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RESUMO

As leucemias mieloides agudas (LMA) sdo neoplasias hematologicas complexas e heterogéneas
e seu tratamento ainda apresenta dificuldades na cura completa dos pacientes. Assim, o objetivo
deste estudo foi investigar o efeito citotoxico de quatro compostos naturais e 34 compostos
sintéticos em linhagem de LMA, K562. Entre os compostos avaliados, a imidazopiridina
DSH64 foi o que demonstrou maior citotoxicidade para essas células, avaliado pelo método do
Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT). Esse composto
apresentou efeito citdxico concentragdo e tempo dependentes para as células K562, cujas Clso
foram de 51,88 = 2,85 uM, de 19,68 + 0,81 uM e 7,88 + 0,28 uM, nos tempos de 24h, 48h e
72h, respectivamente. Ja em células de fibroblasto humano, HS-5, o DSH64 apresentouClso de
24h de 98,33 = 3,95 uM. A capacidade hemolitica do DSH64 foi avaliada em concentragdes 10
x superiores a sua Clso de 24h e ndo foi observada hemdlise significativa. As alteracdes
morfoldgicas visualizadas pela microscopia de fluorescéncia observadas com BE/LA apds
tratamento com Clso de 24h do composto sugerem morte por apoptose. No entanto, ndo foram
detectados exposi¢ao dos residuos de fosfatidilserina por citometria de fluxo no tempo de 24h
de incubag@o com o composto. Embora o DSH64 nao tenha reduzido significativamente o Aym,
houve aumento da expressao da proteina pr6 apoptotica Bax, da caspase -3, do FasR e aumento
da relacdo Bax/Bcl-2, analisadas por citometria de fluxo, o que sugere o envolvimento da
apoptose extrinseca. Os resultados também mostraram uma redugao de survivina e aumento de
EROs. Em conjunto, esses resultados sugerem que imidazopiridina DSH64 ¢ um composto
promissor para o desenvolvimento de um novo farmaco a ser utilizado no tratamento da LMA.

Palavras-chave: Leucemia mieloide aguda, citotoxicidade, apoptose, imizadopiridina



ABSTRACT

Acute myeloid leukemias (AML) are complex and heterogeneous hematological neoplasms and
their treatment still presents difficulties in the complete cure of patients. Thus, the aim of this
study was to investigate the cytotoxic effect of four natural compounds and 34 synthetic
compounds on the AML strain, K562. Among the compounds evaluated, imidazopyridine
DSH64 was the one that showed the highest cytotoxicity for these cells, evaluated by the 3-
(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) method. . This
compound showed concentration and time dependent cytotoxic effect for K562 cells, whose
IC50 were 51.88 £ 2.85 uM, 19.68 £ 0.81 uM and 7.88 £ 0.28 uM, in 24h, 48h and 72h,
respectively. In human fibroblast cells, HS-5, DSH64 showed a 24h IC50 of 98.33 + 3.95 uM.
The hemolytic capacity of DSH64 was evaluated at concentrations 10x higher than its 24h IC50
and no significant hemolysis was observed. The morphological changes visualized by
fluorescence microscopy observed with BE/LA after treatment with 24h ED IC50 of the
compound suggest death by apoptosis. However, exposure of phosphatidylserine residues by
flow cytometry was not detected within 24 h of incubation with the compound. Although
DSH64 did not significantly reduce Aym, there was an increase in the expression of the pro-
apoptotic protein Bax, caspase -3, FasR and an increase in the Bax/Bcl-2 ratio, analyzed by
flow cytometry, which suggests the involvement of apoptosis extrinsic. The results also showed
a reduction in survivin and an increase in ROS. Taken together, these results suggest that
imidazopyridine DSH64 is a promising compound for the development of a new drug to be
used in the treatment of AML.

Keywords: Acute myeloid leukemia; Cytotoxicity; Apoptosis; Imidazopyridine.
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1 INTRODUCAO

O cancer compreende um conjunto de doencas complexas e heterogéneas que se
originam em tecidos ou 6rgaos e que apresentam como principais caracteristicas a exacerbacao
da proliferacao celular e a capacidade de acometer outros 6rgaos/tecidos adjacentes (NCI, 2021;
WHO, 2022). Sabe-se que o cancer ¢ um dos principais problemas de satde publica mundial,
esta entre a quarta maior causa de mortes precoces, em pessoas com menos de 70 anos, na
maioria dos paises. Apenas no ano de 2020, 19,3 milhdes de pessoas foram diagnosticadas com
cancer, das quais 9,6 milhdes de pessoas vieram a Obito em decorréncia dessa doenca
(BENDER et al., 2021; YIN et al., 2021). No Brasil, para o triénio 2020-2022, o INCA prevé
625 mil novos casos de cancer no pais (INCA, 2020).

Entre os canceres mais prevalentes no Brasil, para o triénio 2020-2022, tanto para
homens quanto para mulheres encontram-se as leucemias (INCA, 2020). As leucemias sdo
neoplasias do sistema hematopoiético e sdo caracterizadas pela proliferagdo anormal de células
hematopoiéticas neoplasicas que podem acumular-se na medula 6ssea (MO) e/ou no sangue
periférico (SP). As leucemias podem ser divididas em mieloides, quando hd comprometimento
da linhagem mieloide e em linfoides quando o comprometimento ocorre na linhagem linfoide.
Além dessa subdivisdo, as leucemias também sao divididas em agudas ou cronicas de acordo
com o estagio de maturacao das células acometidas (SWERDLOW et al, 2017).

Ainda que a fisiopatologia das leucemias mieloides agudas (LMA) esteja cada vez
mais bem elucidada e que existem iniimeros tratamentos disponiveis, o prognostico do paciente
diagnosticado com LMA ainda continua desfavoravel, com sobrevida global de 5 anos de
apenas 13,5%, principalmente em razao da recidiva/refratariedade da doenga. Em pacientes
jovens essa adversidade pode ocorrer em 10 a 40% dos pacientes, o que aumenta para 40 a 60%
em pacientes com idade acima de 60 anos (GUO et al., 2020; THOL; GANSER, 2020). Além
disso, entre o periodo dos anos de 2009 a 2019 as LMAs foram as neoplasias medulares mais
prevalentes no Brasil (SALVARO et al., 2021).

Portanto, diante das adversidades sociais, econdmicas e psicologicas encontradas no
do tratamento das LMAs julga-se de suma importancia a busca de novos compostos que atuem
como possiveis antineoplasicos no tratamento dessa doenga. Nesse sentido, para este estudo
propomos investigar o efeito citotoxico de quatro compostos de origem natural (dois compostos
derivados do Coral-Sol e dois compostos derivados da Fucoxantina) e 34 compostos de origem

sintética (cinco imidazopiridinas, trés derivados do éster do &cido cindmico, 13 Sulfonas e 14
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Sulfonamidas) sobre células de LMA (K562), bem como investigar seus principais mecanismos

de morte celular.
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2 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito citotoxico de quatro compostos de origem natural (dois compostos
derivados do Coral-Sol e dois compostos derivados da Fucoxantina) e 34 compostos de
origem sintética (quatro imidazopiridinas, trés derivados do éster do acido cinamico, 13
Sulfonas e 14 Sulfonamidas) sobre células de LMA (K562), bem como investigar seus

principais mecanismos de morte celular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito citotoxico de quatro compostos de origem natural (dois compostos
derivados do Coral-Sol e dois compostos derivados da Fucoxantina) e 34 compostos de
origem sintética (quatro imidazopiridinas, trés derivados do éster do 4cido cinamico, 13
Sulfonas e 14 Sulfonamidas) sobre células de LMA (K562) e selecionar os compostos
que apresentaram maior reducao da viabilidade celular;

Determinar as respostas dos compostos selecionados em relagdo a concentragdo e ao
tempo de incubagdo assim como calcular as suas concentracdes inibitorias de 50% (Clso)
em células K562;

Realizar a predicdo in silico das caracteristicas fisico-quimicas e biologicas dos
compostos que apresentaram maior redu¢do na viabilidade celular;

Investigar a citotoxicidade do composto selecionado sobre linhagem celular de
fibroblasto (HS-5) bem como calcular sua Clso;

Investigar o efeito do composto selecionado sobre eritrocitos de sangue periférico (SP)
de individuos clinicamente saudaveis.

Verificar se o composto selecionado causa morte celular por apoptose em células K562;
Investigar o efeito do composto selecionado sobre o ciclo celular e sobre a expressao do
marcador de proliferagdao KI-67 em células K562;

Avaliar se o composto selecionado altera o potencial de membrana mitocondrial (A¥m)
e a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) de células de linhagem K562;
Investigar se o efeito citotoxico do composto selecionado sobre as células K562 envolve
a modulagdo de proteinas antiapoptodticas bcl-2 e survivina, da proteina pré-apoptotica

Bax, do receptor Fas(FasR), do fator indutor da apoptose (AIF) e caspase-3 ativada.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Entende-se que cancer ¢ uma doenga que se caracteriza pelo conjunto de células
anormais que crescem de forma incontrolavel e ignoram o mecanismo normal de divisao
celular. Diferente das células saudaveis, que se ordenam por estimulos coordenados de
proliferacdo, diferenciagdo e morte celular, as células neoplasicas despendem da
independéncia desses sinais reguladores, o que resulta em uma proliferacao desordenada
dessas células neoplasicas, como também a invasao de tecidos e orgdos adjacentes
aquele tecido/6rgdo inicial (YADAV; MOHITE, 2020).

O cancer ¢ uma doenga genética, pois € por meio de mutagdes genéticas que ha
o inicio das neoplasias. Essas alteracdes genéticas podem acontecer por exposi¢oes
mutagénicas, envelhecimento ou por hereditariedade. Quando uma célula sofre um dos
danos citados anteriormente, ¢ se modifica geneticamente, torna-se capaz de se
proliferar de forma clonal, ou seja, gerar outras células que sejam tao idénticas quanto
a célula inicial, e, por expressarem aberragdes moleculares que favorecem a sua
proliferagao e manutengao. Essas células tendem a proliferar-se com maior rapidez do
que as células saudaveis, assim tomam o espago que antes era de células fisiologicas
normais (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2018; NCI, 2021).

Os principais genes envolvidos no desenvolvimento tumoral sdo: proto-
oncogenes; genes supressores de tumor, pois estdo envolvidos na proliferacdo e divisao
celular, e os genes de reparo do DNA, os quais realizam o reparo do DNA danificado.
Células com alteragdes nesse ultimo gene sdo capazes de desenvolver alteragdes
genéticas adicionais em outros genes, além de serem capazes de alterar cromossomos,
com duplica¢des ou dele¢des cromossomais (NCI, 2021).

Conforme suas caracteristicas fisiopatologicas e diante de suas particularidades
clinicas, as neoplasias podem ser classificadas entre benignas e malignas. As neoplasias
benignas tém seu crescimento de forma mais controlada, usualmente com menor
rapidez, suas células sdo bem diferenciadas e o tumor tem limites bem definidos sem
capacidade de invadir outros tecidos/orgaos. Em contrapartida, as neoplasias malignas
sdo caracterizadas por células que proliferam com muita rapidez e sem controle,
apresentam graus de diferenciacdo varidveis e tem uma enorme capacidade de acometer
outros Orgaos, ou seja, sdo capazes de formar metastases (NCI, 2021;WANG; LEI;

HAN, 2018).
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De forma geral as neoplasias malignas sdo subdivididas entre neoplasias de
tumores solidos e neoplasias hematoldgicas. Os tumores solidos ocorrem quando ha a
formacao de uma massa solida em um tecido que previamente encontrava-se saudavel.
As neoplasias hematologicas t€ém origem na medula 6ssea e/ou em tecidos linfoides e
sdo decorrentes do desajuste da hematopoiese normal ou do crescimento de células
linfoides em tecidos linfoides primarios ou secundarios (SWERDLOW et al., 2017;
NCI, 2021; WHO, 2022).

As leucemias sdo neoplasias do sistema hematopoiético que se caracterizam pela
proliferagdao desordenada de células hematopoiéticas anormais. Essas células podem se
acumular na MO e/ou SP, bem como se infiltrar em outros tecidos e causar metastase.
O clone leucémico pode originar-se em diferentes fases de diferenciacdo de precursores
mieloides ou linfoides. Assim essas neoplasias podem ser subdivididas em mieloides e
linfoides, e, em agudas e cronicas, o que define essa doenca como uma neoplasia
heterogénea, tanto biologicamente quanto morfologicamente (SWERDLOW et al,

2017, MARIANI; CABRETA, 2014, HU; SHILATIFARD, 2016).

LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA (LMA)

A LMA ¢ uma neoplasia hematologica de células progenitoras mieloides, e ¢
considerada uma doenga complexa devido a sua heterogeneidade. A principal causa
dessa neoplasia sdo as alteragdes genéticas, e, € devido a essas alteragdes que as células
neoplasicas perdem seu potencial de diferenciacdo e se proliferam de forma anormal
(PELCOVITS; NIROULA, 2020; WOICICKI et al., 2020; SWERDLOW et al, 2017).
Além das alteragdes genéticas outros fatores de riscos estao associados a doenga como:
idade, exposi¢do a produtos quimicos, uso de cigarro, tratamentos prévios a outras
neoplasias e alta exposicao a radiacio (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2022).

E uma neoplasia que atinge, principalmente, adultos mais velhos com média de
idade de 68 anos, ¢ rara em individuos com menos de 45 anos de idade. O prognostico
da doenga para individuos idosos ¢ considerado desfavoravel, pois a taxa de sobrevida
de 5 anos ¢ de apenas 25% dos casos (MONTESINOS et al., 2019; MUKHEJEE;
SEKERES, 2019). Outro grupo que apresenta um prognostico desfavoravel sao criangas
com LMA, apesar da doenca ser rara nesse grupo. Cerca de um ter¢o dos pacientes

pediatricos sofrem recidiva da doenga ap6s o tratamento inicial (APLENC et al., 2020;
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BRISSOT; MOTY, 2015; ELGARTEN; RUBNITZ, 2008; RUBNITZ; KASPERS,
2021).

Os sinais e sintomas podem se manifestar de forma variada, desde o paciente
sem nenhum sintoma identificado, aquele em estado critico devido a uma sepse causada
pela insuficiéncia medular. As manifestacdes clinicas sdo inespecificas e por isso o
diagnostico precoce se torna mais dificil. A Figura 1 mostra alguns sintomas possiveis
que os pacientes com LMA podem apresentar (BHATT, 2019; KLEPIN et al., 2020;
NEWELL; COOK, 2021).

Figura 1. Apresentacdes clinicas de pacientes de LMA
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Adaptado(NEWELL; COOK, 2021).
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O diagnostico laboratorial das LMAs ¢ realizado pela avaliagdo morfologica e
citoquimica, imunofenotipicas e genética das células neoplasicas, e, sdo classificadas
segundo a Organizagao Mundial da Satde (OMS) (KARIMDADI SARIANI et al.,
2021; ROSE-INMAN; KUEHL, 2017; SWERDLOW et al., 2017).

3.1.1 A PATOGENESE DA LMA

Por tratar-se de uma doenga extremamente complexa e heterogénea, a
patogénese completa da LMA continua desconhecida. Porém, ao longo dos anos muitos
estudos investigaram a biologia molecular dessas doengas. Esse conhecimento ¢
importantissimo para o estabelecimento de tratamentos mais individualizados e eficazes
(CULP-HILL; D’ALESSANDRO; PIETRAS, 2021; PADMAKUMAR et al., 2021;
WOICICKI et al., 2020b).

Sabe-se que, devido a mutagdes genéticas, células progenitoras mieloides que
deveriam se diferenciar a células mieloides maduras na medula O&ssea, para
posteriormente alcangarem o SP, perdem a capacidade de maturacdo, se proliferam de
forma descontrolada e sua funcionalidade ¢ Ilimitada. Essas células, também
denominadas de células tronco leucémicas (LSCs) sdo responsaveis por originar os
blastos leucémicos, que assim como as LSCs, se proliferam de forma aberrante e
bloqueiam a maturagdo do restante das células da linhagem mieloide (CULP-HILL;
D’ALESSANDRO; PIETRAS, 2021; WOJCICKI et al., 2020b).

Para que mantenham a proliferagdo exacerbada, sabe-se que os blastos
leucémicos requerem uma enorme quantidade de energia e metabolitos. E através do
“efeito Warburg”, descrito hd cem anos atras por Otto Warbung, que as células
leucémicas se mantem energicamente ativas. As células neoplésicas utilizam,
preferencialmente, a gliclise aerdbica sobre o processo de fosforilagdo oxidativa, e,
assim conferem vantagem de proliferagdo e sobrevivéncia. A mutacao tirosina quinase
3 (FLT3) potencializa o efeito descrito acima, pela regulacao positiva da hexoquinase-
2, e, assim, hd uma dependéncia de glicolise aerobica (WOJCICKI et al., 2020b). Essa
alteracdo genética esta presente em cerca de 30% dos casos de LMA, e, estd associada
a um pior prognostico. O gene FLT3 ¢ responsavel por codificar o receptor de tirosina
quinase, o qual tem um papel fundamental na hematopoiese, pois atua como regulador
em processos celulares tais quais proliferacdo, diferenciacdo e apoptose (CHAN, 2011;

LAGUNAS-RANGEL et al.,, 2017). Quando esse gene sofre uma mutagdo de
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duplicagdo em tandem interna (DIT) ele perde a sua conformacgdo fisioldgica, isso
permite que o ligante se ligue de forma desordenada ao FLT3, o que resulta no estimulo
da proliferagao celular (PADMAKUMAR et al., 2021). Por isso, os casos que
apresentam células leucémicas com a mutagdo no FLT3-DIT apresentam leucocitose, e,
por isso, aumento do risco de recidiva e diminuicdo da sobrevida (DAVER;
VENUGOPAL; RAVANDI, 2021). O FLT3-DIT ativa de forma significativa a via
STATS, que por sua vez induz a expressdo génica de importantes genes para a
proliferacdo celular como Ciclina D1, c-MYC e p21 (CHAN, 2011; LAGUNAS-
RANGEL et al., 2017, PADMAKUMAR et al., 2021).

