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RESUMO

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTITUMORAL IN VITRO DOS DERIVADOS
SINTETICOS DO INDOL. ANDRADE, A. K. S., Sdo Cristovéo, 2020.

O cancer é considerado um problema de saude publica em todo o mundo devido as altas taxas
de mortalidade. Ele é ocasionado por muta¢Ges nos oncogenes que controlam o ciclo celular e
que acabam por gerar proliferacdo desordenada das células. Os agentes antineoplasicos
utilizados atualmente para o tratamento da doenca ainda geram muitos efeitos adversos, tais
como: neurotoxicidade, danos hepaticos e renais, dentre outros. Devido a isso, se faz necessaria
a busca de novos compostos que possam ter um potencial citotoxico em células tumorais. Nesse
contexto, o indol por ser um composto que é amplamente distribuido entre os produtos naturais
e que apresenta diversas atividades bioldgicas, como a atividade antitumoral, torna-se uma fonte
importante para o desenvolvimento e busca de novas moléculas que venham apresentar
atividade antitumoral. Assim, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade antitumoral de
derivados sintéticos do indol. Na primeira etapa do projeto foram selecionados doze compostos
inddlicos na concentracdo de 25 pg/mL para avaliacdo do grau de inibicdo nas linhagens
tumorais de cancer de pulmdo, melanoma e glioma pela técnica do SRB. De acordo com a
estrutura quimica e alto grau de inibicdo nas linhagens tumorais foram selecionadas as
substancias NM-18-05, NM-01-38-29 e a NM-01-45-33 para avaliacdo da citotoxicidade e
calculo da Clso. Os resultados da Clso mostram que a molécula NM-01-38-29 teve eficacia em
promover a atividade antitumoral na linhagem de glioma (C6). Com base nesse resultado as
células C6 foram tratadas com o composto NM-01-38-29 para avaliacdo de mecanismos
celulares como a capacidade de formacdo de coldnias, capacidade de migracdo celular, e
avaliacdo de altera¢Ges morfologicas. O composto NM-01-38-29 mostrou-se capaz de diminuir
0 numero de colénias bem como atuou inibindo a capacidade migratéria das células C6. Além
disso, foi possivel observar alteracbes morfolégicas com os corantes DAPI e
FALOIDINA/FITC sugerindo morte celular por apoptose nas células de glioma. Esses
resultados mostram que derivados do indol possuem acdo citotoxica em diferentes linhagens
tumorais e que as diferencas estruturais desses compostos levaram a diferencas no valor de grau
de inibicdo encontrado frente a linhagens celulares utilizadas. A molécula NM-01-38-29
apresentou maior efeito citotoxico na linhagem celular C6. Os resultados de atividade citotdxica
com base no grau de inibicdo somado aos resultados de mecanismos celulares mostram que o
composto NM-01-38-29 tem um efeito promissor, para o tratamento do cancer.

Palavras-chave: Cancer, compostos inddlicos, células tumorais, efeito citotoxico, morte celular.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE IN VITRO ANTITUMORAL POTENTIAL OF INDOL
SYNTHETIC DERIVATIVES. ANDRADE, A. K. S., S&o Cristovéo, 2020.

Cancer is considered a public health problem worldwide due to the high mortality rates. It is
caused by mutations in the oncogenes that control the cell cycle and that end up generating
disordered cell proliferation. The antineoplastic agents currently used for the treatment of the
disease still generate many adverse effects, such as: neurotoxicity, liver and kidney damage,
among others. Because of this, it is necessary to search for new compounds that may have a
cytotoxic potential in tumor cells. In this context, the indole. without a compound that is widely
distributed among natural products and that presents several biological activities, such as
antitumor activity, which has already been investigated in indole alkaloids such as ellipticin, it
becomes an important source for the development and search for new molecules that come to
show antitumor activity. Thus, the objective of this work was to evaluate the antitumor activity
of synthetic indole derivatives. In the first stage of the project, twelve indole compounds were
selected at a concentration of 25 g / mL to assess the degree of inhibition in tumor lines of
lung cancer, melanoma and glioma by the SRB technique. According to the chemical structure
and high degree of inhibition in the tumor lines, the substances NM-18-05, NM-01-38-29 and
NM-01-45-33 were selected to assess cytotoxicity and calculate Clso. The Clso results show that
the NM-01-38-29 molecule was effective in promoting antitumor activity in the glioma (C6)
lineage. Based on this result, C6 cells were treated with the compound NM-01-38-29 to evaluate
cellular mechanisms such as the ability to form colonies, the capacity for cell migration, and
the evaluation of morphological changes. The compound NM-01-38-29 was shown to be able
to decrease the number of colonies as well as inhibiting the migratory capacity of C6 cells. In
addition, it was possible to observe morphological changes with DAPI and FALOIDINA/FITC
dyes suggesting cell death due to apoptosis in glioma cells. These results show that indole
derivatives have cytotoxic action in different tumor lines and that the structural differences of
these compounds led to differences in the value of the degree of inhibition found compared to
the cell lines used. The NM-01-38-29 molecule showed a greater cytotoxic effect on the C6 cell
line. The results of cytotoxic activity based on the degree of inhibition plus the results of cellular
mechanisms show that the compound NM-01-38-29 has a promising effect for the treatment of
cancer.

