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RESUMO

O céancer é caracterizado pelo crescimento desordenado de células
anormais em tecidos e 6rgdos, podendo vir a espalhar-se por outras
regides do organismo. As células neoplésicas adquiriram a propriedade
de proliferacdo além dos limites normais e de resisténcia a apoptose. O
entendimento dos mecanismos moleculares de morte das células
tumorais se faz necessario para 0 avango em direcdo ao
desenvolvimento de compostos antineoplasicos com  maior
citotoxicidade e maior seletividade para as células tumorais. A utilizacao
de modelos celulares de leucemia na busca de novas terapias
antitumorais torna-se interessante, uma vez que as linhagens celulares
possibilitam a obtencdo de resultados mais rapidos na prospecgdo de
novos agentes antitumorais. Estudos anteriores demonstram que 0s sais
de isotiourdnio (Sls) apresentam atividade antibacteriana, antifungica e
antinflamatéria, porém pouco ainda se sabe sobre uma possivel
atividade antitumoral. As tiazinodionas (TDs) sdo analogos das
tiazolidinedionas, conhecidas pela atividade antihiperglicémica ja bem
caracterizada e mais recentemente tem sido descrita a atividade
antitumoral em diversos tipos de cancer como célon, mama, pulmao.
Diante deste cenario, o objetivo desse trabalho foi pesquisar novos
potenciais agentes antileucémicos a partir de sais de isotiourdnio e
tiazinodionas e investigar o mecanismo de morte celular induzida por
estes compostos. Observou-se que os sais de isotiourénio MF 04, MF05,
MF06, MFO7 e MF08 apresentaram concentracdo citotoxica para 50%
das células (CCxp) na faixa de 3 a 12 uM com indice de seletividade > 2
para as células de leucemia. Além disso, esses compostos parecem
induzir & morte celular através da inducdo do estresse metabdlico com
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e perda do potencial
de membrana mitocondrial. O composto MF08 que apresentou a menor
CCs e maior indice de seletividade em células de leucemia, além de
causar alteragcbes morfoldgicas que sugerem morte celular por mitose
catastrofica. Por esse motivo, novos compostos derivados desse Sl
foram sintetizados, mas 0s mesmos apresentaram atividade inferior a
molécula de origem. As tiazinodionas l1a e 1g apresentaram CCsy de 35
e 28 uM respectivamente e indice de seletividade em torno de 3. O
mecanismo de morte envolvido na acdo das tiazinodionas esta
relacionado a producdo de EROs, perda de potencial de membrana
mitocondrial e alteracdo nos niveis de célcio intracelular sugerindo um
estresse de reticulo endoplasmatico e ativacdo das caspases-12 e -3



culminando em apoptose. Considerando 0s compostos testados, ambas
as classes mostram-se promissoras para estudos pré-clinicos.

Palavras chave: céncer, leucemia, sais de isotiourdnio,
tiazinodionas, morte celular, apoptose, mitose catastrofica.



ABSTRACT

Cancer is characterized by abnormal growth of normal cells in
tissues and organs that can spread to other regions. Neoplastic cells
acquired the property of proliferation beyond normal limits and
apoptosis resistance. It is important to better understand the molecular
mechanisms of tumoral cell death in order to promote the development
of new antineoplastic compounds with higher toxicity and selectivity.
Leukemia cell models in new antitumoral research are interesting due to
their easy handling and feasibility. Previous studies showed that
isothiouronium salts presented antibacterial, antifungal and anti-
inflammatory activities, but the antitumoral activity is still unclear. The
thiazinediones are thiazolidinediones analogs wich have its
antihyperglycemic activity well characterized and recent studies
presented their antitumoral activity in several types of cancer as colon,
breast and lung. In this scenario, the aim of this work was to investigate
new potential antileukemic agents by isothiouronium salts and
thiazolidinediones derivatives and explore the cell death mechanism
induced by them.. It was observed that isothiouronium salts MF 04,
MF05, MF06, MF07 and MFO8presented a range of 3 to 12uM of the
cytotoxic concentration to reach 50% of cell death (CCsg) and a
selectivity index of > 2 to leukemia cells. Furthermore, these compounds
seem to induce cell death by metabolic stress with reactive oxygen
species production (ROS) and loss of mitochondrial membrane
potential. Compound MF08 presented the lowest CCg, and higher
selectivity index in leukemia cells and morphologic alterations suggest
that it may induce mitotic catastrophe cell death pathway. Therefore
novel compounds derived from MF08 where synthetized but it was
observed inferior activity compared to original molecule.
Thiazinediones 1a and 1g presented CCso of 35 and 28uM respectively
and selectivity index nearby 3. The mechanism of action of
thiazinediones is related to ROS production, loss of mitochondrial
membrane potential and calcium imbalance suggesting a endoplasmic
reticulum stress and caspases -12 and 3 activation culminating in
apoptosis cell death. Considering the tested compounds, both groups
seem to be promising to further pre-clinical trials.

Keywords: cancer, leukemia, isothiouronium salts,
thiazinediones, cell death, apoptosis, mitotic catastrophe
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1 INTRODUCAO

O céncer é caracterizado pelo crescimento desordenado de células
anormais em tecidos e 6rgdos, podendo vir a espalhar-se por outras
regides do organismo pelo sangue ou sistema linfatico (WHO, 2013).

O desenvolvimento do cancer envolve diversos fatores de risco
intrinsecos e extrinsecos. Fatores intrinsecos como idade, sexo,
constituicdo  genética, funcionamento do sistema imunoldgico,
metabolismo, niveis hormonais e estado nutricional do paciente, podem
influenciar no aparecimento da patologia. Como fatores extrinsecos
podemos mencionar habitos alimentares, bebida, tabagismo, exposicao a
fatores ambientais e comportamento (MALARKEY, MARANPOT,
2005).

A carcinogénese € o processo de formagdo do céncer, no qual
estdo envolvidos maltiplos estagios que levam & transformacdo de uma
célula normal em uma célula maligna. No estagio de iniciacéo as células
normais sofrem o efeito de um agente carcinogénico que provoca uma
alteracdo efou delecdo em algum de seus genes. No estigio de
promogao, as células geneticamente alteradas sofrem a acdo de agentes
oncopromotores que irdo transformar as células normais em malignas.
Finalmente, no estdgio de progressdo ocorre a multiplicagdo
descontrolada das células malignas, surgindo entdo as primeiras
manifestacdes clinicas da doenca. O intervalo entre a iniciacdo e a
detecgdo do tumor pode ser de 10 anos ou mais (PITOT, 1993,
ALMEIDA et al., 2005).

O diagndstico confirmatério da doenca é feito pela bidpsia do
tecido, podendo em alguns casos ser utilizada a puncdo com agulha no
local do tumor para a obtengdo de amostra tecidual para avaliagdo
histologica, grau de invasdo e pesquisa de expressdo de marcadores de
superficie celular ou proteinas que tipificam um cancer especifico
(LONGO, 2010).

Diferentemente das células normais, as células neoplasicas estio
sob constante situacdo de estresse, como 0 estresse oncogénico, a
instabilidade gen6mica e a hipdxia. Em resposta a esses eventos, células
normais entram em processo de apoptose, porém as células neoplésicas
frequentemente adquirem a capacidade de evitar esta resposta celular
inativando as vias apoptéticas (FERNALD; KUROKAWA, 2013).

O termo morte celular programada refere-se aos mecanismos de
morte que ocorrem durante o desenvolvimento do individuo
(KROEMER; LEVINE, 2008). Os mecanismos de morte que atuam no
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controle da replicagdo celular, mantendo a integridade das
caracteristicas genéticas e fisiologicas da célula, sdo os mesmos que, em
certas situacdes, podem levar a formacgdo de células neoplasicas e/ou ao
desenvolvimento de resisténcia aos tratamentos quimioterapicos. Estes
mecanismos podem ser utilizados como ferramentas para nortear o
estudo de novos quimioterapicos (DALBY et al., 2010).

Atualmente os tratamentos consolidados para a terapia do cancer
envolvem o uso de quimioterapicos, radioterapia, hormonioterapia
(cénceres hormdnio-dependentes), imunoterapia e terapia génica. Em
alguns casos, opta-se pela terapia combinada utilizando, por exemplo, a
quimioterapia e radioterapia, concomitantemente ou sequencialmente a
remog&o do tumor (LONGO, 2010).

Para serem efetivos, a maioria dos quimioterapicos convencionais
devem ser usados em altas doses, causando uma alta toxicidade aos
pacientes e, em alguns casos, podem se tornar responsaveis pelo
desenvolvimento de novas neoplasias por causarem danos ao DNA das
células normais (BERTRAM, 2001). Neste trabalho ndo se pretende
discutir sobre todos os antitumorais utilizados na clinica, mas nos
permitimos indicar alguns exemplos para justificar nossos objetivos.
Neste sentido, exemplifica-se com a classe de agentes alquilantes, que
atuam intercalando-se a bases nitrogenadas do DNA e mudando a
conformagdo estrutural do mesmo, impedindo a completa replicacéo ou
divisdo celular. Por causarem danos ao material genético, essa classe de
guimioterapicos pode causar neoplasias  secundarias, = mais
especificamente induzir a leucemia, quando utilizado em baixas doses
por um longo periodo (LONGO, 2010).

Além da toxicidade sistémica e o desenvolvimento de neoplasias
secundarias, certos canceres podem desenvolver resisténcia aos
tratamentos, bem como a heterogeneidade das neoplasias faz com que os
tratamentos sejam via de regra ineficazes, dificultando a cura e
aumentando as recidivas. Neste sentido, faz-se necessério a busca por
novas terapias contra o cancer e o entendimento dos mecanismos de
morte celular envolvidos nesses processos.

A utilizagdo de modelos celulares de leucemia na busca de novas
terapias antitumorais torna-se interessante, uma vez que as linhagens
celulares possibilitam a obtencdo de resultados mais rapidos na
prospeccdo de novos agentes antitumorais. Neste sentido, destaca-se a
rapida proliferagdo celular e as atuais metodologias para avaliacdo dos
mecanismos moleculares de agdo das potenciais moléculas com agéo
antitumoral (MATKANNO et al., 2003).
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Em vista deste cenario, neste trabalho estudamos os mecanismos
de citotoxicidade de sais de isotiourdnio e tiazinodionas em modelos
celulares de leucemia. Os compostos foram sintetizados e caracterizados
pelo grupo do Prof. Marcus Mandolesi S& do Departamento de Quimica
desta universidade.
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2 REVISAO BIBLIOGAFICA

2.1 Leucemias

O cancer é uma das principais causas de morte no mundo,
chegando a 7,6 milhdes no ano de 2008. Estima-se que em 2030 esse
nimero sera de 13,1 milhdes (WHO, 2013). Em 2005, o cancer matou
cerca de 190.000 pessoas no Brasil, sendo que as leucemias estdo entre
as dez principais causas de morte tanto em homens quanto em mulheres
(WHO, 2009).

Existem mais de 100 tipos de cancer e a maioria deles é nomeada
de acordo com o 6rgdo ou tipo de célula em que a doenca se inicia
(WHO, 2013). As leucemias sdo caracterizadas pela proliferacéo clonal
neoplasica de precursores das células sanguineas (Figura 1), resultante
de alteragOes genéticas que perturbam os processos celulares essenciais
como a renovagdo, reparo, proliferagdo e diferenciacdo (SAHA,
LILLEYMAN, 1998; MURATI et al., 2012).

As leucemias séo classificadas de acordo com o tecido de origem,
sendo denominada linféide quando acomete células da linhagem
linfoide, ou miel6ide, quando acometem células da linhagem mieléide.
Podem ainda ser classificadas de acordo com a progressdo da doenga em
agudas, caracterizadas por blastos imaturos em diferentes estagios ou
cronicas, com células bem diferenciadas (SZCZEPANSKI, VAN DER
VELDEN; VAN DONGEN, 2003, BURKE; STARTZELL, 2008,
GUYTON; HALL, 2011).

A leucemia linféide aguda (LLA) ocorre principalmente em
criancas e esta associada & exposicao uterina a fendmenos externos ao
organismo como radiacdo ionizante, pesticidas, solventes entre outros.
Ocorre em maior frequéncia em pacientes com sindrome de Down e
neurofibromatose (BURKE; STARTZELL, 2008; PUI; ROBINSON;
LOOK, 2008; ONCIU, 2009).

A leucemia linféide cronica (LLC) é a forma mais comum de
leucemia em adultos, ocorrendo em pacientes acima de 50 anos. Embora
a etiologia desta leucemia permaneca desconhecida, a predisposi¢éo
familiar parece ser um fator relevante. Esta doenca cronica acomete
majoritariamente as células B (GHIA, FERRERI, CALIGARIS-
CAPPIO, 2007, BURKE; STARTZELL, 2008; DIGHIERO;
HAMBLIN, 2008).
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Figura 2— Diagrama de formagéo dos elementos figurados do sangue.
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Fonte: adaptado de http://seer.cancer.gov/statfacts/html/leuks.html

A leucemia mieldide aguda (LMA) esta relacionada & doencas
como sindrome de Down e anemia Fanconi, envolve fatores como
hereditariedade, exposi¢do ambiental, radiacdo e uso de medicamentos
como quimioterapicos usados em tratamentos de outros tipos de cancer
(BURKE; STARTZELL, 2008; RUBNITZ; GIBSON; SMITH, 2010).

