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RESUMO

Cancer refere-se ao crescimento desordenado de células, que séo potencialmente invasoras de
tecidos, estejam eles adjacentes ou distantes. A diviséo celular é veloz, tende a agressividade e
descontrole e determina o surgimento de tumores, que podem espalhar-se por diversas regioes
do corpo e trazer sérios danos ao funcionamento de 6rgdos e sistemas. Estima-se que 0
Brasil terd 625 mil novos casos de cancer a cada ano do triénio 2020-2022, sendo a obesidade
um dos principais fatores de risco para o surgimento de 11 dos 19 tipos mais
frequentemente encontrados na populacdo. Atualmente, o0s tratamentos disponiveis
incluem procedimentos cirdrgicos, quimioterapia, radioterapia ou transplante de medula
Ossea, €, em muitos casos, indica-se a combinacdo de modalidades de tratamento. Diversos
efeitos colaterais podem surgir decorrentes do tratamento que vao desde eventos agudos até
0s mais graves. A alta incidéncia de cancer em seres humanos, os efeitos deletérios da
doenca, a taxa de mortalidade elevada e a agressividade dos tratamentos existentes justificam
a realizacdo de estudos que busquem testar substancias seletivas para células tumorais. A
familia das acridinas apresenta propriedades farmacoldgicas que possuem atividade
antitumoral, antiviral, antiparasitaria, antimicrobiana, fungicida e anti-inflamatoria. Neste
estudo, buscou-se verificar se a atividade antitumoral dos compostos espiroacridinicos,
especificamente 0 AMTAC-7, ocorre de forma seletiva para células tumorais. Tratou-se
de uma pesquisa experimental, realizada no Laboratério de Oncofarmacologia
(OncoFar/UFPB), com observacdo a partir de experimentos controlados, com alteracdes de
variaveis e instrumentos de coleta de dados submetidos a testes in vitro que asseguraram a
sua eficacia, além de analise estatistica de modelagem dos resultados. A viabilidade
das células ndo tumorais (PBMCs) - mononucleares do sangue periférico- foi reduzida
apos o tratamento com o composto acridinico AMTAC-07 (Clse: 7,05 + 1,09 uM) em relacéo
ao grupo controle (100% de viabilidade) e o indice de seletividade (IS) foi determinado a
partir dos valores de Clso da célula ndo tumoral (PBMC) e das linhagens tumorais (HL-60,
MOLT-4 e HCT-116). Considerando os valores dos indices calculados para 0o AMTAC-07, ndo
houve seletividade (I1S<2) para a célula tumoral HL-60 (IS: 1,42), MOLT-4 (IS: 0,75) e HCT-
116 (IS: 0,80). Todavia, a droga padrdo doxorrubicina apresentou alta citoxicidade em
células ndo tumorais, conforme observado pelo baixo valor de Clsp emPBMC (0,05 + 0,002
uM). Além disso, o indice de seletividade para linhagem tumoral HCT-116 foi
consideravelmente mais baixo (IS: 0,01) que da AMATAC-07 (IS: 0,80). A citotoxicidade foi
demonstrada em celulas ndo tumorais, in vitro. Porém, possuiu seletividade para células
tumorais de HCT-116, maior do que a droga padrdo doxorrubicina, ja utilizada em
tratamentos clinicos.

Palavras-chave: Derivados Acridinicos; Citotoxicidade; Células Sadias; Seletividade.



ABSTRACT

Cancer refers to the disordered growth of cells, which are potentially invasive of tissue,
whether adjacent or distant. Cell division is fast, tends to aggressiveness and uncontrolled, and
determines the appearance of tumors, which can spread to different regions of the body and
cause serious damage to the functioning of organs and systems. It is estimated that Brazilwill
have 625,000 new cases of cancer each year from 2020 to 2020, with obesity being one of the
main risk factors for the emergence of 11 of the 19 types most frequently found in the
population. Currently, available treatments include surgical procedures, chemotherapy,
radiation therapy or bone marrow transplantation, and in many cases, a combination of
treatment modalities is indicated. Several side effects can arise from the treatment, ranging
from acute events to the most serious. The high incidence of cancer in human beings, the
harmful effects of the disease, the high mortality rate and the aggressiveness of existing
treatments justify the performance of studies that seek to test selective substances for tumor
cells. The acridine family has pharmacological properties that have antitumor, antiviral,
antiparasitic, antimicrobial, fungicidal and anti-inflammatory activity. In this study, we seek
to verify whether the antitumor activity of spiroacridinic compounds, specifically AMTAC-7,
occurs selectively for tumor cells. This is experimental research, carried out at the
Laboratorio de Oncofarmacologia (OncoFar/UFPB), with observation from controlled
experiments, with changes in variables and data collection instruments submitted to in vitro
tests that ensured its effectiveness, in addition to statistical analysis of modeling the results.
The viability of non-tumor cells (PBMCs) - peripheral blood mononuclear - was reduced after
treatment with the acrydinic compound AMTAC-07 (C150: 7.05 + 1.0 9 uM) in relation to the
control group (100% viability) and the selectivity index (SI) was determined from the values
of non-tumor cell CI50 (PBMC) and tumor strains (HL-60, MOLT-4 and HCT-
116).Considering the values of the indices calculated for AMTAC-07, there was no selectivity
(1S<2) for tumor cell HL-60 (IS: 1.42), MOLT-4 (IS: 0.75) and HCT-116 (IS: 0.80). However,
the standard drug doxorubicin showed high citoxicity in non-tumor cells, as observed by the
low ci50 value in PBMC (0.05 = 0.002 uM). In addition, the selectivity index for tumor lineage
HCT-116 was considerably lower (Is: 0.01) than aMATAC-07 (IS: 0.80). Cytotoxicity has
been demonstrated in non-tumor cells in vitro. However, it had selectivity for HCT-16 tumor
cells, greater than the standard drug doxorubicin, already used in clinical treatments.