Key-words: Cancer, indole compounds, tumor cells, cytotoxic effect, cell death.
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1- INTRODUCAO

O céancer é uma das doengas que mais causam temor na sociedade devido as altas taxas
de mortalidade que apresenta em todo 0 mundo. Acredita-se que o cancer resulte do acumulo
gradual de diversas mutacdes genéticas que aumentam sucessivamente a proliferacao celular e
acabam por desordenar todo o mecanismo de controle do ciclo celular. Essas mutagfes séo
ocasionadas por diversos fatores que podem ser de origem ambiental (quimicos e fisicos) ou
hereditarios (LOPES-LAZARO, 2018).

As neoplasias podem ser geradas principalmente por mutacdes em genes que estdo
envolvidos no processo de multiplicacéo celular. Estes se transformam em oncogenes, 0s quais
sdo responsaveis pela malignizacdo das células normais (PEDRAZA-FARINA,2006). As
celulas alteradas mudam seu comportamento e iniciam uma multiplicagdo descontrolada. Com
0 aumento do numero destas células ha a necessidade da formacdo de novos vasos sanguineos,
0S quais serdo os responsaveis por manter o fornecimento de nutrientes. A manutencao desses
processos leva a formacgdo dos tumores malignos que podem ainda migrar para outros 6rgaos e
formar metéstases (ALMEIDA et al, 2005).

A grande maioria dos mecanismos pelos quais acontecem o processo de carcinogénese
envolve alteracdes no ciclo celular. O processo de crescimento e divisdo celular se divide em
duas partes: interfase e mitose. As fases Gy, S, Goconstituem o periodo da interfase, j& a fase M
corresponde a mitose. O objetivo principal do ciclo celular é a geracdo de coOpias idénticas do
DNA para a geracdo das células-filhas (MASSAGUE, 2004). Quando ocorre algum problema
na replicacdo do DNA, as células interrompem a replicacdo ou iniciam o processo de apoptose.
Devido a mudanca no comportamento das células cancerosas, esses mecanismos de controle
para a eliminacéo dos erros gerados na fita do DNA, séo perdidos e logo ocorre a formacéo do
cancer (MALUMBRES e BARBACID, 2009).

Durante o processo da carcinogénese as células sofrem diversas alteragcdes que acabam
interferindo no processo de morte celular programada (XU; SHI, 2007). E importante entender
as varias etapas de ativacdo da morte celular programada para entdo buscar compostos que
levem a destruicdo e morte das células cancerigenas. Dessa maneira, as vias de morte
programada como a apoptose vem sendo bastante estudada a fim de se chegar a novos alvos e
compostos terapéuticos para o tratamento do cancer (GALLUZZI et al,2018).

Dentre os tipos de cancer do sistema nervoso central temos os chamados gliomas que
sdo causa de morte entre jovens em todo o mundo (FANG, 2014). Sdo tumores bastante

agressivos e que apresentam dificuldades para tratamento devido a sua complexidade
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(RAMIREZ,2020). A heterogeneidade apresentada por esse tipo de tumor confere a eles forte
angiogénese e capacidade de evasdo dos processos de apoptose (XU ET AL,2014). Devido a
isto, os gliomas sdo bastante estudados para a busca de novas opgOes terapéuticas.

A grande maioria dos agentes antineoplasicos atua de maneira ndo-especifica, ou seja,
eles acabam destruindo tanto células normais quanto células tumorais. Isso justifica os graves
efeitos adversos que os atuais tratamentos utilizados ainda causam (ALMEIDA et al, 2005).
Devido a isto, nos ultimos anos tem-se buscado novas terapias, nas quais o tratamento é
direcionado especificamente a alvos/moléculas, com a finalidade de diminuir a ndo-seletividade
dos compostos (SEEBACHER et al, 2019). Nesse contexto se faz necessario a busca de
moléculas que consigam ser mais citotoxicas/especificas para as células tumorais. A sintese de
novas substancias a partir de modificacGes moleculares tem sido uma boa fonte para a busca de
possiveis novas terapias para o cancer (BANERJI, 2013).

