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RESUMO

Nitro-heterociclicos e tiossemicarbazonas sdo compostos que despertam o interesse da
comunidade cientifica por apresentarem importantes propriedades citotéxicas e
antineoplasicas, entre outras. Neste sentido, com o presente estudo se propds a avaliar o
potencial antitumoral de nove novos derivados 5-nitrotiofeno-tiossemicarbazénicos em
diferentes linhagens de células tumorais humanas, assim como seus possiveis mecanismos de
acdo associados. Os ensaios de citotoxicidade com o método do MTT [brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio) frente a sete linhagens de células neopldsicas (HEp-2,
HL-60, HT-29, K-562, MCF-7, MOLT-4 e NCIH-292) e células mononucleares do sangue
periférico humano utilizando o reagente alamar blue. A analise morfoldgica foi realizada
através de microscopia optica, por coloracdo com hematoxilina/eosina. Os estudos de
mecanismos de acdo foram feitos através dos testes de inibicdo da topoisomerase lI,
despolarizacdo de membrana mitocondrial e andlise do ciclo celular. O estudo de docking foi
realizado usando o sitio ativo da enzima Ribonucleotideo Redutase, PDB id: 4X3V com auxilio
do programa Autodock. Os resultados dos testes de citotoxicidade, revelaram que oito
compostos foram capazes de promover a inibicdo do crescimento celular com percentual
superior a 80% em pelo menos uma das linhagens avaliadas, com destaque para o composto
LNN-05 que exibiu citotoxicidade frente ao maior nimero de linhagens com valores de Clso
entre 0,5 e 1,9 ug/mL. No teste do Alamar Blue, os derivados avaliados apresentaram Clso > 4,0
ug/mL em células saudaveis, mostrando-se menos toéxicos que a doxorrubicina. Os testes de
atividade hemolitica em eritrécitos humanos também indicaram auséncia de hemdlise em
100% para os compostos testados até a concentragdes maxima avaliada (250 pg/mL). A
avaliacdo morfoldgica por microscopia Optica, demonstrou que as células de K-562
apresentaram caracteristicas de morte celular por apoptose, quando tratadas com o derivado
LNN-05 nas concentracbes de 0,7, 1,4 e 2,8 ug/mL. Contudo, os estudos de mecanismo de a¢do
conduzidos com o derivado LNN-05 indicaram que sua atividade ndo se da por inibicdo da
enzima topoisomerase Il. No entanto, a avaliacdo do potencial transmembranico e a analise do
ciclo celular evidenciaram que o LNN-05, na concentracdo de 2,8 ug/mL, causa despolarizacao
mitocondrial em 64,2 + 2,5%; e inducdo de parada do ciclo celular na fase G1 em células K-562,
na dose de 1,4 ug/mL com acumulo de 86,1% de células nesta fase. Estudo de docagem
molecular indicou que os compostos se ligam a enzima ribonucleotideo redutase, através dos
residuos Glicina50, Valina51, Treonina52, Metioninal4 e principalmente, a Arginina2l e que o
melhor ligante potencial € o composto LNN-03 com Eyaiue = -7,84 Kcal/mol, sendo LNN-05 um
dos derivados com menor afinidade de ligacdo com Eyalue = -6,39 Kcal/mol. Com base nesses
resultados foi possivel identificar que derivados 5-nitrotiofeno-tiossemicarbazonicos possuem
promissor potencial citotdxico em células neopldsicas humanas, porém estudos adicionais para
elucidacdo dos possiveis mecanismos de acdo ainda necessitam ser conduzidos para completo
entendimento de seus modos de acdo.

Palavras-chave: Cancer. Quimioterapia. Morte celular.



ABSTRACT

Nitro-heterocyclic and thiosemicarbazone are compounds that have aroused the scientific
community interest due to, but not limited to its cytotoxic and antineoplastic activities. In this
regard, we propose in this project to evaluate the antitumor potential of nine new 5-
nitrothiophene-thiosemicarbazone derivatives against several human cancer cell lines, as well
as its possible mechanisms of action. The cytotoxicity tests to evaluate the derivatives activity
were the MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] test for the
seven cancer cell lines (HEp-2, HL-60, HT-29, K-562, MCF-7, MOLT-4 and NCIH-292), and
peripheral blood mononuclear human cells utilizing the alamar blue test. To analyse the cells
morphology, cells were stained with hematoxylin/eosin dyes and visualized through optical
microscopy. The mechanism of action studies was accessed via topoisomerase |l inhibition,
mitochondrial depolarization and cell cycle analysis. Docking analysis using the active site of the
ribonucleotide reductase enzyme, PBD id:4X3V was performed utilizing the Autodock software.
The results obtained from the MTT test demonstrated that eight compounds were capable of
inhibit cell growth more than 80% in at least one of the cell lines, with a highlight for the LNN-
05 compound which exhibited cytotoxic activity against most of the cell lines with the lowest
IC50 value (0.5 and 1.9 pug/mL). In the alamar blue test, the derivatives showed IC50 value > 9.0
ug/mL against non-cancer cells (peripheral blood mononuclear cells), which means that the
compounds are less toxic than doxorubicin. The haemolytic activity test using human
erythrocyte also indicated absence of haemolysis for all tested compounds with a maximum
dose of 250 pg/mL. The morphological evaluation showed that K-562 cells presented
characteristics of cellular death by apoptosis, when treated with the derivative LNN-05 at 0,7,
1,4 e 2,8 pg/mL concentrations. The mechanism of action studies was carried out using the
LNN-05 derivative and the analysis suggests that its activity is not by the inhibition of the
topoisomerase |l enzyme. However, the evaluation of the transmembrane potential and the
cell cycle analysis revealed that LNN-05 causes mitochondrial depolarization of 64.2 + 2.5% at
the concentration of 2.8 pg/mL and cell cycle arrest in G1 phase, totalizing 86.1 + 0.3% at 1.4
ug/mL against K-562 cells. The docking analysis indicated that the compounds bind to the
enzyme through the residues of glicine50, valine51, threonine52, methioninel4, and mainly
arginine21. In addition, the best ligand was LNN-03 with Eyaiye = -7.84 Kcal/mol, and LNN-05 one
of the weakest ligand with Evawe = -6.39 Kcal/mol. Concerning this study, we could identify that
the 5-nitrothiophene-thiosemicarbazone derivatives have promising cytotoxic potential against
human neoplastic cells; however, further studies are needed to fully elucidate the mechanisms
of action of the tested derivatives.

Keywords: Cancer. Chemotherapy. Cell Death.
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1. INTRODUGCAO

Cancer é um conjunto de mais de 100 tipos de diferentes doencas que tém em comum
o crescimento desordenado de células com potencial invasivo. O surgimento do cancer esta
relacionado a condigBes multifatoriais, que podem agir em conjunto ou em sequéncia para
iniciar ou promover o processo de carcinogénese (INCA, 2012; INCA, 2015). Atualmente, o
cancer é considerado como um grande problema de saude publica em todo o mundo,
tornando-se assim imprescindivel o desenvolvimento de novas pesquisas na tentativa de
compreender melhor os mecanismos de sobrevivéncia das células neoplasicas (BARROS, 2010;
WHO, 2012; INCA, 2015).

Dentre os principais tratamentos do cancer, destaca-se a quimioterapia que consiste no
uso de compostos quimicos, denominados de quimioterapicos. Quando aplicada ao céancer,
essa modalidade terapéutica é chamada de quimioterapia antineopldsica e pode ser utilizada
através do emprego de um ou mais farmacos, que tém o objetivo primario de alcancgar as
células cancerigenas e conservar as saudaveis (SAK, 2012; INCA, 2013). No entanto, a
resisténcia das células tumorais aos medicamentos utilizados e a citotoxicidade dos
antineoplasicos em células normais, tem-se mostrado como os principais problemas para a
eficacia do tratamento. Dessa forma, se faz necessario a busca constante por agentes
antitumorais mais eficazes, seguros e com menores efeitos colaterais (HOLOHAN et al., 2013;
RUMJANEK et al., 2013).

Neste sentido, os nitrocompostos e os derivados tiossemicarbazonas tornaram-se alvos
de pesquisas por apresentarem variado espectro de atividades quimicas e bioldgicas, com
evidéncia para acdo antifungica (EL-SHARIEF et al., 2013), antibacteriana (SIVADAS; SUBBRAYA,
2011; ARORA et al.,, 2013; EL-SHARIEF et al.,, 2013), antimaldrica (LIESEN et al., 2010) e
especialmente antineoplasica (SILVA et al., 2010).

Os nitrocompostos sdo moléculas que contém um grupo nitro ligado diretamente a uma
cadeia carbonica principal, podendo essa cadeia ser aciclica, aromatica ou heteroaromatica.
Esses compostos foram inseridos na terapéutica da década de 40, e comumente sdo associados
ao anel tiofeno, molécula amplamente utilizada na obtencdo de novos farmacos por
apresentar-se como prototipo (CHAUDHARY et al.; 2012). Atualmente, os nitro-heterociclos

assim formados despertam o interesse da comunidade cientifica por demostrarem potencial
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anticancer in vitro e in vivo, mostrando-se uma classe promissora para o desenvolvimento de
novos agentes antitumorais.

As tiossemicarbazonas compdem uma importante classe de compostos sintéticos que
exibem grande versatilidade quimica e que também apresenta uma vasta gama de atividades
bioldgicas associadas, tais como: antifungica, antibacteriana, antimaldrica e anticancer
(MENDES et al., 2009; LIESEN et al., 2010; SILVA et al., 2010; EL-SHARIEF et al., 2013). Grande
parte dos mecanismos de acdo das tiossemicarbazonas se da por inibicdo enzimatica, sendo a
inibicdo da enzima ribonucleotideo redutase um dos principais mecanismos de acdo envolvidos
na atividade antitumoral dessas moléculas (AYE et al., 2012).

Dessa forma, tendo em vista o cendrio no qual o cancer esta inserido e a necessidade
do desenvolvimento de novos agentes com propriedades anticancer, o presente estudo teve
por finalidade avaliar a atividade antitumoral e estudar alguns dos provaveis mecanismos de
acdo de novos derivados 5-nitro-tiofeno-tiossemicarbazénicos (compostos que contem na
mesma estrutura quimica os dois farmacoéforos: nitro-tiofenos e tiossemicarbazonas), frente a

algumas linhagens de cancer de importancia médica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral
= Analisar in vitro a atividade anticAncer de derivados 5-nitrotiofeno-

tiossemicarbazonicos e seus possiveis mecanismos de acdo.

2.2 Especificos
= Avaliar a atividade citotéxica dos derivados 5-nitrotiofeno-tiossemicarbazonicos em
linhagens de células neopldsicas e em células mononucleares de sangue periférico

humano (CMSPH);

= Determinar a atividade hemolitica dos compostos 5-nitrotiofeno-tiossemicarbazénicos

em eritrocitos humanos;

= Estudar, por meio de métodos de docagem molecular, as intera¢es dos derivados 5-

nitrotiofeno-tiossemicarbazonicos frente a enzima ribonucleotideo redutase;

® |nvestigar a acdo do composto LNN-05 sobre a atividade da enzima topoisomerase |,

por eletroforese em gel;

* Analisar a morfologia de células K-562 tratadas com o derivado LNN-05, através da

coloracdo diferencial por hematoxilina/eosina;

= Analisar o potencial transmembranico do derivado 5-nitrotiofeno-tiossemicarbazénico

(LNN-05) em células K-562;

= Analisar os efeitos do composto LNN-05 sobre o ciclo celular das células leucémicas

humanas K-562.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cancer: conceito e consideragdes gerais

Céncer é uma palavra de origem grega (karkinos), que significa “caranguejo” em
analogia ao modo infiltrante das células neopldsicas, com a forma de fixacdo das patas do
crustaceo. A descoberta mais antiga do cancer ocorreu no Egito ha aproximadamente 1600
a.C., com a identificacdo de oito casos de tumores de mama (JEMAL et al., 2010; AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2014).

