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RESUMO

O Cancer de pulmao € o tipo de cancer mais comum em todo o
mundo desde 1985, tanto em incidéncia quanto em mortalidade. As
estratégias  quimioterapicas contra essa doenca  evoluiram
consideravelmente nos ultimos anos, melhorando o progndstico e a
qualidade de vida dos pacientes. Novos compostos com capacidade de
ativar especificamente as vias de reparo do DNA e ndo somente agir
sobre um Unico gene ou proteina, podem ser promissoras op¢des ao
tratamento do cancer de pulmao. O uso de modelos in vitro de cancer de
pulmdo possibilita a obtengdo de resultados rapidos na prospeccdo de
novos agentes antitumorais. As dihidropirimidinonas apresentam
diversas atividades farmacoldgicas, como antibacteriana, anti-
hipertensiva e também antitumoral, assim como alguns acidos fenolicos.
Neste sentido, este trabalho focou em investigar potenciais agentes
antineoplasicos para o tratamento do cancer de pulmdo, a partir de
hibridos moleculares de dihidropirimidinonas e acido fenolicos, bem
como caracterizar 0os respectivos mecanismos de acdo utilizando a
linhagem celular de carcinoma pulmonar humano NCI-H460.
Primeiramente observou-se que os hibridos FA247 e FA260
apresentaram efeito citotoxico moderado nas células tumorais. A partir
deste resultado, dois novos hibridos derivados destes foram sintetizados,
o FA339 e o FA438, onde substituiu-se o oxomonastrol pelo monastrol
como a dihidropirimidinona dos hibridos. Os derivados apresentaram
maior citotoxicidade que os precursores. Os hibridos FA339 e FA438
foram capazes de inibir o crescimento celular em 50% das células
(ICs0), com concentragdes de 31,5 e 29,3 uM, respectivamente. Ainda,
os dois compostos causaram um forte bloqueio no ciclo celular na fase
G2/M, mesmo utilizando concentragdes menores que as respectivas
ICsg. O composto FA438 apresentou um indice de seletividade igual 2,5.
Além disso, os hibridos causaram uma diminui¢do significativa na
invasdo celular, inclusive diminuiram os niveis de proteina VCAM-1
nas células expostas, proteina cuja super-expressdo esta associada a
progressdo do cancer e desenvolvimento de metastases. Ainda, os
farmacos paclitaxel e carboplatina foram combinados com os compostos
FA339 e FA438 e testados. Esta combinagdo resultou em efeito
sinérgico dos dois hibridos para com o paclitaxel e e efeito aditivo do
FA438 com a carboplatina. Conclui-se que os compactos FA339 e
FA438 apresentam potencial acdo antitumoral, provavelmente pela via



inibicdo do desenvolvimento de metastases, o que incentiva a
continuidade dos estudos.

Palavras chaves: cancer de pulmao, dihidropirimidinonas, atividade
antimetastatica, sinergismo, paclitaxel.



ABSTRACT

Lung cancer is the most common cancer in the world since 1985, both in
incidence and mortality. The chemotherapeutic strategies against lung
cancer have evolved considerably in recent years, improving the
prognosis of the disease and patient’s life quality. New compounds
specifically able to activate DNA repair pathways and not only act on a
single gene or protein, can be a promising option for lung cancer
treatment. The use of in vitro lung cancer models provides rapid results
in the prospection of new antitumor compounds. Dihydropyrimidinones
have several biological activities, such as antibacterial, antihypertensive
and antitumor, as well as some phenolic acids. Therefore, this work
focuses on potential antineoplastic agents against lung cancer from
molecular hybrids of dihydropyrimidinones and phenolic acids, as well
as on the investigation of the respective mechanisms of action in the
NCI-H460 cell line. Firstly, FA247 and FA261 hybrids exhibited a
significant cytotoxic effect on tumoral cells. From it, two new hybrids
derived from FA247 and FA261 were synthesized resulting in the
FA339 and FA438. Both derivatives demonstrated greater cytotoxicity
than the precursors. FA339 and FA438 hybrids presented 50%
inhibition of cell growth (ICsp) of 31.5 and 29.3 pM, respectively.
Furthermore, the two compounds caused a strong block on the cell cycle
in G2 / M phase, even using concentrations lower than the respective
ICso. FA438 presented a selectivity index of 2.5. In addition, the hybrids
derivatives caused a significant decrease in cell invasion as well as a
decrease in VCAM-1 protein level in the cells exposed, being these last
two results very well correlated, since VCAM-1 is a protein whose
overexpression is associated with cancer progression and metastasis.
Additionally, the drugs Paclitaxel and Carboplatin were combined with
compounds FA339 and FA438. The combination resulted in a
synergistic effect of the two hybrids with Paclitaxel and an additive
effect of FA438 with Carboplatin. In conclusion, the compounds FA339
and FA438 have a potential antitumoral action, probably due to
metastases development inhibition, which encourages the progress of
the studies.

Keywords: lung cancer, dihydropyrimidinones, antimetastatic activity,
synergism, paclitaxel.
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1.INTRODUCAO

Durante mais de 2.000 anos, o desenvolvimento de uma
medicina moderna e uma abordagem renovada para o tratamento de
doencas ficou estagnada, permanecendo o uso de substancias
fundamentadas em teorias empiricas ligadas ao equilibrio de "humores"
do corpo, consistindo em otimistas, melancolicos, fleumaticos e
coléricos. Numerosos medicamentos, a maioria deles sendo preparados
com extratos de plantas, eventualmente eficazes, estavam disponiveis,
porém nenhum deles poderia responder a uma defini¢do quimica do que
hoje chamamos de farmaco, exceto aos provenientes do reinado mineral.
Com a chegada da revolucdo industrial e o surgimento da quimica
organica, o foco migrou do isolamento de moléculas ativas das plantas
para a obtencdo de produtos semissintéticos e sintéticos puros com
atividade farmacoldgica, conduzindo quimicos e farmacéuticos para a
sintese organica (WERMUTH; DE LA FONTAINE, 1996).

Desde o final do século XX, foram intensificados estudos sobre
funcdo, alvo molecular, regulacdo e natureza dos compostos produzidos.
A Dbiossintese foi a responsavel pela transi¢do para a compreensdo de
novos processos moleculares, levando a criagdo de novos prototipos de
farmacos. A partir disso, varios cientistas das areas afins tém usado
técnicas de screening para detectar moléculas com atividades biologicas
relevantes (HAERBORN; DEY, 1991).

A busca por compostos promissores por meio de screening
racional de novos agentes antineopldsicos sintéticos, assim como
naturais, como forma alternativa para o tratamento de cancer em relagdo
a antitumorais ja estabelecidos tem norteado pesquisas para obtencdo de
novos farmacos (BOGO, 2009). Entre 1981 ¢ 2014, 61% das pequenas
moléculas introduzidas como farmacos foram derivadas de produtos
naturais. Este valor sobe para 74% em relacdo aos antitumorais
(ROUHI, 2003; NEWMAN; CRAGG, 2016).

O grupo de doengas denominado cancer tem sido registrado
desde 1600 a.C., quando Edwin Smith descreveu o cancer de mama em
seu papiro no Egito Antigo. Hipocrates (cerca de 460 aC - 370 aC),
considerado o pai da medicina, foi o primeiro a usar uma palavra para
definir de fato a doenga como conhecemos hoje, descrevendo varios
tipos de cancer, e assim como Claudius Galen referiu-se a eles com a
palavra grega kopxivog karkinos (caranguejo), pela semelhanga
imagindria de um caranguejo, em vista dos prolongamentos laterais do
tumor e das veias dilatadas adjacentes (HAJDU, 2011).
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Atualmente, cancer é um termo genérico que descreve um grupo
de mais de 100 doengas as quais se caracterizam pelo crescimento de
células anormais além de seus limites habituais, originarias de fatores
genéticos espontaneos ou induzidos por agentes patogénicos externos
que causam alteracdes na atividade celular, que podem invadir partes
adjacentes do corpo e / ou espalhar-se para outros o6rgaos (WHO, 2018).

Em organismos multicelulares, a taxa de proliferacdo celular ¢
controlada, permitindo a replicagdo com precisdo dentro dos limites
homeostaticos normais. A formagdo de um tumor, apesar de ocorrer
lentamente, é o resultado da proliferagdo e crescimento descontrolado de
células que possuem danos no DNA, constituindo a base do que ¢
chamado de neoplasia'. Além disso, a capacidade de burlar os
mecanismos de morte celular programada, indugdo de angiogénese,
assim como a capacidade de metastase evidencia o desenvolvimento
tumoral (MAJNO; JORIS, 2004, HANAHAN; WEINBERG, 2000).
Embora as células possuam meios para reparar danos ao DNA, os
fatores que os provocaram podem gerar mudangas permanentes ao
genoma, introduzindo mutagdes a célula, que a partir disso podem ativar
0s proto-oncogenes (responsaveis pela estimulagdo da proliferagdo
celular assim como a prote¢cdo contra a morte), ou entdo inativar genes
que inibem a proliferagdo celular (BERTRAM, 2000).

Os tratamentos convencionais para o cancer ndo atingem
somente as células tumorais, mas também os tecidos saudaveis
apresentando uma série de efeitos adversos que podem levar a
complicagdes severas. Desta forma, pesquisas no desenvolvimento de
novas estratégias que apresentem menor toxicidade sdo de extrema
importancia e de grande impacto cientifico.

A hibridizagdo molecular é uma estratégia utilizada em quimica
medicinal que se baseia na combinagdo ou juncdo de diferentes grupos
farmacoforicos em uma unica molécula, levando a propriedade bioativas
superiores (VIEGAS-JUNIOR et al., 2007).

As Diidropirimidinonas (DHPM) s@o heterociclos que podem
ser obtidas com alta diversidade estrutural, conhecidas por vérias
atividades biologicas, entre elas a antitumoral (KAPPE; STADLER,
2004; KLEIN et al., 2007; JOSEPH; JAIN; SAIN, 2006; KAPPE, 2000;

! Neoplasia significa literalmente "crescimento novo", uma proliferagéo
anormal de células autonomamente que tendem a perder a sua capacidade
de diferenciagdo. (MAJNO, JORIS, 2004).
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SANDHU, 2012). Os acidos fenolicos sdo amplamente distribuidos no
reino vegetal podendo-se destacar os 4cidos cinamico, feralico e cafeico
devido as interessantes atividades antitumorais descritas (LEE et al.,
2003), podendo induzir a morte celular apoptotica (NIERO et al., 2013).

Diante deste cenario, para o presente projeto, pretende-se
avaliar o efeito antitumoral de hibridos moleculares entre as DHPM e os
acidos fenolicos, buscando caracterizar um potencial superior para
aplicagdo como agentes antitumorais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer: Aspectos gerais

A definigdo cientifica de cancer refere-se ao termo neoplasia,
especificamente aos tumores malignos, como sendo uma doenga
caracterizada pelo crescimento descontrolado de células transformadas
(ALMEIDA, et al., 2005). E um termo genérico utilizado para uma série
de doengas que afetam uma ou mais partes do corpo, decorrentes do
colapso de mecanismos celulares envolvidos em processos de
proliferacio e maturacdo celular, chamado de carcinogénese
(HANAHAN; WEINBERG, 2000; WHO, 2018).

As causas dessas neoplasias sdo variadas, principalmente
relacionadas a fatores de risco que podem ser encontrados no meio
ambiente” (80% dos casos) (INCA, 2018), sendo induzidas por agentes
patologicos externos® (WHO, 2018) e/ou alteragdes celulares e genéticas
espontaneas, provocando alteragcdes no ciclo celular e morte celular
programada (ALMEIDA et al., 2005).

Segundo Almeida et al. (2005) a maligniza¢do de uma célula
ndo tumoral abrange alguns estagios até o desenvolvimento do cancer:
iniciagdo - Células ndo tumorais sdo afetadas por um agente
carcindgeno, tendo como resultado alteracdo de genes; promocio- as
células agora geneticamente alteradas sdo transformadas lentamente pela
acdo de agentes oncopromotores; progressao- as células malignas se
multiplicam desenfreadamente, surgindo manifestagdes clinicas do
cancer. Segundo INCA (2018), o processo de carcinogénese, em geral se
da lentamente, podendo levar varios anos para que uma célula cancerosa
prolifere e d€ origem a um tumor visivel.

2 Entende-se por meio ambiente o meio em geral (dgua, terra e ar), o
ambiente ocupacional (industrias quimicas e afins), o ambiente de consumo
(alimentos, medicamentos), o ambiente social e cultural (estilo ¢ habitos de
vida) (INCA, 2018).

Principais agentes externos: radiagdo ultravioleta e ionizante, produtos
quimicos como asbesto, aflatoxinas, arsénio, componentes do tabaco, alguns
tipos de virus, bactérias, parasitas, entre outros (WHO, 2018).
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A falta de mecanismos que podem reverter a diferenciagdo da
célula, agora maligna, tem como consequéncia a perda das fungdes
dessas quando comparadas as suas correspondentes sadias.
Progressivamente, as células cancerosas substituem as nao neoplasicas,
fazendo com que os tecidos invadidos percam as fungdes ao longo do
tempo (INCA, 2018; SIEBER; HEINIMANN; TOMLINSON, 2003).
Basicamente, as alteracdes fisiologicas mais comuns entre diferentes
tipos de tumores s@o a autossuficiéncia em sinais de proliferagdo, assim
como insensibilidade a sinais inibitorios deste mecanismo, evasdo a
morte programada, potencial de replicacdo ilimitado, angiogénese
sustentada, migracdo e invasdo de tecidos adjacentes ou metastase
(HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Entre as diferengas morfologicas, moleculares e funcionais das
células neoplasicas pode-se citar o polimorfismo (células diferem muito
em relagdo ao tamanho e numero), aneuploidia (quantidade anormal de
cromossomos), citoplasma basofilo e o citoesqueleto desorganizado,
caracteristicas que variam muito entre diferentes células neoplasicas. A
partir deste conhecimento, métodos para o diagnostico do cancer,
fundamentados nessas diferengas, utilizando técnicas como citometria
de fluxo, diagnostico molecular, marcadores tumorais e métodos
histologicos e citologicos, tornam-se progressivamente mais precisos.
(KUMAR et al., 2005).

2.2 Dados epidemiologicos

O cancer ¢ a segunda principal causa de morte no mundo e foi
responsavel por 8,8 milhdes de mortes em 2015. Globalmente, quase 1
em cada 6 mortes ¢ atrelada a essa doenga. Entre as causas mais comuns
de morte por cancer estdo os canceres de pulmido (1,69 milhdes de
mortes), figado (788,000 mortes), colo retal (774,000 mortes), estomago
(754,000 mortes) e mama (571,000 mortes). Estima-se que caso
evitados os fatores de risco poder-se-iam prevenir entre 30 a 50% dos
canceres. Outro fator que poderia reduzir esses numeros seria a
implementacdo de estratégias de prevencdo das mortes pela deteccdo e
tratamento precoce (WHO 2018)

Para o Brasil, estima-se que no biénio 2018-2019, 600 mil
novos casos de cancer irfio ocorrer a cada ano. A excecdo do cancer de
pele ndo melanoma (170 mil novos casos), ocorrerdo 420 mil novos
caso no pais, naumeros que incluem os canceres de prostata, pulmao,
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mama feminina, cdlon e reto entre os mais incidentes, além de altas
taxas dos canceres de colo do ttero, estdmago e es6fago (INCA, 2018).

Figura 1. Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cincer mais incidentes
estimados para 2018 por sexo, exceto pele nio melanoma.

Localizagdo Priméaria Casos Localizagdo Priméaria Casos

Prostata 68.220 31,7% Homens Mulheres  Mama Feminina 59.700 29,5%

Traqueia, Bronquio e Pulmao 18.740 8,7% Célon e Reto 18.980 9.4%
Célon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%

Estdmago 13,540 6,3% Traqueia, Bronquio e Puimao  12.530 6,2%

Cavidade Oral 11.200 5.2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%

Esbfago 8240 3.8% Estomago 7.750 3.8%

Bexiga 6.690 31% Corpo do Utero 6.600 3,3%

Laringe 6.390 3,0% Ovério 6.150 3,0%

Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%
Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 2,4%

Numeros arredondados para multiplos de 10. Fonte: (INCA, 2018).

Cada regido do Brasil possui um perfil caracteristico na
magnitude e nos tipos de cancer. As regides Sul e Sudeste do Brasil
concentram 70% da ocorréncia de novos casos, sendo que na regido
Sudeste encontra-se quase a metade da incidéncia. Na regido Sul e
Sudeste, por exemplo, predominam os canceres de prostata e mama
feminina, assim como os de pulmio de intestino. Na regido Centro-
Oeste, os mais incidentes sdo os de colo de tutero e estdmago. Regides
como o Norte e Nordeste, apesar de os canceres de prostata e mama
feminina estarem entre os principais, a incidéncia dos canceres do colo
do ttero e estdmago tem grande impacto (INCA, 2018).