Alcaloides ind6licos como a elipticina possuem atividade antitumoral ja conhecida para
cancer de mama, leucemia, glioblatosmas (LICHOTA et al,2018). Esses compostos tém em sua
estrutura a molécula do indol. Esta substancia é amplamente distribuida entre os produtos
naturais e varias atividades bioldgicas ja foram descritas para esse grupo (PEDROSA, 2017).
O desenvolvimento de novas moléculas a partir do ndcleo indol tem se mostrado bastante
promissor para a busca de novas moléculas para o tratamento do cancer (LIMA, 2007). Por isso
a sintese de novas moléculas com modificacGes estruturais a partir do indol é de grande
importancia para a busca de novos farmacos com atividade antitumoral, pois a partir dessas
modificagdes é possivel conferir a essas substancias maior citotoxicidade e maior seletividade

nas células tumorais, tornando-as moléculas mais potentes, mais seletivas e menos toxicas.
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2- REVISAO DE LITERATURA
2.1-  Aspectos epidemioldgicos do cancer

O céncer estd entre as quatro principais causas de morte prematura na maioria dos
paises, tornando-se assim o principal problema de satde pablica no mundo (BRAY etal., 2018).
A taxa de incidéncia e mortalidade decorrente do cancer vem aumentando devido a diversos
fatores tais como, o envelhecimento da populagéo, crescimento populacional, bem como pela
na distribuico e prevaléncia de fatores de risco para o cancer. No Brasil estima-se para 0s anos
de 2020-2022, que para cada ano surja 625 mil novos casos de cancer (INCA,2020).

A mais recente estimativa mundial, ano 2018, aponta que ocorreram no mundo 18
milhdes de casos novos de cancer (17 milhdes excluindo os casos de cancer de pele nao
melanoma) e 9,6 milhdes de dbitos (9,5 milhGes excluindo os canceres de pele ndo melanoma)
(INCA,2020). A incidéncia dos diferentes tipos de canceres variam de acordo com o nivel de
desenvolvimento do pais, acometendo principalmente os paises mais subdesenvolvidos devido
ao maior numero de fatores de risco nestes. No entanto, o impacto gerado pelas taxas de
mortalidade desta doenca € sentido principalmente nos paises de médio e baixo
desenvolvimento devido as mortes prematuras que tal doenga pode ocasionar (INCA, 2018).

Devido ao perfil epidemioldgico que o cancer vem apresentando nos Gltimos anos no
Brasil, ttm-se aumentado as discussdes nas diferentes esferas do governo a fim de se tracar
novas estratégias para o controle e tratamento da doenca. No que se refere a vigilancia desta
doenga no Brasil, as acdes de controle sdo apoiadas nas informacdes de morbimortalidade
obtidas pelo Registro de Cancer de Base Populacional, Registros Hospitalares de Cancer e pelo
Sistema de Informag@es sobre Mortalidade do Departamento de Informatica do Sistema Unico
de Saude que fornece os subsidios para que 0s gestores monitorem e organizem as a¢des para
0 controle de cancer, bem como o direcionamento da pesquisa em cancer (INCA, 2020). O
Instituto Nacional do Cancer José Alencar da Silva (INCA) vém ao longo dos anos sendo uma

organizacdo pioneira na abordagem da vigilancia do cancer.

2.2-  Mecanismos Moleculares do Cancer

O cancer € uma doenca caracterizada pela formacao e crescimento desordenado de
células que pode acometer a vida de um individuo (LOPEZ-LAZARO, 2018). A malignizagéo
das células pode acontecer em diferentes tecidos do organismo e se apresentar com as mais

distintas caracteristicas. O processo de transformacdo de uma célula normal a uma célula
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maligna acontece ap0s uma serie de mutagfes acumuladas que resulta na proliferacdo celular
descontrolada. As mutagdes acontecem principalmente em genes envolvidos com o processo
de divisdo celular (proto-oncogenes e 0s genes supressores), 0s quais sofrem alteragdes em suas
funcdes levando a perda do controle do ciclo celular (PEDRAZA-FARINA,2006). Ao sofrerem
mutagdes recorrentes estes podem tornar-se oncogenes com funcionamento anormal capazes de
levar a expansao clonal descontrolada das células afetadas e ao acimulo de erros no DNA destas
células tornando-as tumorais (GOMES-CARNEIRO, 2010).

O processo de carcinogénese é entendido como um acimulo de multiplas etapas na
alteracdo do DNA, tais alteracdes levam as células que passam por esse processo a se tornarem
menos especializadas do que as células normais, ocasionando uma perda da funcionalidade do
tecido (LOPEZ-LAZARO, 2018). As alteracdes genéticas sofridas pelas células geram novas
caracteristicas as células tumorais, as quais garantem a malignidade do tumor, tais como:
alteragdes no metabolismo celular, resisténcia a morte celular programada, angiogénese
sustentada, capacidade de invasdo de tecidos vizinhos, dentre outros. Além de tais alteracdes,
0 cancer consegue progredir no organismo, pelos efeitos imunossupressores mediados pelas
ceélulas cancerosas (ZHU et al, 2018; WEINBERG, 2011).

A carcinogénese pode ser desencadeada por varios fatores quimicos, fisicos ou
bioldgicos. Algumas substancias quimicas, chamadas de carcindgenos, podem aumentar a
probabilidade de mutacdes. Tais compostos, sdo responsaveis por cerca de um quarto das
mortes por cancer. Os tumores podem também ser decorrentes de predisposi¢Oes hereditarias.
Nesses casos, acredita-se que um ou mais genes cancerosos encontram-se alterados no genoma
herdado (GOMES-CARNEIRO, 2010). No entanto, para que o desenvolvimento e a progressao
do tumor acontecam € necessario que exista uma comunicacdo continua entre as células e o
microambiente tumoral, o qual contribui para a formacao de novos vasos e maior nutricdo do
tumor (WHITESIDE,2008).