Keywords: Acridine Derivatives; Cytotoxicity; Healthy Cells; Selectivity.
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1 INTRODUCAO

Céncer ¢ um termo que abrange mais de 100 doengas malignas que sdo unificadas
pelo principio comum do crescimento desordenado de células, que sdo potencialmente
invasoras de tecidos, estejam eles adjacentes ou distantes. A divisdo celular € veloz, tende a
agressividade e descontrole, e determina o surgimento de tumores, que podem espalhar-se por
diversas regides do corpo e trazer serios danos ao funcionamento de 6rgdos e sistemas.
Tumores malignos adquirem mdaltiplas caracteristicas, que abrangem alteracGes
morfoldgicas e fisioldgicas das células (BATISTA, 2019; SBC, 2016).

Trata-se de um importante problema de salde puablica mundial e a segunda
principal causa de morte nos Estados Unidos da América (EUA). Durante a pandemia da
doenca COVID-19, o diagndstico e tratamento para o cancer foram dificultados, o acesso
reduzido aos cuidados que resultou em atrasos no diagndstico e tratamento, que
desencadeou atrasos nos diagnosticos, aumento na deteccdo em estagios avancados e,
consequentemente, aumento da mortalidade. No Brasil estima-se que cerca de 15 mil
casos de cancer deixaram de ser diagnosticados por més, desde o inicio da pandemia, em
fevereiro de 2020. No entanto, levara varios anos até que se quantifiguem as consequéncias
secundarias da pandemia (SIEGEL et al., 2021; MARQUES et al., 2021).

Culpar o0 acaso ou ma sorte para o desenvolvimento da doenca faz com que o
individuo conclua que nada pode ser feito a respeito, porém hoje sabemos que os fatores de
riscos para o desenvolvimento do céncer estdo relacionados com desordens endocrinas e
genéticas, historia familiar e pessoal, habitos de vida e influencia ambiental. A rapida e
progressiva incidéncia do cancer alerta para o agravamento do problema, aumentando a
necessidade de desenvolvimento de estudos e pesquisas, bem como de politicas publicas
efetivas (COSTA et al., 2021).

O cancer é um problema crescente, principalmente nos paises em
desenvolvimento. Compreender a etiologia do céncer contribui para que sejam tracadas
estratégias de prevencdo, deteccdo precoce e tratamento, uma vez a quantidade de
pessoas doentes e 0s custos de tratamento sdo exacerbados até para 0s paises mais
ricos. Diversos tipos de céancer sdo associados ao tabagismo; cerca de 3,5% das mortes
por cancer nos EUA sdo atribuidas ao alcoolismo; e aproximadamente 30% dos casos de
cancer na America do Norte e Europa Ocidental sdo atribuidos a dieta, sobrepeso,

obesidade e/ou sedentarismo. Enquanto na Africa Subsaariana, um tergo dos casos de cancer
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sdo atribuidos a agentes infecciosos (STEWART et al., 2016).

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer Joseé Alencar Gomes da Silva (INCA,
2020), o Brasil terda 625 mil novos casos de cancer a cada ano do triénio 2020-2022, sendo a
obesidade um dos principais fatores de risco para o surgimento de 11 dos 19 tipos mais
frequentemente encontrados na populacdo brasileira. Depois do cancer de pele néo
melanoma, 0s mais incidentes serdo os de mama e prostata, seguidos por célon e reto, pulméo
e estbmago. Quando estimados de acordo com o sexo, em homens, 0s tipos mais frequentes
serdo prostata (29,2%), célon e reto (9,1%), pulméo (7,9%), estdmago (5,9%) e cavidade
oral (5%). Em mulheres, os mais incidentes serdo os de mama (29,7%), célon e reto
(9,2%), colo do utero (7,4%), pulmé&o (5,6%) e tireoide (5,4%).

As pesquisas permitem avangos no tratamento contra o cancer, sendo responsaveis
pela reducdo na mortalidade por doencas malignas hematopoiéticas e linfoides em
criancas e adultos, e, mais recentemente, certos tipos de cancer de dificil tratamento, como
é 0 caso do melanoma metastatico. Esse investimento em pesquisas permite aprofundar o
conhecimento e avancgar nas opcOes de tratamento, favorecendo a aplicacdo justa e ampla
das intervencgdes e acelerando o progresso contra o cancer (SIEGEL et al., 2021).