Diante dessas estatisticas, expOe-se a necessidade de
investimentos ¢ desenvolvimento de acdes para o controle do cancer,
desde o desenvolvimento de novos compostos antitumorais, assisténcia
informativa aos pacientes sobre a doenga, detec¢do precoce e promogao
da saude em todas as regides no Brasil.

2.3 Cancer de pulmio

O Cancer de pulmao € o tipo de cancer mais comum em todo o
mundo desde 1985, tanto em incidéncia quanto em mortalidade.
Segundo o INCA, 13% de todos os novos casos desta doenca sdo de
pulmao. (INCA, 2018). A ultima estimativa feita em 2012 apontou que
no mundo, ocorreram cerca de 1,8 milhdes de novos casos de cancer de
pulmdo. No Brasil, o nimero de mortes registrado no Atlas de
Mortalidade por cancer 2015 - INCA - ¢ de 26.498, sendo que a
estimativa de novos casos para o ano de 2018 era de 31.270 casos, sendo
que destes, cerca de 60% sao atribuidos a homens e 40% a mulheres.



32

Diferentemente do que se observa em canceres localizados em
outros tecidos, a taxa de sobrevida relativa em cinco anos para o cancer
de pulmao ¢, em média, 18% (15% para homens e 21% para mulheres)
(INCA, 2018). Estes numeros podem estar associados, em parte, as
limitagdes em diagndsticos precoces e tratamentos da doenga devido a
alta complexidade e heterogeneidade molecular e histologica (PIKOR et
al., 2013), Apenas 16% dos canceres sdo diagnosticados em estagio
inicial, sendo que para estes, a taxa de sobrevida de cinco anos chega a
56% (INCA, 2018).

O cancer de pulmdo pode ser dividido em duas categorias:
carcinoma de pulmao de células pequenas (SCLC, do inglés, small cell
lung cancer), que responde a 15% dos casos nos pacientes; e carcinoma
de pulmdo de células ndo-pequenas (NSCLC, do inglés, non-small cell
lung cancer), que corresponde a 85% dos casos (SOCIETY, 2019). As
NSCLC podem ser divididas em trés subtipos histologicos principais: I)
adenocarcinoma; II) carcinoma de células escamosas; III) carcinoma de
células grandes. Além disso, € possivel que a doenga apresente,
raramente, em sua histologia, células caracteristicas das duas categorias,
sendo assim denominado céncer de células pequenas / ndo pequenas
combinadas (do inglés, combined small cell / non-small cell cancer)
(PIKOR et al., 2013). Além de apresentarem caracteristicas biologicas
diferentes, os dois grupos diferem quanto ao tipo celular de origem,
localizagdo no tecido pulmonar, padrdo de crescimento celular, entre
outros, indicando serem doencas distintas, desenvolvendo-se a partir de
mecanismos moleculares diferentes (PIKOR et al., 2013).

Apesar de todos os subtipos histologicos de cancer de pulmao
serem fortemente associados ao consumo de tabaco, as categorias SCLC
e carcinoma de células escamosas sdo mais facilmente encontradas em
pacientes tabagistas, por serem originadas predominantemente nas vias
respiratorias centrais. Enquanto o carcinoma de células escamosas ¢
originario de células basais de vias aéreas centrais e o adenocarcinoma,
advém do epitélio glandular do parénquima pulmonar de pneumocitos
do tipo IT (TRAVIS et al, 2011; BARASH et al., 2012; PINSKY et al.,
2013).

Com as recentes modificagdes na composic¢do de cigarros, com
menos alcatrdo e nicotina, e reducdo do numero de fumantes, o quadro
de incidéncia de tipos histologicos do cancer de pulmao apresentou uma
mudanca: houve um declinio nos registros de casas de SCLC e
carcinoma de células escamosas, enquanto o adenocarcinoma de pulmao
tornou-se a forma mais corriqueira atualmente (cerca de 50% de todos
os casos) (PIKOR et al., 2013).
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Observagdes em pacientes revelaram que o cancer de pulmio
pode envoluir rapidamente com metastases no figado, glandulas
adrenais, ossos e cérebro. A metastase ¢ o resultado de muitas etapas
sequenciais, como migracdo de locais primarios para vasos sanguineos
ou linfaticos, quimiotaxia ndo aleatoria para orgios-alvo preferenciais,
invasdo de vasos para locais secundarios, suporte da proliferacdo no
ambiente metastatico e crescimento de um novo tumor com o
surgimento de angiogénese (HIRATSUKA et al., 2002). A preferéncia
do 6rgdo de metastase € estabelecida pela migragdo original e invasdo de
células tumorais para locais metastaticos especificos (NICOLSON,
1993).

O carcinoma de células grandes pode surgir em diversas partes
do pulmdo, onde cresce e propaga-se rapidamente, o que pode reduzir as
chances de tratamento. O progndstico de pacientes com adenocarcinoma
pulmonar tende a ser ainda pior com relag@o a outros subtipos de cancer
de pulmao. A identificacdo e classificagdo do tipo celular de cancer de
pulmao ¢é fundamental para avaliar qual é o provavel desenvolvimento e
progressdo da doenca, além de destacar o melhor tratamento para o
paciente. (SOCIETY, 2019).

2.4 Tratamento do ciancer de pulmio

O tratamento mais eficaz atualmente para canceres de pulmao
de células ndo pequenas ¢ a intervencao cirargica. Porém, em pacientes
que possuem a doenca avancada, com metastases nodais e/ou viscerais
no diagndstico (cerca de 70% dos casos) esse método ndo pode ser
aplicado. A partir disso, buscam-se melhores estratégias de tratamento,
visando-se agentes antitumorais com eficacia elevada (SOCIETY,
2019).

As estratégias quimioterdpicas contra o cancer de pulmao
evoluiram consideravelmente nos Uultimos anos, melhorando o
progndstico da doenga e qualidade de vida dos pacientes. A
quimioterapia tem como objetivo parar o crescimento de células
malignas por meio de morte celular ou causar uma parada no ciclo
celular, além de outros mecanismos. Nas NSCLC o uso de
quimioterapicos a base de cisplatina é considerada a terapia padrao.
Como a cisplatina € o composto com eficacia terapéutica que vem sendo
utilizado ha mais tempo, muitos trabalhos focam nos alvos moleculares
que este alveja (MOK, 2011).
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Novos compostos com capacidade de ativar especificamente
uma das vias de reparo do DNA e ndo somente agir sobre um unico
gene ou proteina, podem ser uma promissora op¢do ao tratamento do
cancer de pulmdo. Com a introdu¢do de novos farmacos como, por
exemplo: gemcitabine, vinorelbine, docetaxel e placitaxel, o perfil de
tratamento para o cancer de pulmio do tipo NSCLC sofreu uma
mudanca, pois até entdo compostos de platina eram utilizados
independentemente do subtipo histologico (RECK et al., 2013). Esta
mudanga trouxe um aumento na taxa de sobrevida aos pacientes gracas
as relagdes de farmaco-subtipo histologico, que potencializou a
eficiéncia do tratamento (SCAGLIOTTI et al., 2008).

Em casos em que a primeira linha de tratamento ¢é a
quimioterapia, a Food and Drug Administrations (FDA) possui uma
lista com todos os farmacos aprovados para o tratamento do cancer de
pulmao do tipo NSCLC. Nesta lista pode-se encontrar combinac¢des de
farmacos, como terapia combinada ou sinergismo. Como exemplos
encontrados na lista estdo o Avastin (Bevacizumab), Carboplatina,
Cisplatina, Crizotinib, Erlotinib, Gefitinib, Paclitaxel, Carboplatina-
Taxol, Gemcitabina-Cisplatina (INSTITUTE, 2019).

Quadro 1 - Estrutura quimica de firmacos antitumorais.
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Placitaxel

Gefitinib o HN \@c;
F

2.5 Ciclo celular

O ciclo celular ¢ um conjunto de eventos que permite a
proliferacdo e diferenciagdo celular. Possui uma fungdo fundamental
quanto a replicacdo de DNA e segregagdo cromossomal para as duas
células originadas na divisdo celular. Uma série de etapas do ciclo é
controlada por proteinas, garantindo que o processo ocorra
corretamente, evitando possiveis alteracdes e mantendo o fendtipo da
célula normal (SCHAFER, 1998; SCHWARTZ; SHAH, 2005).

As células malignas possuem a habilidade de serem
imortalizadas, ou seja, a capacidade de uma célula produzir infinitas
geragdes de descendentes. Células mortais, como as epiteliais humanas
normais, em cultura, produzem de 40 a 50 geracdes e depois entram em
senescéncia, enquanto que as imortais continuam a dividir-se
indefinidamente, possuindo alteragdes em seu ciclo celular (RANG et
al., 2016).

Os protooncogenes € os genes supressores de tumores sao 0s
mais diretamente relacionados a regulacdo do ciclo celular, inibindo a
divisdo celular quando necessaria ou sinalizando a morte programada da
célula. A definicdo dos mecanismos moleculares destes processos ¢ de
suma importancia para a compreensdo da mecanistica da transformagao
neoplasica (ALMEIDA et al., 2005; SCHWARTZ; SHAH, 2005).
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As células em divisdo podem estar em processos de mitose (M)
ou entdo na interfase (G1, S e G2). As fases G1 e G2 representam dois
intervalos no ciclo celular que ocorrem antes da sintese de DNA e
mitose. Neste primeiro intervalo (G1), a célula aumenta de tamanho e
prepara-se para a sintese de DNA, que ocorre na fase S, em que o DNA
¢ duplicado de 2N para 4N. Apds a replicagdo, a célula entra no segundo
intervalo (G2), em que se prepara para entrar em mitose (M)
(SCHAFER, 1998). O estagio de mitose inclui a profase, metafase,
anafase e telofase. As fases Gl, S, G2 e M sdo as subdivisdes
tradicionais do ciclo celular padrdo. Células em G1 podem, antes da
replicacdo do DNA, entrar em um estado de laténcia (GO0). As células
em GO sdo responsaveis pela maior parte das células que ndo estdo em
processo de crescimento e proliferagdo no corpo humano
(VERMEULEN; VAN BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003).

Figura 2. Diagrama das fases do ciclo celular.

_ FASEM
' Mitose T

¢ (divisdo P N
nuclear) |tq(|nf'sc .
! (divisao
M citoplasmatica) _ -

INTERFASE

FASE S FASE G,

(replicacdo do DNA)

Fases G1, S e G2 participam da interfase. Fase M representa a mitose celular
(ALBERTS et al., 2017).

A transicdo de uma fase do ciclo celular para outra ocorre de
forma ordenada e ¢ regulada por meio da fosforilagdo de diferentes
proteinas celulares. As proteinas reguladoras chave sdo as quinases
dependentes de ciclina (CDK; do inglés cyclin-dependent kinases), uma
familia de proteinas quinases serina/treonina que sdo ativadas em pontos
especificos do ciclo celular, transmitindo sinalizagdes de uma fase a
outra do ciclo e pontos de checagem (VERMEULEN; VAN
BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003), evitando que erros no processo
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ocorram, ou evitando a continuidade da divisdo celular até que esses
possam ser reparados.

Os pontos de checagem garantem que o estagio antecessor foi
completado sem erros, garantindo que o DNA a ser replicado nao
contenha nenhum tipo de dano (primeiro ponto de checagem) e que a
sintese de DNA e a segregacdo dos cromossomos sejam feitas
corretamente (segundo ponto de checagem). O ciclo pode ser parado
nestes pontos pela modulacdo da atividade de CDK, permitindo que as
células reparem os defeitos, impedindo a transmissdo do mesmo para as
células filhas e contribuindo com a manutengcdo da estabilidade
gendomica (MALUMBRES; BARBACID, 2009). Desta forma, a fase
seguinte do ciclo celular € bloqueada, e sé sera reiniciada apos todos os
processos da fase anterior serem concluidos. Se o reparo nao for bem
sucedido devido a danos excessivos no DNA ou defeitos genéticos no
ponto de checagem ou na maquinaria de reparo de DNA, as células
podem entrar em senescéncia ou sofrer apoptose (ASSUNCAO, 2013;
MALUMBRES ¢ BARBACID, 2009; NIGG, 2001). Se ndo forem
realizados os devidos reparos no DNA por meio destes mecanismos
moleculares, pode ocorrer o processo de oncogénese.

A p53 é uma das proteinas que atua nos pontos de checagem do
ciclo celular. A proteina funciona no controle das células humanas com
o DNA danificado no G1 e contribui para a parada do G2 (FETT-
CONTE e SALLES, 2002). Mesmo sendo um fator de transcri¢do, a p53
¢ instavel em condigdes normais, porém, o DNA danificado de alguma
forma estabiliza a proteina, cuja concentracdo ¢ aumentada
consequentemente. Um dos genes que tem sua transcrigdo estimulada
pela p53 ¢ o p21, um inibidor da atividade das enzimas CDK que
impede a progressdo do ciclo celular e previne a replicagio do DNA
danificado (LODISH et al.,2000; VERMEULEN; VAN
BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003; ABBAS ¢ DUTTA, 2009). Como
resultado as células ficam presas em G1 até que o DNA seja reparado e
os niveis de p53 e p21 voltem ao normal. Se o dano no DNA for
extenso, o pS53 ativa a expressdo de genes que levam a apoptose
(VERMEULEN; VAN BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003). J4 no
ponto de checagem em G2, a p53 atua através da inibi¢do do complexo
CDKl-ciclina B, que regula a mitose (MALUMBRES e BARBACID,
2009; NIGG, 2001).

Células com mutagdes em ambos os alelos do gene que
transcreve a pS3 ndo exibem entrada retardada na fase S, como quando o
gene da proteina tem danos leves, e podem ndo sofrer apoptose quando
apresentam danos mais extensos. Se tais células sofrerem danos no
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DNA, o material genético danificado pode ser replicado e ocorre a
producdo de mutagdes e rearranjos que contribuem para o
desenvolvimento de uma célula metastatica altamente transformada
(KASTAN; CANMAN; LEONARD, 1995).

As anomalias referentes ao ciclo celular encontram-se
envolvidas em grande parte das neoplasias humanas (SCHWARTZ e
SHAH, 2005). Estudos vém sendo realizados buscando alvos
terapéuticos moleculares ciclo-celular especificos, assim como os ciclo-
celular ndo especificos, visando a indu¢do das células tumorais & morte
programada de modo efetivo, com menos efeitos adversos (ALMEIDA
et al., 2005).

2.6 Morte celular

A morte celular ndo € um evento necessariamente aleatorio, mas
sim um fendmeno programado e controlado na maioria das vezes
(MELINO, 2010). Em 2012 o Comité de Nomenclatura de Morte
Celular (NCCD; do inglés Nomenclature Committee of Cell Death) fez
uma classificagdo dos tipos de morte celular levando em conta os
progressos de pesquisas em mecanismos bioquimicos. Assim, morte
celular pode ser classificada como: mitose catastrofica, necrose
regulada, morte celular autofagica e apoptose (extrinseca e intrinseca
dependente ou independente de caspases) (KROEMER et al., 2009;
GALLUZZI et al., 2012).
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Figura 3- Caracteristicas morfologicas da morte celular.
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Paraptose: Auséncia de fragmentagdo nuclear ou formagdo de corpos
apoptoticos com uma extensa vacuolizagdo citoplasmatica, inchago e
aglomeragdo das mitocondrias. Necrose: aumento do volume citoplasmatico,
seguido de perda de integridade da membrana celular e extravasamento do
material citos6lico. Autofagia: formagdo de autofagossomos e autolisossomos
que fazem a digestdo do material celular por enzimas lisossomais. Apoptose
condensagio e fragmentagdo da cromatina, formacdo de corpos apoptoticos pela
divisdo do citoplasma e organelas em pedagos menores, culminando na
fagocitose do material celular (ALTMAN; RATHMELL, 2012) e adaptado por
ASSUNCAO (2013).

A mitose catastrofica é resultado da sinalizagdo de mecanismos
celulares utilizados para evitar a instabilidade dos genes que sofreram
danos no DNA, problemas de replicacdo ou segregagdo cromossomal
durante o processo de mitose (CASTEDO et al.,, 2004; MORSE et
al.,2005; EOM et al.,2005). Este tipo de morte celular é caracterizado
pela condensacdo cromossomal prematura, formagao de células grandes
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com multiplos micronucleos (CASTEDO et al.,2004; GALLUZZI et al.,
2012).