Atualmente, o cancer é considerado uma doenca complexa caracterizada pelo
crescimento desordenado de células (INCA, 2012). Segundo Hanahan e Weinberg (2011), as
mutacdes nos oncogenes (superexpressao) e nos genes supressores de tumor (silenciamento),
favorecem a reativacdo ou modificacdo de programas celulares que controlam os processos de
multiplicacdo, migracdo, diferenciacdo e apoptose (LUO; SOLIMINI; ELLEDGE, 2009). Dessa
forma, as células malignas tornam-se diferentes das células normais por mostrarem capacidade
de multiplicacdo ilimitada, autossuficiéncia quanto aos fatores de crescimento, manutencdo da
angiogénese, evasdo da apoptose e potencial de invasdo e migracao para diferentes tecidos do
organismo (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Geralmente, o desenvolvimento do céncer esta relacionado a exposicdo a fatores
carcinogenos exogenos e endogenos. O primeiro grupo corresponde a 80% dos casos e inclui
os habitos alimentares (dietas inadequadas), estilo de vida (consumo excessivo de bebidas
alcodlicas, sedentarismo, tabagismos, uso de drogas), agentes fisicos (radiagdo ionizante e ndo
ionizante), agentes quimicos (produtos quimicos) e agentes bioldgicos (Helicobacter pylori,
virus Epstein Barr, virus do papiloma humano, virus da hepatite B, parasitas como Schistosoma
haemotobium e Clonorchis sinensis). O segundo grupo compreende a constituicdo genética do
individuo, idade, equilibrio do sistema enddcrino, danos ao sistema imunoldgico, condicdo
fisiolégica e inflamacgGes de origem desconhecida, tais como, colite ulcerosa e pancreatite

(JEMAL et al.; 2010; INCA, 2013).
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3.2 Epidemiologia do cancer

O cancer constitui um dos grandes problemas de saude publica em todo o mundo,
sendo responsavel por cerca de 10 milhdes de ébitos por ano. Sua problematica tende a
aumentar devido a crescente exposicdo aos fatores de risco associados ao aumento da
expectativa de vida da populagdo (INCA, 2012). Em 2008, a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) estimou a incidéncia de 12,4 milhdes de novos casos de cadncer e 7,6 milhGes de mortes
por cancer no mundo. Destes, os mais diagnosticados foram o cancer de pulmdo (principal
causa de morte), mama e colorretal. Em 2030 estima-se a ocorréncia de 27 milhdes de novos
casos e 17 milhGes de mortes no mundo (WHO, 2008; INCA, 2012).

No Brasil, as neoplasias malignas sdo consideradas a segunda causa de morte entre as
doengas ndo-transmissiveis. Entre 1979 e 2003, foi observado um aumento de 30% na taxa de
mortalidade por cancer, o que resultou no aumento em mais de 103% nos gastos para a
prevencdo e tratamento, configurando-se assim, como um grande desafio para a saude publica
brasileira (INCA, 2007). Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), as estimativas para os
anos de 2016 e 2017, indicam para 596 mil novos casos de cancer, distribuidos entre homens
(295.200) e mulheres (300.870) (Figura 1), com maior incidéncia para o cancer de pele ndo
melanoma (175.750 novos casos), que contempla 29% do total estimado. Seguido pelo cancer
de préstata (61.200), mama (57.960), intestino grosso (34.280), pulmado (28.220), estbmago
(20.520), colo do utero (16.340), e cavidade oral (15.490) (INCA, 2015).

Figura 1. Incidéncia estimada para 2016 de novos casos de cancer entre homens e mulheres.

Localizagao Primaria Casos ) Localizagao Primaria Casos

Pristata 61.200  28,0% Homens Mulheres ~ Mama feminina 57.860 28,1%

Traqueia, Branquio & Pulmao 17.330 8.1% Cdlon e Reto 17.620 B,6%

(Golon e Reto 16.660 7.8% Colo do Utero 16.340 7,0%

Estomago 12.020 6,0% Traqueia, Bronquio e Puimdo 10,800 3,3%

Cavidade Oral 11.140 5,2% Estimago 7.600 3,7%

Esdfago 7.050 7% Corpo do (tero B850 3.4%

Bexiga 7.200 3.4% Qvario 6,150 3,0%

Laringe fi.360 3.0% Glandula Tireolde 5.870 2,0%

Leucemias 5.040 2,6% Linfoma ndo Hodakin 5.030 2.4%

Sistema Nervoso Central 5.440 2,9% oistema Nervoso Central 4.830 2,3%

Fonte: Adaptado de INCA, 2015.
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3.3 Carcinogénese

O surgimento do cancer ocorre geralmente através de um processo lento, podendo-se
levar varios anos até que seja detectado. Este processo € conhecido como carcinogénese e
acontece em trés etapas diferentes: iniciagdo, promoc¢do e progressdo (PITOT, 2011; INCA,
2012). Aliniciacdo é uma etapa rapida e irreversivel, marcada pela ocorréncia de danos ao DNA
devido o contato das células com os agentes carcindgenos. Nesta fase, as células encontram-
se geneticamente alteradas. A promocdo € um estagio reversivel, onde as células sofrem os
efeitos dos agentes cancerigenos, conhecidos como oncopromotores. Esta fase é caracterizada
pela transformacdo das células em malignas, de forma lenta e gradual, o qual é necessario uma
longa e continuada exposicdo ao agente carcinogénico. A progressao é considerada um estagio
irreversivel e dar-se pela multiplicacdo descontrolada das células, com o aumento da massa
celular priméria que apresenta alto potencial invasivo e metastatico (GARCIA; HAZA; MORALES,

2011; INCA, 2012; PITOT, 2011).

3.4 Biologia do cancer

A multiplicacdo celular em sua normalidade é uma atividade complexa, que requer a
acdo coordenada de varios genes, 0s quais sdo responsaveis por controlar o processo em
resposta a estimulos externos e internos (CHAMAS, 2013).

No caso de tumores, o crescimento descontrolado das células, bem como a sua
independéncia dos controles externos é resultado de mutacGes ou ativacdes de genes
especificos que controlam o ciclo celular (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Dessa forma, a
desregulacdo desse evento pode levar a instabilidade gendbmica, a qual exerce um papel
fundamental na etiologia de diversos canceres hereditarios ou genéticos (JAFARNEJAD; LI,

2011; DANTAS, 2014).

3.4.1 Proto-oncogenes e genes de supressdo tumoral

As alteracdes e danos ao DNA observadas nas células cancerigenas acontecem em sua
maioria em genes especiais, denominados proto-oncongenes e genes supressores de tumor
(JAFARNEJAD; LI, 2011; INCA, 2012; DANTAS, 2014).

Os proto-oncongenes sdo responsaveis por codificar as proteinas que regulam a

multiplicacdo e diferenciacdo celular, quando mutados tém a capacidade de transformarem-se
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em oncogenes, que sdo os causadores do processo de malignizacdo das células normais (CALA;
CEPENA; ARIAS, 2012; SHIRAHA; YAMAMOTO; NAMBA, 2013).

Os genes supressores de tumor sdo geralmente reguladores negativos da proliferacao
e do crescimento celular, e estdo envolvidos na regulacdo da expressao génica, no programa
de morte celular e na estabilidade genémica. A inativacdo desses genes em consequéncia de
mutacdes, leva a incapacidade dos mecanismos de controle que regulam a divisdo celular

(CALA; CEPENA; ARIAS, 2012; SHIRAHA; YAMAMOTO; NAMBA, 2013).

3.4.2 Ciclo celular e cdancer

O ciclo celular € um evento universal dividido em quatro fases: Gy, S (sintese), Gz e M
(mitose), no qual ocorre a replicacdo de uma célula-filha geneticamente idéntica a célula-mae,
através dos processos de duplicagdo do DNA e divisao nuclear (mitose) (LACERDA, 2012).

Para que as células em repouso (Go) entrem no ciclo celular é necessario o estimulo de
fatores de crescimento, tais como PDGF, EGF, insulina, hormonios esteroides e citocinas
sintetizadas pelas proprias células ou por células a sua volta. Essas moléculas ligam-se aos seus
receptores de membrana especificos e desencadeiam a ativacdo de fatores de transcricao,
como c-myc, c-jun, c-fos, que promovem a sintese de enzimas e moléculas essenciais, para que
a célula progrida da fase Go para as fases G1-5-G; e mitose (MALUMBRES; BARBACID, 2009).

O desenvolvimento dos eventos do ciclo celular é mediado por diferentes fatores, que
tém a sua sintese e destruicdo ocorrida em momentos determinados. Dentre os principais
estdo: as ciclinas A, B, e D; proteinas quinases dependentes de ciclinas (CDK-1, CDK-2, CDK-4 e
CDK-6); fosfatases (cdc-25, A, B e C); proteinas inibidoras de CDKs, as CKls (p21, p27, p57); e
fatores de transcricdo (c-myc, E2F, Rb e p53) (FERREIRA et al, 2010). Os complexos formados
por CDK-ciclina-CKI estdo envolvidos na transicdo do ciclo celular através de sua inativacdo e
ativacdo. A ativacdo dos complexos CDK-4/Ciclina-D ou CDK-6/Ciclina-D no progresso da fase
G1 promove a fosforilacdo gradativa de retinoblastoma (Rb), que forma um complexo inibitério
com fatores de transcricdo da familia E2F. Essa fosforilacdo é finalizada pela ativacdo do
complexo CDK-2/Ciclina-E que inativa irreversivelmente a Rb, e dissocia o fator E2F, permitindo
o inicio da transcricdo de genes na fase S. No inicio desta fase, a ativacdo do complexo CDK-
2/ciclina-A provoca, através de fosforilacdo, a inativacdo de E2F, o que impede a interagdo
deste fator com o DNA. O final da fase de sintese e inicio da fase G, é marcado pelo aumento

nos niveis de ciclina A e B e compartilhamento de proteinas envolvidas na duplicacdo de DNA
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pelos complexos CDK-2/Ciclina-A e CDK-1/Ciclina-B. Durante a fase G, o complexo CDK-
1/Ciclina-B promove a fosforilagcdo de variadas proteinas nucleares, bem como a condensacdo
dos cromossomos, a formacdo do fuso mitdtico e o inicio da mitose. Por fim, a degradacdo da
ciclina B cessa a atividade enzimatica do complexo, e marca o término do ciclo celular
(MALUMBRES; BARBACID, 2009; JOHNSON; SKOTHEIN, 2013; MEDINA; TURNER; GORDAN,
2016). A Figura 2 mostra os complexos ciclina-CDKs envolvidos com o ciclo celular.

A progressao do ciclo celular é interrompida em momentos especificos, denominados
como pontos de checagem (checkpoints). Estes pontos atuam como mecanismos de controle
nas passagens das fases Go-G1 (ponto de restricdo R1), G1-S e G2-M, para correcao de possiveis
erros no DNA, a fim de evitar a fixacdo e propagac¢do das mutacdes, o que colabora para a
malignizacdo da célula. Os checkpoints sdo dependentes de reacGes em cascata mediada por
enzimas quinases e fosfatases, e geralmente hd o envolvimento de proteinas CKls, que sdo
divididas em dois tipos: as proteinas inibidoras de CDK-4 e CDK-6, e as proteinas que afetam a
atividade de quinases dependentes das ciclinas D, E e A (MALUMBRES; BARBACID, 2009;
YOSHIDA et al.; 2010).

Na maioria das vezes, esse mecanismo de controle do ciclo envolve a agdo do gene p53
que atua na transcrigcdo de varios genes, como o p21. E mediante a conjugacdo com o promotor
desse gene que p53 bloqueia a inativacdo de pRb por CDK-4. Esta atividade causa a parada do
ciclo celular na etapa Gi e possibilita o reparo do DNA, se identificado algum erro. Contudo,
caso avia com a proteina pRb ndo esteja intacta, a p53 pode atuar induzindo as células a morte.
Além disso, p53 também estad envolvido no checkpoint na transicdo da fase S para G, portanto,
guando se encontra mutado, as células escapam da restauracao dos danos, o que pode iniciar
um clone maligno (FERREIRA, 2010; COSTA-SOUZA, 2011; LACERDA, 2012; DONEHOWER,
2014).
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Figura 2. Esquema de complexos CDK-Ciclina no ciclo celular.

Ciciina &

A progressdo do ciclo celular ocorre mediante a presenca de ciclinas A, B e D que associadas as proteinas
dependentes de ciclina (CDK), formam os complexos CDK-Ciclina, que através da sua ativacdo e inativagdo
permitem a transi¢do das células paras as diferentes etapas do ciclo. A ativagdo dos complexos CDK-4/Ciclina-D
ou CDK-6/Ciclina-D na fase G1 é essencial para a fosforilagdo gradativa da retinoblastoma (Rb), a qual é finalizada
pela formacgdo do complexo CDK-2/Ciclina-E no inicio da fase S. Em sequéncia a ativagdo de CDK-2/Ciclina-A, CDK-
1/Cilina-A e CDK-1/Ciclina-B possibilitam o progresso das células para as fases G2 e M. Fonte: Vermeulen,
Bockstaele & Berneman, 2003.