Outra mutagdo importante na LMA ¢ o da proteina nucleolar nucleofosmina
(NPM1). Essa proteina ¢ encontrada no nucleo de células em proliferagdo. As principais
funcdes dessa proteina sdo reparo ao DNA, apoptose e biogénese do
ribossomo(PADMAKUMAR et al., 2021). Foi observado que essa mutagdo ocorre de
forma dependente da idade, portanto, pacientes mais velhos tém uma incidéncia maior
da mutagao NPMI. Essa muta¢ao também se caracteriza por apresentar-se com outras
mutagdes como por exemplo FLT3-DIT, cerca de 40% dos pacientes com NPM1
também apresentam FLT3-DIT o que indica um prognostico desfavoravel. Porém,
quando a mutacdo NPM1 se apresenta de forma isolada ¢ considerada como um fator
de prognostico favoravel BEWERSDORF; ABDEL-WAHAB, 2022; LAGUNAS-
RANGEL etal.,2017; MARCUCCI et al., 2012a, 2012b; PADMAKUMAR et al., 2021;
THIEDE et al., 2006).

O fator de transcricdo CEBPA mutado também pode aparecer na LMA. Em
condi¢des normais, 0 CEPBA exerce uma func¢ao vital na regulagdo da proliferagdo e na
diferencia¢do dos precursores mieloides, entretanto, a expressao de CEPBA ¢ suprimida
na LMA o que leva a uma insuficiéncia na diferenciagao dos granulocitos. Essa mutacao
aparece em cerca de 15-19% dos casos de LMA, e, estd associada a um risco menor de
falha do tratamento, recidiva ou morte, ou seja, pacientes que apresentam essa mutacao
tem melhor sobrevida livre de recaida e sobrevida global (CULP-HILL;
D’ALESSANDRO; PIETRAS, 2021; FROHLING et al., 2004; PADMAKUMAR et al.,
2021; WILHELMSON; PORSE, 2020).

Outro fator de transcricdo mutado que também pode ser observado na LMA, ¢
o gene supressor de tumor (TP53), o qual codifica o fator de transcri¢ao p53. Esse gene

controla a parada do ciclo celular, apoptose, a senescéncia celular € o reparo ao DNA.
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Inclusive esse gene ja foi descrito como o “guardido do genoma” pois € capaz de
prevenir mutagdes do DNA. Na LMA, essa mutacdo esta relacionada principalmente a
contagens baixas de blastos, tanto na MO quanto no SP, idade avangada, e tratamento
quimioterapico prévio. E considerado um marcador de mau prognostico, e esta
associado com baixa resposta a terapia de indu¢do quimioterapica (KISHTAGARI;
LEVINE; VINY, 2020; LAGUNAS-RANGEL et al., 2017; PADMAKUMAR et al.,
2021; PANUZZO et al., 2020; WELCH, 2018).

Além das mutagdes citadas acimas, sabe-se que as interleucinas (ILs) também
desempenham um papel importante na LMA. Essas ILs exibiram fung¢ao regulatoria na
sobrevivéncia, apoptose e proliferacdo de células leucémicas (KASER et al., 2021;
NAKASE; KITA; KATAYAMA, 2018). Por exemplo, a interleucina 1 (IL-1)
desempenha, na LMA, como um fator de proliferacao autocrino nas células leucémicas
(KASER et al., 2021; VIJAY et al.,, 2019). Estudos apontam que, assim como a
interleucina 10 (IL-10), a molécula de adesao E-caderina promove a sobrevivéncia das
células leucémicas (KASER et al., 2021; NISHIOKA et al., 2017).

As interleucinas 2 (IL-2) e a interleucinas 3 (IL-3) estdo intimamente ligadas
com o CD25, isso porque o CD25 presente na superficie de células de LMA ¢ capaz de
ligar-se a [L-2. Essa ligagao CD25/IL-2 ¢ apresentada a linfocitos T com receptor de IL-
2. A estimulagdo criada por esta ligacao induz a produgado de IL-3. A IL-3 , por sua vez,
exerce uma fung¢do altamente proliferativa nas células neoplasicas de LMA positivas
para CD25. Assim LMA positiva para CD25 possui uma via de manutengdo de
proliferagao celular mediado por IL-2, IL-3 CD25 e linfocito T (KASER et al., 2021;
NAKASE; KITA; KATAYAMA, 2018).

Um dos desafios do tratamento da LMA ¢ a recidiva e refratariedade que
muitos pacientes enfrentam apds o diagndstico da neoplasia. Nesse contexto, a
interleucina 8 (IL-8) esta estreitamente ligada a quimioresisténcia de células neoplésicas
e a proliferacao dos blastos leucémicos. (KASER et al., 2021; VIJAY et al., 2019).

A formacdo de novos vasos sanguineos, denominada de angiogénese, ¢
imprescindivel para o crescimento e manuten¢do das células tumorais. Estudos
demostraram que a interleucina 12 (IL-12) é capaz de causar deficiéncia de moléculas
pré angiogénese como VEGF, CXCL6 e CXCL1. Em suma, o estudo demonstrou que

a IL-12 inibe diretamente o crescimento das células de LMA, além de influenciar na
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atividade metastatica (FERRETTI et al., 2010; KASER et al., 2021; MARTNER et al.,
2010).

As células T helper tipo 17(Th17) sdo células imunes importantes que secretam
interleucina 17 (IL-17). Um estudo comparou as concentragdes de Th17 e IL-17 em
células normais e em células leucémicas e foi observado que as células de LMA
possuem concentragdes mais elevadas de Th17 e IL-17 em relacdo a células normais.
Além disso, concentragdes mais baixas de Th17 foram relacionadas a remissao pos
quimioterapia de pacientes com LMA. As células Th-17 secretam uma isoforma da IL-
17, aIL-17A que mostrou propiciar a proliferacao de células leucémicas que expressam
receptor de IL-17. A IL-17 também ¢ responsavel por inibir células Thl. Essas células
sdo responsaveis por secretarem IFNy, que por sua vez é responsavel por favorecer a
resposta imune do paciente contra células tumorais. (HAN et al., 2014; KASER et al.,
2021).

As células T reguladoras (T-reg) sdo moduladoras do sistema imunologico.
Dentre suas fungdes ha controle a autoimunidade, e, por vezes, resisténcia a imunidade
antitumoral (KASER et al., 2021). A interleucina 35 (IL-35) ¢ secretada pelas T-regs, e
dados sugerem que pacientes com LMA apresentam concentragdes de IL-35 e T-reg
aumentadas, o que confere a essas pessoas imunossupressao significativa. A ligagao
entre T-reg e IL-35 também est4 relacionada a um mecanismo de escape dos blastos
leucémicos em relacdo ao sistema imune do paciente (KASER et al., 2021; TAO et al.,
2015; WANG et al., 2015).

A Figura 2 mostra de forma ilustrativa toda a rede que se forma entre citocinas

e células imunoldgicas no microambiente da LMA.
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Figura 2. A rede complexa das citocinas e sistema imunoldgico no microambiente da

LMA.
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eliminar as células leucémicas direta ou indiretamente por meio de células efetoras do sistema
imunologico. Em contrapartida, as células neoplasicas também secretam citocinas que atuam como fator
de crescimento tumoral, participam da metastase e da progressdo do tumor. NK; células NK , CD; células
dendriticas, T;células T, T-regs; células T reguladoras, CIK; células assassinas induzidas por
citocinas; células T auxiliares , IL ; interlucina, TNF; fator de necrose tumoral, INF ; interferon,

TGF; fator transformador de crescimento . Fonte adaptado: (KARIMDADI SARIANI et al., 2021).

O conhecimento da patogenia da LMA se faz importante, pois € através da
compreensdo dos fatores que envolvem o microambiente dessa neoplasia que o
tratamento da doenca se faz cada vez mais individualizado e efetivo (KARIMDADI
SARIANI et al.,2021; MUKHERJEE; SEKERES, 2019; PADMAKUMAR et al., 2021;
PANUZZO et al., 2020; WOJCICKI et al., 2020b).

3.1.2 TRATAMENTO DA LMA

O tratamento da LMA, tem como objetivo eliminar as células leucémicas para
que se estabeleca a hematopoiese normal no microambiente da MO (DOHNER;
WEISDORF; BLOOMFIELD, 2015). A escolha da terapéutica que a ser utilizada

depende do subtipo de LMA, além disso outras caracteristicas também sao avaliadas no
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momento da decisdo do tratamento, entre elas, os fatores prognosticos, que incluem a
idade do paciente, estado geral de satde, comorbidades e a presenga de anormalidades
genéticas. A quimioterapia intravenosa ainda ¢ a principal forma de tratamento para a
grande maioria dos pacientes com LMA, devido a sua ac¢do sistémica e acessibilidade
das institui¢des. De forma geral o processo quimioterapico ¢ composto por trés fases: a
etapa de indugdo, que tem como principal objetivo eliminar os blastos leucémicos; a
etapa de consolidagdo que visa a destrui¢ao das células leucémicas remanescentes; € a
fase de manutencdo que consiste na administracdo de baixa dose de determinado
quimioterapico (conforme indicacdo de cada caso) por meses ou até mesmo anos.
Geralmente a etapa de manutengdo estd relacionado com pacientes de Leucemia
Promielocitica Aguda (LPA)(BHATT, 2019; HEUSER et al., 2020; SAMI et al., 2020;
TALLMAN et al., 2019).

A espinha dorsal do tratamento quimioterapico da LMA ¢ conhecida como
“regime7+3”, o qual combina a citarabina, um antimetabolito da piridina, por sete dias
e uma antraciclina, que pode ser a daunorrubicina ou idarrubicina, por 3 dias, conforme
mostra a Figura 3. Esse regime ¢ utilizado desde o ano de 1973 e foi proposto por um
grupo americano liderado por James Holland, que evidenciaram que esses dois
medicamentos, anteriormente usados separadamente, quando utilizados de forma
concomitante atingiam maiores taxas de remissdo em pacientes com LMA. Apos quase
cinco décadas, esse esquema quimioterdpico ainda ¢ muito utilizado, e ¢ a base para
outras terapias mais novas (HEUSER et al., 2020; ROWE, 2022; TALLMAN et al.,
2019).

Figura 3. “Regime 7+3”
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“Regime 7+3” utilizado no tratamento de LMA desde 1973 que combina citarabina,
antimentabolico de pirimidina, por sete dias e um antraciclina, daunorrubicina por trés dias. Fonte:

Adaptado (ROWE, 2022).

Apesar da manutencdo do esquema descrito anteriormente por décadas, as
taxas de remissao completa ainda despertam preocupagao, principalmente em pacientes
com 60 anos ou mais. Esse grupo alcanga, aproximadamente, apenas 40 a 60% de
remissdo completa e de 5 a 15% de cura(KAYSER; LEVIS, 2022; NEWELL; COOK,
2021). Por esse motivo, nos ultimos anos a Foods and Drugs Agency (FDA) aprovou
novos medicamentos para o tratamento da LMA. Essas novas terapias aprovadas pela
FDA s3o mais direcionadas para alvos genéticos, como, por exemplo, as mutagdes
genéticas no gene FLT3, para as quais pode-se citar os inibidores de FLT3,
midostaurina, quizartinib e gliteritinib. A midostaurina foi aprovada em abril de 2017
para ser utilizada em pacientes recém diagnosticados com LMA FLT-DIT positivos
juntamente com o “regime 7+3” na fase de inducdo, assim como utilizada também na
fase de consolidagdo. J4 o quizartinibe e o gilteritine sdo utilizados em pacientes que
foram recidivantes ou refratirios a quimioterapia inicial (DOHNER; WEI,
LOWENBERG, 2021; HEUSER et al., 2020; KAYSER; LEVIS, 2022; TALLMAN et
al., 2019).

A FDA aprovou também, nos anos de 2017 e 2018, os inibidores das enzimas
isocitrato desidrogenase 2 (IDH2) e IDHI, respectivamente. Essas enzimas sdo
componentes chaves do ciclo de Krebs. A IDHI estd presente nos peroxissomos e
citoplasma, enquanto a IDH2 ¢ encontrada na matriz mitocondrial. Tanto o inibidor
seletivo de IDH1, ivosidenib, quanto o inibidor seletivo de IDH2, ensidebid, tem como
mecanismo de acao a diferenciagdo e maturagdo das c€lulas leucémicas, e, por isso, pode
induzir a sindrome de diferenciacdo e leucocitose, que podem ser tratados com
corticoides e hidroxiuréia. Quando recém aprovados ambos os medicamentos eram
utilizados como linha de frente em casos de recidiva/refratariedade de pacientes com
LMA positivos para mutagdo IDH. Porém por apresentarem boas taxas de remissao
completa em cerca de 22% dos pacientes, esses inibidores avangaram para a primeira
linha de tratamento de pacientes recém diagnosticados com LMA positivos para IDH
com mais de 75 anos, e, que nao sao elegiveis para a terapia intensiva. Porém, apesar do

sucesso aparente, alguns aspectos ligados ao ivosidenib e ensidenib continuam
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inexplicaveis, que incluem a variabilidade da resposta entre os pacientes com LMA IDH
mutante, a resisténcia primaria presente em alguns pacientes e a resisténcia adquirida
que alguns pacientes apresentam apo6s a remissao completa (DINARDO; PERL, 2019;
KAYSER; LEVIS, 2022; SAMI et al., 2020; SHORT et al., 2020; TALLMAN et al.,
2019).

Reaprovado pela FDA em 2017, o gentuzumab ozogamicina (GO) ¢ um
imunoconjugado que combina o anticorpo anti-CD33 com a toxina caliqueamiciba. Esse
farmcao € utilizado junto com o esquema de combinag¢do de daunorrubicina e citarabina
em pacientes recém diagnosticados com LMA com expressdo de CD33. Também ¢
utilizado para LMA recidivante/ refrataria e para pacientes pediatricos (DINARDO;
PERL, 2019; SHORT et al., 2020; TALLMAN et al., 2019).

Um outro farmaco desenvolvido nas ultimas décadas foi o venetoclax, um
inibidor oral da proteina antiapoptotica BCL-2. Inicialmente foi utilizado para leucemia
linfocitica cronica (LLC), mas depois, considerando que nas células leucémicas da
LMA, a BCL-2 esté firmemente ligada a proteinas pro-apoptoticas, como BAX, também
foi sugerido o seu uso para tratamento nesses pacientes. Ao ser administrado, o
venetoclax bloqueia o sulco hidrofébico de BCL-2, assim, ha o deslocamento de BAX,
e, consequentemente, as células de LMA sofrem apoptose. Entretanto, os pacientes
tratados com venetoclax, em monoterapia, apresentaram resisténcia a medicacdo por
regulagdo positiva de uma outra proteina antiapoptotica, a MCL-1. A fim de solucionar
esta questao, um agente hipometilante, como, por exemplo, a azacitidina, foi combinado
com venetoclax para melhorar os resultados dessa terapia (BAZINET; ASSOULINE,
2021; HEUSER et al., 2020; SHORT et al., 2020; TALLMAN et al., 2019).

A evolucdo do tratamento da LMA, demonstrado na Figura 4, reflete a
necessidade de desenvolvimento de medicagdes que sejam capazes de driblar a

complexidade dessa neoplasia(DINARDO; PERL, 2019; SHORT et al., 2020).
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Figura 4. Evolugao do tratamento da LMA
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As pesquisas para medicagdes cada vez mais efetivas fez com que a LMA estivesse no topo de
estudos para tal finalidade nas Gltimas décadas. A linha do tempo mostra as aprovagdes terapéuticas cada
vez mais especificas para atender a heterogeneidade da LMA. Fonte: Adaptado de (DINARDO; PERL,
2019).

Apesar dos esforcos da industria farmacéutica, o tratamento da LMA ainda
apresenta indice de recidiva/refratariedade consistente. As taxas de remissdo completa
ainda ficam abaixo dos 30% (SAXENA; KONOPLEVA, 2020).

Com os avancos no entendimento da patogenia da LMA um leque de possiveis
alvos farmacologicos foram descritos. Um alvo terapéutico que ganhou bastante
notoriedade foi a apoptose. Foi observado que as células leucémicas interagem de forma
simbiotica com proteinas antiapoptdticas, e, por isso, muitos estudos se valem desse
conhecimento para o desenvolvimento de novos farmacos contra a LMA, como o
venetoclax, citado anteriormente (BALL; BORTHAKUR, 2020a; SAXENA;
KONOPLEVA, 2020a).