Levando em consideracdo a complexidade da doenga, 0s graves danos provocados
ao organismo, o elevado custo dos tratamentos e a necessidade da existéncia de terapias cada
vez mais precisas, € de notoria relevancia a realizacdo de pesquisas cientificas com a
finalidade de desenvolver substancias e compostos de maior eficacia terapéutica e menor

toxicidade.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 ASPECTOS GERAIS DO CANCER

O termo tumor refere-se ao aumento de volume observado em uma parte qualquer
do corpo. Quando o tumor surge devido ao aumento do numero de células, esta instalado
um quadrode neoplasia, que pode ser benigno ou maligno. Neoplasias benignas se dao
através de crescimento celular lento e organizado, apresentam limites bem definidos, ndo
invadem tecidos vizinhos e ndo desenvolvem metastase. Ao contrario disto, nas neoplasias
malignas ha aumento celular em tamanho e quantidade, de forma réapida e desordenada, que
formam tumores sem limites bem definidos, com potencial invasor de tecidos adjacentes e
risco de desenvolver metéstase (INCA, 2020).

O cancer €, portanto, uma neoplasia maligna, que resulta da exposicdo das células
a quantidades suficientes de agentes carcinogénicos, isto €, agentes quimicos, radioativos
ou microbianos, que, quando associados a outros fatores, promovem mutacGes permanentes
no DNA celular. O diagnéstico é dado através de métodos de pesquisa
histoldgico/citologico, imuno-histoquimicas, molecular, citometria de fluxo, marcadores
tumorais e por meio de exames imaginoldgicos (UFAC, 2018).

Quando a génese do cancer ocorre em células epiteliais, os tumores séao
denominados ‘carcinomas’; 0s  originarios em  epitélio glandular sdo  os
‘adenocarcinomas’. Aqueles originarios em o0ssos, cartilagens, mauasculos, gorduras,
vasos sanguineos e nervos sdao denominados ‘sarcomas’; 0s que atingem o sistema
linfatico, formando agregados sélidos nos ganglios sdo chamados de ‘linfomas’; e as
‘leucemias’ trata-se de tumores que surgem nos diversos tecidos que constituem 0 sangue
(GAJULAPALLI et al., 2016; BAROSA et al., 2014; ONO et al., 2009 apud BATISTA,
2019).

A incidéncia de céncer tem aumentado em todo o mundo, assim como a
mortalidade relacionada a doenca. De acordo com Hyndman (2016), isto provavelmente
esta relacionado com as mudangas no estilo de vida e do mundo em desenvolvimento.
Pesquisas demonstram que a doenga surge devido alteragcBes genéticas, que fornecem
a célula caracteristicas divergentes dos mecanismos reguladores normais, que controlam
crescimento e proliferacdo. Assim, as células afetadas possuem fatores que
favorecem proliferacdo incessante, imortalidade, evasdo do apoptose, supressdo do

crescimento, instabilidade do genoma, indugdo de angiogénese, inflamacdo, invasdo e
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metastase.

A vasta extensdo territorial do Brasil abriga uma populacdo bastante diversificada, com
comportamentos, crencas e atitudes tipicas de cada regido. Este cendrio cria um grande desafio
para 0s gestores da saude publica, aos quais cabe desenvolver estratégias para que se
estabelecam diretrizes em politicas publicas e planejamento de agdes de prevencao e controle
do cancer (INCA, 2018).

A elevada perspectiva de vida humana é acompanhada por um historico de problemas
com relagdo a salde. A saude global é assimétrica e mal ordenada entre as massas
populacionais. Os informativos indicam que as mortalidades com relacdo as
neoplasias, patologias cardiovasculares e transtornos por uso de substancias sdo 0s
maiores entraves a vitalidade humana. Dentre eles, estima-se que o cancer é o maior
agente causador dos indices de mortalidade durante o século atual em todo o planeta,
sendo assim, um entrave para o envelhecimento saudavel (SEEHAWER et al., 2018;
BRAY et al., 2018).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) relata nimeros crescentes de casos de cancer.
Estima-se ainda que ano de 2040, o cancer afetard a vidade 29,4 milhdes de novos individuos
(INCA, 2020). Almeja-se que as estimativas para o periodo 2020-2022 estimulem gestores,
profissionais de salde, pesquisadores, comunicadores e sociedade em geral a refletirem sobre
a questdo do cancer, para que sejam tracadas e estimuladas estratégias preventivas e 0s
sistemas de salde estejam cada vez mais bem equipados para enfrentar os desafios futuros.