3.4.3 Morte celular e cGncer

A morte celular é um fenémeno fisioldgico necessario para o equilibrio entre a
proliferacdo e perda celular e para o desenvolvimento normal e manutencdo da forma dos
tecidos do individuo (COULIDIATI, 2014). Segundo o NCCD, (Nomenclature Committee on Cell
Death) os mecanismos de morte celular sdo classificados de acordo com a morfologia das
células atingidas e seus aspectos bioguimicos. Dessa forma, distinguindo-se em: senescéncia,
catastrofe mitdtica, autofagia, necrose e apoptose (KROEMER et al., 2009).

A senescéncia é o tipo de morte celular caracterizada pela perda irreversivel da
capacidade de divisdo celular das células somaticas. Esse processo é essencial para o
envelhecimento e o seu controle envolve o desgaste dos teldmeros e ativacdo de genes

supressores de tumor (SARETZKI, 2010).
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A catdstrofe mitética refere-se ao mecanismo de morte celular em que a célula tenta se
dividir sem que tenha ocorrido o reparo do DNA, em consequéncia ao funcionamento
defeituoso do checkpoint, o que resulta na formacdo de células multinucleadas com
cromossomos condensados (SINGH; GEORGE; SHUKLA, 2010; GALLUZZI; PEDRO; KROEMER,
2014).

A autofagia acontece em resposta a um disturbio metabdlico e se caracteriza pela
degradacdo dos componentes celulares. Neste tipo de morte, ocorre o encapsulamento das
porcBes do citoplasma por membranas, que resulta na formacdo de autofagossomos. Estas
estruturas se fusionam com os lisossomos e tém o seu conteldo quebrado por hidrolases
lisossomais (KROEMER et al.; 2009).

A necrose é um tipo de morte celular definida como alteracdes morfoldgicas
decorrentes da destruicdo celular de um tecido vivo e geralmente é deflagrada através da acdo
progressiva de enzimas nas células que sofreram alguma lesdo letal (KROEMER et al.; 2009).
Contudo, estudos recentes sugeriram que a necrose pode também ser desencadeada pelos
mesmos sinais de morte que induzem a apoptose, o que caracteriza uma forma programatica
de morte necrética, definida como necroptose (HONG, 2013; NIKOLETOPOULOU et al.; 2013;
GALLUZZI et al.; 2014). No entanto, em linhas gerais, esse processo é caracterizado pela
interrupcdo do suprimento energético, falha da homeostase do tecido celular, inchaco das
células com perda da integridade da membrana, organelas edemaciadas, condensacdo da
cromatina e rompimento da membrana plasmatica. Durante esse mecanismo o conteudo
celular é liberado, o que causa danos as células vizinhas e reacdo inflamatdria aguda local
(KROEMER et al., 2009).

A apoptose, também denominada de morte celular programada se caracteriza por uma
série de modificacdes celulares que incluem a retracdao da célula, condensacdo da cromatina,
formacdo de prolongamentos da membrana plasmatica (blebs) e formacdo de vesiculas na
membrana celular e de corpos apoptodticos, que contém o contelddo nuclear e citoplasmatico,
sendo estes fagocitados rapidamente por macréfagos, a ponto de evitar uma resposta
inflamatoria (KROEMER et al.,, 2009; INDRAN et al., 2011). Esta etapa ocorre mediante a
externalizacdo da fosfatidilserina (fosfolipidio presente na membrana celular), que atua como
um sinalizador para o reconhecimento das células fagocitarias (INDRAN et al., 2011).

Na apoptose estima-se que 50 a 70 bilhdes de células morram a cada dia no adulto, de

modo que em um ano cada pessoa produzird e erradicara uma massa de células equivalente
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ao peso do corpo inteiro. Dessa forma, esse mecanismo deve ser altamente regulado, visto que
defeitos no maquindrio apoptético podem contribuir para o aumento da sobrevivéncia de
células, colaborando assim, para expansdo de células anormais (KREUZALER; WATSON, 2012).

A regulacdo da apoptose acontece por varios fatores genéticos e bioquimicos, com a
participacdo das caspases, que sdo um tipo especial de cisteina protease sintetizadas como proé-
enzimas. Essas enzimas classificam-se em dois grupos: as caspases iniciadoras (2, 8, 9 e 10) e
caspases executoras (3, 6 e 7), e tém a sua desregulacdo prevenida por membros de proteinas
inibidoras da apoptose (IAPs), que se ligam as caspases impedindo diretamente a sua ativagdo
(WONG, 2011). As proteinas da familia Bcl-2 participam também do processo regulatério da
apoptose como indutoras ou repressoras. Essas proteinas sdo divididas de acordo com a
homologia e funcdo em duas subfamilias: a subfamilia que inclui Bcl-2 e Bcl-xl, que exercem
atividade anti-apoptose; e a subfamilia representada por BAX e BAK, que atuam como pré
apoptdticas (WONG, 2011; SANKARI et al., 2012).

A ativacdo da apoptose pode ser iniciada por duas vias, a via extrinseca ou
citoplasmatica que é acionada pela ativacdo de receptores de morte na superficie da
membrana plasmatica e a via intrinseca ou mitocondrial, que ocorre através de sinais de
estresse origindrio do interior ou exterior da célula, como danos no DNA, perda de adesdo,
auséncia de fatores de crescimento, inibicdo de sintese macromolecular e outros (Figura 3)
(INDRAN et al., 2011; WONG, 2011; SANKARI et al., 2012). Essas vias podem se interligar através
de uma proteina pré-apoptética citosélica (Bid), que normalmente é clivada pela caspase 8.
Essa clivagem resulta na formacdo de uma proteina truncada (tBid), que translocada para a
mitocondria, ativa o Bax, iniciando assim, a liberacdo de citocromo ¢ com perda da fungao
mitocondrial. A associacdo dessas vias tem como resultado a ampliacdo do sinal e ativacdo das
caspases essenciais para a inducdo de morte celular (WONG, 2011; SANKARI et al., 2012).

A via extrinseca é iniciada pela ligacdo do TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) aos
receptores da superfamilia de fatores de necrose tumoral (rTNF) (RIBEIRO et al., 2012). Essa
ligacdo ira atrair o FADD (proteina do dominio de morte associado ao Fas) e as pro-caspases 8
e 10, formando o DISC (complexo sinalizante de morte induzida). Este complexo possibilita a
ativacdo das caspases iniciadoras 8 e 10, que por sua vez ativam as caspases executoras 3, 6 e
7 que irdo finalizar o processo apoptdtico (FRANCISCHETTI et al., 2010; INDRAN et al., 2011;

WONG, 2011; SANKARI et al., 2012). Nessa via para que ndo ocorra uma ativacdo desregulada
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das caspases, as IAPs inibem a ativacdo direta da caspase 3 ativa, impossibilitando a ativacdo
das demais caspases (WONG, 2011; SANKARI et al., 2012).

A via intrinseca é iniciada por sinais de estresse identificados pela mitocdndria, tais
como danos no DNA e auséncia fatores de crescimento, que favorecem para liberacdo do
citocromo C, em decorréncia a permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial (MOMP),
apo6s a formacdo do complexo das proteinas BAX e BAK (WONG, 2011; SANKARI et al., 2012). O
citocromo C liberado interage com o APAF-1 (Fator de ativacdo da protease associada a
apoptose 1) e a pro-caspase 9, para formar uma holoenzima, o apoptosomo, que na presenca
de ATP/dATP ativa a caspase 9, a qual irad ativar as caspases 3 e 7, desecandeando a morte
celular (WONG, 2011; SANKARI et al., 2012; GALLUZZI et al., 2014). As IAPS atuam nessa via
através da inibicdo da ativacdo da caspase 9, que ocasiona o bloqueio da ativacdo das pro-

caspases 3, 6 e 7 (WONG, 2011; SANKARI et al., 2012).

Figura 3. Via extrinseca e intrinseca da apoptose.
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E observado que a via extrinseca da apoptose é iniciada pela ativacdo de receptores de morte na superficie da
membrana plasmadtica, que irdo atrair o FADD (proteina do dominio de morte associado ao Fas) e as pro-caspases
8 e 10 para a formacdo do complexo sinalizante de morte induzida (DISC), que possibilitara a ativacdo das caspases
iniciadoras 8 e 10 e executoras 3, 6 e 7. Contudo, sinais de estresse como danos ao DNA identificados pela
mitocéndria, podem desencadear a via intrinseca, mediante a liberacdo do citocromo C, apés a formacdo do
complexo BAX/ BAK. Dessa forma, o citocromo C ao interagir com o APAF-1 (Fator de ativagdo da protease
associada a apoptose 1) e a pré-caspase 9 ativara a caspase 9, que por sua vez ativara as caspases 3 e 7. Adaptado
de Bruin; Medema, 2008.
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A apoptose é considerada o tipo de morte mais estudado na terapia anticancer, sendo
um alvo potencial para o desenvolvimento de novos agentes antineopldsicos, visto que a
evasdo a apoptose é uma das principais caracteristicas das neoplasias (HANAHAN; WEINBERG,
2011). Além disso, a resisténcia das células tumorais aos farmacos utilizados tem-se mostrado
um dos principais problemas, o que se faz necessdrio a busca constante por medicamentos

eficazes, seguros e com menores efeitos colaterais (URRUTICOECHEA et al., 2010).

3.5 Quimioterapia do cancer

A guimioterapia aplicada desde os anos de 1940 representou uma das bases para o
tratamento do cancer (SAK, 2012). Essa modalidade terapéutica consiste comumente na
combinacdo de vérios agentes antineopldsicos, atuantes em diferentes etapas do ciclo celular,
0s quais tém o objetivo primdrio de alcancgar as células cancerigenas e conservar as saudaveis.
Dessa forma, por definicdo, o tratamento quimioterdpico deve interferir com o programa
bioguimico que a célula esta envolvida a ponto de causar seletivamente a morte celular (SAK,
2012). Entretanto, a maioria dos fdrmacos anticancer ndo apresenta seletividade exclusiva para
as células tumorais, acometendo também as células normais, principalmente, as de rapido
desenvolvimento como as gastrointestinais, capilares e as do sistema imune (BRANDAO et al.,
2010).

Além disso, a resisténcia tumoral a quimioterapia classificada em intrinseca e adquirida
também se apresenta como um dos principais fatores que comprometem a eficdcia do
tratamento (HOLOHAN et al., 2013; RUMJANEK et al., 2013). Atualmente, sabe-se que a
resisténcia a multiplas drogas (MDR) pode ser desencadeada por diferentes mecanismos,
dentre os quais: efluxo de droga, alteragdo na enzima-alvo, alteragcdo no metabolismo da droga,
aumento na reparacdo do DNA e incapacidade para sofrer apoptose (UGHACHUKWU &
UNEKWE, 2012; HOLOHAN et al., 2013; RUMJANEK et al., 2013; HOUSMAN et al., 2014). No
entanto, mesmo diante dessa problematica a quimioterapia € considerada um tratamento
benéfico e 0 seu sucesso esta associado, na maioria dos casos, ao descobrimento precoce do

cancer (URRUTICOECHEA et al., 2010).

3.6 Classificacdo de agentes antineoplasicos
Os agentes antineoplasicos utilizados para o tratamento do céncer sdo classificados em:

farmacos ciclo-celular especifico (CCS) e farmacos ciclo-celular ndo especifico (CCNS). Dentre
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os medicamentos CCS e CCNS sdo conhecidos: os agentes naturais, os alquilantes, os

antimetabdlitos, os hormonais e os antibidticos naturais (NUNES, 2012).

3.6.1 Agentes naturais

Os produtos naturais compdem o grupo dos antineopldsicos ciclo-celular especifico
utilizados na terapia do cancer. Dentre os mais variados agentes naturais, podemos citar os
alcaloides vegetais, tais como: os alcaloides da vinca (vimblastina e vincristina), que agem
através da inibicdo do fuso mitdtico, ligando-se as proteinas microtubulares; os taxanos
(paclitaxel e docetaxel), que também atuam na inibicdo do fuso mitdtico, bem como na
dimerizacdo da tubulina e na estabilizacdo dos tubulos (Tabela 1) (BRANDAO et al., 2010;
COSTA-LOTUFO et al., 2010).

3.6.2 Agentes alquilantes

Os agentes alquilantes sdo os farmacos ciclo celular ndo especificos mais ativos e mais
utilizados no tratamento do cancer, provocando a morte celular através da interacdo com o
acido desoxirribonucleico. A alquilacdo resulta em ligacdes cruzadas com os filamentos de DNA.
Os antineoplasicos alquilantes atuam no ciclo celular inespecificamente, e geralmente
apresentam uma melhor atividade quando associado com outros agentes ciclo-celular
especificos. Dentre os principais agentes alquilantes, encontram-se: a cisplatina e seus

andlogos: carboplatina e ifosfamida (Tabela 1) (SCHMITT; FREZZA,; DOU, 2013; BOWDEN, 2014).