Para tal fim, os compostos sintéticos tém sido amplamente pesquisados pela
industria farmacéutica. Cerca de 85% dos medicamentos utilizados atualmente na
clinica sdo de origem sintética, pois a sintese desses compostos tornou-se uma facilidade
para a produgdo farmacéutica., além de possibilitar o controle analitico dos produtos
preparados (BARREIRO; FRAGA, 2015). Os anéis heterociclicos com um anel
imidazol estdo presente em uma gama de atividades bioldgicas como antifingicos

(SAWYER et al., 1975), antineoplasicos, anticonvulsivantes e antibidticos (DEVI;
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JANA; SINGH, 2018; KISHBAUGH, 2016). Entre os produtos da adicdo de anéis

heterociclicos as piridinas, ¢ possivel destacar a imidazopiridina (SAYEED et al., 2018).

IMIDAZOPIRIDINAS

A estrutura das imidazopiridinas tem-se demostrado um importante elemento
quando se pensa na questdo farmacologica, pois sua estrutura quimica ganhou enorme
relevancia nas ultimas décadas por ser usada com grande frequencia no
desenvolvimento racional de novos andlogos sintéticos para muitos disturbios
terapéuticos. Uma ampla gama de derivados de imidazopiridinas foi desenvolvida como
potenciais  quimioterapicos, antivirais, anti-inflamatdrios, antiparasitarios e
antidiabéticos. Isso se deve ao fato de que o sistema heterociclico (Figura 5), presente
na estrutura quimica dessa classe, ¢ considerado um farmacoforico chave para a
otimizagdo e identificagdo de estruturas leads (DYMIASKA, 2015, EL-AWADY;
SEMREEN; SABER-AYAD; CYPRIAN; MENON; AL-TEL, 2016; KHATUN et al.,
2021a).

Figura 5. Estrutura quimica das imidazopiridinas

Fonte: Silva, LO, 2021

As imidazopiridinas sdo compostos que pertencem a um grande grupo de
antibioticos nucleosideos. Como ha uma semelhanca conformacional muito grande
entre os nucleosideos humanos e os presentes nos antibidticos, estes conseguem
interagir com o material genético humano e assim exercem sua atividade bioldgica.
(DYMInSKA, 2015)

Estes compostos estdo associados a um grande potencial antineoplasico. Um
estudo realizado com células de cancer de mama (MCF7, MDA-MB-231 ¢ SKBR3)
demonstrou que as imidazopiridinas testadas diminuiram a expressdo da proteina EZH2
que consequentemente leva a uma parada do ciclo celular na fase G2/M e induz a

apoptose (DYMINSKA, 2015, HAYDEN; JOHNSON; PACKHAM; CRABB, 2010).
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Outro estudo realizado por Ramasamy e colaboradores (1990) investigou o efeito
citotdxico de imidazopiridinas em camundongos com LMA. O resultado da pesquisa
evidenciou que as imidazopiridinas reduziram as células leucémicas em até 77%
(DYMInSKA, 2015, RAMASAMY; IMAMURA; HANNA; FINCH; AVERY;
ROBINS; REVANKAR, 1990).Ainda, DAHAN-FARKAS e colaboradores (2011),
demostraram que derivados de imidazopiridinas induziam a apoptose em células de
cancer de colon, HT-29 e Caco-2.

As imidazopiridinas também ja foram descritas como inibidores da enzima
Aurora quinase A. Essa enzima, que pertence a familia das serinas/treoninas quinases,
¢ responsavel pela regulagdo do fuso mitotico e encontra-se super expressa em canceres
como colorretal, prostata, ovario, mama, glioma entre outros. (DYMINSKA, 2015).

3.3 CICLO CELULAR

O processo do ciclo celular ¢ vital para que haja a replicagdo e proliferacao das
células neoplasicas bem como o estimulo que sustenta a replicagdo e a imortalidade, que
sao propriedades importantes para o desenvolvimento das células tumorais
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). Como mostra a Figura 5, o ciclo celular ¢ dividido
em interfase e mitose e assegura que o material genético de uma célula mae seja
repassado igualmente a duas células filhas. Durante a interfase, periodo que compreende
o tempo entre duas mitoses, a célula se prepara para a divisdo celular, para isso aumenta
seu volume celular, realiza a condensacdo dos cromossomos e a sintese de proteinas.
Essa etapa ¢ denominada de fase G1 (gap one). Posteriormente a G1, se inicia a fase
G2, onde ha a sintese de RNA e proteinas, componentes necessarios para realizar a
mitose. Ainda na interfase a célula pode entrar na fase GO, periodo em que a célula se
encontra em repouso (quiescéncia). A proxima fase do ciclo celular ¢ a mitose (fase M),
onde uma célula-mae se divide em duas células-filhas que possuem o mesmo niimero
de cromossomas. A fase M se divide em cinco etapas: profase, prometafase, metafase,

anafase e telofase(WENZEL; SINGH, [s.d.]; WILLIAMS; STOEBER, 2012).
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Figura 6. O ciclo celular
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O ciclo celular ¢ dividido em interfase (G1, G2 ¢ S) ¢ mitose. Entre as fases do ciclo, existem
pontos de checagem que sdo controladas por checkpoints, que ird permitir que a célula passe para a

proxima fase, sem nenhum erro. Fonte: Silva, 2021.

Com a finalidade de garantir que o processo de divisao celular esteja de forma
correta e que nao haja danos e mutagdes no DNA, existem diversos pontos de checagem
(checkpoints) durante o ciclo celular. Os checkpoints sao mediados por ciclinas, as quais
sdo expressas durante as fases do ciclo e regulam de maneira alostérica uma familia de
quinases, denominadas quinases dependentes de ciclinas (CDKs). Sao as CDKs que
permitem a progressao do ciclo celular. Ao encontrar erros no processo de divisdo, hd a
formacao de um complexo estavel entre as CDKSs e suas proteinas inibitorias (CKls) e
a interrup¢do do processo de divisdo celular. Falhas nesses processos de regulagem
podem acarretar acimulo de anormalidades no DNA, e a proliferacdo celular
descontrolada, caracteristicas observadas em neoplasias malignas, como na LMA
(GABRIELLI; BROOKS; PAVEY, 2012; SHERR; BARTEK, 2017; WILLIAMS;
STOEBER, 2012).

Sabe-se que as células troncos leucémicas (LSCs) sdo capazes de escapar dos
efeitos dos agentes quimioterapicos por permanecerem em quiescéncia. Um aumento
no miRNA 126 nas LSCs leva 4 diminui¢ao na expressao de CDK3 que leva ao atraso
da célula em sair de GO. Além disso, as células leucémicas tém regulagem positiva de

CDKs e proteinas de checkpoints. As CDKs promovem a progressao do ciclo celular
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em resposta a sinais mutagénicos como FLT3-DIT e os checkpoints sdo capazes de
reparar os danos ao DNA causados pela quimioterapia. Por esses motivos, muitos
farmacos que visam inibir CDKs e checkpoint tém sido avaliados para o tratamento de

LMA (ABOU ZAHR; BORTHAKUR, 2017a; JAMMAL et al., 2020).

APOPTOSE

A apoptose ¢ um processo celular conhecido como morte celular programada
pois o mecanismo de eliminagdo da célula danificada comeca a partir de uma medida
racional do organismo que visa a homeostase celular. Trata-se de um processo
fisioldgico e rotineiro que, em geral, ndo causa ativagdo de mediadores inflamatoérios,
diferentemente da necrose, outro tipo de processo de morte celular, onde pode ser
observado trauma celular e resposta inflamatéria (D'ARCY et al., 2019; GALLUZZI et
al., 2018). A arquitetura da apoptose ¢ complexa e abrange muitas vias de sinalizacao.
Esse processo de morte celular pode ser desencadeado através da via intrinseca ou
extrinseca, ambas as vias convergem para ativar caspases efetoras o que resulta em
alteragdes celulares morfologicas e bioquimicas (PISTRITTO; TRISCIUOGLIO;
CECI; GARUFI; DORAZI, 2016).
3.4.1 Apoptose intrinseca

A apoptose intrinseca (Figura 7), também denominada apoptose mitocondrial,
ocorre quando ha desordem no microambiente intracelular, como por exemplo, alta
concentracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), estresse no reticulo
endoplasmatico (RE) ou danos ao DNA (SONG et al., 2015;XU; LAIL; HUA, 2019).

Os membros da familia de proteinas Bcl-2 sdo os responsaveis pela regulacao
dessa via da apoptose, e sdo divididos em duas classes: os membros favoraveis a
apoptose (pro-apoptoticos) que sdo as proteinas Bax, Bak, Bid, Puma e Noxa; e os
membros que ndo favorecem a apoptose (anti-apoptdticos) como Bcl-2, Bel-xL e Bcel-
w (MOLDOVEANU et al., 2014).

Diante de um estimulo apoptético, os membros pro-apoptoticos da familia Bel-
2 mudam sua conformacao, e se translocam do citosol para para o interior da membrana
mitocondrial. A partir desse momento ocorre a inibi¢ao das proteinas antiapoptoticas e
a permeabilizacdo da membrana mitocondrial, o que permite que os fatores apoptoticos

sejam liberados no citosol (GALLUZZI et al., 2018).
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A mitocondria € revestida por duas membranas, externa e interna, € o espago
entre elas ¢ controlado pelo potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym). Com a
permeabilizacdo membranar, poros sao formados na membrana externa da mitocondria
ocasionando a perda do A¥Wm, e, por consequéncia, ha a liberacdo de componentes que
se encontravam no espago intermembranar, como, por exemplo, o citocromo-c, o fator
indutor da apoptose (AIF) e a proteina SMAC/Diablo (BANO; PHEHN, 2018; JULIEN;
WELLS, 2017).

Ap6s a liberagdo do citocromo-c, este se liga ao fator-1 ativador de protease
apoptdtica (APAF-1) e a pro-caspase-9, e, dessa forma, ocorre a formacdo de um
complexo denominado de apoptossoma. Esse complexo, por sua vez, ativa a caspase-9,
e, consequentemente, ocotrre a clivagem proteolitica das caspases efetoras -3 e -7. Apos
a clivagem das caspases efetoras, elas se tornam ativas e sdo responsaveis por inimeras
alteragdes conformacionais na estrutura celular, como a formacao dos blebbings de
membrana, danos ao DNA, exposi¢ao dos residuos de fosfatidilserina, e a formagao de
corpos apoptoticos. Em paralelo a proteina SMAC bloqueia os membros da familia
inibidores da apoptose (IAP), o que impede a inibi¢cdo das caspases efetoras. Ja o AIF
pode atuar independente da ativa¢do das caspases (PISTRITTO; TRISCIUOGLIO;
CECI; GARUFI; DORAZI, 2016).

Figura 7. Apoptose intrinseca
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O processo de apoptose intrinseca que se inicia apds desordem no ambiente intracelular e
desbalango entre as proteinas pro-apoptdticas como bax, bak e bid e as proteinas anti-apoptoticas como

bel-2, bel-xL e bel-w. Assim, ha a permeabilizagdo da membrana mitocondrial e, portanto, a perda do



35

potencial de membrana mitocondrial que € responsavel pela liberacdo de componentes pro-apoptdticos,
como citrocromo-c¢, AIF e Smac/Diablo. O citocromo-C combina-se com o APF-1 e a pro-caspase 9
para formar o apoptossoma. E através da formagao do apoptossoma que ocorre a clivagem da caspase-
9 que por sua vez ativara as caspases efetoras -3 e -7 e levara a célula a morte por apoptose. Fonte: A

autora

3.4.2 Apoptose extrinseca

A apoptose extrinseca (Figura 8) ¢ desencadeada via receptores de morte,
localizados na superficie celular, que captam estimulos externos. Os receptores de morte
incluem o receptor Fas (que se liga ao FasL), os receptores de fator de necrose tumoral
(TNF) que incluem TNFR1 e TNFR2, TRAIL DR4 e DRS5. O processo da apoptose
extrinseca se inicia com a interacdo entre o ligante Fas e os receptores da familia TNF.
Essa ligacdo por sua vez chamaré os dominios de morte (DD) como TRADD ou FADD
que em conjunto com as caspases-8 e -10 comporao o complexo DISC, o qual ¢ um
complexo sinalizador de apoptose. A formacao do complexo DISC induz a clivagem da
caspase-8, que apos liberar sua forma ativa, estimularad as caspases -3 e¢ -7. Essas
caspases sao responsaveis pela morte celular. A caspase -8 também ¢ responsavel pela
clivagem da proteina pro-apoptotica Bid, que apos clivada aumentard a permeabilidade
mitocondrial, e liberard fatores apoptoticos, que iniciardo a apoptose intrinseca
(CARNEIRO; EL-DEIRY, 2020; D’ARCY, 2019; GALLUZZI et al., 2018).

Figura 8. Apoptose extrinseca
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O processo de apoptose extrinseca se inicia a partir de perturbagdes no microambiente
extracelular que sensibilizam os receptores de membrana, como fas e receptores da familia TNF. Apds

estes receptores interagirem entre si, ha a ativagdo dos dominios de morte, TRADD ou FADD, que irdo
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se ligar ao receptor Fas através do ligante FasL e assim compordo o complexo DISC. Este complexo
sera responsavel pela clivagem da caspase-8 que levard a clivagem das caspases efetoras -3 e -7 e levara
a célula a morte por apoptose. A caspase-8 também ¢é responsavel por ativar a proteina pré-apoptotica
Bid que sera responsavel pelo inicio da cascata da apoptose intrinseca que levara a célula a morte por

apoptose. Fonte: A autora

3.4.3 Morte celular independente de caspase

A homeostase entre a divisdo celular e a morte celular ¢ de inquestionavel
importancia para a manutengao ¢ desenvolvimento dos seres vivos. Qualquer erro em
um desses processos tem consequéncias graves como o desenvolvimento do cancer.
Nos ultimos anos a morte celular programada (PCD) passou a ser muito estudado e
descobriu-se que, a apoptose depende de caspase ndo ¢ a unica forma de PCD. Além
da apoptose, citada anteriorimente, outras PCDs tem sido muito estudadas como
autofagia, necrose, piroptose, necroptose, ferroptose, esferocitose, autosis, anoikis,
morte celular netdtica, morte celular dependente de lisossomos, morte celular
imunogénica e processos que ndo classificados como PCD. (GALLUZI et al., 2018;

GIACCONE G, 2005).

3.5 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROS)

As espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo moléculas que contém oxigénio
quimicamente reativo e se formam pela redu¢do incompleta de um elétron de oxigénio,
como, por exemplo, o peroxido de hidrogénio (H.O.), o radical hidroxila (OH-) € 0 anion
superoxido (Or) (AGGARWAL et al., 2019). A mitocondria ¢ a maior fonte de EROS
em seres vivos (GALADARI et al., 2017). O equilibrio entre a producdo de EROS e
antioxidantes ¢ de grande importancia, pois a alta concentragdo de EROs esta
relacionada com o desenvolvimento de varias doengas, como o cancer (GALADARI et
al., 2017; HAN; WILLIAMS; CADENAS, 2001).

Disfung¢des mitocondriais sdo encontradas em células neopléasicas que podem
ocorrer por dois fatores: pela reagdo celular a hipdxia encontrada no microambiente
tumoral onde ocorre uma reprogramacao metabodlica e a geragao de energia da célula se
da via anaerobia (efeito Waburg), ou através de mutacdes que alteram o DNA da
mitocondria (POTTER; NEWPORT; MORTEN, 2016). Portanto, o aumento de EROs,
de acordo com a concentragdo e o periodo de exposicdo, pode ocasionar o estresse

oxidativo, que por sua vez pode causar danos nos lipideos de membrana, nas proteinas
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e no DNA, o que poderd gerar instabilidade gendmica e a inativagdo de genes
supressores tumorais, como o p53. O aumento de EROS também esté ligada a ativagao
de diferentes vias como a via PI3K/Akt/ mTOR, NF-kB e MAPK/ERK que estao
associadas a tumorigénese(REZATABAR et al., 2019).

Em contrapartida, altas concentragdes de EROs podem gerar citotoxicidade em
células neoplésicas e ocasionar a morte celular em processos como o da apoptose, pois
o aumento de EROS diminui a permeabilidade mitocondrial, e assim ha a formagao de
poros na membrana, consequentemente, o citocromo-c ¢ liberado, € em conjunto com
Apaf-1 e a pro-caspase-9 levam a ativagdo de caspase-9 e a ativagdo de caspases
efetoras, o que resulta em clivagem de proteinas celulares e a morte celular por apoptose
(AGGARWAL et al., 2019).

Apesar do seu papel paradoxal, a busca de compostos que aumentem a
producdo de EROs parece ser interessante para o desenvolvimento de novos agentes

antineoplasicos.

4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 SINTESE DOS COMPOSTOS

Para a execucdo deste trabalho, utilizou-se quatro compostos de origem natural, nos
quais dois foram isolados a partir do coral-Sol (Tubastraea coccinea L.) e dois derivados da
fucoxantina (pigmento de algas pardas ou marrons). Além desses, foram investigados os efeitos

citotoxicos de 34 compostos sintéticos, como descrito abaixo.

