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RESUMO

O cancer ¢ uma doenca que é caracterizada pelo crescimento anormal e desordenado de
células que podem invadir 6rgaos. Os medicamentos utilizados na quimioterapia ndo sdo
seletivos apenas para células tumorais e como consequéncia causam efeitos adversos. Os
derivados acridinicos tém sido utilizados para fins comerciais ha mais de um século, eles séo
muito utilizados em estudos para o desenvolvimento do tratamento de muitas doencas
podendo ser citadas, infeccOes bacterianas, virais, parasitarias e diversos tipos de cancer.
Desse modo, o0 presente trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos citotoxicos do ACMD
(5’-OXO-1’-FENIL-1’,5’-DIIDRO-10H-ESPIRO[ACRIDINA-9,2’-PIRROL-
4’CARBONITRILA) em linhagens de células mononucleares do sangue periférico humano
(PBMCs) ndo tumorais humana, colaborando com as pesquisas cientificas desse promissor
composto. Tratou-se de uma pesquisa experimental em laboratério que foi realizada em
parceria com o Laboratério de Oncofarmacologia (OncoFar) do Programa de Pés-graduacao
em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB) do Centro de Ciéncias da Saude, da
Universidade Federal da Paraiba (CCS/UFPB), que se localiza nas dependéncias do Instituto
de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM), com observacdo a partir de
experimentos controlados, com alteragcGes de variaveis e instrumentos de coleta de dados
submetidos a testes in vitro que asseguraram a sua eficacia, além de analise estatistica de
resultados. A viabilidade das PBMCs foi reduzida apds o tratamento com 0 composto
acridinico ACMD (CI 50 : 34,11 £+ 1,18 uM) em relacdo ao grupo controle (100% de
viabilidade). O indice de seletividade (IS) foi determinado a partir dos valores de CI 50 da
célula ndo tumoral (PBMC) e da linhagem tumoral HL-60. O ACMD foi seletivo (1S>2) para
a linhagem tumoral HL-60 (IS: 3,48). Todavia, a droga padrdo doxorrubicina apresentou alta
toxicidade em células ndo tumorais, conforme observado pelo baixo valor de CI 50 em PBMC
(0,05 £ 0,002 uM). Baseado nos estudos realizados € possivel concluir que o novo derivado
espiro-acridinico ACMD apresentou baixa citotoxicidade para células ndo tumorais humanas
in vitro e apresentou seletividade para célula tumoral.

Palavras-chave: cancer; citotoxicidade; derivados acridinicos.



ABSTRACT

Cancer is a disease that is characterized by the abnormal and disordered growth of cells that
can invade organs. The drugs used in chemotherapy are not selective only for tumor cells and
as a consequence cause adverse effects. Acridine derivatives have been used for commercial
purposes for more than a century, they are widely used in studies for the development of the
treatment of many diseases, bacterial, viral, parasitic infections and various types of cancer.
Thus, the present work aims to evaluate the cytotoxic effects of ACMD (5-OXO-1'-
PHENYL-1',5-DIHYDRO-10H-SPIRO[ACRIDINE-9,2'-PYRROL]-4' CARBONITRILE) in
human non-tumor human peripheral blood mononuclear cell (PBMC) lines, collaborating
with the scientific research of this promising compound. This was an experimental laboratory
research that was carried out in partnership with the Oncopharmacology Laboratory
(OncoFar) of the Postgraduate Program in Natural and Synthetic Bioactive Products
(PPgPNSB) of the Health Sciences Center, Federal University of Paraiba ( CCS/UFPB),
which is located on the premises of the Institute for Research in Drugs and Medicines
(IPeFarM), 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 results. The viability of PBMCs was reduced after treatment with the
acridine compound ACMD (IC 50 : 34.11 + 1.18 pM) compared to the control group (100%
viability). The selectivity index (SI) was determined from the IC 50 values of the non-tumor
cell (PBMC) and the HL-60 tumor line. ACMD was selective (1S>2) for the HL-60 tumor line
(1S: 3.48). However, the standard drug doxorubicin showed high toxicity in non-tumor cells,
as observed by the low IC 50 value in PBMC (0.05 = 0.002 uM). for human non-tumor cells
in vitro and showed selectivity for tumor cells.

