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EPIGRAFE

“Nao é o mais forte que sobrevive,
nem o mais inteligente, mas o que
melhor se adapta as mudancas”

Charles Darwin



RESUMO

O cancer ¢ responsavel por mais de 8,2 milhdes de mortes em todo mundo, tornando-se um
grave problema de saude puablica mundial. Embora seja vasta a lista de farmacos utilizados na
quimioterapia, os efeitos colaterais e a baixa eficicia decorrente da resisténcia por células
tumorais, restringem o uso dos quimioterdpicos existentes. Além disso, compostos quirais
podem ser toxicos por parte de um de seus enantibmeros. Alternativamente, compostos
aromaticos heterociclicos, tais como furanos e tiofenos, vém sido descritos como interessantes
substancias com atividades antimicrobiana, antifungica e antitumoral, deste modo, ¢ relevante
a prospeccdo de novos compostos a fim de melhorar as estratégias farmacoldgicas atuais.
Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo investigar a atividade antitumoral de
dezoito compostos contendo a funcdo furano ou tiofeno em suas estruturas. Para isso, foi
avaliada a citotoxicidade dos compostos em células tumorais (NCI-H292, HT-29, MCF-7,
Hep-2, MOLT-4, HL-60 e K562) e em células saudaveis (PBMC) através do método do MTT.
Hemécias humanas foram utilizadas para avaliar a atividade hemolisante. Ainda, foram
avaliadas morfologia, potencial apopt6tico e potencial de membrana mitocondrial em células
HL-60 para verificacdo da via de morte celular e teste de toxicidade aguda em camundongos.
Do total de compostos testados, dois derivados de furano (3e e 3g) mostraram citotoxicidade
para quatro ou mais linhagens cancerigenas, sendo, a substancia 3g citotoxica para todas as
linhagens celulares, em mistura racémica (rac-3g) ou em resolucdo enantiomérica r (r-3g),
com valores de Clsp variando entre 4,09 uM/mL (HL-60) e 27,67 uM/mL (NCI-H292). Os
valores de Clso em diferentes tempos de tratamento (24, 48 e 72 h) demonstram a ac¢éo tempo-
dependente da substancia 3g tanto em células tumorais (HL-60 e K-562) quanto em células
saudaveis PBMC. Em ambas as conformacfes, 3g apresentou Clsp em PBMC superior ao
farmaco padrdo doxorrubicina, dessa forma, mostrou ser menos citotdxica para esse tipo
celular. O composto 3g também ndo causou danos a membrana de hemacias, apresentando
CEsp superior a 2047 uM/mL. Os resultados obtidos por citometria de fluxo indicam que rac-
3g induz necrose celular a depender da concentracao, no entanto, indicios de apoptose foram
observados na analise morfolégica em HL-60. O ensaio de toxicidade em camundongos
mostrou toxicidade aos 6rgdos figado e rins, que provavelmente pode ter sido causado pelo
metabolismo do furano. Tendo em vista 0s dados observados foi possivel concluir que rac-3g
€ uma promissora substancia antiproliferativa com agdo tempo e dose-dependente, podendo
agir por via necrotica ou apoptoética, sendo, ainda toxica na dose de 50 mg/kg para figado e
rins de camundongos. Porém, ainda sdo necessarios ensaios de maior poder discriminativo
para confirmacdo da via de morte celular induzida por rac-3g. Também € interessante que
seja realizada intervencdo quimica de forma que o centro furano seja protegido da acgdo
enzimatica, assim, espera-se que aja diminuicdo de seus efeitos colaterais.

Palavras-chaves: Compostos heterociclicos. Citotoxicidade. Substancia Racémica.
Toxicidade e Morte Celular.



ABSTRACT

Cancer is responsible for more than 8.2 million deaths worldwide, making it a serious public
health problem worldwide. Despite the list of drugs used in chemotherapy is vast, have been
observed side effects and low efficacy due to tumor cell resistance restrict the use of existing
chemotherapeutic agents. In addition, compounds chiral may be toxic to one of their
enantiomers. In contrast, heterocyclic aromatic compounds, such as furans and thiophenes
have been described as interesting molecules with antimicrobial, antifungal and antitumor
activities. In this regard, it is relevant the prospection of new compounds in order to improve
the actual pharmacological strategies. This work aimed to investigate the antitumor activity of
eighteen compounds containing the furan and thiophene function in their structures. Thus, the
cytotoxicity activity of the molecules was tested in tumor cells (NCI-H292, HT-29, MCF-7,
Hep-2, MOLT-4, HL-60 and K562) and healthy cells (PBMC) MTT. Human blood cells were
used to evaluate the hemolytic activity. On the other hand, morphology, apoptotic potential
and mitochondrial membrane potential of HL-60 cells were assessed for cell death pathway
and the acute toxicity assay in mice. From the total compounds evaluated, two furan
derivatives (3e and 3g) showed a cytotoxic effect in four or more carcinogenic strains. The
substance named 3g was cytotoxic in all cell lines, in a racemic mixture (rac-3g) or in
enantiomeric resolution r (r-3g), with ICso values ranging from 4.09 uM/mL (HL-60) to 27.67
uM/mL (NCI-H292). The 1Cso values at different treatment times (24, 48 and 72 h)
demonstrated the time-dependent action of 3g on both tumor cells (HL-60 and K-562) and on
healthy PBMC cells. In both conformations 3g presented 1Csq, in PBMC, superior to the
standard drug doxorubicin, inn this way, it was shown to be less cytotoxic for this cellular
type. It also did not damage the erythrocyte membrane, presenting ECso greater than 2047
UM/mL. The results obtained from flow cytometry indicated that rac-3g induced cell necrosis
depending on concentration. However, evidence of apoptosis was observed in the
morphological analysis of HL-60. Furthermore, the toxicity test in mice showed toxicity to the
liver and kidneys, which suggests the influence of furan on metabolism. Thus, it was possible
to conclude that rac-3g is a promising antiproliferative substance with time and dose-
dependent action, being able to act either necrotically or apoptotically. Also, it was detected
its toxic effect at doses between 5 and 50 mg/kg for liver and kidneys of mice. However,
further discriminatory power assays for confirmation of the rac-3g induced on cell death
pathway are still required. In addition, future studies related to the chemical intervention of
furan center preserving its enzymatic action center would be interesting as alternative to
decrease its side effects.

Keywords: Heterocyclic Compounds. Cytotoxicity. Racemic Substance. Toxicity and Cell
Death.
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1 INTRODUCAO

O céncer é um termo genérico usado para descrever mais de 100 enfermidades, cujas
principais caracteristicas sdo crescimento desordenado de células e seu potencial invasivo e
metastatico, sendo apontado como a segunda maior causa de morte no mundo. Com base nas
estimativas realizadas pelo projeto GLOBOCAN da IARC (International Agency for
Research on Cancer), 14,1 milhdes de novos casos e 8,2 milhdes de casos de morte por
cancer ocorreram em 2012 no mundo, ademais, 65% desses casos ocorreram nos paises em
desenvolvimento (STEWART; WILD, 2014).

Embora seja vasta a lista de quimioterdpicos utilizados no tratamento do céncer,
muitos deles apresentam graus variados de toxicidade, seja por atuarem em mecanismos
basicos comuns a células saudaveis, e/ou por apresentarem distribuicdo ndo especifica no
organismo (FERNANDES et al., 2016). Em pacientes submetidos a quimioterapia, sdo
frequentes os efeitos colaterais como, por exemplo: mielodepresséo, alopecia e alteragdes
gastrintestinais (nauseas, vomitos e diarreia) 0 que muitas vezes comprometem o tratamento
(INCA, 2016). Isto posto, ainda é necessario que novas pesquisas sejam realizadas com
proposito de somar novas estratégias terapéuticas com maior efeito antitumoral e menos
danos aos pacientes.

Uma interessante alternativa quimioterapica é a utilizacdo de compostos heterociclicos
aromaticos como ponto de partida para sintese de novas moléculas bioativas, uma vez que ja
foram descritos derivados com alta atividade bioldgica, por exemplo: atividade antibacteriana,
fungicida, anticAncer e antimalarica dos derivados furanilicos (AJIBOYE et al., 2016;
ALNABULSI et al., 2016; LOGOGLU et al., 2010), atividade fungicida in vitro e in vivo de
derivados de furanos e tiofenos (WANG et al., 2015), atividade anti-Trypanossoma cruzi de
derivados de tiofenos (SILVA-JUNIOR et al., 2016) e aumento da atividade antiproliferativa
de derivado de triazol quando acrescido de nucleo furano ou tiofeno (ZHANG et al., 2015).

Membros da classe dos compostos heterociclicos aromaticos, os furanos sdo
constituidos por quatro atomos de carbono e um oxigénio, engquanto os tiofenos apresentam
um enxofre na posicdo do oxigénio. Os furanos podem ser formados a partir do
processamento térmico de alguns componentes alimentares tais como carboidratos, alguns
aminoacidos e acido ascorbico (SEOK et al., 2015), ocorrerem naturalmente como base
estrutural de produtos naturais e farmacéuticos (CAO et al., 2013), ou ainda, podem ser
encontrados em materiais sintéticos como corantes, cosméticos, compostos aromatizantes e

fragréncias (SAYAHI et al., 2015). J& os tiofenos podem ser naturalmente encontrados em
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combustiveis fdsseis, derivados de petrdleo ou como metabdlitos secundérios de plantas
pertencentes a familia Asteraceae (IBRAHIM et al., 2016).

Neste estudo, 18 compostos contendo nucleo furano ou tiofeno foram avaliados quanto
a sua atividade antiproliferativa em linhagens de células tumorais humanas. O composto mais
ativo (derivado furanilico 3g) foi escolhido para estudos adicionais sobre morte celular e
possiveis efeitos toxicos em animais, de modo a contribuir para o desenvolvimento de uma

nova alternativa terapéutica no combate ao cancer.



16

2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Investigar a atividade antitumoral de dezoito compostos derivados de furano e tiofeno, a

toxicidade e modos de a¢do do composto mais ativo.

2.2 ESPECIFICOS

e Determinar a citotoxicidade dos dezoito compostos em linhagens de células tumorais
humanas;

e Avaliar a citotoxicidade dos enantidmeros furanilicos 3g em células tumorais humanas
e em células humanas saudaveis (PBMC e hemacias);

¢ Analisar morfologia celular de HL-60 ap6s tratamento com o composto 3g;

e Auvaliar o mecanismo de morte celular induzido pelo composto 3g;

e Auvaliar potencial da membrana mitocondrial em células HL-60 apds tratamento com o
composto 3g;

e Determinar a toxicidade aguda do composto 3g em camundongos albinos swiss.



17

3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 CANCER

O cancer abrange mais de 100 tipos de patologias diferentes que sdo agrupadas por
apresentarem divisdo celular desordenada e invasdo a oOrgdos e tecidos (INCA, 2015).
Hanahan e Weinberg (2011) descreveram dez atributos os quais definem toda a diversidade
patoldgica do cancer, a saber: autossuficiéncia em sinais proliferativos, evasdo de supressores
de crescimento, capacidade de invasdo tecidual e metastase, instabilidade genémica e
mutacéo, potencial replicativo ilimitado, indugdo de angiogénese e evasao da apoptose.

O cancer é consequéncia de multiplas mutacdes celulares, as quais provocam
disfuncdo dos reguladores do crescimento, seja por inativacao de genes supressores de tumor
ou intensificacdo de proto-oncogenes (ERDEM et al., 2014). As mutacdes celulares que déo
origem a uma massa tumoral, processo conhecido como carcinogénese, podem ser iniciadas
por diversos fatores endégenos ou exdgenos ao organismo, tais como, mutacfes hereditarias,

fatores epigenéticos e fatores quimicos, fisicos e biologicos.

3.1.1 Epidemiologia

Segundo, International Agency for Research on Cancer (IARC), a agéncia
especializada em céancer da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o cancer é uma
enfermidade cuja ocorréncia vem crescendo em ritmo alarmante, sendo extremamente
necessarias novas estratégias de prevencdo e contencdo do cancer. Como consequéncia do
crescimento da populacdo idosa nos paises desenvolvidos, ha um aumento desproporcional do
nimero de casos de canceres, enquanto que em paises em desenvolvimento o cancer causa
mais vitimas fatais, devido a falta de detecgdo precoce e acesso ao tratamento (IARC, 2014).

De acordo com o ultimo relatério realizado pelo projeto GLOBOCAN, houve 14,1
milhGes de novos casos e 8,2 milhdes de mortes por cancer em todo mundo, em 2012, sendo
os trés tipos mais frequentes, os canceres de pulmdo, mama e colorretal. Entretanto,
analisando separadamente por sexo, as enfermidades que mais acometem homens sdo 0s
canceres de pulméo, prostata e colorretal e em mulheres mama, colorretal e pulméo,

respectivamente, sdo os tipos de cancer mais incidentes no mundo (Figura 1).
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Figura 1: Estimativas dos tipos cancer de maior incidéncia no mundo em ambos 0s sexos, em

homens e em mulheres, em 2012.
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Fonte: STEWART; WILD, 2014.

Os tipos de cancer que mais causam morte em homens no mundo sdo pulmao, figado e
estbmago, com 23,6%, 11,2% e 10,1% das mortes registradas por cancer, respectivamente.
Por outro lado, os canceres de mama e pulmdo sdo responsaveis por 14,7% e 13,8% das
mortes por cancer em mulheres (STEWART; WILD, 2014).

