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Resumo

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude as neoplasias estdo entre as doengas com maior
indice de mortalidade, acometendo aproximadamente 17 milhdes de pessoas em todo o
mundo. Desta maneira, a pesquisa de novos compostos contra o cancer € fundamental,
para que novos medicamentos antineoplasicos com maior eficacia e mais segurancga sejam
desenvolvidos. Nesse contexto, esse projeto prop6s a sintese e avaliagdo antitumoral de
ftalimidas glicoconjugadas sobre tumores sdlidos experimentais em camundongos
albinos suicos machos. A sintese quimica das ftalimidas glicoconjugadas com triazois
(1A, 1B e 1C) foi obtida através da reacao de cicloadicdo 1,3-dipolar. A citotoxicidade in
vitro foi realizada em linhagens de células MCF-7, HL 60 e NCL H292 utilizando o
método colorimétrico de MTT (3- [4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetraz6lio) de acordo
com o protocolo do National Cancer Institute (NCI). A atividade anti-tumoral in vivo foi
avaliada em 5 grupos de camundongos: controle negativo que recebeu
Carboximetilcelulose 1%, grupo controle positivo 5-Fluoruracil e os grupos tratados com
as ftalimidas 1A, 1B e 1C durante sete dias. A dose utilizada foi de 20mg/kg/dia e os
animais tiveram acesso livre a dgua e alimentacdo. No oitavo dia os animais foram
sacrificados e obtidos amostras de sangue para analise do hemograma e 0s tumores para
avaliacdo histoldgica. As avaliagdes foram feitas frente ao Carcinoma de Eherlich e ao
Sarcoma 180. A avaliagdo da inibicao tumoral (TWI1%) foi realizada através do célculo:
TWI= C-T/Cx100, onde C: é a medida do peso dos tumores do grupo controle negativo e
T: é a média dos pesos dos tumores dos animais tratados. Foi realizado o ensaio
antiinflamatdrio por peritonite também na dose 20mg/Kg e o Acido Acetilsalicilico como
controle positivo. Os valores foram expressos como média + desvio padrdo, com um
intervalo de confianca de 95%, as diferencas estatisticas foram acessados por ANOVA.
Os resultados obtidos na citotoxicidade In vitro demonstraram que compostos
sintetizados apresentaram baixa percentagem de inibicdo do crescimento das células
NCIH 292, HL60 e MCF-7 (>20). J& na atividade antitumoral In vivo com o tumor Ehrlich
0s animais tratados com o composto 1A tiveram uma inibi¢cdo de 63,8% do tumor,
enquanto os tratados com o composto 1B tiveram 62,8% de inibicdo tumoral e com o
composto 1C 62%. O grupo controle positivo tratado com 5-Fluorouracil apresentou
inibicdo de 76,6%. Frente ao Sarcoma 180 o composto 1A inibiu em 70,6% o crescimento
tumoral, o composto 1B em 62,% e o composto 1C 64,3%, ja o grupo tratado com o 5-
Fluoracil inibiu o crescimento do tumor em 76,8%. Nao foram encontradas alteracfes
hematoldgicas em nenhum dos grupos experimentais. Os compostos 1A, 1B e 1C
mostraram-se também capazes de reduzir o nimero de leucdcitos do liquido peritoneal
formado na cavidade dos animais, apresentando boa atividade Anti-inflamatéria. Os
resultados obtidos demonstraram boa atividade antitumoral das ftalimidas
glicoconjugadas frente ao Carcinoma de Ehrlich e ao Sarcoma 180 In vivo, além de
excelente atividade Anti-inflamatoria, colocando esses compostos como grupos
farmacofdricos promissores para tratamento do cancer.

Palavras Chaves: Ftalimidas. Glicoconjugados. Atividade antitumoral. Atividade Anti-
inflamatoria.



Abstract

Cancer is a group of diseases characterized by loss of control of cell differentiation and
proliferation. According to the World Health Organization (WHO) neoplasms are among
the diseases with the highest mortality rate, affecting approximately 17 million people
worldwide. Thus, the search for new compounds against cancer is critical for developing
new anticancer drugs with greater efficacy and safety. In this context, this project
proposes the synthesis and antitumor evaluation of phthalimides glycoconjugate on
experimental solid tumors in Swiss albino male mice. Chemical synthesis of
glycoconjugate with triazoles phthalimides (1A, 1B, and 1C) was obtained by 1,3-dipolar
cycloaddition reaction. The in vitro cytotoxicity evaluation was performed on MCF-7,
HL60 and NCL H292 cell lines by colorimetric method using the MTT (3- [4,5-
dimethylthiazole-2-il]-2,5- diphenyltetrazolium), according to the protocol of the
National Cancer Institute (NCI). The in vivo anti-tumor activity was assessed in 5 groups
of mice, each with eight animals: a negative control group that received
carboxymethylcellulose 1%, a positive control group treated with 5-fluorouracil and the
other groups treated with the phthalimides 1A, 1B and 1C, for seven days. The dose was
20 mg/kg/day and the animals had free access to food and water. On the eighth day the
animals were sacrificed and blood samples collected for complete blood count and
examination of the tumors for histological evaluation. The evaluations were made against
Eherlich carcinoma and sarcoma 180. Assessment of tumor inhibition (TWI1%) was
performed by calculating: TWI = TC / CX100, where C: is the measure of the weight of
tumors of the negative control group and T: is the average weight of the tumors of treated
animals. It was conducted the anti-inflammatory peritonitis assay also at 20 mg/kg using
acetylsalicylic acid as positive control. Values were expressed as mean * standard
deviation, with a 95% confidence interval, and the statistical differences were assessed
by ANOVA. Results from the in vitro cytotoxicity showed that the synthesized
compounds showed a low percentage of growth inhibition of cells NCIH 292, HL-60 and
MCEF-7 (> 20). While in vivo antitumor activity with Ehrlich tumor, animals treated with
compound 1A had a 63.8% inhibition of tumor, ones treated with the compound 1B had
62.8% tumor inhibition and compound 1C had 62%. The positive control group treated
with 5-fluorouracil showed 76.6% inhibition. Front Sarcoma 180, the 1A compound
inhibited in 70.6% tumor growth, compound 1B in 62% and compound 1C in 64.3%,
whereas the group treated with 5-Fluoracil inhibited tumor growth by 76.8%. No
hematological changes were found in any of the experimental groups. Compounds 1A,
1B and 1C also show up able to reduce the number of leukocytes in the peritoneal fluid
formed in the cavity of the animals, demonstrating good anti-inflammatory activity. The
results showed good antitumor activity of phthalimides glycoconjugate against Ehrlich
carcinoma and sarcoma 180 in vivo as well as excellent anti-inflammatory activity,
placing these compounds as promising pharmacophore groups for cancer treatment.

Key Words: Phthalimides. Glycoconjugates. antitumor activity. anti-inflammatory
activity.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais sobre o Cancer

O céncer é um conjunto de mais de cem doengas em curso, que tem em comum a
perda do controle do crescimento, autossuficiéncia na sinalizacdo de crescimento e da
diferenciacéo celular, ocasionando uma elevada expanséo clonal que acabam invadindo
0s mais diversos 0rgdos e tecidos (Lemmon; Schlessinger, 2010; Witsch et al., 2010;
Hynes; Macdonald, 2009). O termo cancer provavelmente € origindrio do Latim
“Karkinus” que quer dizer “Carangueijo”, devido a0 cancer se “agarrar de maneira muito

firme a uma parte do organismo” (Brasil, 2014).

No desenvolvimento das neoplasias hd uma sinalizacdo proliferativa continua,
supressdo dos inibidores do crescimento, permitindo assim a imortalidade celular, além
da inducdo da angiogenese para nutricdo tumoral. Além disso, as células cancerigenas
podem apresentar uma estimula¢do autdcrina de fatores de crescimento préprios,
expressando receptores que induzem a proliferacdo continua (Cheng et al., 2008;
Bhowmick et al., 2004).

A divisdo descontrolada das células cancerigenas as torna muito agressiva,
levando a formacdo de massas tumorais malignas, as quais podem se disseminar para
diversas partes do organismo em um processo conhecido como metastase (Baractt et al,
2000). J& os tumores benignos se expandem de forma coesa e ndo possuem a capacidade
infiltrativa e nem metastatica como os tumores malignos. A metéastase € um termo
originado do grego que quer dizer “mudanga de posi¢do” e caracteriza-se por ser o
desprendimento de partes do tumor primario, sendo um processo caracteristico de
tumores malignos. Essa disseminacgdo dos tumores se da por vaos sanguineos e linfaticos,
além de cavidades corporais. As chances de ocorrer metastase aumentam de acordo com
a agressividade, o peso do tumor e o rapido crescimento (Foroni et al, 2012; Voulgari &
Pintzas, 2009;).

Muitos fatores estdo relacionados com o desenvolvimento dos diversos tipos de
neoplasias, como sexo, cor, raca, exposicdo a carcindgenos e predisposicdo genetica.

Muitos fatores ambientais, sejam eles fisicos, biol6gicos ou quimicos, como
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hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, radiacdes ionizantes, que podem em elevadas
doses provocar cancer de pulmdo, etilismo, que pode provocar céancer no trato
gastrointestinal e cirrose hepatica que por sua vez pode culminar em neoplasia hepatica,
fumo, dieta e até mesmo agentes infecciosos como o Virus do Papiloma Humano (HPV)
(Papiloma Virus) causador de cancer de colo de utero e anus, Virus Linfotrépico da Célula
Humana (HTLV-1 e 2) causador de Leucemia de células T e Linfoma e o virus Epstein —
Barr que pode provocar Linfoma de Burkitt, podem levar ao desenvolvimento de
neoplasias. As neoplasias compostas exclusivamente por fatores hereditarios sédo raras.
No entanto, algumas etnias apresentam baixa prevaléncia e incidéncia de determinados
tipos de cancer, como individuos negros apresentam baixa incidéncia de sarcoma de
Ewing e orientais raramente apresentam leucemia linfocitica (Brasil, 2013).

O cancer é atualmente uma patologia mundialmente difundida, principalmente em
paises desenvolvidos. No entanto, tem sido observado um aumento acentuado no numero
de casos da doenca em paises em desenvolvimento. As neoplasias estdo entre as doencas
com maior mortalidade, ocasionando mais de 17 milhGes de Obitos mundialmente,
ficando atras apenas das doencas do aparelho circulatério, tornando-se um sério problema

de salde publica, gerando inimeras perdas para a sociedade (Brasil, 2014).

O tratamento dos canceres visa a eliminacao total das células cancerigenas. Para
isso sdo empregados como terapéuticas a remoc¢do cirdrgica das massas tumorais, a
utilizacdo de quimioterapicos e o uso local de radia¢fes, em tratamentos que vao desde a
quimioterapia adjuvante, quimioterapia neoadjuvante e radioquimioterapia concomitante
(Monteiro, et al, 2013). Na préatica clinica pode se utilizar apenas uma dessas terapéuticas,
mas também a combinacdo de dois ou mais desses tratamentos (Fukumasu et al, 2008).
A remogdo cirargica é controle locorregional, consistindo em um procedimento eficaz
para remover tumores solidos, porém ndao tem a mesma eficicia para neoplasias que
apresentam metastase. O tratamento com radiacdes tem bom efeito em tumores locais,
mas ndo apresenta bons resultados para o tratamento de canceres de grande volume. Ja a
quimioterapia apresenta bons resultados em diversos tipos de neoplasias, porém 0s
pacientes submetidos a esse tipo de tratamento desenvolvem inimeras reacGes adversas,

como nauseas, vomitos e alopecia.

O cancer ainda é um grande desafio para a medicina moderna, causando milhares
de mortes e graves complicacdes de salde, por isso é de suma importancia a busca por

novos compostos bioativos com acdo farmacoldgica no controle das neoplasias, que
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apresentem elevado potencial terapéutico e baixa toxicidade para as células saudaveis,

proporcionar uma maior seguridade e qualidade de vida ao paciente.

