 158+ 180,16+ 110,5+ 66,33 +
(mg/dL) 75,85 27,49* 15,11 89,28 28,19 8,91*
Coles.Total 1275+ 90,66+ 90,83 106 + 83,16 67,16
(mg/dL) 12,47 7,44 + 14,28 11,68* 6,27***
2.13%
Prot.Totais(g/ 6,54 5,16+ 4,66+ 5,70 = 4,48 + 4,75 +
dL) 0,93 1,16 0,45* 1,08 0,22* 0,55

Albumina 2,09 + 2,13+ 2,07% 2,29 + 2,09 + 2,07
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(g/dL)
Aspartato

transaminase
(AST) (U/L)
Alanina
transaminase
(ALT) (U/L)
Creatinina
(mg/dL)
Uréia (mg/dL)

0,19
126,33
61,83

58,83 +
9,96

0,33 +
0,12
36,33
6,21

0,21
169 +
18,45

70,76 *
6,09*

0,26 +
0,06
47,83
3,43 **

0,12
135+
4,19

73,83
+ 6,58*

0,27
0,02

51,83

5,38**

0,16
93 +
21,92

55,83 +
10,26

0,45+
0,23

29,5+
10,23

0,23
301,33
179,92*

104,66 *
40,19*

0,20 +
0,02*
55,00 *
10,97**

0,16*
208,83

+43,22%**

80,5 +
20,38*

0,24 £
0,07
55,67
6,80%**

Tabela 3 - Avaliagcdo dos parametros hematolégicos dos camundongos da raca
Swiss grupos controle e tratados com os derivados AM1B e AM1F apés 14 dias de
tratamento com apenas uma dose (8mg/Kg) administrado via gavagem. * p< 0,05, **
p<0,001 e *** p<0,0001

Macho Fémea
Controle AM1B AMI1F Controle AMI1B AM1F
Hematdcrito (%) 53,08+ 541+ 4985+ 53,18+ 49,35 5291=
4,96 7,54 3,64 5,55 4,69 2,26
Hemoglobina 15,02 = 16,40 £ 15,00+ 16,72+ 15,64+ 1541+
(9/dL) 2,12 1,72 0,87 1,64 1,43 1,26
RBC (x10° mm?) 934+ 946+ 9,39+ 9,34% 9,47+ 9,50+
0,44 0,29 0,47 0,50 0,42 0,41
VCM (fl) 575+ 52,33+ 52,33+ 53,33% 52,5 53,16 +
4,18 1,36* 1,36* 2,50 2,42 1,47
HCM (pg) 16,32+ 1568+ 1555+ 16,13+ 1586+ 16,66+
2,50 1,34 0,79 1,26 1,43 1,37
CHCM (g/dL) 28,45 + 2942+ 29,92+ 314+ 29,80+ 29,85+
4,06 0,96 0,61 1,23 2,03 0,21*
RDW 14,16 * 17,05+ 1595+ 1535+ 15,66 £ 15,00 =
1,08 0,22** 0,93 0,26 0,81 0,96
WBC (x10% mm-3) 3,06 4,38 + 35+ 2,6 £ 9,64 2,23




124

1,37 0,86 1,07 0,90 0,24xx
Granulécitos (%) 8,91 + 13,08 + 7,33 7,78% 10,41
1,81 2,03** 1,86 4,57 3,53
Linfocitos (%) 79,66+ 7453+ 7723+ 7828+ 7263+
8,62 2,22 7,83 5,82 5,90
Mondcitos (%) 17,43+ 12,28+ 1166+ 14,31+ 14,35+
4,46 1,18* 3,65* 2,41 4,39
Cont. de 568,5+ 616,83+ 669,33 486,71+ 605,66+
plaquetas (x 10° 78,03 167,53 + 207,74 60,63
mm-) 125,83
Volume 9,1+ 8,18+ 7,11+ 806+ 8,06+
plaquetariomedio 3,05 1,07 0,24 1,07 1,66

0,98
15,10 +
6,47
72,25 +
9,27
14,46 +
1,44
492,67
+ 60,13

7,68 +
0,25

Tabela 4— Valores médios do consumo de racdo e agua dos animais durante os
quartoze dias apdés a administracdo com derivados para avaliagdo da tocixicidade
aguda dos animais expostos aos derivados AM1B e AM1F (8mg/Kg) administrado

via gavagem. * p< 0,05, ** p<0,001 e *** p<0,0001

Macho Fémea

Controle AMI1B AM1F Controle AM1B

Consumo de
7,61 + 6,39 + 6,63 + 6,87 + 5,34 +

racdo/Animal/Dia

0,31 0,33**** 1,69 0,33 2,48
@)
Consumo de 12,33
15,67 + 8,67 16,33 7,0+
agua /nimal/Dia +
1,36 2,73%** +1,94 1,76%**

(mL) 3,14*

AM1F
7,61+
0,31

15,67 +
1,36%+*
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Tabela 5 - Avaliagdo dos parametros de peso corporeo e peso dos o6rgdos de
camundongos Swiss tratados nas doses de 2 ,4 e 8 mg/Kg no ensaio de toxicidade
subcronica com o derivado AM1B comparados aos controles tratados com o veiculo
DMSO 2% . * p< 0,05, ** p<0,001 e *** p<0,0001