A morte celular por necrose ocorre por indugdo de estresse
severo, seguido de wuma catastrofe Dbioenergética da célula,
comprometendo processos como a troca idnica sddio/potassio
intracelular, causando o desequilibrio osmoético e levando a ruptura da
membrana celular (ALTMAN; RATHMELL, 2012; COLOFF; ZHAO;
RATHMELL, 2009; DEGENHARDT et al., 2006). As principais
mudancas morfologicas presentes sdo: aumento das organelas e volume
total celular, formagdo de vactolos citoplasmaticos, desnaturagdo de
proteinas citoplasmaticas e perda da integridade da membrana
plasmatica, culminando no extravasamento do conteudo celular
(VITALE et al., 2011; EDINGER; THOMPSON, 2004; GOLSTEIN;
KROEMER, 2007). A remogdo do conteudo citoplasmatico extravasado
¢ lenta, gera danos e induz a morte das células da regido, afetando uma
grande parte da populacdo celular local, podendo desencadear um
processo inflamatdrio capaz de alterar irreversivelmente os tecidos ou
orgaos (GOLSTEIN; KROEMER, 2007; CURTIN; DONOVAN;
COTTER, 2002).

A autofagia pode ser considerada como uma resposta a privagao
de nutrientes ou fatores de crescimento e outras situagdes de estresse
celular como ativacdo de oncogenes, apresentando-se como um
mecanismo de morte citoprotetora. Este processo catabdlico faz a
degradacdo de proteinas intracelulares e organelas sequestradas por
vesiculas de membrana dupla (chamadas autofagossomos) no lisossoma,
deixando a célula com um aspecto vacuolizado (CODOGNO; MEIJER,
2005; ROSENFELDT; RYAN, 2011; MELINO, 2010). A autofagia
também pode ser considerada um mecanismo supressor tumoral, visto
que redugdes na capacidade autofagica das células fornecem estimulos
oncogénicos, causando a formacdo de células neoplasicas
(ASSUNCAO, 2013; CODOGNO; MEIJER, 2005; DALBY et al.,
2010).

Senescéncia ¢ um conjunto de fendmenos correlacionados ao
processo natural de envelhecimento celular, em que as células tém uma
diminuicdo até o esgotamento na capacidade proliferativa apds um
determinado nimero de divisGes celulares. Esse processo ocorre por
meio de uma programagdo genética, envolvendo a degeneracdo dos
telomeros e ativagdo de genes supressores de tumor (DIMRI, 2005;
LEVINE, 2005; LUM et al., 20005). No inicio do estado de senescéncia
as células continuam metabolicamente ativas até o momento que €
induzido a morte por apoptose (BROWN; ATTARDI, 2005).
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2.6.1 Apoptose

A forma alternativa de morte celular ¢ através de uma sequéncia
programada de eventos e é denominada apoptose. Este termo foi
utilizado pioneiramente por Wyllie, Kerr e Currie (1972). E um
conjunto de mecanismos celulares altamente regulados causados por
uma série de estimulos enddgenos e exdgenos, que ocorrem durante toda
a vida de um organismo, garantindo a homeostase dos tecidos,
renovacdo de células hematopoiéticas e atuam também no
desenvolvimento embriondrio, por exemplo. (COTTER et al., 1990;
ELMORE 2007).

Este tipo de morte celular é caracterizado por uma diminui¢do no
volume celular e consequentemente a perda da aderéncia com a matriz
extracelular. A célula apoptotica reorganiza o citoesqueleto,
condensando a cromatina nuclear, juntamente com a clivagem do DNA
em fragmentos menores a partir da ativacdo de uma endonuclease
endogena especifica. Os fragmentos formados no citoplasma celular
separam-se ¢ sdo circundados por uma membrana, contendo partes do
nucleo e organelas intactas. Esses fragmentos sdo chamados de corpos
apoptoticos, sendo ligeiramente fagocitados e reconhecidos por
antigenos de superficie que s@o gerados durante o processo. Esses
corpos envoltos por membrana impedem que haja vazamento do
citoplasma para o meio extracelular, ndo havendo resposta inflamatoria,
ao contrario da necrose (ELMORE, 2007, KROEMER et al., 2009;
EDINGER, THOMPSON, 2004, HAAKE; POLAKOWSKA, 1993;
WYLLIE; KERR; CURRIE, 1980).

Durante o processo de apoptose hd a externalizagdo da
fosfatidilserina, um fosfolipidio encontrado na parte interna da
membrana celular. Quando este processo ocorre, ha a promogdo da
perda de assimetria na composi¢do dos fosfolipideos, identificando a
superficie da célula apoptotica para ser fagocitada (ELMORE, 2007).

2.6.2 Regulacio da Apoptose

O mecanismo de apoptose é regulado por diversos fatores, como
por exemplo, proteinas da familia Bcl-2, proteina p53 e também por
proteases chamadas caspases (proteinas aspartato-especificas). O
sistema de cascata de caspases exerce uma fungdo primordial na
inducdo, traducdo e amplificacdo dos sinais apoptoticos, regulando as
duas principais vias da apoptose: intrinseca e extrinseca, podendo ser
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classificadas como iniciadoras (caspases-2, -8, -9 e -10) e as efetoras
(caspases-3, -6 e -7) (BLAGOSKLONNY, 2000; AMARANTE-
MENDES, 2003; RIEDL; SHI, 2004).

Figura 4. Representacio esquematica das vias que levam a apoptose.
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A via extrinseca ¢ iniciada pela ativagao dos receptores de morte, formagdo do
complexo DISC e ativagdo da caspase-8. Na via intrinseca, ocorre liberagdo do
citocromo ¢ da mitocondria e ativagdo da caspase-9. A caspase-8 e a caspase-9
ativam a cascata de caspase, como caspase-3, e resultam em morte celular
(FAVALORO et al., 2012; adaptado por CISILOTTO, 2014).

A via extrinseca (ou via citoplasmatica) ¢ induzida por proteinas
sinalizadoras e receptores localizados na membrana, que formam
complexos com ligantes extracelulares como Fas e fator de necrose
tumoral (TNF). Esses fatores, quando estimulados, associam-se as
caspases iniciadoras por meio de proteinas adaptadoras como a FADD
(Fas-associated Protein with Death Domain), ativando-as, podendo
assim ativar as pro-caspases executoras para resultar na morte celular. Ja
na via intrinseca (via mitocondrial) estimulos vindos do interior da
célula como danos ao DNA, privagao de fatores de crescimento celular e
malformacdo de proteinas, por exemplo, acumulam fatores pro-
apoptoticos (Bak e Bax), que quando levados até a membrana
mitocondrial, induzem a permeabilizacdo e liberagdo do citocromo c,
proteinas SMAC/Diablo (segunda ativadora de caspases derivada da
mitocondria) e o AIF (Fator indutor de apoptose) para o citosol. O
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citocromo ¢ conjuga-se com o fator ativador de proteases (APAF-1) e
com a pré caspase-9, formando o apoptossoma, que na presenga de ATP
ativa a caspase 9, que ativara a caspase-3 e -7, executando o processo de
apoptose. A SMAC/Diablo exerce o seu papel nesse processo inativando
algumas proteinas inibidoras de apoptose, ativando a caspase-3, que
executa a morte celular (HAAKE; POLAKOWSKA, 1993;
BLAGOSKLONNY, 2000; MELINO; VAUX, 2010).

Algumas outras proteinas servem como proé apoptodticas e
antiapoptoticas. A p53, uma das mais importantes em relagdo a
reparagdo de danos ao DNA, induz as células a apoptose quando o dano
ao material genético celular ¢ demasiadamente extensivo, excedendo os
limites relacionados aos mecanismos de reparo (ROOS; KAINA, 2006).
Os membros da familia de proteinas Bcl-2 exercem fungdes opostas.
Algumas como Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, t€m atuacdo
antiapoptoéticas, induzindo a célula a sobrevida, enquanto outras como
Bax, Bak, Bad e Bid, participam da sinalizagdo de morte celular por
apoptose. Estas agem na supressdo ou estimulo de alteragdes de
permeabilizagdo da membrana mitocondrial, inibindo ou possibilitando
a liberagdo do citocromo ¢ para o citosol, induzindo a cascata de
caspases ¢ levando a apoptose (BLAGOSKLONNY, 2000;
GHOBRIAL, WITZIG; ADJEI 2005).

Por ser uma espécie de morte programada fisiologica da célula, a
apoptose € a via mecanistica mais investigada para o desenvolvimento
de novos compostos antitumorais. A expressdo de certas proteinas
antiapoptoticas € encontrada em muitos tumores, fazendo com que as
mesmas sejam alvos relevantes na busca por novas terapias
(ASSUNCAO, 2013; OKADA; MAK, 2004; BLAGOSKLONNY,
2000).

2.7 Metastase

Metastase € o fendmeno em que ha a disseminagdo de células
tumorais de um tumor primario para um sitio secundario dentro do
corpo humano. Grandes esfor¢os foram tomados para entender o
mecanismo molecular subjacente as etapas distintas da metastase, que
sd0 (I) o descolamento de células tumorais do tumor primario, (II) a
invasdo do tecido circundante, (III) o intravasamento no sangue ou
vasos linfaticos, (IV) disseminagdo na corrente sanguinea ou no sistema
linfatico e, finalmente, (V) extravasamento e crescimento em um local
secundario. Cada um destes passos requer uma rota molecular distinta,



44

na qual a modulagdo da adesdo de células malignas, assim como a
modulacdo de propriedades migratorias e, do citoesqueleto das células
tumorais disseminadas desempenha um papel essencial (YILMAZ;
CHRISTOFORI, 2009; SCHLESINGER; BENDAS, 2015).

Adicionalmente, para separarem-se do tumor primario e invadir
o tecido circundante, as células tumorais precisam quebrar as interacdes
célula-célula, remodelar a interacdo células-matriz do novo sitio de
adesdo e seguir um caminho quimioatrativo através da matriz
extracelular, através das proteinases secretadas (YILMAZ;
CHRISTOFORI, 2009).

Neste sentido, a molécula de adesdo intercelular ICAM-1
(intercellular adhesion molecule) ¢ a molécula de adesdo vascular
VCAM-1(vascular cell adhesion molecule) pertencem a familia das
imunoglobulinas e estdo envolvidas no processo de forte adesdo de
células mononucleares as células endoteliais MACKAY, 1993; PARDI;
INVERARDI; BENDER, 1992). A ICAM-1 ¢ expressa nas células
endoteliais sendo super-regulada em resposta a endotoxinas, fatores de
necrose tumoral -alfa- (TNF-a), Interleucina-1 ou Interferon-y. A
proteina também esta presente na superficie de fagocitos mononucleares
e outras células ndo imunes, como fibroblastos e células epiteliais
(ROTHLEIN et al, 1986; ROTHLEIN et al., 1988). A VCAM-1 ndo ¢
expressa nas células endoteliais, mas pode ser induzida na presenga de
Interleucina-1, TNF-a e Interleucina-4 (RICE; MUNRO;
BEVILACQUA, 1990; THORNHILL; HASKARD, 1990). A VCAM-1
¢ expressa em varios tipos de células ndo vasculares, incluindo
populagdes de células da medula ossea e células do estroma
(SPRINGER, 1990).

Destaca-se que as interagdes de adesdo entre células tumorais e
células adjacentes ou matriz extracelular sdo importantes para o
processo de crescimento tumoral maligno. Estudos mostraram que a
ativacdo de células endoteliais por citocinas inflamatorias pode provocar
um aumento na adesdo de células tumorais in vitro (BERETA et al.,
1991; DEJANA et al., 1988). Neste sentido, o aumento dos contetidos
de ICAM-1 e VCAM-1 esta relacionado a progressdao de diversos tipos
de cancer, sendo que o surgimento desta super-expressdo aumenta
consideravelmente o risco de metastase (JOHNSON et al., 2016).
Estudos apresentam dados em que estas moléculas de adesdo estariam
super-expressas em carcinomas ¢ melanomas (JONJIC et al., 1992).
Staal-Van Den Brekel e colaboradores (1996) demonstraram que
ICAM-1 e VCAM-1 também sdo expressas em 75% das células do tipo
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NSCLC de cancer de pulmao, independentemente do estagio da doenga
ou do subtipo histolégico.

Diante do que foi apresentado frente a incidéncia de cancer de
pulmao, capacidade proliferativa e disponibilidade de terapias efetivas,
surge a necessidade da busca de moléculas mais eficazes que possam
contribuir para os meios de tratamento ja existentes.

2.8 Dihidropirimidinona e seus derivados

As dihidropirimidinonas (DHPM) sdo heterociclos que podem
ser obtidos com alta diversidade estrutural devido a ampla possibilidade
de variagdo dos trés blocos de construgdo (KAPPE; STADLER, 2004;
KLEIN et al., 2007), e vém atraindo muito a atengdo dos pesquisadores
devido ao fato da plataforma de dihidropirimidina ser multifuncional
representando um sistema heterociclico com eficiéncia farmacoldgica
notavel (KAPPE, 2000). As DHPM s3o também amplamente
conhecidas por apresentarem diversas atividades farmacologicas, como
antibacteriana, anti-hipertensiva, antioxidante e antitumoral (JOSEPH;
JAIN; SAIN, 2006; KAPPE, 2000; SANDHU, 2012). Essa classe de
compostos ¢ sintetizada a partir de uma reagdo multicomponente
descrita por Pietro Biginelli (BIGINELLI, 1893), sendo um dos métodos
mais elegantes para a sintese de DHPMs (RAMOS, et al., 2013).
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Figura 5. Estrutura do monastrol e do ntcleo das dihidropirimidinonas
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Fonte: (KAPPE; STADLER, 2004).

A primeira pequena molécula permedavel as células contendo o
nicleo DHPM descrita foi o monastrol (MAYER et al., 1999). Esta
molécula de baixo peso molecular, assim como outros compostos
contendo o nucleo DHPM, tem sua atividade baseada na inibigdo
reversivel e especifica da motilidade da cinesina mitdtica Eg5 por meio
da inibigdo alostérica da hidrdolise de ATP (BRIER et al., 2004;
COCHRAN et al., 2005; HEALD, 2000; MALIGA et al., 2002;
PETERS et al., 2006; SAKOWICZ et al., 2004). O monastrol causa um
bloqueio no ciclo celular de células durante a mitose, as quais passam a
apresentar fuso monoastral, de onde derivou o seu nome (MAYER et
al., 1999). Russowsky e colaboradores (2006) mostraram que o
monastrol e alguns de seus andlogos apresentaram atividade
antiproliferativa em diversas linhagens de células tumorais humanas
como MCF-7 (mama), OVCARO3 (ovario), PC-3 (prostata), HT-29
(colo do utero), 786-0 (renal) e UACC62 (melanoma). Alguns
compostos derivados da 3,4-dihidropirimidinona ja testados também
apresentaram atividade antitumoral em células Hep-G2 (carcinoma
hepatocelular) e HCT-116 (carcinoma colorretal) (TAWFIK et al.,
2009).

Assim, desde a descoberta do monastrol, diversos grupos vém
buscando desenvolver novas moléculas com estrutura analoga a ele,
mantendo-se o niucleo DHPM e variando os outros blocos de construgdo
(R', R? e R?, figura 5). Além disso, foi observado que nos compostos
contendo o nucleo DHPM, a configuracdo esterequimica influenciava
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em seus efeitos bioldgicos, onde, por exemplo, o isdémero (S)-Monastrol
apresenta maior atividade que o isdmero (R)-Monastrol (KAPPE, 2000).

O objetivo é a otimizagdo da atividade antitumoral desses
compostos, apresentando um efeito mais potencializado, especifico e
consequentemente menos danoso a outros tipos celulares ndo tumorais.
Estas caracteristicas fazem com que compostos contendo o nucleo
DHPM se tornem excelentes opgdes de uso como agentes antimitoticos,
com inestimaveis oportunidades para o desenvolvimento de novos
farmacos antitumorais com menores efeitos adversos.

2.9 Hibridos moleculares de dihidropirimidinonas e acidos fendlicos

A hibridizagdo molecular é uma estratégia utilizada em quimica
medicinal baseada na combinagdo ou jungdo de diferentes grupos
farmacoforicos em uma unica molécula. Esta combinacdo resulta na
formacdo de hibridos moleculares com propriedades bioativas
superiores, quando comparados com as moléculas isoladas (VIEGAS-
JUNIOR et al., 2007).

Os acidos fendlicos sdo amplamente distribuidos no reino
vegetal e constituem um dos grupos mais importantes de metabolitos
secundarios das plantas. Podem-se destacar os acidos cindmico, fertilico
e cafeico devido as interessantes atividades antitumorais ja descritas.
Derivados do 4cido transcindmico como o acido ferulico e o 4cido
cafeico, tem apresentado efeito citotoxico significativo contra varias
linhagens de células tumorais (LEE et al., 2003). Estudos sobre o
mecanismo de acdo dos acidos fenolicos indicaram que o acido
cinamico pode induzir a morte celular apoptotica e a disrupgdo do
citoesqueleto em células neoplésicas humanas (NIERO et al., 2013).