A leucemia mieldide cronica (LMC) acomete principalmente
pacientes com mais de 50 anos e é caracterizada pela presenca do
cromossomo Philadelphia, que ocorre pela transposicdo do gene BCR
(Breakpoint Region Cluster) do cromossomo 22 com o0 gene ABL
(Ableson Leukemia Virus) do cromossomo 9, causando mutacdes ou
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delecdes de genes supressores de tumor. (SAWYERS, 1999; BURKE;
STARTZELL, 2008).

Sucintamente, o cancer é causado por uma soma de eventos
incluindo alteragcGes celulares e genéticas, além da complexidade
relacionada aos variados estados de diferenciacdo celular, fazendo com
que as populacbes apresentem diferentes sensibilidades a quimioterapia,
radioterapia e outros tratamentos, tornando o tratamento da doenca mais
dificil. Para exemplificar menciona-se 0 que ocorre na leucemia
mieldide crénica, destacando-se a translocacdo dos genes BCRL-ABL,
em que é possivel a obtencdo da remissdo completa da doenga na
maioria dos pacientes utilizando o medicamento imatinibe. No entanto,
guando h& a recidiva da doenca, as células leucémicas normalmente
apresentam mutaces na porcdo ABL, levando a uma resisténcia ao
tratamento convencional (CROCE, 2008).

Cénceres em estagio avancado como a LLA e LMA apresentam
grandes chances de cura com a utilizacdo do tratamento quimioterapico
adequado, ja a LMC e casos de recidiva tanto de leucemias linfoides
guanto mieldides podem ser tratadas com altas doses de quimioterapico
associado ao transplante de medula 6ssea. Por outro lado, em alguns
casos a LMC e LLC ndo respondem ao tratamento, nesse caso 0
quimioterapico é usado apenas como aplicacdo paliativa para melhora
da qualidade de vida do paciente (LONGO, 2010).

2.2 Ciclo Celular

As células em divisdo podem ser classificadas em dois grandes
grupos: aquelas que estdo em processo de mitose e aquelas que estdo na
interfase (Figura 2). O estagio de mitose inclui a préfase (condensagéo
da cromatina para formacdo dos cromossomos e organizacdo dos
mesmos nos polos da célula), metafase (formacdo do fuso mitético,
compostos por microtibulos que emanam de polos opostos para se ligar
aos cromossomos), anafase (cromossomos filhos migram para os polos
da célula, orientados pelas fibras dos fusos) e tel6fase (desaparecimento
do fuso mitético e reorganizagdo dos cromossomos filhos em nucléolos)
(NIGG, 2001; VERMEULEN; VAN BOCKSTAELE; BERNEMAN,
2003).
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Figura 3- Diagrama do ciclo celular e sitio de atividade dos complexos
ciclina/Cdk na regulacéo do ciclo. Fases G1, S e G2 participam da interfase e fase
M representa a mitose celular.

D

Fonte: VERMEULEN; VAN BOCKSTAELE; BERNEMAN,
2003.

A interfase (Figura 2) é composta pelas fases G1 (precede a
replicacdo do material genético), S (sintese de DNA) e G2 (periodo em
gue a célula se prepara para entrar em mitose). Ainda, quando
necessario as células podem entrar em um estagio de laténcia (fase G0)
que precede a fase GIl(Figura 2) (VERMEULEN; VAN
BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003).

2.3 Regulacéo do ciclo celular

O controle do ciclo celular é realizado por meio de uma cascata
de fosforilagdo de proteinas, que transmite sinalizacbes de uma fase a
outra do ciclo e por pontos de checagem, destinados a manter a
integridade desse processo, causando um atraso na progressdo caso 0
mesmo ndo esteja integro (COLLINS; JACKS; PAVLETICH, 1997).
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2.4  Complexo ciclina/Cdk

Na sinalizag&o do ciclo celular a ativacdo de quinases ocorre por
meio das ciclinas dependente de quinases (CDK), formando um
complexo com ciclinas especificas, ativado apenas em determinado
periodo do ciclo celular (Figura 2). Um exemplo é o complexo ciclina
B1/Cdkl, que é mantido inativo pela fosforilagdo da Cdkl pelas
quinases Wee e Myt. Na fase G2 do ciclo celular, esse complexo é
ativado pela fosfatase Cdc25 que a desfosforila  resultando na
sinalizacdo da condensacdo cromossomal e formagdo do envelope
nuclear na fase de mitose celular (COLLINS; JACKS; PAVLETICH,
1997; LINDQVIST A., et al., 2007). Em caso de dano ao DNA no gene,
Chk1/2 fosforilam e inativam a fosfatase Cdc25C, evitando a
desfosforilacdo do complexo ciclina B1/Cdk1 e este fica inativado por
um periodo maior durante a fase G2 do ciclo celular, impedindo a
continuidade do processo mitético até que o DNA possa ser reparado
(MASSAGUE, 2004; ENOMOTO et al., 2009; WU et al., 2012).

2.5 Pontos de checagem

A checagem do ciclo celular é realizada em pontos do ciclo que
regulam as transicdes de fase celulares. Dessa forma, a fase seguinte do
ciclo é blogueada e s reinicia ap6s todos os processos da fase anterior
terem sido concluidos, garantindo que eventos criticos como a
replicacdo do DNA e a segregacdo cromossomal estejam completas e
fiéis a célula de origem. Caso haja uma falha na replicacéo celular, esses
mecanismos podem tanto levar a uma parada no ciclo celular como
induzir a célula a apoptose. Se esses pontos de checagem forem perdidos
em funcgdes de danos ao DNA, a progressdo do ciclo celular pode causar
uma instabilidade genémica irreparavel com a propagacdo da mutacédo
para as células filhas (ELLEDGE, 1996; NITTA et al., 2004; CLARKE;
ALLAN, 2009).

Os pontos de checagem ocorrem em dois momentos do ciclo
celular: o primeiro antecede a fase G1 impedindo que o DNA que tenha
sofrido algum tipo de dano seja replicado e, segundo ponto, consiste
naquele que precede a fase M, garantindo que o DNA replicado e a
segregagdo cromossdmica ocorram de maneira correta. Quando hd uma
falha na replicacdo celular, esses pontos de checagem sinalizam para
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gue haja uma parada do ciclo celular até que essa falha seja
reparada/eliminada (CLARKE; ALLAN, 2009).

Uma proteina importante que participa de pontos de checagem no
ciclo celular ¢ a p53. Esta proteina possui, entre outras funcdes,
monitorar a integridade do genoma replicado, e possui a capacidade de
atrasar a replicacdo até que o reparo seja feito, ou induzir a uma série de
eventos que levardo a morte celular programada quando o dano for
muito extenso (BERTRAM, 2001). A p53 estd envolvida nos dois
pontos de checagem da replicacdo celular (em G1 e G2/M) e atua
ativando a transcricdo de genes como 0 GADD45 (Growth Arrest after
DNA Damage), envolvido no blogueio do ciclo celular na transicdo das
fases G2/M apds dano ao DNA. Além do GADD45, a proteina Bax
participa da regulacdo da apoptose e a p21 WAF1/CIP1, cujo produto
inibe complexos ciclina/quinase dependente de ciclina, essenciais para a
progressao do ciclo celular (WANG et al., 1999; BADIE et al., 2000).

Defeitos nos pontos de checagem do ciclo celular, bem como
alteracGes nas ciclinas dependente de quinases, estdo associados a
mutacOes celulares e progressao tumoral, levando a célula a proliferacdo
continua ou a reinicializagdo no ciclo celular (EVAN; VOUSDEN,
2001; MALUMBRES; BARBACID, 2009).

2.6 Bases dos mecanismos moleculares do cancer

O processo no qual as células normais sdo progressivamente
transformadas em malignas envolve dano ao genoma celular. Esse dano
pode ocorrer por processos enddgenos como erros na replicacdo ao
DNA, instabilidade quimica intrinseca de certas bases de DNA, ou pelo
ataque de radicais livres gerados durante o metabolismo celular. Ainda,
danos exdgenos como radiacdo ionizante, radiacdo UV e carcindgenos
guimicos podem atuar na formacéo de neoplasias (BERTRAM, 2001).

As células tumorais diferem das células normais em diversos
aspectos como controle do crescimento, morfologia, interacdo célula-
célula, propriedades da membrana, estrutura do citoesqueleto, secrecéo
de proteinas e expressdo génica (LODISH et al., 2000; VERMES;
HAANEN; REUTELINGSPERGER, 2000)

As células neoplasicas adquirem a habilidade de manter os sinais
de proliferacdo, produzindo mais ligantes para os fatores de crescimento
e enviando sinais as células normais para que essas auxiliem no
fornecimento de fatores de crescimento ao ambiente tumoral
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).
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Os mecanismos genéticos envolvidos nas neoplasias incluem a
expressdo de produtos génicos com atividade inadequada que, em
condi¢des normais, estimulam o crescimento (proto oncogenes), perda
da atividade de produtos génicos, que em condi¢Ges normais inibem o
crescimento (genes de supressdo tumoral), expressdo excessiva de
produtos génicos que impedem o processo normal de morte celular ou
perda da atividade dos produtos génicos que em condigdes normais
promovem o reparo do dano ao DNA (STEVENS; LOWE, 2002;
MITCHELL et al., 2006).

2.6.1 Oncogenes

Se por um lado as células tumorais sdo conhecidas pela
manutencdo dos sinais de proliferacdo, por outro elas também agem
inativando supressores do crescimento celular. Quando a proteina de
supressao tumoral p53 recebe sinais de estresse ou anormalidades como
extenso dano ao DNA ou niveis de glicose e oxigenacdo abaixo do
normal, a p53 pode causar uma parada na progressao do ciclo celular até
que estas condices possam ser normalizadas (HANAHAN;
WEINBERG, 2011). Em muitos tipos de cancer, como nas leucemias, a
p53 apresenta-se mutada, 0 que permite a replicacdo de DNA danificado
e a proliferacdo tumoral (LODISH et al., 2000, ZHAO et al., 2010;
ZENZ et al., 2010; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Em condigdes fisioldgicas, a proteina cMyc atua na progressao da
fase G1 para a fase S do ciclo celular. A ativagdo da cMyc é realizada
por proteinas que induzem a mitose (mitdégenos), desaparecendo logo
gue as células iniciam a fase de sintese de DNA. No entanto, esta
condicdo ndo existe em células tumorais, pois apresentam altos niveis de
expressdao do oncogene cMyc. Para a progressdo da tumorigénese é
necessario que a proteina cMyc esteja constantemente ativada no estado
de transformacgdo celular além da inativagdo do processo apoptético.
Isso permite concluir que as proteinas Myc atuam tanto na replicacdo de
células ndo tumorais, quanto na ativacdo e manutencdo da malignidade
celular (FACCHINI; PENN, 1998; BAUDINO et al., 2002). A
expressao de cMyc mostra-se alterada em diversos tipos de tumores,
incluindo cancer de mama, colon, cervical, cancer de pulméo de células
pequenas, osteosarcomas, glioblastomas e leucemia mielGide
(FACCHINI; PENN, 1998).
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2.7 Morte celular

O Comité de Nomenclatura de Morte Celular (Nomenclature
Committee on Cell Death — NCCD) classificou morte celular segundo
caracteristicas morfolégicas como: apoptose (reorganizacdo do
citoesqueleto, condensacdo da cromatina, formacdo e reconhecimento de
corpos apoptoticos para posterior fagocitose), autofagia (vacuolizagdo
em massa e auséncia de condensacdo da cromatina), cornificacdo
(processo especifico da epiderme caracterizado pela presenca de
cornedcitos, ou seja, queratindcitos mortos) e necrose (ruptura da
membrana plasméatica com extravasamento do material celular e
ativagdo do processo inflamatorio) (KROEMER et al., 2009).

O progresso bioquimico e genético na exploracdo dos
mecanismos de morte celular permitiu que no ano de 2012 o NCCD
sugerisse uma nova classificacdo para os diferentes tipos de morte
segundo caracteristicas moleculares, aplicaveis tanto para estudos in
vivo e in vitro. Segundo a Ultima definicdo, a morte celular pode ser
classificada em necrose regulada, morte celular autofagica, mitose
catastrofica e apoptose extrinseca, apoptose intrinseca dependente ou
independente de caspase (GALLUZI et al., 2012)

2.7.1 Necrose

A necrose (Figura 3) pode também ocorrer como uma morte
celular programada (necroptose), apresentando aumento das organelas,
dilatacdo da membrana nuclear, condensacdo irregular da cromatina e
aumento do volume celular, culminando na ruptura da membrana
plasméatica e extravasamento do conteddo celular (KROEMER;
LEVINE, 2008; VITALE et al., 2011)

A necrose ocorre quando a célula ndo atinge os niveis energéticos
minimos, comprometendo assim processos como a troca intracelular dos
ions sodio/potassio, levando a um desequilibrio osmético que leva a
ruptura da célula (ALTAMN; RATHMELL, 2012)

Em resposta ao estresse metabdlico, as células desenvolvem
mecanismos adaptativos como a autofagia, com o intuito de captar mais
nutrientes para a sobrevivéncia celular. Portanto, a inibi¢do da autofagia
na presenca de estresse metabdlico poderia ser utilizada como uma
alternativa terapéutica no céncer, levando a célula & catéstrofe
metabdlica e por fim, necrose (ALTAMN; RATHMELL, 2012).
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Figura 4- Caracteristicas morfologicas da morte celular. Necrose: aumento
do volume das organelas celulares, perda de integridade da membrana celular e
extravasamento do material citos6lico. Apoptose: condensacdo e fragmentacao da
cromatina, formacdo de corpos apoptéticos pela compartimentalizagdo do
citoplasma e organelas, culminando na fagocitose do material celular. Autofagia:
formagdo e acumulacdo de autofagossomos e autolisossomos e digestdo celular por
enzimas lisossomais. Paraptose: extensa vacuolizagédo citoplasmatica, com inchago e
aglomeracdo das mitocdndrias. Auséncia de fragmentagdo nuclear ou formacdo de
corpos apoptoticos.
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Fonte: SAIKUMAR; VENKATACHALAM, 2009.