Keywords: Cancer; Cytotoxicity; Acridine Derivatives.
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1 INTRODUCAO

O céncer € uma doenca que se caracteriza pelo crescimento desordenado de células
anormais que podem invadir 6rgaos, tecidos e ainda se espalhar por diversas partes do corpo
(ROCHA, 2018). Os dados atuais do Instituto Nacional do Cancer mostram que no ano de
2020, no Brasil, foram diagnosticados somando todas as neoplasias 309.750 novos casos de
cancer em homens. Ja nas mulheres no ano de 2020 foram diagnosticados 316.280 novos
casos.

Atualmente o tratamento do céancer inclui a utilizacdo de varios farmacos com
atividade antineoplasica que é denominado quimioterapia (VASSELEK 2020), o tratamento
atraves da radioterapia que utiliza energia ionizante eletromagnética ou corpuscular, que séo
capazes de impedir a multiplicacdo de células neoplasicas (SANTOS, 2020). A cirurgia
também é uma das formas de tratamento mais utilizadas onde ird acontecer a retirada do
tumor através da remocao total ou parcial deste (INCA 2021), vale ressaltar que as opcdes de
tratamento geralmente sdo utilizadas em conjunto, a fim de potencializar as chances de cura.

Devido a ndo-especificidade dos medicamentos utilizados na quimioterapia, que como
consequéncia causam efeitos adversos no paciente, € necessario a busca de novas substancias
para reducdo dos efeitos toxicos e aumento de sua eficacia (LISBOA, 2020).

Os derivados acridinicos tem se tornado cada vez mais importantes no
desenvolvimento de drogas com potencial antitumoral, pois sua estrutura aromatica triciclica
linear de acridina tem poder de intercalacdo de DNA, interferindo nas funcées celulares, e por
sofrerem modificacBes na sua estrutura quimica podendo gerar diversos compostos com
diferentes atividades biologicas (BARROS et al., 2012).

Com a descoberta do novo derivado acridinico ACMD com atividade antitumoral nos
estudos pré-clinicos de fase 1 (in vitro e in vivo) (SOUSA, 2019), abre a necessidade de
estudo em células sadias com objetivo de avaliar sua especificidade.

Desse modo, o presente trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos citotoxicos do
ACMD em células sadias mononucleares do sangue periférico humano (PBMCSs) colaborando

com as pesquisas cientificas dessa substancia promissora.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 ASPECTOS GERAIS DO CANCER

A palavra cancer atualmente é utilizada para cerca de 100 doencas malignas, que no
geral sdo caracterizadas pelo crescimento desequilibrado de células. As células se dividem de
forma rapida e desordenada e por esse motivo as células podem se espalhar por diversas
localidades do corpo (INCA 2020).

Existem varios tipos de cancer, e 0 seu tipo vai se dar pela sua localidade e qual célula
estd sendo atingida. Os carcinomas, por exemplo, tem sua origem em tecidos epiteliais como:
pele e mucosas. Ja os sarcomas em tecidos conjuntivos como: 0ssos, musculo ou cartilagem.
(INCA, 2020). As leucemias por sua vez, sdo um grupo de patologias que atingem as células
sanguineas e que se origina a partir de mutacdes genéticas das células precursoras na medula
0ssea (CIMOLIN et al ,2019).

Os tumores malignos se apresentam com formas irregulares, com nucleo de diferentes
tamanhos e formas. As células cancerigenas tém como uma das principais caracteristicas a
invasdo dos tecidos vizinhos o que ird leva-las a outras partes do corpo causando metastase
(MUNHOZ, et al 2016).