O metabolismo de células cancerosas sofre alteragdes que sdo realizadas para adquirir
0s nutrientes necessarios para as células obterem energia e construirem nova biomassa para
garantir as condicGes necessarias para a manutencdo do microambiente tumoral (ZHU et al,
2018). Essas alteracdes metabolicas baseiam-se principalmente: na regulacdo de processos de
captacdo de glicose e aminoacidos, estratégias oportunistas para a obtencdo de nutrientes,
interacdes metabdlicas com o microambiente, dentre outros (DONG, 2018).

O ciclo celular é caracterizado por um conjunto ordenado e estritamente regulado de

estagios, incluindo crescimento e divisdo celular, onde duas células filhas sdo apresentadas ao
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final do processo (MASSAGUE, 2004). Cada fase que constitui o ciclo celular é caracterizada
por eventos especificos, as fases G1, S e G, constituem a fase chamada de interfase, na qual as
células apresentam intensa atividade metabolica e crescimento celular. Na fase Go, a célula ndo
esta se replicando. Ela pode avancar para a fase G1, onde a célula é preparada para 0 processo
de multiplicacdo celular que ira definir a entrada dela na fase S, na qual acontece a sintese do
DNA. Ja na fase G2 séo realizadas checagens para que os erros ou danos sofridos na sintese do
DNA possam ser resolvidos (MASSAGUE, 2004). Apos as fases de crescimento celular da
interfase temos a chamada mitose, na qual acontece o processo de divisao celular. As células,
na maioria dos tecidos, normalmente se encontram na fase Go, que pode ser transiente
(quiescéncia) ou permanente. Quando elas estdo quiescentes podem ser acionadas e entrarem
novamente no ciclo celular por estimulacdo com fatores mitogénicos que utilizam as quinases
dependentes de ciclina (CDK), especialmente CDK4 e CDKs, as quais conduzem a progressao
do ciclo celular da fase Go ou G; para a fase S (OTTO-SICINSKI et al, 2017) e, portanto, sdo
consideradas as principais reguladoras deste processo diferentes (ZHENG et al,2019).

Além de atuarem na progressdo do ciclo celular, as quinases CDK4 e CDKg quando
ativadas podem fosforilar varios alvos celulares, entre os quais o alvo mais importante é a
proteina supressora de tumor de retinoblastoma (RB). A RB sofre fosforilacdo por CDK4 e
entdo o EoF (fator de transcricdo) é liberado impedindo a progressédo do ciclo celular (OTTO-
SICINSKI et al, 2017). Além das CDK4 e CKg, a CDK3> é outra importante reguladora de
transicdo G1/S. Ap0s o inicio da mitose, a CDK1 atua juntamente com a ciclina B e promovem
varios eventos tais como, condensac¢do da cromatina, formacgdo do fuso mitético e reorganizacao
o citoesqueleto de actina (ZHENG et al,2019).

Em varios tipos de cancer como os gliomas, cancer de préstata e ovario e leucemias
apresentam alteracGes nos genes que codificam as ciclinas e CDK. Em glioblastomas, 0 CDK4
é amplificado em cerca de 50% e é ativado constitutivamente por uma mutacdo. Também o
CDKGe € ativado por translocagfes gendmicas em linfomas. Os genes relacionados com a
codificacdo das proteinas inibitorias do complexo CDKas, COMO pis € p14a encontram-se
deletadas (OTTO-SICINSKI et al, 2017).

No processo de carcinogénese o estado mais avancado € quando 0s tumores iniciam o
processo de metastase. Assim como no estagio inicial do cancer, a metastase acontece
basicamente a partir das mesmas mutac@es sofridas no inicio da doenga (FARES et al., 2020).
De maneira geral a cascata de metastases no cancer ¢ semelhante para os diferentes tipos da

doenca. Acredita-se que a transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) atue diretamente na entrada
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e saida de células cancerosas em tumores primarios (GAO et al,2019). As principais vias pelas
quais as células tumorais podem se disseminar sdo: sistema circulatorio, sistema linfatico ou
cavidades corporais (BOHL et al,2014).

2.3- Mecanismos de morte celular

Entender o processo de morte celular é de fundamental importancia para o avango no
conhecimento e desenvolvimento de estudos que busquem novos agentes farmacolégicos para
o tratamento do cancer (GALLUZZI et al,2018). A morte celular é resultado de varias causas,
incluindo isquemia (reducdo do fluxo sanguineo), infeccdo e toxinas. A classificacdo
amplamente utilizada para a morte celular em mamiferos permite dividi-la em dois grupos: a
morte por apoptose e a por necrose. Além desses tipos, também tem sido proposto um terceiro
que é a morte por autofagia, na qual a célula digere todos 0s seus substratos disponiveis e acaba
entrando em processo de morte celular. Acredita-se que a autofagia e a apoptose s@o processos
de morte programada (HOTCHKISS et al., 2009).