Macho Fémea
CT AM1B- AM1B- AMI1B- CT AM1B- AM1B- AMI1B-
2 4 8 2 4 8

Peso 40,00 39,60+ 418+ 39,10 34,00 3590+ 32,30+ 32,60+

corporeo + 0,42 289 +£3,09 124 1,71 4,76 4,37
(9) 3,90

PesoRim 0,33 0,31+ 0,29+ 0,35+ 0,26+ 0,24+ 0,23+ 0,17 %

direito (g) + 0,08 0,10 0,01 0,07 0,05 0,09 0,01
0,05

PesoRim 0,33+ 0,29+ 0,25+ 0,32+ 0,22+ 0,23% 0,18+ 0,17+

esq. (9) 0,05 0,09 0,14 0,08 0,03 0,04 0,04 0,02

Peso 227 195+ 197+ 2,17+ 186+ 2,36= 1,82+ 2,30+

figado (g) + 0,46* 0,60 0,05 0,16 0,26 0,16 0,31
0,24

Pesobaco 0,28 0,24+ 0,15+ 0,22+ 0,17+ 0,22% 0,18+ 0,23%

(9) + 0,07 0,02* 0,05 0,13 0,05 0,03 0,08
0,07

Peso 051 048+ 042+ 059+ 0,62+ 0,60+ 0,48+ 0,73

estbmago + 0,15 0,09 0,15 0,10 0,10 0,14 0,01
(9) 0,09

Peso 0,23 0,22+ 10,18+ 0,23+ 0,18+ 0,30+ 0,43+ 0,31%

coracao + 0,05 0,05 0,06 0,02 0,20 0,22 0,29
@ 0,01

Tabela 6 - Avaliagcéo bioguimica dos camundongos da raga Swiss grupos controle e tratados
com o derivado AM1B nas doses de 2, 4 e 8 mg/Kg no ensaio de toxicidade subcrdnica
administrado via gavagem. * p< 0,05, ** p<0,001 e *** p<0,0001

Macho Féme
a
CT AM1B AM1B AMI1B CT AM1IB AM1 AMIB-
-2 -4 -8 -2 B-4 8
Glicose 146,2 224,74 2010 165,12 163,20 17853 211,2 199,35
(mg/dL) + + 7+ 3 + 50,39 + 8 +
46,96 85,50 434 +443 11,11 +14,0 15,30
8 2

Triglicerideo 170,80 76,66 96,61 99,24 164,20 116,35 70,31 125,33

s(mg/dL) #1041 +  +3,69 +6,06 +7959 + 156 =
5 24,96 5381 3 30,03

Colestetol 124,60 102,78 117,0 1117 98,80+ 97,56 83,19 93,97
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Total
(mg/dL)

ProtéinasTot
ais (g/dL)
Albumina

(9/dL)
Aspartato
trans. (AST)
(U/L)

Alanina
trans.
(ALT)(U/L)
Creatinina
(mg/dL)
Uréia
(mg/dL)

t

10,43

5,80 £
1,01
1,85+
0,32
182,80
+133,8
9

67,00

13,76
0,29 =
0,12
44,24
+ 7,56

8,97

4,96 +
0,29
1,59 +
0,09
145,92

21,28

62,24

10,79

0,44 +

0,17

64,14

11,45*

8
+26,7

517 +
0,52
1,62 +
0,18
136,9
4 +
0,08

58,18
+ 3,09

0,44 +
0,19

58,82

7,31*

2
+11,0

5,15+
0,54
1,97 +
0,48
161,7

+29,8

54,41
+7,85

0,28 +
0,12

53,18

+0,48

17,09

5,54 +
0,72
2,24 +
0,17
81,00
16,00

46,40
3,64

0,40
0,23
39,60 +
16,93

I+

10,68

4,94 +
0,33
2,13
0,23
107,90
+23,99

42,70

10,32
0,29 +
0,15
51,17
+ 6,16

+12,2

519+
0,28
2,11 +
0,18
113,9

+23,0

44,94
+ 4,08

0,30 +
0,06

42,35

*+ 6,05

I+

11,083

4,77
0,38
1,88 +
0,34
208,83
+43,22

*%*

56,74
+6,41

0,26
0,08
49,30
+5,85
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Tabela 7 - Avaliagdo dos parametros hematolégicos dos camundongos da raca
Swiss grupos controle e tratados com o derivado AM1B nas doses de 2, 4 e 8 mg/Kg
no ensaio de toxicidade subcrdnica administrado via gavagem. * p< 0,05, ** p<0,001

e *** p<0,0001

Macho Fémea
CT AM1B- AM1 AM1B- CT AMI1B- AMI1B- AM1
2 B-4 8 2 4 B-8
Hematdcrito 52,16 53,26 50,30 49,60 49,35+ 53,14 52,43 50,66
(%) +526 +365 +5,52 + 469  +4,77 £522 +253
1,64
Hemoglobin 1552 1527 1512 1535 16,44+ 1519 1471 1431
a(g/MdL) +164 +083 201 = 1,30 +1,39 +0,81 +0,86
1,42
RBC (x10° 9,29+ 9,72+ 957+ 10,06 968+ 975+ 923+ 950+
mm-) 041 059 0,01 + 0,64 1,16 0,70 0,41
0,56
VCM(fl) 57,26 5553 51,34 5380 51,62+ 53,18 5460 53,16
+4,62 +3,08 + +249 1,08 +0,76 +2,96 +1,47
1,27 *
HCM(pg) 17,18 15,74 1580 1555 1592+ 1562 1595 16,30
+1,64 +1,07 +£2,112 + 1,35 +055 +0,34 +1,95
1,26
CHCM(g/dL) 30,12 2895 29,45 30,90 3092+ 29,70 29,43 30,45
+1,37 #0,72 +0,20 +* 1,91 +0,73 +057 +1,42
1,17
RDW 14,50 1513 1550 1545 1518+ 14,22 14,52 15,01
+1,38 +0,63 +055 * 0,32 +042 +045 +1,00
1,14
WBC (x10° 3,73+ 353+ 235+ 336 2,78+ 289+ 432+ 306+
mm-) 0,76 1,58 1,48 + 0,95 0,77 1,73 0,79
0,79
Granul6cito 12,13 19,26 14,00 1454 646+ 731+ 7,87+ 10,14
s (%) +6,63 +6,11 1,83 + 2,36 1,26 1,34 +0,75
7,39
Linfocitos 72,98 60,50 68,03 61,32 80,22+ 7921 7536 70,73