4.2  COMPOSTOS NATURAIS

Os compostos CSCRT2 e SPH7 foram gentilmente cedidos pela MSc Fernanda
Nienkdtter Sardd, a qual realizou sua dissertagdo de mestrado sob orientagdo do professor
Dr.Eloir Paulo Schenkel do laboratorio GEPRONAS/CCS da UFSC. Ambos 0s compostos
foram extraidos do coral - Sol e a coleta aconteceu na Ilha do Arvoredo no Saco do Vidal em
Santa Catarina, em maio de 2017, e sao derivados indolicos.

Os compostos 18 ¢ 20 sao derivados da fucoxantina. Esses compostos fizeram parte
da tese da Dra. Ana Claudia Philippus, sob orientacdo da professora Dra. Miriam de Barcellos
Falkenberg, do Laboratorio de Quimica Farmacéutica/CCS da UFSC e foram gentilmente

cedidos para este trabalho.

43 COMPOSTOS SINTETICOS

Duas séries de compostos sintéticos foram cedidas pelo Laboratorio de Catélise e
Fendmenos Interfaciais da (LACFI) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
coordenado pelo professor Dr. Ricardo Ferreira Affeldt, quatro imidazopiridinas (DSHSS,
DSH56, DSH58, DSH64) e trés compostos derivados do éster do acido cinamico (4-OMe, 4-
Ac e 2Me).

Além desses compostos, também foram analisadas outras duas séries, uma de
compostos sintéticos derivados de sulfonamidas (SRL101, SRL102, SRL103, SRL104,
SRL106, SRL107, SRL108, SRL111, SRL112, SRL113, SRL114, SRL115, SRL116, SRL121)
e outra de sulfonas (LM13, LM14, LM20, LM21, LM22, LM23, LM24, LM25, LM26, LM27,
LM47, LM206), ambas gentilmente cedidas pelo Laboratério de Quimica Farmacéutica

coordenado pela professora Dra. Lilian Sibelle Campos Bernardes.
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Figura 9. Esquema da Triagem de citotoxicidade dos compostos naturais e sintéticos

sobre células K562

| Compostos triados em células K562

L4 hJ
| Compostos naturais | |C0mp05t05 sintéticos|
| Coral- Sol | | Der. Fucoxantina | Imidazopiridinas. Der. Ester 4c. Cindmico Sulfonas
v v A v Ad v
v" CSCRT2 v 18 + LM13 + SRL101
| v SPH7 | | v 20 | - GEIES . 4-0me - LM14 + SRL102
o GEIEG . 4Ac = LM20 *+ SRL103
o DEIEE . 2Me - LM21 + SRL104
. DSHG4 * LMm22 * SRL106
* LM23 * SRL107
= LM24 + SRL108
= LM25 + SRL111
* LM26 * SRL112
= LMm27 » SLR113
= LM47 + SRL114
= LM71 + SRL115
+* LM206 + SRL116
* SRL121

Fonte: A AUTORA

44 TRIAGEM E DETERMINACAO DAS CURVAS DE CONCENTRACAO E
TEMPO RESPOSTA

Para atingir as concentragdes desejadas nos experimentos de citotoxicidade,
inicialmente, foi preparada uma solu¢ao com concentragdo de 10mM dos compostos analisados,
dissolvidos em DMSO e armazenados a 4°C. As concentracdes usadas nos experimentos foram
obtidas através de solucodes intermediarias.

Inicialmente foi analisado o efeito citotoxico dos compostos a serem estudados na
concentragio maxima de 100uM sobre células K562 (1x10° células/pogo), incubadas por 24h
a 37°C com 5% de CO2. Apds esse periodo, a viabilidade celular foi determinada pelo método
colorimétrico MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2- tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazolio). O
método do MTT baseia-se na capacidade das desidrogenases mitocondriais de clivar o anel
tetrazolico (cor amarela) do MTT e formar um precipitado formazan (cor roxa). Desse modo, a
viabilidade celular e a formagao de formazan relacionam-se de forma diretamente proporcional.
(MOSMANN, 1983).

O MTT (5 mg/mL em PBS, Sigma-Aldrich®) foi adicionado as placas de cultivo apos

24h da incubagdo das células com 100uM de cada composto, e, depois incubado novamente
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por 3 horas a 37°C com 5% de CO». Terminado o periodo das 3 horas, o meio de cultura foi
removido e o precipitado formado foi diluido em 100 pL de solugao de alcool isopropilico/HCL
0,04 N, depois as placas foram centrifugadas a 264 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi
movido para outra placa para realizar a leitura em espectrofotdmetro (Microplate reader MB-
580®) no comprimento de onda 540 nm.

Para avaliar as curvas de concentracdo e tempo resposta, as células K562 foram
incubadas em tempos de 24h, 48h e 72h a 37°C com 5% de CO: e nas concentracdes de 1uM,
SuM, 10uM, 25uM, 50 uM e 100 uM. A quantidade de células utilizadas variou em relagao ao
tempo de incubagio. Foram utilizadas 1 x 10° células/pogo para 24 horas de incubacio, 5 x 10*
células/pogo para 48 horas e 2,5 x 10* células/pogo para 72 horas, em 200 pL de meio de cultura.
Cada experimento foi realizado em triplicada e repetido por trés vezes, pelo menos, de forma
independente. Considerou-se 100% de viabilidade a densidade Optica do grupo controle, e a
concentragdo inibitoria de 50% (Clso) foi obtida pela regressdo ndo linear das curvas de
concentragdo e tempo-resposta utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0®.

4.5 AVALIACAO DO EFEITO DO COMPOSTO ESCOLHIDO SOBRE CELULAS
DE FIBROSBLASTO HUMANO (HS-5)

Com a intengdo de elucidar a citotoxicidade do composto escolhido em células nao
neoplésicas, utilizou-se células de linhagem de fibroblasto humano (HS-5).

A realizagdo do experimento se deu através do plaqueamento das células HS-5
(1,0x10* células/pogo) incubadas com concentra¢des crescentes do composto (10, 25, 50, 100,
150 e 200 uM) por 24h a 37°C com 5% de CO2. Apods esse periodo, a viabilidade celular foi
determinada pelo método colorimétrico MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2- tiazolil) -2,5-
difenil-2H-tetrazélio). O método do MTT baseia-se na capacidade das desidrogenases
mitocondriais de clivar o anel tetrazdlico (cor amarela) do MTT e formar um precipitado
formazan (cor roxa). Desse modo, a viabilidade celular e a forma¢ao de formazan relacionam-
se de forma diretamente proporcional. (MOSMANN, 1983).

O MTT (5 mg/mL em PBS, Sigma-Aldrich®) foi adicionado as placas de cultivo apos
24h da incubacdo das células com diferentes concentragdes do composto, e, depois incubado
novamente por 3 horas a 37°C com 5% de CO2. Terminado o periodo das 3 horas, o meio de
cultura foi removido e o precipitado formado foi diluido em 100 puL de solugdo de alcool
isopropilico/HCL 0,04 N, depois as placas foram centrifugadas a 264 x g por 10 minutos. O
sobrenadante foi movido para outra placa para realizar a leitura em espectrofotometro

(Microplate reader MB-580®) no comprimento de onda 540 nm.
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Cada experimento foi realizado em triplicada e repetido por trés vezes, pelo menos, de
forma independente. Considerou-se 100% de viabilidade a densidade 6ptica do grupo controle,
e a concentracdo inibitdoria de 50% (Clso) foi obtida pela regressdo ndo linear das curvas de

concentragdo e tempo-resposta utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0®.

4.6 AVALIACAO DO EFEITO DO COMPOSTO DSH64 SOBRE CELULAS DE
SANGUE PERIFERICO (SP)

A fim de analisar o potencial hemolitico do composto escolhido, foram coletadas
amostras de SP de individuos considerados saudaveis (pessoas que nao apresentavam nenhum
processo infeccioso, inflamatorio ou alérgico e que sem doencgas cronicas) e ndo fumantes que
assinaram previamente a coleta o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
conforme o Comité de Etica de Pesquisa em Seres humanos da UFSC (CLAE n°:
80430317.0.0000.0121) (Anexo A). As amostras foram coletadas por puncdo venosa e

processadas imediatamente apos a coleta.

4.6.1 Teste de hemolise

O teste de hemolise teve como objetivo avaliar a capacidade do composto em provocar
a lise das membranas eritrocitarias, € consequentemente, a perda da integridade da membrana
e o extravasamento do conteudo celular.

A coleta de amostras de SP foi realizada em tubos contendo o anticoagulante citrato
de sodio e processadas imediatamente apds a pungdo. Primeiramente, os tubos foram
centrifugados a 264 x g por 10 min e o plasma (sobrenadante) foi descartado. O pellet de
hemécias foi lavado por trés vezes com salina (NaCl 0,9%) e por fim suspenso em NaCl 0,9%
com a finalidade de se obter uma dispersdo de estoque de eritrécitos. Realizou-se também a
preparacao do controle positivo, constituido de 50 pL de dispersao de eritrocitos com adigao de
950 uL de agua destilada, e o controle negativo com 50 pL de dispersao de eritrocitos e 950 pLL
de salina.

As amostras diluidas em salina (50 pl de dispersao de eritrocitos com adi¢ao de 950
ul de salina), foram incubadas em diferentes concentracdes de DSH64 (multiplos da CI50).
Posteriormente, as amostras foram incubadas em termobloco (Thermomixer compact,

Eppendorf®), sob agitacdo (100 g) por 1 hora a 37 °C, e, em seguida, foram centrifugadas a
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500 g por 5 minutos. Por fim o sobrenadante foi retirado e transferido para uma placa de 96
pocos em triplicata, e a absorbancia foi lida em espectrofotometro (HEALES -MBS580®). A
taxa de hemolise foi calculada de acordo com a quantidade de hemoglobina liberada devido a

lise dos eritrocitos a partir da seguinte equacao (SAHU et al., 2017):

. (Dt — Dnc)
Taxa de hemolise (%):

: 100
(Dpe — Dnc) x

Onde: DO, densidade optica da amostra teste; DOcn, densidade dptica do controle negativo;

DOcp, densidade optica do controle positivo.

47 AVALIACAO DO EFEITO DO COMPOSTO DSH64 SOBRE O CICLO
CELULAR DE CELULAS K562

Para avaliar o efeito da imidazopiridina DSH64 nas diferentes fases do ciclo celular
das células K562, utilizou-se o kit comercial PI/RNAse Solution (Immunostep®). Essa
metodologia fundamenta-se na coloragao dos 4cidos nucleicos pelo iodeto de propidio (PI) apds
a digestdo do RNA pela enzima ribonuclease (RNAse). O PI emite diferentes intensidades de
fluorescéncia de acordo com a quantidade de DNA presente nas células, o que varia ao longo
das fases do ciclo celular (GONG et al., 1994; POZAROWSKI; DARZYNKIEWICZ, 2004).

Para a realizagdo dos experimentos, as células K562 (5 x 10° células/pogo) foram
incubadas com a imidazopiridina DSH64 na sua CI50 pelo periodo de 24 horas em estufa imida
a 37 °C com 5% de COs. Células K562 sem tratamento foram utilizadas como controle
negativo, a fim de caracterizar o estado basal das células. Apos o periodo de incubagdo, as
células foram lavadas com PBS e fixadas com 200 pL de etanol 70% durante 30 min a 4 °C.
Em seguida, as células foram lavadas com PBS acrescido de 2% de albumina do soro bovino
(BSA) a fim de evitar ligagdes inespecificas. Por fim, o sobrenadante foi descartado, o
sedimento foi suspendido com 300 pL de PI com RNAse e a suspensdo foi incubada por 15
minutos a temperatura ambiente e na auséncia de luz. Os doublets foram excluidos apds a
realizagdo de gates no canal PE (area x largura) e foram adquiridos 10.000 eventos em ciclo
celular (storage gate) no citometro de fluxo BD FACSCanto II (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems) com o software BD FACSDiva versdo 6.1.2. Os resultados foram

analisados no software Infinicyt versdo 2.0 (Cytognos®).
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48 AVALIACAO DA INDUCAO DA APOPTOSE CAUSADA PELO COMPOSTO
DSH64

Para investigar se o composto DSH64 causava morte celular por apoptose nas células
K562, foram utilizadas as seguintes metodologias: avaliagdo da morfologia das células coradas
com brometo de etidio (BE) (Sigma-Aldrich® , EUA) e laranja de acridina (LA) (Sigma-
Aldrich® , EUA) por microscopia de fluorescéncia e detec¢ao da exposicdo dos residuos de
fosfatidilserina na membrana celular por citometria de fluxo (CF) pelo método da anexina-V.
Para todos os ensaios foi realizado um controle negativo com células sem tratamento e os

experimentos foram repetidos de forma independente por pelo menos trés vezes.

4.8.1 Avaliacdo por microscopia de fluorescéncia das alteracdes morfologicas em células

coradas com BE e LA

A fim de avaliar a morte celular por apoptose utilizou-se a microscopia de
fluorescéncia com BE e LA. Este método propicia que seja analisada a morfologia das células
por microscopia de fluorescéncia, assim € possivel observar as células quando estdo em
processo de apoptose e/ou necrose.

As células viaveis que apresentam membrana plasmatica integra sdo permeadas pelo
corante LA, que interage com o DNA celular e emite coloracdo verde ao microscopio de
fluorescéncia. O corante BE, por sua vez, ndo possui a capacidade de atravessar a membrana
integra e permeia a célula somente quando hé alguma perda na integridade da membrana
celular, o que confere coloracdo vermelha as células mortas ou em processo de morte celular.

Para essa analise, as células K562 (1x10°) que foram incubadas com a Clsp do
composto DSH64 por 24h em estufa umida com 5% de CO» a 37°C. Apos esse periodo, as
células foram lavadas com PBS, o sobrenadante foi descartado e o sedimento celular foi
suspendido com 40 pL. de uma solugao com BE (5 pg/mL) e LA (10 pg/mL) na proporgao de
1:1. Para realizagdo da leitura em microscopio de fluorescéncia, 25 uL foram transferidos para
uma placa de vidro que foi recoberta por uma laminula. Apos esse procedimento as ldminas
foram observadas em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX-FLA®), na objetiva de 40x.
As células foram observadas em pelo menos dez campos diferentes e fotografadas. Uma curva
com as mesmas concentragdes do composto (1 - 100uM) com o diluente (DMSO) foi realizada

para excluir a interferéncia do diluente nos resultados. O controle negativo foi realizado com
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células sem nenhum tratamento e os experimentos foram realizados pelo menos trés vezes de

forma independente.

4.8.2 Avaliacdo da exposicao dos residuos de fosfatidilserina pelo método da Anexina-V

por CF

No processo de apoptose, os residuos de fosfatidilserina sdo externalizados na
membrana citoplasmatica da célula, os quais tém afinidade pela anexina-V, que pode estar
ligada a um fluorocromo, e, dessa forma, serem detectados por citometria de fluxo (KOOPMAN
et al.,, 1994). Para realizacdo dos ensaios, as células K562 (1,0 x 10° células/pogo) foram
incubadas com a Clso de 24 horas em estufa umida a 37 °C com 5% de CO»>. Também foi
preparado um controle negativo, com células sem tratamento, a fim de caracterizar a expressao
basal de fosfatidilserina. Apos a incubagao, as células foram centrifugadas e lavadas com 4 mL
de PBS, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi suspendido com 500 pL de buffer
tampdo (10 mM Hepes, 2,5 mM CaCl2 e 140 mM NaCl). A partir dessa suspensao, foi retirada
uma aliquota de 100 pL, onde foram adicionados 5 pL de anexina-V conjugada a FITC (BD
Pharmingen™). As amostras foram incubadas por 30 minutos na auséncia de luz em
temperatura ambiente. Foram adquiridos 50.000 eventos para cada amostra no citobmetro de
fluxo BD FACSCanto II (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) com o software BD
FACSDiva versdao 6.1.2. Os resultados foram analisados no sofiware Infinicyt versdao 2.0
(Cytognos®)

49 DETERMINACAO DO COMPROMETIMENTO DO POTENCIAL DE
MEMBRANA MITOCONDRIAL (AYM)

Para a avaliacao do efeito do composto DSH64 sobre AYM de células K562, utilizou-
se o kit MitoView 633 (Biotium®). Esse kit ¢ constituido por um corante fluorescente que
apresenta a capacidade de corar as mitocondrias de células vidveis, pois consegue permear a
membrana celular e se acumular na membrana mitocondrial. Assim a fluorescéncia produzida
pelo corante € proporcional a integridade da membrana mitocondrial, visto que o corante ndo
tem a capacidade de acumular-se em membranas mitocondriais que perderam seu potencial.

Para essa avaliacio, as células K562 (1 x 10° células/pogo) foram incubadas com a
imidazopiridina DSH64 na sua Clso de 24 h pelo periodo de 24 h, em estufa imida a 37°C com

5 % de CO2. O controle negativo foi preparado com células sem tratamento para caracterizagao
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dos parametros a serem analisados no citdmetro de fluxo. Apos esse periodo, as células foram
lavadas com PBS, submetidas a centrifugagdo a 264 x g por 5 min, e o sobrenadante foi
descartado. Em seguida, foram adicionados sobre o sedimento celular 300 puL da solugdo de
Mito View 633 diluido 1:10.000, de acordo com as instrugdes do fabricante. As células foram
incubadas por 30 min a temperatura ambiente na auséncia da luz. Ao fim do periodo de
incubagdo, as células foram novamente centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi ressuspendido em 400 puLL de PBS. Foram adquiridos 50.000 eventos no citdmetro
de fluxo BD FACSCanto II (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) com o software
BD FACSDiva versdo 6.1.2. Os resultados foram analisados no software Infinicyt versao 2.0
(Cytognos®) os doublets foram retirados utilizando-se as caracteristicas de forward scatter

(FSC) (altura x area).