2.2 FARMACOTERAPIA/ TOXICOLOGIA DO TRATAMENTO DO CANCER

Para o tratamento das neoplasias malignas diversas terapias podem ser prescritas.
Dentre estes tratamentos, 0os mais conhecidos sdo os procedimentos cirdrgicos, terapia alvo,
quimioterapia, imunoterapia e radioterapia, sendo a quimioterapia 0 método mais
utilizado. Porém, muitas vezes essas terapias demonstram-se ineficazes para curar a
doenca, devido a incontaveis fatores que limitam a utilizacdo, pois além dos graves efeitos
colaterais, também ha a possibilidade de as celulas desenvolverem resisténcia a terapia
medicamentosa (PAJUELO-LOZANO et al., 2018; WAKIUCHI et al., 2019).

Os farmacos quimioterapicos convencionais sdo classificados de acordo com o0s
seus mecanismos de acdo. Os quimioterapicos citotoxicos podem ser divididos em
classes: o0s agentes alquilantes, que provocam danos ao DNA (mostardas nitrogenadas,
ciclofosfamida e cisplatina); os produtos naturais (alcaloides da vinca — vimblastina e

vincristina) e diterpenos (taxol); além dos agentes antimetabolitos, que atuam bloqueando
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a sintese do DNA (por exemplo, 0 metrotexato e o 5-fluorouracil), e os antibiéticos, que
atuam nas enzimas envolvidas na replicagdo do DNA, bloqueando a proliferagéo celular
(por exemplo, doxorrubicina, epirrubicina e idarrubicina) (SOUSA, 2020; CHEN et al.,
2017; BATISTA, 2019).

Agentes quimioterapicos apresentam alta toxicidade, associada a sua baixa
seletividade para as células tumorais. Os efeitos indesejveis ocasionados pelos
quimioterapicos relacionam-se ao fato da sua ndo-especificidade pelas células tumorais,
ja que os tecidos formados por células de rapida proliferacdo, como tecido hematopoiético,
tecido germinativo, foliculo piloso e tecido de revestimento gastrointestinal, apresentam
semelhanca as células neoplésicas em relacdo a alta atividade mitdtica e ciclos celulares
curtos (MOURA et al, 2017).

Em funcdo disso, os efeitos dos quimioterdpicos ndo se restringem as
células neoplésicas, atuando também sobre as células normais, promovendo assim, 0s
principais efeitos colaterais como alopecia, mielossupressao e imunossupressao,
alteracBes gastrointestinais (nduseas, vomitos, constipacdo intestinal, diarreia), além de
outros efeitos, tais como cardiotoxicidade, hepatotoxicidade,  toxicidade pulmonar,
eurotoxicidade, disfuncdo reprodutiva, toxicidade vesical e renal, alteracdes metabdlicas e
toxicidade dermatolégica que motivam a busca por novas estratégias de tratamento
(MARTINS et al., 2015).

Nesse contexto, a pesquisa e 0 desenvolvimento de novos medicamentos na
area oncoldgica continua sendo necessaria na perspectiva de superar 0s obstaculos

relacionados a efetividade, toxicidade e resisténcia.

2.3 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

O ensaio de redugdo MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolio ou “teste do MTT”, se trata de um método colorimétrico capaz de medir
indiretamente a citotoxicidade, proliferacdo ou viabilidade celular. Este teste foi
inicialmente proposto por Mosmann (1983), sendo considerado até os dias atuais um dos
ensaios mais utilizado no mundo devido ao seu bom custo-beneficio, para
avaliagcdo inicial da citotoxicidade de novas substancias.

Caracteriza-se como um sal amarelo soluvel em agua e sua carga residual
positiva torna-o permeavel as membranas celulares. No interior de células viaveis, o MTT é
reduzido a cristais de formazan, que apresentam cor purpura e sdo insollveis em agua

(figura 1), apds clivagem do anel tetrazolio mediada por enzimas como as desidrogenases



mitocondriais (GONCALVES et al., 2020).

Figura 1 — Reacéo de reducéo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio)

CH;

MTT MTT formazan

Fonte: Mittal et al. (2017) apud Gongalves et al. (2020).

O produto formado pode ser quantificado por espectrofotbmetro, onde a
intensidade colorimétrica serd diretamente proporcional a quantidade de células
viaveis (PASCUA-MAESTRO et al., 2018). Assim, a alta intensidade da cor purpura
indica maior viabilidade celular, enquanto a diminuicdo da intensidade da cor pdrpura
significa o numero reduzido de células viaveis e, portanto, a citotoxicidade da amostra
teste (BAHUGUNA et al., 2017). Os valores obtidos da leitura da densidade dptica das
células submetidas ao tratamento com a amostra teste sdo comparados com os valores
de densidade optica das celulas controle ndo tratadas e os resultados sdo apresentados
como porcentagem de sobrevivéncia celular (HAYON et al., 2003).