(%)
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Monécitos
(%)

Cont. de
plaquetas (x

102 mm-3)

Volume
plaquetario

médio

+3,11

17,50
+ 3,80

609,3
2
+100,
40
7,07 =
0,45

+ 9,64

19,43
+ 4,56

766,87

+

80,26

6,82 +
0,42

I+

11,07
23,60
+ 1,26

800,98

+161,2

7,09 =
0,001

+11,6

3,25 + 5,37

18,32 14,35+ 13,78

8,03

4,39 + 2,29

719,2 469,60 686,60
4+10 181,94 +102,3

5,44

0,69

760+ 6,86
1,46 0,32

+0,93

10,91
+1,26

736,10

+

41,67

7,11
0,35

+ 7,83

16,67
+1,76

509,7
8
1273,
54
1,27
0,80

Tabela 8 - Valores médios do consumo de racdo e agua dos animais durante dias
apos a administracdo com derivado o derivado AM1B nas doses de 2,4 e 8 mg/Kg
administrado via gavagem. * p< 0,05, ** p<0,001 e *** p<0,0001

Consumo de

racdo/Animal/
Dia (g)
Consumo de

agua/Animal/
Dia (mL)

Macho Fémea
AM1B AM1B- AMB1- or AM1B- AM1B- AMI1B-
-2 4 8 2 4 8
6,21 387 1091 6,08+ 530+ 3,74+
6,34+ 4,15+
+ + + 0,35** (,68** 1,78***
0,33 1,07*
1,92 1,17 2,74 * * *
11,41 8,25 9,75
12,12 7,16+ 766+ 6,83+ 925+
+1,62 + +
+3,27 2,01** 1,80 1,35* 2,44
* 254 278

Tabela 9 - Avaliagdo dos parametros de peso corporeo e peso dos orgdos de
camundongos Swiss tratados nas doses de 2 ,4 e 8 mg/Kg no ensaio de toxicidade
subcronica com o derivado AM1F comparados aos controles que receberam DMSO
2% * p< 0,05, ** p<0,001 e *** p<0,0001
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Peso
corporeo

9)

Peso Rim
dir. (9)

Peso Rim
esq. (9)

Peso figado

9)

Peso baco

(@)

Peso
estdbmago
(9)
Peso
coracao (g9)

Macho

Fémea

CT

40,00
+
3,90
0,33
*
0,05
0,33+
0,05

2,27
+
0,24
0,28
s
0,07
0,51
+
0,09
0,23
+
0,01

AM1F- AMI1F-
2 4
41,40 44,50
+3,02 +3,68
0,32+ 0,30+
0,06 0,06
0,32+ 0,32+
0,06 0,01
2,17+ 232+
0,17 0,12
0,17+ 0,25%
0,02 0,08
0,65+ 0,80+
0,16 0,17
0,23+ 0,21+
0,02 0,01

AM1F-
8
40,70
+
4,92
0,32
+
0,09
0,37
+
0,05
2,23
+
0,19
0,35
+
0,24
0,72
+
0,28
0,24
+
0,01

CT

34,00
+1,24

0,26 +
0,07

0,22 +
0,03

1,86 +
0,16

0,17
0,13

0,62 +
0,10

0,18 =
0,02

AM1F- AM1F- AM1F-

2
35,00
+2,11

0,29 +
0,07

0,23 +
0,03

1,74 +
0,13

0,36
0,25

0,67 +
0,08

0,18 +
0,005

4
34,80
+1,92

0,31+
0,08

0,32 +
0,09

2,29+
0,43

0,42 +
0,24

0,58 +
0,07

0,18 +
0,03

8
35,20 +
2,55

0,26 +
0,09

0,26 +
0,11

2,11 +
0,39

0,22 +
0,06

0,59
0,07

0,20 +
0,04
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Tabela 10 - Avaliacao bioquimica dos camundongos da raca Swiss grupos controle e
tratados com o derivado AM1F nas doses de 2, 4 e 8 mg/Kg no ensaio de toxicidade
subcronica administrado via gavagem. * p< 0,05, ** p<0,001 e *** p<0,0001

Macho Fémea
CT AM1F- AM1F- AMI1F- CT AM1F- AM1F- AM1F-
2 4 8 2 4 8
Glicose 146,2+ 1625 171,82 164,41 163,20 17853 212,07 221,91
(mg/dL) 46,96 6 +5540 +17,12 50,39 +11,11 +20,95 +26,61*
121,44

Triglicerideos 170,80 84,22+ 14152 119,57 164,20 116,35 75,12+ 93,20
(mg/dL) +104,15 23,06 +27,41 +£23,22 +7959 +53,81 28,40 16,42
Colestetol Total 124,60+ 106,4 108,64 11592 98,80+ 97,56+ 72,30+ 86,27+

(mg/dL) 10,43 8+ +1341 +164 17,09 10,68 6,71** 6,03

9,40

ProtéinasTotais 5,80+ 482+ 547+ 563+ 554+ 494+ 566+ 528%

(g/dL) 1,01 0,48 0,55 0,92 0,72 0,33 0,70 0,10
Albumina 1,85+ 285+ 331+ 350+ 224+ 213+ 202+ 569+

(g/dL) 0,32 2,49 3,58 3,67 0,17 0,24 0,55 6,06
Aspartato 182,80 94,88+ 176,08 144,37+ 81,00+ 107,09+ 133,74+ 137,50
trans. (AST)  +133,89 24,10 +37,98 27,17 16,00 23,99 55,24  +44,73