Por outro lado, apesar do colapso metabdlico seguido de necrose
parecer uma estratégia terapéutica atrativa, a necrose promove um
processo inflamatorio que, por sua vez, estd diretamente ligada a
tumorigénese. Com isso, estratégias que visam a ativagdo da apoptose
continuam sendo mais interessantes (ALTAMN; RATHMELL, 2012).
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2.7.2 Morte celular autofagica

A autofagia (Figura 3) é um mecanismo catabélico que leva a
degradacdo lisossomal de estruturas citoplasmaticas pela formacéo de
autofagossomos, vesiculas de dupla membrana que engolfam os
constituintes citoplasmaticos e entregam o material para a degradacéo
lisossomal, dando & célula uma aparéncia vacuolada. E possivel ainda
gue as membranas da mitocéndria, do reticulo endoplasmatico e do
complexo de Golgi contribuam para a formacdo dos autofagossomos
(KEPP et al, 2011; ROSENFELDT; RYAN, 2011).

A formagdo de autolisossomos ocorre pela fusdo de
autofagossomos e lisossomos, formado por uma membrana simples que
contém organelas em degeneracdo que entram em degradacdo pelo
processo de macroautofagia (KROEMER; LEVINE, 2008; KEPP et al,
2011; ROSENFELDT; RYAN, 2011).

Eventos autofagicos podem ocorrer em resposta a diversas
situagdes como privacdo de nutrientes ou fatores de crescimento,
acumulacdo de proteinas mal enoveladas e ativacdo de oncogenes,
apresentando funcdes citoprotetoras como um mecanismo de resposta
ao estresse. (DALBY et al., 2010; KEPP et al, 2011; ROSENFELDT;
RYAN, 2011; DENTON; NICOLSON; KUMAR, 2012).

A autofagia pode também ser considerada um mecanismo de
atuacdo na supressdo tumoral, uma vez que um defeito ou reducdo na
capacidade autofagica fornece estimulos oncogénicos, causando a
transformacdo neoplésica de células normais (DALBY et al., 2010;
ROSENFELDT; RYAN, 2011). Assim, a inducdo da autofagia pela
inibicio de proteinas anti-autofigicas pode ser utilizada como
alternativa terapéutica na morte celular de alguns tipos de cancer, como
0 cancer de mama e pancreatico, especialmente quando essas células
ndo apesentam moduladores apoptéticos como a BAX, BAK ou
caspases (FAZI, 2008; DALBY etal., 2010; GALLUZZI et al., 2012).

2.7.3 Mitose catastrofica

A mitose catastrofica ocorre como um mecanismo para evitar a
instabilidade gendmica causada por falhas no processo de mitose, seja
por problemas de replicacdo e/ou dano ao DNA ou por problemas na
segregagdo cromossomal, surgindo apés uma prolongada parada do
ciclo celular na transicdo das fases G2/M (CASTEDO et al., 2004;
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PORTUGAL; MANSILLA; BATALLER, 2010; VITALE, 2011). A
inibicdo ou expressdo de genes como ATM, ATR, Chkl, Chk2, polo-
like kinase (PIk)1, Plk2, Plk3, Pinl, MIhl e 14-3-3-s no ponto de
checagem da fase G2 do ciclo celular podem induzir a mitose
catastrofica (CASTEDO et al., 2004).

A mitose catastrofica é caracterizada por condensacéo
cromossomal prematura, formacdo de células grandes com mudltiplos
micronucleos e ativacdo da caspase-2 como resposta ao DNA danificado
(CASTEDO et al., 2004; RELLO-VARONA, 2010; GALLUZZI et al.,
2012). Alguns autores sugerem que a mitose catastrofica pode ser
considerada um mecanismo de 0ONcossupressdo em que ocorre uma
aberragdo no processo mitético, podendo a célula ser reparada ou entrar
em processo de morte por apoptose, necrose oOu senescéncia
(MANSILLA; PRIEBE; PORTUGAL, 2006; RELLO-VARONA, 2010;
VITALE, 2011). Entretanto, somente a apoptose é promovida pela
ativacdo da proteina de supressdo tumoral p53, sendo um ponto
importante na diferenciacdo entre os dois processos de morte celular
(MANSILLA; PRIEBE; PORTUGAL, 2006).

Agentes citotoxicos que impedem a polimerizacdo ou
despolimerizacdo de microtibulos ou que causam dano ao DNA levando
a célula a morte, sem a ativacgao da proteina p53, durante ou préximo ao
processo de metafase, podem ser caracterizados como indutores de
mitose catastrofica (BROKER; KRUYT; GIACCONE, 2005). Como a
mitose catastrofica ocorre em células em processo proliferativo,
naquelas que possuem o DNA danificado e que apresentam mutagdes
nos pontos de checagem do ciclo celular como, por exemplo, mutacdes
no gene supressor de tumor p53, varios autores vém sugerindo que esse
mecanismo de morte pode ser um alvo promissor em terapias contra o
cancer (WONSEY; FOLLETTIE, 2005; MANSILLA; PRIEBE;
PORTUGAL, 2006; NITTA et al., 2004; POON; CHOW, 2010; LANZ
etal, 2013).

2.7.4 Apoptose

A apoptose (Figura 3) é considerada um processo de morte
celular programada envolvida em processos fisiolégicos como a
morfogénese no desenvolvimento embrioldgico, a renovagdo tecidual, a
involugdo de 6rgdos e a manutencdo da homeostase de 6rgdos ou
tecidos, pela eliminacdo de componentes que perderam as respectivas
fungdes. A apoptose também se faz presente em processos patoldgicos
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como inflamagdo, neoplasias, atrofias patologicas e injurias teciduais
(BONINI; MOURA; FRANCO, 2000).

No processo de apoptose uma série de eventos estdo envolvidos,
incluindo a sintese proteica, expressdo de antigenos de superficie, perda
da adesdo celular, manutencdo da atividade metabdlica e producdo de
energia com preservacdo da integridade da membrana plasmatica e de
organelas citoplasmaticas. A célula apoptética reorganiza o
citoesqueleto, condensando a cromatina, apresenta fragmentacdo
nuclear, diminui de tamanho e produz corpos apoptdticos que sdo
rapidamente ingeridos por fagdcitos que os reconhecem pelos antigenos
de superficie produzidos durante o processo. Os corpos apoptoticos
impedem o extravasamento de material citoplasmatico para 0 meio
extracelular, ndo havendo resposta inflamatéria (BONINI; MOURA;
FRANCO, 2000; KROEMER; LEVINE, 2009).

Por ser uma via de morte que participa do processo fisiologico da
célula, a apoptose é ainda atualmente o mecanismo de morte mais
investigado nos estudos de desenvolvimento de novos compostos com
atividade antitumoral. As células neoplasicas apresentam alteraces na
expressdo ou funcdo de algumas moléculas apoptéticas, fazendo com
gue as mesmas sejam alvos interessantes na busca de uma estratégia
terapéutica com menos efeitos adversos (LOWE; LIN, 2000;
KASIBHATLA; TSENG, 2003; FERNALD; KUROKAWA, 2013).

2.74.1 Regulacéo da apoptose

O sistema de cascata das caspases exerce um papel fundamental
na inducdo, traducdo e amplificacdo dos sinais apoptdticos, sendo as
proteases mais conhecidas que atuam nesse processo. Podem ser
classificadas como iniciadoras (caspases-2, -8, -9 e -10) e efetoras
(caspases-3, -6 e -7) e atuam tanto na via extrinseca (citoplasmatica)
como na via intrinseca (mitocondrial) (RIEDL; SHI, 2004; FAN et al.,
2005; FERNALD; KUROKAWA, 2013).

Na via extrinseca da apoptose, a ativacdo das caspases iniciadoras
como caspase -8 e -10 ocorrem pela formacdo do complexo indutor da
sinalizacdo de apoptose em resposta a conjugacdo de ligantes
extracelulares como Fas e fator de necrose tumoral (TNF) aos receptores
de superficie celular. Esses fatores quando estimulados, associam-se,
por meio de proteinas adaptadoras como a FADD (Fas-Associated
Protein with Death Domain), as caspases iniciadoras, ativando-as e
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acionando as caspases executoras para culminar na morte celular
(HOTCHKISS et al., 2009; DENTON; NICOLSON, KUMAR, 2011;
FERNALD; KUROKAWA, 2013).

Na via intrinseca, estimulos como EROs, dano ao DNA, resposta
a malformacdo de proteinas e a privacdo de fatores de crescimento
celular levam ao acumulo de fatores prd-apoptdticos como Bak e Bax
que induzem a permeabilizacdo da membrana mitocondrial e liberacdo
de proteinas pré-apoptoticas como citocromo ¢ e SMAC/DIABLO do
meio mitocondrial para o espaco citoplasmatico. No citoplasma, o
citocromo c se liga a proteina pré-apoptética APAFL (fator ativador de
proteases — 1) para formar o complexo ativador da caspase-9 chamado
apoptossoma. A proteina SMAC aumenta a ativacdo de caspases via
citocromo ¢ pelo bloqueio de inibidores citosélicos como as IAPs
(proteinas inibidoras de apoptose), que atuam na inibicéo das caspases-3
e -7 (HOTCHKISS et al., 2009; DENTON; NICOLSON, KUMAR,
2011; FERNALD; KUROKAWA, 2013).

A caspase-12 localiza-se no reticulo endoplasmatico e pode
mediar a apoptose em situacfes de estresse de reticulo. O estresse de
reticulo endoplasmatico pode ser causado pelo acimulo de proteinas
mal enoveladas e perturbacdo na homeostase do calcio (FAN et al.,
2005; MALHOTRA; KAUFMAN, 2007).

A ativacdo da caspase-12 pode ocorrer pela atuacdo de outras
caspases, como a translocagdo da caspase-7 do citoplasma para o
reticulo endoplasmatico, interagindo com seu pro-dominio e ativando-o.
Em seguida, a caspase-12 ativa a caspase-9 que por sua vez ativa as
caspases efetoras -3, -6 e -7 (FAN et al., 2005)

Uma outra via de ativacdo da caspase-12 € o aumento da
concentracdo de calcio no meio citoplasméatico (de micromolar para
milimolar), o que ativa a protease dependente de célcio, calpaina, e esta
cliva e ativa a procaspase-12 para dar inicio a cascata de apoptose
(MALHOTRA; KAUFMAN, 2007; PINTON et al., 2008).

Em niveis fisiolégicos, o Ca”®" liberado pelo reticulo
endoplasmatico durante a ativacdo celular é captado pela mitocondria
para aumentar o fluxo metabolico por meio da membrana e promover
fosforilacdo oxidativa a fim de aumentar a producdo de ATP
(KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007). No processo apoptotico,
0 célcio participa atuando como um mensageiro que coordena as
interacdes entre a mitocdndria e o reticulo endoplasméatico (MATTSON;
CHAN, 2003).
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2.7.5 Vias de morte alternativas

Algumas vias de morte ainda ndo tem os respectivos mecanismos
de acdo bem definidos, como a paraptose, anoiquia, piroptose, entose e
partanatos. Entre essas vias de morte, menciona-se a paraptose (Figura
3) que foi originalmente introduzida para descrever uma morte celular
programada distinta da apoptose (SAIKUMAR; VENKATACHALAM,
2009; KROEMER et al., 2009; BERGSBAKEN; FINK; COOKSON,
2009). Semelhancas entre a paraptose, a morte celular citoplasmatica e
morte celular neuronal em modelos de neurodegeneracdo sugerem que a
paraptose possa ser um processo fisiologico relevante (SPERANDIO et
al., 2004).

A paraptose ocorre em células pela ativacdo de receptores de
fatores de crescimento semelhante a insulina tipo 1 e receptores
TAJ/TROY da familia dos receptores TNF. Esta associada a intensa
vacuolizacdo citoplasmatica e aumento do volume mitocondrial e
reticulo endoplasmatico, mas sem a presenca de nenhum outro marcador
de apoptose. Esse tipo de morte ndo envolve a expressao de caspases ou
proteinas como a Bcl-2, mas parece ser mediada por membros das MAP
quinases (Mitogen Activated Protein Kinases) e pode ser diferenciada da
apoptose por ser inibida pela proteina AIP1/ALIX (SPERANDIO et al.,
2004; BROKER; KRUYT; GIACCONE, 2005; SAIKUMAR;
VENKATACHALAM, 2009; KROEMER et al.; 2009).