Os ensaios in vitro envolvem a utilizacdo de células humanas mantidas em cultivo,
sob condicGes ambientais e nutricionais controladas que permitem seu crescimento fora

de um tecido/6rgdo do organismo (KITAEVA et al., 2020). As células empregadas nestes
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ensaios sdo provenientes principalmente de culturas primarias ou de linhagens celulares,
sendo a escolha dependente do objetivo e natureza dos experimentos planejados. As
células resultantes da cultura primaria que apresentarem uma maior capacidade de
proliferacdo e adaptacdo as novas condicdes do meio originam as linhagens celulares.
Estas culturas ainda preservam algumas caracteristicas dos tecidos originais e exibem
um potencial de replicacdo indefinido, possibilitando a formacdo de bancos de células
a partir de sua criopreservacao, 0 que permite seu uso por longos periodos em comparagao
as culturas primarias (HYNDS; VLADIMIROU; JANES, 2018).

2.4 DERIVADOS ACRIDINICOS

As acridinas incluem-se em uma gama de moléculas triciclicas com varias
atividades bioldgicas como anti-inflamatéria, antifingica, antimicrobiana, antiviral,
antiparasitaria e anticancerigena  (GENSICKA-KOWALEWSKA et al, 2017,
KUKOWSKA, 2017). As acridinas sdo formadas por dois anéis de benzeno, fundidos a
um anel de pirina no centro. Assim, sdo consideradas moléculas promissoras para 0
tratamento do céncer, pois sua atividade biol6gica baseia-se na inibicdo de enzimas
topoisomerases. Algumas  acridinas,como a Amsacrina, ja sd0 empregadas no
tratamento quimioterdpico de leucemias e linfomas, no entanto, efeitos colaterais,
desenvolvimento de resisténcia e baixa biodisponibilidade fazem com que a substancia
tenha atividade terapéutica limitada (SZAFRAN et al., 2018).

Esses fatores encorajaram os quimicos a modificar estruturalmente a acridina e
produzir diferentes derivados que exibiram atividade antitumoral significante (CICHOREK
et al., 2018). Como a 5'-0x0-1'-((4-(piperidinal-il) benzilideno)amino)-1'5"- dihidro-10H-
espiro[acridina-9,2'-p (AMTAC-23), induziu o menor percentual de inibicdo do
crescimento  em  células tumorais PC-3; enquanto a  (E)-1’-((4-bromo-
benzilideno)amino)5’-oxo-15’-dihidro10H-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’-carbonitrila
(AMTAC-19) foi capaz de inibir o crescimento de células de carcinoma colorretal (HCT-
116). Dados preliminares demonstraram que a substancia 3-(acridin-9-il)-2-ciano-N-(4-
metoxi-benzilideno) - acrilohidrazida (AMTAC-02)apresentou potente  atividade
antitumoral in vivo em um modelo de carcinoma ascitico de Ehrlich (GOUVEIA et al.,
2018; ALMEIDA et al., 2016) .

Considerando todos os aspectos relacionados a riqueza quimica e potencial bioldgico

de derivados acridinicos, a equipe de pesquisa do Laboratério de OncoFarmacologia
(Oncofar), do Programa dePos-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
(PPgPNSB/Centro de Ciéncias da Saude/Universidade Federal da Paraiba — UFPB),
iniciou o estudo de diferentes compostos dessa classe em relagdo a sua toxicidade e
atividade antitumoral, favorecendo estudos com esse derivado em parceria com o oncofar e
outras Instui¢do de Ensino Superior.

Dados preliminares mostramque o AMTAC-02 apresentou potente atividade
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antitumoral in vivo em modelo de Carcinoma Ascitico de Ehrlich (ABRANTES, 2016; LIMA
et al, 2014), assim como o N’-(2- -chloro-6-methoxl-acridin-9-11)-2-clano-3-(4-
dimethllaminophenyl)- acrilohidrazida (ACS-AZ10) que apresentou baixa toxicidade e
atividade antitumoral in vivo que envolvia parada do ciclo celular e efeito antiangiogénico
(MANGUEIRA et al., 2017).

O experimento realizado por Sousa (2020) concluiu que os compostos acridinicos
testados apresentaram citotoxicidade em diferentes linhagens de células tumorais e néo
tumorais, sendo o AMTAC-19, o que induziu o mais potente efeito antitumoral in vitro e
demonstrou-se como o composto mais citotdxico, tendo mecanismo de acdo relacionado a
interferéncia no ciclo celular, inducdo de apoptose e efeito antioxidante. Todos estes achados
reforcam que os derivados acridinicos trata-se de substancias promissoras, que necessitam ser
testadas cada vez mais profundamente para que se conheca o real potencial seletivo e benéfico
para o tratamento do cancer.

De acordo com Batista (2019), novos derivados espiro-acridinicos apresentaram
capacidade inibitoria sobre a topoisomerase Ila semelhantes ou até mais significativas ao
padrdo amsacrina (MAMSA), como é o caso do (E)-1’-{(4-fldorbenzilideno)-amino}-5’oxo-
1,5°diidro-10H-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’carbonitrila (AMTAC-07). A figura 2 demonstra

a estrutura quimica deste composto.