(U/L)

Alaninatrans. 67,00+ 56,71+ 84,75+ 56,64+ 46,40 42,70+ 6553+ 59,65
(ALT) (U/L) 13,76 13,27 35,17 465 +364 10,33 21,31 +14,06
Creatinina 029+ 0,27+ 0,79+ 0,24+ 040+ 0,29+ 0,32+ 0,29%

(mg/dL) 0,12 0,04 0,11%** 0,25 0,23 0,15 0,07 0,02

Uréia (mg/dL) 44,24+ 47,05 4456+ 50,35+ 39,60+ 51,17+ 4551+ 57,81

756 +£509 3,64 10,72 16,93 6,16 6,54 +10,41
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Tabela 11 - Avaliagdo dos parametros hematoldgicos dos camundongos da raca
Swiss grupos controle e tratados com o derivado AM1F nas doses de 2, 4 e 8 mg/Kg
no ensaio de toxicidade subcrdnica administrado via gavagem. * p< 0,05, ** p<0,001

e *** p<0,0001

Macho Fémea
CT AM1F- AM1F- AM1F- CT AMI1F- AM1F- AM1F-
2 4 8 2 4 8
Hematécrito 52,16+ 50,87 55,88 55,68 53,14+ 5243+ 52,13+ 54,94+
(%) 5,26 +7,69 +490 +2,66 4,77 5,22 6,18 3,89
Hemoglobina 15,52+ 15,13 16,89 16,06 16,44+ 15,19+ 1549+ 16,04+
(g/dL) 1,64 +2,88 +0,64 +192 1,30 1,39 1,51 1,31
RBC (x10° 929+ 10,07 1058 10,28 9,68+ 9,75+ 8,40+ 9,68+
mm-3) 0,41 +0,48 +1,10 +1,67 0,64 1,16 1,64 0,81
VCM(fl) 57,26+ 54,52 56,14 57,18 53,80+ 51,62+ 61,11+ 5554+
4,62 +3,06 +3,19 234 2,49 1,08 6,52* 1,59
HCM(pQ) 17,18+ 14,97 16,06 15,71 1592+ 15,62+ 18,82+ 16,64+
1,64 +247 +145 0,94 1,35 0,55 2,62 0,65
CHCM(g/dL) 30,12+ 27,07 28,39 2866 3092+ 29,70+ 29,62+ 2855+
1,37 +2,86 +1,75 +1,62 1,91 0,73 2,35 0,65
RDW 1450+ 15,35 14,26 14,92 1518+ 14,22+ 14,65+ 14,44+
1,38 +0,28 +054 1,04 0,32 0,41** 0,47 0,22*
WBC (x103 3,73+ 233+ 3,15+ 329+ 2,78+ 289+ 392+ 402z
mm-3) 0,76 0,75 1,71 0,93 0,95 0,77 0,66 0,71
Granulécitos 12,13+ 850+ 14,35 10,20 646+ 7,31+ 16,39+ 9,76z
(%) 6,63 260 +3,08 +3,13 2,36 1,26 7,53* 5,13
Linfécitos 72,98+ 77,02 64,25 7515 80,22+ 7921+ 6429 7839z
(%) 3,11 +504 +£1452 +2/44 3,25 5,37 +12,58* 6,01
Mondcitos 17,50+ 13,89 18,92 13,28 14,35+ 10,91+ 18,58+ 13,35+
(%) 3,80 +3,08 +6,82 +245 4,39 1,26 3,92* 2,99
Cont. de 609,32 685,55 650,91 691,78 469,60 686,60 516,16 656,40
plaquetas (x +100,40 +28,96 163,47 190,81 181,94 +102,36 +96,85 +133,54
10 mm®)
Volume 707+ 6,60+ 796+ 695+ 760+ 684+ 759+ 790z
plaquetariom 0,45 0,12 1,32 0,28 1,46 0,32 0,57 1,33

édio
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Tabela 12- Valores médios do consumo de racédo e agua dos animais durante dias
ap6s a administragdo com derivado o derivado AM1F nas doses de 2,4 e 8 mg/Kg
administrado via gavagem. * p< 0,05, ** p<0,001 e *** p<0,0001

Macho Fémea
AM1F- AM1F- AM1F- AM1
AM1F- AMF1-
CT CT 2 4 F-
2 8
5,87
Consumo de
. _ 6,34+ 752+ 996+ 5,61 + 1091+ 6,26+ 7,16+ +
racao/Animal/
_ 0,33 0,72  1,07**** 1,08 2,74 0,81*** (,93** (,62*
Dia (9)
*%%
Consumo de 7,16
] _ 12,12 11,00 12,25+ 733+ 9,75+ 925+ 10,75
agua/Animal/ +
_ +3,27 +2,96 2,78 1,29** 2,78 1,30 +2,10
Dia (mL) 1,59*
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Figuras

Figura 1. Avaliacao da inibicdo da formacgédo de clones celulares de Panc-1 tratados

apos 24 e 48 horas com o derivado AM1f.

DMSO 0,1%
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100+

N° de coldénias
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Figura 2. Avaliagdo da inibicdo da formacdo de clones celulares de Mia-Paca-2

tratados apos 24 e 48 horas com o derivado AM1f.

DMSO 0,1% FT-12

g

@8 DMSO 0,1
&8 1F

N° of colonies
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Figura 3. Avaliacdo da inibicAo da migracdo celular na linhagem de céncer de
pancreas Panc-1 tratados durante 6, 12 e 24 horas com o derivado AM1f e com o
veiculo (controle positivo) DMSO 0,1%.