2. REVISAO DA LITERATURA

O cancer ¢ um conjunto de doencas caracterizadas pelo desenvolvimento de massa
tecidual (tumor) resultante de uma divisdo celular exacerbada. No desenvolvimento
dessas doencas, 0 crescimento do tecido neoplésico supera o numero de células do tecido
sadio (Kirchner, 2014). As neoplasias apresentam-se de duas formas: benignas ou
malignas, sendo que o desenvolvimento de uma neoplasia benigna para um cancer
maligno esta diretamente relacionado a altera¢fes genéticas na célula (Bernstein, 2013).
Essas alteragdes podem ser adquiridas ou hereditarias. As alteracdes adquiridas estdo
ligadas diretamente a exposi¢do a agente quimicos como compostos hidrocarbonetos
policiclicos e dibenziltraceno, fisicos como radiacGes ionizantes e biolégicos como 0s
virus Virus Linfotropico da Célula Humana (HTLV-1 e 2) e 0 Virus do Papiloma Humano

(HPV) (Papiloma Virus) causador de cancer de colo de Utero e anus (Brasil, 2014).

2.1 Epidemiologia do Cancer

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 0 nimero de novos casos de
cancer no mundo deve chegar & 22 milhdes de casos nas proximas duas décadas. Segundo
o relatério da OMS a maior incidéncia dessa doenca deve ocorrer em paises em
desenvolvimento, como o Brasil que vem sofrendo mudancas demograficas, com
aumento da urbanizacdo e industrializagdo, além de um envelhecimento maior da

populacdo (Parking et al, 2001).

Estimativas do cancer no Brasil para o ano de 2014, validas também para o ano
de 2015, registraram cerca de 576 mil novos casos da doencga, levando em consideracédo
0s casos de neoplasias de pele ndo melanoma, o que demonstra a gravidade desse conjunto
de doengas no Brasil. Entre os canceres com maior incidéncia no Brasil, o cancer de pele
do tipo ndo melanoma deve ser o primeiro na lista de novos casos (182 mil casos novos),
em seguida os canceres de prostata (69 mil), mama feminina (57 mil), c6lon e reto (33
mil), pulmé&o (27 mil), estdmago (20 mil) e colo do Gtero (15 mil) completam a lista dos
mais incidentes no Brasil (Brasil, 2014).
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Tabela 1: Estimativa Estimativas para o0 ano de 2014 das taxas brutas de incidéncia por
100 habitantes e do numero de casos novos de cancer, segundo sexo e localizagdo
priméria (numeros arrendodados para 10 ou multiplos de 10).

Estimativa dos Casos Noves

Localizagéo Primaria da Homens Mulheres

Neoplasia Maligna Estado Capitais Estado Capitais
Taxa Bruta Cazos Taxa Bruta Cazos Taxa Bruta Cazos Taxa Bruta

Priistata

Mama Ferninina

Colo do Utero

Traguela, Bronguio e Pulmao

Cdlon & Reto

Estdmago

Cavidade Oral

Laringe

Bexdga

Esfifapo

Owvirin

Linfoma de Hodgkin

Linfoma nao Hodgkin

Glindula Tirealde

Sisiema Mervoso Ceniral

Leucemias

Corpo do Otero

Pele helanoma

Outras Localizagbes

Subtatal

Pele nao Melanoma

Todas as Neoplasias

Fonte: Brasil, 2014. INCA 2014.

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer, dos 576 mil novos casos estimados
no Brasil, deve se desenvolver em éareas primarias, como pulméo, préstata e célon em
individuos do sexo masculino e célon, Utero e mama em mulheres (INCA, 2013). O
cancer de mama ¢ atualmente o primeiro tipo de neoplasia mais incidente entre as
mulheres, aproximadamente 22% dos novos casos de cancer que surgem em mulheres
sdo de mama. Entre as neoplasias que acometem o sexo masculino, a mais incidente é a
de prosta, representando cerca de 10% dos canceres que acometem homens no mundo
inteiro (INCA, 2013).
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Figura 1: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados
para 2014 por sexo, exceto pele ndo melanoma (numeros arrendodados para 10
oumultiplos de 10).

Localizacao primaria casos % Localizagao primaria casos %

Prostata 68.800 22.8% Homens Mulheres Mama Feminina 57.120 20.8%

Traqueia, Bronquio e Pulmao 16.400 54% ) Colon e Reto 17.530 6,4%

Colon e Reto 15.070 5.0% [ Colo do Utero 15.590 57%

Estdmago 12.870 43% Traqueia, Bronquio e Pulmao  10.930 40%

Cavidade Oral 11.280 3,7% Glandula Tireoide 8.050 29%

Esdfago 8.010 2,6% Estémago 7.520 27%

Laringe 6.870 23% Corpo do Utero 5.900 2,2%

Bexiga 6.750 22% Ovano 5.680 2,1%

Leucemias 5.050 1.7% Linfoma nao Hodgkin 4.850 1,8%

Sistema Nervoso Central 4.960 1,6% Leucemias 4.320 1,6%

Fonte: Instituto Nacional do Céncer-INCA, 2014.

2.2 Caracteristicas basicas das células tumorais

Embora os agentes causadores do cancer possam ser diversos, as células que se
tornam cancerigenas apresentam caracteristicas comuns, como autossuficiéncia em
fatores de crescimento, desregulacdo do metabolismo energético, resisténcia ao processo
de apoptose, mutacdes no genoma da célula e instabilidade génica, formacdo de
neoangiogénese para manutencdo tumoral, proliferacdo celular sem controle, processo
inflamatdrio e propriedades invasivas e migratorias (Hanahan & Weinberg, 2011; Piana,
2013).

O processo de autossuficiéncia em fatores de crescimento das células neoplasicas
envolve principalmente uma supre-expressao de receptores transmembrana para diversas
moléculas, como fatores de crescimento celular, componentes da matrix extracelular e
moléculas de adesdo. Além disso, as células cancerigenas sintetizam fatores de
crescimento que promovem a ativacdo de cascatas de sinalizacdo de crescimento celular.
Essas cascatas em sua maioria séo iniciadas por receptores do tipo tirosina quinase, que
tornam a célula cancerigena hiperresponsiva a fatores de crescimento mesmo quando o0s
mesmos estdo em baixas concentragcbes (Hanahan & Weinberg, 2000). Além disso,
mutacdes em proteinas RAS (Rat Sarcoma virus ou virus do sarcoma de rato) aumentam
a capacidade de autossuficiéncia das células cancerigenas. Essas proteinas sdo
fundamentais no processo de transducdo das informac6es celulares para a diferenciagdo
e a multiplicacdo da célula. Porém quando mutadas tornam-se constitutivamente ativadas,

promovendo uma sinalizacdo de crescimento ininterrupta (Olson; Marais, 2000 ).
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Além de autossuficiéncia em fatores de crescimento as células cancerigenas
também possuem um potencial replicativo ilimitado. Nas células normais de mamiferos
existem mecanismos intrinsecos que regulam sua multiplicagcdo, independente de
interacdes célula-célula. Os oncogéneses estdo diretamente envolvidos com o
crescimento celular. Esses genes quando ativados podem transformar células normais em
células cancerigenas. Contrabalanceando os efeitos dos oncogenes, a célula de mamiferos
possui genes supressores de tumor, que suprimem o comportamento neoplésico de células
tumorais. A perda da expressdo ou a inativacdo desses genes pode levar ao

desenvolvimento do cancer (Hanahan & Weinberg, 2000).

A imortalidade das células cancerigenas ocorre quando as mesmas ndo entram
mais em processo de senescéncia e dividem-se continuamente. Nesse processo 0S
telémeros, contadores dos ciclos celulares, sdo mantidos em tamanhos acima do critico
por enzimas telomerases, conferindo imortalidade as células cancerigenas (Benitez-
Buelga, et al 2014; Kong et al, 2014.).

Figura 2: Caracteristicas das células tumorais.

Auto-suficiéncia em Insensibilidade a fatores de
fatores de crescimento crescimento

Desregulagdo do
metabolismo energético

Evasdo da destruigdo
pelo sistema imune

Potencial replicativo
ilimitado

Evasdo da apoptose

Mutagdes no genoma e
Instabilidade genética

Neo-angiogénese Invasdo tecidual e
metdstase

Fonte: Adaptado de Hanahan, D.; Weinberg, 2011.

As células cancerigenas também possuem a capacidade de criar uma nova
vascularizagdo, processo denominado Angiogénese, processo caracterizado por
desenvolvimento de vasos sanguineos a partir de uma vascularizacéo pr-e-existente. Essa
nova vascularizagdo é imprescindivel para o desenvolvimento tumoral, pois essa nova

rede de vasos promove um suprimento adequado de nutrientes para as células tumorais,
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além de ser fundamental para os processos de divisao celular (Parsons-Wingerter et al,
2000).

A maioria dos tumores solidos necessita de um suprimento de sangue
independente para crescer. Para a obtencdo de aporte de sangue o tumor expressa fatores
de crescimento que promovem a angiogénese, sendo o VEGF, dimero proteico, que ativa
receptores transmembranares que promovem o crescimento de células endoteliais,
criando novos vasos. Esse processo é intermediario no desenvolvimento do tumor e
perdura até estagios mais avancados da doenca, favorecendo inclusive o desenvolvimento
de metastase, processo agravante no desenvolvimento do cancer, caracteristico de
tumores malignos, responsaveis por cerca de 90% das mortes por cancer (Foroni et al,
2012). O bloqueio do VEGF e outras proteinas promotoras de angiogénese tem sido alvo
de inlmeras terapias antitumorais, visto que esse fator de crescimento de angiogenese
induz um brotamento de novos vasos em poucos dias, promovendo uma duplicacdo da

densidade microvascular (Ferrara et al, 2003; Komorowski et al, 2006).

Figura3: Demonstracdo do crescimento e vascularizacdo do tumor sélido através do
sistema VEGF. Sistema VEGF, um alvo multiterapéutico.

VEGF VEGF

Fonte: www.biooncology.com

2.3 Fases do desenvolvimento neoplasico

As células cancerigenas passam por etapas no desenvolvimento da carcinogénese.
Essas fases podem ser divididas em iniciacdo, promocao, progressdo e metastastizacao
(Hursting et al, 1999). A iniciacdo € o processo inicial que leva uma célula normal a se

transformar em uma célula neoplésica. Nessa fase ha a exposicdo do DNA a um agente


http://www.biooncology.com/research-education/vegf/ligand

21

tumorigénico. O DNA exposto sofre mutacdes e ganhando a capacidade crescimento
auténomo e insensibilidade a sinais inibidores de crescimento, processos fundamentais
para que ocorram os ciclos de proliferagdo (Contran et al, 2000). Apds a etapa de inicia¢do
as células cancerigenas entram em na fase de promocéo, iniciando a expansao clonal, com
células apresentando pleomorfismo celular e nuclear e indice mitético aumentado. Nessa
fase comecam a se formar pequenos nodulos, polipos ou papilomas. Nessa fase fatores
como tempo de duplicacéo celular e taxa de morte das células influencia na velocidade

de crescimento tumoral e na acdo de agente antineoplassicos ao tumor.

Seguido a fase de promocao dar-se inicio a fase de progresséo, caracterizada por
evolucdo do cancer maligno, com caracteristicas histologicas distintas. Apos essa etapa,
a neoplasia pode entrar em estado de metastizagéo, processo decorrente do deslocamento
de uma parte do tumor primario para outra regido e/ou outro tecido do organismo. Essa
disseminacdo pode ocorrer por espagos e cavidades, como a pleura, pericéridio e a

cavidade peritoneal (Jakobisiak et al 2003).

Figura 4: Processos de desenvolvimento da carcinogénese.

w» w:

Estagio de iniciacao: Estagio de promocao: Estagio de progressao:
Os genes sofrem acao Os agentes Caracterizado pela
dos agentes oncopromotores atuam multiplicacao descontrolada
cancerigenos; na célula ja alterada; e irreversivel da célula.