Figura 2 — Estrutura quimica do derivado acridinico AMTAC-07

CN

Fonte: Batista (2019)



23

De acordo com o estudo realizado por Batista (2019), a AMTAC-07 apresentou
atividade antitumoral in vitro nas linhagens de células T de leucemia (MOLT-4), leucemia
promiolocitica humana (HL-60) e carcinoma de c6lon humano (HCT-116), demonstrando
baixa toxicidade aguda, quando administrada por via intraperitoneal em camundongos. A
AMTAC-07 também apresentou baixa genotoxicidade in vivo, com atividade antitumoral in
vivo, em um modelo de carcinoma ascitico de Ehrlich, associada a ac¢do
antiangiogénica e imunomoduladora,

Porém a promissora molécula, AMTAC-07, ndo possui estudos de citotoxiciade
em células humanas sadias, portanto com a perspectiva de continuar os estudos com
derivados acridinicos, e considerando a escassez de informacdes sobre 0 novo composto
sintetizado o presente trabalho se prop6s a contribuir com o conhecimento toxicologico e
seletividade dessa molécula.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a citotoxicidade do derivado acridinico (e)-1’-{(4-flGorbenzilideno)-amino}-
5’0x0-1,5’diidro-10h-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’carbonitrila (AMTAC-07) em
celulas sadias.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar a citotoxicidade do AMTAC-07 em células mononucleares do sangue

periférico (PBMCs).
e Determinar o indice de seletividade do AMTAC-07 para as células tumorais.
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4 MATERIAIS E METODO
4.1 MATERIAIS
4.1.1 Substancia

Foram utilizados soro bovino fetal (SBF - GIBCO®); Meio de cultura DMEM e
RPMI 1640 (Sigma-Alderich®); Solucdo fosfato tamponada (PBS); Dodecil sulfato de
sodio (SDS -Sigma-Alderich®); Dimetilsulfoxido ou sufdxido de dimetilo (DMSO -
Sigma-Alderich®); Tripsina (GIBCO®); MTT (Sigma Alderich, St. Louis, MO, EUA).

4.1.2 Equipamentos

Foram utilizados a centrifuga (HETTICH- Zentrifugen- Rotina 380 R);
Microscopio invertido (Olympus); Fluxo Laminar (PACHANE 300 ®, Classe 11B2); Leitor de
placa (BioTek Instruments, Sinergy HT).

4.1.3 Substancia Teste

O composto espiro-acridinico  AMTAC-7 foi fornecido pelo professor Dr.
Ricardo Olimpio de Moura, pertencente ao Laboratério de Sintese e Vetorizagcdo de
Moléculas (LSVM), da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) e sintetizado de acordo
com a metodologia descrita por Gouveia e colaboradores (2018). Para a realizacdo dos
ensaios in vitro, 0 AMTAC-7 foi previamente solubilizado em dimetilsulfoxido (DMSO)
(SigmaAldrich, St. Louis, MO, EUA) puro e estéril, posteriormente diluido no meio de
cultura especifico em cada caso, ndo ultrapassando a concentragéo final de 0,4% de DMSO.

4.1.4 Obtencao das células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)

Para 0s ensaios de avaliacdo da citotoxicidade, foi utilizado células mononucleares do
sangue periférico (PBMCs) e isoladas a partir de amostras de sangue humano, cedidas por
doadores voluntarios sadios.

Para obtencdo destas células, aliquotas de 20 mL de sangue humano contando o
anticoagulante EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) foram homogeneizadas com 20 mL
de PBS (tampéo fosfato salino), em tubos estéreis. Posteriormente, a mistura obtida foi
adicionada em tubos contendo o Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), uma
solucdo esteéril especifica uilizada na separacdo do sangue por gradientes de densidade, que
permite o isolamento das células mononucleares. As amostras foram submetidas a
centrifugacdo (400 x g, 20°C, 30 minutos). Em seguida, o plasma foi descartado, o anel

contendo as células mononucleares foi cuidadosamente retirado com o auxilio de uma pipeta
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de pasteur estéril, transferido para um novo tubo do tipo falcon, realizando-se duas
centrifugagdes consecutivas (400 x g, 20°C, por 10 minutos) para lavagem das células com
PBS (5-10 mL). Posteriormente, o sobrenadane foi desprezado e o precipitado foi
homogeneizado com meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) suplementado
com 10% de soro bovino fetal (Thermo Fisher, Rochester, NY). A viabilidade foi igual ou
superior a 90%. Para isto, as células foram estimuladas com 2% de fitohemaglutinina
(eBioscience, Thermo, Fisher, Rochester, NY), por 24 horas antes do tratamento com as

amostras teste e da realizacdo do ensaio do MTT.
4.2 METODO

4.2.1 Tipo de Pesquisa

Trata-se de uma pesquisa experimental em laboratério, com observacdo a
partir de experimentos controlados, com alteragbes de varidveis e instrumentos de
coleta de dados submetidos a testes que asseguraram a sua eficacia, além de analise

estatistica de resultados. Avaliacdo da citotoxicidade em células ndo tumorais.
4.2.2 Local da Pesquisa

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratério de Oncofarmacologia
(OncoFar), situado no Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos
(IPeFarM), da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