DMSO 0,1% AM1f

6h

@8 DMSO0 0,1
s 1F

% area free cell

12h

Figura 4. Avaliagdo da inibicAo da migragdo celular na linhagem de cancer de
pancreas Mia-paca-2 tratados durante 6, 12 e 24 horas com o derivado AM1f e com
o veiculo (controle positivo) DMSO 0,1%.
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Figura 5. Avaliacéo da influéncia sobre o ciclo celular do tratamento com CI50 (1F) e
0 dobro do CI50(2x-1F) tratado com o derivado AM1f e a condicdo sem tratamento

(controle positivo) na linhagem de cancer de pancreas Panc-1 tratados 48 horas.
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Figura 6. Avaliacdo da influéncia sobre o ciclo celular do tratamento com CI50 (1F) e
o dobro do CI50(2x-1F) tratado com o derivado AM1f e a condicdo sem tratamento

(controle positivo) na linhagem de cancer de pancreas Mia-paca-2 tratados 48 horas.
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Figura 7. Avaliacdo da inducdo da morte celular durante 48 do tratamento com CI50,
dobro do CI50 do derivado AM1f, da condicdo sem tratamento (controle negativo) e
do Doxorrubicina (controle positivo) na linhagem de cancer de pancreas Panc-1.
(DN= Duplamente negativo; Apop+ = Apoptose inicial; Necro+ = Necrose; DP=

Duplamente positivo.)
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Figura 8. Avaliacdo da indug&o da morte celular durante 48 do tratamento com CI50
(1F), dobro do CI50 do derivado AM1f(2x-1F), da condicdo sem tratamento (controle
negativo) e do Doxorrubicina (controle positivo) na linhagem de cancer depancreas
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Mia-Paca-2. (DN= Duplamente negativo; Apop+ = Apoptose inicial; Necr+ = Necrose;

DP= Duplamente positivo.)

120 A
NT

Doxo
Clgy
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DN Apop + Necr + DP

Figura 9. Avaliacdo da inducédo de senescéncia celular apés 72 horas do tratamento
com CI50 e com metade do CI50 do derivado AM1f e DMSO 0,1% (controle
negativo) na linhagem de cancer de pancreas Panc-1.

DMSO0 0,1 % Clso AM1f

Clso/2 AMIF

Figura 10. Avaliacdo da inducdo de senescéncia celular apés 72 horas do
tratamento com CI50 e com metade do CI50 do derivado AM1f e DMSO 0,1%

(controle negativo) na linhagem de cancer de pancreas Mia-paca-2.
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6 Discussao

A busca de novos derivados continua sendo uma importante fonte de
pesquisa. Os derivadostiazolftalimidicos (FTs) ndo apresentaram citotoxicidade em
células normais de sangue periférico de doadores saudaveis. A avaliacdo da
citotoxicidade em células sadias € importante, pois demonstra a seletividade de
novos derivados. A seletividade entre células normais e tumorais € uma questao
fundamentalmente critica para a pesquisa e desenvolvimento de agentes
quimioterapéuticos(CARDOSO et al., 2015b).

Os derivados FT-9 e o FT-12 foram os Unicos que apresentaram atividade
citotoxica. O derivado FT-12 possui estrutura quimicamente similar com o derivado
FT-13 difere do FT-13, ambas possuem um grupo quinolinico como substituintes,
eles diferem apenas pela presenca do grupo metoxipresente no derivado FT-13, no
entanto no derivado FT-12 possui 0 grupo metil na mesma posi¢cdo. Assim 0
grupamento metil apresentou influéncia na reatividade do derivado.Aboutorabzadeh
e colaboradores (2017) avaliou arilquinolinas e verificou que o grupo metil foi mais
eficiente do que o grupo metoxi na inibicdo da glicoproteina P. O grupo metil
aumenta as interacdes hidrofébicas entre as moléculas, desta forma esse grupo
funcional influenciou na atividade antineoplasica do derivado FT-12. ROMAGNOLI e
colaboradores (2013) também evidenciou que o grupo metil aumenta as interacfes
hidrofébicas de benzo(b) tiofénicos na interagcdo com a proteinas p-tubulina.

Guggilapu et al., (2017)testaram derivados tiazéis em um screeningcom
diversas linhagens Du-145(cancer de prétata), PC-3(cancer de prétata), A549(cancer
de pulméo)e HCT- 15(cancer cervical) e demonstrou atividade antineoplasica na
linhagem de cancerDu-145 comClso de 96 nM para o derivado 13d.Kok et al., (2008)
demonstraram que frente as linhagens de células de hepatoma humano (SKHepl),
linfoma de Burkitt (CA46) e na leucemia mieldide cronica (K562) o derivado benzo-
ftalimidico reduziu em 50% concentracdo de ATP livre na concentragédo de 25 ug/mL,
como também induziu na concentracdo de 40 pg/mL por 48 h a ativacéo
significativamente decaspase 3. Aida et al.,, (2017) demonstraram que o TC-11,
derivado fenolftalimidico, apresenta atividade frente as linhagens de mieloma
(KMM1, KMS11, KMS21, 1, KMS26, KMS27, KMS28, KMS34 e MUMZ24) nas
concentracdes entre 1 e 5 uM, induzindo apoptose celular nas consideravel nessas

concentragoes.
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O FT-12 induziu a dimuigdo na formacéao de clones tanto na linhagem Panc-1
como na linhagem PC-3. O ensaio clonogénico é utilizadopara avaliar a capacidade
de sobrevivéncia e proliferacdo das células. Esse ensaio pode ser utilizado para
determinar os efeitos citotoxicos de varios tratamentos, incluindo quimioterapéuticos
e radiacdo ionizante(FEDR et al., 2013). O FT-12 também inibiu a migracdo em
cancer de prostata (PC-3). Inibir a migracao celular é uma estratégia interessante
para novos candidatos a farmacos antitumorais, pois grande parte das mortes
causadas pelo cancer sdo em decorréncia das metastases. Cerca de 90% das
mortesatribuidas ao cancer se da pela disseminacdo metastatica da doenca e nao
por causa do tumor primario propriamente dito. Desta forma inibir a migracdo celular
das células neoplasica é de fundamental importancia para evitar o desenvolvimento
de metastases (ZHENG et al., 2013a).