A necrose é caracterizada morfologicamente pelo aumento da célula e de suas organelas
levando ao extravasamento de contetdo celular devido a perda da integridade da membrana.
As enzimas que digerem a célula necrdtica sdo derivadas dos lisossomos das proprias células
que estdo morrendo ou dos lisossomos dos leucocitos que sdo recrutados como parte da reacéo
inflamatoria (GREEN; LLAMBI, 2015). Como resultados de uma falha metabdlica, a necrose
ocorre espontaneamente em neoplasias quando a proliferacdo celular supera a angiogénese,
levando assim a um quadro de hipoxia celular (YU et al, 2020).

A apoptose é um processo altamente conservado e rigidamente regulado para eliminar
células danificadas ou desnecessarias e ocorre normalmente nos organismos. Alteracdes no
controle da apoptose estdo associadas a uma grande variedade de doencas, incluindo o cancer.
Este tipo de morte celular envolve a ativagdo de diversas enzimas e levam a uma sequéncia
especifica de alteragcBes morfoldgicas que englobam o encolhimento celular, fragmentagdo da
cromatina, desintegracdo celular e formacbes de corpos apoptéticos (ALBERTS; LEWIS;
RAFF, 2008). Tais mudancas morfoldgicas sdo comandadas por proteases especializadas da
familia das caspases que atuam clivando e inativando diversas proteinas. Além dos estimulos
naturais do organismo, a apoptose pode ser induzida por estimulos patolégicos ou quando a
célula sofre mutacdo (HOTCHKISS et al., 2009).
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A apoptose é o tipo de morte celular que pode ser considerada um alvo para a a¢éo de
agentes antitumorais, pois 0s mecanismos deste tipo de morte acontecem de forma mais
organizada com fragmentacdo em vesiculas e posterior fagocitose, ndo acontecendo desta
maneira extravasamento dos conteudos celulares, evitando danos ao tecido. Na maioria das
células, o inicio da apoptose geralmente acontece por meio da ativacdo das caspases, as quais
interferem na autodestruicdo da célula. Este grupo de enzimas normalmente existe na forma de
precursores inativos chamados de pro caspases, estas ap0s ativadas clivam varios substratos da
membrana intracelular e citoplasmatica levando a desintegracdo celular (XU; SHI, 2007). Todo
esse processo de apoptose pode ser iniciado por duas vias distintas: a via extrinseca iniciada

por receptores de morte e a via intrinseca que ocorre via mitocondrial (Figura 1).

Figura 1- Representacdo esquematica das principais vias moleculares que levam a apoptose.
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A via intrinseca é ativada em resposta a condi¢Oes estressantes, incluindo danos ao

DNA, estresse oxidativo, dentre outros. Todas essas formas de estresse celular convergem para
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a mitocondria levando a alteracdo da permeabilidade mitocondrial resultando na dissipacdo do
potencial de membrana, cessando a producdo de ATP, bem como uma série de proteinas que
contribuem para a ativacdo da caspase. A via intrinseca responde também aos sinais de dentro
da célula, tais como danos causados por radiacdo e por agentes quimioterdpicos, induzindo
assim a sinalizacdo apoptética por meio da liberacdo de fatores mitocondriais. J& a via
extrinseca depende de mediadores exdgenos especificos para receptores de morte na superficie
celular. No entanto, as vias intrinsecas e extrinsecas nao sdao completamente independentes, em
algumas células, de fato, a ativacdo da caspase 8, a qual é considerada uma mediadora da via
extrinseca, resulta na ativacdo da via mitocondrial (FAVALORO,2012).

A maioria das neoplasias apresentam altera¢Ges no sistema de apoptose celular, entre as
mais caracterizadas estdo o aumento de proteinas da familia BCL2, bem como, mutacdes no
gene supressor de tumor TP53 (MOHAMED et al,2017). Este gene € o responsavel pela
iniciacdo da apoptose em resposta a danos ao DNA induzido por radiacdo, agentes quimicos,
estresse oxidativo, dentre outros. Defeitos no TP53 resulta em neoplasias, incluindo gliomas e
sarcomas (HOTCHKISS et al., 2009). Devido as falhas no processo de apoptose que levam ao
cancer a maioria dos agentes quimioterapicos induzem a apoptose em células tumorais (XU;
SHI, 2007).

2.4- Glioma

Dentre os tumores mais comuns do sistema nervoso central (SNC) estdo os gliomas,
considerados como tumores cerebrais primarios e que estdo entre as trés principais causas de
morte por cancer em jovens (menores de 35 anos) (FANG, 2014). Recentemente, a classificacdo
dos tumores do SNC foi atualizada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Tal
classificacdo leva em conta o tipo de célula primaria juntamente com caracteristicas histologicas
e moleculares. O tumor de glioma mais agressivo é glioblastoma multiforme (GBM), que tem
um prognostico ruim e uma baixa taxa de sobrevida. Esses tumores se caracterizam por alta
taxa de crescimento e alta vascularizacdo (GIAKOMETIS,2018).