2.8 Sais de isotiourénio e tiazinodionas

Os sais de isotiourbnio e seus derivados apresentaram, em
estudos  anteriores, atividade antibacteriana, antifingica e
antinflamatéria, bem como potencial atividade como anestésico local
(REGAN; GALYSH; MORRIS, 1967; TRANI, et al., 1989; BADAWI;
AZZAM; MORSY, 2006; IWAI, et al., 2007; SRIHARI, P., et al,,
2009). Em estudo realizado por Koronkiewicz e colaboradores (2011),
foi observada a atividade antitumoral com derivados de isotiourdnio em
células de leucemia promielocitica humana e leucemia crénica
eritromieloblastdide. Em concentragdes de no maximo 10 uM, esses
compostos foram capazes de interferir no potencial da membrana
mitocondrial, bloquear a fase G1 com subsequente diminuicdo de
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células na fase G2/M e aumento do ndmero de fragmentos de PARP
(Poly (ADP-ribose) polymerase), que indicam uma ativacdo das
caspases -3 e -7, desencadeando a cascata de morte por apoptose.

As tiazolidinedionas sdo conhecidas por sua acdo
antihiperglicémica e j4 vém sendo usadas para o tratamento de diabetes
do tipo 2 (ZASK et al, 1990; KRENTZ; FRIEDMANN, 2006;
CHAUDHRY et al.,, 2007). Além disso, estudos mais recentes
demonstram que esse grupo apresenta atividade antitumoral para cancer
de prostata, melanoma, mama, célon, pulméo, estbmago e pancreas, via
receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPAR-y) em sua
maioria (NAGATA et al, 2008; NUNES; LIU; MEADOWS, 2006;
ALLRED; KILGORE, 2005; TAKAHASHI et al., 1999; GALLI et al,
2004). As tiazinodionas (TDs) sdo heterociclos homologos das
tiazolidinedionas, apresentando a adicdo de um carbono no anel
principal da molécula, mas diferente da tiazolidinedionas pouco se
conhece sobre a atividade bioldgica das TDs, exceto por estudo
publicado por Dobkin e colaboradores (1957), que demonstra a
atividade analgésica de 5-etil-6-fenil-1,3-tiazin-2,4-dionas.

Figura 5 — Estrutura basica das tiazolidine-2,2-dionas e 1,3-tiazin-2,4-dionas

O O

S O
O
tiazolidine-2,4-diona 1,3-tiazin-2,4-diona
Fonte: Adaptado de FERREIRA, M. et al.,2013.
Esse estudo tem o intuito de pesquisar a atividade citotoxica de
sais de isotiourdnio e tiazinodionas em modelos de leucemia in vitro a

fim de se verificar a possibilidade dos mesmos serem utilizados como
futuros protétipos no desenvolvimento de farmacos antitumorais.
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo Geral

Avaliar os mecanismos de citotoxicidade dos sais de isotiouronio
e tiazinodionas em células de leucemia in vitro.

3.2  Objetivos Especificos

a) Determinar o efeito citotéxico dos sais de isotiourdnio e
tiazinodionas em células tumorais € ndo tumorais;

b) Realizar analise concentragdo-resposta da citotoxicidade e
indice de seletividade de sais de isotiourdénio e tiazinodionas em
diferentes linhagens celulares;

¢) Definir uma linhagem celular para dar continuidade as
investigacdes de atividade citotoxica dos sais de isotiourénio e
tiazinodionas;

d) Avaliar os mecanismos de citotoxicidade de sais de
isotiourénio e tiazinodionas nas diferentes linhagens celulares a partir
das possiveis alteragcdes morfologicas observadas microscopicamente,
nas alteragdes no ciclo celular e na ocorréncia de apoptose;

e) Definir o composto mais promissor para sintese de novas
moléculas derivadas e comparar atividade citotoxica com composto de
origem.
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4 METODOLOGIA

4.1  Reagentes

O meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), e 0
soro fetal bovino (SFB) foram adquiridos da Cultilab (S&o Paulo,
Brasil); a penicilina e a estreptomicina foram adquiridas da Gibco®
(Grand Island, NY, EUA); o dimetil sulfoxido (DMSO) e o é&lcool
etilico foram adquiridos da Nuclear; o acido etilenodiaminotetraacético
(EDTA), o cloreto de potassio (KCI), o cloreto de sédio (NaCl), o
bicarbonato de sédio (NaHCOs) e o carbonato de sodio (Na,CO3), foram
adquiridos da Reagen (Rio de Janeiro, Brasil); a sacarose; o iodeto de
propideo e a anexina-V-FITC foram adquiridos da Merck® (Alemanha);
o0 hidroxido de sodio (NaOH) foi adquirido da Vetek (Rio de Janeiro,
Brasil); 0 5,5,6,6 -tetraclorol,17,3,3"-
tetraetilbenzimidazolocarbocianina (JC-1) foi adquirido da Invitrogen®
(Alemanha); o brometo de dimetiazol difeniltetrazélio (MTT), o acido
N-[2-Hidroxietil]piperazina-N’-[2-etanosulfonico] (HEPES), a albumina
bovina, a pepstatina, a leupeptina, a aprotitina, o fluoreto de
fenilmetisulfonil (PMSF), a acetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA),
o0 Triton-X100, o sulfonato de 3-[(3-cloroamidopropil)-dimetilam6nio]-
1- propano (CHAPS), carbonil cianeto p-trifluorometoxifenil-hidrazone
(FCCP) e os substratos para caspase-3 (Ac-DEVD-AMC), caspase-8
(Ac-IETD-AMC), caspase-9 (Ac-LEDH-AFC) e caspase-12 (Ac-
ATAD-AFC); o Pluronic F-127; o Fluo-3-AM e o iono6foro de célcio
A23187 foram adquiridos da Sigma® (St. Louis, MO, EUA).

4.2  Sintese de compostos

Os sais de isotiour6nio (SIs) bem como as tiazinodionas (TZDs)
foram sintetizados e fornecidos pelo doutorando Misael Ferreira e pelo
Prof° Dr. Marcus Mandolesi S& do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC (FERREIRA, 2011).
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43 Cultura de Células

Foram utilizadas linhagens de células de leucemia linfoblastica
aguda de origem murina (L1210) e humana (CCRF-CEM), células de
leucemia promielocitica aguda humana (HL-60), leucemia mieldide
cronica humana (K562), melanoma murino (B16F10), cancer de mama
humano (MDA-MB-231) e fibroblasto (VERO), todas obtidas do Banco
de células do Rio de Janeiro (BCRJ/UFRJ). As células foram mantidas
em garrafas plasticas de cultura contendo meio RPMI 1640 ou DEMEM
com 1,5 g/L de bicarbonato de sédio, 10 mM de HEPES, 100 U/ml de
penicilina G, 100 ug/mL de estreptomicina e suplementado com 10% de
soro fetal bovino; pH 7,4 em estufa umidificada a 37°C em 5% de CO.,.
Para a realizacdo dos experimentos, 0 nimero de células viaveis foi
avaliado pelo método de Azul de Trypan (FRESHNEY, 1987). O
numero de células plaqueadas e o tempo de incubacéo foram adequados
a cada experimento.

4.4  Tratamento Celular

Os sais de isotiourdnio MFO1 a MFO09 foram dissolvidos em agua
destilada e armazenados a 4°C em aliquotas. Os compostos MF10 a
MF15 e as tiazinodionas foram dissolvidas em DMSO e armazenadas a
4°C em aliquotas. Essas solucdes estoques foram diluidas em meio de
cultura para atingir as concentracdes desejadas nos experimentos. As
células foram incubadas com Sls e TDs em placas de 6, 12, 24 ou 96
pocos, dependendo do procedimento experimental e por diferentes
tempos. Foram utilizados controles de células sem tratamento e com
tratamento de DMSO, diluido em meio de cultura, na mesma proporcao
utilizada para dissolver os compostos. A concentracdo maxima de
DMSO adicionada as células foi de 0,4%.

45 Ensaio de Viabilidade Celular - MTT

O método do MTT baseia-se na utilizacdo de um corante, o
Brometo de 3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetraz6lio ou Thiazolyl
blue (MTT), para determinar a viabilidade celular por meio da atividade
mitocondrial. O MTT é um sal de tetrazolio solivel em &gua, o qual é
convertido em um formazam pdrpura insoldvel ap6s a clivagem do anel



52

de tetrazolio por desidrogenases mitocondriais. O formazam purpura foi
determinado em 540 nm sendo proporcional a viabilidade celular
(MOSMANN, 1983). As células (1 x 10° pogo) foram tratadas com 1,
5, 15, 25, 50, 75 e 100 uM dos compostos em meio de cultura em placa
de 96 pocos por 24 h. Apos periodo de incubagdo as células foram
centrifugadas em placa a 800 x g por 10 min e o meio foi substituido por
uma solugdo de MTT (0,25ug/uL) por cerca de 2 h a 37°C. Em seguida
as celulas foram centrifugadas em placa a 800 x g por 10 min e a
solucdo de MTT foi substituida por DMSO para solubilizacdo dos
cristais de formazan e leitura da absorbancia em 540nm em leitor de
microplacas. A densidade Optica obtida no grupo controle (células sem
tratamento) foi considerada como equivalente a 100% de células viaveis
e a viabilidade celular nos demais tratamentos foi calculada pela regra
de trés simples. Portanto, quanto maior a densidade Optica obtida no
ensaio, maior o numero de células vidveis.

4.6 Determinacdo da curva dependente de
concentragio

Para determinar a curva dependente de concentracdo as células
foram incubadas por 24h com o0s compostos em concentracdes
crescentes, seguido do ensaio do MTT. A concentragdo que promove a
morte celular em 50% das células (CCs) foi calculada usando o
programa GraphPad Prisma 5. O indice de seletividade destes
compostos foi calculado utilizando a equacéo:

IS = CCxqq células ndo tumorais
CCsq células tumorais

4.7  Coloragdo com laranja de acridina e brometo de
etidio

Alteraces morfol6gicas nucleares nas células sdo caracteristicas
de apoptose, e podem ser avaliadas utilizando microscopia de
fluorescéncia, pela marcacdo das células com laranja de acridina (3,6-
dimetilaminoacridina) e brometo de etidio (brometo de 3,8-diamino-5-
ethil-6-phenilfenantridinio) (LEITE, et al. 1999). A apoptose é
caracterizada pela avaliagdo morfoldgica da célula, com enrugamento da
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membrana citoplasmatica e visualizagdo da fragmentacédo e condensagédo
do ndcleo. Células viaveis coram-se de verde e tém as caracteristicas
morfolGgicas preservadas. Células em apoptose apresentam corpos
apoptdticos corados de verde. Células em apoptose tardia coram-se de
vermelho sendo possivel a visualizagdo de corpos apoptdticos. Células
necréticas coram-se de laranja e mantém a estrutura nuclear normal. As
células (1 x 10% pogo) foram tratadas com a CCsy dos compostos em
meio de cultura em placa de 12 pocos por 24 h. Posteriormente, as
células foram centrifugadas a 800 x g por 10 min e o meio foi
substituido por tampédo PBS e uma solu¢do contendo laranja de acridina
(1,2 pg/mL) e brometo de etideo (4 pg/mL) foi adicionada. Em seguida
as celulas foram novamente centrifugadas e o PBS removido para
observagdo em microscopio de fluorescéncia (Nikon, Eclipse TS100).
Como grupo controle foram utilizadas células sem tratamento
plaqueadas nas mesmas condicGes de densidade e tempo. As alteragdes
morfoldgicas foram avaliadas microscopicamente.

4.8  Analise do ciclo celular

Quando uma célula sofre um dano, ocorre uma parada no ciclo
celular interrompendo o processo de divisdo para que sejam acionadas
as proteinas especificas de dano ao DNA e entdo dar continuidade ao
ciclo. Quando este dano for grande demais para ser reparado, a
eliminacéo da célula danificada é inevitavel. Dessa forma, a analise do
ciclo celular permitiu avaliar o conteddo de DNA de cada célula,
podendo ser utilizado para estimar a distribui¢do celular em cada fase do
ciclo, bem como a regulagdo do mesmo (TAVARES; TAVARES, 2009;
WANG et al. 2009; WU; SUN; XUE, 2010). Para a analise do ciclo
celular foi utilizado iodeto de propideo, um intercalante de DNA que
pode ser quantificado por citometria de fluxo seguindo o método
descrito por Yang et al. (2007). As células (1 x 10%/ pogo) L1210 foram
tratadas com a CCsy dos compostos em meio de cultura em placa de 12
pogos por 24 h. As células HL60 foram plaqueadas com densidade de 5
x 10° por pogo em placa de 12 pogos e tratadas com meio de cultura
contendo a CCy, dos compostos por 48 h. Apds este periodo de
incubacdo, as células foram centrifugadas a 800 x g por 10 min e
lavadas com PBS. Esse processo foi repetido duas vezes para remogao
total do meio de cultura. Em seguida as células foram fixadas com
Etanol 70% gelado seguido de incubacdo a -4°C por 30 min.
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Posteriormente, foi adicionada uma aliquota de PBS + BSA a2 % e
centrifugacdo a 800 x g por 10 min para inibir possiveis ligacdes
inespecificas com o iodeto de propideo. O sobrenadante foi removido,
as células foram ressuspensas em RNAse 100 ug/mL + 0,1% de Triton-
X em PBS e em seguida marcadas com iodeto de propideo (1 mg/mL).
A andlise do DNA foi realizada por de citometria de fluxo (FACS
CANTO II, BD Biosciences). A populacdo de células em cada fase do
ciclo celular foi determinada usando um programa adequado (WinMDI
2.9) e a analise estatistica dos dados foi feita com a utilizagdo do
programa GraphPad Prisma 5.