4.2.3 Avaliacdo da citotoxicidade em células ndo tumorais

A avaliacdo da citotoxicidade do AMTAC-07 foi realizada por meio do ensaio de
reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio), o qual é
um método colorimétrico que mede indiretamente a citotoxicidade, proliferacdo ou
viabilidade celular. O MTT é um sal de tetrazdlio soltvel em agua, o qual é convertido em
cristais de formazan de cor puarpura, insollveis em agua, apos clivagem do anel de tetrazélio
por desidrogenases mitocondriais e outras enzimas lisossomais presentes em células
metabolicamente ativas. Uma vez solubilizado, o produto formado (formazan) pode ser
quantificado espectrofotometricamente e sua intensidade colorimétrica é diretamente
proporcional ao numero de células viaveis (MOSMANN, 1983).

As células (100 pL) foram distribuidas em placas de 96 pogos na concentracdo de
1x10° células/mL. A amostra teste (AMTAC-07) foi dissolvida em dimetilsulfoxido
(DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e incubada (100 pL) em diferentes
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concentragdes (1,56 — 100 uM), por 72 horas, em estufa a 5% de CO2, a 37 °C. Em todos
estes ensaios o veiculo ndo ultrapassou a concentragdo final de 0,5%. Como controle positivo
foi utilizado o DMSO na concentracdo de 20%. Além disso, a doxorrubicina (DXR, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi utilizada como droga padrdo, e sua citotoxicidade foi
avaliada frente a PBMC, em concentra¢des variando entre 0,31 e 20 uM, por 72 horas.
Prosseguindo os periodos de incubacédo, as placas foram centrifugadas (500 x g, 5 minutos,
25°C), o sobrenadante parcialmente removido (110 pL) e a solucdo de MTT (10 uL) foi
adicionada (5 mg/mL em PBS) (SigmaAldrich, St. Louis, MO, EUA). As placas foram
incubadas com o MTT por 3 horas, em seguida foi adicionado 100 uL de dodecil sulfato de
sodio (SDS) a 10% e, os cristais de formazan produzidos foram dissolvidos em um agitador
de placas, overnight. A absorbancia foi mensurada em um espectrofotometro (leitor
de microplacas BioTeklInstruments, Sinergy HT, Winooski, VT, EUA), no comprimento de
onda de 570 nm. A Clsp (concentracdo que produz 50% de inibigdo no crescimento celular)
foi determinada a partir dos dados obtidos de trés experimentos independentes, em
quadruplicata, utilizando o Software GraphPad Prism 7.0 (Graphpad Software Inc, San
Diego, CA, USA).

4.2.4 Calculo do indice de seletividade

A partir dos valores de C150 foi calculado o indice de seletividade (IS), um indice que permite
inferir se 0 composto é mais seletivo para as células tumorais em comparacao as nao tumorais,
sendo considerado promissor quando o valor for igual ou superior a 2 (DE OLIVEIRA et al.,
2015; PILON et al., 2020). O indice de seletividade foi estimado e obtido a partir da razdo
entre a C150 da célula ndo tumoral pela CI50 da célula tumoral (DE LIMA SERAFIM et al.,
2018; PILON et al., 2020).

4.2.5 Analise de Dados

Para a determinacdo da Clso e seus respectivos intervalos de confianga (95%),
foi realizada a regressdo ndo-linear. Os dados foram analisados a partir da média + e.p.m
(erro padrdo da média) de trés experimentos independentes, em quadruplicata. As
diferencas estatisticas entre os grupos foram avaliadas por andlise de variancia (ANOVA
one-way), seguido pelo pos-teste de Tukey. Os resultados foram considerados
significativos quando p<0,05.

4.2.6 Aspectos Eticos
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Para a realizagdo do ensaio de citotoxicidade em células normais humanas, as
células mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs) foram isoladas a partir de
amostras de
sangue humano, cedidas por doadores voluntarios sadios. O projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica e Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satide, CAAE: 22986519.0.0000.5188, parecer
n° 3.935.975.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE EM CELULAS NAO TUMORAIS

A citotoxicidade do derivado acridinico AMTAC-07 e da droga padréo doxorrubicina
(DXR) foi avaliada por meio de diferentes concentragdes em células PBMC (Figura 3),
obtendo-se os valores de Clsg e indices de seletividade expressos na Tabela 1.

Figura 3 - Efeito do tratamento (72 horas) com AMTAC-07** (1,56-100 uM) e doxorrubicina
(DXR***) (0,31-20 puM) na viabilidade de PBMC.
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Fonte: NUNES, 2022.

Legenda: Dados sdo expressos como media + erro padrdo da média (e.p.m.) de trés experimentos independentes
em quadruplicata, analisados por ANOVA seguido por Tukey. “p< 0,05 comparado ao grupo controle.

*x AMTAC-07: (E)-1"-{(4-fluorbenzilideno)-amino}-5’0xo0-1,5’diidro-10H-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-
4’carbonitrila *** DXR: Doxorrubicina.