Fonte: http://enfermagem-com.blogspot.com.br/2012/04/tudo-sobre-cancer.html.

2.4 Quimioterapia e mecanismos de acdo de farmacos antineoplasicos

A terapéutica do cancer segue trés linhas: tem seguido trés linhas: cirurgia para
remocdo da massa tumoral; o tratamento radioterdpico, que busca um controle
locorregional da neoplasia, com preservacgao da estrutura e funcionalidade dos tecidos
normais utilizando doses controladas de radiacéo, além de eliminar rapidamente celulas

em divisdo e a mais utilizada atualmente a quimioterapia antineoplasica, que consiste no


http://enfermagem-com.blogspot.com.br/2012/04/tudo-sobre-cancer.html
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uso de farmacos antiblasticos. Esta ltima, apesar de ser o principal meio de tratamento
das doencas neoplasicas, principalmente na fase metastatica, apresenta algumas
complicagdes devido ao seu baixo indice terapéutico, pois a dose terapéutica é similar a
dose toxica, o que provoca muitos efeitos colaterais no paciente (Fukumasu et al, 2008).
A quimioterapia antineoplasica é dividida em algumas etapas: a inducdo da remisséo das
células neoplésica, a consolidacdo da remissdo e a quimioterapia de manutencdo e a
intensificacdo tardia (Cigogna et al, 2010).

Existem alguns tipos de quimioterapia antineoplasica, como a quimioterapia
neoadjuvante, que é realizada antes do tratamento cirurgico do cancer, diminuindo o
tamanho do tumor, tornando o processo cirdrgico menos radical para o paciente. Ja a
quimioterapia adjuvante é realizada ap6s a remocao cirdrgica do tumor. A quimioterapia
paliativa tem como finalidade diminuir sensacdes dolorosas provocadas pelo crescimento
tumoral, prolongando e melhorando a qualidade de vida do paciente.

A integracdo da quimioterapia antineoplasica com a cirurgia para remocao de
tumores e a radioterapia tem sido fundamental para a remicdo de muitas neoplasias,
principalmente nos estagios iniciais da doenca.

Além da elevada toxicidade dos medicamentos antineoplasicos atualmente
utilizados na terapéutica do cancer, outro obstaculo no tratamento dessa doenca tem sido
o0 desenvolvimento de resisténcia celular aos farmacos (MDR= multidrug resistence ou
resisténcia multifarmaco), caracterizado pela resisténcia de células cancerigenas a agente
antineoplasicos (O’Brien et al, 2008; Fujii et al, 2009). Somado a isso, 0s canceres séo
doencas que apresentam caracteristicas muito distintas e por tanto requerem tratamentos

diferenciados (Gorczyca et al, 1999).

O uso de mais de um farmaco antineoplasico no tratamento das neoplasias também
tem sido amplamente utilizado na terapéutica dessas doencgas. A poliquimioterapia
aumenta a mortalidade das células tumorais e diminui as chances de resisténcia aos
antineoplasicos (Almeida et al, 2005). Além disso, o0 uso da poliquimioterapia permite a
utilizacdo de ciclos para o tratamento geralmente de trés a quatro semanas, 0 que
possibilita a acdo sincronizada desses medicamentos sobre as células tumorais em
divisdo, além de permitirem uma recuperacéo dos tecidos normais afetados (Roque et al,
2006).

Devido ao grande numero de mortes e complica¢Bes associadas ao cancer, como

internacOes e invalidez, a pesquisa por compostos com atividade antitumoral cresceu



23

vertiginosamente, possibilitando uma sobrevida maior aos portadores dessas doencas
(Giordano et al, 2004).

Figura 5: Impacto da incorporacdo de novas drogas na sobrevida do cancer de mama

metastatico.
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Fonte: Adaptado de Giordano et al, 2004.

As principais drogas utilizadas no tratamento do cancer sdo divididas em dois
grupos principais: 0s agentes antineoplasicos citotdéxicos e horménios e antagonistas
(Rang et al., 2003; Richardson et al., 2000). Entre os principais agentes citotdxicos estdo
o0s agentes alquilantes que modificam o DNA por alquilacéo (cisplatina, Clorambucil e
Isofasmida), os alcaloides vegetais, os antibidticos citotoxicos incluindo aqui os membros
das familias da antraciclina, bleomicina, mitomicina e actinomicina (Rocha; Lopes;
Schwartsmann, 2001), e os antimetabdlitos inibem a sintese de purinas (metotrexato,
tioguanina, 5-Fluoruracil).

O 5-Fluoruracil é um agente antineoplasico amplamente utilizado na terapéutica
do cancer. Esse medicamento apresenta variabilidade na resposta terapéutica e na
toxicidade (Baratte et al, 2010). O mecanismo de acdo do 5-fluoruracil (5-FU) é
diretamente ligado ao seu metabolismo. O 5-FU é metabolizado em Monofosfato de
fluorodeoxiurina (FAUMP), um metabolito ativo que inibe a acdo da enzima timidilado
sintase, bloqueando assim a biossintese de DNA, promovendo a apoptose (Malet-Martino
et al, 2002)

Figura 6: Mecanismo de agéo do 5-FU.
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Fonte: http://www.oncoprof.net/

2.5 Modelos Experimentais de Cancer

Na pesquisa por novos compostos com atividade antitumoral a cultura de células
tem sido uma ferramenta fundamental, pois possibilita uma andlise rapida do efeito
antineoplasico do composto testado frente as células cancerigenas (Carvalho, 1996).
Outra vantagem apresentada pelo cultivo de células é a sua capacidade de facil
multiplicagdo, gerando assim um grande quantitativo de células uniformes

morfologicamente.

Além do sistema de cultivo celular in vitro outros sistemas de pesquisa de
atividade antitumoral tém sido utilizados, como por exemplo, a inducéo de carcinogénese
em modelos animais. Esse sistema tem sido de grande utilidade na pesquisa de compostos
antineoplasicos, pois permite a avaliagdo de diversos processos envolvidos no

desenvolvimento do cancer, como angiogénese, metastase e inflamacao.

2.5.1 Carcinoma de Ehrlich
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O Tumor de Ehrlich tem sido um modelo de estudo antitumoral amplamente
utilizado na pesquisa de novos compostos antineoplasicos e na elucidagdo de mecanismos
a acdo antitumoral. Essa neoplasia foi descrita em 1905 pelo pesquisador Ehrlich, que um
ano depois descreveu essa neoplasia como um carcinoma mamario oriundo de
camundongos fémeas (Eherlich; Apolant, 1905). S6 em 1932 que esse tumor adquiri-o a
sua forma ascitica, passando a ser inoculado por via peritoneal nos animais (Loewenthal;
Jahn, 1932).

Diversas vantagens desse modelo de tumor o tornam amplamente utilizado na
pesquisa por compostos bioativos contra o cancer. Entre essas caracteristicas estdo a sua
capacidade de crescimento rapido e elevada agressividade para o organismo (Ajith;
Janardhanan, 2003).

Em virtude dessas caracteristicas e do seu facil manuseio, o Tumor de Ehrlich tem
sido utilizado para a pesquisa de diversos estudos relacionados ao cancer, tais como a
resposta imunoldgica do organismo frente as neoplasias (Palermo-Neto; Mossoco; Souza,
2003), na avaliacdo da angiogénese tumoral (Kumar et al, 2009), o efeito de toxinas sobre
o0 crescimento das neoplasias (Mady, 2002), no estudo de drogas anti-inflamatorias (Pal,
et al, 2001) e no efeito do estresse sobre o desenvolvimento tumoral (Palermo-Neto;
Mossoco; Favare, 2001).

2.5.2 Sarcoma 180

O sarcoma 180 também é um modelo de estudo para atividade antitumoral
bastante utilizado na pesquisa. Esse tumor, também conhecido como Tumor de Croker,
por ter sido inicialmente identificado no Croker Laboratory em 1904, é um tumor sélido
que pode ser inoculado por via subcutanea, intramuscular ou intraperitoneal, crescendo
rapidamente (Shabel, 1977).

Chalotte Friend realizou experimentos com o sarcoma 180 e observou que apds
trés semanas submetidos ao tumor camundongos na sua forma ascitica desenvolveram
necrose e a mesma levou os animais a morte devido a desnutricdo e septicemia. Esse
Sarcoma foi um dos primeiros tumores utilizado em animais para pesquisar o cancer, por
propiciar um bom manejo e cultivo, uma inoculagdo subcutanea de simples realizagdo e
um crescimento satisfatorio nos animais que recebem a inoculacdo dessas células (Qi;
Xu, 2006).
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2.6 Cancer e o Processo Inflamatério

O processo inflamatdrio € uma reacdo patofisiologica em resposta a lesbes ou
agentes danosos, como células com algum tipo de dano. Essa reacdo se caracteriza por
uma resposta vascular, com migracdo e ativacdo leucocitéria, podendo ser a inflamagéo

aguda ou cronica (Kumar et al, 2005).

A relacéo entre as neoplasias e a inflamagao vem sendo estudada a bastante tempo.
Virchow em 1863 descreveu uma relacdo entre o desenvolvimento do cancer com
processos inflamatdrios crénicos. Essa relacdo pode ser exemplificada pelo maior risco
que pacientes com hepatites virais podem desenvolver cancer hepético e que portadores
da bactéria Helicobacter pylori tem de desenvolver cancer no aparelho gastrointestinal
(Kumar, Abbas, Fausto, 2004).

Entre os diversos mediadores da inflamagdo, os metabdlicos do é&cido
araquidénico, acidos graxos também denominados de eicosanoides estdo entre o0s
principais. Esses mediadores sdo sintetizados principalmente pelas ciclooxigenases
(COX), enzimas que estdo superexpressas em locais de processo inflamatério. Entre os
eicosanoides mediadores da inflamacdo os principais sdo os tromboxanos, os leucotrienos

e as prostaglandinas (Borne, 2002).

Subhashini, 2005 demonstrou que a superexpressdo da COX-2 promovendo o
processo inflamatério esta diretamente relacionado com a progressao do cancer,
principalmente por promover o desenvolvimento de etapas fundamentais para o
crescimento do tumor, como: alteragcbes no Fator de Crescimento Endotelial Vascular
(VEGF) o que acaba desencadeando um processo de angiogénese, favorecendo assim um
maior aporte de oxigénio e nutrientes para a massa tumoral e resisténcia a morte celular

programada, o que permite a imortalidade dessas células.

A relacdo entre a carcinogénese e a inflamacéao se da primeiramente devido a acdo
da enzima fosfolipase, que converte lipideos de membrana em &cido araquidbnico. Esse
acido araquidénico por sua vez ira ser convertido nos eicosanoides tromboxanos e
prostaglandinas, pela acdo da enzima COX-2. Esses mediadores da inflamacéo iréo elevar
a expressdao de uma proteina antiapoptotica, a Bcl-2 e do no Fator de Crescimento
Endotelial Vascular (VEGF), o que promove o crescimento neoplasico (Waris; Siddiqui,
2005; Ghosh et al., 2010; Dempke et al, 2001).
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Figura 7: Mecanismo de relacdo entre o cancer e processo inflamatorio por meio do

metabolismo do acido araquidénico.
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Fonte: Adaptado de Dempke et al, (2001).

Potenciais inibidores da inflamag&o, principalmente das Ciclooxigenases, tem
sido interesse de diversos estudos que buscam alvos moleculares para terapias contra o
cancer. Moléculas que possam atuar inibindo as ciclooxigenases, podem contribuir para
o tratamento do cancer, visto que essas enzimas ativam positivamente diversos
mecanismos promotores do cancer, que inibidos levam a uma regressao da doenca (Lim
et al, 2001).

2.7 Desenvolvimento de novos farmacos

O crescimento do ndimero de novos casos de cancer tem impulsionado um

aumento nas pesquisas que visam encontrar alternativas de tratamento para esse conjunto
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de doencas (Huryn, 2013; Reitz, 2012). Nesse cenario de desenvolvimento de novos
farmacos, tem se destacado a quimica medicinal, que possui interfaces bem estabelecidas
com a bioquimica, a farmacologia, toxicologia e a biologia molecular (Montanari;
Bolzani, 2001).