Alguns fatores de risco sao atribuidos a doenca, sendo eles: estilos de vida, ambientais
e culturais. Habitos ndo saudaveis aumentam ainda mais o risco de desenvolvimento da
neoplasia, os fatores genéticos (cerca de 10%) também contribuem para o surgimento, assim
como o envelhecimento populacional ( SANTOS, 2021).

No geral o delineamento total de diagnostico do cancer sera variavel mediante a
proporcao de desenvolvimento do pais. Cerca de 57% dos casos estdo presentes nos paises
menos desenvolvidos, além disso 65% das mortes causadas pelo cancer também estdo
presentes nesses paises. J& nos paises mais desenvolvidos a incidéncia maior de casos esta
relacionada a tipos de cancer especificos como os de mama, pulmdo, préstata e colorretal.
(ANDRADE, 2019).

No Brasil, pode-se destacar o cancer como uma das maiores causas de morte, ficando
atras somente das patologias cardiacas e cerebrovasculares (BARBOSA, et al 2015). Os
esforcos para o rastreio e diagndstico vem crescendo, porém 0s riscos que causam O
desenvolvimento da doenca ainda estdo muito presentes nos brasileiros. O cancer é observado

em maior ocorréncia nas areas mais povoadas e industrializadas do pais (PANIS, 2018).
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Os tipos de cancer mais frequentes no Brasil em homens sdo préstata (29,2%) e,
traqueia, bronquio e pulméo (9,1%), e em mulheres sdo mama (29,7%) e, célon e reto (9,2%).
Na estimativa para o Brasil no biénio 2020-2022 apontou a ocorréncia de cerca de 625 mil
casos novos de cancer para cada ano (INCA, 2020).

A formacdo do céancer é dividida em trés fases: iniciacdo, promoc¢do e progressao. O
primeiro estagio como ja citado, vai ser o de iniciacdo onde as células serdo expostas a um
agente carcinogénico que vai receber o nome de agente oncoiniciador, apds essa exposicao
ocorrera uma série de mutacdes no seu gene. O tumor ainda ndo sera localizado, porém as
células atingidas ja estdo modificadas geneticamente (OLIVEIRA e MORAES, 2021). O
segundo estagio é o de promocao, nessa fase as células ja se encontram alteradas e véao sofrer
o efeito dos agentes cancerigenos que sd@o chamados de oncopromotores, a célula sera
transformada em maligna de forma demorada e gradual (CARDOSO, 2016). O ultimo estagio
é o0 de progressdo onde ocorrerd a multiplicacdo descontrolada. Neste momento a neoplasia
maligna j& esta formada, e o paciente comecara a apresentar sinais e sintomas da doenca.
(OLIVEIRA, 2016).

ApoOs o diagnostico do cancer, serd necessario a escolha do tratamento, existem
alguns tipos de tratamentos disponiveis, e sua determinagdo vai se dar pelo tipo e estagio. O
tratamento através da cirurgia consiste na retirada do tumor ou retirada do tecido acometido
através de um procedimento cirurgico, ja o tratamento por quimioterapia consiste em um
conjunto de medicamentos que pode ser administrado por diversas vias, incluindo endovenosa
e oral, regularmente dependendo do esquema terapéutico. A radioterapia, por sua vez, vai
atingir a regido onde o tumor estiver localizado utilizando equipamentos e técnicas que fara a
irradiacdo do lugar acometido, existe também a imunoterapia, terapia alvo e terapia hormonal.
Por vezes 0 uso dessas terapias ocorrem de forma concomitante (PEIXOTO, 2021).