No intuito de gerar novas moléculas para o tratamento de cancer
de pulmao, ou também, que possam ser usadas concomitantemente junto
a outros farmacos ja estabelecidos na clinica, este trabalho aborda a
atividade antitumoral de hibridos moleculares entre DHPM e 4cidos
fenolicos frente ao cancer de pulméo.
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3. OBJETIVO GERAL E OBJETIVOS ESPECIFICOS
3.1 Objetivo geral

* Este estudo tem como objetivo principal avaliar in vitro os
efeitos citotoxicos e anti metastaticos dos hibridos moleculares
entre as DHPM e os acidos fenolicos, em linhagem de células
de cancer de pulmio.

3.2 Objetivos especificos

* Investigar a estabilidade dos hibridos moleculares para
armazenamento em diferentes temperaturas (-20 °C, 0-4 °C,
temperaruta ambiente e 37 °C);

* Investigar o efeito citotoxico dos diferentes hibridos
moleculares formados de DHPM e os acidos cindmico, ferulico
e cafeico sobre células de linhagens de cancer de pulmdo
humano de células ndo pequenas (NCI-H460) e célula
endotelial da veia umbilical humana (HUVEC);

* Realizar analises de concentracdo-resposta da citotoxicidade
dos hibridos moleculares nas linhagens celulares NCI-H460 ¢
HUVEC e determinar o indice de seletividade;

* Identificar alteragdes no ciclo celular provocadas pelos hibridos
moleculares na linhagem tumoral investigada;

e Avaliar se os hibridos moleculares induzem a morte na
linhagem tumoral e identificar o mecanismo;

* Analisar o efeito dos hibridos moleculares na capacidade de
migracdo e invasdo celular da linhagem tumoral;

* Comparar o efeito citotoxico dos hibridos moleculares na
linhagem tumoral quando associados com os farmacos
Paclitaxel ou Carboplatina;

e Avaliar a expressdo das proteinas ICAM-1 e VCAM-1 na
linhagem tumoral apds incubag¢do com os hibridos moleculares;
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4. METODOS
4.1 Materiais e reagentes

Quadro 2. Lista de reagentes

51

Reagente Sigla Marca
Acetonitrila ACN J.T. Baker™*
Acido Acético Glacial P.A. - J.T. Baker™*
Acido etanossulfonico de hidroxietil- Hepes piperazina HEPES Ludwig®’
Albumina sérica bovina BSA Sigma®"!
Alcool Etilico C,HsO Merck®®
Alcool isopropilico C;H;O0 Merck™®
Anexina-V-FITC - BD Pharmingen™"'
Azul de Tripan - Sigma®"!
Anticorpo primario ICAM-1 (H-108): sc-7891 Santa Cruz Biotechnology'*
Anticorpo primario VCAM-1 (H276): sc-8304 Santa Cruz Biotechnology'*
Anticorpo primario B-actina Santa Cruz Biotechnology'*
Anticorpo secundario IgG
Bicarbonato de sodio NaHCO; LAFAN®®
Carboplatina - *
Cloreto de potassio KCl1 Vetec®"?
Cloreto de sodio NaCl Vetec""
Dimetilsulfoxido DMSO Synth®'?
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Fosfato de s6dio monobasico

Glutaraldeido

Iodeto de Propidio

Matrigel Matrix

Meio de cultivo celular (RPMI-1640)

Paclitaxel

Penicilina/estreptomicina

RNase

Sal de sodio de resazurina

Soro Fetal Bovino

Tripsina

Triton X-100

Na,HPO, Synth@ 12

- Synth®'?

®11

1P Sigma

- Corning™?

RPMI Gibco™

¥

- Cultilab™

®
- Promega®’

_ Sigma®"!

SBF Cultilab™?

- Cultilab™®

_ Sigma®"!

Notas:
1 BD Biosciences, San Jose,
California EUA

2 Corning, NY, EUA

3 Cultilab, Campinas, SP, Brasil

4 Gibco, Corporation, Grand Island,
NY, EUA

5 J. T. Baker Red School Lane,
Phillipsburg, NJ, EUA

6 LAFAN Quimica Fina, Varzea
Paulista, SP, Brasil
7 Ludwig Biotecnologia Ltda.,

Alvorada, RS, Brasil

8 Merck, Darmstadt, Germany

9 Promega C

10 Sao jose ANTICORPOS

11 Sigma-Aldrich Corporate, St.
Louis, MO, EUA

12 Synth, Diadema, SP, Brasil

13 Vetec Quimica Fina Ltda, Duque
de Caxias, RJ, Brasil

14 Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Dallas, TX, EUA

*Doados
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4.2 Hibridos moleculares entre as DHPM e os acidos fenolicos

Os hibridos moleculares entre as DHPM e os acidos fenodlicos
utilizados neste trabalho foram sintetizados por Flavio Augusto Rocha
Barbosa, MSc, orientando do professor Dr. Anténio Luiz Braga, do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). As rotas sintéticas dos hibridos estdo descritas a seguir:

4.2.1 Procedimento para a sintese dos hibridos moleculares entre
dihidropirimidinonas e acidos fendlicos FA247, FA260 e FA261

Inicialmente, a reagdo de Biginelli (ZHU; BIENAYME, 2006)
foi realizada utilizando os componentes: 3-nitrobenzaldeido, etil
acetoacetato e uréia, sob catalise acida, que gerou o produto 1 com
rendimento adequado. A reducdo do grupo nitro do produto 1 foi
realizada usando SnCl,.2H,O como agente redutor. Através desta
técnica trés hibridos foram entdo sintetizados, contendo o nucleo oxo-
DHPM e as partes acido transcinamico (FA247), transcafeico (FA260) e
transferalico (FA261). Apos a preparagdo da anilina 2, a sintese dos
hibridos foi realizada por acoplamento de amida usando
tetrafluoroborato de  O-(benzotriazol-1-il) -N, N, N ', N'-
tetrametiluronio (TBTU) como agente de acoplamento, que resultou na
formagao dos produtos utilizados neste estudo.

NO;
9/ NO; NHz
H S0 o] . o

I "
Q — 0 N o (o
N,k s e
0 HNTO H 1 H 2
l n
R
H\H/\/CER..
o o]
R'=R"= H, FA247, 80%
P ) )
R R'=R"=OH, FA260, 50%
R'=OH; R"=OMe, FA261, 55%

Esquema 1 - /) HCl,, 100 °C, pureza, rendimento: 82%; ii) SnCl,.2H,0,
EtOH, refluxo, entio NaHCO; até pH~8, rendimento: 76%; iii) acidos
transcindmico, TBTU, Et;N, THF, 72 h.
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4.2.2 Procedimento para a sintese do hibrido molecular FA339

O composto nomeado de FA339 foi sintetizado pelo
acoplamento de amina da anilina 2 (método 4.2.1), que foi obtido a
partir do andlogo com o atomo de enxofre e acido transcindmico na
presenca de TBTU como um agente de acoplamento. O produto FA339
foi obtido apos 72 h de reagdo (Esquema 2).

H
NH; NW/\/Q

i 0 °

~o NH X=8 o e
- i

FA339

Esquema 2 - i) Acido transcinamico, TBTU, Et;N, THF, 72 h. Rendimento:
91%.

4.2.3 Procedimento para a sintese do hibrido molecular FA438

Em um baldo de duas bocas, munido de barra magnética de
agitacdo, e condensador de refluxo, sob atmosfera de argénio, o acido
cafeico (1,0 mmol) foi solubilizado em THF seco (20 mL). A essa
solugdo foi adicionado SOCI, (10 mmol) e foi refluxada por 3 horas.
Apbs este tempo, o solvente e o excesso de SOCI, foram removidos sob
vacuo. Em seguida, o residuo amarelo contendo o cloreto do acido foi
solubilizado em THF seco (10 mL) e a DHPM (1 mmol) foi adicionada
e levou-se a temperatura de refluxo. Apos 3 horas, a mistura reacional
foi diluida com acetato de etila e lavada com HCl1 1 M (3x 20 mL) e
agua, e, apos, a fase organica seca com MgSO4 e o solvente removido
sob vacuo. O produto FA438 foi purificado por cromatografia liquida
em coluna eluindo-se com uma mistura apropriada de hexano/acetato de
etila.
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Esquema 3 — Rendimento: 38%.

4.2.4. Estruturas dos hibridos moleculares
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As estruturas, peso molecular (PM) e formula molecular dos
compostos estdo descritos no Quadro 2.

Para este estudo, os compostos foram solubilizados em DMSO
e armazenados a 4 °C. Para realizacdo dos experimentos, as solucdes-
estoque foram diluidas em meio de cultura (RPMI-1640) para atingirem
as concentragdes desejadas nos experimentos. Nos ensaios realizados, a
concentracdo de DMSO néo ultrapassou 0,5%.

Quadro 3 - Estrutura quimica e caracteristicas dos compostos

Compostos Estrutura Massa e formula molecular
S
H [ j PM - 405,45 g/mol
FA247 R N \Tr BT Formula -
I C,3H23N;04
.
0O I
oA
A Jz‘ 0
H
Z _OH PM - 451,47 g/mol
H /[/j[ Foérmula -
N~ P
FA26O /\\§ - Y ~ ~ O[ { C24H25N3O(\
= 0
0
AL,
.
"N O

H
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_~_-OH PM - 437,45 g/mol
E - \ Formula -
P - S ~ .
FA261 i \j/ T 0 CosHuN;Og
0 (0]
//\O/L \H’A“Nn
“NTT0
H
S PM - 421,51 g/mol
H - |J Formula -
FA339 N \n//"\\\Q S Cp3HN;058,
(]
(0]
e 2 NH
/I '\N ’J%S
H
P OH PM - 453,51 g/mol
H f\\r/ Formula -
FA438 @,N \n,/'\‘\.\v A\E“’/\OH Cy3Ha3N;058,
= (o]
O l
-7 N
N g
H

4.3 Cultura celular

As células foram obtidas do banco de células do Rio de Janeiro. As
células da linhagem de cancer de pulmao humano do tipo “células nio
pequenas” (NCI-H460), e da linhagem ndo tumoral endotelial da veia
umbilical humana (HUVEC) foram cultivadas em meio de cultura
RPMI-1640, suplementado com penicilina (100 Ul/mL), estreptomicina
(100 mg/mL) e 10 mM de tampao de acido N-[2-hidroxietil]piperazina-
N’- [2-etanosulfonico] (HEPES), 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e
mantidas em estufa umidificada, a 37 °C, em atmosfera de 5% de
dioxido de carbono (CO,). As passagens celulares foram realizadas por
tripsinizacdo das células assim que atingiram aproximadamente 80% de
confluéncia, utilizando solugdo tampdo fosfato salino (PBS) para
lavagem e, apoés, incubagdo com 1 ml de solugdo de tripsina em estufa
umida com 5% de CO, e 95% de O, a 37°C durante 3 minutos. A reagdo
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foi interrompida com a adi¢do de 1 mL de meio de cultura e, apos,
foram centrifugadas a 800 xg por 5 minutos. As células foram
ressuspensas ¢ homogeneizadas em meio de cultura. Para a realizagdo
dos ensaios, as células foram coradas utilizando o corante Azul de
Tripan sendo possivel diferenciar as células vidveis e ndo viaveis, e
contadas em camara de Neubauer. O corante ¢ internalizado por células
que apresentam membrana rompida, corando-as de azul. O tempo de
incubacdo e o numero de células plaqueadas foram determinados de
acordo com a necessidade de cada experimento. As células foram
utilizadas com no minimo 3 e no maximo 6 passagens a partir do lote
estoque.

4.4 Incubacio das linhagens celulares NCI-H460 e HUVEC com os
hibridos moleculares

Os hibridos moleculares sintéticos provenientes do monastrol e
dos acidos fenolicos, foram dissolvidos em DMSO na concentragdo
final de 20 mM e armazenados a 4°C. Para o ensaio, as células das
linhagens NCI-H460 ¢ HUVEC foram semeadas na densidade de 5 x10°
e 10 x10° células/pogo respectivamente, com volume de 100 pL / pogo
em meio de cultura em placas de 96 pogos, em condigdes estéreis. Estas
foram mantidas a 37°C e 5% CO; por 24 h em incubadora. No dia
seguinte, foram adicionados 100 pL de solugdo diluida de cada um dos
compostos em concentragdes crescentes, com 0,25% de DMSO (v/v).
As placas foram mantidas nas mesmas condi¢des previamente descritas
pelo periodo de 72h. Foram utilizadas células incubadas na auséncia dos
compostos ¢ na presenga de DMSO, sendo nomeadas como Células
Controle. O DMSO foi diluido em meio de cultura na mesma propor¢ao
utilizada para dissolver os compostos (0,25% de DMSO (v/v)). As
células incubadas na presen¢a dos compostos foram nomeadas como
Células Teste.

4.5 Determinacio das curvas de concentracio-resposta para
viabilidade celular (método Alamar Blue)

O método de viabilidade celular Alamar blue baseia-se no
emprego do corante resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-
oxido). A resazurina é um indicador de oxirredugdo permeavel as
células que pode ser usado para monitorar o nimero de células vidveis.
O indicador pode ser dissolvido em tampdes fisiologicos (resultando em
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uma solugdo de cor azul profunda) e adicionado diretamente as células
em cultura em um formato homogéneo. Cé¢lulas viaveis com
metabolismo ativo podem reduzir a resazurina em resorufina (7-hidroxi-
3H-fenoxazina-3-ona), que ¢é rosa e fluorescente, a partir de
desidrogenases  mitocondriais que fazem essa  conversdo
majoritariamente  (RISS, 2016). A presenca de resorufina foi
comprovada pela leitura da absor¢do de fluorescéncia usando um
conjunto de filtros de excitagdo em 560 nm / emissdo em 590 nm (RISS
et al.,, 2016). As células foram semeadas em placas de 96 pogos em
densidades adequadas e incubadas com concentragdes crescentes (1,
12.5, 25, 50, 75 e 100 uM) dos compostos por 72 h. Apds a incubagio, o
meio contendo os compostos foi substituido por uma solu¢do contendo
meio de cultura com 10% de Alamar Blue 1,0 mg/mL, e incubado
novamente por 1,5 h. Posteriormente a fluorescéncia foi lida em
condigdes descritas neste item em leitor de microplacas. A fluorescéncia
obtida do grupo controle foi considerada equivalente a 100% de células
viaveis e a viabilidade celular das demais condi¢des de incubagdo foi
calculada por regra de trés.

4.6 Determinacio da curva dependente de concentracio e indice de
seletividade

Para determinar a curva dependente de concentragdo, as células
foram incubadas com os compostos em concentragdes crescentes,
seguido do ensaio de Alamar Blue. Para o calculo da ICsg (concentra¢ao
do composto necessaria para 50% de inibi¢ao in vitro) foi utilizado o
software GraphPad Prism 7. O indice de seletividade dos hibridos
moleculares foi calculado pela equagéio:

__1C50 linhagem néo tumoral

IS

1C50 linhagem tumoral
4.7 Analise do ciclo celular

A técnica de citometria de fluxo, utilizada com o objetivo de
determinar o conteudo de DNA celular, emprega corantes intercalantes
fluorescentes como o iodeto de propidio (PI). O PI intercala-se na
estrutura helicoidal do DNA e o sinal de fluorescéncia emitido €
diretamente proporcional ao conteido de DNA no nucleo da célula
(SWERTS, et al, 2007, BROWN; WITTWER, 2000), podendo ser
avaliada a distribui¢do das células em cada uma das fases do ciclo
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(TAVARES; TAVARES 2009). A analise do ciclo celular foi feita por
citometria de fluxo seguindo o método descrito por Yang et al. (2007).
As células da linhagem tumoral foram semeadas em placas de 12 pogos
em densidade 70 x10° células / poco, incubadas por 24 h e
posteriormente tratadas com os compostos FA339 e FA438 na
concentracdo de suas respectivas ICsg e %2 ICsg, € incubadas novamente
por um periodo de 72 h. Monastrol 80 uM foi utilizado como controle
positivo. Apds a incubagio as células foram removidas, centrifugadas e
lavadas com tampao PBS. Em seguida, fixou-se as células com etanol a
70% e estas foram mantidas por 30 min a 4°C. Posteriormente as células
foram centrifugadas por 10 minutos a 800 xg e 4°C e lavadas duas vezes
com PBS. Os sobrenadantes foram descartados e as células
ressuspendidas em 1 mL de solugdo de PBS contendo RNase (100
ug/mL) e 0,1% Triton, ¢ foram transferidas para tubos especiais de
citometria. No momento da anélise, adicionou-se 20 pg/mL de iodeto de
propideo. A analise do DNA foi realizada por citometria de fluxo e a
populacdo de células em cada fase do ciclo juntamente com a analise
estatistica foram determinadas utilizando software Flowing 2.5.