49 Coloragdo com anexina-V-FITC e iodeto de
propideo

Apoptose, necrose ou dano da membrana celular podem ser
analisados
por citometria de fluxo ap6s coloracdo das células com anexina-V-FITC
(isotiocianato de fluoresceina) e iodeto de propideo. Na fase inicial da
apoptose, ocorre a translocacdo da fosfatidilserina do lado interno da
membrana plasmatica para a camada externa, tornando-se exposta na
superficie extracelular (BEVERS, et al. 1999). A anexina V é uma
proteina que se liga fortemente aos fosfolipideos de membrana, e tem
alta afinidade pela fosfatidilserina. Quando acoplada ao fluroréforo
FITC essa proteina pode ser usada como uma sonda (Anexina-V-FITC)
sensivel & exposicao de fosfatidilserina sobre a membrana celular, sendo
um marcador de morte por apoptose. Porém a externalizacdo das
fosfatidilserinas ndo é exclusivo de apoptose, ocorrendo também durante
a necrose celular. A diferenca entre estes dois tipos de morte é que,
durante os estagios iniciais da apoptose, a membrana celular permanece
intacta. Por conta disso, utiliza-se também um corante, o iodeto de
propideo, que so entrard na célula quando houver perda da integridade
de membrana, sendo assim um indicativo de apoptose tardia ou morte
celular por necrose (LIAO, et al. 2010). Essa ligacdo da Anexina-V-
FITC e do lodeto de Propideo a célula pode ser analisada por citometria
de fluxo. Para o experimento com L1210 as células (1 x 10° células/
poco) foram incubadas em meio contendo a CCy, dos compostos por
24h. Para avaliar as células em apoptose e/ou necrose foi utilizado o kit
ApopNexin™ FITC® (Millipore) e as células foram plagueadas com
densidade de 5 x 10°/ poco em placa de 12 pocos e tratadas em meio de
cultura contendo a CCs, dos compostos por 48 h. Apos, as células foram
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centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos e lavadas duas vezes com PBS
gelado. O PBS foi removido, as células foram ressuspensas em de
tampdo de ligagdo 1x (Millipore) e marcadas por 15 min a 4° C com
Anexina-V-FITC e em seguida o iodeto de propideo foi adicionado para
subsequente avaliacdo em citdmetro de fluxo (FACS CANTO II, BD
Biosciences). A populacdo de células viaveis, em apoptose, em necrose
e/ou apoptose tardia foi analisada utilizando o programa WinMDI 2.9 e
a andlise estatistica dos dados foi feita com a utilizagdo do programa
GraphPad Prisma 5.

4.10 Avaliacdo da producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs)

Este método, proposto por Kuo e colaboradores (2008) consiste
em avaliar a presenca de EROs no interior da célula, pela adi¢do do
fluoréforo diacetato de 2',7'-dichlorfluoresceina (DCFH-DA, Sigma-
Aldrich) que é transformado na forma reduzida (DCFH) pelas
estearases e em seguida oxidado (DCF), emitindo fluorescéncia, quando
em presenca de EROs, podendo ser analisado em fluorimetro. As células
(5 x 10°/ poco) foram plaqueadas em placa de 24 pocos e tratadas com
meio contendo a CCsy dos compostos pelo periodo de 4 h, em seguida
adicionou-se 20 uM da sonda DCFH-DA nos pogos. Apés 30 min de
incubacdo o contetdo dos pocos foi transferido para tubos tipo
eppendorf onde as células passaram por um processo de lavagem com
PBS que foi repetido trés vezes para completa remocgdo do excesso de
sonda. Em seguida o decantado de células foi ressuspenso em PBS e
uma aliquota da solucéo da solucdo foi adicionada a uma placa de 96
pogos para leitura em fluorimetro com A de excitagcdo de 480 nm e de
emissdo de 520 nm (Perkin-Elmer LS55, Boston, MA, USA). O ensaio
foi realizado em ftriplicata para cada tratamento e o valor da
fluorescéncia foi normalizado pela quantidade de proteina em cada
poco. Como grupo controle foram usadas células sem tratamento e os
dados foram analisados com o programa GraphPad Prisma 5.

4.11 Avaliacao da atividade da caspases -3, -8, -9 e -12

As caspases sd0 enzimas executoras da morte por apoptose e
compreendem duas classes diferentes: as iniciadoras (caspase -2, -8, -9,
-10 e -12) e as efetoras (caspase -3, -6, e -7) que clivam substratos
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especificos e sdo responsaveis pelas caracteristicas tipicas deste tipo de
morte. A atividade das caspases -3, -8, -9 e -12 foram monitoradas pela
producdo de substrato fluorescente, segundo protocolo do fabricante
(SIGMA-ALDRICH). As células (3 x 10% poco) foram plaqueadas em
placas de 6 pocos e tratadas com meio contendo a CCsy dos compostos
por 4 e/ou 12 ho, dependendo da necessidade do ensaio. Passado o
periodo de incubacdo, as células foram lavadas com PBS e lisadas com
tampdo contendo 50 mM HEPES pH 7.4, 5 mM (3- propano sulfonato
[(3-Colamidopropil)-dimetil ammonio]) (CHAPS), 5 mM ditiotreitol
(DTT), 1 mM fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), 1 g/mL
pepstatina A, 1 pwpg/mL leupeptina, e 5 wg/mL aprotinina,
homogeneizadas em vortex e incubadas por 20 min a 4 °C. Apos a lise
celular as amostras foram centrifugadas a 800 xg por 15 mina4 °Ce o
homogenato foi obtido do sobrenadante. Uma aliquota do extrato celular
foi adicionado ao meio de reacéo contendo 25 mM HEPES pH 7.4, 1%
CHAPS, 1 mM EDTA, 10% sacarose, 3 mM DTT e suplementado com
0 substrato correspondente para cada caspase (caspase-3: 20 u M Ac-
DEVD-AMC,; caspase-8: 100 u M Ac-IEDT-AMC; caspase-9: 100 u
M Ac-LEDH-AFC; caspase-12: 50 u M Ac-ATAD-AFC). A clivagem
do substrato fluorogénico foi detectada espetrofluorimetricamente
(Perkin-Elmer LS55, Boston, MA, USA) apds incubacdo de 2 h a 37 °C
usando A de excitacdo de 380 nm e de emissdo de 460 nm. Os
resultados foram expressos em unidades de fluorescéncia arbitrarias,
considerando a atividade do grupo controle como uma unidade. A
andlise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prisma
5.

4.12 Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial

Para avaliar a possivel interferéncia dos compostos no potencial
de membrana mitocondrial foi utilizado um marcador fluorescente
denominado 5,5,6,6'-iodeto de tetraetilbenzimidazolcarbocianina (JC-1,
Invitrogen, USA). Esta substincia catidnica, penetra na membrana
negativa da mitocondria quando o potencial estd estabelecido e se
apresenta na forma de agregados que emitem fluorescéncia vermelha.
Quando h& perda do potencial de membrana mitocondrial ocorre a
liberacdo desta sonda para o citoplasma. A sonda apresenta-se na forma
de mondmeros que emitem fluorescéncia verde. As células (1 x 10%
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poco) foram plaqueadas em placa de 12 pocos e incubadas por 4 h com
meio de cultura contendo a CCgy dos compostos. Apds incubacdo o
corante JC-1 (10 pg/mL) foi adicionado por 20 min a 37 °C e 5% CO..
As células foram lavadas duas vezes com PBS e novamente
ressuspensas em PBS para leitura espectrofluorimetrica (Perkin-Elmer
LS55) em X de excitagdo de 488 nm e de emissdo de 590 nm para
fluorescéncia vermelha/ 527 nm para fluorescéncia verde. A
despolarizacdo da membrana foi indicada pela diminuicdo na
intensidade da razdo entre a fluorescéncia vermelha e a verde,
normalizados pelo valor da proteina. Células sem tratamento foram
utilizadas como grupo controle (100% potencial de membrana
mitocondrial) e um desacoplador da cadeia transportadora de elétrons, o
fluorocarbonil-cianeto fenilhidrazona (FCCP), foi utilizado como
controle positivo na concentracdo de 1 uM. A andlise estatistica foi
realizada com a utilizagao do programa GraphPad Prisma 5.

4.13 Caélcio Intracelular

Para medir alteracGes na disponibilidade de calcio intracelular foi
utilizado a sonda Fluo-3-AM. As células (1 x 10% pogo) foram
plaqueadas em placa de 24 pocos e incubadas por 4 h com 1 mL de meio
de cultura contendo CCsy das TZD’s l1a e 1g e centrifugadas a 1500 rpm
por 10 minutos. O meio de cultura foi removido e uma solucdo de
Hank's Balanced Salt Solution (HBBS) com 0,02% Pluronic F127 e
Fluo-3 AM (3 uM) foi adicionada as células para incubacdo por 20 min
a 37°C. Apos incubacdo uma aliquota de HBSS com 1% FBS foi
adicionado para incubacdo por 40 min & 37°C. As células foram entdo
centrifugadas novamente a 800 x g por 10 min para remocdo do
sobrenadante, lavada 3 vezes com tampdo HEPES contendo 0,1% de
BSA a 37°C, e ressuspensas em PBS para leitura espectrofluorimétrica
(Perkin-Elmer LS55) em A de excitacdo 488 nm e de emissdo de 526
nm. O contetdo proteico foi medido em A de excitacdo de 280 nm e de
emissdo de 340 nm. O iondforo de célcio A23187 foi utilizado como
controle positivo e os resultados foram apresentados como a razao entre
Fluo-3-AM/conteildo proteico e comparados com o grupo controle
(células sem tratamento). A analise estatistica foi realizada utilizando o
programa GraphPad Prisma 5.
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4.14 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da
média (EPM); cada experimento foi repetido s trés vezes e em triplicata.
Para a andlise estatistica, foram utilizados os programas GraphPad
Prism 5 e Origin 6.1. Para a avaliagdo estatistica foram utilizadas as
analises de variancia de uma via (ANOVA), seguido do poés teste de
Dunnett.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sais de isotiourdnio, n-fenil isotiourdnio e n-amino
isotiourénio
5.1.1 Citotoxicidade

Inicialmente realizou-se uma triagem com 15 compostos de sais
de isotiour6nio (MFO1 a MFQ9), sais de n-fenil isotiourénio (MF10 a
MF12) e sais de n-amino isotiourénio (MF13 a MF15) para avaliagdo
guanto a possivel atividade citotoxica em fibroblastos (Vero) e leucemia
linfocitica aguda (L1210). Para essa triagem, foram realizados ensaios
com sete concentragdes (1, 5, 15, 25, 50, 75 ¢ 100 pM) em um tempo de
incubagdo de 24 horas. Os sais de isotiourébnio MF04, MF05, MF06,
MF07, MF08, MF10 e MF11 apresentaram uma baixa CCs (< 13 pM)
para a linhagem tumoral investigada, bem como um bom indice de
seletividade (IS > 2,0) (Tabela 1). Devido a semelhanca estrutural e
método de sintese dos compostos MF04, MF05, MF06, MF07, MFO8,
definiu-se por trabalhar com esses cinco compostos nos demais ensaios
para elucidacdo dos mecanismos de morte celular que 0s mesmos
induzem.

Posteriormente, os cinco Sls previamente escolhidos foram
testados em um painel de células leucémicas e, utilizando-se as mesmas
concentracdes e método previamente descritos no ensaio de triagem,
obteve-se 0 CCsy para as linhagens de leucemia promielocitica aguda
humana (HL-60), leucemia mieléide crénica humana (K562), bem como
o indice de seletividade (IS) nas novas linhagens testadas para avaliacdo
e comparagdo com a linhagem L1210 (Tabela 2).
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Tabela 1- Determinacdo de CCs, de sais de isotiourbnio em célula de
leucemia linfocitica aguda (L1210) e fibroblastos (Vero) e indice de seletividade dos

COMpOstos.
0
R/%OCHS
s
R;HN/gN%b
“hr
indice de
MTT* Seletividade
(15)**

Composto R, R, CCs (UM) (VERO/

VERO L1210 L1210)
MFO01 CgHs H 6+1 10x1 1
MF02 2-CqoH7 H 9+1 71 1
MF03 2-CICgH4 H 22+2 16+1 1
MF04 4-NO,CgH,4 H 12+2 61 2
MF05 4-OCH;CgH4 H 29+3 12+1 2
MF06 3,4-(OCH,0)CgH3 H 24+2 9%1 3
MFO07 CH; H 201 5%1 4
MF08 CHsCH, H 15+1 3%1 5
MF09 sal de S-Benzilisotiouronio*  H >100 >100 -
MF10 CsHs CeHs 25+1 13%1 2
MF11 4-NO,C¢H,4 CeHs 74+4 101 7
MF12 4-OCH3CgH4 CeHs 29+1 171 2
MF13 CsHs NH, >100 >100 -
MF14 4-NO,C¢H,4 NH, 62+3 24+3 3
MF15 4-OCH3CgH4 NH, 99+4 49+9 2

* Dados expressos em média + EP (n = 3).