4.10 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE PROTEINAS ENVOLVIDAS NOS
MECANISMOS DE PROLIFERACAO CELULAR E APOPTOSE (KI-67, BCL-
2, BAX, AIF, FASR, CASPASE - 3 ATIVADA E SURVIVINA).

O efeito do composto DSH64 sobre diversas proteinas envolvidas na apoptose e
proliferagdo celular foi analisado por citometria de fluxo. Para todos os experimentos, as c€lulas
K562 (1 x 10° células/poco) foram incubadas com o composto DSH64 na sua CI50 de 24 h, em
estufa umida a 37°C com 5% de CO2 pelo tempo de 24h. O controle negativo foi preparado
com células sem tratamento para caracterizacdo dos parametros a serem analisados no citometro
de fluxo. Para as proteinas intracelulares (Ki-67, Bcl-2, Bax, AIF, caspase-3 ativada, survivina)
utilizou-se um kit de permeabilizacao celular FIX&PERM® (Nordic-MUbio®) e para o FasR,
uma proteina de membrana, utilizou-se a técnica de marcagao direta.

Portanto, para a marcagdo das proteinas intracelulares e apds o tempo de incubacao.
As células foram transferidas para tubos de plésticos e centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos.
Apos esse periodo, o sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi ressuspendido por 4
mL de PBS, centrifugou-se novamente as células por 5 min a 1500 rpm. O sobrenadante foi
novamente descartado, e ao pellet formado adicionou-se 100 puL do reagente A (reagente de
fixacdo), e a mistura foi incubada por 15 minutos ao abrigo da luz. Em seguida, foram
adicionados novamente 4 mL de PBS, e as células foram centrifugadas a 1500 rpm por 5 min.
Depois, o sobrenadante foi descartado, e ao pellet foram adicionados 100 pL do reagente B

(reagente de permeabilizag¢do celular) juntamente com o volume correspondente do anticorpo
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de interesse e as c¢lulas foram incubadas novamente por 15 minutos. Posteriormente, as células
foram centrifugadas a 1500 rpm por 5 min e suspendidas com 4 mL de PBS, o sobrenadante foi
descartado e foram adicionados 300 uL de PBS para aquisicaor das células no citometro de
fluxo.

Para a marcacao direta da proteina FasR, apos o periodo de incubacdo das células com
o composto, as células foram lavadas uma vez com PBS e ressuspendidas em 100 puL de PBS.
Ao sedimento celular foi acrescentado o volume adequado do anticorpo especifico para
detec¢do da proteina investigada. As células foram incubadas por 15 min em temperatura
ambiente ¢ na auséncia da luz. Apos o periodo de incubagdo, as células foram centrifugadas a
1500 rpm por 5 min com 2 mL de PBS, o sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido com 300 pL. de PBS para a andlise no citometro de fluxo. Para todas as proteinas,
foram adquiridos 50.000 eventos no citometro de fluxo BD FACSCanto II (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems) com o software BD FACSDiva versao 6.1.2. Os resultados foram
analisados no software Infinicyt versdo 2.0 (Cytognos®) e os doublets foram retirados

utilizando-se as caracteristicas de forward scatter (FSC) (altura x area).

4.11 PREDICAO IN SILICO DAS CARACTERISTICAS FiISICO-QUIMICAS E
BIOLOGICAS

Para a predicdo in silico, foram utilizadas as ferramentas SwissADME e
SwissTargetPrediction, as quais auxiliam na predi¢do das caracteristicas fisico-quimicas e
biologicas de moléculas. Essas sao ferramentas gratuitas e foram desenvolvidas pelo grupo de
Modelagem Molecular do SIB (Instituto Suico de Bioinformatica). A primeira plataforma
(SwissADME) prediz as propriedades farmacocinéticas e farmacologicas dos compostos em
estudo, bem como a predicdo de parametros ADME (absorcao, distribuigdo, metabolismo e
excrecdo), caracteristicas fisico-quimicas (tamanho, lipofilicidade, polaridade, flexibilidade,
solubilidade e saturagdo) e aplicacdo das regras de Lipinski, Ghose, Veber, Egan e Muegge
(DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017; DAIANA; ZOETE, 2019; EGAN; MERZ; BALDWIN,
2000; GHOSE et al., 1998; LIPINSKI et al., 2001; MUEGGE; HEALD; BRITTELLI, 2001).
Dentro da mesma plataforma, o composto DSH64 também foi avaliado com relagdo a quimica
medicinal e quanto a presenca de alertas estruturais, os quais mostram a presenca de
grupamentos tdxicos, metabolicamente instaveis, quimicamente reativos ou se possuem

propriedades responsaveis por uma deficiente farmacocinética. Por fim, foi estabelecido um
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escore de zero a 10, em que 10 indica dificuldade de sintese dos compostos (BRENK et al.,
2008).
4.12 AVALIACAO DA PRODUCAO DE EROS

Para avaliar a produg¢dao de EROs pelos compostos, foi utilizado o kit MitoSOX Red
Molecular Probes (ThermoFischers, EUA). O kit ¢ composto por um corante fluorogénico
capaz de permear a membrana das células viadveis e com afinidade pela mitocondria. No interior
das células, o reagente ¢ oxidado pelo anion superoxido e, assim, emite fluorescéncia vermelha.
Para analise da produg¢dao de EROS pelos compostos, as células K562 (1 x 10s células/ pogo)
foram incubadas com o composto na CI, DSH64 de 24 horas, em estufa umida a 37 °C com
5% de CO. pelo periodo de 24 horas. Foi preparado um controle negativo com células sem
tratamento para caracterizar a producdo basal de EROS pelas células. Apds 24 horas de
incubacgao, as células foram centrifugadas a 264 g por 5 min e lavadas com 4 mL de PBS, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi suspendido em 300 plL da solugdo de
MitoSOX 1:10.000, de acordo com as instru¢des do fabricante. Em seguida, as células foram
incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente na auséncia de luz. Apds a incubagao, as
células foram novamente centrifugadas a 264 g por 5 min, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado celular foi suspendido com 300 pL de PBS. As amostras foram adquiridas no
citometro de fluxo BD FACSCanto II (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) com o
software BD FACSDiva versao 6.1.2, e as analises dos dados pelo sofiware Infinicyt versao 2,0
(Cytognosr). Foram adquiridos 20.000 eventos e os doublets foram retirados com base nas

caracteristicas de forward scatter (FSC) (altura x area)

4.13 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram exibidos pela média + erro padrdo da média (EPM). Todos os
experimentos foram realizados, no minimo, em triplicata de maneira independente entre si. Para
todas as analises, foi adotado um nivel de confianca de 95%. Para os testes de citotoxicidade,
foi utilizado analise de variancia (ANOVA) two way seguida de teste post-hoc de Bonferroni.
Para avaliagcdo do efeito do composto sobre a expressdo dos residuos de fosfatidilserina e
caspase ativada, foi utilizado o teste t de Student ndo pareado, o qual comparou cada grupo de
tratamento ao grupo controle. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o sofiware

GraphPad Prism 5.
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SRESULTADOS

5.1 AVALIACAO DO EFEITO CITOTOXICO DE COMPOSTOS NATURAIS E
SINTETICOS SOBRE LINHAGEM DE CELULAS DE LMA (K562)

Para melhor apresentagdo dos resultados obtidos na triagem de citotoxicidade dos
compostos, serao apresentados primeiramente a citotoxicidade dos compostos de origem

natural e, posteriormente, a dos compostos sintéticos

5.1.1 Triagem de citotoxicidade de compostos de origem natural em células K562

Primeiramente foram analisados os efeitos citotoxicos de quatro compostos de origem
natural sobre células K562 (Figura 7). Os compostos CSCRT2 e SPH7, que sdo derivados
indolicos, foram isolados a partir do Coral Sol. Ja os compostos denominados 18 e 20, foram
isolados da Fucoxantina. Como € possivel observar na Figura 8 os compostos CSCRT2 e SPH7
apresentaram reducdo significativa (p < 0,05) da viabilidade celular na concentragdao de 100 uM
quando comparados com o controle, e, por isso foram selecionados para dar continuidade aos
experimentos. No entanto, os compostos que foram sintetizados a partir da fucoxantina nao
demonstraram redu¢do da viabilidade celular em células K562 (EID; ALTHUBITI,
ABDALLAH; WINK; EL-READI, 2020; XIAO; ZHAO; FANG; CAO; XING; LI; HOU; JI;
SONG, 2020).

Figura 10. Fluxograma dos compostos naturais triados em células K562.
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Circulados em vermelho os compostos de origem natural, cujos efeitos citotoxicos foram triados em células K562

na concentragdo de 100uM por 24h. Fonte: A AUTORA
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Figura 11. Avaliagdo da citotoxicidade de compostos naturais derivados indolicos e

derivados da fucoxantina sobre células de LMA (K562)
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As células K562 (5 x 10* células/pogo) foram incubadas com os compostos naturais (derivados inddlicos e
derivados da fucoxantina) na concentragao de 100 uM por 24 h e a viabilidade celular foi determinada pelo método
do MTT. Os resultados expressam a média + EPM de trés experimentos independentes. *Diferenca significativa
em relacdo ao grupo controle (células sem tratamento), p < 0,05. ANOVA one-way seguida de teste post-hoc de

Bonforreni. Fonte: A AUTORA

5.1.2 Triagem de citotoxicidade de compostos sintéticos em células K562

Além dos compostos naturais, neste trabalho também foram avaliados os efeitos
citotoxicos de 34 compostos sintéticos (trés derivados do acido cindmico, 14 sulfonamidas,

cinco imidazopiridinas e 13 sulfonas) demostrados na Figura 9.
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Figura 12. Fluxograma dos compostos triados em células K562.
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Em destaque, todos os compostos sintéticos cujos efeitos citotoxicos foram triados na concentragdo de 100 uM em

células K562, separados conforme suas respectivas classes quimicas. Fonte: A AUTORA.

Como pode ser observado nas Figuras 10, 11 e 12 os compostos derivados do acido
cindmico 4-OMe e 2Me, as imidazopiridinas e as sulfonas de nimero LM20 e LM27 foram os
compostos que mais reduziram a viabilidade das células K562 na concentragdo de 100 uM
quando comparado com o controle e por esse motivo foram selecionados para dar continuidade

aos experimentos.

Figura 13. Avaliacdo da citotoxicidade de sulfonas sintéticas sobre células de linhagem
de LMA (K562)
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As células K562 (5 x 10* células/pogo) foram incubadas com os compostos sintéticos pertencentes a classe das

sulfonas na concentragdo de 100 uM por 24 h e a viabilidade celular foi determinada pelo método do MTT. Os
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resultados expressam a média + EPM de trés experimentos independentes. *Diferenca significativa em relagao ao
grupo controle (células sem tratamento), p < 0,05. ANOVA one-way seguida de teste post-hoc de Bonferroni.

Fonte: A AUTORA

Figura 14. Avaliagdo da citotoxicidade de compostos sintéticos derivados do éster

cindmico e sulfonamidas sobre células de linhagem de LMA (K562)
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As células K562 (5 x 10* células/pogo) foram incubadas com os compostos sintéticos derivados do éster cinimico
e sulfonamidas na concentragao de 100 uM por 24 h e a viabilidade celular foi determinada pelo método do MTT.
Os resultados expressam a média = EPM de trés experimentos independentes. * Diferenca significativa em relagdo
ao grupo controle (células sem tratamento), p < 0,05. ANOVA one-way seguida de teste post-hoc de bonferroi.

Fonte: A AUTORA.

Figura 15. Avaliacdo da citotoxicidade de imidazopiridinas sintéticas sobre células de

linhagem de LMA (K562).
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As células K562 (5 x 10* células/pogo) foram incubadas com os compostos sintéticos pertencentes a classe quimica
imidazopiridinas na concentragdo de 100 uM por 24 h e a viabilidade celular foi determinada pelo método do
MTT. Os resultados expressam a média = EPM de trés experimentos independentes. * Diferenga significativa em
relagdo ao grupo controle (células sem tratamento), p < 0,05. ANOVA one-way seguida de teste post-hoc de

bonferroi. Fonte: A AUTORA.
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5.2 DETERMINACAO DA CIso DOS COMPOSTOS NATURAIS DERIVADOS DO
CORAL SOL

Com o proposito de elucidar a Clsp dos compostos que demonstraram maior
citotoxicidade na triagem com 100 pM, realizou-se uma curva com diferentes concentragdes
(1,5, 10, 25,50 e 100 uM) dos compostos selecionados. Para isso, avaliou-se a viabilidade pelo
método do MTT com um periodo de 24h de incubagdo com os compostos. As Figuras 13A e
13B mostram as curvas da concentragao-resposta da viabilidade das células da K562 com os
compostos testados. A Tabela 1 mostra o valor da Clso de cada composto com seu respectivo
desvio padrdo. Por demonstrarem valores altos de Clso, 0s compostos naturais ndo foram

escolhidos para dar continuidade aos experimentos.
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Figura 16. Avaliagdo do efeito citotoxico dos compostos derivados do Coral Sol, SPH7

e CSCRT?2 sobre células K562
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As células K562 (5 x 10* células/pogo) foram incubadas com os compostos naturais SPH7 e CSCRT2 em diferentes
concentragoes (1,5,10,25,50,100 uM) por 24 h e a viabilidade celular foi determinada pelo método do MTT. Os
resultados expressam a média £ EPM de trés experimentos independentes. O painel A demostra a curva
concentrag@o resposta do composto SPH7. O painel B demostra a curva concentragdo resposta do composto

CSCRT?2. Fonte: A AUTORA

Tabela 1 - Clso dos compostos naturais SPH7 e CSCRT2

Composto Clso
SPH7 75,33 £4,55 uM
CSCRT2 56,96 + 4,34 uM

Fonte: A AUTORA

5.3 DETERMINACAO DA Clso DOS COMPOSTOS SINTETICOS
SELECIONADOS

Para os compostos sintéticos selecionados (sulfonas LM20 e LM27, derivados do
acido cindmico 4-OMe, 2Me e imidazopiridinas) também foram realizadas as curvas de
concentragdo-resposta. O objetivo foi determinar a Clso de cada composto. Para isso, as células
K562 foram incubadas com os compostos em diferentes concentracdes (1, 5, 10, 25, 50, 100
puM) por 24h e a viabilidade celular foi determinada pelo método do MTT. Como € possivel
observar na Figura 14 as sulfonas selecionadas apresentaram Clso inferior aos demais

compostos (Tabela 2) e por esse motivo foi escolhida para dar continuidade aos experimentos.
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Figura 17. Avaliagao do efeito citotdoxico de duas sulfonas LM20 e LM27 sobre células
K562.
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As células K562 (5 x 10* células/poco) foram incubadas com as sulfonas sintéticas LM20 e LM27 em diferentes
concentragoes (1,5,10,25,50,100 uM) por 24 h e a viabilidade celular foi determinada pelo método do MTT. Os
resultados expressam a média + EPM de trés experimentos independentes. Na Figura X, Painel A demostra a curva
concentragdo-resposta do composto LM20 e no Painel B a curva concentrag@o- resposta do composto LM7. Fonte:
A AUTORA

Tabela 2 - Clso dos compostos sintéticos sulfonas LM20 e LM27.

Compostos Clso
LM20 31,60 £ 1,39 uM
LM7 21,94+ 1,21 uM

Fonte: A AUTORA

A Figura 15 apresenta os resultados dos derivados do acido cinamico, 4-OMe e 2Me,
que apresentaram altas concentragdes de Clso (Tabela 3), por isso ndo foram escolhidos para a

continuidade dos experimentos.
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Figura 18. Avaliagdo do efeito citotoxico dos derivados do éster do acido cinamico sobre

células K562.

A B

£ 1004 < 1001

5 - =

— L]

3 754 5 .

= 3

o (5]

.3 504 % 50-

1] * o

2 k]

= 254 = 254 .

s s

s 0 s 0
L T Ll T T T L] r T T T T T 1
0 1 5 10 25 50 100 0 1 5 10 25 50 100

4-OMe (uM) 2Me (uM)

As células K562 (5 x 10* células/pogo) foram incubadas com os compostos sintéticos derivados do éster cinimico
4-OMe e 2Me em diferentes concentragdes (1,5,10,25,50,100 uM) por 24 h ¢ a viabilidade celular foi determinada
pelo método do MTT. Os resultados expressam a média = EPM de trés experimentos independentes. O painel A
demostra a curva concentragdo resposta do composto 4-OMe. O painel B demostra a curva concentragdo resposta

do composto 2Me. Fonte: A AUTORA

Tabela 3 - Clso dos compostos sintéticos 4-OMe e 2Me.

Compostos Clso
4-OMe 93,24 +3,17 uM
2Me 83,36 £ 0,51 uM

Fonte: A AUTORA

A Figura 16 apresenta as curvas de concentragdo-resposta das imidazopiridinas
DSHS55, DSH56, DSH58, DSH64, e, como pode ser observado na Tabela 4, o composto DSH64
apresentou a menor CI50 dentre as outras imidazopiridinas e, portanto, foi escolhido para a

continuidade dos experimentos.
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Figura 19. Avaliagdo do efeito citotdoxico de imidazopiridinas sintéticas sobre células

K562.