Este ramo da pesquisa desperta grande interesse também em virtude da sua
capacidade de permitir modificagfes na estrutura dos compostos, potencializando a sua
atividade bioldgica ou até mesmo incrementando uma nova a¢do do composto. Essas
modificagdes na estrutura sdo de suma importancia, pois através dessas mudancas é
possivel chegar a um grupo farmacoforico de elevada poténcia bioldgica, também com

elevada especificidade, estabilidade e toxicidade controlada (Huryn, 2013).

2.8 Ftalimidas

As ftalimidas pertencem a classe das imidas ciclicas, um grupo de compostos que
além das ftalimidas apresenta também as maleimidas, naftalimidas, glutarimidas e as
succinimidas e que apresentam como caracteristica comum, duas carbonilas ligadas ao
mesmo nitrogénio. Essas imidas ciclicas possuem caracteristicas comuns, como
hidrofobicidade, o que lhes permite atravessar as membranas celulares.

Muitas propriedades bioldgicas das imidas ciclicas ja foram observadas, dentre as
principais estdo, hipolipidémica, antimicrobiana, antinoceptiva, anti-inflamatéria e
antitumoral (Gajare; Mahajan 2012; Jean et al, 2009). As propriedades desses compostos
estdo diretamente ligadas ao tamanho das moléculas e principalmente aos grupos
substituintes adicionados no anel imidico. Esses grupamentos podem alterar a acéo
biol6gica ou até mesmo potencializar o efeito do composto (Cechinel Filho et al, 2003).

As ftalimidas tem despertado grande interesse na quimica medicinal em virtude
do grande nimero de atividade bioldgicas atribuidas a essa classe de compostos 9 Gajare;
Mahajan 2012). Além do grande numero de ac¢des bioldgicas, esses compostos destacm-
se por apresentarem um sintese simples e rapida, além de permitir modificacdes
estruturais planejadas em sua molécula, permitindo assim a obtencao de novos derivados
de ftalimidas (Gaikwad et al, 2010).

2.8.1 Aspectos Quimicos

As ftalimidas podem ser obtidas através da condensagéo do Anidrido Ftalico com

Aminas especificas como a ureia. Esses dois compostos sdo misturados na proporgéo
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molar 1:1 em meio etério e deixados sob agitacio. Quando condensados formam o Acido
Amico, que recebe acido acético e a reacdo é deixada por duas horas e posteriormente
refluxada, obtendo-se a ftalimida (Buzzi et al, 2003).

Figura 8: Sintese de Ftalimidas com Aminas.
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Fonte: Adaptado de Cechinel Filho et al, 2003.

Além da sintese utilizando solventes organicos outras metodologias de criacdo de
ftalimidas tem sido desenvolvidas, como por exemplo, a utilizacdo de energia de
ultrassom, que tem sido de grande aplicabilidade na sintese de compostos organicos
devido a caracteristicas positivas como aumento do rendimento, reducdo do tempo da

reacao e principalmente economia de reagentes (Martines et al, 2000).

A utilizacdo de irradiacdo por microondas também tem sido bastante utilizado na
sintese de derivados de ftalimidas. Essa metodologia também despensa solventes
orgéanicos e apresenta bom rendimento, em torno de 95% e em um periodo curto de tempo

(10 minutos).

Figura 9: Sintese de Ftalimidas por meio de microondas
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Fonte: Adaptado de Antunes et al, 1998).

2.8.2 Aspectos Biologicos das Ftalimidas

Derivados de Ftalimidas tem apresentado segundo a literatura inimeras atividades
bioldgicas, que tem despertado grande interesse da quimica medicinal. Ftalimidas que
contendo grupamentos Sulfonas e Tioéster apresentaram excelente atividade

hipolipidémica em ratos tratados com esses compostos (Buzzi et al, 2003).

A Difenimida, um derivado das ftalimidas foi capaz de diminuir os niveis séricos
de &cido urico em camundongos normouricos e hiperuricos, submetidos ao tratamento
com esse composto na dose na dose de 20 mg/Kg/dia durante 14 dias. Essa atividade
bioldgica foi atribuida a potente acdo desse composto de inibir a enzima xantina oxidase,
que possui um papel central na formacdo do acido urico (Hall et al, 1990). Estudos
demonstraram que Ftalimidas com grupamento fenil apresentaram atividade
anticonvulsivante similar até mesmo a anticonvulsivantes comerciais como a

carbamazepina e a fenitoina (Chechinel Filho et al, 2003).

Figura 10: Ftalimida com grupamento Fenil na sua estrutura quimica.
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Fonte: Adaptado de Chechinel Filho et al, 2003.

A Talidomida é uma importante ftalimida, amplamente estudada desde a sua
sintese primaria na Alemanha em 1954, onde era utilizada principalmente pelo seu efeito
sedativo. Porém, essa ftalimida apresentou sérios problemas quando utilizado por
gestantes, causando méa formacdo dos fetos. Esse composto tem sido reimplantado na
clinica médica para tratar principalmente casos de Mieloma Multiplos refratarios a
quimioterapia, principalmente junto com seu derivado a Lenalinomida, na prevencao e
tratamento da Hanseniase e em Doengas Cronicas Degenerativas como o LupuUs
Eritematoso Sistémico (Mitsiades et al, 2002; Dispenzieri et al, 2007).

A Talidomida tem seu efeito antitumoral diretamente ligado a capacidade que esse
composto possui de inibir a angiogénse tumoral, diminuindo assim, a oferta de
substancias fundamentais para o crescimento do tumor. Além disso, esse composto
também promove uma acentuada reducdo do fator de necrose Tumoral Alfa (TNF-a),
fundamental no desenvolvimento e na manutencdo do processo inflamatorio que se

instala na formacédo da massa tumoral (Noguchi et al 2005).

Figura 11: Estrutura quimica da Talidomida.
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Fonte: Adaptado de Ching et al, 1998.

Figura 12: Talidomida e seu derivados: Polalidomida e Lenalidomida.
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Fonte: Adaptado de Lopez-Ginora et al, 2012.

As ftalimidas também tem apresentado atividade antitumoral em diversos estudos
e por mecanismos de acdo bem distintos. Najda-Bernatowicz e colaboradores
sintetizaram e avaliou a acdo de inibicdo da proteina quinase Ck2, uma proteina de grande
relevancia no controle da proliferacéo celular. Nesse estudo, esses derivados de ftalimidas
apresentaram significativa inibicdo dessa proteina, demonstrando possivel efeito contra
diversos tipos de cancer, pois desregulacdes nessa proteina quinase podem promover o

desenvolvimento do cancer.

2.9 Triazdis e Glicoconjugados
2.9.1 Triazois

Os triazdis sdao compostos hetrociclicos de origem sintética, que ndo ocorrem na

natureza (Freitas et al, 2011). Quimicamente esses compostos caracterizam-se por
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apresentarem trés atomos de nitrogénio ligados no mesmo nucleo ciclico (Freitas et al,
2011). Essa classe de composto tem despertado grande interesse da comunidade
cientifica, por apresentar grande aplicabilidade como farmacos no tratamento do cancer
e do HIV e principalmente como pesticidas no combate a pragas prevalentes na atividade
agricola e boa excelente estabilidade térmica (Wang, 2011; Xia, 2007; Stfani et al, 2009).

Entre os principais farmacos desenvolvidos com o ndcleo de triazdis esta a
Ribavirina, utilizado no tratamento da hepatite (Xia 2007). Além de atividade antiviral o
nacleo 1,2,3H-Triaz6is também foi testado frente a bactérias, apresentando bons
resultados, inclusive tdo eficiente quanto a Penicilina, além de se mostrarem resistentes a
B-lactamases, enzimas responsaveis pela resisténcia de algumas bactérias a antibioticos
(Dzhuraev et al, 1992).

Figura 13: Estrutura quimica dos Triazois e da Ribavarina.
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Fonte: Freitas et al, 2011; www.igb.es

A busca por medicamentos contra o cancer tem impulsionado a sintese de novas
moléculas com menor toxicidade e com acgdo seletiva. Além das atividades bioldgicas
como grupo farmacoldgico relatadas acima dos triazdis, essa classe de compostos também
pode apresenta a capacidade de promover a ligagdo entre outros grupos quimicos com
atividades bioldgicas (Chan; Folkin 2007). Essas moléculas também atuam como
bioisosteros de amidas, ou seja, grupos que possuem similaridade quimica ou fisico-
quimica e atividades biologicas similares, devido principalmente ao fato do grupamento

triazolico ndo ser hidrolisado e nem sofrer reducdo nem oxidagdo (Aaltonen et al, 2013).


http://www.iqb.es/
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2.9.2 Glicoconjugados

Junto com lipideos e proteinas os carboidratos constituem as principais
biomoléculas. Esses compostos apresentam diversas fungdes organicas que vao desde a
constituicdo de intermedidrios metabdlicos, fontes de energia, constituicdo de

nucleotideos e da parede celular de bactérias e plantas (Berg et al, 2002).

Os glicoconjugados ligam-se covalentemente a porcdao ndo-glicidica e
desempenha diversas funcGes bioldgicas, principalmente nos processos de interacdo entre
células, como em eventos inflamatorios, resposta imunoldgica, infecgdes e metéstase
tumoral (Holemann; Seeberger, 2004; Rudd et al, 2001; Varski, 1993). Algumas
moléculas com atividade antimicrobiana, como a VVancomicina, possuem na sua estrutura
glicopeptideos. Esse antibidtico possuem um efeito potente contra cocos Gram-positivos
como o Staphylococus aureus, inibindo a sintese de peptideoglicanos da parede celular
bacteriana o que leva a lise celular (Silveira et al, 2006).

Figura 14: Estrutura quimica da Vancomicina
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Fonte: Adaptado de Silveira et al, 2006.

Muitos carboidratos apresentam aplicacfes biolégicas como vacinas, farmacos

antimicrobianos e antitumorais. O farmaco antitumoral Ciclamicina, por exemplo,
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necessita da sua porcdo carboidrato para que 0 mesmo seja reconhecido e incorporacao

no DNA da célula neoplasica, impedindo o seu crescimento (Sofia, 1996).

Figura 15: Estrutura da Ciclamicina

Fonte: Adaptado de Sofia, M. J. Drug Disc. Today 1, 27-34, 1996).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Sintetizar e avaliar a atividade antitumoral de glicoconjugados de ftalimidas sobre
tumores sélidos experimentais e a atividade Anti-inflamatoria em camundongos albinos

suicos machos.

3.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar o alcino-agUcar.
e Preparar N-(azidas)alquil]ftalimidas com cadeia alifatica -(CH2)n- (n=2, 3 e 4).

e Realizar a sintese dos glicoconjugados de ftalimidas com triazéis.
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e Analisar a acdo antineoplasica dos compostos obtidos sobre tumores
experimentais em camundongos.

e Avaliar o efeito do tratamento com os compostos sintetizados sobre a histologia
dos tumores de animais experimentais.

e Avaliar o efeito do tratamento com 0os compostos sintetizados sobre o eritrograma
e leucograma de animais submetidos a tumores experimentais.

e Avaliar a atividade anti-inflamatoria dos compostos obtidos.
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Resumo

A sintese quimica das ftalimidas glicoconjugadas com triazéis (1A, 1B e 1C) foi obtida
através da reacdo de cicloadicao 1,3-dipolar. A citotoxicidade in vitro utilizando o método
colorimétrico de MTT (3- [4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) segundo o
National Céancer Institute (NCI). A atividade anti-tumoral in vivo em camundongos foi
dividida em 5 grupos. O grupo controle negativo que recebeu Carboximetilcelulose 1%,
grupo controle positivo 5-Fluoruracil e os grupos tratados com as ftalimidas 1A, 1B e 1C
durante sete dias. A dose utilizada foi de 20mg/kg/dia. No oitavo dia 0s animais foram
sacrificados e obtidos amostras de sangue para anélise do hemograma e os tumores para
avaliacdo histoldgica. As avaliagdes foram feitas frente ao Carcinoma de Eherlich e ao
Sarcoma 180. Foi realizado o ensaio antiinflamatério por peritonite também na dose
20mg/Kg. Os valores foram expressos como média + desvio padrdo, com um intervalo de
confianca de 95%, as diferencas estatisticas foram acessados por ANOVA. Os resultados
obtidos na citotoxicidade In vitro demonstraram que compostos sintetizados
apresentaram baixa percentagem de inibi¢do do crescimento das células NCIH 292, HL60
e MCF-7 (>20). J& na atividade antitumoral In vivo com o tumor Ehrlich e Sarcoma 180
0s animais tratados com o composto 1A tiveram uma inibi¢do de 63,8% e 70,6% dos
tumores, respectivamente, enquanto os tratados com o composto 1B tiveram 62,8% e
62,% e 0 composto 1C 62% e 64,3% de inibigdo. Os compostos 1A, 1B e 1C apresentaram
boa atividade Anti-inflamatoria. Os resultados obtidos demonstraram potente atividade
antitumoral e Anti-inflamatoria dos glicoconjugados de ftalimidas.