No cenario brasileiro, o Instituto Nacional de Céancer Jose Alencar Gomes da Silva
(INCA) é o orgéo vinculado ao Ministério da Saude responsavel por agdes de prevencédo e
controle do cancer no pais. Em Ultima edicdo o INCA estima para o biénio 2016-2017 a
ocorréncia de aproximadamente 600 mil novos casos de cancer no territério nacional. Onde os
tipos mais frequentes serdo prostata, trato respiratorio inferior e colorretal em homens, e em

mulheres mama, colorretal e colo do utero (Figura 2) (INCA,2016).
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Figura 2: Dez tipos de cancer mais frequentes, por sexo, estimados para 2016 no Brasil, excerto
cancer de pele ndo-melanoma.
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Fonte: INCA, 2015.

3.1.2 Carcinogénese

A carcinogénese ou oncogénese sdo termos que designam 0 processo de
desenvolvimento de uma neoplasia, desde as alteracbes no genoma até a formacdo do tumor
maligno. Este processo € consequéncia de progressivas de alteracbes na capacidade
proliferativa e diferenciativa que conduzem a transformacdo de células normais em derivadas
altamente malignas (ERDEM et al., 2014). A carcinogénese é virtualmente dividida em trés
fases: iniciacdo, promocdo e progressao (Figura 3).

A iniciacdo é marcada por alteracbes permanentes no &cido desoxirribonucleico
(DNA) provocadas por agentes carcinogénicos ou fatores epigenéticos. Ja a promocao é
caracterizada por proliferacdo clonal das ceélulas, além disso, ocorrem mutacBes que
beneficiam a proliferagdo das células iniciadas e o desenvolvimento de células pré-
neoplésicas. No decorrer da iniciacdo e promocao, apoptose e proliferacdo celular ocorrem em
taxas equilibradas. Durante a progressao este equilibrio é modificado e as células
multiplicam-se de forma descontrolada, nessa fase também se inclui a forma agressiva e
metastatica da doenca (OLIVEIRA et al., 2007; SAFARZADEH; SANDOGHCHIAN;
BARADARAN, 2014).
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Figura 3: Fase da carcinogénese: iniciagdo, promocao e progressao.
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Fonte: OLIVEIRA et al., 2007.

As causas de inducdo ao cancer séo variadas, podendo ser externas ou internas ao
organismo. Mutacdes hereditarias intensificam as chances de o portador desenvolver tumor
durante sua vida, por exemplo, mutacdes nos genes supressores de tumor BRCAL1 e BRCA2
aumentam o risco do cancer de mama em 35-60% e 55-85%, respectivamente, além disso,
desde a década de 1970 se sabe que variantes do gene BRCA estdo associados ao cancer
hereditario de ovario (CHANDLER; BILGILI; MERNER, 2016). MutacGes no gene HOXB13
sdo consideradas a principal causa genética do cancer de prostata hereditario, o qual
representa 10% da incidéncia deste tipo de cancer (CHANDRASEKARAN et al., 2017).

Fatores epigenéticos influenciam a expressdo génica independentes de mutacfes nas
sequéncias de bases do DNA. Alteracbes nesses fatores estdo associadas a diversas doencas
humanas, inclusive o cancer. Compreendem alteracfes epigenéticas: metilacdo do DNA,
alteracdes estruturais das histonas e nucleossomos variantes (ERDEM et al., 2014; FANE et
al., 2017; KOSCHMANN et al., 2017). A metilagdo do DNA é um evento bastante descrito na
literatura. Em geral, quando ocorre a hipermetilacdo da regido promotora de um gene sua
expressao € encerrada, sendo este um evento fisioldgico de controle de expressdo génica, no
entanto, alteragGes nos niveis de metilacdo do DNA sdo associadas ao surgimento de diversos

tumores (PARTIN et al., 2016). A hipermetilagdo do promotor BRCA1 tem sido observada
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nos carcinomas de mama e ovéario (CHAN et al., 2002), de mesmo modo, hipermetilacdo do
promotor GSTP1 tem sido presenciado em 80%-90% dos casos de cancer de prostata (NESTE
etal., 2012).

Os agentes carcinogénicos exogenos sao divididos em trés diferentes categorias:
quimicos, fisicos e bioldgicos.

Os carcindgenos quimicos constituem uma grande variedade de substancias (naturais
ou sintéticas) as quais apresentam dano ao DNA. Alguns desses, podem estar contidos no
ambiente, sendo assim, evitaveis ou ndo. Por exemplo, carcin6genos originarios da preparacao
de produtos quimicos (organoclorados e pesticidas) podem ser evitados como riscos
ocupacionais, no entanto, carcindgenos poluentes (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos),
em altas concentracdes no ar, dificilmente séo evitaveis (SMITH; OERTLE; PRATO, 2014).

Substancias quimicas presentes em cigarros sdo amplamente apontadas como
carcindgenos (hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, benzeno, arsénico, cromo, niquel, etc),
sendo indutores de diversos canceres do trato respiratério, principalmente cancer de pulméao
(PROCTOR, 2012). Algumas classes de carcindgenos quimicos e o0s tipos de canceres por
eles induzidos estdo dispostos na Tabela 1.

Radiacéo eletromagnética (luz ultravioleta, raios X e raios gama) e radiacéo ionizante
(particulas a, B e y) sdo consideradas carcindgenos fisicos. A luz ultravioleta, especificamente
o UVB, é um pré-requisito para producao de vitamina D pelo organismo, onde participa na
regulacdo do metabolismo do célcio e fosfato, mantendo a salde esquelética, e ainda auxilia
na prevencdo de doengas cardiovasculares e alguns tipos cancer (WACKER; HOLICK, 2013).
No entanto, raios UVA e UVB estdo fortemente associados ao desenvolvimento de cancer de
pele melanoma e ndo-melanoma (GRIGALAVICIUS et al., 2016; WACKER; HOLICK,
2013; MOAN et al., 2015). Os efeitos positivos ou nocivos relacionados a luz solar sédo
dependentes de alguns fatores tais como: sazonalidade, tempo por dia, altitude e latitude,
envelhecimento, poluicdo do ar, e pigmentacdo da pele (WACKER; HOLICK, 2013).
Inclusive, pessoas com determinadas carateristicas fenotipicas sdo consideradas grupo de
risco ao desenvolvimento de cancer de pele, como pessoas de pele clara, com histérico na

familia, cabelos ruivos, e tendéncias a queimaduras e sardas (GRIGALAVICIUS et al., 2016).
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Tabela 1: Classes de carcin6genos quimicos, tipos de céanceres induzidos, onde podem ser
encontrados e riscos por exposic¢do aguda.

Carcindgenos

Canceres

Fonte

Exposi¢do aguda

Organoclorados

Mama, colorretal,
pancreatico, prostata,
pulmao,
ora/nasofaringeo,
tireoide, adrenal,

linfoma e vesicula biliar.

Pesticidas e solventes.

Nausea, vomito,
tremores, coma,
convulsdes, tosse,
falta de ar, letargia e
inconsciéncia.

Hidrocarbonetos

Mama, pele, pulmao,

Fumaca de cigarro,

Nausea, cefaleia e

organicos volateis

nasofaringeo,
linfohematopoiético e

fumaca de cigarro,
emissao veicular e

aromaticos bexiga e gastrointestinal. | emissdo veicular, irritacdo dermal.
policiclicos composicdes

ocupacionais e

farmacéuticas.
Compostos Pulméo, leucemia, Ar, lencdis fredticos, | Nausea, tontura

provocada por
cefaleia, sonoléncia,

sinonasal. gasolina. irritacdo ocular e

respiratdria.

Nausea, vomito,
tremores, coma,
convulsoes, tosse,
falta de ar, letargia e
inconsciéncia.

Mama, colorretal,
pancreatico, prostata e
vesicula biliar.

Ar, lencdis fredticos e
vegetacao.

Pesticidas

Fonte: SMITH; OERTLE; PRATO, 2014.

Varios microrganismos tém se mostrado potenciais indutores de malignidade celular,
em especial os virus e bactérias, os quais utilizam de mecanismos que envolvem a insercao de
material genético nos cromossomos humanos, favorecendo o surgimento de tumores. A
associacao entre o Papiloma Virus Humano (HPV) e o desenvolvimento do cancer de colo de
Utero, ja se tornou tdo aceita, que em maio de 2011 a senadora Vanessa Grazziotin langou o
Projeto de Lei do Senado n°® 238, no qual dispde sobre a imunizacdo de mulheres na faixa
etaria de nove a quarenta anos contra 0 HPV, com objetivo de prevenir o desenvolvimento do
cancer de colo do Utero no Brasil. Além disso, outros microrganismos carcinogénicos ja estao
bem estabelecidos na literatura, por exemplo, individuos com hepatite B crbnica tém maior
risco de desenvolver o carcinoma hepatocelular (MELCHARDT et al., 2013) e poliomavirus
(Virus BK, Virus JC, SV40), HPV e Citomegalovirus humano (HCMV) sdo frequentemente
encontrados em pacientes com cancer de prostata (MARTINEZ-FIERRO et al,. 2010).

Em 2012, a IARC apresentou uma avaliacdo dos carcindgenos bioldgicos no mundo,
onde, reuniu diversos agentes bioldgicos tais como virus, bactérias e parasitas e seus
respectivos riscos de canceres humanos (IARC-MONOGRAPHS, 2012). Algumas destas

associac0es, agente bioldgico e risco de cancer, estdo representadas na Tabela 2.
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Organismo Espécie Cancer

Epstein-Barr virus (EBV) Nasofaringeo, estdmago e linfomas.
Carcinoma hepatocelular,

Virus da Hepatite B colangiocarcinoma e linfoma néo-
Hodgkin.

Virus da Hepatite C Carcinoma hepatocelular.

Herpesvirus do Sarcoma de Sarcoma de Kaposi e mieloma

Kaposi multiplo.

Virus Sarcoma de Kaposi, linfoma de

Virus da Imunodeficiéncia Hodgkin e ndo-Hodgkin, colo do

Humana (HIV) Gtero, anogenital, pele, conjuntiva,
pulmao e figado.

Papiloma Virus Humano (HPV) Colo (_jo utero, anog_enltal, trato
aerodigestivo superior e pele.

Virus linfotropico de células T . )

humano tipo 1 (HTLV-1) Linfoma de células T.

Opisthorchis viverrini / . .

. o . Colangiocarcinoma e hepatocelular.
Platelmintos Clonorchis sinensis
Schitosoma haematobium Bexiga.
L . . Estdmago, linfoma gastrico MALT e
Bactéria Helicobacter pylori es6fago.

MALT: Tecido linfoide associado a mucosa. Fonte: Adaptado de SMITH; OERTLE; PRATO, 2014.

3.2 CICLO CELULAR

O ciclo celular é uma série de eventos sistematicos que resultam na replicacéo celular.
E caracterizado por trés estadios interfasicos (G1, S e G2) e uma fase de divisio chamada
mitose. Durante a interfase, a célula se prepara para divisdo, promovendo uma intensa sintese
de proteinas, a duplicacdo de suas organelas e aumento de seu tamanho. Especificamente na
fase S ocorre a duplicacdo do material genético, nesse momento uma célula diploide (2N) se
torna temporariamente quadriploide (4N) (WEINBERG, 2008).

A mitose basicamente é dividida em quatro fases profase, metéafase, anafase e tel6fase.
Na préfase ocorre a condensacdo da cromatina, formando pequenos granulos visiveis dentro
do nucleo, no final dessa fase a membrana nuclear e degenerada. Na metafase a cromatina
esta condensada em seu nivel méaximo, formando os cromossomos, estes se encontram ligados
a microttbulos (fuso acromatico), de forma que os cromossomos permanecem alinhados no
centro da célula. A anafase ¢ marcada por encurtamento do fuso acromatico e consequente
migracdo dos cromossomos para 0s lados opostos da célula. Por fim, na tel6fase os
cromossomos chegam as extremidades da ceélula, a membrana nuclear é reestabelecida e por
invaginagdo da membrana plasmatica, a célula mée é dividida em duas células filhas
(citocinese) (WEINBERG, 2008).



24

Existe, ainda, uma fase do ciclo celular chamada GO, onde as células se encontram
indefinidamente em interfase. Esta fase pode ser transitdria (quiescéncia) ou permanente
(apos diferenciacdo ou senescéncia celular). Na maioria dos tecidos adultos, as células se
encontram diferenciadas, a fim de realizem funcfes especificas, essas sdo incapazes de se
dividirem e sdo mantidas em GO (OTTO; SICINSKI, 2017).