** Razdo entre CCsx de célula ndo tumoral/célula tumoral
ANao apresenta a estrutura basica dos demais
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Tabela 2- Citotoxicidade de sais de isotiouronio frente a um painel de
células tumorais e uma linhagem ndo tumoral. CCsy de sais de isotiourdnio em
fibroblasto (Vero), célula de leucemia linfocitica aguda murina (L1210), leucemia
mieldide crénica humana (K562) e leucemia promielocitica aguda humana (HL-60),
e indice de seletividade dos compostos.

indice de
*
CCso (UM) Seletividade (IS)**
=i
[72]
o
: s g 8
o o L0 |
© S S < S Jd ¥ I
> 3 ¥4 T S = o
[3) (5]
> > >
MF04 12+2 6+1 5+1 5+1 2 2 2
MF05 29+3 12+1 10%1 8+1 2 3 4
MF06 24 +2 9+1 15+2  10+1 3 2 2
MFO7 20+1 5+1 5+1 7+1 4 4 3
MFO8 15+1 3+1 4+1 3+1 5 4 5

* Dados expressos em média + EP (n = 3).
** Razdo entre CCsq de célula ndo tumoral/célula tumoral

Como observado na Tabela 2, a linhagem L1210 apresenta uma
resposta citotéxica semelhante aos demais modelos de leucemia
testados. Vale ressaltar que o SI MF08, possui um CCs, de apenas 3 UM
parae IS =5 para L1210 e HL60, e CCso de 4 uM e IS = 4 para K562,
apresentando assim a maior toxicidade e a melhor seletividade entre os
compostos em estudo.

A fidelidade do ciclo celular é monitorada por mecanismos que
bloqueiam a progressdo de replicagdo celular caso algum processo
crucial ndo seja finalizado ou haja algum dano celular. Este controle €
feito pelos pontos de checagem, que permitem o reparo antes da
progressdo do ciclo, ou antes da célula entrar em processo de mitose
(CLARKE; ALLAN, 2009). Na andlise de ciclo celular é possivel
observar que os Sls MF04, MF06 e MFQO7 induzem a fragmentagdo do
DNA, engquanto que o composto MF08 causa um bloqueio de ciclo na
fase G2/M (Figura 5). O blogueio na transicdo da fase G2/M ocorre
guando h& dano ao DNA ou replicagdo incompleta do material genético.
Esse ponto de checagem previne a segregagcdo cromossomal se 0 mesmo
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ndo estiver intacto e induz a reparagdo do DNA danificado
(HARTWELL; KASTAN, 1994; ELLEDGE,1996). O atraso na
progressao do ciclo celular pode resultar em danos irreparaveis ao DNA,
problemas no processo mitético ou outras formas de stress celular, como
inducdo da apoptose (CLARKE; ALLAN, 2009).

Figura 6- Ciclo celular de L1210 ap6s 24 horas de tratamento com CCs, de MF04,
06, 07 (A) e MFO5 e 08 (B). GO/G1, G2/M e S indicam fases do ciclo celular,
enquanto sub/G1 refere-se a porcentagem de células fragmentadas. Cada fase do
ciclo celular foi calculada usando o programa WinMIDI 2.9 e os dados estatisticos
foram obtidos através do programa GraphPad Prisma 5. ***p<0,001, **p<0,01,
n=3.
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5.1.2 Morte celular

Para avaliar se a morte celular induzida pelos Sls era por
apoptose ou necrose, realizou-se inicialmente uma avaliacdo
morfolégica das células L1210 tratadas por 24 horas com a CCsy dos
compostos para investigagdo de possiveis alteracfes necroticas efou
apoptéticas (Figura 6A). A observacdo microscopica com dupla
coloracdo de laranja de acridina/brometo de etideo revelou a
vacuolizacdo (setas vermelhas) das células L1210 tratadas por 24 horas
com os compostos MF05, 06, e 08 Ja as células tratadas com os
compostos MF04 e MFO7, além de apresentarem vacuolizacdo,
apresentaram sinais de necrose (setas amarelas).
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A vacuolizacdo celular ¢é classicamente observadas em processos
autofagicos (ZHANG et al., 2010; DENTON; NICOLSON; KUMAR,
2012). Visto que esta ocorre como uma via de morte alternativa a
apoptose em células com aporte energético reduzido, Ueda e
colaboradores (2013) sugerem que compostos que induzem a autofagia
podem ser uma alternativa no tratamento de tumores pancreéaticos, que
sdo pouco vascularizados e apresentam maior tolerancia a privacéo de
nutrientes. Nesse caso, um composto como o MFO5 poderia ser uma
alternativa de tratamento desses tumores..

Ainda, apesar de ndo ser caracteristica de todo processo
apoptdético, a vacuolizagcdo € descrita por alguns autores como um
processo que acompanha esse tipo de mecanismo de morte (FOO et al,
200; WANG et al., 2008), podendo ainda ser denominada de paraptose,
para distincdo da apoptose classica conhecida, quando apresentando
vacuolizagdo citoplasmatica e leve condensacdo da cromatina, néo
havendo ativacdo da via classica de caspases (SPERANDIO; DE
BELLE; BREDESEN, 2000; BROKER; KRUYT; GIACCONE, 2005).

No intuito de pesquisar eventos anteriores & morte celular,
observou-se que quando usada a CCsq do MFO8 por 18 h em células da
linhagem CCRF-CEM, ocorreu um aumento da quantidade de material
genético em grande parte das células, sugerindo que, além de induzir
apoptose, esse composto pode interferir no processo de replicagéo
celular (Figura 6B). Estudos indicam que a distribuicdo aleatoria de
grande quantidade de cromossomos condensados é causada por uma
anormalidade mitdtica, caracterizada como mitose catastrofica
(RONINSON; BROUDE; CHANG, 2001, KROEMER et al.; 2009,
MANSILLA; PRIEBE; PORTUGAL, 2006). Esta anormalidade é
causada por um dano ao DNA que resulta em um bloqueio de ciclo
celular na transicdo da fase G2/M, (WONSEY; FOLLETTIE, 2005,
VITALE et al.,, 2011; NITTA et al., 2004, QI; et al., 2012), como
observado na andlise de ciclo celular em células L1210 com esse
composto (Figura 4). Além disso, quando extenso este evento aberrante
durante o processo de divisdo celular torna-se irreparavel, podendo
culminar em apoptose (MANSILLA; PRIEBE; PORTUGAL, 2006;
VITALE et al, 2011, GALLUZZI et al. 2012), como indicios
observados por citometria de fluxo (Figura 7). Baseados nestes
resultados, pode-se sugerir que esse seja 0 possivel mecanismo
envolvido na agdo do composto MFO08.
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Figura 7 - Microscopia de fluorescéncia com laranja de acridina/brometo de etideo.
Setas brancas = necrose, setas azuis = vacuolizagdo, setas vermelhas = condensacéo
de material genético. Células L1210 controle (sem tratamento) e tratadas L1210 com
a CCy, dos compostos em 24 h (A). Células CCRF-CEM controle (sem tratamento)
e tratadas com CCs, de MF08 em 18 h (B). Aumento de 400x.
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Os resultados microscopicos apresentados na Figura 6A
corroboram 0s encontrados na citometria de fluxo com anexina-V-FITC
e iodeto de propideo (Figura 7), em que é possivel perceber que na
presenca do MF04 foi observada a maior populacéo celular em processo
necrotico (9%), possivelmente em decorréncia de um grupamento nitro
no radical 1 da molécula, que a faz permanecer por mais tempo no
organismo, conferindo-lhe maior toxicidade (TAVORA, 2008). Ainda
assim, a agdo de todos os compostos resultou na conjugacdo do
marcador anexina-V-FITC a proteina de membrana fosfatidilserina,
algumas vezes acompanhada da conjugacdo de iodeto de propideo ao
DNA, sugerindo que esses compostos induzem apoptose tardia, fazendo
com que aparecam poros na membrana celular permitindo a permeacéo
do iodeto de propideo.

Para melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos no
processo de morte causado pelos Sls, buscou-se investigar possiveis
alteracdes relacionadas a mitocdndria, avaliando entdo o potencial de
membrana mitocondrial e a produgdo de espécies reativas de oxigénio.
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Figura 8 - Gréafico de pontos das células tratadas com CCs, dos compostos
em 24 h e marcadas com Anexina-V-FITC e iodeto de propideo. Células localizadas
no quadrante superior esquerdo = necrose, quadrante superior direito = apoptose
tardia, quadrante inferior direito = apoptose, quadrante inferior esquerdo = viaveis.
Tabela representativa da dispersédo celular (%) de L1210 tratadas com sais de
isotiourdnio e avaliadas por citometria de fluxo. Os valores dos quadrantes foram
calculados utilizando o programa WinMIDI 2.9 e representam a porcentagem de
células em cada um deles.

Quadrantes (% de células)

Compostos Inferior Inferior Superior Superior
Esquerdo Direito Esquerdo Direito
Controle 98 0 : 1
MFO4 10 5 9 75
MFOS 40 20 3 37
MFO6 67 19 1 13
MFO7 29 27 3 41
MFO8 46 36 1 17
1 . Controle. fcs g MFO4.fcs : MFOS. fcs

<
w
o
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5.1.3 Potencial de membrana mitocondrial

Em alguns processos apoptoticos, a perda do potencial de
membrana mitocondrial (PMM) pode ocorrer de maneira reversivel ou
irreversivel, dependendo da extensdo do dano, sendo esse fato
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determinante também para o extravasamento de moléculas do interior da
mitocéndria. Esta perturbagdo na membrana mitocondrial pode preceder
0 processo de morte, bem como ocorrer como uma consequéncia da
mesma, como no caso da apoptose.. Considerando 0s compostos
testados, podemos observar uma alteracdo no PMM causada pelo MF04,
05 e 07 j4 em 4 h de exposicdo (Figura 8), enquanto que a
externalizagdo da fosfatidilserina foi detectada em citometria de fluxo
apos 24 h (Figura 7). Este fato sugere que a perda de MMP precede ao
processo apoptdtico, levando a liberacdo de fatores apoptogénicos e
diminuigdo da fosforilagdo oxidativa (LY; GRUBB; LAWEN, 2003).

Figura 9 - Efeito do CCs, dos Sls no potencial de membrana mitocondrial
de células L1210 apds 4h de tratamento. FCCP foi usado como controle positivo e
células sem tratamento grupo controle (células sem tratamento) foram consideradas
com 100% de potencial de membrana. **p<0,01, *p<0,05, n=3.
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5.1.4 Geracédo de espécies reativas de oxigénio

Durante o processo de fosforilagdo oxidativa realizado pela
mitocdndria, ocorre a producdo de EROs que causam a redu¢do parcial
de moléculas de oxigénio, produzindo o anion superéxido (02™), uma
espécie reativa de oxigénio, que é convertida em perdxido de hidrogénio
(H,05), que subsequentemente pode ser convertido ao radical hidroxil
(‘OH), espécie altamente reativa quando comparada as demais EROs
(KANG; PERVAIZ, 2012). Na Figura 9 é possivel observar um
aumento expressivo na producdo de EROs por todos os Sls testados,
chamando atencdo para o MF06, que induz uma producdo de EROS
guase trés vezes maior que as células controle. As EROS séo
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consideradas toxicas para as células, pois quando ha um desequilibrio
entre a atividade oxidante e a resposta antioxidante celular, ocorre
estresse oxidativo capaz de causar danos a macromoléculas celulares
como lipideos, proteinas e DNA (THANNICKAL; FANBURG, 2000).

Figura 10 - Avaliacdo da geracdo de EROS induzidas pelo CCs, dos Sls apos 4
horas de tratamento. H,O, foi usada como controle positivo e os resultados foram
expressos em unidades de fluorescéncia ***p<0,001, n=3.
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Com base nos dados encontrados, observa-se que os Sls testados
parecem ndo atuar pela rota de apoptose classica, apesar de
apresentarem alguns eventos relacionados a esse tipo de morte. Faz-se
importante a realiza¢do de ensaios adicionais para que 0 mecanismo de
acao desses compostos seja elucidado.