Palavras chaves: Ftalimidas, Gliconjugados, Atividade antitumoral, Atividade anti-
inflamatoria.
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1. Introducéo

As neoplasias s@&0 um conjunto de mais de 150 doencas decorrentes do
crescimento descontrolado de células que possuem capacidade invasiva (metastase) para
diversas partes do organismo. O rapido crescimento dessas células aumenta a gravidade
dessas doencas, que formam os tumores, massas de células cancerigenas que ocasionam
diversos transtornos funcionais [1-2].

Os compostos sintéticos correspondem a uma importante fonte de substancias
utilizadas no tratamento de neoplasias, inclusive tem sido tema de inimeros estudos para
obtencdo de compostos farmacologicamente ativos contra o cancer. Na Gltima década, a
quimica medicinal sintética alcancou um crescimento vertiginoso no cenario da
terapéutica de varias doencas. Os farmacos sintéticos correspondem a 85% dos
medicamentos hoje disponiveis e isso tem intensificado constantemente a busca,
identificacdo e o planejamento por novas moléculas biologicamente ativas [3].

Nos ultimos anos a incidéncia de novos casos de cancer tem se tornado cada vez
maior, 0 que tem promovido um crescimento pujante e urgente pelo desenvolvimento de
compostos antineoplasicos mais eficientes e com uma faixa terapéutica mais segura.
Nesse seguimento a sintese quimica tem desempenhado um papel fundamental na busca
por novos grupos farmacoldgicos contra o cancer, principalmente por ser um processo
rapido e nao enfrentar dificuldades como a sustentabilidade, o oferecendo uma gama de
substancia de utilidade terapéutica [4-5].

As Ftalimidas fazem parte da classe quimica das imidas ciclicas, um importante
grupo de compostos organicos que apresentam natureza hidrofébica e capacidade de
atravessar as membranas celulares [6]. Ftalimidas em geral tém demonstrado segundo a
literatura excelentes atividades biologicas, como anticonvulsivante, analgésica,
antimicrobiana, hipolipidémica e antitumoral [7-10]. Essa classe de compostos tem
despertado grande interesse cientifico principalmente devido a sua versatilidade
estrutural, assim como também possiveis modificacBes nessa estrutura, sendo possivel

com isso potencializar a atividade bioldgica e/ou diminuir a toxicidade desses compostos,
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para que 0s mesmo atuem cada vez mais de forma seletiva em alvos moleculares e

enzimaticos [11-12].

As Ftalimidas tém despertado grande interesse de inimeros estudos atualmente,
principalmente aqueles voltados ao esclarecimento e tratamento de processos anti-
inflamatdrios e antitumorais [14-16]. O estudo da atividade anti-proliferativa in vitro
utilizando linhagens celulares cancerigenas € atualmente muito utilizado, por apresentar
vantagens como a avaliagdo de diversas substancias em um periodo curto de tempo [17].
A utilizacdo de modelos animais também tem sido amplamente utilizada na pesquisa de
novos compostos antineoplasicos, por permitirem a avaliacdo de intempéries, como luz,
temperatura e umidade. Por tanto esse estudo tem como objetivo sintetizar e avaliar a
atividade antitumoral e anti-inflamatoria de ftalimidas glicoconjugadas in vitro e in vivo,

como promissores grupos farmacofdricos para o tratamento do cancer.

2. Materiais e Métodos

2.1 Sintese Quimica

Os métodos de sintese quimica apresentados foram organizados em trés etapas

consecutivas, em uma via de sintese convergente [18].

2.2 Sintese do glicosideo 2,3-insaturado (3)

Ao composto comercial D-Glucal (Sigma) e ao Alcool Propargilico foi adicionado
o solvente diclorometano. A mistura reacional foi refluxada ap6s adicéo de do catalizador
Montmorillonite K-10 (30 % pp de 2). O final da reacdo foi acompanhado em placas de
cromatografia de camada delgada (CCD) até o desaparecimento do composto de partida,
em sistema diclorometano. Apds a reacdo a mistura foi filtrada e o solvente rotaevaporado
e 0 Oleo obtido submetido a coluna cromatogréafica de silica gel, obtendo-se o produto

puro em sistema ciclohexano: acetato de etila (9:1).

2.3  Sintese das N-[n(azidas)alquil]ftalimidas (n=2, 3 e 4) (2a-c)

2.3.1 Sintese da N-[2-(azido)etil]ftalimida (2a)

Em um erlenmeyer foi transferido anidrido ftalico e etanolamina. A mistura foi
aquecida a 150°C por 30 minutos. Depois, o0 produto obtido foi cristalizado. Ao alcool

ftalimidico obtido na 12 etapa, foi adicionado HBr 48%. A reacdo foi entdo deixada sob
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refluxo. Depois do fim da reacdo o produto foi lavado com agua e extraido com
diclorometano. A fase organica foi lavada com solucdo saturada de bicarbonato de
potassio e em seguida tratada com sulfato de sédio anidro. Apos evaporagédo do solvente

foi obtido o produto correspondente N-[2- (bromo)etil]ftalimida.

A N-[2-(bromo) etil]ftalimida obtida anteriormente foi adicionado o solvente
Dimetilformina (DMF) e azida de sodio. O produto foi lavado com agua e extraido com
acetato de etila. A fase organica foi tratada com sulfato de sodio anidro e o solvente
retirado no rota-evaporador.

2.3.2 Sintese da N-[3-(azido)propil]ftalimida (2b)

N-[3-(bromo)propil]ftalimida foi dissolvida em DMF. Entéo, adicionou-se azida de
sodio. A reacgdo foi deixada por 24h sob agitacdo a temperatura de 60°C sob atmosfera
inerte de N2. A reacdo foi acompanhada e confirmada por CCD. Apos o fim da reacéo o
produto foi lavado com &gua destilada e extraido com acetato de etila. A fase organica foi

tratada com sulfato de sodio anidro e o solvente evaporado.
2.3.3 Sintese da N-[4-(azido)butil]ftalimida (2c)

N-[4-(bromo)butil]ftalimida foi dissolvida em DMF. Entéo, foi adicionado azida de
sodio. A reacdo foi deixada por 24h sob agitacdo a 60°C sob atmosfera de N.. O final da
reacdo foi confirmado por CCD. A mistura foi lavada com agua e depois extraida com
acetato de etila. A fase organica entdo foi seca com sulfato de sodio anidro e o solvente

retirado a pressdo reduzida em rota-evaporador.
2.4 Sintese dos glicoconjugados de ftalimidas com triazdis (1A-C)

Ao composto (3) foi adicionado diclorometano seco. Foi adicionado iodeto de
cobre, sendo acrescentado em seguida a azida (2a-c). A reacao ficou sob agitacdo em uma
atmosfera de argbnio por 24 horas a temperatura ambiente. Apds, transcorrido o tempo
da reacdo, foi realizada CCD com um sistema de eluicdo hexano: acetato de etila (7:3),

para comprovar o final da reagéo.

24.1 Metil-[1, 2, 3]-triazol-1-il-N-ftalimidoetil 4,6-di-O-acetil-2,3-dideoxi-a-D-

eritro-hex-2-enopiranosideo (1A)
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Para purificacdo do produto foi realizada uma cromatografia em silica gel, em que
a mistura reacional devera ser eluida em um sistema hexano: acetato de etila (5:5). As
fracdes foram acompanhadas em CCD e o revelador utilizado foi vanilina. Em seguida, o

solvente foi evaporado. O produto foi cristalizado em acetato de etila.

242 Metil-[1, 2, 3]-triazol-1-il-N-ftalimidopropil 4,6-di-O-acetil-2,3-dideoxi-a-D-

eritro-hex-2-enopiranosideo (1B)

Para purificacao do produto foi realizada CCD, sendo utilizado o produto dissolvido
em acetato de etila e, em seguida, aplicado na placa preparativa, utilizando pipeta de
Pasteur. O sistema de elui¢do foi hexano: acetato de etila (5:5). Apoés eluicdo e revelagdo
sob luz UV, o material foi raspado, colocado em béquer e extraido em acetato de etila

apos filtracdo a vacuo, o solvente foi evaporado fornecendo o produto.

2.4.3 Metil-[1, 2, 3]-triazol-1-il-N-ftalimidobutil 4,6-di-O-acetil-2,3-dideoxi-a-D-

eritro-hex-2-enopiranosideo (1C)

Para purificacdo do produto foi realizada uma cromatografia em silica gel, em que
a mistura reacional foi eluida em um sistema hexano: acetato de etila (5:5). As fragdes
foram ser acompanhadas em CCD e utilizado vanilina como revelador. Em seguida, o

solvente foi evaporado. O produto foi cristalizado em acetato de etila.
2.5 Avaliagéo da Citotoxicidade

O estudo da atividade citotdxica foi realizado pelo método de cultura de tecidos
com células de linhas continuas em fase exponencial de crescimento. As células foram
mantidas em meio DMEM e suplementado com 10% de soro fetal bovino (GIBCO), 1%
de solucéo de antibiotico (penicilina 1000 Ul/mL + estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de
L-glutamina 200 Mm (Santos et al., 2005). A viabilidade celular foi determinada
utilizando o corante vital Azul de Tripan 0,4% p/v, em PBS. Uma suspensao celular (10°
células/mL) foi distribuida em placa de cultura com 96 pocos (220 uL/ poco). As placas
ficaram incubadas a 37 °C em estufa (Sedas, Mildo-Italia), com atmosfera Umida
enriquecida com 5 % de CO.. Ap06s 24h de incubacdo os compostos sintetizados foram
adicionados a placa de cultura (22 uL/po¢o) em diferentes concentragdes (25 e 50ug/mL.
Foram utilizados controles negativos com DMSO e positivo com o antineoplasico
Doxorubicina durante o procedimento. 72 h apds o tratamento, os efeitos citotoxicos das

amostras testes foram avaliados de acordo com o protocolo do National Cancer Institute
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(NCI), utilizando o método colorimétrico do sal tretazolico MTT (3- [4,5-dimetiltiazol-
2-il]-2,5-difeniltetrazolio).