A

Viabilidade Celular (%)

100

75

50

25

>

0 1 5 10 25 50 100
DSHS55 (uM)

vs]

0

Viabilidade Celular (%)

-
(=]
o

75

50

25

0 1 5 10 25 50 100
DSH56 (uM)

Viabilidade Celular (%)

100

75

50

25

|«

0 1 5 10 25 50 100
DSH58 (uM)

Viabilidade Celular (%)

100

75

50

25

r T —T ™
0 1 5 10 25 50 100

DSH64 (uM)

As células K562 (5 x 10* células/pogo) foram incubadas com imidazopiridinas sintéticas DSH55, DSH56, DSH58

e DSH64 em diferentes concentragdes (1,5,10,25,50,100 uM) por 24 h e a viabilidade celular foi determinada pelo

método do MTT. Os resultados expressam a média = EPM de trés experimentos independentes. O painel A

demostra a curva concentragdo resposta do composto DSHSS5. O painel B demostra a curva concentrag@o resposta

do composto DSH56.0 painel C demostra a curva concentragdo resposta do composto DSH58. O painel D

demostra a curva concentragdo resposta do composto DSH64. Fonte: A AUTORA

Tabela 4 - Clso das imidazopiridinas sintéticas

Compostos Clso
DSHS55 59,94 £ 3,37 uM
DSHS56 68,18 £2,35 uM
DSHS58 85,59 £2,29 uM
DSHo64 51,88 +£2,85 uM

Fonte: A AUTORA

54  AVALIACAO DO EFEITO CITOTOXICO DOS COMPOSTOS DSH64, LM20

E LM27 SOBRE CELULAS K562 EM TEMPOS DE 24H, 48H E 72H
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A fim de verificar como os compostos DSH64, LM20 e LM27, que apresentaram as
menores Clso, afetavam a viabilidade celular de células K562 em relagao ao tempo, foi realizada
curvas concentragio-resposta em trés tempos diferentes: 24h, 48h e 72h. E possivel observar
na Figura 17, Painéis A e B que as sulfonas nos tempos de 48h e 72h obtiveram Clso maior do
que a Clso de 24h. As Tabelas 5 e 6 mostram as Clso das sulfonas LM20 e LM27 bem como o
valor de cada Clso para cada tempo correspondente. Na Figura 17 Painel C, pode-se observar
que o composto DSH64 diminuiu a viabilidade das células K562 de forma significativa (p <
0,05) a partir da concentragdo de 5 uM nos tempos de 48 e 72h, e no tempo de 24h a reducao
da viabilidade celular ocorreu a partir da concentragdo de 50 puM, e, por esse motivo, o
composto DSH64 foi o escolhido para prosseguir com o restante dos experimentos. A Tabela 7

mostra as Clso do composto DSH64 para cada tempo.

Figura 20. Avaliacao do efeito citotéxico em trés tempos diferentes dos compostos
LM20, LM27 e DSH64.
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As células K562 (5 x 10* células/pogo, 24 h, 25 x 103 células/pogo, 48 h e 12,5 x 103
células/poco, 72 h) foram incubadas com o composto DSH64, sulfona LM20 ¢ LM27 nas
concentragoes de 1, 5, 10, 25, 50 e 100 uM. A viabilidade celular foi avaliada pelo método do

MTT. Cada ponto representa média + EPM de trés experimentos independentes. *P<0,05



quando comparado ao grupo controle, ANOVA two-way seguida de teste post-hoc de

Bonferroni. Fonte: A AUTORA

Tabela 5 - Clso da sulfona sintética LM20 nos tempos de 24,48 e 72h.

Tempo Clso
24h 31,60 + 1,39 uM
48h Clso> 100 uM
72h Clso> 100 uM

Fonte: A AUTORA

Tabela 6 - Clso da sulfona sintética LM27 nos tempos de 24,48 e 72h. células K562.

Tempo Cls0 K562
24h 21,94 £ 1,21uM
48h Cls0> 100 uM
72h Clso> 100 uM

Fonte: A AUTORA

Tabela 7 - Clso do composto DSH64 nos tempos de 24,48 e 72h. células K562.

Tempo ClIso DSH64
24h 51,88 £2,85 uM
48h 19,68 £ 0,81 uM
72h 7,88 £ 0,28 uM

Fonte: A AUTORA

5.5  PREDICAO IN SILICO DAS CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS E
BIOLOGICAS DA IMIDAZOPIRIDINA DSH64

Utilizando-se a ferramenta de predicao in silico SWISSADME foi possivel avaliar a
biodisponibilidade oral do composto DSH64 como representado na Figura 18, assim como as
propriedades fisico-quimicas, as caracteristicas farmacocinéticas e as caracteristicas
farmacoldgicas, todas representadas na Quadro 2. A predi¢cdo dos possiveis alvos moleculares

do composto DSH64 esté representada na Figura 19.
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Figura 21 - Predigdo in silico da biodisponibilidade oral do composto DSH64.
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A area marcada em rosa corresponde ao espago fisico-quimico ideal para uma boa disponibilidade oral e a linha
em vermelho representa os parametros apresentados pela imidazopiridina DSH64. Fonte: Adaptado de

SWISSADME, 2022.

Quadro 1 - Predicdo in silico das caracteristicas fisico-quimicas do composto DSH64

Propriedades fisico-quimicas

DSH64
Foérmula C20H1sFN2
Peso Molecular 302,32 g / mol
Numero de Atomos Pesados 23
Fragao Csp3 0,05
Numero de ligacdes rotacionaveis 3
Aceptores de ligagdes de hidrogénio | 2
Doadores de ligagdes de hidrogénio 0
Refratividade Molar 90,04




Area de superficie polar topologica

(TPSA) 17,30 A2
Log P o/w 3,49
Log P o/w (XLOGP3) 5,48
Solubilidade em 4gua Solubilidade Moderada
Caracteristicas farmacocinéticas

Absorcao gastrointestinal Alta
Permeagao da barreira Sim
hematoencefalica

Substrato da glicoproteina-P (P-gp) Nao
Inibidor da CYP1A2 Sim
Inibidor da CYP2C19 Sim
Inibidor da CYP2C9 Nao
Inibidor da CYP2D6 Sim
Inibidor da CYP3A4 Nao

Caracteristicas farmacologicas

Lipinski Sim (nenhuma violagao)
Ghose Sim
Veber Sim
Egan Sim
Muegge Nao
Escore de biodisponibilidade 0,55

Fonte: Adaptado de SWISSADME, 2022.
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Figura 22. Predicdo in silico dos possiveis alvos moleculares da imidazopiridina

DSHo64.
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EM CELULAS DE LINHAGEM DE FIBROBLASTOS HUMANOS (HS-5)

A viabilidade celular de células HS-5 apos tratamento com o composto DSH64

também foi avaliada. Como pode ser observado na Figura 20 o composto DSH64 ¢ citotoxico

para as células HS-5 somente a partir de 100 pM, com valor da Clso de 98,33 = 3,95 uM.

Figura 23. Avaliacdo do efeito citotdoxico da imidazopiridina DSH64 sobre células

HS-5
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As células HS-5 (1 x 10* células/pogo) foram incubadas com a imidazopiridina DSH64 em diferentes
p

concentragoes (10, 25, 50, 100, 150 e 200 uM) por 24 h e a viabilidade celular foi determinada pelo método do

MTT. Os resultados expressam a média + EPM de trés experimentos independentes. Fonte:A AUTORA



63

57 AVALIACAO DO EFEITO HEMOLITICO INDUZIDO PELA
IMIDAZOPIRIDINA DSH64 EM ERITROCITOS HUMANOS

O efeito do composto DSH64 sobre eritrdcitos humanos isolados de SP de individuos
considerados saudaveis foi avaliado nas concentragoes de 51,88 uM (Clso), 103,76 uM (2 x
Cls0), 259,4 uM (3 x Clso), 389,1 uM (7,5 x Cls0) € 518,8 uM (10 x Cls0). Os valores de hemolise
encontrados em cada concentracdo podem ser observados na Tabela 8 e estdo demostrados na
Figura 21. Os resultados mostram que o composto DSH64 ndo causa hemolise significativa

quando comparado ao controle negativo, mesmo em concentragdes dez vezes maiores que sua
Clso.

Figura 24. Efeito do composto DSH64 em eritrdcitos de SP.
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Hemolise representada pela densidade dptica (DO) ap6s tratamento dos eritrdcitos com o composto. As amostras
de SP foram coletadas em tubo de citrato e a solugdo de hemacias foi preparada conforme o protocolo experimental.
Os ensaios foram realizados em triplicata, com pelo menos trés amostras coletadas de diferentes individuos. * p <
0,05 quando comparado ao controle negativo, p < 0,05, ANOVA one-way seguida de teste post-hoc de Tukey
Nota: CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo. Fonte: A AUTORA

Tabela 8 - Taxa de hemolise (%) causada pelo composto DSH64 em diferentes

concentracoes

Clso 2x Clso 5x Clso 7,5x Clso 10x Clso

DSH64 1,50+ 0,55% | 1,57 £0,83% | 2,45+ 0,59% | 4,07 £ 0,69% | 5,36 = 0,09%
Fonte: A AUTORA.
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5.8 AVALIACAO DO EFEITO DA IMIDAZOPIRIDINA DSH64 NO CICLO
CELULAR DE CELULAS K562

O efeito do DSH64 no seguimento do ciclo celular das células K562 foi avaliado apos
tratamento de 24h na sua Clso. Na Tabela 9 apresentam-se a porcentagem de cada fase do ciclo
celular, assim como estao representadas na Figura 22 Quando as células tratadas com o DSH64
sao comparadas com o controle (células sem tratamento), € possivel observar que o composto
ndo alterou significativamente a quantidade de células em cada fase do ciclo celular das células

K562.

Figura 25. Efeito da imidazopiridina DSH64 na evolugdo do ciclo celular em células

K562.
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As células K562 (1 x 106 células/pogo) foram incubadas por 24h com o DSH64 na sua CI50 de 24h e os grupos
controle correspondem as c€lulas sem tratamento. As fases estdo representadas por GO/G1, S e G2/M. As analises
foram realizadas no citdmetro de fluxo BD FACSCantoTM II e avaliadas pelo software Infinicity versao 2.0
(Cytognos®). Os graficos representam a média £ EPM de pelo menos trés experimentos independentes. Fonte: A

AUTORA.

Tabela 9 - Efeito da imidazopiridina DSH64 na evolugdo do ciclo celular em células

K562.

G0/G1 (%) S (%) G2/M (%)
Controle 52,1 £0,65 28,0+ 3,05 19,9 +2,40
DSHo64 54,3+1,70 25,1+ 1,22 20,6 +2,10

Fonte: A AUTORA
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59 ANALISE DOS EFEITOS DO COMPOSTO DSH64 SOBRE A APOPTOSE

5.9.1 Analise das alteracoes morfologicas por microscopia de fluorescéncia com BE e LA

A fim de avaliar se o composto DSH64 induz morte celular por apoptose em células
K562, utilizou-se, inicialmente, a avaliagdo da morfologia por microscopia de fluorescéncia
apos coloragao com BE e LA. As células K562 foram incubadas pelo periodo de 24h com
DSH64 em sua Clso e como € possivel observar na Figura 23 as células K562 apresentaram
alteragdes morfologicas caracteristicas de apoptose inicial, como a integridade da membrana,
condensagdo da cromatina e¢ formacdo de prolongamentos na membrana plasmatica,
denominados “blebs” (células coradas em verde com LA). Ainda é possivel observar células
coradas em laranja, com BE, nas quais hé perda da integridade celular, o que € caracteristica de

apoptose tardia.

Figura 26. Alteragdes morfoldgicas induzidas pela imidazopiridina DSH64 em células

K562.

CONTROLE

As células K562 (1 x 10° células/pogo) foram incubadas com o composto na sua Clsy de 24 h e coradas com uma
solugdo 1:1 de BE/LA. Painel A: grupo controle, células sem tratamento; Painel B: células que receberam
tratamento com o composto DSH64. As células foram observadas em microscopio de fluorescéncia na magnitude
de 400 x, e os campos representativos foram fotografados, pelo menos, dez campos diferentes. As setas brancas
indicam células em apoptose inicial e as setas na cor vermelha representam células em apoptose tardia/necrose.

Os resultados foram obtidos em pelo menos dois experimentos independentes. Escala: 10 pm. Fonte: A AUTORA
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5.9.2 Efeito da Imidazopiridina DSH64 sobre a exposicao dos residuos de fosfatidilserina

nas células K562

Como pode ser observado na Figura 24, ndo houve diferenga significativa (p < 0,05)
na expressao de fosfatidilserina entre o controle (células K562 sem tratamento) e as células

tratadas com o composto DSH64 por 24 h.

Figura 27. Efeito da Imidazopiridina DSH64 sobre a exposicdo dos residuos de

fosfatidilserina nas células K562
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As células K562 (1,0 x 10° células/pogo) foram incubadas com o composto DSH64 na sua Clso de 24h (grupo
tratado) e incubadas na auséncia do composto (grupo controle) pelo tempo de 24h. A porcentagem da expressdo
dos residuos de fosfatidilserina foram determinadas pela marcagdo com anexina-V conjugada a FITC e avaliadas
por CF. As anélises foram feitas no citometro de fluxo BD FACSCantoTM II e foram avaliadas pelo software
Infinicyt versdo 2.0 (Cytognos®). O grafico apresenta a média + EPM de, no minimo, dois experimentos
independentes. *P<0,05 quando comparado ao grupo controle, teste t de Student para amostras independentes.

Fonte: A AUTORA.

5.10 AVALIACAO DO EFEITO DA IMIDAZOPIRIDINA DSH64 NO POTENCIAL
DE MEMBRANA (A¥M)

Para investigar se o efeito citotoxico da imidazopiridina DSH64 envolvia danos as
mitocondrias, avaliou-se 0 AYM nas células K562 apos tratamento com o composto. Como ¢
possivel observar na Figura 25, o composto DSH64 nao reduziu significativamente o potencial

mitocondrial de células K562 apods o tratamento com o composto na sua Clso de 24 h.
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Figura 28. Efeito da imidazopiridina DSH64 no A¥Wm de células K562
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As células K562 (1,0 x 10 células/pogo) foram incubadas com o composto DSH64 na sua Clso de 24h (grupo
tratado) e na auséncia do mesmo (grupo controle) pelo tempo de 24h. A porcentagem da expressdao do potencial
mitocondrial foi determinada por meio de CF apods a marcagdo com mitoview® conjugada PE. As analises foram
feitas no citometro de fluxo BD FACSCantoTM Il e foram avaliadas pelo software Infinicyt versdo 2.0
(Cytognos®). O grafico apresenta a média + EPM de, no minimo, dois experimentos independentes. *P<0,05

quando comparado ao grupo controle, teste t de Student para amostras independentes. Fonte: A AUTORA.

5.1 AVALIACAO DE PROTEINAS RELACIONADOS AO MECANISMO DE
PROLIFERACAO CELULAR E APOPTOSE.

Com o objetivo de compreender os resultados obtidos anteriormente que sugeriam
morte celular por apoptose, avaliou-se a expressdo de proteinas relacionadas com apoptose
intrinseca e/ou extrinseca. Em todas as analises as células K562 foram incubadas com a Clsode

24h do composto DSH64 por um periodo de 24h.

5.11.1 Investigacao do efeito da imidazopiridina DSH64 sobre proteinas da BCL-2 (BCL-
2 e BAX).

Como pode ser observado na Figura 26, o composto DSH64 aumentou
significativamente a expressao da proteina pro-apoptotica BAX em 1,54 + 0,10 vezes apos 24h
do tratamento com a concentragdo da Clso de 24h do composto em comparacdo ao grupo
controle (células sem tratamento). Entretanto, em relacdo a proteina antiapoptotica Bcl-2 nao

houve diferenga significativa entre as células K562 do controle (células sem tratamento; Figura
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27). Apesar disso, a relagdo BAX/Bcl-2 nas células tratadas com o DSH64 foi de 1,55, o que

configura um estimulo pré-apoptotico.

Figura 29. Efeito da imidazopiridina DSH64 na proteina préoapoptotica BAX nas células

K562.
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As células K562 (1 x 10° células/pogo), foram incubadas por 24 h na auséncia (grupo controle) € na presenca da

imidazopiridina DSH64 na sua Clso de 24 h. IFM foi determinada por CF apds a marcagdo com o anti-Bax

conjugado a PercP. As andlises foram realizadas no citometro de fluxo BD FACSCantoTM II e avaliadas pelo

software Infinicyt versdo 2.0. O grafico representa a média + EPM de, pelo menos, dois experimentos

independentes. *p < 0,05 quando comparado ao grupo controle, teste t de Student. Nota: IFM: intensidade de

fluorescéncia média. U.A.: Unidades arbitrarias. Fonte: A AUTORA

Figura 30. Efeito da imidazopiridina DSH64 sobre a proteina antiapoptdtica Bel-2 nas

células K562.
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As células K562 (1 x 10° células/pogo), foram incubadas por 24 h na auséncia (grupo controle) e na presenca da

imidazopiridina DSH64 na sua Clso de 24 h. IFM foi determinada por CF apds a marcagdo com o anticorpo anti-
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Bcl-2 conjugado a FITC. As andlises foram realizadas no citometro de fluxo BD FACSCantoTM II e avaliadas
pelo software Infinicyt versdo 2.0. O grafico representa a média =+ EPM de, pelo menos, dois experimentos
independentes. *p < 0,05 quando comparado ao grupo controle, teste t de Student. Nota: I[FM: intensidade de

fluorescéncia média. U.A.: Unidades arbitrarias. Fonte: A AUTORA

5.11.2 Investigacio do efeito do composto DSH64 sobre o fator indutor de apoptose
(AIF)

Como ¢ possivel observar na Figura 28, apds incubacdo das células K562 com o
composto DSH64 ndo houve diferencga significativa na expressdo de AIF quando comparado
com células K562 sem tratamento (grupo controle).