A progressdao pelo ciclo celular é altamente regulada por complexos proteicos
compostos por ciclinas e quinases dependentes de ciclina (CDK). Séo conhecidos nove tipos
diferentes de CDKSs, no entanto, apenas cinco delas tem seu papel definido na progressao do
ciclo celular: CDK4, CDK6 e CDK2 durante G1, CDK2 em S e CDK1 em G2 e mitose. Vale
a pena ressaltar que os niveis de CDKs sdo constantes ao longo do ciclo celular, contudo, os
niveis de ciclinas sdo alternados conforme fase do ciclo (VERMEULEN; BOCKSTAELE;
BERNEMAN, 2003). As atividades das CDKs s&o controladas positivamente por aumento
dos niveis de ciclinas (A, B, D e E) e negativamente por proteinas da familia de Inibidores de
CDK (p16, p15, p18 e p19) inibidores de CDK4/6 e (p57, p27 e p21) inibidores de CDK1/2
(OTTO; SICINSKI, 2017) (Figura 4). O complexo ativo ciclina D-CDK4/6 exerce papel

Figura 4: Fases do ciclo celular. Pontos de atividade regulatéria do complexo ciclina-CDK e seus
respectivos inibidores.
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Elipses: Pontos de regulacdo positiva do ciclo celular através do complexo ativo ciclina-CDK;
Caixas: regulacdo negativa exercida por proteinas Inibidoras de CDKs. A inibigdo proliferativa pode
ser desencadeada por inibidores mitdticos como TGF-f, inibi¢do de contato célula-célula ou por
danos ao DNA. Fonte: adaptado de VERMEULEN; BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003.
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chave na transicdo de G1 para S, por sequestro dos inibidores p21 e p27 e principalmente por
fosforilacdo da proteina pRB, dessa forma, permite que o fator de transcricdo E2F (antes
ligado a pRB) ative a transcricdo de diversos genes envolvidos para progressdo para fase S,
incluindo o gene da ciclina E. A ciclina E por sua vez ira ativar a CDK2 que também
participara da fosforilacdo da pRB (OTTO; SICINSKI, 2017). A ativacdo aberrante de CDKs
é frequentemente encontrada em canceres humanos, de forma que proteinas reguladoras sdo
frequentes alvos na terapia do cancer, por exemplo, o Fator de Crescimento Transformante 3
(TGF-B) impede a fosforilagdo de pRB e consequentemente mantém a célula em G1, da
mesma forma, os inibidores p15, p16, p18 e pl19 inibem a formagdo do complexo ciclina-
CDK4/6 (SINGH et al., 2017). Em casos de danos ao DNA, as células possuem mecanismos
de defesa chamados checkpoints ou pontos de checagem, onde o ciclo celular é bloqueado por
um intervalo de tempo suficiente para que danos sejam reparados, em geral, atuam ao impedir
a formagdo do complexo ciclina-CDK. A ativacdo da p53 &€ um mecanismo de defesa
amplamente descrito na literatura (MCCLOY et al., 2014; OTTO; SICINSKI, 2017; SINGH
et al., 2017), onde essa proteina induz a transcricdo da p21, que por sua vez, impede a
formacdo do complexo ciclina E-CDK2 impossibilitando a entrada na fase S (OTTO;
SICINSKI, 2017) (Figura 4). No entanto, concluida checagem, a p53 pode tomar dois
caminhos distintos: prosseguir com o ciclo celular, induzindo a transcrigdo da proteina
MDMZ2, que entdo ira induzir a degradacdo da p53 (feedback negativo), ou dirigir a célula
para morte programada (apoptose) através a transcricdo da proteina pré-apoptética BAX.
Anomalias na proteina p53 acarretam na instabilidade genémica, acimulo de mutacles e
proliferacdo celular desordenada, elementos que contribuem para o desenvolvimento do
cancer (PINTO; BROSTEIN, 2008). p53 mutantes estdo presentes em todos os tipos de
cancer, com frequéncias variando de 5% a 90% (STEWART; WILD, 2014).

3.3 MORTE CELULAR E CANCER

O desenvolvimento e a homeostasia dos organismos sdo dependentes do equilibrio
entre proliferagdo e morte celular, interferéncias nesse ténue equilibrio podem causar doengas
graves em especial o cancer (BERGHE et al., 2014). Dessa forma, morte celular programada
tem papel essencial na defesa do organismo, uma vez que impedem que células danificadas ou
mutadas possam se proliferar (ZIMMERMAN et al., 2013).

A forma cléssica de categorizacdo de morte celular se restringia apenas a apoptose,

autofagia e necrose. No entanto, a necrose que antes era vista unicamente como um processo
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acidental ou patoldgico, foi recentemente retratada como um processo organizado controlado
geneticamente, diferenciando em necrose acidental e necrose regulada ou necroptose
(BERGHE et al., 2014; BERGHE et al., 2013).

A morte celular por autofagia, necrose e apoptose por terem sido descritas ha mais
tempo, sdo mais bem compreendidas quanto aos processos celulares e bioguimicos. A
autofagia € caracterizada por um processo catabolico iniciado com a formacdo de
autofagossomas, estruturas de membrana dupla que envolvem macromoléculas ou organelas
destinadas a reciclagem. A principio, autofagia representa um mecanismo de resisténcia
celular a periodos de restricdo de nutrientes ou estresse, entretanto, sob estresse excessivo
pode acarretar em suicidio celular (OUYANG et al., 2012).

Células apoptoéticas apresentam morfologia tipica incluindo encolhimento celular,
bledding de membrana, condensacdo e marginalizacdo da cromatina, perda de aderéncia a
células adjacentes e matriz extracelular e formacéo de corpos apoptoéticos (OUYANG et al.,
2012). Células em apoptose também sdo conhecidas por alteragcbes bioquimicas, como
fragmentacdo do DNA cromossomal, exportacdo da fosfatidilserina para a fase externa da
membrana plasmatica, alteracdes na permeabilidade de membrana mitocondrial com
conseguinte liberacdo de proteinas intermembranares, ativacdo de caspases, por fim
fagocitose (BERGHE et al., 2013).

A morte celular por apoptose é uma das barreiras contra o surgimento do cancer.
Como ja mencionado, a morte programada é um sistema de defesa contra proliferacdo de
células defeituosas. Nesse sentido, a proteina p53 exerce um papel chave na apoptose, uma
vez que é capaz de bloguear temporariamente o ciclo celular, possibilitando a checagem e
reparo do DNA. Quando ndo é possivel o reparo, a p53 ativa a transcri¢do de proteinas pré-
apoptoticas, por exemplo, Bax, provocando a desestabilidade da membrana mitocondrial e
liberacdo de proteinas envolvidas na cascata das caspases (citocromo ¢ e Smac/DIABLO)
(HANAHAN; WEINBERG, 2011; WEINBERG, 2008).

A necrose classica é caracterizada por liberacdo do contetdo citoplasmatico
provocando inflacdo local. Basicamente ocorre um aumento do volume citoplasmatico
(oncose) que adquire um aspecto translicido, agregacdo da cromatina formando estruturas
pequenas e irregulares, inchaco das organelas citoplasmaticas e ruptura da membrana
plasmética com consequente liberacdo do citosol (GALLUZI et al., 2015).

A necroptose representa uma forma alternativa de morte celular programada, um elo

entre apoptose e necrose, sem a ativacdo de caspases detectaveis (VOIGT et al., 2014). Esta
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modalidade de morte celular € muito comum em diversas formas de neurodegeneracdo e
morte infringida por isquemia ou infeccdo (NIKOLETOPOULOU et al., 2013).

Com o avanco de estudos na area de morte celular, novas categorias de morte foram
descritas como ferroptosis, piroptose, NETose, entosis, anoicose, excitotoxicidade e
degeneragdo Walleriana (BERGHE et al., 2013). A elaboragédo de novas modalidades de
morte celular foi necessaria, pois pesquisas nessa area evidenciaram caracteristicas a nivel
bioquimico, celular e fisiologico que ndo eram condicentes a nenhum dos tipos classicos de
morte celular (BERGHE et al., 2013). Uma breve descricdo de alguns dos tipos de morte
celular esta presente na Tabela 3.

Tabela 3: Tipos de morte celular e suas caracteristicas.

TIPOS DE MORTE
CELULAR

CARACTERISTICAS REFERENCIAS

Tipo de morte celular dependente de ferro GALLUZI etal. 2015

Ferroptosis . )
controlada pela glutationa peroxidase 4 (GPX4).

) Esté associada a uma inflamagéo intensa com
Piroptose liberagéo de contetidos citoplasmaticos e citocinas ~ POITSH etal., 2014
pré-inflamatérias incluindo IL-1p.

E caracterizada pela liberagdo de uma rede, BERTHELOT etal.,
NETose composta de DNA associado a proteinas 2016
citrulinadas.

) Processo ativo onde uma célula invade outra
Entosis adjacente, processo também chamado de WEN etal., 2014
canibalismo celular.

E provocada por perda da interagdo com a matriz DEY et al.. 2015
extra-celular.

Anoicose

Excitotoxicidade  TiPO especifico de neurotoxicidade mediada pelo LAl ZHANG; WANG,

glutamato. 2014
Degeneracao Designado para degeneracéo de axonios e suas CONFORTI; GILLEY;
Walleriana bainhas de mielina ap6s traumatismo do nervo. COLEMAN, 2014

3.4 QUIMIOTERRAPIA

Hoje ha uma grande variedade de agentes quimioterapicos disponiveis no mercado,
contudo, esses agentes agem em mecanismos celulares basicos, de forma que nem sempre
discriminam células saudaveis das celulas tumorais, provocando os efeitos colaterais
(FERNANDES et al., 2016; WU et al., 2013). A falta de especificidade pelos quimioterapicos
convencionais tem sido o principal empecilho na eficiéncia do tratamento de céancer
(TRANOY-OPALINSKI et al., 2014; TURKSON, 2017).
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Alguns agentes quimioterapicos podem ser agrupados com base em seu mecanismo de
acao. Por exemplo, a classe de agentes alquilantes € formada por farmacos que substituem
atomos de hidrogénio por radical alquil, se ligam ao DNA e impedem a abertura da dupla
hélice de forma a prejudicar replicacdo do DNA (TSE et al., 2017). Algumas classes de
farmacos quimioterapicos e seus respectivos mecanismos de a¢do sdo apresentados na Tabela
4,

Tabela 4: Classe de quimioterapicos e respectivos mecanismos de a¢do farmacolégica.

Classe

.. Farmacos quimioterapicos Mecanismo de acdo
farmacoldgica q P ¢

Mostarda nitrogenada, mostarda fenil-
alanina, ciclofosfamida, bussulfam,
nitrosuréias, cisplatina, carboplatina e
ifosfamida.

Moléculas capazes de substituir H por
um radical alquil. Se ligam ao DNA e
impedem a abertura da dupla hélice.

Alquilantes

6-mercaptopurina, 6-tioguanina, 5-
Antimetabolitos fluoruracil, metotrexato e citosina-
arabinosideo C.

Inibem a biossintese de componentes
essenciais ao DNA e RNA.

Séo substancias antibioticas, que
possuem anéis insaturados que permitem
a incorporacéo de excesso de elétrons e
conseguinte producéo de radicais livres
reativos.

Mitomicina C, actinomicina D,
mitramicina, bleomicina,
daunorrubicina, adriamicina,
mitraxantona e epirrubicina.

Antibioticos

Paralisam a mitose na metafase, devido
sua acao nas tubulinas que constituem o
fuso mitético.

Inibidores Vincristina, vimbrastina, vindesina, VP-
mitoticos 16, etoposideo, VM-26 e teniposideo.

Fonte: INCA, 2016.

O uso isolado dos quimioterapicos convencionais causam graves efeitos colaterais
(Tabela 5). Tendo isso em vista, estratégias farmacéuticas vém sendo desenvolvidas ao longo
dos anos com proposito de potencializar os efeitos antitumorais e prologar a expectativa de
vida dos pacientes. O uso combinado de drogas quimioterapicas tem sido uma estratégia
bastante eficaz, elevando significativamente a expectativa de vida de paciente que antes eram
desenganados, por exemplo, o uso combinado de gencitabina e cisplatina (GC) ou
metotrexato, vimblastina, doxorrubicina e cisplatina (MVDC) sdo recomendados para o
cancer de bexiga metastatico (MAASE et al., 2000).
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Tabela 5: FArmacos quimioterdpicos e seus respectivos efeitos colaterais.

Farmacos quimioterapicos Efeitos colaterais Referéncias

Danos a bexiga (cistite hemorragica), Fraiser; Kanekal; Kehrer,

Ciclofosfamida imunossupress&o e alopecia. 1991.

Estomatite, esofagofaringite, diarreia,
alteracdes dermatologicas, alopecia,

SALERUEEL depressao hematopoiética, febre, Gz, ekt
neurotoxicidade e cardiotoxicidade.
Metotrexato Mucosite, mielossupressao e Condit; Chanes; Joel,
nefrotoxicidade. 1969; Ulrich et al., 2001.
.. . . . . Rudders; Hensley, 1973;
Bleomicina Toxicidade pulmonar e fibrose intestinal. Jules-Elysee; White, 1990,
Grande potencial neurotoxico incluindo
convulsGes, alteragdes mentais,
Vineristina hipotenséo ortostéatica, secrecao Rosenthal; Kaufman,
inadequada de hormdnios antidiuréticos 1974,
e potencializagdo de doencas neurologica
preexistente.
3.5 FURANOS

Furanos sd8o compostos heterociclico formados por um anel aromético de cinco
membros (quatro carbonos e um oxigénio). A principal causa de sua formagédo esta associada
a processos térmicos, particularmente em tratamentos térmicos de alimentos, por exemplo,
cozimento, torrefacdo, pasteurizacdo e esterilizacdo (SEOK et al 2015), além disso, sdo
produtos resultantes de combustdo, fumaca de cigarro, queima de matéria organica e exaustao
de motores (GILL et al., 2011). Os furanos podem estar presentes em materiais sintéticos e
agroguimicos, tais como biorreguladores, d&leos essenciais, cosméticos, corante,
fotossensibilizantes, compostos aromatizantes e fragrancias, fibras téxteis, detergentes,
retardadores de fogo, e materiais polimeros da industria (SAYAHI et al., 2015).

Tendo em vista a vasta ocorréncia dos furanos em produtos e alimentos de uso
cotidiano, estes foram muitas vezes alvo de estudos toxicologicos, de forma que ja é bem
conhecida a toxicidade do furano ao organismo (principalmente ao figado) e seu efeito
carcinogeno em roedores. A toxicidade do furano estd intimamente ligada a acdo da enzima
citocromo P450 2E1 (CYP2EL1), esta catalisa a reacdo de oxidagédo do anel furano, formando o
a,B-dialdeido insaturado cis-2-buteno-1,4-dial (BDA) (Figura 5). O DBA é o responsavel por
danos ao figado e rins (SEOK et al., 2015, GATES; LUAND; PERTENSON, 2012; GATES
etal., 2014).
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Figura 5: Reagéo de oxidacdo do furano catabolizada pelo citocromo P450.

CYP2E1

O

Furano cis-2-buteno-1.,4-dial
Fonte: GATES; LUAND; PERTENSON, 2012.

No entanto, derivados de furano tém sido propostos como promissores compostos
bioativos dotados de variadas atividades bioldgicos, tais como antibacteriana (AJIBOYE et
al., 2016), antifungica (WANG et al., 2015), antimalarica (ALNABULSI et al., 2016) e
antitumoral (NICOLAOU et al., 2015; ZHANG et al., 2015).