Embora algumas vezes as terapias utilizadas no tratamento do cancer sejam
eficientes, existem efeitos secundarios que sdo debilitantes para os individuos em tratamento e
levam a uma reducdo significativa da sua qualidade de vida (SMITH; PREWETT, 2017).
Sendo assim, é fundamental investigar novas moléculas mais eficazes e seguras, que atuem
com maior seletividade em alvos moleculares especificos das células tumorais, apresentando

baixa toxicidade sistémica para os individuos.
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2.2 FARMACOTERAPIA / TOXICOLOGIA DOS FARMACOS ANTINEOPLASICOS

No mercado existe uma variedade de quimioterapicos (que € o tratamento através de
farmacos), que agem por diferentes mecanismos. As principais classes sdo: 0s agentes
alquilantes (ex. ciclofosfamida e cisplatina) que séo agentes ndo especificos do ciclo celular,
que agem inibindo a replicacdo celular, e geralmente sdo utilizados em combinag¢do com
outros agentes antineoplasicos (GABRIEL, et al 2017).

Os antimetabolitos (ex. 5-fluorouracil, a mercaptopurina e 0 metotrexato) que
desempenham suas fungdes através da inibicdo da biossintese de processos essenciais, ou pela
sua incorporacdo a macromoléculas, tais como DNA e RNA, inibindo a sua fun¢do normal
(FIDELES, 2020), antibioticos (ex. daunorrubicina e doxorrubicina) que atuam nas enzimas
envolvidas na replicacdo do DNA, bloqueando a proliferacéo celular.

E os inibidores mitoticos, que geralmente sdo compostos derivados de produtos
naturais, como plantas, e atuam impedindo as celulas de se dividirem, modulando diferentes
alvos em todas as fases do ciclo. A vinblastina, vincristina (inibem a polimerizacdo dos
microtubulos) e paclitaxel (inibe a despolimerizacdo dos microtubulos) sdo representantes
desta classe de quimioterapicos (HUANG et al., 2017).

A quimioterapia tem sido de suma importancia para os pacientes oncologicos, que
pode ser administrada de forma endovenosa ou oral. No entanto, os farmacos com acéo
antineoplasica ndo tem capacidade de diferenciar os tecidos normais dos tecidos acometidos
por uma neoplasia (CASARI, et al 2021).

Esses medicamentos utilizados no tratamento do cancer apresenta uma alta toxicidade
para células normais do organismo e os efeitos adversos podem acontecer de forma aguda ou
tardia, isto vai depender do periodo em que vai ocorrer. Os efeitos adversos agudos ocorrerem
quando o paciente estd em uso dos quimioterapicos e afetam os tecidos que possuem
renovacdo celular rapida, como as células capilares causando alopecia, as células do trato
gastrointestinal causando as nauseas e as células da medula 6ssea causando anemia. Por outro
lado, os eventos adversos tardios podem surgir em meses ou até mesmo anos depois do
tratamento, e pode ser encontrado em érgdos de maior especificidade celular (JESUS, et al
2016).

Portanto a exposicdo a esses agentes podem causar eventos adversos, que podem
acarretar a suspensdo do tratamento ou diminuicdo da dose devido a toxicidade provocada
por estes farmacos. (VALENTIM, et al 2021).
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Atualmente sdo utilizados diversos antineoplasicos na clinica, e eles ainda apresentam
uma toxicidade significativa, entre eles o paclitaxel e a carboplatina que podera apresentar,
anemia, neutropenia, trombocitopenia e neuropatia periférica (CASTRO, 2019); a
doxorrubicina que pode causar cardiotoxicidade e a toxicidade no sistema musculoesquelético
(FEITOSA, 2019)

Diante disso, torna-se inquestionavel a necessidade de pesquisas cientificas na area do
cancer com a finalidade de encontrar compostos com maior eficacia terapéutica e com maior
seletividade (CALIXTO-CAMPOS et al., 2013; SAFARZADEH et al., 2014).