3.6.3 Antimetabdlitos

Os antimetabdlitos sdo conhecidos como falsos substratos, pois utilizam os substratos
naturais de algumas enzimas, e ao se ligar a estas promovem o bloqueio do substrato, ou
alteram o funcionamento normal de vias metabdlicas essenciais da célula. Seu mecanismo de
acao esta relacionado geralmente ao bloqueio de vias biossintéticas especificas, em especial as
relacionadas a biossintese de nucleotideos e de DNA. Dessa forma, impedem a multiplicagdo e
funcdo normais da célula, resultando na morte celular. Sdo exemplos de antimetabdlitos: os

andlogos do acido félico (metotrexato) (MOURA et al., 2011; WOOD; WU, 2015).
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3.6.4 Agentes hormonais

A atuacdo dos farmacos hormonais é baseada na ligacdo entre o hormdnio e o seu
receptor citoplasmatico especifico. Esta ligacdo é responsavel por desencadear a sintese do
RNAm que conduz a formacdo de novas proteinas importantes para o desenvolvimento celular.
Dessa forma, os tumores que sdo considerados hormonio-dependentes podem ter o seu
crescimento inibido por hormdnios antagonistas, por hormdénios de a¢des opostas ou por
farmacos inibidores de hormonios. Entre os agentes hormonais encontram-se: os hormdnios
sexuais, tais como estrogénios e androgénios; e os inibidores da acdo hipotalamica e hipdfisaria

(LEITE et al., 2011; SCHORR; PEDRINI, REGINATTO, 2015).

3.6.5 Antibidticos naturais

Os antibioticos naturais constituem o grupo de farmacos ciclo-celular ndo especifico.
Essas moléculas, embora apresentem diferentes estruturas quimicas, tém em comum a
presenca de anéis insaturados que possibilitam a incorporacdo de excesso de elétrons,
resultando na producdo de radicais livres reativos. Os antibidticos naturais podem ainda inibir
a funcdo do DNA através de intercalacdo com a molécula (doxorrubicina) (Tabela 1) (LEI,

WANGA; WU, 2012; OCTAVIA et al., 2012).
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Tabela 1. Classificacdo, estrutura quimica e atividades de agentes antineopldsicos ciclo celular especifico (CCS) e ciclo celular ndo especifico (CCNS), utilizados na terapéutica
do cancer.

Classe de quimioterdpicos Estrutura quimica Atividades

Vimblastina e Vincristina: (linfoma de
Hodgkin, cancer de ovario, testiculo e
Agentes naturais leucemia linfoblastica aguda infantil).
(Vimblastina e Vincristina; Plactaxel e

Docetaxel) Plactaxel e Docetaxel: (cancer de mama e

ovario).

Cisplastina: (cancer de testiculo, ovario,
bexiga, Utero e pulmao).
Agentes alquilantes

. , . . : O NH; . R L.
(Cisplatina e Carboplatina) a.., N e Carboplatina: (cancer de ovario, cabeca e
Pt
- ToNH, o “NH; Im3 icul [ ;
pescoco, pulmdo, testiculo, leucemia
aguda e linfoma ndo Hodgkin).
Doxorrubicina: (LLA, cancer de bexiga,
o o o gastrico, sarcoma, mama).
] - I.J OH
Antibidticos naturais l | [ [ | Tom
(Doxorrubicina) ) | R
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3.7 Inibidores de topoisomerases

As topoisomerases (topo) sdo enzimas nucleares, classificadas em dois subtipos: topo |
e topo Il conforme o seu mecanismo de clivagem e arquitetura. Estas enzimas sdo
fundamentais para o controle da condensacdo e relaxamento dos cromossomos durante a
transcricdo e replicagdo. De modo geral, o mecanismo catalitico das topoisomerases versa na
guebra de ligacOes fosfodiésteres da molécula de DNA, assim a topo | quebra uma Unica fita,

enquanto a topo Il quebra as duas fitas, como observado na Figura 4 (POMMIER, 2009).

Figura 4. Esquema do mecanismo catalitico das topoismerases | e Il.
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E possivel observar que apés a ligacdo da topo | ao DNA dupla-fita ocorre a formacdo do complexo covalente na
extremidade 3’ da quebra, o qual é estabilizado pelo alcaloide camptotecina (CPT). A topo Il apresenta duas
isoformas a e 8, que formam o complexo de clivagem apos ligagdo a dupla fita de DNA. O complexo constituido é
estabilizado pelos inibidores etoposideo e doxorrubicina. Fonte: Adaptado de Pommier (2009).

Por formarem ligagcGes com o DNA, as topoisomerases tornaram-se moléculas alvo para
o desenvolvimento de farmacos, dentre estes os inibidores de topo, que ao interagir com estas
enzimas podem inibir as suas atividades mediante a formacdo de complexos. Esses compostos
podem ser classificados em dois grupos: os “venenos” e os inibidores cataliticos. Os venenos
de topoisomerases (inibidores de topo Il) sdo as moléculas mais ativas clinicamente, pois
aumentam a ocorréncia do complexo DNA-topo, o que proporciona a estabilizacdo do

complexo formado e o aumento de quebras no DNA. Dessa forma, esses inibidores sdo

denominados de “venenos” enddgenos, visto que rapidamente levam a formacdo de danos na
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molécula de DNA. Dentre os venenos de topoisomerases, destacam-se a doxorrubicina (DOX),
farmaco amplamente utilizado no tratamento do cancer (POMMIER, 2013). Em contrapartida,
os inibidores cataliticos (inibidores de topo |) apresentam pouca atividade antitumoral e seu
mecanismo de acdo é impedir a formacdo do complexo DNA-enzima, através da inibicdo da
ligacdo da topo com a molécula de DNA ou por evitar que a topo clive o DNA (POMMIER, 2009;
POMMIER, 2013).

As topoisomerases sdo expressas em diferentes niveis nos mais variados tipos celulares,
com expressdao de 60% da topo Il em células de cancer de mama (YANG et al., 2012). Alguns
estudos apontam acdo das topoisomerases no ciclo celular, tao logo inibidores como ICRF - 187
e 193 atuam sobre a topo Il provocando retardo no ciclo celular, visto que essa enzima participa
do monitoramento desse evento através da interacdao com proteinas do ponto de checagem
(BOWER et al., 2010). Dessa maneira, estudos tém sido realizados com o objetivo de identificar

novas moléculas inibidoras de topoisomerases, com atividade anticancer.

3.8 Importancia dos testes de citotoxicidade in vitro

Os testes de toxicidade in vitro sdo considerados um bioensaio preliminar essencial para
o estudo de novos agentes com potencial bioldgico. Normalmente, esses testes tém por
finalidade avaliar o potencial téxico de uma molécula, indicar a relagdo dose-resposta e
estabelecer as condi¢cdes seguras para a exposicdo dessa substancia (FARIAS; IMADA;
KATAYAMA, 2010).

Segundo Bednarczuk et al. (2010), os testes in vitro em comparagdo aos ensaios in vivo,
sao melhor recomendados por serem mais facilmente controlados, financeiramente mais
acessiveis e por demonstrarem melhor reprodutibilidade. Além disso, possibilitam predizer o
efeito citotdoxico de determinado composto através da utilizacdo de cultura celulares de
tecidos, bem como permitem o conhecimento do efeito citotéxico das substancias teste sobre
as membranas celulares, por meio da avaliacdo do potencial hemolitico (BATISTA, 2013).

Geralmente, os ensaios in vitro sao realizados através de métodos colorimétricos
guantitativos, dentre os quais destaca-se o MTT, desenvolvido por Tim Mosmann em1983.
Este teste se baseia na conversdo do sal de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2H
tetrazolio (MTT) em azul de formazan, a partir da atividade da enzima mitocondrial succinato

desidrogenase. De modo geral, a conversdo da cor amarela (sal) para a cor purpura indica a
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presenca de células vidveis, as quais sdo quantificadas de acordo com a quantidade de cristais
formados e a intensidade da coloragdo purpura (DUARTE, 2015).

Dessa forma, por apresentarem facilidade de aplicacdo e confiabilidade, os testes in
vitro tornaram-se ensaios indispensaveis para a analise da citotoxicidade de substancias, o que
colabora para o desenvolvimento das pesquisas pré-clinica, que devem ser norteadas de

acordo com as boas praticas de laboratério (BPL) (ANVISA, 2013).

3.9 Docagem molecular

A docagem molecular é uma das principais ferramentas utilizadas para o planejamento
de moléculas baseado na estrutura do receptor (SBDD - Structure-based drug design). A
aplicacdo dessa técnica envolve a predicdo de como os candidatos a farmacos interagem a nivel
molecular no sitio de ligacdo da proteina (receptor) alvo. Dessa forma, de acordo com as
energias de interacdo e as conformacdes do ligante-receptor, é possivel verificar a afinidade
entre eles, bem como observar quais residuos do alvo atuam na interacdo do complexo
formado (EFFERTH; KOCH, 2011; DIAS et al., 2014).

No docking molecular as conformacdes e acoplamentos (poses) dos ligantes sdo
determinados por algoritmos de busca, que no final do processo geram uma classificacdo para
os ligantes baseada na energia de interacdo entre eles, as quais geralmente sdo distribuidas em
qguatro classes: forcas eletrostaticas (dipolo-dipolo e dipolo-carga), forca eletrodindmica
(interacdo de Van der Waals), forcas estéricas (causadas pela entropia) e forcas relacionadas a
solventes (ligacdo de hidrogénio e ligagdes hidrofdébicas) (FERREIRA; GLAUCIUS; ANDRICOPULO,
2011; CHAUDHARY; MISHRA, 2016).

Comumente, o valor da energia livre de ligacdo (FEB - Free Energy of Binding) é obtido
pelo modulo AutoGrid e analisado através do Autodock, um software gratuito usado para
predizer a energia de ligacdo de uma conformacado entre o ligante e o receptor. Em geral, as
energias calculadas refletem a afinidade para a formacdo do complexo ligante-receptor,
portanto quanto menor o valor de energia de ligacdo mais estavel é essa interacdo (WINCK,

2012).
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3.10 Compostos com potencial anticancer
3.10.1 Nitro-heterociclos e anel tiofeno

Os compostos heterociclicos constituem um grupo importante para o planejamento e
o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. A utilizacdo desses compostos esta
associada principalmente a facilidade de sintese, a possibilidade de adicdo de inumeros
heterodtomos e a introducdo de variados radicais substituintes, o que lhes atribui diferentes
atividades e propriedades quimicas e bioldgicas (SIVADAS; SUBBRAYA, 2011; ARORA, et al.,
2013). Entre os grupos possiveis de serem associados a estrutura do anel heterociclico,
destacam-se o grupo nitro, amplamente empregado na obtencdo de pro-farmacos. Os nitro-
heterociclos assim formados apresentam inimeras bioatividades, dentre estas: antineoplasica,
antiparasitdria e antibacteriana, sendo a reducdo do grupo nitro fundamental para as
atividades bioldgicas (SIVADAS; SUBBRAYA, 2011; ARORA, et al., 2013).

Dessa forma, por apresentar estrutura molecular simples (C4H4S) como observado na
Figura 5, o anel tiofeno estd comumente associado ao grupo nitro através do uso de estratégias
cldssicas de planejamento molecular, como simplificacdo e homologia. Essa classe de
composto é um heterociclico de cinco membros, naturalmente encontrado em raizes de
Pterocaulom virgatum, na estrutura de carvao, em metabdlitos de fungos e plantas, e em
determinados membros da familia Asteraceae, tais como Tagetes minuta e Tagetes pdtula |,

(CHAUDHARY; JHA; KUMAR, 2012; SAHA et al., 2012; AL-MUSAYEIB et al., 2014).

Figura 5. Estrutura do anel tiofeno.
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Fonte: Préprio autor.

O composto tiofeno foi descoberto por Meyer em 1882, e pode se formar através das
rotas de Paal-Knorr, de Fielsselmann, de Hinsberg, e mais frequentemente a de Gewald,
principal via de obtencdo de derivados tiofénicos 2-aminados (ABU-HASHEM; SHEHRY; BADRIA,
2010; MENDONCA JUNIOR et al., 2011; RODRIGUES et al., 2012). A sintese desse composto
despertou o interesse da quimica medicinal a partir do momento que diversas atividades

bioldgicas foram identificadas, dentre as quais: antitumoral, antiviral, antibacteriana,
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antifungica, antioxidante, inseticida e nematocida (SRIVASTAVA; DAS, 2011; SAHA et al., 2012;
KUPADHYAY, MISHRA; 2015).