Figura 31. Efeito do composto DSH64 sobre a proteina AIF em células K562
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As células K562 (1 x 10° células/pogo) foram incubadas por 24 h na auséncia (grupo controle) ¢ na presenca da
imidazopiridina DSH64 na sua Clso de 24 h. A IFM foi determinada por CF apds a marcag@o com o anticorpo anti-
AIF conjugado a FITC. As analises foram realizadas no citometro de fluxo BD 63 FACSCantoTM 1I e avaliadas
pelo software Infinicyt versdo 2.0. O grafico representa a média £+ EPM de pelo menos dois experimentos
independentes. *p < 0,05 quando comparado ao grupo controle, teste t de Student. Nota: IFM: intensidade de

fluorescéncia média. U.A.: Unidades arbitrarias. Fonte: A AUTORA

5.11.3 Investigacao do efeito da imidazopiridina DSH64 sobre o receptor Fas.

A fim de avaliar sobre o efeito do composto DSH64 na apoptose extrinseca, o seu

efeito na expressao do receptor foi investigado. Como mostra a Figura 29, houve um aumento
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significativo de 2,91 + 0,26 vezes na expressdo dessa proteina nas células tratadas com o

composto DSH64, quando comparado com as células controle (sem tratamento).

Figura 32. Efeito da imidazopiridina DSH64 na expressdo do receptor Fas nas células

K562.
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As células K562 (1 x 10° células/pogo) foram incubadas por 24 h na auséncia (grupo controle) e na presenga da
imidazopiridina DSH64 na sua Clso de 24 h. A IFM foi determinada por CF apds a marcag@o com o anticorpo anti-
FasR conjugado a PE. As analises foram realizadas no citometro de fluxo BD 63 FACSCantoTM II e avaliadas
pelo software Infinicyt versdo 2.0. O grafico representa a média £+ EPM de pelo menos dois experimentos
independentes. *p < 0,05 quando comparado ao grupo controle, teste t de Student. Nota: IFM: intensidade de

fluorescéncia média. U.A.: Unidades arbitrarias. Fonte: A AUTORA

5.11.4 Avaliacao do efeito da imidazopiridina DSH64 sobre a caspase-3 ativada

Como ¢ possivel observar na Figura 30, ap6s tratamento e incubagdo das células K562
com o composto DSH64, na sua CI50 de 24h, houve um aumento da expressdao de capase-3

ativada de 1,61 £ 0,40 vezes quando comparadas ao controle (c€lulas sem tratamento).
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Figura 33. Efeito da imidazopiridina DSH64 sobre a caspase-3 ativada em células K562.
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As células K562 (1,0 x 10° células/pogo) foram incubadas com o composto DSH64 na sua CI50 de 24h (grupo
tratado) e incubadas na auséncia do composto (grupo controle) pelo tempo de 24h. O IFM foi determinado por
meio de CF apds a marca¢do com o anticorpo anti-caspase-3 conjugado a V450. As analises foram feitas no
citometro de fluxo BD FACSCantoTM II e foram avaliadas pelo software Infinicyt versdo 2.0 (Cytognos®). O
grafico apresenta a média + EPM de, no minimo, dois experimentos independentes. *P<0,05 quando comparado
ao grupo controle, teste t de Student para amostras independentes. Nota: IFM: intensidade de fluorescéncia média.

U.A.: Unidades arbitrarias. Fonte: A AUTORA

5.11.5 Investigacao do efeito da imidazopiridina DSH64 sobre a proteina antiapoptdética

survivina

Como ¢ possivel observar na Figura 31, ap6s 24h do tratamento das células K562 com
DSH64, houve uma diminuicao de 0,70 £+ 0,03 vezes da expressdo da proteina antiapoptotica

survivina quando comparado a células sem tratamento (grupo controle).
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Figura 34. Efeito da imidazopiridina DSH64 sobre a expressao da proteina survivina.
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As células K562 (1 x 10° células/pogo) foram incubadas por 24 h na auséncia (grupo controle) e na presenga da

imidazopiridina DSH64 na sua Clso de 24 h. A IFM foi determinada por CF apds a marcag@o com o anticorpo anti-

survivina conjugado a PE. As andlises foram realizadas no citdmetro de fluxo BD FACSCantoTM II e avaliadas

pelo software Infinicyt versdo 2.0. O grafico representa a média + EPM de pelo menos dois experimentos

independentes. *p < 0,05 quando comparado ao grupo controle, teste t de Student. Nota: I[FM: intensidade de

fluorescéncia média. U.A.: Unidades arbitrarias. Fonte: A AUTORA

5.12 EFEITO DA IMIDAZOPIRIDINA DSH64 SOBRE A PROTEINA KI-67.

Como ¢ possivel observar na Figura 32, ndo houve diferenca significativa na expressao

de KI-67 nas células K562, quando comparado o grupo tratado com o composto DSH64 e o

grupo sem tratamento (grupo controle).

Figura 35. Efeito da imidazopiridina DSH64 sobre a proteina KI-67.
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As células K562 (1 x 10° células/pogo) foram incubadas por 24 h na auséncia (grupo controle) e na presenga da
imidazopiridina DSH64 na sua Clso de 24 h. A IFM foi determinada por CF apds a marcagdo com o anticorpo anti-
KI67 conjugado a FITC. As analises foram realizadas no citometro de fluxo BD FACSCantoTM 11 e avaliadas
pelo software Infinicyt versdo 2.0 O grafico representa a média =+ EPM de pelo menos dois experimentos
independentes. *p < 0,05 quando comparado ao grupo controle, teste t de Student. Nota: I[FM: intensidade de

fluorescéncia média. U.A.: Unidades arbitrarias. Fonte: A AUTORA

5.13 AVALIACAO DO EFEITO DA IMIDAZOPIRIDINA DSH64 NA PRODUCAO
DE EROS EM CELULAS K562.

Como ¢ possivel observar na Figura 33, a incubagao das células K562 com o composto
aumentou significativamente em 1,30 £ 0,02 a formagdo de EROs nessas células, quando

comparado com o grupo controle (células sem tratamento).

Figura 36. Efeito da imidazopiridina DSH64 na producdo de EROs em células K562.
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As células K562 (1 x 109 células/pogo) foram incubadas por 24 h na auséncia (grupo controle) e na presenga da
imidazopiridina DSH64 na sua Clso de 24 h. A IFM foi determinada por CF apds a marcacdo com o corante
MitoSox. As andlises foram realizadas no citdmetro de fluxo BD FACSCantoTM II e avaliadas pelo software
Infinicyt versdo 2.0. O graficos representa a média + EPM de pelo menos dois experimentos independentes. *p <
0,05 quando comparado ao grupo controle, teste t de Student. Nota: IFM: intensidade de fluorescéncia média.

U.A.: Unidades arbitrarias. Fonte: A AUTORA
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6 DISCUSSAO

Diante da complexidade dos mecanismos que envolvem a LMA e da
heterogeneidade de seus subtipos, a fisiopatologia dessa neoplasia foi alvo de inimeras
pesquisas nos ultimos 20 anos. Esses estudos visaram elucidar as vias de formagao da
leucemia, e, consequentemente, melhorar as terapias a serem utilizadas. O cenario
farmacologico da LMA comegou a mudar a partir de 2017, quando a FDA incorporou
novos farmacos para o tratamento da LMA. Esses farmacos possuem alvos especificos
para a manutencao da sobrevivéncia das células leucémicas ou que contribuem para o
surgimento de novas células neoplasicas. Essa incorporagdo forneceu bons resultados
para a terapia da LMA, no entanto, as taxas de recidiva da doenga e sobrevida global
continuam desfavoraveis (CARTER et al., 2020; LIU, 2021; SAXENA &
KONOPLEVA, 2021).

A resisténcia primdria e secundaria a essas novas terapias ainda ¢ um problema
enfrentado pelos pacientes com LMA, e os mecanismos de resisténcia aos tratamentos
ainda seguem sendo alvo de estudo. Além disso, a organizag¢do clonal complexa das
células leucémicas ainda ¢ um fator chave na variabilidade da efetividade terapéutica e
no desenvolvimento da resisténcia secundaria em muitos pacientes. Outra questdo
importante ¢ em relagdo as células tronco leucémicas, que apesar de raras e quiescentes,
sdo geralmente quimiorresistentes, e, assim podem ser um potente reservatorio da
doenca, o que leva a recaida do paciente apds a terapia. Diante da complexidade dessa
neoplasia, o uso de poliquimioterapia com a combinag¢do de diversos farmacos para o
tratamento da LMA ¢ fortemente recomendado, a fim de atingir diferentes vias
relacionadas com a leucemogenese, € assim se obter um tratamento mais efetivo
(CARTER etal., 2020; SAXENA & KONOPLEVA, 2021; SHORT et al., 2020). Dessa
forma, este trabalho tem como principal finalidade avaliar o efeito citotdéxico de
compostos naturais e sintéticos que possam direta ou indiretamente contribuir para a

terapia efetiva da LMA.

Neste trabalho, inicialmente foi avaliada a citotoxicidade de 38 compostos sobre
células de LMA K562, dos quais quatro compostos eram de origem natural e 34
compostos de origem sintética. Dentro dessa gama de novos compostos, os que
demonstraram menores Clso foram os compostos sintéticos derivados do éster do acido

cindmico, as imidazopiridinas e duas sulfonas (LM20 e LM27). Assim, foram
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selecionados para dar continuidade ao trabalho. Ao realizar as curvas de concentragdo
e tempo-resposta, os derivados do acido cinamico 4-Ome e 2Me apresentaram Clso
superiores, cerca de duas vezes mais, as Clso de toda a série das imidazopiridinas e das
sulfonas LM20 e LM27. Ja as sulfonas, apesar de apresentarem uma baixa Clso em 24h,
nos periodos de 48 e 72h esses valores foram mais elevados, o que inviabiliza a
continuidade do estudo com esses compostos. Isso pode indicar algum mecanismo de
resisténcia das células K562 aos compostos, como a presenga de bombas de efluxo, ou
ainda a possibilidade dos compostos se degradarem no meio de cultura utilizado
(RPMI). A imidazopiridina DSH64 apresentou destaque entre os demais compostos
avaliados, por apresentar maior citotoxicidade, dependente do tempo e concentragao nos
periodos de 24h ,48h e 72h.

No que tange as imidazopiridnas, sabe-se que o sistema hetorociclico dessa
classe quimica atua como um farmacoférico chave na identificagdo e otimizacao de
estruturas leads, e, dessa forma, ampliam o emprego na quimica medicinal (KHATUN
et al., 2021b). Essa classe ja foi descrita na literatura como antidiabético (JIANG et al.,
2020), antituberculares, antimicrobianos (DEVI; JANA; SINGH, 2018), antivirais
(PAPADAKIS et al., 2020), anti-inflamatorios, agentes quimioterapicos e agentes em
doencas psiquidtricas e neurodegenerativas (VANDA; ZAJDEL; SOURAL,
2019)(KHATUN et al., 2021b).

Acerca do potencial antineoplasico das imidazopiridinas, pesquisas recentes
revelaram diversas atividades antitumorais exercidas por essa classe quimica. Patel et
al., 2022 relataram que as imidazopiridinas sdo capazes de alterar a conformacao
estrutural da piruvato quinase M2 (PKM2) em células de cancer de mama MCF-7. Essa
enzima € super expressa em neoplasias pois regula uma das etapas da via da glicose nas
células, portanto, a inibi¢do de PKM2 reduz a proliferagap tumoral. J& Sunkari et al.,
2019 descreveram o efeito apoptotico de que uma série de imidazopiridinas sobre
células de cancer de pulmao pela parada do ciclo celular nessas células.

Assim, como ¢ de suma importancia elucidar os mecanismos citotoxicos pelo
qual o composto estudado atua e quais seus alvos moleculares, foi imprescindivel
determinar suas caracteristicas farmacocinéticas para assegurar que o farmaco chegara
ao seu alvo terapéutico dentro da concentragao desejada. Portanto, como ja comprovado,
analisar os parametros de estimativa ADME ja nas fases iniciais da pesquisa por novos

compostos diminui significativamente os contratempos relacionados a farmacocinética



76

em fases clinicas. Para tal analise, os modelos computacionais sdo de grande valia nesse

avango (DAHLIN; INGLESE; WALTERS, 2015; HAY et al., 2014).

Posto isso, os primeiros parametros avaliados no Quadro 1 informam a respeito das
propriedades fisico-quimicas do DSH64, e, a partir delas, foi gerado o radar de
biodisponibilidade oral (Figura 18). Como pode ser observado nessa Figura, a
imidazopiridina DSH64 permaneceu dentro da maioria dos parametros analisados para
uma boa disponibilidade oral, e, apesar de violar uma das regras de Muegge,
estabelecidas para predizer a biodisponibilidade oral de compostos, o0 mesmo ainda se
enquadra nas regras de Lipinski, Ghose, Veber e Egan, o que sugere que o DSH64 pode
vir a ser empregado via oral (EGAN; MERZ; BALDWIN, 2000; GHOSE;
VISWANADHAN; WENDOLOSKI, 1999; LIPINSKI et al., 1997, MUEGGE;
HEALD, BRITELLI, 2001; VEBER et al., 1997)

A predicdo in silico apresentou dados sobre a solubilidade em agua do DSH64
como moderadamente solivel. Este pardmetro ¢ importante pois além de demostrar mais
um ponto positivo para administra¢do por via oral, a solubilidade em 4gua ¢ necessaria
para que haja facilidade na manipulagdo e formulagdo do composto (DAINA;
MICHIELIN; ZOETE, 2017). Outra questao importante ¢ que para medicacdes de uso
parenteral, a solubilidade em 4gua do farmaco se faz necessaria para que a substancia
ativa seja distribuida de forma eficiente em menor dosagem (SAVJANI; GAJJAR;
SAVIJANI, 2012).

Na predi¢ao, também foi avaliado se o composto DSH64 era substrato da P-gp,
uma bomba de efluxo. Essa proteina pode ser superexpressa em células neoplasicas, e,
dessa forma, efluir os fArmacos para fora da célula, o que implica na reducdo intracelular
do farmaco, e, assim a concentragdo do composto se torna abaixo do limiar terapéutico,
o0 que gera a resisténcia de amplo espectro de quimioterdpicos. Essa ¢ uma das principais
causas de resisténcia medicamentosa (AKAMINE; YASUI-FURUKORI; UNO, 2019;
AMAWI et al., 2019; CHOI; YU, 2014). Como pode ser observado no Quadro 1, a
imidazopiridina DSH64 nao aparenta ser um substrato da P-gp, o que confere ao
composto uma possivel vantagem em relacdo a resisténcia a farmacos por células

neoplasicas.
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A metabolizacdo dos farmacos ¢ um aspecto a ser levado em considerac¢do. Diante
disso, avaliou-se a possibilidade do DSH64 inibir algumas das principais isoenzimas da
familia CYP450, responsaveis pela metabolizacdo de xenobioticos. Essas enzimas
realizam a biotransformagdo de produtos quimicos para que sejam excretados com
facilidade pelo organismo (MANIKANDAN; NAGINI, 2018). Vale ressaltar que, os
farmacos podem interagir com essas enzimas de maneira inibitdria, isso pode causar
interacdes medicamentosas que resultam na impossibilidade da excrecao de outro
medicamento que foi administrado concomitantemente ou diminuir a efetividade do
mesmo. A inibi¢do das enzimas da familia CYP450 pode também elevar as
concentragdes plasmaticas de certos medicamentos e levar a citotoxicidade
(MANIKANDAN; NAGINI, 2018; TORNIO; BACKMAN, 2018). A predigao in silico
indicou que o DSH64 pode atuar como inibidor das isoenzimas CYP1A2, CYP2C19 e
CYP2D6. Portanto, ¢ importante que seja evitado o uso conjunto do DSH64 com
farmacos que sao metabolizados por essas isoenzimas. O venetoclax, por exemplo, ¢
metabolizado pela CYP3A4 (LIU et al., 2017), enzima que ndo ¢ inibida pelo DSH64,

0 que permitiria a combinagao desses farmacos.

Por fim, pelo uso da ferramenta SwissTargetPrediction, que sugere os possiveis
alvos moleculares dos compostos de acordo com a comparagao da sua estrutura 3D com
outros compostos presentes na literatura, foi possivel observar que o composto possui
uma gama de possiveis alvos moleculares como receptores acoplados a proteina G e

enzimas.