Os gliomas sdo tumores altamente agressivos e apesar dos numerosos estudos quase
sempre sdo incuraveis. Devido a sua forte resisténcia a quimio e radioterapia, esses tumores nao
demonstraram resposta ao tratamento ou frequentemente apresentam recidiva apds uma
resposta inicial (RAMIREZ,2020). Atualmente, o tratamento convencional para glioma é

realizado pela remocéo cirargica associada com quimioterapia e/ou radioterapia (FANG, 2014).
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Infelizmente, nos Gltimos anos, houve apenas alguns avancos terapéuticos para os gliomas,
mesmo sendo proposto por pesquisadores diversas vias moleculares e uma variedade de alvos,
ndo houve sucesso nos ensaios clinicos (GIAKOMETIS,2018).

Apesar de varios estudos para definir os fatores determinantes da agressividade desse
tumor, mecanismos da génese do glioma permanecem indefinidos e os fatores moleculares
subjacentes a sua agressividade ainda ndo sdo claros (PALUMBO,2018). Atualmente acredita-
se que células-tronco de glioma séo responsaveis pela formacéo, expansao, recorréncia e a alta
resisténcia a terapia deste tipo de cancer. A populacao de células que formam os tumores glioma
é bastante heterogénea e se caracteriza por forte angiogénese, alta proliferacdo e evasdo da
apoptose (XU et al,2014).

2.5- Tratamento

A terapia para o cancer tem como principal objetivo inibir a atividade cancerigena das
células tumorais, além disso objetiva-se que esse tratamento seja 0 mais seletivo possivel para
as células tumorais. Porém o grande problema das terapias existentes atualmente é que elas
atuam de maneira ndo-especifica, ou seja, tanto as células normais quanto as tumorais sao
destruidas e devido a isso graves efeitos adversos ocorrem (SUN et al,2017). A escolha da
terapia depende do tipo de tumor que acomete 0 paciente, dentre as principais formas de
tratamento utilizadas no combate ao cancer temos: a remocao cirdrgica do tumor, radioterapia
e quimioterapia. Também é comum se combinar formas de tratamento para conseguir erradicar
o cancer. Os agentes antitumorais utilizados na quimioterapia sdo agrupados em varias
categorias entre elas, agentes alquilantes, antimetabdlitos, alcaloides vegetais, antibi6ticos
antitumorais, enzimas, hormonios (ALMEIDA et al, 2005).

Um dos medicamentos bastante conhecido e utilizado no tratamento do cancer é a
Doxorrubicina. Esta droga pertence a classe das antraciclinas, juntamente com a
Daunorrubicina, Epirrubicina, Idarrubicina, entre outros (ALMEIDA et al, 2005). E conhecido
pelo menos dois mecanismos pelos quais a Doxorrubicina exerce seu efeito sobre as células
tumorais: através da intercalacdo entre os pares de bases dos filamentos do DNA, interferindo
nos processos de replicacdo e transcriciodo DNA. O efeito citotoxico da Doxorrubicina
também esta associado a inibicdo da enzima topoisomerase 11 e na formacéo de radicais livres
que levam ao aparecimento do estresse oxidativo CAGEL et al, 2016). A Doxurribicina é
comumente utilizada para tratamento de cancer de mama, figado, célon, linfoma e em leucemias
(GORINI et al,2018).
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Os agentes alquilantes foram os primeiros agentes antineoplasicos descobertos. Eles tém
seu mecanismo baseado em efeitos na sintese do acido desoxirribonucleico e ligando-se a este,
impedindo a abertura da dupla hélice. Medicamentos como o Metotrexato, Fluorouracil
utilizados na quimioterapia sdo da classe dos agentes antimetabolitos, esse grupo atua
bloqueando bioguimicamente a sintese do DNA, portanto sdo restritos a fase S do ciclo celular
(CAETANO-PINTO at al, 2017). Ja a classe dos alcaloides vegetais, sao derivados de produtos
naturais e agem atraves da inibicdo da formacéo do fuso mitotico na metafase, interrompendo
assim o ciclo celular, um exemplo bastante conhecido desse grupo é a Vincristina bastante
utilizada no tratamento de leucemias (CHAO et al,2015)

Mesmo sendo a principal abordagem para o tratamento de tumores metastaticos, a
quimioterapia esta associada a diversos efeitos colaterais graves que tornam o tratamento dificil
para o paciente. Dentre esses efeitos tém-se a supressdo da medula 6ssea, neurotoxicidade,
reacOes gastrointestinal, além de danos hepéticos e renais (FENG, 2017). Por tais motivos é
necessaria a busca de novas moléculas que sejam mais efetivas frente as células tumorais e que
causem menos problemas aos pacientes. Uma opcao para essa busca € a sintese organica de
novas substancias a partir de alguns precursores com atividade tumoral conhecida (BANERJI,
2013).