4.8 Avaliacio do tipo de morte celular pelo método Anexina V-FITC
e PI

Este método é baseado no fendmeno no qual a fosfatidilserina é
exposta durante apoptose, ¢ na capacidade da anexina V de ligar-se ao
lipideo com alta afinidade. A anexina V marcada com FITC liga-se a
residuos de fosfatidilserina que sdo translocados da camada interna para
a externa da membrana plasmatica de células apoptdticas (BEVERS et
al.,1999). A anexina V ndo € capaz de se ligar as células vidveis, uma
vez que a molécula ndo é capaz de penetrar na bicamada fosfolipidica.
Nas células mortas, no entanto, o interior da membrana esta disponivel
para ligacdo com anexina V, pois ocorre a perda da integridade da
membrana plasmatica. Para diferenciar as células necréticas das células
apoptdticas, um alquilante (com propriedade de emissdo de
fluorescéncia) de DNA impermeavel a membrana, como o iodeto de
propidio (PI) pode ser adicionado simultaneamente a suspensdo celular.
Assim, células viaveis, apoptoticas e necroticas podem ser identificadas
com base numa dupla marcacdo entre anexina V e PI, e analisada por
citometria de fluxo (VAN ENGELAND et al., 1998). As células da
linhagem tumoral foram semeadas em placas de 12 pocos em densidade
70 x 10° células / poco, incubadas por 24h, tratadas com os compostos
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FA339 e FA438 em concentragdes determinadas pela ICsp e 2 I1Csg, €
incubadas novamente pelo periodo de 72 h. Posteriormente, o meio foi
removido, as células lavadas com PBS (1x), homogeneizadas em
tampao de ligacdo (1x) e marcadas com Anexina-V-FITC e iodeto de
propidio (20 pg/mL) e avaliadas em citometro de fluxo FACS CANTO
IT (BD Biosciences). Os histogramas foram analisados com software
Flowing 2.5.

4.9 Avaliacao da invasao celular

Conforme descrito por Valster e colaboradores (2005) e
adaptado por Cisilotto (2015), para a realizagdo deste ensaio foram
utilizados inserts Millicell® com filtros de policarbonato de 12 mm e
poros de 8 um. Cada filtro foi recoberto com 60 pl de Matrigel®
(extrato de proteinas da membrana basal) diluido (1:10) em meio RPMI-
1640 gelado. O Matrigel® foi polimerizado, em estufa a 37°C, por 30
minutos. Na parte superior do insert, em cima do gel, foram adicionadas
células na densidade 40 x 10° células / poco em meio de cultura sem
soro fetal bovino (SFB). Ainda neste compartimento, foram adicionados
os compostos FA339 e FA438 nas concentragdes de 2 ICspe ¥4 ICso. Na
parte inferior do insert, foi adicionado meio de cultura suplementado
com SFB. A placa foi incubada por 72 h, em estufa, a 37 °C. As células
que permaneceram no compartimento superior dos inserts foram
removidas com auxilio de uma haste flexivel com algoddo. As células
migrantes foram fixadas com glutaraldeido 5%, por 10 min e coradas
com cristal violeta 0,5% por 15 minutos e secas em temperatura
ambiente, por 24 h. Apos este periodo, os inserts foram colocados em
uma lamina de vidro, para visualizagdo e aquisicdo das imagens no
aumento de 100 x. Com auxilio do software Image J, foi realizada a
contagem das células que migraram pela membrana em dez campos de
visualizagdo. Calculou-se assim a porcentagem de células que invadiram
0 Matrigel® e atravessaram a membrana. Além de quantificado pelo
nimero de células, determinou-se a porcentagem de invasdo
espectroscopicamente, em que as células coradas foram eluidas com
acido acético 33% e a absorbancia da solugdo foi lida em 595 nm, onde
o resultado obtido foi expresso em relagdo ao controle.
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4.10 Ensaio clonogénico

Células da linhagem tumoral NCI-H460 foram semeadas em
placas de 6 pogos em uma densidade de 300 células / pogo e incubadas
por 24 h. Os compostos FA339 e FA438 foram entdo adicionados na
concentracdo de suas respectivas ICs e incubados pelo periodo de 72 h.
Apos, os compostos foram removidos, os pocos lavados com PBS e
meio de cultura foi adicionado (3 mL) em cada poco. As células foram
mantidas em cultura por mais 7 dias a 37°C em uma atmosfera contendo
5% de CO,;. O meio de cultura foi trocado a cada 3 dias.
Subsequentemente, as células foram fixadas com paraformaldeido 4%,
coradas com cristal violeta 0,5% e fotografadas. Todas as colonias com
50 células ou mais foram contadas. A area das colonias foi analisada
utilizando o software ImageJ e o plugin ColonyArea.

4.11 indice combinatério

Para o tratamento de cancer, a modulagdo de moléculas
voltadas para um alvo especifico ¢ de extrema importancia. Estes alvos
podem estar presentes tanto em tecidos saudaveis quanto em tecidos
afetados pela doenga. Ainda, mecanismos de resisténcia e/ou
compensatorios em sistemas biologicos complexos (KITANO, 2007)
podem frustrar a eficacia de farmacos e novas moléculas voltadas ao
tratamento do cancer. A superagdo desta possivel compensagio,
geralmente, requer altas doses de farmacos, que podem induzir efeitos
adversos em outras partes do organismo (LEHAR, et al., 2009). Deste
modo, embora o design de moléculas baseadas em alvos especificos ndo
seja um grande desafio, encontrar candidatas eficientes que ndo gerem
efeitos adversos que impegam o respectivo uso in vivo em doses efetivas
consiste em um grande obstaculo (HOPKINS, 2008).

Combinagdes sinérgicas de dois ou mais farmacos podem
diminuir a toxicidade e outros efeitos colaterais associados a altas doses
de medicamentos isolados, pois permitem a reducdo da dosagem de cada
composto, ou 0 acesso a mecanismos envolvendo mais de um alvo
especifico simultaneamente (LEHAR, et al., 2009).

Para determinar se dois compostos distintos possuem efeito
sinérgico ou antagénico, primeiramente ¢ preciso saber a poténcia para
cada composto isolado, como também o efeito que os dois geram
quando combinados, podendo assim ser calculado o seu indice
combinatério (IC). Com as ICsy dos compostos FA339 e FA438 ja
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definidas, foram feitas curvas concentragdo-resposta para os farmacos
Paclitaxel (PTX) e Carboplatina (CBP), no tempo de 72h, em que a
viabilidade celular foi definida utilizando o ensaio com alamar blue, € as
respectivas ICsg calculadas.

Para a combinag@o dos compostos com os farmacos, foram
utilizadas concentra¢des em razdo de equipoténcia [por exemplo, (ICso);
/ (ICsp)2] para que as contribui¢des dos efeitos de cada composto ou
farmaco para a combinagdo seja aproximadamente igual, como descrito
no quadro abaixo:

Quadro 4. Delineamento experimental proposto mostrando os pontos da
curva de dose - resposta de dois compostos para analise de indice
combinatério.

Composto 1

0 (Con  (Ca UCsoh (Con (G

0 Controle (Fa), (Fa), (Fa), (Fa), (Fa),
(Fa)

(1(1:/:0)2 (Fa), (Fa)i2

(l(l:/;,)2 (Fa), (Fa)i»

Composto2 | (ICsy) (Fa), (Fa)s
(1?::0)2 (Fa). (Fa).
(G O (Fayia

(Fa) = fracdo afetada; Fonte: adaptado de CHOU, 2006.
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Os resultados do ensaio de viabilidade celular foram analisados
pelo uso de CompuSyn (versdo 1.0) (CHOU, 2006), um software que
executa calculos de concentracdo - efeito para combinagdo de
compostos e determina a presenca de antagonismo, efeito aditivo ou
sinergismo entre as diferentes condi¢cdes de incubacdo. O programa
define valores de indice de combinacdo (IC) como: <0,9 indicam
sinergia, valores entre 0,9 e 1,0 indicam efeito aditivo, e valores >1.1
indicam efeito antagénico.

4.12 Investigacido de proteinas envolvidas em processos de invasio
celular por Western Blot

Para a avalia¢do do conteudo proteico de ICAM-1 e VCAM-1,
as células NCI-H460 foram plaqueadas numa densidade de 5 x 10’
células/pogo em placa de 6 pocgos e incubadas com 31,5 uM de FA339 e
29,3 uM de FA438 por 72 h. Apds o periodo de incubagdo, as amostras
foram centrifugadas a 400 x g por 10 minutos e lavadas 2x com 1 mL de
PBS. A extracdo de proteinas foi feita com a utilizacdo de 120 pL de
tampao RIPA contendo inibidores de protease (Tris-HCl 10 mM, NaCl
150 nM, 1% de Triton X-100"", 0,1% de SDS, 1 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfonil, 5 pg/mL de aprotinina, 1 pg/mL leupeptina e 1
ug/mL de pepstatina), seguido da quantificagdo de proteinas totais pelo
método de Lowry (1951). Apds quantificagdo, 30 pg de proteinas totais
foram separadas -eletroforeticamente em gel de dodecilsulfato de
poliacrilamida 10% e transferidas para membrana de nitrocelulose
seguido de bloqueio com 5% de albumina bovina em solucdo salina
tamponada com Tris e Tween-20" (TBS-T). Em seguida as membranas
foram incubadas overnight a 4° C com anticorpos monoclonais
especificos para detecgdo de ICAM-1 ¢ VCAM-1 ou P-actina nas
dilui¢des de 1:100, 1:1000 e 1:250, respectivamente (diluigdo em TBS-T
contendo 2,5 % de albumina sérica bovina). Apds, as membranas foram
lavadas com TBS-T e incubadas com anticorpo secundario anti-IgG
rabbit e murino conjugado a peroxidase (dilui¢do de 1:100 e 1:5000
respectivamente) para visualizacdo de complexos quimioluminescentes
utilizando Amersham ECL™ (GE Healthcare, GB) detectados com
ChemiDoc MP (Bio-Rad, CA, EUA). As imagens das proteinas foram
analisadas com o programa ImageLab e os dados foram normalizados
pela quantidade de B-actina encontrada em cada amostra.
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4.13 Estabilidade e pureza dos compostos

O Guia de Estabilidade para Industrias Quimicas baseia-se em
parametros indicados pelo International Conference on Harmonisation
of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use, ICH, para estudos de estabilidade em paises de zona
climatica IV-B, onde se encontra o Brasil. O propdsito dos testes de
estabilidade é fornecer evidéncias de como a qualidade de um produto
varia com o tempo, sob influéncia de uma variedade de fatores tais
como temperatura, umidade e luz, por exemplo, e estabelecer um prazo
de validade para os produtos além de recomendar condi¢cdes de
armazenamento adequadas (ORIQUI et al., 2013). Um método analitico
foi desenvolvido em um sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) JASCO modelo X-LC™ equipado com uma bomba
de alta pressdo X-LC™ 3185-PU, injetor automatico X-LC™ 3159AS,
forno para coluna X-LC 3067-C0O e um detector de arranjo de diodos
(DAD) modelo X-LC™ 3110-MD. Os  pardmetros fisico-
quimicos estabelecidos para as analises como: coluna cromatografica,
fase movel, fluxo, temperatura e volume de injecdo foram delineados e
otimizados para cada um dos hibridos moleculares e respectivos
precursores. No desenvolvimento do método por CLAE, varias
combinagdes de agua e acetonitrila foram testadas para a composi¢ao da
fase movel. Acido formico a 0,1% (v/A) foi mantido como aditivo em
todas as condigdes testadas, visto que os hibridos possuem hidrogénios
acidos, entretanto os pKa exatos ainda ndo foram determinados. A
adicdo de um acido na fase movel € necessaria para a obtencdo de picos
com resolucdo adequada (NEWBY; MALLET, 1997). Fase movel
eluida isocraticamente com 70:30 acetonitrila/acido formico 0,1% (v/v)
foi eficiente para eluir os compostos além do tempo morto da coluna e
gerar picos simétricos. A coluna utilizada foi a Agilent ZORBAX
Eclipse Plus™, C18, 4,6 mm x 150 mm (5,0 um), Agilent
Technologies®, mantida a 30°C. O volume de inje¢ao foi estabelecido
em 5 pL.

Os hibridos e seus precursores foram submetidos a testes em
diferentes condi¢des de armazenamento: -20°C + 5°C, 4°C + 3°C e
temperatura ambiente durante 0 (zero), 1 (um) més, e a 37°C durante 72
h, para andlises qualitativas e quantitativas referentes a possiveis
produtos de degradacdo. Foram preparadas solugdes de concentragdes
conhecidas com as quais foram realizados os ensaios iniciais t(0), e a
partir destas, aliquotas foram armazenadas nas condi¢des especificadas
acima mediante semelhante tipo de armazenamento. Também foram



65

submetidas a testes de descongelamento, em que cada aliquota foi
descongelada e congelada por 5 vezes. Todos os ensaios foram feitos em
triplicata, a analise dos resultados foi realizada em software adequado
apresentando média, desvio padrio e coeficiente de variagdo.

4.14 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdao da
média de determinagdes feitas em triplicata, por meio do programa
Graphpad Prism®. As comparagdes estatisticas foram realizadas por
meio da analise de varidncia (ANOVA) seguida do teste de Dunnet para
comparacdo com o grupo controle. Um valor de probabilidade menor
que 0,05 (p<0,05) foi considerado estatisticamente significativo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PERFIL DE ABSORCAO DOS HIBRIDOS MOLECULARES E
SEUS PRECURSORES NA REGIAO ULTRAVIOLETA DO
ESPECTRO ELETROMAGNETICO E METODO ANALITICO

Devido ao fato de os compostos hibridos utilizados neste
trabalho serem inéditos, algumas medidas de caracterizacdo quimica
fundamentais para os nossos objetivos foram realizadas. Primeiramente,
foram feitas varreduras de 250 nm a 400 nm com a concentra¢do do
analito ajustada para 250 pM para os hibridos FA247 (DHPM - Acido
cinamico), FA260 (DHPM - Acido Cafeico) e FA261 (DHPM - Acido
Fertlico), e 500 uM para os precursores acido cindmico, acido cafeico e
acido fertlico, e também 500 uM para o Monastrol, cujas concentragdes
representam menos de 1 mg/mL. Os outros dois hibridos (FA339 e
FA438) nao fizeram parte dos ensaios pois estes resultaram de
modificagdes estruturais feitas posteriormente a fim de aferir maior
atividade citotoxica aos compostos. Além disso, pela dificuldade de
preparo e purificacdo das moléculas, obteve-se baixas quantidades dos
produtos puros, o que levou a decisdo de deixar os derivados de fora dos
ensaios de estabilidade, priorizando-os para os ensaios de caracterizagdo
da atividade farmacologica.

Os picos mais intensos de cada composto foram obtidos: 288
nm para o FA247, 330 nm para o FA260, 328 nm para o FA261, 303 nm
para o monastrol, 322 nm para o acido cafeico, 273 nm para o acido
cinamico e 320 nm para o acido ferulico. Os cromatogramas e espectros
de UV para cada composto estdo apresentados no apéndice A. Os dados
e os cromatogramas dos ensaios dos hibridos moleculares e de seus
respectivos precursores estdo na Tabela 1e no apéndice B.
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Tabela 1. Perfil de absor¢do UV dos hibridos moleculares e respectivos
precursores.

Ensaio inicial (t=0)

Compostos Concentracio Area dos picos (média + Tempo de reten¢io (média
desvio padrio) + desvio padrio)

FA247 250 pM 543074 + 8703,47 2,88 +0,02
FA260 250 pM 405102 + 3893,48 2,54 + 0,00
FA261 250 pM 501811 +2172,08 2,64 + 0,00
Monastrol 500 uM 241326 +1755,90 2,77+ 0,01
Acido cafeico 500 uM 527197 £316,11 2,53 £0,00
Acido ferilico 500 pM 624829 +3134,18 2,64 + 0,00
Acido cindmico 500 uM 843526 +2565,70 3,03 +0,01
Fenol (P.A.) 500 pM 66132 +2969,86 2,93 +0,06

Solugdes estoque concentradas (10 mM) dos hibridos moleculares e precursores
foram feitas no dia chamado de T=0. Aliquotas foram diluidas na fase movel
empregada no método analitico e injetadas no mesmo dia. Os resultados
representam média =+ desvio padrio dos ensaios em triplicata (n=3).

5.2 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DOS COMPOSTOS EM
DIFERENTES MEIOS DE ARMAZENAMENTO

Apos 30 dias (T= 30), exceto para armazenamento em estufa
(37°C) (apos 3 dias (T= 3)), aliquotas retiradas da solugdo estoque
inicial e armazenadas em diferentes locais foram avaliadas referente ao
coeficiente de variagdo em relagdo as injec¢des iniciais (T= 0), utilizando
como referéncia o padrdo analitico fenol. As tabelas contendo média +
desvio padrao das areas dos picos e tempo de retencdo (TR) dos ensaios
estdo nos apéndices C, e os cromatogramas dos respectivos ensaios
encontram-se nos apéndices D ao G.