Lukevits e Demicheva (1993) reuniram diversas atividades bioldgicas atribuidas a
derivados simples de furano, a saber, atividade bactericida para bactérias Gram-positivas e
negativas, atividade antiviral inclusive para o virus da hepatite C HCV-1, atividade herbicida,
atividade psicotropica, propriedades anti-inflamatoérias, efeitos cardiovasculares hipotensivos,
efeito hipoglicemiante e antiulcerogénico.

E interessante que a depender do ligante, o anel furano pode ser o principio ativo ou 0
auxiliar na atividade bioldgica, apresentar diferentes mecanismo de acdo ou apenas
potencializar a atividade de seu ligante. Por exemplo, calconas ligadas a furanos apresentam
atividade antiproliferativa acentuada (ZHANG et al., 2015); furano-amidinas exercem efeito
citotoxico por serem intercalantes de DNA (ALNABULSI et al., 2016); e vinil furanos sdo
conhecidos como indutores de estresse oxidativo (AJIBOYE et al., 2016). Dessa forma,
derivados de furano representam interessantes moléculas de investigacdo terapéutica que

merecem ser exploradas.
3.6 TIOFENOS

Tiofenos sdo compostos heterociclicos arométicos de cinco membros, formados por
quatro atomos de carbono e um atomo de enxofre e apresentam-se como liquido incolor,
soluvel em agua, com odor semelhante ao benzeno a temperatura ambiente (STEFANI, 2009).
Podem ser encontrados em plantas do género Tagetes (Asteraceae), sobretudo nas raizes, onde
exercem funcgédo biocida de amplo espectro (inseticida, nematicida, antifungico, germicida e
citotoxica) (MAROTTI et al., 2010).
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Devido as diversas possibilidades de reacdes de substituicdo em seu nucleo, tiofenos
tém sido usados como ponto de partida para sintese de varios derivados de diferentes perfis
farmacologicos, entre os quais estdo antibiotico, antifingico, antioxidante, anestésico local,
anti-inflamatorio, antialérgico e antitumoral (ASIF, 2016). Muitos desses compostos
derivados de tiofenos, j& sdo comercializados como medicamentos de referéncia, como por
exemplo, a duloxetina (Cymbalta®), indicada para tratamento da depressdo (BYMASTER et
al., 2003), a olanzapina (Zyprexa®) indicada para o tratamento de esquizofrenia, biotina
(vitamina B7 ou H), &cido tiaprofénico (Surgam®), um anti-inflamatério (STEFANI, 2009) e
raltitrexed (Tumodex®) indicado para o tratamento de cancer colorretal (OLIVEIRA et al.,
2015) (Figura 6).

Figura 6: Farmacos contendo nucleo tiofeno.
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3.7 COMPOSTOS QUIRAIS E IMPLICACOES FARMACOLOGICAS

Estereoisdbmeros sdo moléculas com a mesma composicao atdmica, diferentes apenas
no arranjo espacial de seus atomos. Estes isomeros podem ser divididos em estereoisomeros
geométricos, quando ndo apresentam atividade éptica, ou estereoisdmeros opticos quando

possuem atividade Optica e centro quiral (atomo de carbono provido de quatro ligantes
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diferentes). A depender do nimero de centros quirais 0s estereocisémeros Opticos podem
apresentar-se como enantidbmeros (1 centro quiral) ou diastereoisdbmeros (dois ou mais
centros quirais). Os enantibmeros sdo relacionados entre si por apresentarem simetria plana,
ou seja, sdo imagens especulares um do outro, além disso, compartilham as mesmas
caracteristicas fisico-quimicas, como ponto de fusdo, solubilidade e ionizacdo (LIMA, 1997).
No entanto, diferem em suas propriedades bioldgicas como distribuicdo, metabolismo e
toxicidade (KASPRZYK-HORDERN, 2010).

Estimasse que 20-25% dos farmacos disponiveis no mercado sejam estereocisémeros
Opticos ou medicamentos quirurgicos (LEES et al., 2012) e que alguns deles ainda sdo
comercializados em mistura racémica ou racemato (mistura dos enantidmeros na proporc¢ao
de 1 : 1), como a talidomida, pioglitazona, bupropiona, prasugrel, donepezil e lorazepam
(JACQUES et al., 2015). A comercializagdo de substancias racémicas pode ocorrer em
consequéncia da dificuldade na separacdo quiral, custo elevado da sintese estereoseletiva ou
porque apenas o racemato foi avaliado (KASPRZYK-HORDERN, 2010). Isto posto,
pesquisas tém sido realizadas para identificacdo e avaliacdo isolada de tais farmacos, ja que a
comercializacdo do racemato pode representar um transtorno para industria farmacéutica,
uma vez que um dos enantidmeros pode apresentar graves efeitos colaterais ou ainda
protagonizar graves danos ambientais (MARTINEZ-GIRON; MARINA; CREGO, 2016).
Por exemplo, a talidomida era considerada um excelente farmaco com propriedades sedativa
e anti-inflamatdria e foi amplamente utilizada nos anos de 1957 a 1962 para dores matinais,
sobretudo em mulheres gravidas, porém, simultaneamente foi observado um surto de recém-
nascidos com malformacao, o que posteriormente foi associado ao uso da talidomida. Desde
entdo, foi reconhecido o potencial teratogénico da talidomida e a importancia da elucidacéo
dos farmacos quirais, pois nesse caso, apenas 0 S(-)-enantiémero era teratogénico enquanto o
R(+)-enantibmero era responsavel pelos efeitos terapéuticos, todavia, 0 R(+)-enantibmero
poderia sofrer inversdo quiral no organismo (instabilidade quiral) provocando os efeitos
danosos (KASPRZYK-HORDERN, 2010; LOPES-SERNA et al., 2013). Esses efeitos
opostos podem estar relacionados a forma como cada enantibmero é metabolizado no
organismo (metabolismo estereoseletivo) (MEYRING; MUHLENBROCK; BLASCHKE,
2000).

Além disso, residuos de farmacos quirais podem representar diferentes graus de
ecotoxicidade ainda que fabricados como racemato, podendo ser degradados
estereoseletivamente no organismo humano e/ou durante tratamento de &guas residuais

resultado do metabolismo microbiano (VAZQUEZ-ROIG et al., 2014) por exemplo, residuos
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de S-enantidmeros de propranolol e fluoxetina sdo mais toxicos para a espécie de peixe
Pimephales promelas que seus analogos quirais (LOPES-SERNA et al., 2013). Ademais,
outras substancias quirais de importancia econdmica representam diferentes impactos
ambientais a depender de sua conformacdo quiral. O fungicida difenoconazol, bastante
utilizado em lavouras de arroz, representa um importante poluidor de ecossistemas aquéticos,
no entanto, na conformacdo de 2S,4S-difenoconazol apresenta maior toxicidade para
organismos aquaticos (Scenedesmus obliquus, Daphnia magna e Danio rerio) e menor efeito

fungicida, que seus alternativos quirais (DONG et al.,2013).
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Resumo

Introducdo: Agentes quimioterdpicos convencionais apresentam graves efeitos colaterais
como mielossupressdo, alopecia e alteracBes gastrintestinais (ndusea, vémitos e diarreia) o
gue muitas vezes inviabiliza o tratamento. Diante disso, € constante a busca por novas
estratégias terapéuticas com maior eficiéncia e menor agressividade aos pacientes. Compostos
heterociclicos aromaticos tais como furano e tiofeno sdo bases para sintese de novas
moléculas bioativas, das quais, ja foram descritas diferentes atividades biologicas em
particular atividade antiproliferativa. Neste estudo, derivados de furanos e tiofenos foram
avaliados quanto a sua atividade antitumoral.

Métodos: Nove derivados furénicos e 9 tiofénicos foram submetidos ao ensaio de
citotoxicidade in vitro em diferentes linhagens de células tumorais humanas (NCI-H292, HT-
29, MCF-7, Hep-2, MOLT-4, HL-60 e K-562) e células mononucleares de sangue periférico
humano (PBMC). Hemécias humanas foram utilizadas para avaliar uma possivel atividade

hemolisante das substancias. Foram avaliadas a eficacia do racemato da substancia mais ativa,
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3g, bem como a via de morte celular através da analise da morfologia, potencial apoptético e
potencial de membrana mitocondrial em células HL-60. A toxicidade aguda do 3g foi
avaliada in vivo.

Resultados: Dois derivados de furano (3e e 3g) foram citotoxicos para quatro ou mais
linhagens cancerigenas, sendo, a substancia 3g citotdxica em todas as linhagens celulares, em
mistura racémica (rac-3g) ou em resolucdo enantiomérica r (r-3g). Os valores de Clsp em
diferentes tempos de tratamento (24, 48 e 72 h) revelaram a acdo tempo-dependente da
substancia 3g tanto em células tumorais (HL-60 e K-562) quanto em células saudaveis,
PBMC. Em ambas as conformacgdes 3g apresentou Clsg, em PBMC, superior ao farmaco
padrdo doxorrubicina, dessa forma, mostrou ser menos citotoxica para esse tipo celular. A
substancia 3g também ndo causou danos a membrana de hemadcias, apresentando CEsy
superior a 2047 uM/mL. Os resultados obtidos por citometria de fluxo indicam que rac-3g
induz necrose celular dependente da concentra¢do, no entanto, indicios de apoptose foram
observados na anélise morfoldgica de HL-60. O ensaio de toxicidade aguda em camundongos
mostrou toxicidade de rac-3g aos o6rgdos figado e rins, que provavelmente pode ter sido
causado pelo metabolismo do furano.

Conclusdo: Os resultados sugerem que rac-3g seja uma promissora substancia
antiproliferativa com agdo tempo e dose-dependente, induzindo a morte celular através de
necrose em concentracdes elevadas. O composto rac-3g também se mostrou tdxica em

camundongos, possivelmente decorrente da abertura do anel furano.

Palavras-chave: Furano, Anticancer, Citotoxicidade, Morte celular, Toxicidade aguda.

Introducéo

O cancer é uma das enfermidades que mais causam morte no mundo, sendo
responsavel por cerca de 8 milhdes de mortes por ano [1]. A falta de especificidade dos
quimioterapicos convencionais é a principal barreira na eficiéncia do tratamento do cancer
[2], estando frequentemente associada a debilidade em pacientes, pois geralmente apresentam
distribuicdo ndo direcionada ou atuam em ceélulas de rapida divisdo, de forma que sdo
citotoxicos também para células saudaveis [3].

A estereoisomeria é um dos desafios na obtengdo de farmacos mais especificos, uma
vez que, ha a possibilidade de apenas um dos enantibmeros ser terapeuticamente ativo [4].
Dessa forma, a resolucdo quiral dos racematos é relevante, visto que pode proporcionar

enantibmeros com efeitos farmacologicos e menor toxicidade [5]. S&o variadas as
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possibilidades de interacdes entre os enantibmeros, podendo ser equivalentes bioativos [6],
apresentar efeitos qualitativamente diferentes, efeito antagonico ou diferentes graus de
toxicidade [7,8].

Furano é um composto aromatico heterociclico constituido por quatro atomos de
carbono e um oxigénio. Fazem parte de uma importante classe de compostos organicos
voléteis, podendo ser formado a partir de diversas fontes naturais ou antropogénicas como
qgueima de biomassa, reacdes de oxidacdo com radicais atmosféricos (NO3z, OH e 0zbnio) [9],
processamento térmico de alguns componentes alimentares tais como carboidratos, alguns
aminoacidos e acido ascérbico [10], ou ainda, serem encontrados em materiais sintéticos
como corantes, cosméticos, compostos aromatizantes e fragrancias [11].

Algumas atividades bioldgicas ja foram atribuidas as moléculas contendo anel furano,
como as atividades antibacteriana [12,13], antimalarica [14], atividade fungicida, herbicida
[15] e antitumoral [16,17]. Dessa forma, substancias derivadas de furano representam um
atraente alvo para novas estratégias terapéuticas, mas ainda permanece pouco explorado.

No presente estudo, foi avaliado o efeito citotdxico de diversos derivados de furano e
tiofenos em diferentes linhagens tumorais e células saudaveis. Apds a triagem inicial o
derivado mais ativo, 3g, foi selecionado para estudo da via de morte celular e os possiveis
efeitos tdxicos por ele induzido, com o prop6sito de contribuir para o desenvolvimento de

novas estratégias terapéuticas no tratamento do cancer.

Métodos
Derivados furanicos e tiofénicos

Os compostos utilizados neste trabalho (Figural) foram fornecidos pelo Laboratério
de Catalise Organica (LCO) do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE, sob a
coordenacao do Prof. Dr. Jefferson Luiz Princival. A sintese e resolucdo enzimatica estdo

descritas no seguinte estudo de Ferreira et al., 2016 [18].
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Figura 1: Estrutura quimica das substancias derivadas de furano (2) e tiofeno (3).

Animais

Camundongos albinos Swiss (fémeas, 25-30 g) foram obtidos do Biotério do Departamento de
Antibioticos da UFPE, PE, Brasil. Os animais foram mantidos em temperatura de 22 °C + 2,
com ciclo claro/escuro de 12 h (iluminando as 6:00 am), com agua e ra¢do ad libitum. Os
protocolos experimentais realizados seguiram 0s principios técnicos e éticos preconizados
pela Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratorio (SBCAL). Os estudos em
animais foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da UFPE, sob
protocolo n°® 23076.043015/2016-50.