2.3 ESTUDO DE VIABILIDADE CELULAR

O uso de animais de laboratdrio tem recebido um controle cada vez mais rigoroso, por
esse motivo, é preciso desenvolver e padronizar testes in vitro que detectam a atividade
farmacoldgica e toxicidade de determinada substancia para utilizagdo em seres humanos,
principalmente os de utilizagdo clinica para que ndo venha causar danos ao organismo do
paciente (BORGES, et al 2009).

O cultivo celular ¢ uma técnica que permite manter e estudar o comportamento de
células vivas fora do organismo. Da-se por meio do isolamento de células eucaridticas de um
determinado tecido (animal ou vegetal), da manutencdo da viabilidade e proliferacdo dessas
celulas em um sistema in vitro constituido de nutrientes e fatores essenciais a sobrevivéncia,
sob condicdes controladas de temperatura, pH e osmolaridade (BARBOSA et al., 2015).

As PBMCs sdo células sanguineas do sistema imunoldgico caracterizadas por
possuirem um nucleo redondo e, incluem linfécitos (70-90%, entre os quais células T, células
B e células NK), mondcitos (10-30%) e mais raramente células dendriticas (1-2%)
(MARTINEZ-RODRIGUEZ; TAVAREZ;GONZALEZ-SANCHEZ, 2019). As PBMCs
representam um alvo importante da toxicidade causada pelos quimioterdpicos, sao uma
populacdo celular que sdo amplamente investigada nos estudos que acompanham a
citotoxicidade de novos compostos com potencial antitumoral (GAJEK et al., 2020; LISBOA
et al., 2019; SILVEIRA, 2014; YUAN et al., 2016), as células sdo facilmente extraidas do
sangue total e separadas de outros constituintes celulares principalmente por meio de técnicas
de centrifugacdo em gradiente de densidade (HAMOT et al., 2015; HIGDON et al., 2016).

O ensaio de reducdo de MTT é o método mais usual no mundo para avaliagdo de
toxicidade e atividade metabolica das células, viabilidade e proliferacdo celular (SOUSA,
2019). O MTT é um corante de cor amarela, que é reduzido por células mitocondrial a um

composto azul que tem o nome de formazan ndo solivel em solugdo aquosa. Apos a
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solubilizacdo, a quantidade de formazan é aferida espectroscopicamente. A quantidade de
formazan que serd produzido no teste é proporcional a quantidade de células viaveis
presentes, tendo em vista que apenas células vidveis reduzem o MTT (amarelo) para o
formaram (azul) (SLATER; SAWYER; STRAULI, 1963; MOSMANN, 1983; DENIZOT,;
LANG, 1986; VINKEN; BLAAUBOER, 2017).

2.4 DERIVADOS ACRIDINICOS

Derivados acridinicos tém sido utilizados para fins comerciais hd mais de um século
(BELMONT et al., 2007; MANGUEIRA et al., 2017). As acridinas sdo formadas por dois
aneis benzeno fundidas a um anel central de piridina (KUMAR; KAUR; KUMARI; 2012). Os
derivados da acridina sao muito utilizados em estudos para o desenvolvimento do tratamento
de muitas doencas podendo ser citadas, infeccdes bacterianas, virais, parasitarias e diversos
tipos de cancer ( SILVA et al., 2018)

Os derivados acridinicos tem demonstrado grande atividade biologica, os estudos
buscam avaliar sua acdo nas atividades antitumorais. O Amsacrina (m-AMSA), o derivado
acridinico mais conhecido, € um agente anticancerigeno utilizado na clinica que exibe
atividade contra leucemia e linfoma, devido a sua intercalacdo com o DNA e inibicdo de
topoisomerase |1, no entanto, é ineficaz em tumores sélidos (KETRON et al., 2012; ZHOU et
al., 2018).

Dependendo da funcdo do substituinte inserido, os derivados da acridina com
atividade antitumoral vao agir como agentes intercalantes do DNA, como inibidores
especificos da topoisomerase | e/ou Il e ainda como inibidores da telomerase (SEGUNDO,
2020).