Foi realizada a leitura das absorbancias em leitor de placa de Elisa, no
comprimento de onda de 490nm. A média das absorbéncias do controle negativo foi tida
como 100% de viabilidade celular e com isso os resultados foram avaliados de acordo
com a inibicdo da proliferacdo celular em relacdo ao controle negativo. Os resultados

foram expressados pela média + o D.P.
2.6 Avaliacdo da Toxicidade Aguda

Doses graduadas (50-1000 mg / kg) foram administrados oralmente em 5
camundongos por grupo (US Environmental.Protection.Agéncia 1992). No primeiro dia,
0s animais foram observados a cada 10 minutos durante 4 horas, seguido de duas
observacOes ao dia ap6s a administracdo de 24h, 48h, 72h, para alteraces na atividade
motora espontanea, reflexo, marcha, respiracdo, contorcdes e piloerecdo acrescido de

mortalidade.
2.7 Atividade Antitumoral
2.7.1 Animais

Para a avaliacdo da atividade antitumoral foram utilizados camundongos albinos
swiss (Mus-muscullus) machos, com idade entre 35 a 60 dias e peso médio de 30,0g,
oriundos do Biotério do Laboratério de Imunopatologia Keiso Asami-Lika-UFPE. Os
animais foram mantidos a temperatura ambiente a 28°C + 2°C, em ciclo dia/noite natural
(12h luz e 12h escuro), com livre acesso de agua e alimento. Esta pesquisa recebeu a
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Salde da
Universidade Federal de Pernambuco (Of. n°® 098/2002).

2.7.2 Delineamento da Atividade Antitumoral in vivo

Foram utilizados o Sarcoma 180 e o Carcinoma de Ehrlich como modelos de
tumores experimentais, provenientes do Departamento de Antibidticos da Universidade
Federal de Pernambuco. Os tumores foram cedidos na forma asciticas e mantidos em
camundongos albinos swiss machos, e a cada sete dias era realizada a manutengéo dos

mesmaos. As células tumorais foram implantadas através de via subcutanea (s.c) na regido
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axilar direita dos camundongos na concentragdo de 2,5 x 108 células ml -1

desenvolvendo assim os tumores na sua forma sélida.

Apo6s 24 da implantagdo dos tumores foi iniciado o tratamento dos animais que
teve duracéo de sete dias seguidos. Foram utilizados 40 animais para cada tipo de tumor,
cada grupo experimental foi composto por 8 animais. Os animais receberam solucdes
contendo as Ftalimidas Glicoconjugadas na concentracdo de 20mg/Kg/dia de peso do
animal através de injecGes intraperitoneais. As Ftalimidas foram preparadas em solugéo
de Carboximetilcelulose 1% (CMC 1%) com agua deionizada. Os animais do controle
negativo receberam apenas a solucdo de CMC 1% e o controle positivo recebeu o

quimioterapico 5-Fluorouracil (Sigma Aldrech) em condigdes iguais.

Um dia apo6s o fim do tratamento, os animais foram anestesiados com urethame
(1,259/kg) e coletadas amostras de sangue por puncdo cardiaca para as analises
hematologicas do hematdcrito, leucograma e numero total de hemécias.
Consecutivamente os animais foram sacrificados com overdose do anestésico. Foi
realizada a retirada os tumores, dissecados e pesados e posteriormente emcaminhados
para a analise histopatologica. A inibicdo tumoral foi determinada a partir do peso médio
dos grupos de animais tratados em relacdo ao grupo controle ndo tratado. A avaliacdo da
inibicdo tumoral (TWI1%) foi realizada através do calculo: TWI= C-T/Cx100, onde C: é
a medida do peso dos tumores do grupo controle negativo e T: € a média dos pesos dos
tumores dos animais tratados. Foram desconsiderados tumores com pesos igual ou menor

do 0,39g denominados “no-takes”.

2.7.3 Andlise Histopatoldgica

Os tumores foram mantidos em solucdo tamponada de formalina a 10%.
Posteriormente foram realizadas as inclusdes em parafina e os cortes (4 um) da amostra,
fixados em Hematoxilina e corados em Eosina (HE) e analisados em microscopio optico

(Olympus BH-2, Japan).

2.7.4 Atividade Anti-inflamatdria

A peritonite foi induzida a partir de uma injecédo intraperitoneal de carragenina
nos animais, 1 hora ap0s o tratamento com a carragenina, 0s animais do grupo controle
receberam &cido acetilsalicilico e os testes receberam respectivamente as ftalimidas 1A,

1B e 1C. Apo6s 4 horas os animais foram sacrificados para coleta do liquido peritoneal.
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Para preservacao dos leucocitos contidos no liquido peritoneal, foi injetada uma solucao
de salina 0, 9% contendo EDTA (1mM) nos animais sacrificados. Para contagem das
células foi utilizado um contador de célula automatico (ABX MICROS 60).

2.7.5 Anélise Estatistica

Os valores foram expressos como media + desvio padrdo, com um intervalo de
confianca de 95% e as diferencas estatisticas entre os grupos foram acessadas através da
andlise de variancia one-way ANOVA seguido de testes de Turkey. P<0,05 analises
significantes. As analises foram realizadas no software Prisma (GraphPad Sotware, Inc.,
San Diego, CA, versao 5.01).

3. Resultados

3.1 Caracterizacao dos compostos

Os compostos foram preparados e a estrutura foi identificada por anélise
espectroscopica *H e 13C RMN e comparada com dados da literatura, de acordo com Assis
etal, 2012; Barbosa; Oliveira (2011). A pureza dos compostos foi atestada em um HPLC-
DAD Shimadzu Prominince Model. O esquema geral de sintese esta ilustrado na Figura
1.

O composto N-[2-(azidoetil]ftalimida (1A) apresentou rendimento de 75%, estado solido
e Ponto de Fusédo (Mp) de 60-61 C°.

O composto N-[3-(azidopropil]ftalimida (1B) teve rendimento de 76%, estado sélido e
Ponto de Fusédo (Mp) de 40C°.

O composto N-[4-(azido)butil]ftalimida (1C) apresentou rendimento de 70%, estado
solido e Ponto de Fusdo (Mp) de 45-48 C°.

3.2 Avaliacéo da Citotoxicidade

A citotoxidade dos compostos 1A, 1B e 1C estdo apresentadas na Figuras 2 e 3
com seus percentuais de inibicdo. Foram testadas nas concentragdes de 25 e 50 pg/mL
em culturas de células NCIH 292 (carcinoma pulmonar), HL60 (leucemia promielocitica)
e MCF-7(cancer de mama), em placas de cultura com 96 pocos, a 37° C, por 72 h
utilizando o método colorimétrico de MTT (3- [4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-

difeniltetrazélio) de acordo com o protocolo do National Cancer Institute (NCI).
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Os resultados mostraram que o composto 1A foi capaz de inibir o crescimento da
linhagem NCIH 292 em 22,2% e 28% para a linhagem MCF-7 na dose de 25 ug/mL. Na
dose de 50 pg/mL o composto 1A inibiu o crescimento das respectivas linhagens em 27%
e 29,4%. Ja o composto 1B inibiu na dose de 25 pg/mL as linhagens NCIH 292 e MCF-
7, respectivamente em 22,6% e 24,2% e na dose de 50 pg/mL a inibigdo foi de 28,3% e
27,4% para as duas linhagens. O composto 1C promoveu uma inibicgéo de 23,9% e 26,5%
para essas respectivas linhagens também na dose de 25 pg/mL ¢ de 32,1% e 28,8% na
dose de 50 pg/mL para NCIH 292 e MCF-7, respectivamente.

Nenhum dos compostos testados apresentou percentual de inibicdo para a
linhagem celular HL 60. O composto Doxorrubicina, farmaco amplamente utilizado na
quimioterapia contra o cancer, foi utilizado como controle positivo e apresentou inibicéo
de 100% para as linhagens NCIH 292 e HL 60 e 86,3% para MCF-7 para a dose de 25
pg/mL. Na dose de So pg/mL a inibi¢ao foi de 86,1%, 93,7% e 67,7% para as respectivas

linhagens.

3.3 Toxicidade aguda

Nenhuma das doses testadas (50-1000 mg/Kg) apresentou toxicidade nos animais,
ndo havendo morte dos mesmos, como demonstrado na Tabela 1, e auséncia
identificacOes de alteracbes comportamentais como mudangas no comportamento motor,

marcha, respiracdo, contorcdes ou piloerecdo.

3.4 Atividade Antitumoral in vivo

Os animais tratados com os glicoconjugados de ftalimidas (1A, 1B e 1C) na
concentracdo de 20,0 mg/kg/dia foram monitorados e avaliados sinais fisicos e
comportamentais, decorridos os tempo 30, 60, 90 e 120 minutos. Durante a observacgédo
dos animais, ndo foram observadas reacfes incomuns, como: respiracdo ofegante,
tremores ou piloerecdo. Assim como 0s grupos tratados com glicoconjugados, 0s
controles negativos (CMC %) e positivo (5-FU) apresentaram comportamento normal.

3.4.2 Avaliagdo do peso medio dos animais com os tumores ap6s 7 dias de tratamento

Foram mensurados o peso de todos os animais da experimentacdo apés sete dias
de tratamento, visando observar possiveis alteracdes nesse parametro, como demosntrado

nas Fig 4 e Fig 5. Os animais ndo apresentaram mudancas significativas do peso corporal
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de um mesmo grupo. As pequenas diferencas de massa corporal de animais submetidos
atratamento diferentes foram em virtude da forma como os mesmos foram organizados
nos grupos, onde os camundongos de pesos similares foram introduzidos no mesmo
grupo, o que nao reflete erros, visto que a dose utilizada no
tratamento foi de acordo com o peso dos camundongos e por tanto o tratamento foi

dose/peso dependente.

3.4.3 Média dos pesos dos tumores e inibicdo tumoral frente ao Carcinoma de

Ehrlich e ao Sarcoma 180

Ap0s os sete dias de tratamento foi avaliado o peso dos tumores (Fig6 e Fig7) e a
inibicdo tumoral (Fig 8) nos animais implantados com Carcinoma de Ehrlich e com
Sarcoma 180 comparando os diferentes grupos: controle positivo (5-FU) e controle
negarivo (CMC 1%) e os tratados com os glicoconjugados de ftalimidas (1A, 1B e 1C).
Foi observado no grupo tratado com o 5-Fluoruracil a menor média do peso tumoral,
seguido pelos animais tratados com os compostos 1A, 1B e 1C, observando valores

proximos entre esses grupos.

A média da massa tumoral dos animais que receberam apenas o veiculo de
administracdo CMC 1% (controle negativo) foi em gramas de 2,1 + 0,1 para o Carcinoma
de Ehrlich e de 1,6 + 0,18 para o Sarcoma 180. J& os animais tratados com o0s
glicocojugados de ftalimidas 1A, 1B e 1C apresentaram uma massa tumoral em gramas
de 0,78 £ 0,17, 0,79 £ 0,15 e 0,79 £ 0,08 para o Carcinoma de Ehrlich, respectivamente,
e 0,47 £ 0,03, 0,61 + 0,04 e 0,57 + 0,04 frente ao Sarcoma 180, respectivamente. Ja 0s
grupos tratados com o 5-Fluoruracil apresentaram média da massa tumoral de 0,5 + 0,16
pra o tumor de Ehrlich e 0,4 £ 0,04 pra o Sarcoma 180. Através desses resultados pode
se observar que os compostos glicoconjugados de ftalimidas apresentaram boa

capacidade inibicdo da massa tumoral.

3.4.4 Avaliagdo da Inibicdo tumoral de camundongos swiss implantados com
tumores experimentais Carcinoma de Ehrlich e Sarcoma 180 tratados com o0s

glicoconjugados de ftalimidas 1A, 1B e 1C.

.....

inibicdo do Carcinoma de Ehrlich e 76,8% frente ao Sarcoma 180. Ja o composto 1A
promoveu uma inibicdo de 63,8% e 70,6% frente aos respectivos tumores. O composto
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1B foi capaz de inibir em 62,8 % e 62% respectivamente, enquanto o composto 1C inibiu
em 62% e 64,3% o Carcinoma de Ehrlich e o Sarcoma 180 (Fig 8).

Os glicoconjugados de ftalimidas 1A, 1B e 1C demonstraram boa atividade
antitumoral de acordo com os protocolos do National Cancer Institute (NCI), que
preconiza como satisfatorio os resultados de inibicao tumoral superiores a 60%, o que foi
observado entre os compostos testados, sendo o composto 1A o que apresentou melhor
atividade antitumoral frente aos dois tipos de tumores.