Células

As linhagens de células tumorais humanas utilizadas foram NCI-H292 (carcinoma
mucoepidermdide de pulmé&o), HT-29 (adenocarcinoma de co6lon), MCF-7 (adenocarcinoma
de mama), Hep-2 (carcinoma epidermoide de laringe), MOLT-4 (leucemia limfoblastica
aguda), HL-60 (leucemia promielocitica aguda) e K562 (leucemia mielocitica cronica) obtidas
do Banco de Células do Rio de Janeiro e mantidas no Laboratdrio de Cultura de Células do

Departamento de Antibidticos da UFPE.
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As linhagens (NCI-H292, HT-29 e Hep-2) foram mantidas em meio DMEM e as
linhagens (MCF-7, MOLT-4, HL-60 e K562) foram mantidas em meio RPMI 1640. Ambos
0s meios de cultura foram suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibioticos
(penicilina 1000 1U/mL e estreptomicina 250 pg/mL) a 37 °C, 5% de CO, e atmosfera
umidificada.

Células mononucleares do sangue periférico humano (PBMC) e heméacias foram
coletadas de voluntarios sadios, ap6s aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos da UFPE (CAAE 60366816.8.0000.5208). As células PBMC foram mantidas
em meio RPMI 1640 suplementado com 20% de soro fetal bovino fetal, 1% de antibidticos
(penicilina e estreptomicina) e 3% de fitohemaglutinina para induzir a proliferacéo celular, 37

°C, 5% de CO, e atmosfera umidificada.

Citotoxicidade em células de cancer humano e em PBMC

A citotoxicidade em células tumorais humanas foi utilizada como screening inicial
para selecionar a substancia mais ativa, que entdo foi utilizada nos demais testes. Foram
testados a mistura racémica e um dos enantibmeros da substancia mais ativa, para avaliacdo
da eficécia do racemato.

As células PBMCs foram obtidas a partir de coleta de sangue periférico de voluntarios
sadios em tubos contendo heparina. O sangue foi lavado com tampéo fosfato (PBS) e os
linfdcitos isolados por gradiente de densidade usando centrifugacdo com Ficoll (Histopaque
1077) em 1500 rpm por 30 min. Em seguida, a nuvem de linfécitos foi coletada e
ressuspendida em PBS.

Os linfécitos (2 x 10° células/mL) e as linhagens tumorais NCI-H292, Hep-2, HT-29,
MCF-7 (10° células/mL), HL-60, K-562 e MOLT-4 (3 x 10° células/mL) foram plaqueadas
em placas de 96 pogos. ApoOs 24 h, os compostos testados dissolvidos em dimetilsulféxido
(DMSO) nas concentracdes de (0,20 - 25 ug/mL) e em seguida foram adicionados as células e
as placas foram incubadas por 72 h, 37 °C. A doxorrubicina (0,04 - 5 pg/mL) foi utilizada
como padrdo. Pocos contendo células incubadas apenas com o meio foram utilizados como
controle negativo. Apds a incubacdo por 72 h, foi adicionado 25 pL de MTT (5 mg/mL) em
cada poco e as placas reincubadas por 2 h, em seguida, o0 sobrenadante foi aspirado e 0s
cristais de formazan foram dissolvidos em DMSO. A absorbancia foi medida em
espectrofotbmetro de placas no comprimento de onda de 560 nm.

Para determinacdo do percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%), os

compostos foram testados em concentracdo Unica (25 pg/mL). O composto que apresentou
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melhores resultados (valor de IC% >80%) foi utilizada em concentracbes seriadas para
determinacdo da concentragdo que inibe 50% do crescimento celular (Clsp) com tempo de
incubacdo de 24, 48 e 72 h. A porcentagem de inibicao x log da concentracéo foi registrada e
suas Clsp e os respectivos intervalos de confianca de 95% (IC 95%) foram calculados a partir

da regressao néo linear pelo programa GraphPad Prism 6.0 demo.

Ensaio hemolitico

O sangue periférico foi coletado de voluntarios sadios por via intravenosa em tubos
contendo heparina. O sangue total foi lavado em solugdo salina (NaCl 0,85% + CaCl2 10
mM) e os eritrécitos separados por gradiente de densidade em centrifugacdo (3000 rpm/5
min), o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em solugédo salina para se obter
uma suspensdo de eritrocitos (SE) a 2%. Esse experimento foi realizado em placas com 96
pocos plaqueadas da seguinte forma: 100 uL de solugdo salina (controle negativo); 50 uL da
solucgéo salina e 50 uL do veiculo (branco); 80 uL de solugdo salina + 20 pL de Triton X —
100 a 1% (controle positivo); 50 puL de solucdo salina + 50 pL das substincias (1,95 a 250
pg/mL) diluidas em DMSO a 10%. Em seguida 100 pL da solucdo de eritrocitos 2% foram
adicionados em cada pogo. Apos a incubacdo de 1 h sob agitacdo constante a temperatura
ambiente, o sobrenadante foi analisado. A leitura dptica foi realizada em leitor automatico de
placas (540 nm). Substancias com valores de concentracgdo efetiva 50% (CEsp) < 200 pug/mL
sdo consideradas hemoliticas [19]. A CEsy e respectivo intervalo de confianca 95% foram
determinados a partir de regressdo ndo-linear utilizando o programa GraphPad Prism 6.0

demao.

Analise morfoldgica de HL-60 — coloracéo por panotico rapido

As células HL-60 foram plaqueadas na concentracdo de 3 x 10° células/mL e
incubadas com a substancia rac-3g por 48 h. A concentragéo utilizada foi baseada nos valores
de Clso encontrados no ensaio do MTT (0,5, 1 e 2 pg/mL). A doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi
utilizada como controle positivo e o veiculo (DMSO 0,1%) como controle negativo. Uma
aliquota de 50 pL da suspensdo celular foi adicionada a uma centrifuga de laminas (cytospin)
a 1500 rpm por 5 min. Apds a adeséo das células nas laminas as mesmas foram coradas com
panotico rapido, seguindo as instru¢des do fabricante. As amostras foram submetidas a agéo
de um fixador e duas solugdes corantes, por meio de imers@es de 5 segundos em cada. Apds a
secagem as laminas foram analisadas em microscépio Optico e as alteragdes registradas por

fotografia.
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Citometria de fluxo
Para os ensaios de citometria de fluxo, foram utilizadas células da linhagem HL-60, as
mesmas foram plaqueadas na concentracdo de 3 x 10° células/mL e incubadas com a

substancia rac-3g (0,5, 1 e 2 ug/mL) por 48 h.

Avaliacdo da apoptose atraves da marcagdo com anexina V e 7-AAD

Para determinacdo da apoptose por citometria de fluxo foi utilizado o Kit Anexina
V/7-ADD (Guava Nexin Reagent 4500-0450) de acordo com as instrucdes do fabricante.
Resumidamente, apds incubacdo com a substancia rac-3g as células foram centrifugadas
(1500 rpm por 5 min) e ressuspendidas em PBS. Em seguida, a solucdo celular foi incubada
com o reagente (na propor¢do de 1:1) por 20 min em temperatura ambiente no escuro. Ao
final da incubacdo as células foram contadas pelo citdmetro ImageStream X MKII e analisadas

pelo software Amnis [20].

Avaliacao do potencial de membrana mitocondrial (Ay)

Para determinacdo do potencial de membrana mitocondrial (Ay) as células foram
lavadas em PBS (5 min a 1500 rpm) e incubadas com meio de cultura contendo 5 pg/mL de
5,576,6’-tetracloro-1,1°,3,3’-tetraetilbenzimidazolcarbocianina iodeto (JC-1) (BD Bioscience)
por 30 min a temperatura ambiente no escuro. Em seguida as células foram novamente
lavadas em PBS e contadas pelo citbmetro ImageStream X MklI, a anélise foi realizada pelo

software Amnis [21].

Toxicidade Aguda

Para avaliacdo da toxicidade aguda, foram utilizados grupos de trés camundongos
albinos swiss (fémeas). Conforme estabelecido pela OECD, quando ndo ha dados prévios de
toxicidade a dose inicial testada deve ser de 300 mg/kg, havendo ébito de 2 ou mais animais
no grupo a dose devera ser reduzida para 50 mg/kg. Foi administrada a substancia rac-3g por
via oral inicialmente na dose de 300 mg/kg e posteriormente na dose de 50 mg/kg. Ao grupo
controle foi administrado apenas solucéo salina (0,9% de NaCl) adicionado de 0,5 % de tween
80. Apoés a administragdo da substancia, os animais foram observados nas primeiras duas
horas e depois a cada 24 horas diariamente durante 14 dias. Também foram observados os
consumos de agua e racdo durante todo periodo experimental. No 14° dia, os animais foram
devidamente anestesiados com cetamina associada a xilazina e o sangue foi coletado por

puncdo cardiaca, para avaliagdo de parametros hematoldgicos e bioguimicos. Para avaliagcdo
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dos possiveis efeitos toxicos sistémicos, os 6rgdos (figado, rins e bago) foram extirpados e

analisados a nivel macro e microscopico [22].

O peso relativo dos 6rgaos foi calculado seguindo a férmula:

Peso relativo dos 6rgaos = Peso do 6rgdo (g) X 10

Peso de animal (Q)

Resultados
Atividade citotoxica

A Tabela 1 mostra os resultados de citotoxicidade na dose Unica de 25 pg/mL. Entre
0s compostos testados, 0 s-2e apresentou citotoxicidade moderada para todas as linhagens
testadas, excerto para MOLT-4. O enantibmero r e a mistura racémica da substancia 3g
apresentaram 1C% entre 87,53% e 98,18%, sendo citotoxicas em todas as linhagens tumorais
testadas. Além disso, as substancias rac-3e, r-3e e rac-3f se mostraram citotoxicas frente as
linhagens NCI-H292, MOLT, HL-60 e K-562 com IC% variando de 82,53% a 97,73%. As
demais substancias ndo foram citotoxicas em nenhuma das linhagens testadas. Todas as
substancias que apresentaram citotoxicidade em células tumorais pertencem ao grupo dos
furanos (3g e 3e) com excecdo da rac-3f, contendo um ndcleo tiofeno. A substancia 3e em
mistura racémica foi citotoxica para quatro linhagens celulares, enquanto seu enantibmero r
apenas para HL-60 e K-562. A substancia 3g obteve resultados similares tanto em mistura

racémica quanto em resolucdo enantiomérica (Tabelal).
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Tabela 1: Percentual de Inibicdo do Crescimento Celular (IC%) em linhagens tumorais, realizadas
atraves do ensaio do MTT.

Linhagens Celulares e IC % + SEM%

Amostras NCI-H292 HT-29 MCF-7 Hep-2 MOLT-4 HL-60 K-562
rac-2a 15,28 + 3,02 15,90 + 4,14 0,47 £0,75 6,71+ 1,00 16,26 + 2,50 9,12 + 0,39 2464 £2,11
rac-2b 22,09+£1,16 18,73+ 2,14 15,60 £ 7,19 5,34 +0,36 19,49 + 3,43 3,83+0,79 15,45+ 1,57
rac-2c 20,10 £2,33 n.t. 0,56 + 0,00 5,38 + 0,62 1339+2,12 16,11+0,51 10,64 £1,19
rac-2d 5,45 + 0,62 13,07+0,76 15,10+ 1,65 7,44 + 0,46 28,99 £0,54 9,99 + 0,00 23,29 +£2,98
rac-2e 26,50 £ 0,77 4,87 +0,69 33,54 £3,04 6,89 + 0,27 46,19+£2,14 12,04 £ 0,00 33,14 £1,37
rac-2f 13,50 £ 4,49 7,11 +0,93 12,81 £ 2,70 10,21 +1,53 32,56 £ 3,06 27,89 £ 2,15 52,30 £ 2,74
rac-2g 17,46 +1,12 19,90 £ 0,69 1,89 +0,67 7,21+0,87 2490+0,21 20,51 +2,58 55,02 £ 1,53
rac-2i 43,20 £1,81 28,38 £1,85 14,91 £1,99 17,27 + 3,24 3,03 +£0,00 10,60 £ 1,98 19,60+ 1,92
rac-2j 3,67 £3,33 28,73 £1,07 4,57 +£0,59 1547 +1,73 37,04 £2,47 25,21 £ 0,23 45,00 £1,72

s-2a 41,58 + 4,87 15,84 + 1,05 26,29 +£1,84 8,36 £0,79 20,30 £1,02 42,79 +£2,16 42,18 +2,25
s-2b 26,75+2,07 1822+142 2138+277 12,02+2,04 8,79 £ 7,68 7,44 £1,09 3,18 £0,00
s-2C 34,61+251 21,43 £1,02 21,92 +£0,96 12,07 £0,32 32,45+ 0,64 14,93 £1,89 24,98 £1,35
s-2d 1584+1,71 1929+282 11,40+1,89 7,01+1,58 26,11+2,38 16,99 +£0,31 13,21 £2,89
s-2e 57,30+162 5096+296 60,10+160 66,22+165 3598+353 63,82+387 68,50 + 2,80
s-2f 26,17+0,38 19,85+0,65 31,47+1,69 7,03 +0,79 30,96 +2,75  31,55+2,83 21,83 +1,95
s-29 20,29+ 1,84 7,57 £0,29 18,93 + 1,59 5,17 +1,89 4,35+0,16 7,70 £2,69 17,08 £ 0,68
s-2i 37,03+2,09 17,21+0,33 2686+136 14,75+267 13,86+3,98 5546 +5093 n.t.
rac-3a 37,21 +£1,07 10,11 £1,52 25,87 +£2,00 27,48 £ 0,65 55,27 £ 1,66 39,40 + 3,29 34,46 £ 1,26
rac-3b 26,55+2,78 7,21 £0,94 28,47 +1,84 12,50 £ 0,86 13,18 £1,50 16,38 £1,20 7,42 + 4,02
rac-3c 6,46 + 5,34 18,43 £ 0,80 3,57 +1,17 4,79 £0,91 41,42 +1,37 10,07+£1,11 32,44 +£1,82
rac-3d 2348+255 2490+129 7,24 +2,00 10,54+0,82 16,74 + 2,06 6,79 £0,35 31,40 £ 0,69
rac-3e 8253+337 53,71+233 4954+156 2417+159 8369+362 97,73+0,70 94,66 + 0,88
rac-3f 28,28+0,07 29,69+1,26 4,32 +0,58 13,86 £1,08 29,31+2,93 6,00 £ 0,43 92,05 + 1,56
rac-3g 96,30 £1,08 88,54 £ 0,73 93,79+£0,78 87,53 +1,17 93,54 £1,33 95,23 +0,42 98,18 £ 0,21
rac-3i 27,23 +1,17 4,30+0,51 2235+120 18,00+1,32 17,09+0,07 1535+0,67 5,89+ 1,41
rac-3j 29,36 £ 2,61 8,39 £2,72 22,06 £1,07 24,21 £1,58 34,40 £ 2,12 2531+£2,23 25,69 +1,74
r-3b 11,68 +1,30 28,56 + 3,91 10,45+ 1,44 9,95+1,25 4,24 + 0,67 14,28 + 0,98 17,80 + 0,87
r-3e 64,70 £1,87 39,25 +1,59 22,47 £2,75 38,39 £1,65 65,01 +0,41 87,98 £1,13 91,75 £1,77
r-3g 93,83+1,23 9553+0,79 91,75+096 89,02+0,89 9573+0,19 96,98 +0,29 97,14 £ 0,18
Dox 9420+190 7530+1,30 7480+210 79,40+260 96,60+090 92,90 +0,60 79,00 £ 0,10

SEM%: erro padrdo do 1C%; Rac: mistura racémica; R: enantidmero r; S: enantidmero s; n.t.: ndo
testado; Dox: doxorrubicina. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo na concentracdo de
5 pg/mL e as demais substancias na concentragédo de 25 pg/mL por 72 h.