Segundo o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (Inmetro), o critério para aceitagdo de repetibilidade é a
condi¢do de medi¢do num conjunto de condigdes, as quais incluem o
mesmo procedimento de medigdo, os mesmos operadores, 0 mesmo
sistema de medigdo, as mesmas condi¢des de operagdo e o0 mesmo local,
assim como medi¢des repetidas no mesmo objeto ou em objetos
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similares durante um curto periodo de tempo. Normalmente este critério
estd associado ao nivel de concentragdo em que analitos com razdo em
10" podem apresentar coeficientes de variagdo de até 11%. Como pode-
se observar na Tabela 2, a condicdo de armazenamento que melhor
satisfaz este quesito ¢ o armazenamento de 0°C a 4°C (geladeira). Na
condi¢do de armazenamento em temperatura ambiente, pode-se observar
picos de possiveis produtos de degradagdo nos cromatogramas (acido
cafeico e acido ferulico).

A variagdo apresentada pelo fenol nas intensidades nos picos
dos cromatogramas, foi utilizada para normalizar o experimento, visto
que o fenol € uma molécula estavel, susceptivel para ser padrio de
referéncia para este experimento, podendo corrigir possiveis erros na
mensuragdo de intensidades dos picos.

Como os compostos armazenados em temperatura de 0°C a
4°C, apresentaram pouca variagdo na intensidade nos picos dos
cromatogramas, € como mesmo apos 30 dias havia repetibilidade nos
outros ensaios quando utilizados os compostos, considerou-se que os
hibridos ndo degradam em outros subprodutos, e sdo estaveis por
determinado tempo em solugdo.
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Tabela 2. Coeficiente de variacdo referente a diferentes tipos de
armazenamento em relacio aos ensaios iniciais.

Coeficiente de

variagao
Compostos Concentracio Arm. Arm. -20°C (%) Arm. Arm. Temp
0-4°C Estufa ambiente
(%) 37°C (%)
(72h)
(%)
FA247 250 pM 6,99 14,57 9,24 14,52
FA260 250 pM 6,75 14,20 14,56 8,83
FA261 250 pM 9,39 15,59 13,07 16,92
Monastrol 500 pM 9,81 15,28 13,58 16,25
Acido cafeico 500 pM 6,24 15,12 11,99 3,27
Acido feriilico 500 pM 8,46 10,84 8,86 4,07
Acido cinimico 500 pM 9,94 15,93 8,38 16,17

Solugdes estoque concentradas (10 mM) dos hibridos moleculares e seus
precursores foram feitas no dia chamado de T=0. Aliquotas foram armazenadas
por periodo de tempo especifico e, apds, diluidas na fase mdovel empregada no
método analitico e injetadas no equipamento para o ensaio. Os resultados
representam média + desvio padrio dos ensaios em triplicata (n=3). Todos os
ensaios seguiram o mesmo método analitico. Os resultados apresentam a
variagdo em % em relagdo ao T=0.

5.3 EFEITO CITOTOXICO DOS HIBRIDOS MOLECULARES EM
LINHAGENS CELULARES DE CANCER

Primeiramente, o efeito citotoxico dos hibridos moleculares entre
a DHPM e os acidos fendlicos, compostos FA247, FA260, FA261, foi
avaliado frente a linhagem celular tumoral, NCI-H460. Na tabela 3 estdao
descritas as concentragdes de 1Csy que foram determinadas empregando
o método de avaliacdo de viabilidade celular. O composto com a
citotoxicidade mais pronunciada entre os trés foi o FA247 (62,0 uM),
seguido do FA260 (109,6 uM) e FA261 (72,7 uM). Estes valores podem
ser devido as substitui¢des no anel benzénico da parte acido fendlico da
estrutura dos hibridos. Os dois compostos com substituintes no anel
benzénico (FA260 e FA261) podem ter uma maior polaridade quando
comparado ao composto que ndo possui nenhuma substituicdo (FA247),
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alterando a lipossolubilidade, dificultando sua penetragdo na membrana
celular, o que pode explicar o menor efeito citotoxico.

A partir dos compostos FA247 e FA261, por apresentarem uma
citotoxicidade ligeiramente maior entre os trés compostos hibridos
testados, foram desenvolvidos derivados destas moléculas com
modificacdes na estrutura do nucleo da DHPM, a fim de elucidar o
comportamento das células, comparando-se com as estruturas dos
compostos iniciais. Os compostos FA339 e FA438 resultaram em
efeitos citotoxicos mais pronunciados do que os hibridos precursores.
Resultado que ressalta o fato de que a substituicdo da molécula de
oxigénio (O) por uma molécula de enxofre (S) no nicleo da DHPM
(utilizando o monastrol como "core" da estrutura) altera de forma
expressiva o efeito sobre as células tumorais de céncer de pulmao
utilizadas neste trabalho. Estes dois ultimos compostos foram os que
apresentaram a menor ICs frente a linhagem tumoral estudada, com
concentragdes de 31,5 uM para o FA339 e 29,3 para o FA438.

As concentragdes obtidas de ICsy foram utilizadas como
pardmetros para os proximos experimentos.

Tabela 3 - Concentracio do composto que causa toxicidade a 50% das
células (ICs).

IG5 (LM)
Nio tumoral Tumoral
Compostos HUVEC NCI-H460
FA247 119,6 = 13,4 62,0 2,6
FA260 >150,0 109,6 2,0
FA261 72,7+3,4 71,9 6,3
FA339 39,420 31,523
FA438 73,0+ 3,1 293+ 1,8

Método utilizado: alamar blue, Dados foram expressos como média + desvio
padrdo (n=3), tempo de incubagdo 72 h.

A linhagem ndo tumoral de células endoteliais da veia umbilical
humana - HUVEC - foi utilizada a fim de comparar valores de
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citotoxicidade com as da linhagem tumoral NCI-H460 e seletividade dos
compostos estudados. Esta linhagem celular foi selecionada pois recobre
o tecido endotelial de vasos e capilares sanguineos. Como a grande
maioria de tratamentos quimioterapicos € feita por via endovenosa, esta
linhagem celular ndo-tumoral é adequada para este tipo de ensaio.
MUKHHOPADHYAY e colaboradores (2002) também apresentaram o
indice de seletividade de mebendazol comparando as duas linhagens
utilizadas neste estudo.

Como os tratamentos com quimioterapicos convencionais sdo,
via de regra, acompanhados por efeitos colaterais graves como:
mielossupressdo, toxicidade renal e nauseas (BAI et al., 2009), a busca
por novas moléculas com menor potencial toxico para células ndo-
tumorais se faz necessaria. Os compostos FA339 ¢ FA438 apresentaram
efeitos citotoxicos mais pronunciados na linhagem tumoral NCI-H460
do que na linhagem ndo tumoral apds 72 h de incubacdo. Esta ¢ uma
caracteristica importante, que pode favorecer a eficacia o tratamento,
priorizando células tumorais frente as ndo tumorais.

O indice de seletividade (IS) calculado dos compostos ¢
apresentado na tabela 4. Quanto maior este indice, maior ¢ a toxicidade
dos compostos para as células tumorais. Um IS igual a 2, por exemplo,
significa que as células tumorais sdo 100% mais sensiveis aos
compostos do que as ndo tumorais. Neste estudo os compostos com
melhores IS foram o FA438 (IS= 2,5), seguido do FA339 (IS= 1,2). Os
outros hibridos moleculares acabaram sendo igualmente citotoxicos para
as células da linhagem ndo-tumoral e para a linhagem tumoral ou, para o
caso do FA260, como este apresentou citotoxicidade baixa (>150,0 uM)
para a linhagem tumoral, ndo foi realizado o ensaio de alamar blue deste
composto para a linhagem HUVEC. Esta diferenga na citotoxicidade
indicada pelos valores de IS podem ser relativas as diferengas estruturais
das moléculas testadas, como também diferencas entre os alvos de agédo
dos compostos entre as linhagens de células tumorais e ndo tumorais.

Como os compostos FA339 e FA438 foram mais citotoxicos
entre todos os hibridos testados, e possuem indice de seletividade maior
que 1,0, estes foram selecionados para dar prosseguimento aos demais
ensaios.
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Tabela 4. indice de seletividade (IS) calculado por meio da razio entre a
ICsy da linhagem nao tumoral HUVEC e a ICs, da linhagem tumoral NCI-
H460.

indice de Seletividade

Composto HUVEC / NCI-H460

FA247 1,9
Analogos FA260 -

FA261 1,0
Derivad FA339 1,2
erivados FA438 25

5.4 EFEITO DOS HiBRIDOS MOLECULARES FA339 E FA438 NO
POTENCIAL DE FORMACAO DE COLONIAS DAS CELULAS DE
CANCER DE PULMAO NCI-H460

Apos observar o efeito dos compostos na proliferagdo celular, o
ensaio clonogénico foi realizado para investigar os efeitos dos hibridos
no potencial de formagdo de colonias das células NCI-H460. Os dois
compostos, FA339 e FA438, promoveram uma reducdo no numero total
de coldnias formadas e também na densidade celular de cada coldnia
quando comparadas com as Células Controle. As concentragcdes dos
compostos utilizadas neste ensaio foram as respectivas ICsg. O resultado
representativo exibido na Figura 6 mostrou que as Células Controle,
formaram 130 colonias, enquanto que quando incubadas com o FA339 ¢
0 FA438 (Células Teste), formaram 22 e 9 colonias de baixa densidade,
respectivamente.
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Figura 6. Ensaio clonogénico.
Controle FA339 FA438

NCI-H460

As células foram incubadas por 24 h em meio de cultura. Apos, a incubagdo
com FA339 e FA438 por 72 h foi adicionado. Passado esse periodo, substituiu-
se o meio e este foi trocado a cada 3 dias durante 7 dias. Apoés, as colonias
foram fixadas e coradas com cristal violeta 0,5%.

O ensaio clonogénico ou de formacdo de coldnias ¢ realizado in
vitro e visa avaliar a sobrevivéncia celular baseado na capacidade de
uma Unica célula transformar-se numa colonia. Uma colonia ¢
considerada como tal quando for constituida de pelo menos 50 células.
O ensaio testa, essencialmente, todas as células da populacdo pela
capacidade de sofrer divisdo "ilimitada". O ensaio clonogénico consiste
no método de escolha para determinar a morte reprodutiva celular apos a
exposicdo aos agentes citotoxicos e assim determinar as respectivas
eficacias (FRANKEN et al., 2006).

Quando comparada a resposta de tumores humanos
estabelecidos in vivo, e testes de ensaio clonogénico in vitro, aos da
resposta clinica, 62% das comparacdes para sensibilidade a farmacos e
92% das comparagdes para resisténcia a farmacos foram similares
(FIEBIG; MAIER; BURGER, 2006).

Considera-se este resultado de inibi¢do de proliferacdo celular
significativo motivando o prosseguimento do estudo.

5.5 EFEITO DOS HIBRIDOS MOLECULARES FA339 ¢ FA438 NA
INDUCAO DE MORTE CELULAR EM CELULAS DE CANCER DE
PULMAO HUMANO NCI-H460

O conhecimento dos mecanismos de agdo de compostos
antitumorais € extremamente importante. O tipo de morte celular
envolvido no efeito bioloégico de moléculas é relevante no sentido de
desenvolvimento de novos farmacos e/ou melhoramento de outros. O
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desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas € voltado na indugao
de morte de células malignas por apoptose (GALLUZZI et al., 2012).
Ainda, na literatura, ndo existem referéncias sobre os hibridos
moleculares estudados neste trabalho, e quais os possiveis efeitos que
estes podem exercer sobre a linhagem tumoral de cancer de pulmao
NCI-H460. Neste sentido, analisou-se o tipo de morte celular causada
pelos hibridos moleculares FA339 e FA438 por citometria de fluxo,
utilizando a marcagdo com Anexina-V-FITC e lodeto de propideo.

A andlise do tipo de morte celular neste ensaio da-se pela
translocacdo da fosfatidilserina, que ¢ externalizada na membrana
plasmatica apo6s processo de transformacdo na bicamada fosfolipidica,
fenomeno conhecido como flip-flop que acontece no inicio do processo
de morte celular por apoptose. Assim, células apoptoticas podem ser
marcadas com anexina-V conjugada com o fluorocromo FITC. Em
estagios avancados da apoptose, quando a membrana plasmatica perde a
integridade e passa a apresentar poros (como ocorre na necrose), pode
ocorrer uma dupla marcacdo nas células com Anexina-V e a conjugacao
de iodeto de propideo ao DNA. Nesse caso, aponta-se o tipo de morte
celular como apoptose tardia, ndo como uma nova classificacdo de
morte celular, mas sim como um termo relacionado a metodologia
utilizada (KRYSKO et al., 2008; FERREIRA et al., 2000).

Por este motivo, duas concentragoes diferentes foram
empregadas neste método a fim de elucidar de forma mais clara o
mecanismo envolvido na morte celular induzido pelos compostos
testados.

Nos graficos do tipo dot plots representativos dos experimentos
que estdo mostrados na figura 7 (e apéndice H) é possivel verificar que
ndo houve uma mudan¢a do niimero de eventos do quadrante inferior
esquerdo (células viaveis), comparando-se os dot plots das Células
Controle ¢ as Células Teste. Nos ensaios com as duas concentragdes
diferentes (ICso e 2 1Csp), os resultados sugerem que nenhum dos dois
compostos foram capazes de induzir morte na linhagem de células NCI-
H460, apenas um pequeno aumento na populacio do quadrante
esquerdo superior, que indica células em necrose, estatisticamente nao
significativo (p = 0,30).

Neste sentido, diversos estudos tém mostrado que outros
produtos da reagdo de Biginelli (ZHU; BIENAYME, 2006), podem ter
atividade pro-apoptotica em algumas linhagens de cancer de pulméo
como a A549 (MOSTAFA; SELIM, 2018) ou na linhagem de leucemia
promielocitica aguda HL60 (RAGAB, et al., 2017), porém na grande
maioria de linhagens tumorais, esses compostos causam apenas um
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bloqueio no ciclo celular, assim como o monastrol (KAPOOR, et al.,
2000), o precursor dos compostos aqui testados. Os resultados dos dot
plots, representados pela Figura 8, indicam que a citotoxicidade dos
compostos FA339 e FA438 pode estar associada a uma inibi¢do do
crescimento da colonia celular € ndo com um mecanismo associado a
morte celular.

Figura 7. Avaliacido do tipo de morte celular induzido pelos hibridos na
linhagem NCI-H460
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As Células Teste foram incubadas por 72 h com os compostos FA339 e FA438
nas concentragdes de suas respectivas ICso € Y2 ICso. Os graficos (dot plots)
representam um dos experimentos realizados, sendo n=3. As populacdes de
células em cada quadrante foram determinadas utilizando o programa Flowing
(2.5). O quadrante inferior esquerdo representa as células viaveis, o quadrante
inferior direito representa as células em apoptose, o canto superior esquerdo
representa as células em necrose e o canto superior direito as células
duplamente marcadas. Células Controle (A); Células Teste: incubadas com
15,75 uM de FA339 (B), 31,5 uM de FA339 (C) 14,65 uM de FA438 (D) ¢
29,30 uM de FA438 (E).
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Figura 8. Quantificacdo do tipo de morte celular induzida pelos compostos
FA339 e FA438 na linhagem celular NCI-H460.
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As Células Teste foram incubadas por 72 h com os compostos FA339 e FA438
nas concentragdes de suas respectivas ICso e Y2 ICso. O grafico de barras
representa a porcentagem de células referentes em cada quadrante. Os
resultados expressam a média + desvio padrdo de um n=3. Para andlise
estatistica foi utilizada ANOVA de uma via, seguida do teste de Dunnett.
Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos quando
comparados com as Células Controle.

5.6 EFEITO DOS HIBRIDOS MOLECULARES FA339 e FA438 NAS
FASES DO CICLO CELULAR NAS CELULAS DE CANCER DE
PULMAO HUMANO NCI-H460

O efeito dos hibridos moleculares FA339 e FA438 na
progressdo do ciclo celular da linhagem celular NCI-H460 foram
avaliados apds 72 h de incubagdo, pela determinacdo do contetido de
DNA por citometria de fluxo. As populagdes celulares foram divididas
nas fases GO/G1, S e G2/M do ciclo celular. O monastrol foi utilizado
como controle positivo, devido aos efeitos inibitorios conhecidos
exercidos na mitose, causando uma pausa na fase G2/M (LEIZERMAN
et al. 2004). Os histogramas representativos do experimento para
avaliagdo do ciclo celular da linhagem NCI-H460 encontram-se no
apéndice I.
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A andlise da fase especifica do ciclo celular, na qual as células
se encontram, ¢ importante para avaliar a resposta da linhagem diante
dos efeitos de agentes terapéuticos (WILLIAMS; STOEBER, 2012).
Este ensaio resulta da quantificacio do contetdo de DNA de cada
célula, e a técnica mais rapida e eficaz para este fim € a citometria de
fluxo (DARZYNKIEWICZ et al., 2011).