O derivado acridinico, ACMD, possui um Unico estudo realizado por Sousa (2019)
gue demonstrou nos ensaios in vitro ter atividade antitumoral para a linhagem HL-60
(leucemia promielocitica humana) com parada do ciclo celular em G2/M e apoptose. Nos
ensaio agudo in vivo a ACMD apresentou baixa toxicidade quando administrada por via
intraperitoneal em camundongos, baixa genotoxicidade, também apresentou atividade
antitumoral in vivo em modelo de carcinoma ascitico de Ehrlich exercendo nele efeitos
imunomoduladores, antioxidantes e antiangiogénicos.

Porém faz-se necessario o estudo desta substancia, em células sadias, a fim de avaliar

sua citotoxicidade para fornecer dados relativos a sua seletividade e seguranga.
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Figura 1 Estrutura do 5’-oxo-1’-fenil-1°,5’-diidro-10H-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’carbonitrila
(ACMD)

Fonte: (SOUSA, 2019)
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliagdo da citotoxicidade do derivado 5’-Oxo-1’-Fenil-1°,5’-Diidro-10h-
espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’-carbonitrila (ACMD) em células ndo tumorais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar a citotoxicidade do ACMD em ceélulas mononucleares do sangue periférico
humano (PBMCs);
e Determinar o indice de seletividade do ACMD para as células tumorais.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 MATERIAL

4.1.1 Substéncias
Foram utilizadas soro bovino fetal (SBF) (GIBCO®); Meio de cultura RPMI 1640 e

DEMEM (Sigma-Aldrich®); Solucdo fosfato tamponada (PBS); Dodecil sulfato de sodio
(SDS) (Sigma-Aldrich®); Dimetilsulféxido ou sulfoxido de dimetilo (DMSO) (Sigma-
Aldrich®); Tripsina (GIBCO®); MTT (Sigma Aldrich, 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 Substéncia Teste
O composto espiro-acridinico ACMD foi fornecido pelo professor Dr. Ricardo

Olimpio de Moura, pertencente ao Laboratorio de Sintese e Vetorizacdo 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 ACMD foi previamente solubilizado em dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) puro e estéril, posteriormente diluido no meio de cultura especifico em

cada caso, ndo ultrapassando a concentracdo final de 0,4% de DMSO.

4.1.4 Obtencdo das células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)

Para a realizacdo 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 Saide, CAAE: 22986519.0.0000.5188, parecer
n° 3.935.975.
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Para a obtencdo destas células, aliquotas de 20 mL de sangue humano contendo o
anticoagulante EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) foram homogeneizadas com 20 mL
de PBS (tampédo 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 estéril especifica utilizada 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 pasteur estéril e, transferido para um
novo tubo do tipo falcon, realizando-se duas centrifugac6es consecutivas (400 x g, 20°C, por
10 minutos) para lavagem das células com PBS (5-10 mL). Posteriormente, o sobrenadante
foi desprezado e o precipitado foi homogeneizado com meio RPMI-1640 suplementado com
10% de soro bovino fetal. A viabilidade celular foi avaliada e os experimentos realizados
quando a viabilidade foi igual ou superior a 90%. Para isto, as células foram distribuidas em
placas de 96 pocos (1x106 células/mL) e a proliferacdo estimulada com 2% de
fitohemaglutinina (eBioscience, Thermo Fisher, Rochester, NY), por 24 horas antes do

tratamento com as amostras teste.

4.2 METODO

4.2.1 Tipo de pesquisa

Trata-se de uma pesquisa experimental em laboratorio, com observacdo a partir de
experimentos controlados, com alteracGes de variaveis e instrumentos de coleta de dados

submetidos a testes que asseguraram a sua eficacia, além de andlise estatistica de resultados.