O FT-12 néo induziu alteracbes no ciclo celular no entanto induziu um
aumento da morte celular tanto por necrose como por apoptose na linhagem de
cancer de pancreas. Esse aumento da apoptose foi confirmada com o aumento da
clivagem de Parp na linhagem Panc-1. Rohitkumar e colaboradores (2015)
demonstraram o aumento da apotose e da clivagem de parp por derivados
quinolinicos em células de Molt-4.

Apesar do FT-13 ndo apresentar atividade antitumoral ele apresentou
atividade imunomoduladora induzindo um aumento de IL-2 e TNF-a. Essa séo
citocinas pro-inflamatérias que ativam um perfil mais antitumoral. O derivado FT-13,
principalmente na concentragcdo de 10 uM estimulou a produgcédo de IL-2. Essa
citocina participa dos processos de ativacao das células B, T e NK além de estimular
0s 0 crescimento dessas células. O uso de IL-2 recombinante é aprovado pelo FDA
para pacientes com melanoma metastatico e carcinoma de células renais. Desta
forma o uso de medicamento que pode induzir a producdo de IL-2 é uma estratégia
interessante(LEE; MARGOLIN, 2011). Cardoso, et al.,( 2015) avaliaram derivados
ftalimidos em esplenocitos de camundongos Balb/C estimulados com LPS durante
48 horas, e demonstraram que os derivados néo inibiram a producdo de TNF-apara
as duas concentracdes testadas (1 e 10 mg / mL). Houve pouca inibicdo da
producéo de IL-2 e IL-6. Contudo, a liberacéo de IFNg foi inibida em 95% (4b), 93%
(7b), 87% (7d), 85% (7h), 83% (2a) e 82% (3b) na concentracao de 1 mg/mL.

Na avaliacdo da atividade imunomoduladora frente as citocinas
antiinflamatorias IL-4 e IL-10, os derivados FT-3 e 4 exibiram maior poder de inibi¢cao

ja o derivado FT-6 estimulou a producdo dessas citocinas. Essas duas citocinas
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representam marcadamente o perfil Th2, desta forma os resultados demosntram que
o derivado FT-6 possuei um potencial de ativacdo de um perfil antiinflamatorio, mas
outros ensaios devem ser realizados para a confirmacdo. O aumento de IL-10 atua
como inibidor de macrogafos e células dendriticas (LEE; MARGOLIN, 2011).

O FT-3 também diminuiu a expresséao das citocinas IL-17A, INF-y,TNF-a e IL-
2 que sdo citocinas pro inflamatoérias. Desta forma esse derivado induziu uma
imunossupressdo pois foi capaz de diminuir tanto as citocinas pro-inflamatorias
como antiinflamatorias. O Apremilast é um derivadoftalimidico, que é aprovado pelo
FDA para o tratamento de pacientes adultos com artrite psoriatica ativa,ele tem acao
na inibicdoda producdo de TNFa e IFN-a induzida via TLR4 e TLRS9,
respectivamente(SCHAFER et al., 2014).SANTOS et al, (2016) avaliaram
tiazolftalimidicose encontraram diminui¢cdo dos niveis de IL-10 e TNF em células de
macrofagos (J774A.1) estimuladas com LPS.

O derivado tiazolftalimidico AM1b apresentou atividade antineoplasica frente
as linhagens de Du-145 (cancer de prostata) e Panc-1(cancer de pancreas), mas
nao frente as linhagens PC-3 e Mia paca-2. As linhagens Du-145 e PC-3 sao células
de céancer de préstata que possuem o fenétipo do tipo ndo luminal, no entanto, elas
possuem diferentes status do gene p53 e na expressao de PTEN. As células PC3
sdo nulas para expressao de p53, ja as células DU145 expressam DN p53 mutante
(P223L / V274F). JA4 em relacdo ao gene antiapoptotico PTEN, ele é um gene
frequentemente mutados no cancer de prostata, na linhagem PC-3 elas néo
expressdo essa proteinas ja na linhagem DU145 elas possuem a proteina funcional
(BELLUTI et al.,, 2019).Essas diferenca genotipicas podem ter influenciado na
atividade do derivado frente a essas células tumorais.

O derivado AM1f apresentou atividade citotéxicas nas quatro linhagens
testadas, com ICso entre 14 a 26 pM. Diferentemente dos derivados tiazolftalimidicos
(FTs) os derivados AM1b e AM1fpossuem em sua estrutura dois anéis tiazois e uma
anel ftalimidico. Ja os derivados FTs so tem um anel ftalimidico e um anel tiazol essa
modificacdo estruturalna molécula pode ter contribuido consideravelmente para que
os derivadosAM1b e AMlfapresentasem atividade antineoplasica mais pronunciada
do que os derivados FTs.

O derivado AM1f n&o influenciou no ciclo celular na linhagem Du-145, no
entanto na linhagem PC-3 o dobro de ICso induziu um arrasto na fase S-G2/M. Na
linhagem Panc-1, o dobro de CI50 induziu um arrasto na fase GO/G1 assim como o

tratamento com a doxorrubicina. A indugdo do arrasto do ciclo celular é uma
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estratégia interessante para um novo agente antitumoral. O alcaldides da vinca e
taxanos, inibidores do ciclo celular,desestabilizam os microtubulos e induzem a
morte celular. Esses medicamentos sdo usados para o tratamento de pacientes com
diferentes tipos de cancer hematopoiéticos ou solido h4 mais de 20 anos (HASCHKA
et al., 2018).