Com base nos resultados obtidos na triagem inicial, a substancia 3g foi a mais eficaz,

entdo, foi escolhida para dar continuidade aos demais ensaios. A substancia 3g apresentou

valores de Clsg que variaram entre 4,09 e 24,24 uM/mL para o racemato, 6,22 e 27,68 puM/mL

para o enantidbmero r, sendo os menores valores mostrados em linhagens leucémicas (MOLT-

4, HL-60 e K-562). No entanto, 3g tambem foi citotoxica frente a PBMC apresentando

valores de Clsy de 4,26 e 4,34 uM/mL para rac-3g e r-3g, respectivamente.

O farmaco

doxorrubicina exibiu Clsy 1,58 pM/mL, sendo quase duas vezes mais citotoxico para PBMC

que a substancia 3g (Figura 2).
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256  Figura 2: Valores de Cls, e Intervalo de confianca da substancia 3g em linhagens tumorais e PBMC
257  apos incubacdo de 72h. IC= Intervalo de confianca.
258
259 A substancia 3g mostrou acdo tempo-dependente frente as linhagens HL-60, K562 e
260 PBMC exibindo valores decrescentes de Clsp a medida que se aumentou o tempo de
261 incubacgdo, tanto em mistura racémica quanto em resolucdo enantiomérica (Tabela 2). No
262  entanto, ndo foi observada hemolise em eritrocitos humanos mesmo na maior concentracao
263  testada (2047 uM/mL). Em todos os ensaios de citotoxicidade a substancia 3g apresentou
264  resultados semelhantes tanto em mistura racémica quanto em resolucdo enantiomérica,
265  portanto, devido a maior praticidade na sintese escolheu-se utilizar apenas com a mistura
266  racémica (rac-3g) para os demais ensaios.
267
268  Tabela 2: Valores de Cls, € intervalo de confianga (IC 95%) da substancia 3g nas linhagens de células
269  HL-60, K-562 e PBMC ap06s incubacao por 24, 48 e 72 h.
Clso e 1C 95% (uM/mL)
HL-60 K-562 PBMC
Amostras 24 h 48 h 72h 24 h 48 h 72h 24 h 48 h 72h
5 14,00 7,78 4,09 13,68 9,34 8,11 31,36 7,94 4,26
rac-
’ 135141425 6,96+8,76 377+450 11,05+16,79 852+1024 7,62+8,68 21,78+4504 573+10,89 3,52+5,00
11,71 8,76 7,12 12,53 8,27 7,12 30,71 6,39 4,34
r-3
: 1056+13,02 8,02+966 680+745 1015+1548 7,29+934 680+7,45 2293+4127 4,18+991 319+581
1,02 0,58 0,11 3,73 0,90 0,44 12,49 1,95 1,58
Dox
077135 039+085 009+0,15 305+458 053+153 035+053 684+2292 149+254 1,16+219
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Anélise morfoldgica

A anédlise morfoldgica das células HL-60 em microscopia Optica, apds 48 h de
incubacdo com a substancia rac-3g, mostrou diversas alteracfes induzidas pela substancia. As
células do grupo controle negativo apresentaram caracteristicas tipicas de células néo
aderidas, como membranas plasmatica e nuclear bem definidas, citoplasma regular e nicleo
volumoso (Figura 3 A), além disso, foram observadas numerosas figuras mitoticas. Nas
células tratadas com doxorrubicina foram observadas alteracbes como resto celular e
fragmento nuclear (Figura 3 B).

Nos grupos tratados com rac-3g nas concentracdes de 0,5, 1 e 2 pg/mL (Figuras 3 C,
D e E, respectivamente) foram observadas alteracdes condizentes com processo de apoptose,
incluindo, condensacéo da cromatina, formacéo de nucleos picnoticos e fragmentacdo nuclear.
Entretanto, também foram verificados restos celulares que sdo indicativos de necrose celular.
Ainda, foi observada diminuicdo de figuras mitéticas j& na menor concentragdo testada.
Também ¢é interessante ressaltar que nas concentracfes de 1 e 2 pug/mL poucas eram as células
de aspectos normais, semelhantes ao controle negativo, sendo rarissima presenca de células na

concentragdo de 2 pug/mL.



292
293
294
295
296
297
298

46

, coradas por panético rapido.
Aumento de 1000X. A: Células de controle negativo tratadas com DMSO 1%; B: Células de controle
positivo tratadas com Doxorrubicina 0,3 pg/mL; C; D e E: Células tratadas com rac-3g 0,5, 1 e 2 pg/mL,
respectivamente. Os numeros indicam as alteracdes observacBes: 1: fragmentacdo nuclear; 2: restos
celulares e 3: nucleo picnotico.
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Determinacéo de apoptose por citometria de fluxo

Na avaliacdo da apoptose por citometria de fluxo, foi observado um decréscimo na
porcentagem de células HL-60 viaveis (anexina V" /7-AAD") de 95,02 % no controle negativo
para 34,26 % ap0s tratamento com a menor concentracdo (0,5 pg/mL) da rac-3g por 48 h.
Essa reducdo de células viaveis foi ainda mais intensa nos tratamentos com 1 e 2 pg/mL
(14,48 % e 15,34%, respectivamente). No controle positivo (doxorrubicina) houve uma clara
predominancia de células em apoptose tardia (anexina V* / 7-AAD") e células necroticas
(anexina V" / 7-AAD"), 58,12 % e 24,03 %, nesta ordem. Nos tratamentos com rac-3g foi
observado um deslocamento na populagdo celular, onde, na concentragdo de 0,5 pg/mL a
maioria das células estavam viaveis ou em apoptose inicial (anexina V' / 7-AAD"), 68,23 %
do total, enquanto nos tratamentos com 1 e 2 pg/mL a predominancia eram de células em
apoptose inicial e necroticas, 76,12 % e 71,81 %, respectivamente. Na maior dose testada,
rac-3g aparentemente induziu necrose celular em quase metade das células contadas (42,52
%) (Figura4 A).

Na Figura 4 B sdo mostrados os padrbes de células vidveis (duplo negativo), em
apoptose inicial (anexina V positiva), células em necrose (7-AAD positivo) e células em

apoptose tardia (duplo positivo).
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Figura 4: Percentual de células apoptéticas ap6s tratamento com rac-3g, por 48 h. A: percentuais de
células viaveis (Anexina V- / 7-AAD-); células em apoptose inicial (Anexina V+ / 7-AAD-); células
em necrose (Anexina V- / 7-AAD+) e células em estagio tardio da apoptose (Anexina V+/ 7-AAD+)
para cada tratamento (0,5, 1 e 2 pg/mL) e controles. B: padrdes celulares para amostras duplo negativo,
anexina V+, 7-AAD+ e duplo positivo. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo (duplo
positivo) e células ndo tratadas como controle negativo (duplo negativo). Valores sdo expressos em
média + SEM de dois experimentos independentes realizados em triplicata, onde, foram adquiridos

5000 eventos por amostra.



334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346

49

Avaliacéo do potencial de membrana mitocondrial por citometria de fluxo

A andlise do potencial de membrana mitocondrial por citometria de fluxo mostrou que
97,56 % das células HL-60 do controle negativo estavam com alto potencial de membrana,
enquanto 72,45 % estavam com baixo potencial no controle positivo, doxorrubicina. Nos
tratamentos com rac-3g (0,5, 1 e 2 pg/mL) houve um leve declinio no percentual de células
com alto potencial de membrana mitocondrial (Ay), no entanto, maior parte das células
apresentavam alto Ay, de 86,11 %, 88,36 % e 89,36 %, respectivamente (Figura 5 A).

Na Figura 5 B estdo representados os padrdes de células com alto Ay (de coloracéo
alaranjada) obtidas do controle negativo e células com baixo Ay (coradas em verde) contadas

do tratamento com doxorrubicina.
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Figura 5: Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial (Ay) de células tratadas com rac-3g durante
48 h. A: percentuais de células com alto Ay (células de coloracgdo alaranjada); células com baixo Ay (células
coradas em verde) para cada tratamento (0,5, 1 e 2 pg/mL) e controles. B: padrBes celulares para amostras
com alto e baixo Ay, respectivamente. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo (baixo Ay) e
células ndo tratadas como controle negativo (alto Ay). Valores sdo expressos em média + SEM de dois
experimentos independentes realizados em triplicata, onde, foram contados 5000 eventos por amostra.

Avaliacéo da toxicidade aguda
Na dose de 300 mg/kg a substancia rac-3g induziu obito de todos animais do grupo,

apos 24 h da administracdo por via oral. Durante as primeiras duas horas foram observados
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animais inertes, com pouca ou nenhuma atividade excretora, contor¢cdes abdominais e
irritabilidade ocular, ademais, ndo foram observados outros indicios de toxicidade. Como
preconizado pela OECD a dose foi reduzida para 50 mg/kg a qual ndo induziu dbito, dessa
forma, foi considerada ndo toxica e realizada a repeticdo. Durante acompanhamento das
primeiras horas, ap6s administracdo, ndo foram observados comportamentos anormais que
indicassem toxicidade, sendo assim, os animais foram observados durantes os 14 dias de
experimentacao.

Apols periodo de acompanhamento foi verificado aumento de peso dos animais
tratados com 50 mg/kg da substancia rac-3g de 3,18 g, ja os animais do grupo controle
apresentaram ganho de 3,13 g. Tanto para o parametro variacdo de peso corporal quanto
consumos de racdo e agua ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo ao controle
(Tabela 3).

Tabela 3: Ganho de peso corporal e consumo diario de ragdo e agua dos animais tratados com a
substancia rac-3g, acompanhados durante 14 dias.

Tratamentos
Controle rac-3g 50 mg/kg
Ganho de peso corporal (9) 3,13+ 1,23 3,18+ 0,63
Consumo de ragéo
(g/dia/animal) 580+1,11 517+0,19
Consumo de agua
(mL/dia/animal) 9,01+ 2,64 9,35+ 0,93

Os valores sdo expressos em média + SD (n = 5 para cada grupo). Valores de P<0,05 foram
considerados significativos usando ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey.

Na avaliacdo macroscopica dos 6rgaos foi encontrado um leve aumento nos
pesos relativos dos figados dos animais do grupo tratado 50 mg/kg (0,78 g) em relacdo ao
grupo controle (0,67 g), da mesma forma, os rins dos animais do grupo tratado com 50 mg/kg
apresentaram um leve aumento em relagéo ao grupo controle, 0,15 g e 0,12 g, nesta ordem. Os
pesos relativos dos bacos dos grupos tratados e controle ndo apresentaram diferenca

significativa (Figura 6).
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Figura 6: Peso relativo dos 6rgdos dos animais tratados em dose Unica com rac-3g. Os valores sdo
expressos em média + SD (n = 5 para cada grupo). Valores de P<0,05 foram considerados
significativos usando ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey. Os asteriscos indicam
diferenca significativa em relagdo ao controle, * P<0,05 e ** P<0,01.

Os pardmetros bioquimicos avaliados foram: fosfatase alcalina, alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) para danos no figado e ureia e
creatinina para os rins. Foram observados aumento significativo dos niveis de fosfatase
alcalina e ALT nos animais do grupo tratado, porém, os niveis de AST ndo foram
significativamente distintos do controle. Além disso, houve aumento dos niveis de ureia nos
animais do grupo tratado com rac-3g, no entanto, os niveis de creatinina ndo foram alterados
(Tabela 4).

Tabela 4: Pardmetros bioguimicos no sangue dos animais tratados com dose Unica de rac-3g.

Parémetros Controle rac-3g 50 mg/kg
Fosfatase alcalina (U/L) 61,75 + 8,96 108,50 + 9,98***
ALT (U/L) 19,75+ 2,50 41,25 + 4,65****
AST (U/L) 71,25 + 23,89 69,50 + 3,32
Ureia (mg/dL) 41,25 + 4,27 53,20 + 2,68**
Creatinina (mg/dL) 0,23+0,01 0,23+0,02

Os valores sdo expressos em média £ SD (n = 5 para cada grupo). Valores de P<0,05 foram
considerados significativos usando ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey. Os asteriscos
indicam diferenca significativa em relacdo ao controle, * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001 e ****
P<0,0001.