A atividade antitumoral de derivados tiofénicos foi relatada por Venkataramireddy et
al. (2016), na avaliagdo do novo composto 3-aril-tiofeno-2-carbaldeido e seus derivados
Chalcone Aril/heteroaril em linhagem de célon humano (HTC-15). Entre as moléculas testadas
quatro (5g, 5h, 5i e 5j) foram ativas em células HTC-15, com valores de Clsp entre 21 e 23, 8
ug/mL, Outros estudos apontaram a elevada atividade antiproliferativa dos derivados
ciclohepta[b]tiofeno (14 a - 14 f) contra as linhagens de adenocarcinoma de mama (MCF-7),
carcinoma de pulmao de ndo pequenas células (NCIH-460) e células de glioblastoma (SF-268)
com valores de Clsp variando de 1.0 a 0.01 uM (EL-SHARKAWY; SAID; DARDAS, 2014).

Pesquisa realizada por Souza e colaboradores (2012) revelou a atividade
antiproliferativa dos derivados cicloalquil[b]tiofeno, nas linhagens neopldsicas HEp-2, HT-29 e
NCIH-292, com evidéncia para o derivado 2-[(arilideno)amino]cicloalquil[b]tiofeno-3-
carbonitrila (2r), que apresentou potencial inibitério de 97,5 a 100% nas células tumorais
supracitadas.

Além desses, estudos realizados por A-Shaaban et al. (2010), apontaram que 0s novos
derivados tiofénicos iminoaminotieno[2,3-d]pirimidinas, triazolitieno[2,3-d]pirimidinas e
pirazoli-triazinotieno[2,3-d]pirimidinas, apresentaram uma maior atividade citotéxica em
células das linhagens neoplasicas HEpG-2 e MCF-7, quando comparado com o farmaco controle

doxorrubicina.

3.10.2 Tiossemicarbazonas

As tiossemicarbazonas (TSC) sdo compostos organicos nitrogenados pertencentes a
familia das iminas, também denominadas como bases de Schiff. Essas moléculas sdo
amplamente empregadas na quimica medicinal por apresentam diversas atividades bioldgicas,
dentre as quais: antitumoral (ALMEIDA et al., 2015), antifungica (EL-SHARIEF et al., 2013),
antibacteriana (SOUZA et al.,, 2013) e antimalarica (LIESEN et al., 2010). As tiossemicarbazonas
possuem estrutura C=N-NH-CS-NH; aproximadamente planar, com a presenca do atomo de
enxofre na posicdo anti em relacdo ao atomo de hidrogénio da fungdo imina (Figura 6). Além

disso, as TSC sdo compostos que apresentam versatilidade de obtencdo, ampla aplicacdo como
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intermediarios de nucleos importantes, ndo necessitam de armazenagem especial e ndo sdo

sensiveis a luz (SARNIGUET et al., 2014).

Figura 6. Estrutura quimica basica das tiossemicarbazonas.
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Fonte: Préprio autor.

De modo geral, as tiossemicarbazonas atuam como inibidores de enzimas por meio da
complexacdo de metais enddgenos ou através de reacbes de redox, mediante interagdes ou
inibicdo do DNA, contudo o amplo espectro de atividades bioldgicas das TSC esta relacionado
ao seu potencial em inibir a enzima ribonucleotideo redutase (RR) (TENORIO; GOES, 2005; AYE
et al., 2012).

A RR é uma enzima citoplasmatica com funcdo de catalisar a sintese de
desoxirribonucleotideos tri-fosfatos (d-NTPs), importantes para a sintese e reparo do DNA (YU
et al., 2009). O mecanismo de acdo da RR é um alvo atrativo para o desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos voltados para o tratamento de doencas, cuja a proliferacdo celular
descontrolada tem papel importante para a patogénese da doenca, como caracterizado no
cancer (AIRD; ZHANG, 2014).

A ribonucleotideo redutase estd presente em todas as células vivas e é formada por
duas subunidades Ry e R2. Na subunidade R, encontra-se um radical livre tirosila e um centro
de ferro n3o-heme, constituido de dois ions Fe3* ligados entre si através da ponte p-oxo,
tornando-se assim, essencial para a atividade catalitica da enzima, visto a capacidade da RR em
catalisar a biossintese DNA (CERQUEIRA, 2007). Dentre as moléculas que se ligam a essa regido,
inclui-se a triapina ou 3-aminopiridina-2-carboxaldeido tiossemicarbazona (3-AP), que atua

como quelante de ferro intracelular (TENORIO; GOES, 2005; CERQUEIRA, 2007).
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A atividade inibitoria das tiossemicarbazonas sobre a RR esta relacionada ao complexo
formado entre elas e o &tomo de ferro presente no sitio catalitico da subunidade R, resultando
na inibicdo da biossintese do 4cido desoxirribonucleico (TENORIO; GOES, 2005). Além disso,
avaliacGes com novos derivados tiossemicabazonas tém mostrado a habilidade dessas
moléculas em se ligar ao DNA (ALI, et al., 2014).

Estudos realizados por Soares e colaboradores (2012), revelaram a atividade citotdxica
de novos derivados 2-acetilpiridina N4-Fenil-substituido frente as linhagens tumorais de
adenocarcinoma de mama (MCF-7), e duas linhagens de glioblastoma (U87 e T98G). Os
resultados obtidos indicaram um maior potencial dos compostos em induzir a apoptose nas
células tratadas, em relacdo ao etoposideo, um inibidor de topo .

Yu et al. (2011) avaliaram a atividade inibitéria da proliferacdo celular de Dp44mt e
(Bp44mT) em carcinoma de pulmdo (DMS-53) e neuroepitelioma (SK-N-MC), os quais
apresentaram Clspde 5,8 9,5 uM (YU et. al., 2011). Além disso, Yuan et al. (2004) evidenciaram
a atividade antitumoral de sete andlogos da molécula 2-piridilo-tiossemicaebazona em
neuroepitelioma (SK-N-MC), melanoma (SK-Mel-28) e adenocarcinoma de mama (MCF-7), com
destaque para os derivados Dp44mt, Dp4eT, Dp4aT e Dp4pT que mostraram elevada atividade
antiproliferativa na linhagem de neuroepitelioma, com Clso de 0,03 a 0,06 uM.

Neste contexto, considerando a problematica do cancer e a necessidade do
desenvolvimento de novos agentes antitumorais, associado ao potencial antiproliferativo dos
derivados tiofeno e tiossemicarbazonas, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o
potencial anticancer de novos derivados 5-nitrotiofeno-tiossemicarbazénicos, sintetizados no

Laboratdrio de Quimica em Inovacdo Terapéutica.
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4. METODOLOGIA

4.1 Compostos

Os derivados 5-nitrotiofeno-tiossemicarbazonicos LNN-01, LNN-02, LNN-03, LNN-04,
LNN-05, LNN-06, LNN-07, LNN-08 e LNN-09 (Tabela 2) foram sintetizados no Laboratério de
Quimica em Inovacgado Terapéutica LQIT/UFPE e o farmaco controle doxorrubicina foi adquirido

da Sigma-Aldrich. As solucGes estoques (5 mg/mL) foram dissolvidas em DMSO P.A. estéril.

Tabela 2. Estruturas quimicas dos derivados 5-nitrotiofeno-tiossemicarbazonicos.

OZN/@\H OCHj3
LNN-01 s ] Q

LNN-02 SN

LNN-04 e [ e TS
H,C” H H
a
O,N
LNN-05 431% i /©
H H

LNN-06 °2”@0H: s QC'
LNN-07 @ W § MCHJ’\/S\%“OZ
5
LNN-08 °2“@CH: : QC”3
N
LNN-09 °2“@HC§ : /©/22\0H3

Fonte: Neto, 2016. (Responsavel pela sintese).
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4.2 Cultura de células

Para os testes in vitro foram utilizadas sete linhagens de células neopldsicas obtidas do
Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) (Tabela 3) e mantidas no Laboratdrio de Cultura de
Células do Departamento de Antibidticos - UFPE. As linhagens tumorais HEp-2 (carcinoma
epidermoide de laringe), HL-60 (leucemia promielocitica aguda), HT-29 (cancer de cdlon
humano), K-562 (leucemia mielocitica cronica humana), MCF-7 (adenocarcinoma de mama
humano), MOLT-4 (leucemia linfobldstica aguda) e NCIH-292 (carcinoma mucoepidermdide de
pulmao humano) foram cultivadas em garrafas de cultura (75 cm?), mantidas em estufaa 37 °C
contendo 5% de CO,, em meios especificos RPMI 1640 (Gibco) e DMEM (Gibco), com 10% de
soro fetal bovino (Gibco), 10 mM de HEPES (acido(4-(2-hidroxietil)-1-piperazina
etanosulfonico) (Gibco) e 1% de Penicilina/Estreptomicina (Gibco). O repique das células

aderidas foi realizado com o uso de tripsina/EDTA (0,25%).

Tabela 3. Linhagens de células tumorais humanas utilizadas no teste de citotoxicidade in vitro, através do

método MTT.

Linhagem celular Tecido de origem DP* (Células/mL)
HEp-2 Carcinoma epidermaide de laringe 2,0x10°
HL-60 Leucemia promielocitica aguda 0,3x10°
HT-29 Adenocarcinoma de célon humano 2,0x10°
K-562 Leucemia mieldide crbnica 0,3x10°
MCF-7 Adenocarcinoma de mama humano 2,0x10°

MOLT-4 Leucemia linfoblastica aguda 0,3x10°
NCIH-292 Carcinoma mucoepidermoide de pulmdo humano 2,0x10°

*Densidade de plagueamento.

4.3 Obtencdo de células mononucleares de sangue periférico humano (CMSPH)

Para a obtencdo de células mononucleares, 10 mL de sangue venoso de doadores sadios
foram obtidos assepticamente, em tubos contendo ACD (Becton Dickson). As células foram
centrifugadas por 45 minutos a 2000 rpm, e na sequéncia, o plasma foi descartado e o anel
celular (constituido de linfocitos e mondcitos) foi transferido para tubos Falcon de 15 mL, nos
quais foram adicionados 9 mL de solucdo salina tamponada (PBS).

Em seguida, as células foram isoladas por gradiente de concentracdo utilizando-se
Ficoll-Hypaque®. Posteriormente, foram realizadas duas lavagens com PBS (10" a 2000 rpm)
para remocdo de plasma, plaquetas e a solucdo de ficoll. Apds o isolamento, o sobrenadante

foi descartado e o pellet de células foi ressuspendido em meio completo (RPMI 1640 acrescido
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de 20% de soro fetal bovino, 1% de antibidtico (penicilina-estreptomicina) e 4% de
fitohemaglutinina) para posterior plagueamento. A influéncia dos compostos sobre a
proliferacdo de linfocitos humanos foi investigada por meio de curvas de crescimento celular
determinadas apds 72 horas de incubacdo. O ensaio de seletividade foi realizado pelo método
do Alamar Blue (O’Brien et al., 2000).

A realizacdo desta etapa ocorreu mediante a aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), com
numero CAAE (61757416.5.0000.5208). Todos os participantes incluidos no estudo assinaram

o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

4.4 Teste de citotoxicidade em células neoplasicas

O efeito citotdxico foi avaliado pelo método colorimétrico MTT, baseado na conversao
do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazoluim (MTT) em cristais de
formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes em células metabolicamente ativas
(MOSMANN, 1983).

As células foram distribuidas em uma densidade de 0,3x10° ou 2,0x10° por poco em
placas de 96 pocos. Apds 24 horas as linhagens neoplasicas foram tratadas com os novos
derivados 5-nitrotiofeno-tiossemicarbazdnicos e com a doxorrubicina em concentragdo Unica
de 25 ug/mL (potencial de inibicdo), e em concentragdes seriadas (0,00019 - 25 ug/mL) e, em
seguida incubadas por 72 horas. Apds este periodo, 25 uL de MTT (5 mg/mL) foi adicionado e
as células foram reincubadas por 3 horas. A absorbéncia foi lida, apds a retirada do
sobrenadante e dissolucdo do precipitado com 100 uL de DMSO, em espectrofotdbmetro de
placa a 560 nm.

Para o screening inicial, a porcentagem de inibicdo do crescimento celular (IC%), foi
determinada levando-se em consideragao a média do controle negativo como 100% de
proliferacdo. Para a avaliagcdo do potencial citotdxico dos compostos foi utilizada uma escala de
intensidade, a qual considera alta atividade toxica quando inibido de 95% a 100% o crescimento
celular, atividade moderada quando 70% a 90% e sem efeitos, quando menor que 50%
(FOUCHE et al., 2008).