4.2.2 Local de pesquisa

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas em parceria com o Laboratorio de
Oncofarmacologia (OncoFar) do Programa de Pds-graduacdo em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos (PPgPNSB) do Centro de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal da
Paraiba (CCS/UFPB), que se localiza nas dependéncias do Instituto de Pesquisa em Farmacos

e Medicamentos (IPeFarM).
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4.2.3 Avaliacéo da citotoxicidade em células ndo tumorais

A avaliagdo da atividade citotoxica in vitro de ACMD frente linhagens de células ndo
tumorais foi realizada por meio do método colorimétrico do MTT (MOSMANN, 1983). As
células foram semeadas em placas de 96 poc¢os, em meio RPMI 1640 ou DMEM, numa
densidade de 3,0 x 10° células/mL. As substancias testadas foram solubilizadas em DMSO
(0,1%). ACMD (0,04 - 21,9uM) incubado durante 72 horas juntamente com a suspensido de
células. Doxorrubicina (0,007 - 9,19 uM) foi utilizada como substancia padrdo. O controle
negativo receberd apenas o veiculo (DMSO 0,1%).

Apos o periodo de incubacédo (72 horas), a placa foi centrifugada (1500 rpm/15 min), e 0
sobrenadante foi descartado. Cada poco recebeu 200 pL da solugcdo de MTT (0.5 mg/mL) e a
placa foi reincubada durante trés horas, em estufa a 37°C, 5% de CO2. Apds esse periodo, a
placa foi novamente centrifugada (3000 rpm/10 min), o sobrenadante foi desprezado, e o
precipitado foi ressuspenso em 150 pL de DMSO. Para a quantificacdo do sal reduzido nas
células metabolicamente viaveis, as absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro, no

comprimento de onda de 550 nm.

4.2.4 Célculo do Indice de seletividade

O indice de seletividade (IS) representa a seletividade de um determinado composto
para as células tumorais em relacdo as células ndo tumorais. Este indice foi determinado
tomando como base os valores de CI50 obtidos nos ensaios descritos anteriormente, pela
seguinte equacdo: IS = CI50 da linhagem de células ndo tumorais/CI50 da linhagem de
células tumorais, onde a obtengdo de um IS > 2 ¢ indicativo de um composto seletivo (PENA-
MORAN et al., 2016).

4.2.5 Anélise de Dados

Os resultados da viabilidade celular in vitro foram analisados segundo suas médias e
respectivos erros-padrdo. A concentracdo inibitoria capaz de provocar 50% do efeito maximo
(CI150) e seus respectivos intervalos de confianca de 95% (IC 95%) realizado a partir de

regressdo ndo-linear no programa GraphPad Prism Software verséo 5.0.



4.2.6 Aspectos Eticos
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Centro de Ciéncias da
Saude, CAAE: 22986519.0.0000.5188, parecer n° 3.935.975.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliagéo da citotoxicidade em celulas ndo tumorais

A citotoxicidade do derivado acridinico (ACMD) e da droga padrdo doxorrubicina (DXR)

foi avaliada por meio de diferentes concentracdes em células PBMC (Figura 2), obtendo-se 0s

valores de CI 50 e indices de seletividade expressos na Tabela 1.

Figura 2 Efeito do tratamento (72 horas) com ACMD** (1,56-100 uM) e doxorrubicina
(DXR***) (0,31-20 pM) na viabilidade de PBMC.
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Fonte: BESERRA, 2022.

Legenda: Dados sdo expressos como média * erro padrdo da média (e.p.m.) de trés
experimentos independentes em quadruplicata, analisados por ANOVA seguido por Tukey. *

p&lt; 0,05 comparado ao grupo controle.

** ACMD: 5’-0x0-1’-fenil-1°,5’-diidro-10H-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’-carbonitrila

*** DXR: Doxorrubicina
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Tabela 1 Determinacdo da CI 50 (uM) e do indice de seletividade (IS) para o ACMD** e
doxorrubicina (DXR***), ap6s tratamento (72 horas) em células PBMC. Os valores de Cl 50
em células tumorais sdo apresentados para determinacédo do IS.