Tabela 1 - Determinagdo da CI50 (uM) e do indice de seletividade (IS) para o AMTAC-07** e
doxorrubicina (DXR***), ap0s tratamento (72 horas) em células PBMC. Os valores de CI50 em células

tumorais so apresentados para determinacédo do IS.

Clso(uM) 1S
Células AMTAC-07 DXR AMTAC-07 DXR
HL-60 4,95 NT 1,42 ND
MOLT-4 9,34 NT 0,75 ND
HCT-116 8,80 2,57 +0,001 0,80 0,01

PBMC 7,05+ 1,09 0,05 + 0,002 - -
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Fonte: NUNES, 2022.

Legenda: Dados foram obtidos a partir de trés experimentos independentes realizados em quadruplicata, a
partir do ensaio do MTT e, apresentados em valores de CI50(uM). Os valores de CI50 em células tumorais
foram obtidos a partir de estudos prévios (BATISTA, 2019; DUARTE, 2021). NT: Ndo testado. ND: N&o
Determinado. C150: Concentragio que produz 50% de inibig&o no crescimento celular. IS: indice de seletividade
(Clsoda célula ndo tumoral (PBMC)/ Clso da célula tumoral (HL-60, MOLT-4 e HCT-116).

faled AMTAC-07: (E)-1’-{(4-fluorbenzilideno)-amino}-5’0xo0-1,5’diidro-10H-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-
4’carbonitrila *** DXR: Doxorrubicina.

A viabilidade das PBMCs foi reduzida ap6s o tratamento com 0 composto
acridinico AMTAC-07 (Clso: 7,05 = 1,09 uM) em relagcdo ao grupo controle (100% de
viabilidade) (Tabela 1).

O indice de seletividade (IS) foi determinado a partir dos valores de Clso da
célula ndo tumoral (PBMC) e das linhagens tumorais (HL-60, MOLT-4 e HCT-116).
Considerando os valores dos indices calculados para 0 AMTAC-07, ndo houve seletividade
(1S<2) para a célula tumoral HL- 60 (IS: 1,42), MOLT-4 (IS: 0,75) e HCT-116 (IS: 0,80).

Todavia, a droga padrdo doxorrubicina apresentou alta toxicidade em células nédo
tumorais, conforme observado pelo baixo valor de Clso em PBMC (0,05 = 0,002 pM). Além
disso, o indice de seletividade para linhagem tumoral HCT-116 foi consideravelmente baixo
(1S: 0,01) (Tabela 1).

Contudo, este resultado ndo constitui empecilhos ou limitacfes para a continuacédo de
estudos com esse composto, pois € notério que a grande maioria dos quimioterapicos induz
efeitos toxicos em células ndo tumorais (FERNANDO; JONES, 2015; SMITH; PREWETT,
2017), incluindo a prépria doxorrubicina, utilizada na clinica para o tratamento de varios
tipos de cancer (HEVENER et al., 2018; PUGAZHENDHI et al., 2018). Além disso, estudos
conduzidos pelo grupo de pesquisa do OncoFar com outros derivados espiro-acridinicos
mostraram a potencialidade destas moléculas, que apresentaram atividade antitumoral e baixa
toxicidade in vivo (SILVA et al., 2019; BATISTA, 2019).

A acridina e seus derivados sdo usados para fins comerciais hd muitos anos e tém
atraido a atengdo de pesquisadores devido as variedades de atividades. (GENSICKA-
KOWALEWSKA; CHOLEWINSKI; DZIERBICKA, 2017; DE ALMEIDA et al.,2017).
Levando em conta todos os aspectos da riqueza quimica e potencial bioldgico dos derivados
acrinicos, bem como a escassez de informacBes sobre o0 AMTAC -07, o presente trabalho
visou contribuir para o fornecimento de dados de citotoxicidade dele.

Uma vez que no Brasil o INCA apontou que a previsdo para o triénio 2020-
2022 de aproximadamente 41 mil novos casos anuais para canceres de célon e reto, como

mais incidentes, além de 10.810 novos casos de Leucemias (INCA, 2020). Nesta
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perspectiva, é fundamental a descoberta de novos farmacos direcionados para seu
tratamento (AHMED, 2020; XIE; CHEN; FANG, 2020). Como descrito nos estudos de
Batista (2019) a AMTAC-07 exibiu atividade antiproliferativa nas linhagens de células de
leucemia promiolocitica humana (HL-60) e carcinoma de colon humano (HCT-116). Ainda,
estudos anteriores (DUARTE et al., 2021) os resultados in vitro do derivado espiro-
acridinico AMTAC-06, que teve sua maior atividade em carcinoma colorretal (HCT-
116).
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6 CONCLUSAO

De acordo com os estudos realizados com AMTAC-07 pode-se concluir que:

o A citotoxicidade foi demonstrada em células ndo tumorais, in vitro;

o Possui seletividade para células tumorais HCT-116, superior a droga padrédo
doxorrubicina;

o Dispde de efeito antitumoral, com maior atividade na linhagem de carcinoma

colorretal humano.
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