ApOs a triagem inicial, os derivados que apresentaram inibicdo do crescimento celular
superior a 75%, foram testados em varias concentragdes para a determinagao da concentragao

gue inibe 50% da proliferacdo celular (Clso). A porcentagem de inibicdo, o Clsp e os intervalos
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de confianca (IC95%) foram calculados no programa GraphPadPrism 5.0. Os experimentos

foram realizados em triplicata em trés ensaios independentes.

4.5 Ensaio de citotoxicidade em CMSPH

O teste de alamar blue (resazurina), também utilizado por O’Brien et al. (2000), Pettit
et al. (2005), Rolon et al. (2006) e Bénéré et al. (2007) é um indicador colorimétrico que através
de suas propriedades redox, permite avaliar a proliferacdo e viabilidade celular. A forma
oxidada da resazurina reconhecida pela cor azul (ndo fluorescente/célula inviavel) é reduzida a
resofurin, de cor rosa (fluorescente/célula vidvel) que ndo precipita apds ser reduzida.
Inicialmente, as CMSPH foram distribuidas em microplacas de 96 pog¢os (10°células/mL) e apds
24 horas de incubacdo, foram tratadas com os novos derivados 5-nitrotiofeno-
tiossemicarbazdnicos (0,00019 - 25 pg/mL) e com a doxorrubicina (0,009 - 5 ug/mL), e
posteriormente incubadas por 72 horas. Vinte e quatro horas antes do término deste periodo,
foi adicionado 10 pL/pogo da solucdo estoque de resazurina (0, 312 mg/mL). As absorbancias
foram lidas nos comprimentos de onda de 570 nm (reduzido) e 595 nm (oxidado), em
espectrofotdmetro de placa (AHMED; GOGAL JR; WALSH, 1994). Os experimentos foram

realizados em triplicata.

4.6 Avaliacdo da atividade hemolitica em eritrécitos humanos

O ensaio de atividade hemolitica permite analisar o potencial das substancias em
provocar danos a membrana plasmatica celular, através da formacdo de poros ou pelo
rompimento da mesma (COSTA-LOTUFO et al, 2002).

Os eritrocitos foram obtidos do sangue de doadores saudaveis entre 25 e 30 anos,
coletados em tubos contendo ACD (Becton Dicknson - EUA). Apds a coleta, o sangue foi diluido
em 150 mL de solucdo salina (NaCl 0,85% + CaCl, 10 mM). As hemdcias foram lavadas duas
vezes em solucdo salina e centrifugadas a 1500 rpm durante 5 minutos. Posteriormente, foram
ressuspendidas em solugdo salina para a obten¢do de uma suspensdo de eritrocitos (2%). O
ensaio foi realizado em placas de 96 pocos. Para cada poco da primeira coluna foi adicionado
100 L da solucdo salina, e nos pocos da segunda coluna foi adicionado 80 pL e 20 uL de DMSO
50% (veiculo de diluicdo dos compostos). Em seguida, os pocos da 122 fileira receberam 80 L

de solucdo salina e 20 plL de Triton X-100 a 1% (controle positivo). Nos pocos da 112 coluna
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foram adicionados 190 plL de solucdo salina e 10 uL da substancia em uma densidade de
5mg/mL. Posteriormente, cada poco da 102 fileira até 32 fileira receberam 100 pL de solugdo
salina.

As diluicdes realizaram-se da 112 até a 32 coluna, retirando-se 100 plL da solucdo e
transferindo para o pogo posterior, de modo que as concentracdes variaram de 250 até 0,97
ug/mL. Em seguida, foi adicionado em todos os pogos 100 pL da solugdo de eritrocitos a 2%.
Em sequéncia, a placa foi incubada sob agitacdo constante por 1 hora em temperatura
ambiente (25 + 2 2 C). Apds este periodo a placa foi centrifugada a 2000 rpm durante 10
minutos, com a retirada e transferéncia do sobrenadante para outra placa para posterior leitura

da absorbancia em espectrofotémetro de placa a 450 nm.

4.7 Docagem molecular

O docking molecular foi realizado no Laboratdrio de Sintese e Vetorizacdo de Moléculas

(LSVM) da Universidade Estadual da Paraiba.

Os derivados 5-nitrotiofeno-tiossemicarbazonicos (LNN-01, LNN-02, LNN-03, LNN-04,
LNN-05, LNN-06, LNN-07, LNN-08 e LNN-09) tiveram suas estruturas tridimensionais
determinadas e posteriormente suas energias foram minimizadas através de cdlculos de
mecanica molecular, usando o campo de forca MM+ (ALLINGER, 1977), e o método semi-
empirico AM1 (Austin Model 1) (DEWAR; ZOEBISCH; HEALY; STEWART, 1985). Esses
procedimentos foram realizados no software HyperChem versdo 8.0.7 para Windows

(HYPERCUBE, 2009)

A enzima Ribonucleotideo Redutase (RR) teve sua estrutura obtida diretamente do
Protein Data Bank, sob o codigo PDB: 4X3V. O software PyMOL versdo 1.8.X para Linux foi
utilizado para realizagdo do pré-tratamento do arquivo PDB, avaliando a presencga de moléculas
de dgua e dtomos ndo ligados. Foi mantida apenas cadeia A e foram removidos os dois ligantes
gue estavam co-cristalizados com a enzima: timidina-trifosfato (TTP) e o ligante N"-6"-{N-[(1,3-
Dioxo-1,3-dihidro-2H-isoindol-2-il)acetil]-2-metil-D-alanil}-D-lisina (3X4) , estando este ultimo,
localizado na regido catalitica da RR.

A docagem molecular foi realizada com o auxilio do software AutoDock Suite versdo
4.2.6 via terminal Linux. Inicialmente, foi determinada a area tridimensional, Grid Box,

conforme Tabela 4 que foi utilizado pelo algoritmo de busca de conformacdes e poses, no
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software AutoDock Tools versdao 1.5.6. O centro do Grid Box foi determinado com base no

ligante 3X4 que estava cristalizado no sitio ativo da enzima.

Tabela 4. ConfiguragBes do Grid Box para os compostos LNNs.

ConfiguragOes Energias (Kcal/mol)

N2 de pontos na dimensao 50

N2 de pontos na dimensdo y 50

N2 de pontos na dimensado z 50

Espacamento (Angstrom) 0,375

Centro do Grid Box dimensdo x -20,65
Centro do Grid Box dimensdo y 46,034
Centro do Grid Box dimenséo z 17,667

Para realizacdo da docagem as conformacdes e poses dos ligantes foram determinadas
através do uso do algoritimo de busca Lamarckiano, com os parametros default, exceto para os
parametros “ndmero maximo de avaliacdes” e “numero de runs” que tiveram os valores
modificados para 1.750.000 e 20, respectivamente. Em seguida foi utilizado a funcdo score
empirica de energia livre para identificacdo da conformacdo do ligante energeticamente

favoravel a formacdo do complexo ligante-receptor.

Para observar as interaces (energias de interacdo) que ocorreram no complexo ligante-
receptor, bem como os residuos da enzima envolvidos, foi utilizado o software LigPlot+ versdo

1.4.5 (LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011).

4.8 Ensaio de topoisomerase

O teste de inibicdo de toposisomerase |l foi realizado de acordo com Lafayette et al.
(2013). Em linhas gerais, 100 ng de DNA plasmidal superenovelado (pUC19) foram incubados
com 4 unidades de topoisomerase Ila (Sigma-Aldrich) a 372 graus por 30 minutos em tampao
de relaxamento (Tris-HCl 50mM, pH 8,0, KCl 120 mM, MgCl, 10 mM, ATP 0,5 mM e ditiotreitol
0,5 mM) na presenca de 50 e 100 uM do derivado LNN-05. A amsacriana foi utilizada como
controle positivo. As reagBes foram paradas com SDS 1% e proteinase K. Posteriormente, as
amostras foram aplicadas em gel de agarose (0,8%) em tampdo (NaOH + acido bodrico), e a
corrida eletrostatica foi realizada durante 2 horas. A revelacdo do gel foi feita com brometo de

etidio e, imediatamente fotografado sob luz ultravioleta.
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4.9 Anélise morfoldgica - Coloracdo por hematoxilina/eosina

Para este experimento, células K-562 foram semeadas em microplacas de 12 pocgos
(0,3x108) e mantidas em estufa com o derivado LNN-05 por 72 horas, nas concentracdes de
0,7, 1,4 e 2,8 pg/mL. Para analisar a morfologia, 50 pL da suspensdo celular foram
acrescentados a centrifuga de lamina (Cytospin) para favorecer sua adesdo. Posteriormente, as
células foram fixadas com etanol 96% durante 5 minutos, seguida da coloragdo com

hematoxilina/eosina (BAUER, 2014).

4.10 Avaliagdo do potencial transmembranico (Apm)

Para a realizacdo deste ensaio, as células K-562 foram incubadas com o derivado LNN-
05 (0,7, 1,4 e 2,8 pug/mL), durante 72 horas. Apds o tratamento, 500 uL da suspensédo celular
foi transferido para um eppendorf e centrifugado a 1200 rpm por 5 minutos. Posteriormente,
foi descartado o sobrenadante e adicionado 250 pL de rodamina 123, incubado por 30 minutos
na auséncia de luz. Apds este periodo, as células foram centrifugadas novamente a 1200 rpm
durante 5 minutos. O sobrenadante foi removido e ressuspendido em 300 pL de PBS e incubado
por 15 minutos no escuro. Em seguida, as células foram centrifugadas e acrescidas de 200 uL
de PBS para posterior analise no citbmetro de fluxo (GuavaEasyCyt). Cinco mil eventos foram

analisados em cada experimento (n=3). (ANDRADE, 2011).

4.11 Analise do efeito citostatico

Para avaliar a progressao do ciclo celular, as células K-562 foram incubadas com o
composto LNN-05 (0,7, 1,4 e 2,8 pg/mL), durante 72 horas. Apds este periodo, foram
centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos, e posteriormente fixadas com etanol 70% porl hora.
Em seguida, foram centrifugadas e lavadas com 500 plL de PBS gelado. Em seguida, as células
foram novamente centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos, o sobrenadante descartado e o
precipitado foi ressuspendido em 200 pL da solucdo de lise (citrato de sdédio 10 mg, triton-X 10
LL e iodeto de propideo), incubados por 30 minutos na auséncia de luz. Posteriormente, foi
realizada a leitura no citometro de fluxo (GuavaEasyCyt). Cinco mil eventos foram analisados

em cada experimento (n=3). (OLIVEIRA et al., 2015).
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4.12 Anadlise estatistica

As anadlises dos dados dos testes de citotoxicidade foram obtidas por regressdao nao
linear, através do software GraphPadPrism versdo 5.0. Para a avaliacdo da atividade hemolitica
foi considerado o valor dos controles positivo e negativo, para a determinacdo da concentracao
efetiva média capaz de causar 50% do efeito maximo (CEsp). Em todos os exprimentos as
substancias foram testadas em diluicdo seriada e em triplicata. Para os testes de mecanismo
de acdo os dados foram expressos como média + erro médio. Os experimentos foram realizados
em triplicata (n=3) e os dados das diferencas estatisticas entre os grupos foram compardos por

ANOVA seguido por teste de Dunnett (p < 0,05), por meio do GraphPadPrism versdo 5.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo da atividade citotoxica e hemolitica dos novos derivados LNNs

Os resultados obtidos mostraram que os novos derivados 5-nitrotiofeno-tiofeno-
tiossemicarbazonicos foram capazes de inibir o crescimento celular acima de 80%, em pelo
menos uma linhagem tumoral testada (Figura 7), com destaque para os compostos LNN-01,
LNN-05, LNN-06, LNN-08 e LNN-09 que apresentaram melhor atividade inibitéria em HT-29, K-
562 e MCF-7 quando comparados com a doxorrubicina. Contudo, o composto LNN-05 mostrou
efeito citotdxico frente todas as linhagens neopldsicas utilizadas, com Clsode 0,5 pg/mL (HL-
60), 1,9 pg/mL (HEp-2 e HT-29), 1,4 pg/mL (K-562), 0,7 pg/mL (MOLT-4), 1,0 pug/mL (MCF-7) e
0,8 pug/mL (NCIH-292) (Figura 8). Em contrapartida, o Unico derivado inativo frente todas as
linhagens testadas foi o LNN-07, que exibiu Clsp de > 25 pg/mL.

Também pode ser observado que a presenca de radicais alquilicos no anel fenila (metila
em LNN-08 e etila em LLN-09), assim como a substituicdo do grupo fenila por um grupo maior
(naftila em LNN-03) ndo foi positiva para a atividade antitumoral dessa classe de compostos,
resultando na maioria dos casos, em derivados inativos ou com pouca atividade. As Unicas
excecBes foram: linhagem HL-60 em que LNN-03 foi o mais ativo (Clsp = 0,3 pg/mL); linhagem
K-562 em que LNN-08 apresentou Clso de 1,2 pg/mL; e linhagens NCIH-292, em que LNN-08 e
LNN-09 foram respectivamente o segundo e terceiro compostos mais ativos, com valores de
Clso = 2,8 e 3,0 ug/mL (Tabela 5).