Cla(pM) IS

Células ACMD DXR ACMD DXR
HL-60 9.8 NT 3,48 ND
PBMC 34,11£1,18  0,05£0,002 . .

Fonte: BESERRA, 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 CI 50 (uM). Os
valores de CI 50 em células tumorais foram obtidos a partir de estudos prévios (SOUSA,
2019. NT: Nao testado. ND: N&o Determinado. ClI 50 : Concentracdo que produz 50% de
inibicdo no crescimento celular. 1S: indice de seletividade (Cl 50 da célula ndo tumoral
(PBMC)/ CI 50 da célula tumoral (HL-60).
** ACMD: 5’-ox0-1’-fenil-1°,5’-diidro-10H-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’-carbonitrila
*** DXR: Doxorrubicina

O resultado mostra que como esperando ocorreu reducdo da viabilidade das PBMCs

apos o tratamento com o composto acridinico ACMD (CI 50 : 34,11 £ 1,18 uM) em relacéo
ao grupo controle (100% de viabilidade) (Tabela 1). Porém ao observar o indice de
seletividade (IS) que foi determinado a partir dos valores de Cl 50 da celula ndo tumoral
(PBMC) e da linhagem tumoral HL-60, pode-se verificar que 0 ACMD foi seletivo (1S>2)
para a linhagem tumoral HL-60 (IS: 3,48). Todavia, a droga padrdo doxorrubicina apresentou
alta toxicidade em células ndo tumorais, conforme observado pelo baixo valor de Cl 50 em
PBMC (0,05 + 0,002 uM) (Tabela 1).

Tendo em vista a eficiente atividade citotoxica para HL-60 e baixa citotoxicidade em
células sanguineas sadias abre-se a oportunidade de estudos para descoberta de novos
compostos seletivos tendo em vista que os farmacos disponiveis atualmente sdo altamente
toxicos e danosos as células sadias.

A leucemia promielocitica aguda (LPA) é um subtipo das leucemias mieloides agudas,
ela se caracteriza pelo acimulo de promielocitos no sangue e na medula éssea. Com base na
Organizagcdo Mundial da Sadde (OMS) a LPA esta incluida no grupo de leucemias com
anormalidades genéticas recorrentes (SANTANA, 2019). Nesse sentido, é fundamental a

descoberta de novos farmacos direcionados para seu tratamento.
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Essa seletividade do ACMD difere dos medicamentos que ja se encontram em
mercado como a doxorrubicina, que foi utilizado como droga padréo e demonstra um grande
efeito citotoxico para células ndo tumorais.

Os farmacos utilizados na quimioterapia citotoxica exibem diversos efeitos colaterais,
principalmente por ndo serem especificos para as celulas tumorais, causando diferentes acdes
em células normais que produzem efeitos como alopecia, vomitos, niuseas e mielossupresséo,
limitando o uso de alguns farmacos disponiveis para o tratamento do cancer (BARRETO et
al., 2014; DAVIDSON et al., 2012; YEAGER; OLSEN, 2011).

Buscar novos farmacos seletivos se torna de extrema necessidade, pois quanto maior
seu grau de seletividade, menor os danos causados nas células sadias, e melhorando também a
qualidade de vida do paciente em tratamento.

Levando em consideracdo todos os dados apresentados, é possivel inferir que o
composto acridinico ACMD apresenta atividade antitumoral e baixa toxicidade em células
sadias em estudo in vitro. Esses resultados estimulam a continuacdo dos estudos com esta
molécula, visando a contribuicdo para o desenvolvimento de novos candidatos a farmacos

para o tratamento do cancer.



6 CONCLUSAO
Baseado nos estudos realizados é possivel concluir que o novo derivado espiro-
acridinico ACMD:

e Apresentou baixa citotoxicidade para células de PBMC;

e Apresentou seletividade para célula tumoral (HL-60).
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