Levando-se em consideracdo o fato de que a autofagia pode
ocorrer como um processo fisiol6gico na tentativa de recuperar a célula
(eliminando organelas como peroxissomos, mitocondrias e reticulo
endoplasmatico que se encontram danificadas ou em excesso), evitando
assim que a mesma entre em apoptose. Podemos também sugerir que
pela extensa vacuolizacdo e perda de grande parte do citosol e organelas,
a célula seja incapacitada de recuperar suas func@es normais, entrando
em um processo de morte celular diferente da via apoptética. Nesse
caso, observa-se um grande comprometimento da mitocdndria, sem
ativacdo de caspase e outros fatores envolvidos na rota classica de
apoptose (GOZUACIK; KIMCHI, 2004). Para elucidagdo do
mecanismo de agdo dos Sls daremos prosseguimento a investigacéo
buscando elucidar o envolvimento ou nao das caspases no processo de
morte.
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5.2 Derivados do MF08

5.2.1 Citotoxicidade

A partir do composto SI MF08, por apresentar a maior toxicidade
e melhor indice de seletividade entre os compostos selecionados (Tabela
2), bem como resultados interessantes obtidos quanto ao mecanismo de
morte, pois sugerem uma rota de morte diferente das convencionais,
foram desenvolvidos oito derivados desta molécula a fim de elucidar o
comportamento celular frente as modificagdes estruturais realizadas e
entdo comparar com o composto inicial. Foi possivel observar que o
derivado MF86 que apresenta um anel aromatico no substituinte radical
20 foi 0 que manteve a atividade citotdéxica em L1210 mais semelhante
ao composto original, porém a seletividade do mesmo diminuiu. As
demais modificagbes estruturais diminuiram o poder citotoxico dos
compostos, bem como a seletividade para as células leucémicas (Tabela
3).

Tabela 3 - Determinacdo de CCsy de sais de isotiourdnio em célula de
leucemia linfocitica aguda murina (L1210) e fibroblasto (Vero) e indice de
seletividade dos compostos apds 24 horas de tratamento.

Indice de
CCso (UM)* Seletividade
(IS)**

Composto
Estrutura
Vero
L1210
Vero/L1210
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* Dados expressos em média + EP (n = 3).
** Razédo entre CCs de célula ndo tumoral/célula tumoral

Na sequéncia, foi avaliado o perfil de distribuicdo do ciclo celular
frente aos compostos MF81 a MF88 a fim de comparacdo com as
caracteristicas do perfil de distribuigéo celular obtidas previamente com
o sal de isotiurénio MF08 (Figura 10).
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Figura 11 - Histograma representativo da distribuicdo celular ap6s
tratamento de 24 horas com CCs, dos derivados de MF08 (MF81-88). A tabela
anexa a figura apresenta os valores da distribuicdo celular (%) dos histogramas para
cada fase do ciclo celular. GO/G1, G2/M e S indicam fases do ciclo celular, enquanto
sub/G1 refere-se a porcentagem de células fragmentadas. Os valores de cada fase do

ciclo foram calculados utilizando o programa WinMIDI 2.9.

1. controle , MF81 MF82
subfiGo GO/G1 . :
! 5 GHM_ . : -
' MF83 . MF&4 MFE5
w ]! [ ’
m
b : :
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MFE& MF87 . MF28
lodeto de propideo
Células (%)
Fases o
o B 2 E B B E £ B B g
Cide ¥ =2 = =2 =2 =2 =2 = = =
SubiGl 4 16 12 12 19 14 14 10 10
G0G1 42 26 3l 29 18 25 3 il 29 3l
5 24 9 24 23 12 12 1 24 22 25
G2AM 29 49 33 36 il 42 2 il 40 33

Observou-se que 0s compostos MF83, 84, 85 e 87 apresentaram
um perfil semelhante ao MF08, com bloqueio de G2/M, dando destaque
ao MF 83, condicdo na qual 51% das células encontravam-se nessa fase
do ciclo, enquanto que no grupo controle 29% do total de células

avaliadas estavam nesta fase do ciclo(Figura 10).
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5.2.2 Morte celular

Observando a Tabela 3 é possivel notar que as modificacdes
estruturais realizadas para obtencdo de compostos derivados do MF08
foram menos ativas que seu composto de origem, tornando todas as
moléculas menos toxicas, com excecdo do MF86 que manteve o CCsy
de 3 uM. Entretanto, o indice de seletividade diminuiu de 5 para 2,
levantando a hipdtese de que a substituicdo de um hidrogénio por um
grupo fenil no radical 2 da molécula a torna menos seletiva para a
linhagem leucémica. Em contrapartida, na analise morfolégica (Figura
11), o composto MF86 foi 0 que promoveu maior proporcdo de células
necroticas (setas vermelhas), juntamente com o MF81, enquanto que o
MF82, MF83, MF84 e MF85 causaram condensacdo do material
nuclear, indicativo de apoptose.

Portanto, é possivel observar que as modificagdes estruturais
realizadas na molécula do MF08 mostraram-se menos eficazes que o
composto original, sugerindo que a adicdo de um anel aromatico ao
radical 2 (MF86) parece ndo influenciar na citotoxicidade do mesmo,
mas ainda assim interfere na seletividade da molécula. Em seu trabalho,
Tavora (2008) afirma que aminas secundarias protonizadas ligam-se
eletrostaticamente a grupos negativamente carregados de receptores
celulares, sugerindo que a porgdo correspondente ao radical 2 da
molécula é a responsavel pela interacdo farmaco-receptor.



72

Figura 12 - Microscopia de fluorescéncia com dupla coloragdo laranja de
acridina/brometo de etideo em células L1210 sem tratamento (controle) e tratadas
com CCs, dos compostos MF81-88. Setas amarelas indicam fragmentacdo de DNA
e setas brancas indicam necrose (aumento de 400x).
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5.3 Tiazinodionas

5.3.1 Citotoxicidade

As tiazinodionas (TDs) la a 1h foram testadas em células de
leucemia linfocitica aguda murina (L1210) e humana (CCRF-CEM),
melanoma murino (B16F10), cancer de mama humano (MDA-MD-231)
e fibroblasto (Vero) como controle ndo tumoral. O CCs, dos compostos
(Tabela 4) foi determinado para cada linhagem celular pelo método de
MTT seguido de regresséo ndo linear . O indice de seletividade (Tabela
5) foi calculado pela equacédo descrita anteriormente.

Analisando os resultados descritos na Tabela 4, é possivel
observar que os compostos la e 1g demonstraram efeito citotéxico em
baixas concentragbes tanto em linhagem de leucemia (L1210),
apresentando CCsq de 35 e 28 u M, respectivamente, quanto em
linhagem de melanoma (B16F10), apresentando CCsy de 50 e 45 u M,
além dos mesmos apresentarem maior indice de seletividade (IS > 2.0)
em ambas as linhagens, quando comparadas com as demais
tiazinodionas.

A adicdo de um grupo fenil ou naftil & cadeia lateral parece
aumentar a citotoxicidade (Tabela 4) dessas moléculas e conferir-lhes
seletividade (Tabelab) para as linhagens de leucemia e melanoma (la e
1g). Por outro lado, a adicdo de carbonos a cadeia lateral precedendo o
anel aromatico parece diminuir expressivamente a citotoxicidade da
molécula 1h (Tabela 4). Do mesmo modo, adicdo de um grupo metoxi
ao anel aromético da cadeia lateral no composto 1b parece diminuir a
toxicidade da molécula (Tabela 4).

A presenca de um grupo cloro tanto na porcao orto (1e) quanto na
porcdo orto-para (1f) do anel aromético da cadeia lateral parecem
conferir citotoxicidade a molécula (Tabela 4). Ainda, quando na posicéo
orto, o grupo cloro parece também influenciar na seletividade da
molécula, apresentando um IS > 2.0 para as células de leucemia L1210
(Tabela 5). Por outro lado, a presenca de um grupo cloro na posi¢do
para (1d) parece ser menos eficaz que as anteriormente mencionadas,
apresentando menor citotoxicidade e seletividade que as TDs le e 1f
(Tabela 4 e 5).
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Tabela 4 — Determinag8o de CCs, das tiazinodionas em fibroblastos (Vero),
célula de leucemia linfocitica aguda murina (L1210), célula de leucemia linfocitica
aguda humana (CCRF-CEM), melanoma murino (B16F10) e célula de céncer de
mama humana (MDA-MB-231), apds 24 horas de tratamento.
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" *,
2 ™
w =) o
Composto  Estrutura o = @) T m
QL N w © >
> 3 @ 4
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* Dados expressos em média = DP (n = 3).
# Valores estimados
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Tabela 5 — indice de seletividade dos compostos apds 24 horas de tratamento nas
linhagens celulares.

indice de Seletividade (1S)**

Composto /60111210 VerCO/ECI\%RF' Vero/B16F10 Vﬁ;g/_'\z";ﬁ'
1a 2,6 - 2,0 14
1b - - - -
1c 0,9 - 1,1 0,6
1d 1,7 1,0 1,0 1,0
le 2,2 1,2 1,3 1,2
1f 1,4 1,0 1,3 1,2
1g 3,4 15 2,1 1,0
1h — ~ — -

** Razédo entre CCs; de célula ndo tumoral/célula tumoral
# Valores estimados

Devido a maior seletividade dos compostos 1a e 1g (Tabela 5)
nas linhagens de leucemia e melanoma, a avaliagdo do ciclo celular foi
realizada em ambas as linhagens para avaliar possiveis alteracfes nessas
células. Para isso, as células L1210 e B16F10 foram tratadas por 24
horas com a CCs, dos compostos 1a e 1g e, como observado na Figura
12, ambos compostos causaram fragmentacdo celular na linhagem
L1210, mas apenas 0 composto la induziu a fragmentacdo na linhagem
B16F10. Frente a resultados mais expressivos nas células L1210, optou-
se por seguir o estudo com linhagem de leucemia para elucidacdo do
mecanismo de acdo.
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Figura 13 - Ciclo celular de linhagem de leucemia (L1210) (A) e melanoma
(B16F10) (B) apds 24 horas de tratamento com 1a (35 uM) e 1g (28 uM). GO/G1,
G2/M e S indicam fases do ciclo celular, enquanto sub/G1 refere-se a porcentagem
de células fragmentadas. Cada fase do ciclo celular foi calculada usando o programa
WinMIDI 2.9 e os dados estatisticos foram obtidos através do programa GraphPad

Prisma 5. *p<0,05, n=3.
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5.3.2 Morte Celular

A fim de investigar se a morte celular causada pelas tiazinodionas
em células de leucemia foi resultante de necrose ou apoptose,
realizaram-se ensaios qualitativos e quantitativos. Inicialmente foi feita
uma avaliacdo morfoldgica utilizando microscopia de fluorescéncia com
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dupla coloragdo de laranja de acridina e brometo de etideo, em que as
células L1210 apos tratadas com a CCgy de la e 1g por 24 horas
apresentaram fragmentagcdo de DNA e em sua grande maioria,
penetracdo do brometo de etideo nesses nicleos picnéticos (Figura 13).

Figura 14 - Microscopia de fluorescéncia com dupla coloragdo laranja de
acridina/brometo de etideo em células L1210 sem tratamento (controle) e tratadas
com CCso dos compostos 1a e 1g. Setas amarelas indicam fragmentacdo de DNA e
setas brancas indicam necrose (aumento de 400x).

Estas alteracdes morfol6gicas sugerem que estes compostos
induzem a apoptose tardia, com um certo comprometimento da
membrana celular que permitiu que o brometo de etideo pudesse
transpor esta barreira e ligar-se ao material nuclear fragmentado (Figura
13).

Posteriormente foi realizada a avaliacdo da morte celular por
citometria de fluxo, com a utilizacdo de anexina-V-FITC e iodeto de
propideo, condicdo em que foi possivel verificar que as observacdes
microscopicas das células frente a&s TDs testadas corroboram o0s
resultados encontrados pela citometria de fluxo (Figura 14),
apresentando uma maior concentragdo da populacdo celular no
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quadrante referente a apoptose tardia (Q2), seguido do grupo de células
referentes a apoptose (Q3).

Figura 15- Gréfico de pontos das células tratadas com CCs, dos compostos
la e 1g em 24 h e marcadas com Anexina-V-FITC e iodeto de propideo. Células
localizadas em Q1 = necrose, Q2 = apoptose tardia, Q3 = apoptose, Q4 = viaveis. Os
valores dos quadrantes foram calculados utilizando o programa WinMIDI 2.9 e
representam a porcentagem de células em cada um deles.

Quadrantes (% de células)

Compostos Inferior Inferior Superior Superior
esquerdo direito esquerdo direito
Controle 96,01 1,17 0,87 1,95
la 48,89 14,34 7,83 27,95
1g 67,70 13,89 2,72 15,69
Controle la 1g

lodeto de propideo

Anexina-V-FITC

5.3.3 Potencial de Membrana Mitocondrial

Depois de caracterizado o tipo de morte celular envolvido na
citotoxicidade dos compostos em estudo, deu-se continuidade na
investigacdo das alteragBes celulares causadas pelas tiazinodionas no
potencial de membrana mitocondrial (Figura 15).

As células foram tratadas com duas diferentes concentracdes, o
CCsp € CCyy das TDs em estudo. Conforme observado na Figura 15,
apos 4 horas de tratamento com a CCsy dos compostos, as células ndo
apresentaram alteracdo no potencial de membrana mitocondrial, no
entanto, a0 aumentar a concentracdo até a CC;, das TDs, tanto o
composto la quanto o 1g apresentaram um desequilibrio no potencial de



79

membrana mitocondrial, indicando que possivelmente seja necessario
um estimulo maior, ou alternativamente, um periodo maior para que
esses compostos possam causar um efeito em nivel mitocondrial, ou
mesmo para detectar-se experimentalmente.