Nenhum dos pardmetros analisando no hemograma apresentaram diferenca
significativa entre os animais tratados com 50 mg/Kg de rac-3g e aos animais do grupo
controle (Tabela 5).
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Tabela 5: Avaliacdo dos parametros hematolédgicos dos animais tratados com dose Unica de rac-3g.

Parametros Controle rac-3g 50 mg/kg
Leucécitos (10%/mm?) 2,89 +£0,31 2,39+0,81
Hemacias (10/mm?) 8,14 + 0,36 8,22 + 0,63
Hemoglobinas (g/dL) 11,84 + 0,52 11,64 + 0,86
Plaquetas (10/mm?) 869,20 + 25,79 812,50 + 85,06
Hematécrito (%) 44,14 + 2,07 45,00 + 3,34
VCM (fm°) 54,06 + 0,71 51,50 + 1,64
HCM (pg) 14,44 £ 0,24 13,30 £ 0,35
CHCM (g/dL) 26,74+ 0,33 25,72 + 0,38
RDW (%) 13,73 £ 0,57 12,22 + 0,61

VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentracdo de
hemoglobina corpuscular média; RDW: variacdo de tamanho das hemécias. Os valores sdo expressos
em média £ SD (n = 5 para cada grupo). Valores de P<0,05 foram considerados significativos usando
ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey.

Discusséo

Em estudo anterior, autores comprovam acentuada atividade antiproliferativa de
moléculas derivadas de furanos ou tiofenos frente a linhagens de cancer humano, algumas
delas exibindo Clsy inferiores ao farmaco padrdo 5-fluorouracil [17]. Além disso, alguns
derivados de furanos se mostraram tdo eficientes ao ponto de inibirem a proliferacdo de
células tumorais a niveis submicromolares [16]. Neste trabalho, 18 substancias foram
avaliadas e trés delas apresentaram citotoxicidade frete a células tumorais, das quais, duas sdo
derivadas de furanos e foram ativas para mais de duas linhagens de células tumorais.

A investigacdo de substancias com formas estereoisomeéricas se faz necessaria, pois
existe a possibilidade de apenas um dos enantibmeros apresentar a atividade bioldgica
pretendida [4], ou mesmo um dos enantibmeros apresentar atividade bioldgica mais potente
gue seu complementar, um perfil menos toxico ou uma maior estabilidade metabodlica [7].
Neste trabalho, o enantidmero r da substancia mais ativa, o derivado de furano 3g, foi
comparado com a mistura racémica durante todos os testes de citotoxicidade in vitro, onde foi
possivel observar que em ambas as conformac@es a substancia agiu de forma semelhante e
por este motivo escolheu-se dar continuidade aos testes com a substancia racémica. Além
disso, os resultados indicam que a substancia 3g apresentou acdo tempo-dependente, sendo
mais ativa para células leucémicas.

Consideram-se hemoliticos produtos que promovem hemolise > 5% em concentracfes
inferiores a 1000 uM/mL [23]. A substancia 3g promoveu percentuais de hemolise < 5% na

concentracdo de 250 pg/mL ou 2047 uM/mL, sendo, portanto, ndo associada a lise de
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membranas eritrocitarias, contudo, esse comportamento pode estar ligado ao tempo de
incubacéo.

Caracteristicas morfologicas tais como condensacdo da cromatina, bledding de
membrana e corpos apoptoticos sdo amplamente apontados como indicativos de células
apoptdticas [24,25,26]. Ademais, caracteristicas como retracdo celular, nucleo picnético e
fragmentacdo nuclear (cariorrexe) ja foram descritos para indugdo farmacoldgica de apoptose
em HL-60 [27,28]. Os resultados obtidos na avaliacdo da morfologia de HL-60 revelaram que
a substancia rac-3g induziu morte por apoptose, baseando-se em células com nucleos
picnoticos ou fragmentados, entretanto, necrose celular também foi induzida, pois restos
celulares foram encontrados nas amostras tratadas com rac-3g.

A fosfatidilserina € um fosfolipidio normalmente encontrado apenas na fase
intracelular da membrana plasmaética de células saudaveis, no entanto sdo rapidamente
externalizadas em células expostas a estimulos apoptéticos [29]. Outrora, foi comprovado a
preferéncia do anticoagulante anexina V por fosfatidilserina e desde entdo tem sido utilizado
para determinacdo de células apoptdticas [30].

A perda da integridade da membrana plasmatica € uma garantia de morte celular. Essa
caracteristica pode ser avaliada por uso de corantes impermedveis a célula, por exemplo, o 7-
amino actinomicina D (7-AAD) ou iodeto de propideo (IP), de forma que, quando a
integridade da membrana é perdida o corante entra na célula morta [24]. A dupla marcacdo
para avaliacdo de morte celular € determinante, uma vez que, células necroéticas também se
ligam a anexina V apds a ruptura da membrana. Células apoptéticas tornam-se primeiro
anexina v positivas e 7-AAD negativo, seguindo em momento posterior pela captacdo de 7-
AAD [29]. Diante disso, € provavel que a morte celular induzida pela substancia rac-3g
inicialmente provocou apoptose inicial e a depender da concentracdo a atividade citotdxica se
tornou mais acentuada ao ponto de induzir necrose celular.

Assim, a analise morfolégica da HL-60 e a dupla marcacdo com anexina V e 7-AAD
evidenciaram os resultados encontrados nos ensaios de citotoxicidade, onde o numero de
células viaveis € drasticamente reduzido apds tratamento com rac-3g. Além disso, esses
ensaios demostram o perfil dose-dependente dessa substancia.

Um evento tipico de morte por apoptose € a alteracdo da permeabilidade da membrana
mitocondrial, que, por conseguinte libera proteases (em especial citocromo c) que iram
desencadear a cascata proteolitica indutora da apoptose [31]. O envolvimento das
mitocondrias na morte celular pode ser avaliado através de corantes catibnicos, que sao

atraidos pela carga negativa da membrana interna das mitocondrias [32].
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O fluorocromo catidnico lipofilico JC-1 é bastante utilizado para anélise de potencial
de membrana mitocondrial, este fluorocromo pode emitir fluorescéncia verde indicando a
captacdo de monémeros JC-1 ou emitir a fluorescéncia vermelha que indica a presenca de J-
agregados, ainda pode ocorrer a coexisténcia de ambos sendo emitida a cor laranja. Quando o
Avy esté baixo (<100 mV) JC-1 emite a fluorescéncia verde, quando o Ay esta entre 130 e 180
mV as células marcadas emitem a cor laranja. Apenas quando Ay estda >190 mV a
fluorescéncia vermelha supera a verde e apenas a cor vermelha é detectada ao invés da laranja
[33].

Dessa forma, fica visivel a baixa influéncia da substdncia rac-3g sobre a
despolarizacdo da membrana mitocondrial em células HL-60, uma vez que mais de 85 % das
células tratadas ndo sofreram alteracdo de seu potencial de membrana mitocondrial, emitindo
cor laranja semelhante ao controle negativo (células saudaveis ndo tratadas). Sendo assim, a
morte celular induzida por rac-3g ndo envolve danos as mitocondrias, ndo sendo indicativo de
morte apopototica por via intrinseca.

O anel furano é metabolizado pela enzima citocromo P450 2E1 (CYP2EL) e seu
produto o dialdeido insaturado cis-2-buteno-1,4-dial (BDA) é toxico em especial ao figado
[34,35,36]. Esta enzima encontra-se localizada principalmente no reticulo endoplasmatico,
porém, também pode ser encontrada em outras organelas inclusive nas mitocondrias [37].
Estudos anteriores descreveram que animais tratados com furano apresentaram efeitos
hepatotdxico como aumento do peso relativo do figado e aumento nas transaminases séricas,
fosfatase alcalina, colesterol, triglicerideos e bilirrubina total [10]. Alterac6es nos marcadores
bioquimicos renais (bicarbonato, ureia, acido Urico, creatinina e bicarbonato) ja tinham sido
descritos em ratos tratados subcronicamente com furano em doses abaixo de 5 mg/kg [38].

Portanto, é presumivel que a toxicidade apresentada pela substancia rac-3g em
camundongos tenha ocorrido devido ao metabolismo do anel furano, sendo, as alteracGes
apresentadas no tamanho relativo do figado e rins também o aumento dos niveis de fosfatase
alcalina, ALT e ureia condicentes com essa hipGtese. A pesar da ureia ter aumentado, a
creatinina, que € um marcador renal mais preciso, permaneceu normal, entdo serdo

necessarios testes complementares para esclarecer este achado.

Concluséo
Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o derivado de furano 3g € uma
promissora substancia citotoxica para células de cancer. Sua atividade biologica ndo parece

estar ligada a um dos enantidomeros, sendo a mistura racémica ativa em mesmo grau. A
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substancia rac-3g apresenta acdo tempo e dose-dependente, onde possivelmente sua atividade
citotdxica ndo esta associada & morte celular pela via intrinseca da apoptose, mas por outro
tipo de morte, entretanto, outros testes mais especificos que comprovem a via de morte celular
devem ser realizados. Os efeitos colaterais produzidos por rac-3g possivelmente sdo
consequéncia da abertura do anel furano pelo citocromo P450, sendo necessario intervencao

quimica de protecdo a esta estrutura.

Lista de Abreviaturas

7-AAD: 7-amino actinomicina D

Awy: potencial de membrana mitocondrial

ALT: alanina aminotransferase

AST: aspartato aminotransferase

CEso: concentracdo efetiva 50%

CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média

Clso: concentracdo que inibe 50% do crescimento celular

DMSO: dimetilsulfoxido

HCM: hemoglobina corpuscular média

HEP-2: linhagem celular de carcinoma epidermoide de laringe
HL-60: linhagem celular de leucemia promielocitica aguda
HT-29: linhagem celular de adenocarcinoma de célon

IC 95%: Intervalo de confianca 95%

IC%: percentual de inibi¢&o do crescimento celular

JC-1: 5,5°6,6’-tetracloro-1,1",3,3’-tetraetilbenzimidazolcarbocianina iodeto
K-562: linhagem celular de leucemia mielocitica crénica

MCF-7: linhagem celular de adenocarcinoma de mama

MOLT-4: linhagem celular de leucemia limfoblastica aguda
MTT: brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio
NCI-H292: linhagem celular de carcinoma mucoepidermoide de pulméo
PBMC: células mononucleares de sangue periférico

RDW: variagdo de tamanho das hemacias

SBCAL.: sociedade brasileira de ciéncia em animais de laboratorio
VCM: volume corpuscular médio

RAC-: mistura racémica da substancia

R-: enantidbmero r da substancia
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S-: enantidbmero s da substancia
DOX: doxorrubicina

IP: iodeto de propideo

BDA: cis-2-buteno-1,4-dial

Declaractes
Aprovacéo Etica e Consentimento para Participar

Os ensaios de citotoxicidade em PBMC e atividade hemolisante, onde foram utilizadas
amostras de sangue humano, foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE, sob o Certificado de Apresentacédo
para Apreciacdo Etica (CAAE): 60366816.8.0000.5208. O parecer de aceite e termo de
consentimento livre e esclarecido sdo mostrados abaixo.

A utilizagdo de animais neste trabalho foi aprovada pela Comissdo de Etica de Uso
Animal — CEUA da UFPE, sob protocolo n° 23076.043015/2016-50. O parecer favoravel €

exibido abaixo.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagao do potencial antitumoral de novos compostos derivados de furanos e

tiofenos
Pesquisador: Bruno Iraquitan Miranda da Silva
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Versao: 2
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Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.849 464

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um projeto de pesquisa do pesquisador Bruno fraquitan Miranda da Silva do departamento de
antibioticos envolvendo o potencial farmacologico de novos compostos quimicos de derivados de furanos e
tiofenos. De acordo com a ultima estimativa realizada pela Organizagac Mundial de Saude (OMS), houve
14,1 milhoes de novos casos e 8,2 milhoes de mortes por cancer em todo mundo, em 2012. Embora ja
existam varios farmacos com efeito anticancer que sao amplamente utilizadas na quimioterapia, a maioria
mostra inespecificidade, ja que apresenta toxicidade elevada tambem para celulas normais, o que causam
varios efeitos adversos como mielossupressao, alopecia e alteragoes gastrointestinais (nauseas, vomito e
diarreia)

Objetivo da Pesquisa:

Investigar a atividade antitumoral de uma nova série de alcoois e ésteres contendo a fungao furane e tiofeno
em suas estruturas, ainda, sua possivel citotoxicidade em celulas de sangue periférico humano.