Além disso, foi notado que a substituicdo do anel fenila por grupos metoxila (LNN-01) e
halogénios (LNN-02 e LNN-06) favorece a atividade citotdxica dos compostos frente a grande
maioria das linhagens testadas. Para LNN-0O1 ressalta-se sua atividade em HEp-2 (Clsp = 1,2
ug/mL), sendo o composto mais ativo da série para essa linhagem; HT-29, com Clsg = 2,5 pg/mL;
e MCF-7 (Clso = 2,0 ug/mL), sendo nessas Ultimas duas linhagens, o terceiro composto com
melhor atividade.

Para LNN-02 ressaltam-se seus valores de inibicdo frente as linhagens HL-60 (Clso = 0,4
ug/mL) e MCF-7 (Clso = 1,7 pg/mL), onde o composto foi o segundo mais ativo. Para LNN-06 as
linhagens mais sensiveis foram: HEp-2 (Clso = 2,1 pg/mL) e K-562 (Clso = 1,3 pg/mL), onde o
derivado foi o segundo mais ativo, e MOLT-4 (Clso = 1,0 ug/mL), onde o derivado foi o terceiro

composto mais ativo.
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Por ultimo, a substituicdo do grupo fenila por alila em LNN-04, também se mostrou
positiva, sendo uma substituicdo favoravel quando analisamos as linhagens HT-29 e MOLT-4,
Clso, respectivamente, de 1,0 e 0,5 pg/mL, onde o derivado foi o mais ativo da série.

Em células mononucleares de sangue periférico humano (CMSPH), os derivados
apresentaram Clsp acima de 9,0 pug/mL, revelando-se menos téxicos que o farmaco controle
doxorrubicina, o qual demonstrou elevada citotoxicidade em todas as linhagens usadas, com
valor de Clso entre 0,01 a 0,8 ug/mL.

Na avaliacdo da atividade hemolitica nenhum dos derivados 5-nitrotiofeno-
tiossemicarbazonicos exibiu capacidade de causar lise em eritrocitos humanos nas
concentracdes testadas até 250 pug/mL. Neste ensaio, consideram-se ativas, substancias que
provocam 50% de hemolise (CEso) em concentragdo < 250 ug/mL.

A partir do screening inicial, o derivado LNN-0O5 por apresentar maior potencial
citotoxico, foi selecionado para dar continuidade aos estudos sobre os possiveis mecanismos
de acdo. Para a realizacdo dos experimentos foi escolhida como modelo a linhagem em
suspensdo K-562 por ter apresentado sensibilidade aos compostos avaliados. Para
prosseguimento do estudo foram utilizadas as concentracdes de 0,7 pug/mL, 1,4 ug/mL e 2,8

ug/mL escolhidas com base no Clsg identificada para K-562 apds 72 horas de tratamento.
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Figura 7. Potencial de inibicdo do crescimento celular dos derivados LNNs em concentragdo Unica de 25 pg/mL

em linhagens de células neoplasicas.
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Tabela 5. Clso (ug/mL) dos compostos 5-nitrotiofeno-tiossemicarbazonicos (LNN-01 a LNN-09) e doxorrubicina (controle positivo) em células neoplasicas e em células

mononucleares de sangue periférico humano (CMSPH), através do ensaio colorimétrico MTT e alamar blue, apds 72 horas de tratamento.

Concentragdo inibitéria média (Clsg - pg/mL)

Intervalo de confianga (IC95%)

Compostos HEp-2 HL-60 HT-29 K-562 MCF-7 MOLT-4 NCIH-292 CMSPH
LNN-01 1,2 (1,0-1,5) 0,7 (0,6-0,7) 2,5(2,3-2,8) 1,5(1,2-1,9) 2,0(1,7-2,4) 1,2 (1,0-1,5) > 25 4,4(1,5-12,9)
LNN-02 5,5 (4,5-6,8) 0,4 (0,4-0,5) >25 3,8 1,7 (1,5-2,0) 2,0(1,8-2,4) > 25 10,4 (6,5-16,7)
LNN-03 >25 0,3 (0,2-0,4) > 25 > 25 >25 > 25 > 25 >25
LNN-04 15,8 (12,2-20,5) 0,8 (0,7-0,9) 1,0 (0,8-1,2) > 25 > 25 0,5 (0,4-0,6) > 25 4,5 (3,0-6,6)
LNN-05 1,9(1,5-2,3) 0,5 (0,5-0,5) 1,9 (1,5-2,5) 1,4 (1,2-1,6) 1,0(0,8-1,3) 0,7 (0,6-0,8) 0,8 (0,7-1,0) 5,6 (0,6-0,8)
LNN-06 2,1(1,6-2,6) 0,7(0,6-0,9) 4,2 (3,2-5,6) 1,3(1,1-1,5) 5,7 (4,2-7,8) 1,0 (0,9-1,2) > 25 4,5 (3,0-6,8)
LNN-07 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 5,9 (4,3-7,9)
LNN-08 5,4 (4,2-7,1) 1,2 (1,1-1,3) 3,3(2,4-4,5) 1,2 (0,9-1,4) 7,8 (6,2-9,8) 0,5 (0,3-0,7) 2,8(2,1-3,6) 14,4 (11,8-17,5)
LNN-09 21,2 (11,5-39,1) 1,2 (1,1-1,3) 3,8(3,2-4,7) 1,9 (1,6-2,3) 7,7 (5,8-10,2) 1,7 (1,4-2,1) 3,0(2,7-3,4) 9,4 (8,1-10,8)

Doxorrubicina 0,7 (0,3-1,4) 0,06 (0,05-0,08) 0,4(0,3-0,5) 0,14 (0,009-0,23) 0,11 (0,08-0,15) 0,04 (0,04-0,05) 0,01 (0,004-0,3) 0,38(0,35-0,43)
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Figura 8. Concentragdo inibitoria média (Clso) do derivado LNN-05 em diferentes linhagens de células neoplésicas
humanas.
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Como pode ser notado o composto LNN-05 apresentou perfil citotdxico semelhante em
todas as linhagens utilizadas, exibindo Clso para a linhagem neopldsica HL-60 de 0,5 pg/mL.

Os efeitos citotoxicos indicados pelos derivados 5-nitrotiofeno-tiossemicarbazoénicos,
revelam a importancia dos testes de citotoxicidade para o estudo e o desenvolvimento de
novas moléculas, com possiveis atividades bioldgicas. Estes ensaios, ao permitirem a analise
dessas substancias, possibilitam a identificagdo da concentragdo eficaz em provocar 50% de
morte celular (Clso), informacdo que se torna fundamental para a determinacdo do composto
a ser utilizado no transcorrer das pesquisas.

Segundo os parametros definidos pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos
(NCI), uma substancia é considerada citotdxica quando apresenta Clso< 4,0 pg/mL (ITHARAT et
al., 2004). Tais critérios reforcam que os derivados LNNs avaliados, apresentam consideravel
potencial citotdxico em células tumorais humanas.

De acordo com a literatura, a toxicidade dos nitrocompostos esta relacionada,
principalmente, ao fato do grupo nitro ter potencial para ser reduzido a grupo amino, com a
consequente interacdo das espécies reativas de oxigénio com os componentes intracelulares
(PAULA; SERRANO; TAVARES, 2009). Entretanto, o potencial antiproliferativo dos derivados 5-
nitrotiofeno-tiossemicarbazénicos podera também ser atribuido a presenca dos diferentes
substituintes no anel fenila, assim como a porgdo tiosemicarbazénica (OLIVEIRA et al., 2015).

Recentemente, Oliveira e colaboradores (2015) avaliaram a atividade antitumoral de

novos derivados 2-(tiofeno-2-il-metileno)-tiossemicarbazona-N-substituida, frente a nove
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linhagens de células tumorais humanas, com destaque para os derivados 6 (p-clorofenil) e 7 (p-
bromofenil), que apresentaram respectivamente Clso de 8,3 uM e 4,2uM para MCF-7, ede 7,4
UM e 4,5 uM para a linhagem de células de adenocarcinoma renal (786-0). Os resultados
também indicaram que a introducdo do grupo etil como espacador na estrutura do composto
11 (2-feniletil), ndo colaborou para acdo citotdxica desse derivado. Dessa forma, a inatividade
do composto LNN-07 para todas as linhagens testadas pode ser atribuida a caracteristica Unica
desse derivado que possui um espacador (-CH,-CH»-) entre a tiossemicarbazida e o anel fenila.
Esse fato indica que a ligacdo direta entre o anel fenila e a tiossemicarbazida é essencial para a
atividade antitumoral dessas moléculas.

No entanto, vale ressaltar que todos os derivados demostraram-se menos toxicos para
as células normais quando comparados com o farmaco controle (doxorrubicina). A
doxorrubicina embora utilizado na terapia anticancer pelo seu amplo espectro de atividades,
tem a sua administracdo limitada, principalmente por causar cardiotoxicidade e alteracdes
renais decorrente da sua acdo mediada por radicais livres (GRANADOS-PRINCIPAL, 2010). Dessa
maneira, os resultados indicam que os derivados 5-nitrotiofeno-tiossemicarbazénicos podem
apresentar-se como moléculas promissoras para o desenvolvimento de novos agentes
antineoplasicos, visto o perfil citotdxico dos LNNs frente as células mononucleares de sangue
periférico humano. Além disso, estes derivados demonstraram ndo provocar hemdolise em
eritrécitos humanos, o que sugere que seus efeitos citotdxicos estejam associados a um
mecanismo de morte mais especifico e ndo diretamente a algum dano causado na membrana

plasmatica da célula (COSTA-LOTUFO et al., 2002; COSTA et al., 2008).

5.2 Andlise da inibicdo de topoisomerase

Os ensaios realizados nesta etapa tiveram como objetivo analisar um possivel efeito
inibitdrio do derivado LNN-05 sobre a atividade da topoisomerase Il. Os testes indicaram que o
composto avaliado na concentracdo de 50 UM ndo apresenta atividade inibidora sobre topo I,
visto que o DNA superenovelado foi completamente relaxado pela enzima, comprovando com
isso a sua atividade. Contudo, foi possivel observar uma leve inibicdo da topoisomerase |l
guando a concentracdo do derivado foi aumentada para 100 uM (Figura 9).

Estes dados apontam que o derivado LNN-05, ndo exibe potencial em inibir a
topoisomerase Il, embora este composto apresente em sua estrutura a molécula

tiossemicarbazona, a qual tem sido atribuida a habilidade de interacdo com o DNA (ALl et al.,
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2014). Segundo estudos realizados por Geng e colaboradores (2013), o derivado (E)-2-((1,4-
diidroxi-9,10-antraquinona-2-il)metileno)-N-(4-fluorofenil) hidrazanacarbotioamida) (DAFPT),
mostrou propriedade de ligacdo com DNA, sendo evidenciado através de espectroscopia de
absorbancia, fluorescéncia e modelagem molecular. No entanto, os nossos resultados propdem
gue os derivados LNNs atuam através de outros mecanismos de acdo, fazendo-se assim

necessario a investigacdo de possiveis vias de morte celular.

Figura 9. Analise da inibi¢cdo de topoisomerase Il pelo LNN-05.

pUCIS Topoll + m-Amsa LNN-05 m-Amsa LNN-05
Semdroga 100pM 100pM S50pM S50pM

DN A desenovelado

DN Arelaxado

DNA
superenovelado

Linha 1: DNA (plasmideo) pUC19 superenovelado. Linha 2: pUC19 e topo Il na auséncia do LNN-05. Linhas 3 e 4:
pUC19, topo Il e amsacrina (farmaco controle); pUC19, topo Il e LNN-05 na concentracdo de 100 uM. Linhas 5 e
6: pUC19, topo Il e amsacrina; pUC19, topo Il e LNN-05 na concentragao de 50 uM.

5.3 Analise morfoldgica - Coloragdo por hematoxilina/eosina

A analise morfolégica, realizada através de microscopia dptica, revelou que as células
K-562 tratadas com o derivado LNN-05 nas concentracGes de (0,7; 1,4 e 2,8 pg/mlL)
apresentaram caracteristicas morfolégicas de morte por apoptose (Figura 10). Dentre estas
alteracGes, destacam-se: nucleos picndticos, corpos apoptodticos, vacuolizacdo, reducdo do
volume celular, nucleos condensados e formacdo de prolongamentos da membrana plasmatica
(blebs). As células do grupo controle negativo (ndo tratadas) demonstraram membrana integra,
citoplasma homogéneo, células em divisdo e nitida visualizagdo das membranas plasmatica e
nuclear (Figura 12A).