3.4.5 Avaliacao do peso médio de Rins, Figado e Baco e determinacéo de parametros

Hematoldgicos

Foram mensurados os pesos de rim, figado e baco dos animais tratados e dos
grupos controles, como demonstrado na Tabela 2 para o carcinoma de Ehrlich e na Tabela
3 para o sarcoma 180. N&o foram observadas diferencas significativas (p<0,05) desses
orgaos em comparagdo com 0s grupos controle negativo e controle positivo. N&o foram

encontradas alteragcdes hematoldgicas em nenhum dos grupos analisados.
3.4.6 Atividade Anti-inflamatoria

O ensaio antiinflamatdrio por peritonite analisa a migragéo leucocitaria, por meio
da contagem dos leucdcitos que estdo no exsudado presente na cavidade abdominal dos
animais testados, apds os mesmos serem submetidos a uma dose de carraginina. A
administracdo de carraginina aumentou a migracdo leucocitaria na cavidade peritoneal do
grupo tratado com CMC 1% (11,4 +0,6) . Os compostos 1A, 1B e 1C mostraram-se
capazes de reduzir o nimero de leucdécitos do liquido peritoneal formado na cavidade dos
animais em (4,7 £ 0,9; 54 + 0,5; 5,4 £+ 0,8 leucocitos x 103/mm3, respectivamente). O
Acido Acetilsalicilico utilizado como controle positivo também apresentou um elevado
percentual de inibicdo do nimero de leucdcitos do exsudado peritoneal (4,1 = 0,5

leucdcitos x 103/mm3) (Fig. 9).

3.4.7 Avaliacéo Histopatoldgica:

3.4.7.1 Andlise histolégica do Sarcoma 180

De forma geral em todos os grupos foram encontradas células poligonais, exibindo

pleomorfismo celular (atipia celular), com caracteristicas de invasdo denotada pela
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presenca de anisocariose (acentuada diferenca entre os tamanhos dos ndcleos). A
neoplasia apresentou consideravel indice mitético, com invasdo muscular e presenca de

areas de necrose de coagulacdo e em alguns achados observa-se hemorragia. Figura XX
3.4.7.2 Anélise histologica do Carcinoma de Ehrlich

As células tumorais apresentaram-se pleomorficas, atipicas e arredondadas.
Observou também, infiltrado inflamatorio pelo parénquima tumoral e presenca de células
em apoptose, com reducdo no tamanho (picnose), cromatina condensada e algumas com

um halo branco em volta (anoiquia) (Fig. 10; 11;12;13).

4. Discussao

a. Citotoxicidade

De acordo com a metodologia utilizada, sdo consideradas antiproliferativas as
substancias que apresentam valores de inibigdo acima de > 75%, esse cut-off credencia a
substancia a ser incluida no scriening de compostos com atividade antitumoral segundo
0 o protocolo do National Cancer Institute (NCI). Segundo esse protocolo compostos
com acdo antirpoliferativa entre 20 e 50% apresentam pouca atividade antitumoral in
vitro, o que foi observado nos compostos testados, ndo apresentando por tanto

citotoxicidade nessa metodologia in vitro.

Porém, muitos compostos ftalimidicos séo relatados na literatura com atividade
antitumoral [10; 19-21]. Os dados da literatura levam a hipdtese de que esse
glicoconjugados de ftalimidas possuem atividade antitumoral, o que foi demonstrado nos
ensaios in vivo, relacionada a mecanismos que ndo podem ser avaliados em ensaios in
vitro, como inibig&o da angiogénese, um mecanismo de fundamental importancia para o
crescimento tumoral, sobre 0 microambiente do tumoral, ou ainda sobre o0 a transicdo
epitélio-mesénquimal (EMT-epithelial-mesenchymal) processo em que as células
epiteliais sofrem mudancas na sua polarizacdo e com isso passam por modificacdes
bioquimicas e morfoldgicas, ganhando com isso capacidades migratoria e invasiva, além

de resisténcia apoptose [22, 25].

4.2 Atividade Antitumoral In Vivo
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Os compostos testados (1A, 1B e 1C) apresentaram-se como potentes inibidores
do Carcinoma de Ehrlich e do Sarcoma 180, promovendo uma regressdo tumoral nos
animais. Esses resultados corroboram com outros trabalhos da literatura, que
demonstraram excelentes atividades antitumoral de ftalimidas com seus respectivos
derivados [21; 24-26], como o estudo utilizando membrana coroalantoide (CAM —
corioalantoic membrane assay) de Gallus gallus domesticus, observaram que derivados
de ftalimidas com benzotiazol foram capazes de bloquear a angiogénese nos embrides,
assim como o composto utilizado como controle positivo a Talidomida, uma ftalimida
que tem sido amplamente utilizada no tratamento do Mieloma Multiplo [19]. O bloqueio
da angiogénese tem sido um dos principais alvos de estudos que buscam desenvolver
novas moléculas antineoplasicas e 0s compostos testados, por apresentarem a ftalimida
como um dos seus grupos farmacoforicos, pode estar atuando inibindo esse processo de
nova vascularizacdo. Esses compostos ftalimidicos podem ter suprimido fatores
angiogénicos gque sdo comuns a muitos canceres, como o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e o fator de crescimento do fibroblasto basico (bFGF), fundamentais
para o desenvolvimento de novos vasos e consequentemente para a nutricdo do tumor
[27].

Além da atividade antitumoral, esses compostos (1A, 1B e 1C) demonstraram
excelente atividade anti-inflamatéria pelo modelo de peritonite, sendo isso um resultado
muito positivo também para um melhor efeito antitumoral, pois o processo inflamatoério
é um sinal fisioldgico desencadeador de angiogénese, principalmente pela liberacdo de
citoxinas [29]. Outros estudos também demonstraram a relag&o direta entre a inibicdo de
fatores inflamatérios, como o Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) € o desenvolvimento
do cancer [21]. Esse estudo também demonstrou que compostos derivados de ftalimidas
foram capaz de inibir o TNF-a, acdo que também pode ter sido promovida pelos
compostos aqui testados (1A, 1B e 1C) visto que esses compostos também sdo imidas
ciclicas [21].

A inibicdo da nova vascularizacdo tem sido alvo de diversos estudos, pois o
bloqueio da angiogénese tem se mostrado muito eficiente no tratamento do céncer,
principalmente por evitar resisténcia das células cancerigenas aos antineoplasicos e o
processo de metastase. Estudos utilizando compostos com anel triazélico e adicionaram
um grupamento metila na posicdo 3 na estrutura do triazol e observaram que essa

molécula foi capaz de inibir a enzima metionina-aminipeptidase, uma enzima muito
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importante para o desenvolvimento da angiogénese. O anel triazolico ligou os nitrogénios
1 e 2 na enzima metionina-aminipeptidase, causando sua inativacao [29]. Com isso esses
compostos triazdlicos se apresentam como um grupo farmacoférico no tratamento de
neoplasias, 0 que pode estar relacionado aos compostos (1A, 1B e 1C) que possuem 0

anel triazolico na sua estrutura quimica.
4.3 Atividade Anti-inflamatoéria

Os glicoconjugados de ftalimidas (1A, 1B e 1C) apresentaram excelente atividade
Anti-inflamatdria no modelo de peritonite 0 que corrobora com outros estudos que
demonstraram derivados ftalimidicos com potente acdo anti-inflamatoria [30-33].
Farmacos com atividade anti-inflamatdria ndo esteroides sdo os principais medicamentos
utilizados na terapéutica de processos inflamatérios e dor [34-35]. Porém, esses
compostos apresentam efeitos adversos, como transtornos gastrointestinais. Os anti-
inflamatdrios ndo esteroides (AINES) atuam nas enzimas Ciclooxiegenases (COX), que
estdo envolvidas diretamente na producdo de prostaglandinas, que levam a reagéo
inflamatéria [36-37].

As ciclooxigenases apresentam duas isoformas, a COX-1 e COX-2, sendo a COX-
1 encontrada em maior concentracdo nos rins e no estdmago enquanto a COX-2 esta
relacionada diretamente com a producgéo de prostaglandidas atrevés do metabolismo do
Acido Aracdonico. Os AINEs, como a Aspirina, Endometacina e o Acido Acetilsalicilico
atuam de forma ndo seletiva nas isoformas das Ciclo-oxigenases, e por isso ao atuarem
na COX-1 promovem as reacdes adversas no trato gastrointestinal e o efeito anti-
inflamatorio ao atuarem na COX-2. Além disso esses compostos ligam-se mais
fortemente a isoforma COX-1 do que a COX-2, potencializando as reacfes adversas [38-
39].

Com o intuito de prevenir essas reacdes indesejadas, a busca por novos compostos
com atividade Anti-inflamatoria visa a sintese de moléculas que possuam a capacidade
de inibicdo seletiva da COX-1 e COX-2. Nesse contexto, as imididas ciclicas, como por
exemplos, as ftalimidas, apresentam grande potencial terapéutico, como atividade

hipolipidémica, antitumoral e anti-inflamatoria com inibicéo das Ciclooxigenases [40].

Estudos com sufonamidas, um grupo de compostos ftalimidicos com atomos de
enxofre na molécula, e demonstram uma potente acdo antiflamatdria dessas imidas

ciclicas. Esse mesmo estudo, utilizando o Docking study, uma metodologia que permite
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estudar a modelagem molecular de compostos utilizando Software, que simulam baseado
em bancos de dados possiveis alvos do composto em estudo, avaliou que a acdo dessas
ftalimidas é seletiva, atuando na COX-2 e por tanto ndo sendo capaz de promover reagoes
adversas por ligacdo com a COX-1 [41].

Outro estudo, utilizando derivados ftalimidicos com anel bezil demonstrou que
esses compostos foram muito eficientes em inibir seletivamente a COX-2 em animais
submetidos a processo inflamatério por carraginina, além de promoverem uma agao
analgésica. Esse estudo também utilizou o Docking study, o que permitiu analisar as

interacdes que os derivados ftalimidicos estudados fazem com a enzima COX-2 [42].

A acgdo Anti-inflamatoria dos compostos 1A, 1B e 1C corroboram com outros
estudos que utilizaram derivados triazélicos para avaliacdo Anti-inflamatoria. Estudo
utilizando 1,2,3 Triazol associado com benzotiazol para avaliar o potencial desses
compostos frente ao processo inflamatorio em edema de pata induzido por carraginina
[43]. O estudo demonstrou que esses compostos foram capazes de reduzir a agdo das
Ciclooxigenases 1 e 2, inclusive alguns dos derivados 1,2,3 triazol foram mais eficientes
nessa inibicdo do o Ibuprofeno, anti-inflamatorio utilizado como controle positivo [43].
Outro estudo sintetizou e avaliou a acdo anti-inflamatéria de novos benzoxazolinones
ligados a 1,2,3-triazol e observaram que esses compostos foram muito eficientes na
inibicdo da COX-2 e do Fator de Necrose Tumoral- Alfa (TNF-a) [44]. Outra pesquisa,
também utilizando derivados triazolicos avaliaram a a¢@o da Interleucina 1p (IL-1B) e
constataram que esses triazois reduziram significativamente a atividade dessa
interleucina, que € de fundamental importancia no processo inflamatério, inclusive no

aumento da hipersensibilidade inflamatdria através da ativacdo da COX-2 [45].
4.4. Avaliacao Histopatoldgica

Os compostos glicoconjugados de ftalimidas (1A, 1B e 1C) promoveram
significativamente uma reducdo da massa tumoral nos animais tratados com esses
compostos. Esses resultados corroboram com outras pesquisas que utilizaram compostos
ftalimidicos analogos da Talidomida, contendo atomos de enxofre na sua molécula, que
foram utilizados no tratamento de camundongos com carcinoma de Ehrlich [46]. Esse
estudo, assim como os resultados aqui descritos, foram encontrados na analise histologica
dos tumores solidos areas de necrose, indicando a morte das células neoplasicas. Também

observamos areas de apoptose, o que tambem foi encontrado nesse estudo [46].
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Esse mesmo estudo realizou analise imunohistoquimica e observaram um
aumento significativo da proteina Faz-, uma proteina transmembranar pertencente a
familia do Fator de Necrose Tumoral, que quando se liga com o seu receptor induz o
processo de apoptose. Esse mecanismo das ftalimidas analogas da Talidomida que
promoveu o aumento do indice apoptotico nas células do carcionoma de Ehlich, ainda
pouco elucidado, pode ser também um mecanismo de acdo dos compostos fitalimidicos
1A, 1B e 1C levando a um aumento do indice apoptético também nas células do Sarcoma
180.