Houve inducdo de morte celular por apoptose e necrose apenas na linhagem
PC-3 tratadas com o derivado AM1f.As células tumorais geralmente tem a expressao
proteinas anti-apoptoticas que inibem a apoptose celular desta forma induzir o
aumento de proteinas apoptéticas € uma estratégia para induzir a morte celular
fundamental para um candidato a nova agente quimioterapico (SANTOS et al.,
2016).

O ensaio de toxicidade aguda é extremamente importante para avaliar o perfil
de toxicidade de novos compostos em modelos animais, bem como avaliar
concentracfes atoxicas para estudos posteriores em animais. Os niveis de colesterol
e triglicerideos foram diminuidos, os de proteinas totais e albuminadimunuiram por
ambos os derivados e ambos os sexos. Mas em relagdo as enzimas hepéticas (AST
e ALT) os niveis estavam elevados em todos 0s grupos tratados caracterizando um
dano hepatico do tratamento. J& os niveis de creatinina estavam diminuidos e os
niveis de ureia estavam aumentados em todos 0s animais tratados caracterizando
um dano renal(TABARRAEI et al., 2019).Abdel-Aziz et al., 2011 estudou derivado
ftalimidicos N-substituidosna diminuicdo do colesterol e glicose em ratos Wistar
tratados na dose de 10mg/Kg com alimentacfes hipercaldricas. O composto 5e
reduziu drasticamente o nivel de glicose no soro em 55%; enquanto 5c, 5e, 7d e 8e
reduziram o colesterol sérico total em 58, 56, 54 e 53%.

No entanto ambos os derivados tiazolftalimidicos AM1B e AM1F diminuiram
0s niveis de colesterol e triglicerideos em ambos o0s sexos tanto no ensaio de
toxicidade aguda como no de toxicidade subcrdnica. Vale ressaltar também que
diminuir os niveis lipemicos € uma resposta interessante pois altos niveis de
triglicerideos e colesterol levam a uma inflamagéo sistémica. Estudos anteriores
sugerem que o0 crescimento do tumor pode ser afetado pelo aumento de
lipidios(ROHENA-RIVERA et al., 2017).

Em relacdo a toxicidade subcrdnica foi observado para o tratamento do
derivado AM1blevou a morte de 5 animais, 2 na dose de 4 mg/Kg e 3 na dose de 8
mg/Kg, alteracbes com dificuldade de respiracdo e inchaco nas patas também foram

observados. N&o foi observado essas alteracdes e nem Obitos de animais em
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nenhum grupo dos animais tratados com o derivado AM1f. Assim como no ensaio de
toxicidade aguda também foram observadas alteracdes nos parametros bioquimicos
e hematimétricos em todos os grupos testados. Desta forma o derivado AM1b é
considerado muito téxico inviabilizando o estudo dessa molécula. De acordo com a
OECD (do ingles, OECD GUIDELINE FOR TESTING OF CHEMICALS) esse
derivado é considerado muito toxico pois induziu a morte em doses menores que 5
mg/Kg.

O consumo de racdo e de agua foram diminuidos em todos 0s grupos
tratados com o derivado AM1B, de forma significante. O consumo de agua e ragao
indicam o bem estar do animal e alteracdo indicam que o animal pode esta sentido
algum desconforto (SON; CHANG; LEE, 2015).

A escolha para tornar um derivado um candidato a farmaco passa nao sé6 pela
sua eficacia, mas como também por sua seguranca. Desta forma, ndo ha
mortalidade e sinais de toxicidade, como reducdo no peso corporal, ingestdo de
alimentos, peso relativo dos 6rgdos, patologia bruta dos 6rgdos vitais durante o
tratamento com doses diferentes em comparagcdo com o controle no estudo de
toxicidade aguda trds robustez para o estudo de novos candidatos a farmacos
(KUMAR et al., 2018).
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7 Consideracdes finais

v

Os derivados tiazoftalimidicos ndo apresentaram citotoxicidade nas
concentracfes avaliadas em células mononucleares de sangue periférico.

O derivado ftalimidico FT-12 apresentou citotoxicidade frente a linhagem
Panc-1, PC-3, Sk-mel-28 ja o derivado FT-9 apresentou citotoxicidade frente
as linhagens Molt-4 e K-562.

O derivado FT-12 diminuiu a formacéo de clones em PC-3 e Panc-1 e inibiu a
migragdo em PC-3, além de induzir o aumento da morte celular na linhagem
PC-3.

O derivado tiazolftalimidico FT-6 estimulou a producédo das citocinas IL-4, IL-
10, e IL-6.

O derivado tiazolftalimidico FT-3 reduziua producgéo das citocinas IL-10, IL-4,
IL-17A, IL-6 e IL-12 apresentando-se como um potencial derivado
antiinflamatorio.

Os derivados AM1b e AMlfapresentaram citotoxicidade frente aos tumores
sélidos Du-145, PC-3, Panc-1 e Mia-paca-2.

O derivado AM1f induziu um arrasto no ciclo celular em Du-145 e em PC-3
alem de induzir o aumento da morte celular em PC-3.

N&o houve variacdo significativa no percentual de células apoptoéticas nas
células Panc-1 e Mia-paca-2 apés o tratamento com o derivado AMA1f.

O derivado AM1f induziu a senescéncia celular nas linhagens Du-145, Panc-1
e Mia-paca-2.

Houve alteracdo no peso dos 6rgdos, parametros biquimicos e hematolégicos
em camundongos Swisstratados principalmente pelo derivado AM1b.