2.6- Produtos Sintéticos no Tratamento do Cancer

O processo de desenvolvimento de novas substancias candidatas a farmacos é
complexo, de alto custo e demanda a combinacdo de vérias areas estratégicas em ciéncia e
tecnologia (AMARAL et al, 2017). A busca por novas moléculas para o tratamento do cancer
atualmente ¢ bastante baseada em produtos naturais, no entanto a inddstria farmacéutica utiliza
em grande escala bancos de compostos sintéticos a fim de encontrar novos candidatos a
farmacos (ATANASOV et al,2015). Uma nova alternativa também utilizada é a modificacéo
estrutural de compostos de origem natural, resultando em moléculas sintéticas (JANOWSKA
et al, 2020).

InvestigacOes recentes estdo focadas no desenvolvimento de moléculas que utilizam
como base esqueletos de determinadas estruturas ja conhecidas, devido ao potencial biol6gico
apresentadas por estas (GROZAV,2017). Alteracdes estruturais em pequenas moléculas com
porcdes heterociclicas cresceu bastante nos Gltimos anos e mostrou-se bastante promissora na
busca de novos compostos com atividade antitumoral (JANOWSKA et al, 2020). Os

compostos heterociclicos tém sua origem enraizada na sintese organica e quimica medicinal
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(MARTINS et al, 2015). No entanto também é possivel encontrar esses compostos em fontes
naturais, como plantas, micro organismos e outros (PARRINO et al,2015).

Estudo recente demonstrou que substancias sintéticas com porcdes heterociclicas
apresentaram atividades antiproliferativas promissoras em um pequeno painel de linhagens de
células tumorais, incluindo THP-1(leucemia), A549 (pulmao), IGROV-1 (ovério), HEP-2
(figado), MCF-7 (mama) e DU-145 (préstata) (MARTINS et al, 2015). Mais recentemente,
também foi observado que a anélogos sintéticos da Camalexina, composto de origem natural
que possui em sua estrutura anéis de indol e tiazol, demonstraram atividade antiproliferativa
em mesotelioma peritoneal (GROZAV,2017). Dessa maneira o desenvolvimento de moléculas
sintéticas a partir de estruturas ja conhecidas vem ganhando grande destaque na busca por novos

candidatos a farmacos para tratamento do cancer (JANOWSKA et al, 2020).

2.7-  Compostos Heterociclicos: Indol e Derivados Inddlicos

Os derivados heterociclicos com unidades indol (Figura 2) podem ser encontrados em uma
variedade de compostos biologicamente ativos que os torna alguns dos heterociclicos mais
extensivamente estudados (GROZAV,2017). Estes compostos sao amplamente distribuidos em
diversos produtos naturais. Além de sua distribuicao natural, o ndcleo indol é utilizado como
base para a sintese de substancias que sdo utilizadas para a descoberta de novos farmacos. Os
compostos inddlicos apresentam diferentes atividades biologicas tais como: atividade
antitumoral, anti-inflamatdria, antimicrobiana e antiplasmédica (PEDROSA, 2017). Dentre tais
atividades destaca-se a citotoxica, a qual tem sido demonstrada frente a diferentes linhagens de
células tumorais como por exemplo células da linhagem CCF-7 de cancer de mama
(JANOWSKA,2020).

Figura 2. Estrutura quimica do indol.
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As elipticinas sdo alcaloides ind6licos bastante estudados devido a sua conhecida
atividade antitumoral (HENRIQUE, 2010). Tais moléculas sdo particularmente importantes
pois clinicamente apresentam efeitos colaterais reduzidos e alta citotoxicidade (CIRINO, 2005).
O mecanismo de acgdo das elipticinas ligam-se fortemente ao DNA e levam a interrupcdo do

ciclo celular através da regulacdo de expressdo de algumas quinases, além disso elas também
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podem fosforilar ciclinas, induzindo a apoptose e geracdo de radicais livres citotoxicos. As
elipticinas séo citotoxicas em células de cancer de mama (MCF-7), células de leucemia (HL-
60) e glioblastoma (U87MG) (LICHOTA,2018).

O ndcleo indol apresenta plasticidade em sua estrutura o que é levado em conta no
planejamento do desenvolvimento de novas drogas (MARTINS,2015). Os compostos ind6licos
sdo considerados bons ligantes ao DNA, devido a caracteristicas que a sua estrutura apresenta,
logo tais substancias podem levar a alteracbes no DNA e conduzir a célula a morte por apoptose
(PEDROSA, 2017). Com base nesse contexto, os compostos derivados do indol s&o
considerados uma classe terapéutica promissora para a busca de futuros medicamentos
antineoplasicos que consigam apresentar maior citotoxicidade para as células cancerosas e
menores efeitos adversos para os pacientes (BISWAL et al., 2012).