A criacdo de uma nova vascularizacao, processo conhecido como angiogénese, €
fundamental para a proliferacdo, invasdo e metastase tumoral, promovendo um pior
prognostico para o cancer. A inibicdo desse processo tdo fundamental para o crescimento
tumoral tem sido alvo de inUmeras terapias, principalmente na intensdo de evitar a
metastase tumoral por extravasamento das células neoplasicas. A pesquisa com analogos
da Talidomida também avaliou o efeito desses compostos sobre a via VEGF, a principal
no desenvolvimento da angiogénese e constataram por imunohistoquimica uma
diminuicdo dessa proteina. O VEGF é fundamental para o crescimento de tumores
solidos, sua supressdao leva a um menor aporte sanguineo para 0 tumor e
consequentemente menos oxigénio, o que leva a morte celular das células da massa
tumoral [46]. Devido a similaridade quimica desses analogos da Talidomida com os
compostos 1A, 1B e 1C, essas via de vascularizacdo tumoral também pode ter sido

bloqueada por esses glicoconjugados de ftalimidas.

Um estudo utilizando ftalimidas com benzotiazol avaliaram o efeito desses
compostos sobre a angiogénese, utilizando Membrana Coroalantoide, e observaram que
esses compostos ftalimidicos assim como a Talidomida possuem a capacidade de inibir a
nova rede vasos, mecanismo que também pode ter sido bloqueado pelos compostos 1A,
1B e 1C, que possuem o anel ftalimidico como grupo farmacoférico, e por tanto por
inibem a vascularizacdo podem ter promovido aas areas de necrose e apoptose

encontradas na histologia tanto do carcinoma de Ehrlich como no Sarcoma 180 [19; 47]
5. Concluséao

De acordo com a proposta inicial, foram sintetizados os gliconjugados de
ftalimidas (1A, 1B e 1C), que apresentaram bons rendimentos quimicos. Posteriormente

foram iniciadas as experimentacdes bioldgicas, com a finalidade de avaliar as atividades
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antitumoral e Anti-inflamatoria dos compostos ftalimidicos. A primeira analise foi a
citotoxicidade in vitro dos compostos frente a linhagens cancerigenas, observando uma

baixo percentual de citotoxicidade dos compostos contra as linhagens.

Na experimentacdo in vivo, utilizando os tumores solidos Sarcoma 180 e
carcinoma de Ehrlich os composto 1A, 1B e 1C apresentaram uma significativa reducéo
da massa tumoral, com percentual de inibicdo bem préximo ao composto utilizado como
controle negativo (5-FU). Essa reducdo observada in vivo que ndo foi contatada in vitro,
provevelmente se deve ao fato dos compostos testados estarem atuando em vias de
crescimento tumoral que ndo podem ser avaliadas em ensaios in vitro, como inibicao da
angiogénese, um mecanismo fundamental para o desenvolvimento de tumores. Na analise
histoldgicas foi possivel confirmar aspectos de reducdo tumoral promovido pelos
composto 1A, 1B e 1C, como apoptose e areas de necrose.

Os compostos glicoconjugados de ftalimidas também foram eficientes na reducéo
do processo inflamatério, no modelo de inflamag&o induzido por peritonite, o que torna
esses compostos como promissores farmacos para tratamentos futuros de neoplasias,
visto que 0s mesmo apresentaram excelente atividade antitumoral e também boa atividade
Anti-inflamatoria, principalmente pela redugdo do processo inflamatério que esta
diretamente ligado com a progressao do cancer, por liberar moléculas inflamatdrias como
a COX-2 que promove a progressao das neoplasias por estimular fatores de crescimento
tumoral como o Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) além de elevar a

expressdo de proteinas antiapoptoticas como a Bcl-2.

Por tanto, os glicoconjugados de ftalimidas (1A, 1B e 1C) despontam como
moléculas promissoras para o tratamento de neoplasias, principalmente por também
atuarem inibindo o processo inflamatério, tdo fundamental para o crescimento tumoral.
Além disso esses compostos despertam muito interesse devido a grande complexidade de
suas moléculas, pois possuem trés grupos farmacoféricos em sua estrutura: as ftalimidas,
os triazdis e o alcino-carboidrato e cada um desses compostos possuem agdes em diversos
processos bioldgicos, que inclusive podem potencializar o efeito biol6gico tanto desses

grupos farmacoféricos, quanto de outros compostos.
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Sintese doé compostos 1A-C

Figura 1: Estrutura quimica dos glicoconjugados de ftalimidas (1A, 1B e 1C).
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Figura 2: Citotoxicidade celular dos glicoconjugados de ftalimida (1A, 1B e 1C) frente
as linhagens de células cancerigenas NCIH 292, HL-60 e MCF-7 na concentracdo
25ug/mL. Os dados representam a média + o desvio padrdo. As diferencas estatisticas do
controle foram determinadas por one-way ANOVA seguido de teste de Tukey, *P<0,05
para 0s grupos em comparagdo com a Doxorrubicina.
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Figura 3: Citotoxicidade celular dos glicoconjugados de ftalimida (1A, 1B e 1C) frente
as linhagens de células cancerigenas NCIH 292, HL-60 e MCF-7 na concentragdo
50ug/mL. Os dados representam a média x o desvio padrdo. As diferencas estatisticas do
controle foram determinadas por one-way ANOVA seguido de teste de Tukey, *P<0,05

para 0s grupos em comparagdo com a Doxorrubicina.

Tabela 1: Determinacéo da DLso dos compostos (1A, 1B e 1C).

Dose (mg/Kg) Numero  de
Mortes
50 (mg/Kg) (1A, 1B e 1C). 0/5
100 (mg/Kg) (1A, 1B e 1C). 0/5
200 (mg/Kg) (1A, 1B e 1C). 0/5
300 (mg/Kg) (1A, 1B e 1C). 0/5
400 (mg/Kg) (1A, 1B e 1C). 0/5
500 (mg/Kg) (1A, 1B e 1C). 0/5
1000 (mg/Kg) (1A, 1B e 1C). 0/5
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Figura 4. Meédia do Peso dos animais com carcinoma de Ehrlich, antes e apds 7 dias de
tratamento. Os dados representam a média + o desvio padrdo. As diferencas estatisticas
do controle foram determinadas por one-way ANOVA seguido de teste de Tukey, ndo
foram encontradas diferencas estatisticas significativas entre os grupos.
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Figura 5: Média do Peso dos animais com Sarcoma 180 antes e ap0s 7 dias de tratamento.
Os dados representam a media £ o desvio padrdo. As diferencas estatisticas do controle
foram determinadas por one-way ANOVA seguido de teste de Tukey, ndo foram
encontradas diferencas estatisticas significativas entre 0s grupos.
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Figura 6: Peso dos tumores (carcinoma de Ehrlich) dos grupos tratados com 0s compostos
1A, 1B e 1C (20mg/Kg). Os dados representam a média + o desvio padrdo. As diferengas
estatisticas do controle foram determinadas por one-way ANOVA seguido de teste de
Tukey, *P<0,05 para 0s grupos em comparacdo com CMC 1%.
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Figura 7: Peso dos tumores (Sarcoma 180) dos grupos tratados com os compostos 1A, 1B
e 1C (20mg/Kg). Os dados representam a média £ o desvio padrdo. As diferencas
estatisticas do controle foram determinadas por one-way ANOVA seguido de teste de
Tukey, *P<0,05 para 0s grupos em comparac¢ao com CMC 1%.
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Figura 8: Avaliacdo da inibicdo tumoral do Carcinoma de Ehrlich e do Sarcoma 180 a
partir do tratamento com 5-FU e os glicoconjugados de ftalimida (1A, 1B e 1C). O
controle (CMC 1%) esta normatizado para 100%. Os dados representam a média £ o
desvio padrdo. As diferengas estatisticas do controle foram determinadas por one-way
ANOVA seguido de teste de Tukey, *P<0,05 para 0s grupos em comparagéo 5-FU.
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Tabela 2: Peso dos 6rgdos dos camundongos submetidos ao carcinoma de Ehrlich tratados
com os compostos 1A, 1B e 1C, 5-FU e o controle negativo CMC1%. Os dados
representam a média e desvio padrdo. As diferencas estatisticas do controle foram
determinadas por one-way ANOVA seguido de teste de Tukey, *P<0,05 para 0s grupos

em comparagdo com o grupo controle CMC 1%.

Peso dos Orgaos Grupos

CMC1% | 1A 1B 1C 5-FU
Figado 2,42+0,7 2,18+0,32  2,2+0,36 2,16+0,35 2,37+0,44
Baco 0,30+0,2 0,28+0,3 0,26+0,4  0,2840,6 0,22+0,9
Rins 0,56+0,07  0,54+0,02  0,51+0,05  0,50+0,03 0,55+0,08

Tabela 3: Peso dos 6érgdos dos camundongos submetidos ao Sarcoma 180 tratados com
0s compostos 1A, 1B e 1C, 5-FU e o controle negativo CMC1%. Os dados representam
a média e desvio padrdo. As diferencas estatisticas do controle foram determinadas por
one-way ANOVA seguido de teste de Tukey, *P<0,05 para 0s grupos em comparagéo

com o grupo controle CMC 1%.

Peso dos Orgaos Grupos

CMC 1% 1A 1B 1C 5-FU
Figado 2,13+0,5 2,06+0,38 2,1+0,33 2,1240,27 2,19+0,34
Baco 0,34+0,15 0,26+0,07  0,23+0,05 0,28+0,09 0,25+ 0,04

Rins 0,51+0,04 0,53+0,02  0,54+0,03

0,53+0,04 0,51+0,06
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Figura 9: Avaliacdo da atividade Anti-inflamatoria dos composto 1A, 1B e 1C sobre a
migracdo leucocitaria induzida pela peritonite aguda tendo como agente flogistico a
carragenina. As diferencas estatisticas do controle foram determinadas por one-way
ANOVA seguido de teste de Tukey, *P<0,05 para 0s grupos em comparacdo com CMC
1%.

Figura 10: Fotomicrografia de camundongos com Carcinoma de Ehrlich tratados com
CMC 1% e 5-FU. A) Células pleomorficas; Presenca de necrose coagulativa. B) Célula
exibindo atipia celulae; Infiltracdo de tecido adiposo. HE 400x.
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Figura 11: Fotomicrografia de camundongos com Carcinoma de Ehrlich tratados com 1A,
1B e 1C. A) Células com nucleo pgnotico com caracteristicas de apoptose. B) Células
leucocitérias; Infiltragdo de tecido adiposo; Vaso sanguineo em provavel retracdo. C)
Vaso sanguineo; Células pleomorficas; Pouca infiltragdo leucocitaria. HE 400x.
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Figura 12: Fotomicrografia de camundongos com Sarcomal80 tratados com CMC 1%
e 5-FU. A) Vasos sanguineos proeminentes; Intenso infiltrado leucocitario. B) Atipia
celular; Infiltracdo de tecido adiposo. HE 400x.
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Figura 13: Figura 10: Fotomicrografia de camundongos com Sarcoma 180 tratados com
1A, 1B e 1C. A) Presenca de leucdcitos; Vasos Sanguineos; Células pleomorficas. B)
Células em picnose em provavel processo de apoptose. C) Presenca de anisocariose
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(acentuada diferenca entre os tamanhos dos nucleos); Infiltracdo de tecido muscular. HE
400.