O derivado AM1f causou leves alteragcbes no peso dos 6rgaos, parametros
bioquimicos e hematologicos dos animais.

O AM1lb apresentou forte toxicidade levando a morte de 5 animais
principalmente nas maiores doses.

N&o houve mortes nos animais tratados com o derivado AM1F e foram
observadas leves variacbesno peso dos o6rgdos, parametros bioquimicos,

hematoldgicos.
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8 PERSPECTIVAS

o Investigar o mecanismo de acao dos novos derivadostiazoltiazoftalimidicospor
western blotting.

o Avaliar a atividade antineoplasica in vivo do derivado AML1f.
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[ Tiee Documenis_| Arquiva [ Fosimgem | Auice [Sruansio]

Ernderegn; A, d8 Ergenhais aie® . 1 sndae, sals 4, Prdio da Cenve de Clnaing da Sakles

Bawrg; Cobice U nfeslies Cei™: & fa0-800
¥ FE Humcpin: AFCFE
Pelwbane: (51 (2126-A58 Eemmil:  Coforsd e i

Fugima 04 i £
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UFPE - UNIVERSIDADE

. ﬁ FEDERAL DE PERNAMBUCO - wﬂn
%ﬂ— CAMPUS RECIFE -
e UFPE/RECIFE
C el oo Paraces: 10650 684
WIormar Cas BApcas| PB_IMFORMALDES BASICAS DO P | 16102019 Fry
o] 2111 1 g { 11 ﬁ%{ﬂr

'EFLE_M CarinCoaTennD, TR [Flzriara Alvos dos | feooo
1107

[Frojeln Detahain | | peojeloema s Uberalkio oos 111-7&:"!&'% Alves d06 | Pk

Beochisa 110733 |Sanios

Hum Tk e rCLAn il Z2TRINTT [Flawiare mhvas dos | Aoalo

[Tharcs CATACI [ Eilﬁkjﬁﬁ Eﬁwﬁ-hﬁm Fr=r
19:11:34 Flp e

Oukos TaltesMarns,pal TAIOAIG1Y | Flardare Ales dos | Aosko

TRATE, PO B 00K *&Iﬂah Eﬁmﬂmﬁ E==
1 r 5

[TCLE | Termos da | TLLEMmcres 10.0oe 1&%%Amm eceikn

AEnerilmsnio ) 182012 | Santos

Justilicativa de

Ehhnhnﬁnmn— TaFvaasseaa il TALRINTT [Flasiare Mhoas 0os | Aoako
11:23:24 Sartos

T T AL AR Ly
2 iﬁa

[Thzs: o ﬂf% arsa Akas dos Al

LT Lallescemgise pdl n%ﬁ'%ﬁmm Aoafa
235029 |Saras

Slfuagho 00 Pareces;

Aprayaio

Hecassita Apraciagho da CONER:

Hika

RECIFE, 21 da Qububra de 2015

ApElnado por:

LUCIANG TAVARE § MONTENEGRO
[Coordanadona))

Bnderegmi A, 8 Ergenhais a° . 10 e, a6 4, Mo da Care de Clne g da Badie

Badirg: ok LI rdvaiud i
Eumogin: AFCPFR
(1T S R R

U= PR

B B a0

E-tiail

rociingu ls

Fagms i E 4
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ANEXO 3 - PARECER COMITE ETICA ANIMAL

MINISTERIO DA EDUCAGAD T
COMISSAD DE ETICA NO US0 DE AMIMALS — CEUA F;l'
Ax Radgadhs Filley, 8™ = CEF: 207970 = Matal f RN
Fonis (3 P2 T5-L491 el g Frcinors ufis e

CERTIFICADO
Matal (RN), 27 de mang de 2013,

Cegtificamos que 3 proposta Inthiada “Ectudes toxioclsgiocs para avallsglo de novos
somposing”, protocole DDER201E, CERTIACADD n* 057 00818, sob 3 responsabilidiade de
Talma Marla Araje Moura Lemos - qus envolve 3 produgao, manuiengdo emou uimEgdo de
animais pertenceries 30 fllo Chondata, subfio Vertebrats (excsin o homem), para ins de
pesquisa ciantiNea (oU 2nsing) - eNCONTra-5e 08 3COrdo COM oS pracetics a Lel n® 11.794, oe 3
de putubro de 3008, do Decretn n.° £.859, de 15 de julho de 2009, e com a8 noimas adliadas
peio Conseiho Nacional de Contrle da Expenmentagio Animal {CONCEA), Tl aprovada pela
COMISSAD DE ETICAND US0 DE AMIMAIS 3 Universitsde Faderal do R0 Grande 9o Mors

— CEUAUFRN.
Vigencla 6o Projeic | Abrll 2022
RELATORIOS MAID 2020

MAID 2022
Espécla/Linhagem |Mus musculus Swiss
Numero de Animals | 1548

437 Machos [ & -8 semanas [ 30 g

SaxoldataPeso 136 Machos [ & — 10 semanas | 35§
433 FAmeas [ § — B samanas [ 30 g

336 Fémeas [ & — 10 ssmanas | 35 g

Crrigam Blotério do Centro de Clénclas da Saods - UFRN
Manutangao Blotero do Cantro de Clénclas da Sauds - UFRN

Informamos ainda gue, segunado o Cap. 2, Art. 13, do Regimenio Intemo desta CELWA, &
funcio do professorpesquisador responsdvel pelo projeio & slaboracio de relafinic de
acompannamenio que devera ser enfregue 1830 logo 3 pesquisa seja conclulda. O
descumprimanto deaia norma podera Inviabilizar a submissdo os projebos fufuros.

José de Castro Souza Mato Junior
Coordenador da CELIA-UFRN

WA DB propesg . uim
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