Morfologicamente, as células K-562 exibem caracteristicas tipicas de leucemia mieldide
cronica, com a presenca de células imaturas com citoplasma basofilo, nicleo central ocupando
dois tercos do volume celular, superficie celular irregular e uma regido perinuclear clara

(CARVALHO, 2013). Segundo Santos (2016) alteracGes morfoldgicas, como condensacdo da
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cromatina, degeneracdo celular e formacado de blebbing indicam apoptose em células K-562
quando tratadas com o composto LQFM166. Além disso, pesquisa realizada por Alves (2011)
demonstrou prolongamentos da membrana plasmatica e aumento de vacuolizacdo em K-562
quando expostas ao farmaco Imatinib. Ademais, Bigolin (2016) evidenciou que células K-562
tratadas com o composto sulfonamida DFS16 apresentaram caracteristicas morfolégicas tipicas
de apoptose, com formacdo de corpos apoptoticos e perda de integridade da membrana. Desta
forma, tais caracteristicas contribuem com os resultados obtidos neste estudo, que sugerem a

apoptose como possivel tipo de morte celular induzida pelo derivado LNN-05.

Figura 10. Fotomicrografias de células K-562, apds 72 horas de tratamento com o derivado LNN-05.

A: controle negativo; B: controle positivo (doxorrubicina - 0,15 ug/mL); C: LNN-05 (0,7 pg/mL); D: LNN-05 (1,4
pg/mL) e E: LNN-05 (2,8 pg/mL). As setas a seguir indicam, respectivamente: picnose, corpos apoptéticos, blebbing
reducdo do volume celular, vacuolizagdo e nucleos condensados.
— eoeeees —-———— — > = * — - — ™l Coloragdo hematoxilina/eosina. Todas as
imagens foram obtidas com aumento de 20x.

5.4 Andlise do potencial de membrana mitocondrial (Aym)

A avalia¢do do potencial transmembranico (Apm) foi realizada por citometria de fluxo,
utilizando rodamina 123 como agente fluorogénico, apds 72 horas de tratamento.

A Figura 11 mostra um aumento significativo (p < 0,05) da despolarizagdo mitocondrial,
provocado pelo derivado LNN-05 nas concentracdes de 1,4 pg/mL e 2,8 ug/mL, sendo esta mais

ativa que a doxorrubicina (controle positivo). Em todas as doses, o que inclui 0,7 ug/mL, o
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composto estudado promoveu Aym em 22,6 + 0,2%; 26,0 + 1,1% e 64,2 + 2,5%,
respectivamente.

Com esses dados foi possivel notar que o composto LNN-05, provocou despolarizacdo
da membrana mitocondrial de forma dose-dependente nas células K-562, a partir de 0,7 ug/mL.
Esses resultados levam a indicios que o LNN-05 induz a apoptose, visto que o envolvimento da
mitocondria é uma caracteristica importante para o surgimento desse tipo de morte celular.
Segundo estudo realizado por Altintop e colaboradores (2016), o derivado 4-(1,3-benzodioxol-
5-il)-1-[(1,10-bifenil]-4-ilmetileno)tiossemicarbazida aumentou a apoptose precoce e tardia,
bem como o potencial de perturbagdo da membrana mitocondrial em 63,7 % e 57,9% quando
analisado, respectivamente em células de glioma de rato (C6) e adenocarcinoma de pulmdo
humano (A549).

Pessoto e colaboradores (2015) ao sintetizarem uma série de derivados
tiossemicarbazona p-substituuido acetofenona (TSC-H, TSC-F, TSC-Cl, TSC-Me e TSC-NO),
observaram o efeito destes produtos na despolarizagdo mitocondrial em células K-562. Os
resultados demonstraram perda significativa do Aym apds 3 horas de incubacdo nas
concentracdes de 0,01 e 0,1 mM, com completa perda da Aym na dose de 1 mM, apds 1 hora

de tratamento.
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Figura 11. Potencial transmembranico do composto LNN-05 em células K-562, apds 72 horas de tratamento.
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Controle negativo: Controle; Controle positivo: Dox - 0,15 ug/mL; Composto LNN-05: 0,7, 1,4 e 2,8 ug/mL. Os
experimentos foram expressos pela média + erro médio de dois experimentos independentes. Cinco mil eventos
foram analisados em cada experimento. Valores de *p<0,05 foram considerados significativos comparado com o
controle negativo por ANOVA seguido por Dunnett.

5.5 Avaliacdo da progressdo do ciclo celular realizado por citometria de fluxo

A andlise do efeito citostatico do composto LNN-05 em células K-562 apds 72 horas de
incubacdo, revelou um aumento significativo (p < 0,05) de células na fase G1 quando tratadas
com 1,4 ug/mL, e redugdo na fase G2/M quando tratadas nesta concentracdo e com 2,8 pug/mL
(Figura 12). A Tabela 6 demonstra que o tratamento com as diferentes concentracdes do
derivado LNN-05 (0,7, 1,4 e 2,8 pug/mL) provocou aumento de células em G1 de 66,0 + 2,3%;
86,1 + 0,3% e 70,3 + 7,0%, enquanto o controle negativo e positivo, apresentaram
respectivamente 65,5 +1,0% e 59,5 £ 2,5%.

Os dados obtidos nesta avaliagdo indicam que o composto LNN-05 promove arrasto do
ciclo celular na fase G1, o que corrobora com os achados da pesquisa de Oliveira e
colaboradores (2015) que demonstraram o efeito do derivado tiofeno-tiossemicarbazona (7:
p-bromofenil), em aumentar a populacdo celular de adenorcarcinoma renal (786-0) na fase G1
em 44,9 + 1,8%. Além disso, Liu et al. (2014) evidenciaram que o tratamento com o novo
composto S115 (heteroaromatico tiossemicarbazona) na concentracdo de 1,5 uM, blogueou
as células de cancer de pulmdo (A549) na subfase GO/G1 em 72,5%, apos 48 horas de
incubacdo.

Segundo Jianyong et al. (2010) e Kamal et al. (2010), o aumento significativo de células

na subfase G1 esta associado a apoptose, contribuindo assim com os resultados do LNN-05 que
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indicam esse tipo de morte celular em células K-562, visto que o ponto de checagem G1 é
dependente da ativagdo de p53, o qual ndo possibilitando o reparo de danos ao DNA via pRb,
induz as células a morte celular (LACERDA, 2012; DONEHOWER, 2014).

Dessa maneira, o aumento da proteina p53 mediante presenca de dano ao DNA
estimula a expressdo de CDK p21, de tal forma que essa superexpressdo, bloqueia
determinadas ativagGes dos complexos CiclinaD-CDK-4; CiclinaD-CDK-6; CiclinaE-CDK-2 e
CiclinaA-CDK-2, provocando o término do ciclo celular nas fases G1 ou S (PASTERNAK, 2002).
Ademais, a deplecdo de células em G2/M provocada pelo derivado LNN-05, pode ser
relacionado a reducdo dos niveis de Ciclina B1, que em condi¢des normais participa do
complexo p34-Ciclina-B1, principal regulador do ciclo celular no ponto de verificacdo G2/M

(MEDINA; TURNER; GORDAN, 2016).

Figura 12. Efeito do composto LNN-05 nas fases do ciclo celular em células K-562, apds 72 horas de incubacdo.
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1004
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Controle negativo: Controle; Controle positivo: Dox - 0,15 pg/mL; Composto LNN-05: 0,7, 1,4 e 2,8 ug/mL. Os
experimentos foram expressos pela média + erro médio de dois experimentos independentes. Cinco mil eventos
foram analisados em cada experimento. Valores de *p<0,05 foram considerados significativos comparado com o
controle negativo por ANOVA seguido por Dunnett.
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Tabela 6. Progressdo do ciclo celular de K-562 tratadas com LNN-05 (0,7, 1,4 e 2,8 ug/mL) e doxorrubicina (0,15
ug/mL), apds 72 horas de tratamento.

Tratamento G1 S G2/M
Controle 65,5+1,0 13,3+0,7 21,1+1,2
Doxorrubicina 59,9+2,5 21,4+0,5 18,9+2,7
LNN-05 (0,7 pug/mL) 66,0+ 2,3 11,6 +0,1 22,5%2,2
LNN-05 (1,4 pg/mL) 86,1+0,3 5,1+0,03 8,6+0,3
LNN-05 (2,8 pg/mL) 70,3+7,0 20,1+5,2 95+1,8

Os resultados expressos em porcentagem estdo representados por média = erro médio. No total foram obtidos
5000 por experimentos, de dois experimentos independentes, com valores de *p<0,05 comparado ao grupo
controle negativo por ANOVA seguido de Dunnett.

5.6 Estudo de docagem molecular

Neste estudo, os compostos foram analisados quanto as afinidades de ligacdo com a
enzima ribonucleotideo redutase (RR), principal alvo das tiossemicarbazonas. A energia obtida
pela docagem molecular revelou que os derivados LNN-02, LNN-03, LNN-06 e LNN-07
apresentam uma maior afinidade para a formacdo do complexo ligante-receptor (Tabela 7).
Além disso, foi observado que todos os compostos em suas conformacdes e poses de menor
energia interagiram no sitio alvo da RR (Figura 13), sendo evidenciado o envolvimento dos
residuos Glicina50, Valina51, Treonina52, Metioninal4 e principalmente, a Arginina2l que
formou interacdes com todas as moléculas no grupamento nitro, mostrando que esse radical
& muito importante para estabilizacdo do complexo. Na Figura 14, esta representada a
visualizacdo tridimensional e bidimensional da interacdo entre o derivado de maior afinidade

(LNN-03) com a ribonucleotideo redutase.

Tabela 7. Energias de afinidade finais (Er)dos derivados 5-nitrotiofeno-tiossemicarbazonicos com a enzima
ribonucleotideo redutase.

Compostos LNNs Energias (Kcal/mol)
LNN-01 -6.2600
LNN-02 -6.8600
LNN-03 -7.8400
LNN-04 -5.8400
LNN-05 -6.3900
LNN-06 -6.9800
LNN-07 -6.8200
LNN-08 -6.4600

LNN-09 -6.3000
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Figura 13. Interacdo 3D dos derivados LNNs com a enzima ribonucleotideo redutase (RR).

O ligante estd representado pelas linhas mais espessas, as linhas mais finas sdo os residuos que exerceram
influéncia na formagdo do complexo; as linhas azul-claros representam as ligagdes de hidrogénio entre o residuo
e o ligante, enquanto que os demais residuos atuam no contato hidrofébico.

A andlise deste estudo evidenciou que o derivado LNN-O5 escolhido para o
prosseguimento dos testes de mecanismo de acdo, ndo apresenta grande afinidade com a
ribonucleotideo redutase, o que sugere auséncia de potencial inibitdrio enzimatico. Entretanto,
dentre as moléculas, destaca-se o LNN-03 que exibiu maior afinidade com o receptor,
corroborando com os achados da pesquisa realizada por Popovic et al (2011), a qual

demonstrou a interacdo dos derivados aril/heteroaril-tiossemicarbazona com a forma oxidada
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de ferro da subunidade R2 da proteina RR. Além disso, a andlise realizada através da relacdo de
atividade de estrutura quantitativa (QSAR) revelou que as propriedades da drea de superficie
da triapina e de outros compostos tiossemicarbazona, sdo importantes para a inibicdo da

ribonucleotideo redutase (MOORTHY et al., 2013).
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6. CONCLUSAO

e (s novos derivados 5-nitrotiofeno-tiossemicarbazonicos (LNN-01, LNN-02, LNN-03,
LNN-04, LNN-05, LNN-06, LNN-08 e LNN-09) foram citotdxicos para todas as linhagens

de células tumorais humanas;

e O composto LNN-05 (fenil ndo substituido) exibiu melhor atividade citotdxica;

e Todos os derivados analisados mostraram eficacia em ndo causar hemodlise em
eritrécitos humanos, bem como menor citotoxicidade em CMSPH quando comparados

a doxorrubicina;

e (Oderivado LNN-03 apresentou maior afinidade com a enzima ribonucleotideo redutase

no estudo de docagem molecular;

e O tratamento com LNN-05 ndo induziu a inibicdo da enzima topoisomerase Il, porém
provocou alteracdes morfoldgicas e despolarizagdo mitocondrial em células K-562, o

gue sugere a apoptose como possivel mecanismo de morte celular;

e Além disto, o composto LNN-O5 apresentou efeito citostatico em células K-562, com

parada do ciclo celular em G1.
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