Figura 16 - Efeito do CCsy e CC4 das tiazinodionas 1a e 1g no potencial de
membrana mitocondrial de células L1210 apés 4h de tratamento. FCCP foi usado
como controle positivo e células sem tratamento (grupo controle) foram
consideradas com 100% de potencial de membrana. ***p<0,001, **p<0,01,
*p<0,05, n=3.
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5.3.4 Geracao de Espécies reativas de oxigénio

A atividade mitocondrial est4 também relacionada & produgdo de
EROs, que sdo produtos metabdlicos celulares em resposta a diversos
estimulos. A presenca de EROs pode induzir o estresse oxidativo
resultando em morte celular por necrose, ou ainda ativar o processo
apoptético quando as moléculas reativas sdo oriundas da mitocdndria,
uma vez que trata-se da principal organela envolvida no desequilibrio
metabolico/energético celular (FLEURY; MIGNOTTE; VAYSSIERE,
2002). Os compostos 1a e 1g foram avaliados quanto & capacidade de
induzir o aumento da geragdo de EROs por ensaio fluorimétrico.
Observou-se que apds 4 horas de tratamento das células leucémicas,
ambas tiazinodionas promoveram um aumento na producdo de EROs
guando utilizada a CCsy dos compostos. Com o0 aumento da
concentracdo para a CCo das TDs, observou-se um expressivo aumento
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na producdo de EROs nas células tratadas com o composto 1g,
apresentando valores quase trés vezes maiores que no grupo controle
(Figura 16).

Figura 17 - Avaliacdo da geracédo de espécies reativas de oxigénio induzidas
pelo CCg, das tiazinodionas 1a e 1g apés 4h de tratamento. H,O, foi usada como
controle positivo e os resultados foram expressos em unidades de fluorescéncia.
***p<0,001, n=3.
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As espécies reativas de oxigénio estdo presentes tanto em
estagios iniciais quanto avangados no processo de morte por apoptose,
atuando, por exemplo, em eventos anteriores & permeabilizacdo da
membrana mitocondrial, o que torna mais dificil determinar se a
acumulacdo de EROs é a causa ou um efeito nas alteragdes
mitocondriais (FLEURY; MIGNOTTE; VAYSSIERE, 2002).

5.3.5 Caélcio intracelular

O reticulo endoplasméatico (RE) é uma complexa rede
membranosa que possui um papel importante no enovelamento de
proteinas secretérias e de membrana, na homeostase do célcio e sintese
de lipidios. Em condigBes de estresse, sensores transmembrana detectam
0 acumulo de proteinas enoveladas e ativam a cascata de sinalizacdo do
sistema de resposta de proteinas enoveladas (UPR). Quando esse
sistema ndo consegue reverter a situacdo de estresse ou quando essa
condicdo permanece por longos periodos, o estresse de RE leva a morte
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celular por apoptose (MINAMINO; KOMURO; KITAKAZE, 2010). As
funcbes normais do RE podem ser afetadas por diversos fatores como
hipoxia, hipoglicemia, hipertermia, acidose, niveis de Ca?*, niveis
energéticos, entre outros, resultando no estresse de RE e impactando no
enovelamento de proteinas no IGmen dessa organela (SCHONTHAL,
2012).

Tanto o estresse de RE quanto o estresse oxidativo via geracdo de
EROs podem aumentar o extravasamento de Ca”* do interior do RE. O
aumento de Ca®* no meio citosélico pode entdo estimular a producéo de
novas EROs pela mitocéndria (MALHOTRA; KAUFMAN, 2007).

Figura 18 - Efeito do CCsx, das tiazinodionas 1la e 1g nos niveis de célcio
intracelular em células L1210 utilizando a sonda fluorescente Fluo-3-AM ap6s 4 h
de tratamento. O iondforo de calcio A23187 foi usado como controle positivo.
Resultados foram expressos pela razdo entre a fluorescéncia da sonda/conteldo
proteico e comparado com o grupo controle (células sem tratamento). **p<0,01,
*p<0,05, n=3.
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Como previamente mostrado e discutido, foi observado que as
tiazinodionas la e 1g aumentam a producdo de EROs, bem como
interferem na permeabilidade da membrana mitocondrial, realizou-se a
determinacdo dos niveis de célcio intracelular (Figura 17) para
investigar o possivel desequilibrio do mesmo no processo de morte
envolvido na acdo das TDs. Apds 4 horas de tratamento com 0s
compostos foi possivel observar um aumento nos niveis de célcio
intracelular em relacdo ao grupo controle (sem tratamento).

Mobilizagbes nos depositos de célcio intracelular, como a
deplecdo e alteragcdo no sistema de transporte dessas moléculas pode
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ativar o estresse de RE levando a liberacdo da procaspase-12, que se
encontra conjugada a membrana do reticulo endoplasmatico. Uma vez
ativada, a caspase-12 causa ativacdo de caspases efetoras e
eventualmente culminando em apoptose (ORRENIUS;
ZHIVOTOYSKY; NICOTERA, 2003).

5.3.6 Ativacao de caspases

Sabendo-se que as caspases atuam na cascata de sinalizacdo da
via da apoptose, a ativacdo das caspases -12, -9, -8 e -3 foram avaliadas
nas células de leucemia ap6s o tratamento de 4 horas e 12 horas com a
CCs dos compostos 1a e 1g. Como observado na Figura 18A, ambas as
TDs ativaram inicialmente a caspase-12, ja& em um periodo de 4 horas
de tratamento com 0s compostos, além de ativacdo da caspase-3 pelo
composto la. Em seguida vemos também a ativagdo da caspase-3 no
tratamento de 12 horas com a TZD 1g (Figura 18B), nos permitindo
concluir que é possivel que para esse composto, 0 tempo para a ativagéo
dessa caspase efetora seja maior que para 0 composto la, mas que de
maneira geral ambos apresentam a mesma rota de morte.

Figura 19 - Quantificacdo de caspase-3, -8, -9 e -12 em L1210. Células
foram tratadas com CCsy dos compostos 1la e 1g. A atividade das caspases esta
apresentada em unidades de fluorescéncia em comparagdo com grupo controle
(células sem tratamento) apds 4 horas (A) e 12 horas (B) de tratamento. ***p <
0.001, **p < 0.01, *p < 0.05,n = 3.
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E também possivel observar no grafico o decaimento da
caspase-8 no tratamento de 4 horas com os compostos, quando
comparado com o grupo controle (Figura 18A), porém esses niveis se
normalizam apds o periodo de 12 horas (Figura 18B). Considerando os
resultados obtidos em 12 horas, podemos concluir que essa diferenga na
guantificacdo da caspase-8 pode ser apenas devido a sensibilidade da
metodologia empregada ou que o la tenha atividade pro-caspase mais
lentamente. A caspase-9 ndo se mostrou ativada apds tratamento com as
tiazinodionas (Figl7A), levando a crer que essa enzima ndo esteja
envolvida na cascata de sinalizacdo de morte induzida por estes
COMpOStOos.

Sugere-se, a partir destes resultados que a acdo das TDs la e 1g
envolve um desequilibrio metabdlico, apresentado pelo aumento da
producdo de EROs e extravasamento das mesmas para 0 meio
citos6lico. Além disso, esse estresse metabdlico também resulta no
aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial e
extravasamento do Ca®* armazenado no interior dessa organela para o
meio citosélico. Tanto as EROs quanto a perda da homeostasia do Ca**
podem gerar o estresse de reticulo endoplasmatico que leva ao
desacoplamento da procaspase-12 que ativa a caspase-3 e finalmente
essas celulas entrardo em processo de apoptose. Com base nesses
resultados, foi elaborada a figura 19 para ilustrar o mecanismo de morte
envolvido na acdo das tiazinodionas.
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Figura 20 - Esquema proposto para ilustrar as alteragdes celulares causadas
pelas tiazinodionas 1la e 1g em células de leucemia. A CCsq dos compostos causa
aumento da geragdo de EROs e perda do potencial de membrana mitocondrial que
leva a alteragdes nos niveis de célcio intracelular e estresse de reticulo
endoplasmatico.
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Fonte: Adaptado de FERREIRA, M. et al.,2013.

Juntamente com a sintese quimica das tiazinodionas, 0s
resultados obtidos originaram o artigo intitulado “Synthesis of 1,3-
thiazine-2,4-diones with potential anticancer activity”, publicado no
més de dezembro de 2013 na European Journal of Medicinal Chemistry
(Apéndice).



85



86

6 CONCLUSOES

Entre os quinze sais de isotiourbnio e derivados testados
inicialmente (MFO1 a MF15), os que apresentaram melhor efeito
citotoxico, melhor indice de seletividade e, considerando ainda as
semelhangas estruturais e por isso escolhidos para dar continuidade aos
experimentos, foram os Sls MF04, MF05, MF06, MF0O7 e MF08. Da
mesma maneira, entre as oito tiazinodionas testadas (1a a 1h), as TDs
la e 1g apresentaram melhor efeito citotoxico, bem como maior
seletividade.

Tanto os sais de isotiourdnio (MF04 a MFO08), quanto as
tiazinodionas (1la e 1g) previamente selecionados apresentaram maior
citotoxicidade e seletividade para células de leucemia, apresentando
semelhante CCs entre as linhagens leucémicas estudadas.

Quanto ao perfil do ciclo celular, os Sls MF04, MF06 e MF07 e
as TDs la e 1g induziram a fragmentacéo celular, enquanto que o MF08
causa um bloqueio na transicdo da fase G2/M.

Apesar de ndo observadas alteragdes significativas no perfil do
ciclo celular quando as células foram tratadas com o SI MF05 observou-
se uma extensa vacuolizacdo na avaliacdo microscdpica, podendo
sugerir uma paraptose ou autofagia como mecanismo de morte. Ainda,
a citometria de fluxo indica a externalizacdo da fosfatidilserina, um
conhecido marcador de processos apoptdtico iniciais. Isso nos faz crer
gue esse composto possui uma interessante atividade bioldgica, talvez
incluindo mais de um mecanismo de morte.

Como mecanismo de morte, as células leucémicas tratadas com
0s sais de isotiour6nio apresentaram alteragcdes morfolégicas sugestivas
de apoptose. Ainda, o composto MFO8 apresentou caracteristicas
morfoldgicas peculiares na microscopia de fluorescéncia, indicando que
seu mecanismo de morte talvez envolva mitose catastréfica. As TDs la
e 1g apresentam como rota de morte a despolarizacdo da membrana
mitocondrial e o estresse de reticulo endoplasmatico, gerando um
aumento de espécies reativas de oxigénio e alteracdo nos niveis de
célcio intracelular que levaram a ativacdo da cascata de caspases -12 e -
3, culminando em apoptose.

Considerando-se os 6timos resultados obtidos quanto a
citotoxicidade e seletividade do sal de isotiourbnio MFO8 foram
sintetizados mais oito compostos com modificacdes na molécula
original, porém esses apresentaram resultados inferiores ao composto
original. Este composto, portanto, juntamente com o0s demais sais de
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isotiourénio (MF04, MF05, MF06 e MFQ7) apresentam resultados
promissores para a continuidade das investigacGes e elucidacdo do
mecanismo de morte envolvido por esses compostos. Para isso, outros
ensaios bioquimicos como avaliacdo da possibilidade de atuacdo das
caspases e proteinas pré e antiapoptdticas fazem-se necessarios para a
correta diferenciacdo dos mecanismos envolvidos nesta atividade.
Ainda, devido a certas semelhangas morfoldgicas e bioquimicas entre os
diferentes mecanismos de morte celular, uma avaliagdo molecular torna-
se importante para a caracterizacdo da via de morte induzida por novos
agentes terapéuticos.
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7 PERSPECTIVAS

a) Devido a indicios semelhantes a mitose catastréfica encontrados
com o0 uso do composto MF08, faz-se interessante a investigacdo mais
detalhada do mecanismo de a¢do desse sal de isotiourdnio.

b) Para os demais sais de isotiour6nio, a investigagdo da ativacdo
de caspases -3, -8, -9 e -12, hem como o conteudo de calcio intracelular
deverdo ser realizadas

c) O derivado de sal de isotiourénio MF11 também apresentou
resultados interessantes na triagem inicial de citotoxicidade dos
compostos, destacando o indice de seletividade que é de 7 (Tabela 1),
portanto 0 mesmo sera incluido nos testes juntamente com os demais
Sls.

d) Awvaliar o indice de seletividade em outras linhagens celulares e
posteriormente em células em cultura primaria.

e) Além dos ensaios in vitro, serdo realizados estudos in vivo com
0 intuito de dar inicio a estudos pré-clinicos com sais de isotiourdnio.
Além disso, a avaliagdo da eficicia e seguranca dos compostos em
modelos animais faz-se importante para que posteriormente, compostos
com promissora atividade antitumoral possam ser testados em ensaios
clinicos em humanos (KREUTZ, 1992).
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