Em comparagdo com as células controle (células que foram
incubadas na auséncia dos compostos), as células incubadas com os
hibridos mostraram uma mudanga significativa nas fases do ciclo
celular. Houve um bloqueio extremamente significativo na fase G2/M (p
= 0.003), tanto utilizando-se a ICsy dos compostos, como mostrado na
Figura 8, assim como utilizando apenas a %2 ICso (Figura 9). O controle
positivo utilizado (monastrol) também causou uma parada na fase G2/M
como esperado. Porém, a concentragdo utilizada de monastrol foi pelo
menos 2,5 vezes (80 uM) maior do que a concentragdo dos compostos
em estudo para atingir o mesmo nivel de bloqueio.

Figura 9. Efeito dos hibridos sobre a distribuicdo das células no ciclo
celular na linhagem NCI-H460.
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As células foram incubadas com a IC50 dos compostos, ou 80 pM de monastrol
(controle positivo) por 72 h e analisadas por citometria de fluxo. A distribui¢do
no ciclo celular esta representada pelas fases GO/G1, S e G2/M. A quantificagio
das células foi realizada com auxilio do programa Flowing 2.5. Cada barra
representa a média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. Para
analise estatistica foi utilizada ANOVA de uma via, seguida do teste de
Dunnett. Valores de p<0,05 (*) e p<0,01 (**) foram considerados
estatisticamente significativos quando comparados com as Células Controle em
cada fase do ciclo celular.
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Figura 10. Efeito dos hibridos sobre a distribuicdo das células no ciclo
celular na linhagem NCI-H460.
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As células foram incubadas com a %2 IC50 dos compostos por 72 h e analisadas
por citometria de fluxo. A distribuicdo no ciclo celular esta representada pelas
fases GO/G1, S e G2/M. A quantificagdo das células foi realizada com auxilio
do programa Flowing 2.5. Cada barra representa a média + desvio padrido de
trés experimentos independentes. Para analise estatistica foi utilizada ANOVA
de uma via, seguida do teste de Dunnett. Valores de p<0,05 (*) e p<0,01 (**)
foram considerados estatisticamente significativos quando comparados com as
Células Controle em cada fase do ciclo celular.

Ainda em referéncia ao ciclo celular, durante a divisdo celular,
o DNA replicado ¢ segregado em duas células-filhas por um fuso
bipolar. Os microtibulos do fuso sdo formados por polimeros
dindmicos, ao longo dos quais s@o direcionados os movimentos dos
cromossomos. Estes microtibulos sdo isolados por centrossomos e
proteinas associadas aos centrossomos, € sdo organizados em matrizes
bipolares por proteinas motoras. Somente apds a montagem de um fuso
funcional, com cada cromossomo corretamente conectado aos
microtubulos, a segregacdo das cromatides-irmds ¢ permitida pelas
proteinas do ponto de checagem, e a divisdo celular ¢ entdo concluida
(RIEDER; SALMON, 1998).

O monastrol é uma molécula de baixo peso molecular,
permeavel as células, e atua como inibidor da maquinaria mitdtica e ndo
tem como alvo as tubulinas, diferentemente de farmacos utilizados na
clinica como os derivados de taxol. O monastrol retém as células na
mitose com fusos monoastrais, constituidos por uma matriz radial de
microtibulos rodeados por um anel de cromossomas, ndo afetando
microtubulos em células interfasicas ou a polimerizagdo de
microtabulos in vitro, induzindo a formacdo de um unico fuso mitotico,
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substituindo o fuso bipolar que é uma caracteristica comum da divisdo
celular (MAYER et al., 1999).

Os compostos FA339 e FA438, por terem uma alteracdo no
anel benzenico (inclusdo do acido fenolico), sdo mais lipofilicos que o
monastrol, possivelmente pela despolarizagio da molécula. Como
consequéncia a molécula pode atravessar com maior eficacia a
membrana celular, aumentando assim o efeito ativo. Esta conclusio foi
baseada no estudo de docking molecular (GONCALVES et al., 2018),
ilustrado na Figua 11. No estudo, os autores avaliaram as interacdes
entre o monastrol e o sitio ativo da cinesina EG5. Os nitrogénios de um
dos anéis do monastrol fazem interagdes de hidrogénio com os residuos
de aminoacidos da cinesina EGS5, assim como o oxigénio do anel
fenolico, enquanto o oxigénio do éster da cadeia lateral tem interagdes
hidrofobicas com residuo de glicina, isoleucina e prolina. Com a
substituicdo da hidroxila do anel fendlico pelo acido transcindmico
(FA339) ou acido transcafeico (FA438), a partir de uma ligacdo amida,
o composto pode ter mais interagdes com o sitio ativo a partir dos pares
de elétrons isolados do nitrogénio e oxigénio da amida, assim como
interacdes com elétrons t do anel do acido fenodlico e suas hidroxilas no
caso do FA438.

Figura 11. Sitio ativo alostérico da Cinesina EGS5, ilustrando as interagdes
com a cristalografia do monastrol.

As interagdes sdo representadas como linhas tracejadas nas seguintes cores:
ligagdes de hidrogénio (azul escuro), interagdes hidrofobicas (vermelho) e
interagdes anion - x (azul ciano) (GONCALVES et al., 2018).
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5.7 EFEITO DOS HIBRIDOS MOLECULARES FA339 e FA438 NA
INVASAO E METASTASE NAS CELULAS DE CANCER DE
PULMAO HUMANO NCI-H460

Um material muito utilizado em ensaios de invasdo celular é o
Matrigel®. Este material consiste em um extrato composto por proteinas
da membrana basal, que mimetiza um gel 3D a 37°C, e suporta a
morfogénese, diferenciagdo celular e o crescimento tumoral in vitro,
permitindo a avaliacdo do potencial antimetastatico de compostos que
possam agir sobre células tumorais, alterando a motilidade sobre
moléculas de adesdo e metaloproteinases. A composi¢do do Matrige1® €
feita de proteinas estruturais como laminina, entactina e colageno, além
de fatores de crescimento e outras proteinas. A partir desta composigao,
o uso deste gel permite avaliar a invasividade celular (KLEINMAN;
MARTIN, 2005).

Baseados nestas premissas, foi realizada a avaliacdo da
capacidade das células tumorais da linhagem NCI-H460 invadirem o
Matrigel®, atravessando uma membrana de 8 pum. As concentragdes dos
compostos foram de %2 ICspe ¥ ICsp. Com esta estratégia, evita-se que o
grupo teste ndo apresente morte celular significativa causada pelos
compostos, e avalie-se somente a capacidade antimetastatica.

Na figura 12, observa-se que as células incubadas com os
compostos FA339 e FA438 foram afetadas quanto a capacidade de
atravessar o Matrigel”, quando comparadas as células controle. Quando
estes resultados foram quantificados espectrofotometricamente (Figura
13) observa-se que apenas 38,6 + 4,7% das células atravessaram na
presenca da %2 ICsodo FA339 e 45,8 £+ 4,2% quando com % IC5o FA339.
Ja para os compostos FA438, observa-se que quando as células foram
incubadas com Y2 ICsy, apenas 34,7 + 2,7% destas atravessaram o
Matrige1® e 44,5 + 3,2% quando incubadas com %4 ICs.

Os resultados obtidos foram estatisticamente significativos
segundo o teste ANOVA de uma via, com p = 0.02, sugerindo um
potencial antimetastatico destes compostos. Porém, outros ensaios sdo
necessarios para avaliar qual mecanismo os compostos utilizam para
alterar a capacidade invasiva das células da linhagem NCI-H460 in
Vitro.
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Figura 12. Efeito dos hibridos sobre a capacidade de Invasio Celular.
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As células NCI-H460 foram incubadas com os compostos por 72 h. Apods esse
periodo, as células que invadiram o Matrigel” e atravessaram a membrana
foram fixadas com glutaraldeido 5% em BSA e coradas com cristal violeta
0,5% para melhor visualizagdo. O controle representa as células incubadas na
auséncia dos compostos. As fotomicrografias no aumento de 100x representam
dados de um dos trés experimentos independentes. As imagens foram feitas com
auxilio do programa Imagel.
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Figura 13. Efeito dos hibridos sobre a capacidade de Invasdo Celular.
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As células NCI-H460 foram incubadas com os compostos por 72 h. Apds este
periodo, as células que invadiram o Matrigel® e atravessaram a membrana
foram fixadas com glutaraldeido 5% em BSA e coradas com cristal violeta
0,5% para melhor visualizagdo. A quantificacdo das células que atravessaram a
membrana foi feita espectrofotometricamente em 595 nm. Os resultados
expressam a média + desvio padrio. Para andlise estatistica foi utilizada
ANOVA de uma via, seguida do teste de Dunnett. Valores de p<0,05 (*) e p
<0,01 (**) foram considerados estatisticamente significativos quando
comparados com as células do grupo controle.
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Baseando-se nos resultados de invasdo celular em que os
compostos inibiram fortemente o processo, realizou-se um ensaio
verificando a expressdo da molécula de adesio VCAM-1. Ensaios de
expressdo de moléculas de adesdo sdo interessantes para elucidar os
efeitos de compostos sobre a metastase tumoral. Particularmente,
durante os processos inflamatdrios, as moléculas de adesdo vascular
desempenham um papel importante. Interacdes entre célula e matriz
extracelular sdo necessdrias para a adesdo e extravasamento de
leucdcitos. A regulacdo positiva das moléculas de adesdo nas células
endoteliais € uma caracteristica do estado inflamatério (BEVILACQUA,
1993; SPRINGER, 1990), em que a ativagdo de células endoteliais por
citocinas inflamatérias pode provocar um aumento na adesdo de células
tumorais in vitro (BERETA et al., 1991; DEJANA et al., 1988). Além
disso, o aumento do nivel de VCAM-1 esta relacionado a progressdo de
diversos tipos de cancer, sendo que o surgimento desta super-expressiao
aumenta consideravelmente o risco de metastase (JOHNSON et al.,
2016).

Baseados nestas premissas, o nivel de expressdo da proteina
VCAM-1 foi quantificado por meio de Western Blot, comparando-se
Células Controle da linhagem NCI-H460 e Células Teste, incubadas
com a concentragdes referentes as ICsyo dos compostos FA339 e FA438.
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O grafico da Figura 14 mostra a quantidade (em %) da proteina
VCAM-1 em relacdo ao controle apds normalizagdo pelo controle
endogeno (B-Actina). De acordo com os resultados, houve diminuigdo
do contetdo da proteina apos exposicdo das células com FA339 e
FA438, resultando em uma inibigdo de 42,7% e 24,7% respectivamente,
apos 72 h de incubacdo. A Figura 14 por sua vez mostra a imagem
representativa das bandas imunomarcadas. O teste ANOVA de uma via
seguido pelo teste Dunnett comprova que os dados sdo estatisticamente
significativos em que o valor de p foi igual a 0.02. Com estes resultados,
pode-se indicar que os compostos possuem uma potencial atividade
antimetastatica.

Figura 14. Quantificacdo relativa da proteina VCAM-1 em células NCI-
H460 apés tratamento com FA339 e FA438.
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Analise da densidade oOptica relativa do nivel de expressao da proteina VCAM-1
em Células Teste e em Células Controle em valores de %, em que o controle foi
considerado 100%. Os resultados expressam a média + desvio padrdo. Para
analise estatistica foi utilizada ANOVA de uma via, seguida do teste de
Dunnett. Valores de p<0,05 (*) e p <0,01 (**) foram considerados
estatisticamente significativos quando comparados com o mesmo grupo de
células controle.
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Figura 15. Ilustracdo da proteina VCAM-1.
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O controle enddgeno foi a proteina B-actina. As imagens representam dados de
um dos trés experimentos independentes de “immunoblotting”. As imagens
foram obtidas com auxilio do programa ImageLabTM 6.0.1 - BIO-RAD.

5.8 INVESTIGACAO SOBRE EFEITO SINERGICO ENTRE OS
HIBRIDOS MOLECULARES FA339 E FA438 COM OS FARMACOS
PACLITAXEL E CARBOPLATINA

Como ja mencionado na se¢do 2.4, os farmacos carboplatina e
paclitaxel sdo aprovados pela FDA para utilizagdo no tratamento
quimioterapico para o cancer de pulmdo. A combinac¢do de farmacos,
por vezes, gera efeitos anticancerigenos sinérgicos, reduz a toxicidade
individual relacionada aos farmacos, suprime o fendmeno de resisténcia
através de diferentes mecanismos de acdo e reduz a dose de cada agente
(ZHANG et al., 2016).

Como ndo se encontrou na literatura dados de ICsy dos
farmacos carboplatina paclitaxel para os ensaios in vitro no periodo de
72 h de incubacgdo, primeiramente fizemos as curvas de citotoxicidade
pelo mesmo método (Alamar Blue), utilizado para os compostos aqui
testados, para a carboplatina e o paclitaxel.

O valor de concentragdo encontrado que afeta a viabilidade
celular em 50% para o placitaxel foi 4,9 nM (4,9 £ 0,5). Este farmaco
derivado dos taxois € um agente antitumoral largamente utilizado para o
tratamento de cancer de pulmdo, incluindo o subtipo histologico
NSCLC. O npaclitaxel estabiliza os microtabulos por inibir a
despolimerizacdo da tubulina e, como resultado, interfere nas alteracdes
dindmicas que ocorrem durante a formagao e desmonte do fuso mitético,
levando a uma parada do ciclo celular durante a mitose e, subsequente
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inducdo de morte celular (JORDAN et al., 1993). A agdo do farmaco é
diferente de outros farmacos antitumorais, como os agentes alquilantes
de DNA, possuindo mecanismos distintos subjacentes que levam a
inducdo de apoptose (O'CONNOR et al., 1997).

WANG e colaboradores (1999) demonstraram evidéncias do
envolvimento de varias vias de sinalizacdo, incluindo a acdo de varias
proteina-quinases, tais como as proteinas quinases ativadas por
mitoégenos, quinases dependentes da fosforilacdo de Bcl-2, e a via da
p53 no mecanismo molecular pelo qual a parada no ciclo celular durante
a mitose, induzida pelo paclitaxel, leva a morte celular por apoptose.

A via da p53 parece ser dispensavel para a apoptose induzida
por paclitaxel, pois as taxas de resposta clinica ao tratamento com o
farmaco demonstraram ser semelhantes entre os pacientes com os tipos
mais agressivos de cancer ou outros tipos com mutagdes na p53
(BACUS et al., 2001; TAKAHASHI et al., 1989). Os canceres com o
tipo celular NCI-H460 possuem anormalidades na p53 facilmente
detectaveis quando comparados ao tecido saudavel de pulmao
(TAKAHASHI, 1989).

Ja para o farmaco carboplatina, a concentragdo de ICs
encontrada para o tratamento in vitro de 72 h pelo método Alamar Blue
foi 61,4 pM (61,4 £ 1,9). A carboplatina age como a cisplatina,
formando complexos de platina-DNA e tem atividade antitumoral
semelhante a cisplatina (SIDDIK, 2003). Em comparagdo com a
cisplatina, a carboplatina ndo apresenta nefrotoxicidade, ¢ menos téxica
para o trato gastrointestinal e menos neurotdxica; em contraste, a
mielossupressdo, principalmente trombocitopenia, ¢ efeito limitante para
tratamentos com doses mais elevadas de carboplatina. Os complexos
formados pela carboplatina e 0 DNA so essencialmente os mesmos que
aqueles formados pela cisplatina, mas ¢ necessaria uma concentragdo de
carboplatina de 20 a 40 vezes maior, ¢ a taxa de complexagéo € cerca de
10 vezes mais lenta (KNOX et al., 1989).

O mecanismo de acdo da cisplatina (e da carboplatina) envolve
a ligacdo covalente da platina as bases purina do DNA, ativando varias
vias de transducdo de sinal como, por exemplo, aquelas envolvidas no
reconhecimento e reparo de danos ao DNA, parada do ciclo celular e
morte celular programada (KELLAND, 2007; SIDDIK, 2003).