Ao considerar a busca por um novo composto quimioterapico, um dos principais
requisitos esperados € que este seja citotdxico apenas para as células neoplasicas para
que dessa forma os efeitos adversos sejam atenuados (KNEZEVIC; CLARKE, 2020;
LIVSHITS; RAO; SMITH, 2014). Assim, ap6s analisar a citotoxicidade do DSH64 para
a linhagem celular K562, foi realizado o teste de citotoxicidade em linhagem de
fibroblastos humanos, HS-5, no periodo de 24h. Como ¢ possivel observar na Figura 20,
a Clso do DSH64 em células HS-5 foi de 98,33 + 3,95 uM, cerca de duas vezes maior
que a Clso de 24h observada em células K562. Esse resultado permite relacionar uma
seletividade para células neoplasicas. Um estudo de SAYEED et al., 2018 também
mostrou Clso de imidazopiridinas maiores para células renais embriondrias (HEK293)

do que para algumas linhagens celulares neoplésicas de tumores solidos, como por
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exemplo MDA-MB-231 (cancer de mama) e HCT116 (cancer de colon) (SAYEED et
al., 2018).

Outro ponto importante durante o processo de constru¢do de um novo farmaco, ¢ avaliar
se tal composto lisa os eritrocitos humanos, visto que, a principal forma de
administracdo de quimioterdpicos ¢ a via oral e/ou a via endovenosa. Para tal
conhecimento, foi avaliado o potencial hemolitico do DSH64 pelo do teste de hemolise
com hemécias de individuos clinicamente saudaveis. Como apresentado na Tabela 8 ¢
na Figura 21, mesmo em concentragdes 10 vezes maiores que a Clso de 24h do DSH64,
nao houve lise eritrocitaria significativa em relagao ao controle positivo. Esse resultado
sugere que essa imidazopiridina, se utilizada para o desenvolvimento de um farmaco,
possa ser administrado de forma segura por via oral ou parenteral, pois sdo
biocompativeis com os eritrocitos humanos (PODSIEDLIK; MARKOWICZ-
PIASECKA; SIKORA, 2020).

Uma forte caracteristica das células neoplasicas ¢ a velocidade com que se
proliferam e sua capacidade de progressdo ao longo das fases do ciclo celular, o que
as confere replicagdo e manutengdo (ABOU ZAHR; BORTHAKUR, 2017b; CARTER
et al., 2022). Por esse motivo, o ciclo celular ¢ considerado um bom alvo terapéutico
para impedir a proliferagdo neoplasica (MENON et al.,, 2019). Portanto, apos a
incubagdo com a Clso de 24h do DSH64 avaliou-se o efeito do composto nas fases do
ciclo celular bem como a expressdo de KI-67, considerado um marcador de
proliferagao celular. Como € possivel observar na Figura 22 e Tabela 9 nao houve
parada no ciclo celular apos tratamento com DSH64. Nao foram encontrados estudos na
literatura de experimentos com K562 para corroborar este dado, porém varios estudos
demostraram parada no ciclo celular de linhagem celulares de tumores sélidos induzidos
por imidazopiridinas (MARTINEZ-URBINA et al., 2010; SAYEED et al., 2017; SONG
et al., 2014a). O DSH64 também ndo demonstrou diminui¢ado significativa da proteina
KI-67. Esse dado ndo estd em concordancia com Oliveira Silva, 2021 que obteve
diminui¢io de KI-67 ap6s tratamento com a imidazopiridina DSH65. E valido ressaltar
que tal estudo apesar de utilizar uma imidazopiridina da mesma série do composto
DSH64, utilizou células Daudi (Linfoma de Burkitt).

Assim como nas demais neoplasias malignas, as células leucémicas de LMA

tém como principal caracteristica a evasao do processo de morte celular. Dessa forma,
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os mecanismos de acdo dos farmacos utilizados para o tratamento neoplésico visam
reduzir a viabilidade das células neoplasicas pela ativacdo de intimeras vias de
sinalizagdo que podem causar a morte celular. Embasados nesse conhecimento, uma das
estratégias de morte celular por farmacos € pela ativagao da apoptose, um mecanismo
de morte celular regulada. A apoptose classica ¢ considerada como uma morte ndo
imunogénica, e, assim, ndo gera um processo inflamatério que ndo atinge tecidos
adjacentes. Esse mecanismo de morte celular ndo € uma estratégia especifica a um tipo
de neoplasia, posto que existe a possibilidade de aplicar o mesmo tratamento em
diversos tipos de neoplasias (PFEFFER; SINGH, 2018). Especificamente na LMA,
existem duas proteinas antiapoptoticas que sdo super expressas pelas células leucémicas,
aBCL-2 ea MCLI1 (CZABOTAR et al., 2014). Diante disso, a inibi¢cdo dessas proteinas
parece ser eficiente no tratamento de leucemias, a exemplo disso, pode-se citar os bons
resultados da Venetoclax, um inibidor de BCL-2, como uma nova proposta terapéutica
contra a LMA (BALL; BORTHAKUR, 2020b; SAXENA; KONOPLEVA, 2020b).
Valendo-se dessa informagao, a primeira etapa para elucidar o mecanismo de agdo do
DSH64 foi avaliar o seu envolvimento na apoptose. Para tal, foi realizado duas
metodologias distintas: a microscopia de fluorescéncia com BE/LA e o método da
Anexina-V.
Como demonstrado na Figura 23, diferente do controle (c€lulas sem tratamento,
Painel A) as células tratadas com o composto (Painel B) apresentam condensacdo da
cromatina e formagao de prolongamentos na membrana plasmatica (blebs), as quais sdo
alteragdes caracteristicas de apoptose inicial. Ainda na mesma figura € possivel observar
células que perderam a integridade da membrana, coradas em laranja, que indica
apoptose tardia. Esse resultado corrobora outro estudo realizado por Silva, 2021, em
células Daudi com a imidazopiridina DSH65.
Durante o estdgio inicial da apoptose, a membrana celular perde sua simetria,
e, assim, ha a externaliza¢ao dos residuos de fosfatildilserina que sao reconhecidos por
células fagocitarias que engolfam essas células em apoptose e as degradam em
fagolissomas (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2018a). Apds o tratamento com DSH64 em
sua Clso de 24h as células K562 ndao aumentaram significativamente a externalizagcdo de
fosfatilserina em comparagdo com as células do grupo controle (sem tratamento). Esse
dado nao corrobora os outros resultados desse trabalho que indicam que o DSH64 induz

morte celular por apoptose. E possivel que a exposigdo de fosfatilserina seja um evento
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observado mais tardiamente nessas células, e, por isso, nao foi observado no tempo de
24h. Outros experimentos com um maior tempo de incubagdo podem auxiliar a
averiguar esta informagao. Além disso, para que haja a confirmagdo do envolvimento
da apoptose, pode-se realizar a fragmentagdo do DNA.

Considerando os resultados obtidos, o outro passo do trabalho foi averiguar
quais mecanismo apoptoticos, intrinsecos ou extrinsecos, estavam envolvidos nesse
processo. A apoptose intrinseca ou mitocondrial ¢ regida pelo desequilibrio entre as
concentracdes de proteinas pro- e antiapoptoticas da familia BCL-2. Entre as proteinas
pro-apoptoticas pode-se citar as proteinas Bax, Bak, Bid, Puma e Noxa. Ja as proteinas
antiapoptoticas sdo as proteinas Bcl-2, Mcl-1, Bcel-x (KALE; OSTERLUND;
ANDREWS, 2018; MOLDOVEANU et al., 2014). Diante do exposto, as células K562
foram tratadas na Clso de 24h do composto DSH64 e ap6s incubagdo pode-se observar,
como visto na Figura 26, o aumento significativo de 1,54 + 0,10 vezes da proteina pro-
apoptotica Bax em relag@o a célula K562 ndo tratadas com o composto. A Figura 27
mostra que apods o tratamento com DSH64 nao houve reducao significativa da proteina
antiapoptotica Bcl-2. Porém ¢ muito importante ressaltar que a relagdo Bax/Bcl-2 nas
células tratadas com DSH64 foi de 1,55, o que sugere um estimulo pro-apoptotico.
Como citado anteriormente, o venetoclax, medicamento incorporado recentemente para
o tratamento de LMA ¢ um inibidor de Bcl-2 (GUO et al., 2020). O uso concomitante
com um possivel farmaco advindo do DSH64 pode se tornar interessante, visto que
ambos agem em proteinas da via intrinseca da apoptose, mas modulam proteinas
diferentes. De um lado o venetoclax que inibe Bcl-2 e do outro lado o DSH64 que
aumenta Bax.

Um fator determinante para que ocorra a apoptose intrinseca ¢ a formacao de
poros na membrana mitocondrial externa, a qual € regulada pelo AYm no espacgo entre
as duas membranas que circundam a mitocondria. Assim, quando ocorre dano ou
permeabiliacdo da membrana mitocondrial externa, hd perda do A¥Ym o que ocasiona a
liberagdo de componentes presentem no espago intermebrana como AIF, citocromo-c e
a proteina SMAC/Diablo. A liberagcdo desses componentes contribuira para a formagao
do apoptossoma e ativagdo de caspases efetoras (-3, -6, -7), o que leva a conclusao da
apoptose (CZABOTAR et al., 2014; GALLUZZI et al., 2018; SONG et al., 2015).

Na sequéncia do estudo do mecanismo de acdo citotoxica do DSH64 o A¥Ym

também foi avaliado, e, como ¢ possivel observar na Figura 25, apds a incubagdo do
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composto, na Clso de 24h, com as células K562 nao houve reducao significativa do A¥m
nessas células quando comparadas ao controle (células sem tratamento). Existe a
possibilidade de que as alteragdes no A¥Ym seja um evento que ocorra posteriormente
as 24h, pois como visto anteriormente existe um estimulo pro-apoptdtico conduzido
pelo aumento de Bax, ou que a apoptose esteja ocorrendo por uma via independente a
essa. No entanto, um novo experimento com mais tempo de incubacdo, do que o
utilizado nesse trabalho, pode avaliar melhor essa possibilidade. Essa proposta se
justifica, pois, estudos relataram diminuigao significativa do A¥Ym quando tratados com
imidazopiridina DSH65, pelo periodo de 24h, em células Daudi (Oliveira Silva, 2021),
e de um derivado de imidazopiridina CHEQ-2, pelo periodo de 48h, em células MCF-
7, HepG2 e HT-29 (SONG et al., 2014b).

Em paralelo, foi avaliado o envolvimento da proteina AIF e da caspase efetora,
caspase-3. Ap6s 24h de incubacdo com a Clso de 24h de DSH64 pode-se observar na
Figura 28 que ndo houve aumento significativo da proteina AIF apds o tratamento com
DSH64, quando comparado com o controle (células sem tratamento). Isso corrobora os
dados anteriores, visto que o AIF ¢ liberado ap6s a perda do A¥Ym, ndo observado no
presente estudo. Assim como o A¥Ym ¢ possivel que o aumento de AIF seja detectado
somente em tempos maiores de incubagdo do que o usado nesse estudo (24h).
Entretanto, foi observado um aumento significativo da caspase-3 nas células K562
tratadas com DSH64 em relag@o ao controle (células sem tratamento). A caspase-3 esta
envolvida na fase final do processo de apoptose, e, ¢ ativada tanto pela via intrinseca
quanto pela via extrinseca.

Como visto anteriormente, a apoptose extrinseca ¢ ativada mediante
perturbagdes no meio externo a célula, essas perturbagdes sdo captadas via receptores
de morte, localizados na superficie celular, como por exemplo o receptor Fas (FasR).
Esse receptor apds ativado se liga a um receptor TNF, e, assim, se inicia a apoptose
extrinseca. Apods a interagdo dos receptores citados anteriormente, os DD serdo
recrutados, e em conjunto com as caspases- 8 € -10 comporao o complexo DISC que
sinalizara a apoptose. Apds a formagdo desse complexo a caspase-8 sera clivada, o que
levard a ativacdo das capazes efetoras -3 e -7, que por fim levard a morte celular por
apoptose. Neste estudo, foi observado que o composto DSH64 causou aumento

significativo de 2,91 + 0,26 vezes do receptor Fas em células K562 tratadas com DSH64,
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na sua Clso de 24h, em relacdo a células sem tratamento (Figura 29). Esse resultado
sugere que o mecanismo de citotoxicidade do DSH64 envolve a apoptose extrinseca.

As proteinas inibidoras de apoptose (IAPs) sdo proteinas que estao presente em
células neoplasicas, e visam suprimir a apoptose. Um exemplo de AP, ¢ a proteina
survivina que € super expressa em inumeras neoplasias, incluindo a LMA, e, esta
associada a progressao da doenga, curta sobrevivéncia, quimiorresisténcia € a um
prognostico desfavoravel (ADNAN-AWAD et al., 2019; SUN et al., 2013). Como pode
ser observado na Figura 31, houve uma reducao significativa da expressao de survivina
em células K562 tratadas com DSH64 de 0,7 vezes, em comparagdo com células K562
sem tratamento. Como mencionado acima, a survivina encontra-se superexpressa na
LMA e a sua inibi¢ao pode diminuir a resisténcia ao tratamento.

Por fim, foi avaliada a forma¢ao de eROS em células tratadas com DSH64. O
estresse oxidativo ¢ gerado, basicamente, pelo desequilibrio entre moléculas pro-
oxidantes e antioxidante dentro das células, o que leva a produgdo de eROS. Sabe-se
que o aumento de eROS opera positivamente as duas vias da apoptose (ADNAN-
AWAD et al., 2019; REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-BATES, 2016; SINHA et al.,
2013). Neste estudo, foi possivel verificar o aumento significativo de 1,30 + 0,02 na
producao de eROS em células K562 tratadas com o composto DSH64 em relagao a
células controle sem tratamento (Figura 33). Esse resultado corrobora com outros dados
deste trabalho que sugerem a inducdo da apoptose pelo composto DSH64. Outras
imidazopiridinas mostraram aumentar eROS em células de tumores solidos (CHOTA;
GEORGE; ABRAHAMSE, 2021; SUNKARI et al., 2019b).

Vale ressaltar que, mesmo que as imidazopiridinas e seus analogos estejam em
recentes pesquisas para aplicabilidade de farmacos antineoplasicos, ndo foi encontrado
na literatura nenhum estudo que evidenciasse a citotoxicidade de uma imidazopiridina
em células de LMA. Os resultados apresentados demonstram que a imidazopiridina
DSH64 ¢ citotoxica para células de linhagem de LMA devido a sua interagdo com
diversas vias de sinalizagdo intracelular. Isso gera inUimeras possibilidades de
combinacao do composto com as terapias utilizadas atualmente, como os medicamentos
utilizados no “regime 7+3”, pois esse esquema medicamentoso combina a citarabina,
um analogo da pirimidina que se intercala ao DNA (FARUQI; TADI, 2022) e uma
antraciclina, que também € capaz de se intercalar ao DNA (RIVANKAR, 2014). Assim,

o mecanismo de agdo desses dois farmacos impede com que a célula se prolifere via
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parada do ciclo celular, mecanismo esse ndo visualizado no tratamento com DSH64. No
entanto, a imidazopiridina DSH64 atua em proteinas que ndo sdo alvos citotoxicos da
citarabina nem da daunorrubicina, como o FasR, que tem sua expressdo aumentada com
o uso da DSH64 mas nao ¢ afetado por esses medicamentos (PING; ZHONGWEN;
JUAN, 2001). Além disso, estudos relatam que apds tratadas com citarabina e
daunorrubicina, as células K562 apresentam aumento da proteina survivina (QIAN
DING et al., 2009), no entanto, demonstrou reducao apds a incubagao com o DSH64.
Esses resultados podem sugerir um possivel efeito sinérgico entre o DSH64 e os
farmacos atualmente utilizados na clinica para tratamento da LMA. Isso pode aumentar
a eficacia do tratamento, pois 0os compostos atuam em vias diferentes, além disso, pode
ser uma alternativa para contornar a resisténcia a farmacos, apresentada por muitos

pacientes.

7 CONCLUSAO
Os resultados do presente estudo permitem concluir que:

e Dentre todos os 38 compostos, naturais e sintéticos, estudados neste estudo, a
imidazopiridina DSH64 foi a que demostrou melhores efeitos citotoxicos em células
K562.

e E possivel afirmar que o composto DSH64 apresentou citotoxicidade em K562
concentragdo e tempo dependentes com Clso de 24h de 51,88 + 2,85 uM, Clso de 48h
19,68 £ 0,81 uM e Clsode 72h de 7,88 + 0,28 uM.

e O DSH64 foi cerca de 2 vezes mais citotoxico em células de LMA K562 do que em
células de fibroblasto humano HS-5 e nao causou hemoélise mesmo em concentragdes
10 vezes superiores a Clso de 24h em linhagem K562.

e O composto DSH64 ndo causou bloqueio significativo nas fases do ciclo celular de
células K562.

e A morte celular causada pela imidazopiridina DSH64 foi sugestiva de apoptose, visto
que foi visualizado alteragdes morfologicas sugestivas de apoptose por microscopia de
fluorescéncia apesar de ndo haver aumento da externalizacdo de residuos de

fosfatidilserina.
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O composto DSH64 nao reduziu significativamente o Aym, no entanto, houve aumento
da expressao da proteina pré apoptotica Bax, da caspase -3 e do FasR, o que sugere o
envolvimento da apoptose extrinseca.

O DSH64 causou aumento da formagdo de EROs e diminuigao significativa da proteina

antiapoptotica survivina.
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