Avaliar a atividade anticancerin vitro em diferentes linhagens celulares tumorais humanas e em linfacitos
humanos;

Mensurar a citotoxicidade dos compostos em linfdcitos humanos;

Determinar a atividade citotdxica em eritrdcitos humanos,
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Nao estao previstos beneficios diretos, entretanto o beneficio indireto sera de contribuir para a comunidade
cientifica através da avaliacao da citotoxicidade em células de sangue do periférico humano. O doador
podera sentir um leve desconforto no local da pungao (ponto de retirada do sangue) e ainda causar
vermelhidao no local que serd tratada com compressas de gelo, Esses riscos serao minimizados, pois a
coleta sera feita por profissionais especializados usando o equipamento de protegao individual.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

O orgamento da pesquisa esta previsto para RS 3.000,00 e sera de inteira responsabilidade do pesquisador.
A coleta esta prevista para novembro/2016, porém nao tem a frase de que os dados sd serao coletados
apas aprovagao deste Comité, A coleta do sangue periférico sera realizada por profissionais capacitados,
utilizando-se seringas esterilizadas e descartaveis de 10 mL, Para tanto, como critério de inclusao, serao
escolhidos 10 voluntarios adultos sauddveis, na faixa etdria de 20 a 30 anos, sem histdrico de doengas
recentes, nao fumantes, sem exposicao recente a radiacoes, a medicamentos ou dlcool (BURIM et al,,2001),
E voluntdrios adultos sauddveis, na faixa etdria de 20 a 30 anos, com historico de doengas recentes e/ou
fumantes, com exposigao recente a radiagoes e/ou a

medicamentos e/ou dlcool e voluntédrios que se negarem a doar sangue serao excluldos. O projeto nao
indica o local onde as coletas serao realizadas

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:

Carta de anuéncia do departamento de antibioticos; curriculum dos pesquisadores anexados; TCLE em
acordo com o preconizado;

Recomendacoes:

Sem recomendagoes

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Sem pendéncias

Consideracoes Finais a critério do CEP:

As exigéncias foram atendidas e o protocolo esta APROVADO, sendo liberado para o inicio da coleta de
dados. Informamos que a APROVACAO DEFINITIVA do projeto so serd dada apos o envio do Relatdrio
Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatornio Final para envia-lo via
“Notificacan”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugoes do link “Para enviar Relatorio Final®, disponivel no
site do CEP/CCS/UFPE. Apos apreciacao desse relatorio, o CEP
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Pagma (12 de 04

59



Comire de Efica
em Pesguisa
Envolvendo
Seres Humanos

UNIVERSIDADE FEDERAL DE

PERNAMBUCO CENTRO DE “GRGral o™
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Continuagho do Parecar 1. 849 464

emitira novo Parecer Consubstanciado definitivo pelo sistema Platalorma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao voluntano participante (item V.3.,
da Resolugao CNS/IMS N° 466/12).

Eventuais modificacoes nesta pesquisa devem ser solicitadas atraves de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execucao, € obrigatdrio que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatdrios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a conlar da data de sua aprovagao (item X.1.3.b,, da Resolugao CNS/MS N° 466/12).
O CEP/CCS/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5., da Resolucac CNS/IMS N° 466/12). E papel do/a pesquisador/a assequrar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorndo (mesmo que tenha sido
em outro centro) e ainda, enviar notificagao a ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria, junto com
seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacoes Basicas PB_INFORMACaES_BASICAS_DO_P 271112016 Acelto
do Projeto ROJETO_796256.pdf 13:19:42
Outros cartaderesposta.docx 23/11/2016 |Bruno lraquitan Aceito
11:51:17 | Miranda da Silva

Projeto Detalhado / | ProjetoDetalhado.docx 23/11/2016 | Bruno lraquitan Aceito

Brochura 11:47:20 |Miranda da Silva

TCLE i Termos de | TCLEBruno.docx 27/09/2016 |Bruno lraquitan Aceito

Assentimento / 10:06:27 |Miranda da Silva

Justificativa de

neia

Outros CurriculoLattesBruno.pdi 26/09/2016 |Bruno lraquitan Aceito
16:47:25 |Miranda da Silva

Outros CurriculoLattesTeresinha. pdf 26/09/2016 |Bruno lraquitan Aceito
16:44:26 |Miranda da Silva

Outros CurriculoLattesJaciana. pdf 26/09/2016 |Bruno lraquitan Aceito
16:43:29  |Miranda da Silva

Folha de Rosto Folhaderostro.pdf 26/09/2016 |Bruno fraquitan Aceito
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Folha de Rosto Folhaderostro.pdf 16:25:05 |[Miranda da Silva Aceito
Outros termodecompromisso. pdf 19/09/2016 | Bruno Iraquitan Aceito
23:06:31_ |Miranda da Silva
Outros cartadeanuencia.pdf 19/09/2016 |Bruno lraquitan Aceito
23:05:17 _|Miranda da Silva
Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
RECIFE, 05 de Dezembro de 2016
Assinado por:
LUCIANO TAVARES MONTENEGRO
(Coordenador)
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Bairro; Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municiplo: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 E-mall: cepccs@ulpe.br
Pagna 04 de 04

61



553

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugdo 466/12)

Convidamos vocé para participar como voluntario (a) da pesquisa intitulada Avaliagao do
potencial antitumoral de novos compostos derivados de furanos ¢ tiofenos, que estd sob a
responsabilidade do pesquisador Bruno Iraquitan Miranda da Silva, com endereco Departamento de
Antibioticos, Avenida Prof. Artur de Sa, Cidade Universitaria, s/n e CEP: 50740-520 - Telefone: (81)
9 7910-4821/2126-8866, e-mail para contato bruno.ims@hotmail.com. E esta sob a orientacao de:
Profa. Dra. Teresinha Gongalves da Silva. Telefone: (81) 9 8847-0065, e-mail
teresinhal00@gmail.com e Profa. Dra. Jaciana dos Santos Aguiar. Telefone: (81) 9 9604-4192, email:
Jjaclanaaguiar@gmail.com.

Este Termo de Consentimento pode haver alguns topicos que vocé ndo entenda, Caso haja
alguma duvida, pergunte a pessoa a quem esta lhe entrevistando, para que o/a senhor/a esteja bem
esclarecido (a) sobre tudo que esta respondendo. Apos ser esclarecido (a) sobre as informacoes a
seguir, caso aceite em fazer parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que
estd em duas vias. Uma delas ¢ sua e a outra ¢ do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé
nio sera penalizado (a) de forma alguma. Tambem garantimos que vocé tem o direito de retirar o
consentimento da sua participacao em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

s O objetivo desta pesquisa ¢ avaliar o efeito colateral de novas drogas em sangue humano.

- A coleta do sangue sera realizada por profissionais capacitados, utilizando-se de materiais
descartaveis e estereis.

- Sua participagdo sera somente na coleta do sangue que levara aproximadamente 10 minutos.

- Como risco o participante podera sentir um leve desconforto no local do ponto de retirada do
sangue ¢ existe risco de ser gerada uma vermelhiddo no local, caso isso ocorra sera tratada com
compressas de gelo. Esses riscos serio minimizados, pois a coleta sera feita por profissionais
especializados usando o equipamento de protegdo individual e o descarte dos materiais serd feito em
embalagens apropriadas.

- Nio estao previstos beneficios diretos, entretanto o beneficio indireto sera de contribuir para a
comunidade cientifica atraves deste trabalho.

As informacoes desta pesquisa serdo confidencias e serdo divulgadas apenas em eventos ou
publicacdes cientificas, nao havendo identificacdo dos voluntarios. a ndo ser entre os responsaveis
pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagdo. Os dados coletados nesta pesquisa
ficardo armazenados em computador pessoal, sob a responsabilidade de Bruno Iraquitan Miranda da
Silva, no endereco acima informado. pelo periodo de 5 anos.

Vocé ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se houver necessidade, as despesas para
a sua participacdo serdo assumidos pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte ¢ alimentacao).
Fica tambem garantida indenizagdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participacio
na pesquisa, conforme decisdo judicial ou extra-judicial.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos eticos deste estudo, vocé podera consultar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco; (Avenida da
Engenharia s/n - 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81)
2126.8588 — e-mail: cepees@ufpe.br).
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, . CPF . abaixo assinado, apds a
leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter
esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo
Avaliacdo do potencial antitumoral de novos compostos derivados de furanos e tiofenos. como
voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo (a) pesquisador (a) sobre a
pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes
de minha participacio. Foi-me garantido que posso retirar o meu consentimento a qualquer momento,
sem que isto leve a qualquer penalidade.

Local e data

Assinatura do/a participante:

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o aceite do
voluntario em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura;
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5 CONCLUSOES GERAIS

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que:

vV V V VvV V

O derivado de furano 3g € uma substancia citotoxica para células de cancer;

Sua atividade bioldgica nédo estar ligada a um dos enantidmeros;

A substancia rac-3g apresenta acdo tempo e dose-dependente;

Sua atividade citotoxica provavelmente esta relacionada ao processo de necrose celular;
rac-3g apresenta diferentes graus de toxicidade dependendo da dose, sendo 0s 6rgaos mais
afetados sdo os figado e rins;

A toxicidade mostrada pela substancia rac-3g possivelmente seja decorrente da abertura do

anel furano pelo citocromo P450.
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Figures, tables additional files

Preparing figures

When preparing figures, please follow the formatting instructions below.

e Figures should be provided as separate files, not embedded in the main manuscript file.

e Each figure of a manuscript should be submitted as a single file that fits on a single page in
portrait format.

e Tables should NOT be submitted as figures but should be included in the main manuscript
file.

e Multi-panel figures (those with parts a, b, ¢, d etc.) should be submitted as a single
composite file that contains all parts of the figure.

e Figures should be numbered in the order they are first mentioned in the text, and uploaded in
this order.

e Figures should be uploaded in the correct orientation.
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e Figure titles (max 15 words) and legends (max 300 words) should be provided in the main
manuscript, not in the graphic file.

e Figure keys should be incorporated into the graphic, not into the legend of the figure.

e Each figure should be closely cropped to minimize the amount of white space surrounding
the illustration. Cropping figures improves accuracy when placing the figure in combination
with other elements when the accepted manuscript is prepared for publication on our site.
For more information on individual figure file formats, see our detailed instructions.

e Individual figure files should not exceed 10 MB. If a suitable format is chosen, this file size
is adequate for extremely high quality figures.

e Please note that it is the responsibility of the author(s) to obtain permission from the
copyright holder to reproduce figures (or tables) that have previously been published
elsewhere. In order for all figures to be open access, authors must have permission from the
rights holder if they wish to include images that have been published elsewhere in non open
access journals. Permission should be indicated in the figure legend, and the original source
included in the reference list.

Figure file types

We accept the following file formats for figures:

e EPS (suitable for diagrams and/or images)

e PDF (suitable for diagrams and/or images)

e Microsoft Word (suitable for diagrams and/or images, figures must be a single page)
e PowerPoint (suitable for diagrams and/or images, figures must be a single page)

e TIFF (suitable for images)

e JPEG (suitable for photographic images, less suitable for graphical images)

e PNG (suitable for images)

e BMP (suitable for images)

e CDX (ChemDraw - suitable for molecular structures)

For information and suggestions of suitable file formats for specific figure types, please see

our author academy.
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Figure size and resolution

Figures are resized during publication of the final full text and PDF versions to conform to the

BioMed Central standard dimensions, which are detailed below.

Figures on the web:

e width of 600 pixels (standard), 1200 pixels (high resolution).

Figures in the final PDF version:

e width of 85 mm for half page width figure
e width of 170 mm for full page width figure
e maximum height of 225 mm for figure and legend

e image resolution of approximately 300 dpi (dots per inch) at the final size

Figures should be designed such that all information, including text, is legible at these dimensions.
All lines should be wider than 0.25 pt when constrained to standard figure widths. All fonts must be
embedded.

Figure file compression

e Vector figures should if possible be submitted as PDF files, which are usually more compact
than EPS files.

e TIFF files should be saved with LZW compression, which is lossless (decreases file size
without decreasing quality) in order to minimize upload time.

e JPEG files should be saved at maximum quality.

e Conversion of images between file types (especially lossy formats such as JPEG) should be

kept to a minimum to avoid degradation of quality.

If you have any questions or are experiencing a problem with figures, please contact the customer

service team at info@biomedcentral.com.
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Preparing tables

When preparing tables, please follow the formatting instructions below.

e Tables should be numbered and cited in the text in sequence using Arabic numerals (i.e.
Table 1, Table 2 etc.).

e Tables less than one A4 or Letter page in length can be placed in the appropriate location
within the manuscript.

e Tables larger than one A4 or Letter page in length can be placed at the end of the document
text file. Please cite and indicate where the table should appear at the relevant location in the
text file so that the table can be added in the correct place during production.

e Larger datasets, or tables too wide for A4 or Letter landscape page can be uploaded as
additional files. Please see [below] for more information.

e Tabular data provided as additional files can be uploaded as an Excel spreadsheet (.xlIs ) or
comma separated values (.csv). Please use the standard file extensions.

e Table titles (max 15 words) should be included above the table, and legends (max 300
words) should be included underneath the table.

e Tables should not be embedded as figures or spreadsheet files, but should be formatted using
‘Table object’ function in your word processing program.

e Color and shading may not be used. Parts of the table can be highlighted using superscript,
numbering, lettering, symbols or bold text, the meaning of which should be explained in a
table legend.

e Commas should not be used to indicate numerical values.

If you have any questions or are experiencing a problem with tables, please contact the customer

service team at info@biomedcentral.com.

Preparing additional files

As the length and quantity of data is not restricted for many article types, authors can provide

datasets, tables, movies, or other information as additional files.
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All Additional files will be published along with the accepted article. Do not include files such as
patient consent forms, certificates of language editing, or revised versions of the main manuscript
document with tracked changes. Such files, if requested, should be sent by email to the journal’s
editorial email address, quoting the manuscript reference number. Please do not send patient

consent forms unless requested.

Results that would otherwise be indicated as "data not shown™ should be included as additional
files. Since many web links and URLs rapidly become broken, BioMed Central requires that
supporting data are included as additional files, or deposited in a recognized repository. Please do
not link to data on a personal/departmental website. Do not include any individual participant
details. The maximum file size for additional files is 20 MB each, and files will be virus-scanned on

submission. Each additional file should be cited in sequence within the main body of text.

If additional material is provided, please list the following information in a separate section of the

manuscript text:

e File name (e.g. Additional file 1)

e File format including the correct file extension for example .pdf, .xls, .txt, .pptx (including
name and a URL of an appropriate viewer if format is unusual)

e Title of data

e Description of data

Additional files should be named "Additional file 1" and so on and should be referenced explicitly
by file name within the body of the article, e.g. 'An additional movie file shows this in more detail
[see Additional file 1]'.

For further guidance on how to use Additional files or recommendations on how to present

particular types of data or information, please see How to use additional files.
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