Neste trabalho, com o objetivo de melhorar a resposta dos
farmacos placlitaxel (PTX) e carboplatina (CBP), adicionou-se
concentragdes equivalentes de farmaco + composto na incubagdo as
células NCI-H460 a fim de determinar se ha um efeito sinérgico, aditivo
ou antagdnico entre as moléculas, baseando-se na definicdo de Chou
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(2006) que diz que o sinergismo consiste em um efeito maior do que
simplesmente o efeito aditivo, ou seja, o somatorio dos efeitos
isoladamente, e o antagonismo como um efeito menor do que o aditivo.
A combinagdo (PTX + FA339, PTX + FA438, CBP + FA339 ¢
CBP + FA438) foi analisada pelo programa CompuSyn. Este programa
calcula o Indice Combinatério (IC), baseado na proposta de Chou e
Talalay (1984), avaliando o efeito das curvas dose-resposta dos
compostos isolados, seguido pela resposta citotoxica que envolve a
combinacdo dos compostos com os farmacos. Na figura 16, observa-se
que a combina¢do do FA339 com o PTX resultou em um efeito
sinérgico para a linhagem NCI-H460, com um indice combinatorio IC
igual a 0,51, enquanto que a combinagdo do FA438 com o mesmo
farmaco resultou em um indice combinatorio igual a 0,56. Os dois
resultados de indice combinatdrio sdo representativos para um Fa = 0,5,
que significa que os dois compostos combinados com o PTX sdo
sinérgicos quando o objetivo é causar toxicidade em 50% das células.

Figura 16. Avaliacido do indice combinatorio (IC) dos compostos FA339 e
FA438 com o farmaco Paclitaxel para Fa =0,5.
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Para determinar o efeito da combinag@o entre compostos e farmaco foi utilizado
o programa CompuSyn (versio 1.0). Indices combinatérios < 0,90 (valores
abaixo da barra vermelha) sdo considerados sinérgicos, valores entre 0,9 - 1,0,
efeito aditivo e valores > que 1,0 sdo considerados antagonicos. Cada ponto
representa a média + desvio padrao de trés experimentos independentes
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Por outro lado, quando os dois compostos (FA339 e FA438)
foram combinados com o farmaco CBP, os resultados encontrados
diferiram da resposta da combinagdo com o PTX. Apesar dos dois
farmacos serem utilizados na clinica para o tratamento do cancer de
pulmao de células do tipo NSCLC, como também serem utilizados em
tratamentos combinados (SANDLER et al.,, 2006; JOHNSON et al.,
2004), a combina¢do do farmaco CBP e dos hibridos moleculares
resultou em um efeito aditivo, quando combinados a CBP ¢ FA438, com
um IC igual a 0,91, e um efeito antagénico quando combinado com o
FA339, apresentando um IC igual a 1,77. Os dois resultados de indice
combinatério sdo representativos para um Fa = 0,5, como mostrado na
Figura 17.

Figura 17. Avaliacio do indice combinatorio (IC) dos compostos FA339 e
FA438 com o fairmaco Carboplatina para Fa = 0,5.

2.0
1.9
1.8
1.7
1.6
1.5
1.4
1.3
1.2
1.1
1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0-

@B FA438 + Carboplatina
T FA339 + Carboplatina

indice Combinatério

Para determinar o efeito da combinagdo entre compostos e farmaco, foi
utilizado o programa CompuSyn (versio 1.0). Indices combinatorios < 0,90
(valores abaixo da barra vermelha) sdo considerados sinérgicos, valores entre
0,9 - 1,0 efeito aditivo e valores > que 1,0 sdo considerados antagonicos. Cada
ponto representa a média + desvio padrao de trés experimentos independentes.

Posteriormente, foi verificado se os indices combinatdrios iriam
variar caso a indice inibitdrio desejado fosse mais alto. Analises a partir
de isobologramas foram feitas para determinar se havia efeito sinérgico,
aditivo ou antagdnico em Fa iguais a 0,5, 0,75 ¢ 0,9. Como se observa
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na tabela 5, em todos os indices de inibi¢do analisados a combinagdo de
PTX e FA339 assim como a combinagdo de PTX e FA438 indicam
sinergismo. A combinagdo de CBP e FA438, nos trés Fa analisados,
resulta em um efeito aditivo, enquanto que a combinagdo de CBP e
FA339 além resultar em um efeito antagdnico nos trés Fa analisados, ha
um incremento do efeito a medida que se utiliza um indice inibitério
mais alto.

Tabela 5. indice combinatério entre os firmacos Paclitaxel e Carboplatina
e os hibridos moleculares FA339 e FA438 em diferentes Fa.

indice Combinatério

Combinagio Fa=10,5 Fa=0,75 Fa=09
Paclitaxel + FA339 0,51 +0,05 0,62 +0,01 0,75 + 0,04
Paclitaxel + FA438 0,56 + 0,03 0,56 + 0,02 0,56 + 0,06

Carboplatina + FA339 1,77 £ 0,09 2,28 +£0,26 3,06 + 0,48
Carboplatina + FA438 0,91 +0,01 0,96 0,21 0,92 +0,19

O indice combinatério em diferentes Fa foi calculado utilizando o programa
CompuSyn (versdo 1.0). Indices combinatérios < 0,90 sio considerados
sinérgicos, valores entre 0,9 - 1,0, efeito aditivo e valores > que 1,0 sdo
considerados antagbénicos. Cada dado representa a média + desvio padrdo de
trés experimentos independentes.
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Figura 18. Isobologramas das combinacdes entre Paclitaxel e Carboplatina
com os hibridos moleculares FA339 e FA438 nos Fa 0,5, 0,75 ¢ 0,9.
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Os isobologramas foram gerados utilizando o programa CompuSyn (versao
1.0). A linha diagonal ¢ a linha de aditividade. Pontos de dados experimentais,
representados por pontos, localizados abaixo, sobre ou acima da linha indicam
sinergia, aditividade ou antagonismo, respectivamente.

A combinagdo de farmacos utilizados na clinica para o
tratamento de cancer de pulmio com novos compostos ou moléculas
especificas pode ser uma boa estratégia para melhorias nas terapias da
doenca. A associacdo dos compostos FA339 e FA438 com o PTX
mostrou uma resposta relevante, que pode ser um estimulo para a
realizacdo de ensaios in vivo visando a diminui¢do da dose do farmaco.
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6. CONCLUSOES

Entre os hibridos testados neste trabalho, os que apresentaram
melhor efeito citotoxico e melhor indice de seletividade entre as
linhagens nao tumoral HUVEC e tumoral de cancer de pulmdo NCI-
H460 foram os compostos FA339 e FA438. Por este motivo, estes foram
escolhidos para dar continuidade aos experimentos.

Apesar de nenhum dos compostos induzir a morte celular por
apoptose significativa, os dois compostos causaram bloqueio do ciclo
celular na transi¢do da fase G2/M, mesmo quando usadas concentracdes
menores que as respectivas ICs.

Além disso, os dois derivados foram capazes de causar uma
diminuicdo da invasdo celular da linhagem NCI-H460, além de diminuir
os niveis de proteinas de adesdo como a VCAM-1, cuja super-expressiao
estd associada a progressdo de diversos tipos de cancer e risco do
desenvolvimento de metastases.

Ainda, a associacdo dos hibridos moleculares FA339 ¢ FA438
ao farmaco Paclitaxel resultaram em um significativo efeito sinérgico,
enquanto que a combinag¢do de FA438 e Carboplatina resultou em um
efeito aditivo.
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7. PERSPECTIVAS

Até o fim deste trabalho, conclusdes pertinentes foram obtidas.
Porém, alguns estudos sobre esses compostos ainda podem ser
realizados, para melhor elucidagdo dos mecanismos moleculares aqui
propostos, como por exemplo:

* Avaliar a proteina ICAM-1 apds a exposicdo aos hibridos
moleculares FA339 e FA438 na linhagem celular NCI-H460.

* Avaliar as proteinas p53 e p21 apds a exposi¢do aos compostos
para determinar o mecanismo causador de bloqueio do ciclo
celular.

¢ Testar o efeito citotoxico dos compostos em outras linhagens
tumorais de cancer de pulmao.

* Realizar testes in vivo dos compostos FA438 ¢ FA339, além da
combinagdo destes com o farmaco Paclitaxel.

¢ Comparar a efetividade dos compostos em comparacdo com o0s
farmacos disponiveis no mercado.
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9. APENDICES

APENDICE A - Perfil de absorcio na regiio ultravioleta do
espectro eletromagnético do hibrido molecular FA247, FA260,
FA261 e seus precursores. Foram feitas varreduras de 250nm a 400nm
com a concentragdo do analito ajustada para 250 uM para os hibridos
FA247, FA260 ¢ FA26, e 500 uM para os precursores monastrol, acidos
cinamico, cafeico e ferulico. Concentracdo que representa menos de 1

mg/mL.
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APENDICE B - Cromatogramas dos ensaios iniciais dos hibridos
moleculares FA247 (H1), FA261 (H2), FA260 (H3) e seus
precursores monastrol, acido cafeico, acido ferulico e acido
cinimico assim como o padrio analitico fenol. Os ensaios foram
feitos em modo isocratico com 70:30 acetonitrila/acido formico 0,1%
(v/v), coluna Agilent ZORBAX Eclipse Plus™, C18, 4,6 mm x 150 mm
(5,0 um), Agilent Technologies”, mantida a 40°C ¢ um volume de
injecdo de 5 pL. Os canais 5 (varredura de absorbancia 250 nm - 400
nm) ¢ 6 (absorbancia maxima no comprimento de onda especifico para
cada composto) foram selecionados. Os cromatogramas representam os

resultados de um ensaio, dentre os trés ensaios realizados.
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APENDICE C - Tabelas contendo média + desvio padrio das dreas
dos picos e tempo de retencio (RT) dos ensaios em diferentes tipos
de armazenamento dos hibridos moleculares FA247, FA261, FA260
e seus precursores monastrol, acido cafeico, acido ferilico e acido

cinamico.
Ensaio arm. -
20°C (t=30 dias)

Area dos picos
(média + desvio

Tempo de retencio
(média * desvio

Ensaio arm. Estufa

37°C (t=72h)

Area dos picos
(média + desvio

Tempo de
retencio (média

Compostos Concentragio padrio) padrio) padrio) + desvio padrio)
FA247 250 pM 544640 + 6038,75 2.99 +0,02 552216 +11845,21 3.03 +0,05
FA261 250 pM 404145 +£2623,98 2.55+0,01 456152 +2472,06 2.56 + 0,00
FA260 250 pM 514444 +1261,25 2.66 + 0,00 550281 +2228,44 2.66 + 0,00

Monastrol 500 pM 246085 + 2361,97 2.80 +0,01 267127 + 418,30 2.79 + 0,00
Acido
cafeico 500 pM 534623 +3129,97 2.53 +0,00 565912 + 1315,49 2.53 +0,00
Acido

feriilico 500 pM 585067 +2063,28 2.64 + 0,00 632658 +2656,14 2.65+0,01
Acido 870583 +
cindmico 500 pM 10950,40 3.05 £ 0,00 844497 +2811,53 3.03 +0,00
Fenol
(P.A) 500 pM 51119 +1360,91 2.95+ 0,06 57205 + 170,30 2.94+0,01
Ensaio arm.
temperatura
Ensaio arm. 0- ambiente (t=30
4°C (t=30 dias) dias)
Area dos picos Tempo de retencio Area dos picos Tempo de

(média + desvio

Compostos Concentragio padrio)
FA247 250 pM 530078 +2372,72
FA261 250 pM 391364 + 5235,32
FA260 250 pM 513092 +3237,11

Monastrol 500 pM 248710 + 320,05
Acido
cafeico 500 pM 505890 + 3138,66
Acido

feriilico 500 pM 627416 + 5479,62
Acido

cindmico 500 pM 870497 +3020,17
Fenol
(P.A) 500 pM 57204 + 170,30

(média * desvio
padrio)

2.98 40,01
2.56 + 0,00
2.67 + 0,00

2.80 + 0,00

2.54 0,00

2.65 + 0,00

3.04 % 0,00

2.94+0,01

(média + desvio
padrio)

536755 +1799,16
358290 + 1215,00
519047 + 883,79

246395 + 565,22

412659 + 287,87

503150 + 1691,30

859614 + 915,06

50173 +£211,83

retencio (média

+ desvio padrio)

3.02 % 0,00
2.56 % 0,00
2.67+0,01

2.79 + 0,00

2.53 £ 0,00

2.64 + 0,00

3.03 % 0,00

3.00+ 0,01
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APENDICE D - Cromatogramas dos ensaios em T=30 em
armazenamento de 0-4°C dos hibridos moleculares FA247 (H1),
FA261 (H2), FA260 (H3) e seus precursores monastrol, acido
cafeico, acido ferulico e acido cinimico assim como o padrao
analitico fenol. Os ensaios foram feitos em modo isocratico com 70:30
acetonitrila/acido formico 0,1% (v/v), coluna Agilent ZORBAX Eclipse
PlusTM, C18, 4,6 mm, 150 mm, 5,0 mm, Agilent Technologies®,
mantida a 40°C e um volume de inje¢do de 5 pL.. Os canais 5 (varredura
de absorbancia 250 nm - 400 nm) e 6 (absorbancia maxima no
comprimento de onda especifico para cada composto) foram
selecionados. Os cromatogramas representam os resultados de um
ensaio, dentre 0s trés ensaios realizados.
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APENDICE E - Cromatogramas dos ensaios em T=30 em
armazenamento de -20°C dos hibridos moleculares FA247 (H1),
FA261 (H2), FA260 (H3) e seus precursores monastrol, acido
cafeico, acido ferulico e acido cinimico assim como o padrao
analitico fenol. Os ensaios foram feitos em modo isocratico com 70:30
acetonitrila/acido formico 0,1% (v/v), coluna Agilent ZORBAX Eclipse
PlusTM, C18, 4,6 mm, 150 mm, 5,0 mm, Agilent Technologies®,
mantida a 40°C e um volume de inje¢do de 5 pL.. Os canais 5 (varredura
de absorbancia 250 nm - 400 nm) e 6 (absorbancia maxima no
comprimento de onda especifico para cada composto) foram
selecionados. Os cromatogramas representam os resultados de um
ensaio, dentre 0s trés ensaios realizados.
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APENDICE F - Cromatogramas dos ensaios em T=30 em
armazenamento em estufa a 37°C dos hibridos moleculares FA247
(H1), FA261 (H2), FA260 (H3) e seus precursores monastrol, acido
cafeico, acido ferulico e acido cinimico assim como o padrao
analitico fenol. Os ensaios foram feitos em modo isocratico com 70:30
acetonitrila/acido férmico 0,1% (v/v), coluna Agilent ZORBAX Eclipse
PlusTM, C18, 4,6 mm, 150 mm, 5,0 mm, Agilent Technologies®,
mantida a 40°C e um volume de inje¢do de 5 pL.. Os canais 5 (varredura
de absorbancia 250 nm - 400 nm) e 6 (absorbancia maxima no
comprimento de onda especifico para cada composto) foram
selecionados. Os cromatogramas representam os resultados de um
ensaio, dentre 0s trés ensaios realizados.
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APENDICE G - Cromatogramas dos ensaios em T=30 em
armazenamento em temperatura ambiente (auséncia de luz) dos
hibridos moleculares FA247 (H1), FA261 (H2), FA260 (H3) e seus
precursores monastrol, acido cafeico, acido ferulico e acido
cinimico assim como o padrio analitico fenol. Os ensaios foram
feitos em modo isocratico com 70:30 acetonitrila/acido formico 0,1%
(v/v), coluna Agilent ZORBAX Eclipse Plus'™, C18, 4,6 mm, 150 mm,
5,0 mm, Agilent Technologies®, mantida a 40°C e um volume de
injecdo de 5 pL. Os canais 5 (varredura de absorbancia 250 nm - 400
nm) ¢ 6 (absorbancia maxima no comprimento de onda especifico para
cada composto) foram selecionados. Os cromatogramas representam os

resultados de um ensaio, dentre os trés ensaios realizados.
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APENDICE H - Efeito no tipo de morte celular dos compostos
FA339 e FA438 na linhagem celular NCI-H460 apo6s 72h de
incubac¢io com tratamento na concentracio de suas respectivas ICs
e ¥ ICsp. As células foram marcadas com Anexina-V-FITC e iodeto de
propideo. Células localizadas no quadrante superior esquerdo responde a

necrose,

esquerdo responde ao controle (células sem tratamento).
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APENDICE 1 - Efeito dos hibridos moleculares FA247 e FA261, e
do monastrol na progressio do ciclo celular das linhagens celulares
NCI-H460. As células NCI-H460 foram incubadas por 72h na auséncia
(grupo controle) e na presenca dos hibridos na concentragdo de suas
respectivas ICsy e %2 ICsg, € do monastrol (80 uM), e avaliadas apos 72h
de incubacdo, pela determinagdo do conteudo de DNA por citometria de
fluxo. As populagdes celulares foram divididas nas fases G0/G1, S e
G2/M do ciclo celular. Os histogramas representam os resultados do
experimento realizado no citdmetro de fluxo BD FACSCanto (Becton
Dickinson Immunocytometry Systems) e avaliada pelo software
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