A combinacdo de varias estratégias em ciéncia e tecnologia resulta em um planejamento
mais racional para a busca de inovagOes terapéuticas (AMARAL,2017). As estratégias de
modificacdo molecular, vém ao longo dos anos ganhando espaco para a busca e
desenvolvimento de novas moléculas biologicamente ativas (LIMA, 2017). Através da
obtencgédo de compostos derivados de alteragdes moleculares € possivel a descoberta de farmacos
inovadores para o tratamento de enfermidades que causam altas taxas de mortalidade, como por
exemplo o cancer. Assim esse projeto tem por objetivo avaliar a atividade citotdxica de

derivados indolicos frente as células tumorais.
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3- OBJETIVOS

3.1- Objetivo Geral

Avaliar a atividade citotoxica dos derivados do indol, em linhagens de células de

melanoma (B16-F10), carcinoma de pulméo (A549) e glioma (C6).

3.2-  Objetivos Especificos

e Avaliar o grau de inibicdo celular pelo método SRB dos derivados sintéticos do indol
nas linhagens tumorais;

e Determinar a Clso pelo método SRB dos derivados sintéticos do indol com maior grau
de inibicdo sobre as células das linhagens tumorais;

e Avaliar o efeito do derivado indélico na inibicdo da formacédo de coldnias e migracdo
de células de glioma;

e Avaliar as alteragdes morfologicas nas células de glioma tratadas com o derivado

indélico.
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4- MATERIAL E METODOS

4.1- Derivados Sintéticos de Indol

Doze compostos sintéticos (Figura 3 e tabela 01) derivados do indol foram obtidos em
colaboracdo com Professor Dr. Socrates Cabral de Holanda Cavalcanti do Laboratério de
Quimica Farmacéutica (LQF), da Universidade Federal de Sergipe. Foram preparadas e
armazenadas diferentes solugdes estoque de cada um dos compostos inddlicos a 20 mg/mL em
DMSO. Essas solugdes foram diluidas em meio DMEM para o preparo das solugdes de trabalho

a 25 pg/mL.

FIGURA 3. Compostos sintéticos derivados do indol obtidos do Laboratério de Quimica

Farmacéutica da Universidade Federal de Sergipe que foram utilizados nesse projeto.
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Tabela 1: Cédigo e nomenclatura das moléculas segundo a Unido Internacional da Quimica
Pura e Aplicada (IUPAC).

Cadigo Nome da Molécula
NM-01-18-05  3-acetil-N-arilsulfonilindol
NM-01-24-19  3- propil-N-arilsulfonilindol
NM-01-28-22  3-butil-N-arilsulfonilindol
NM-01-30-23  3-pentil-narilsulfonilindol
NM-01-33-25  N-tosil-3-hexanoilindol
NM-01-35-28  3-heptil-N-arilsulfonilindol
NM-01-38-29  3-benzoil-N-arilsulfonilindol
NM-01-42-33  3-isovaleroila-Narilsulfolnilindol
NM-01-43-31  (3,3-dimetil-1-tosil-1H-indol-3-il)butan-1-ona
NM-01-45-33  (3-clorofenil)(1-tosil-IH-indol-3-il)metanona
NM-02-03-32  Naphtalen-2-il-[1-tolueno-4-sulfonil)-1H-indol-3-il)-
metanona
NM-02-07-04  (2,6- diclorofenil)(1-tosil-1H-indol-3-il)-metanona

4.2-  Linhagens e Cultivo de Células

A citotoxicidade dos derivados sintéticos do indol foi avaliada em células das linhagens
A549 (carcinoma de pulmédo), B16-F10 (melanoma) e C6 (glioma). Todas as células foram
obtidas do banco de células do Laboratério de Cultivo Celular do Departamento de Morfologia
da Universidade Federal de Sergipe (UFS). As linhagens foram mantidas em garrafas de cultivo
em meio Dulbeccos’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 10% de Soro Fetal
de Bovino (SBF) e 1% de antibidtico (penicilina 10000 U/mL; estreptomicina 10000 mg/mL)
e incubadas em estufa & 37°C com atmosfera de 5% de CO, a fim de simular as condi¢des
fisioldgicas. Ao obter confluéncia de 80%, as células foram desprendidas da garrafa através do
tratamento com solucdo Tripsina-EDTA (Tripsina 0,25%; EDTA 0,53 Mm) por tempo de 5 a
15 min a 37°C. Em seguida, a solucdo de Tripsina-EDTA foi inativada por adicdo de meio
DMEM completo (1:3). O meio contendo as células foi transferido para tubo Falcon de 15 mL
e centrifugado a 259 x g por 10 min & 4°C. O pellet de células formado apds centrifugagéo foi
ressuspenso em meio DMEM completo (SBF 10%; antibi6tico 1%) e uma aliquota de 10 pL
foi colocada em camara de Neubauer para ajuste da concentracdo de células para subcultivo e

realizacdo de experimentos.
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4.3-  Avaliagdo de Citotoxicidade— SRB

A Sulforodamina B (SRB) é um corante anibnico utilizado para avaliagdo da viabilidade
celular por base na medicdo do teor de proteinas que se ligam a este eletrostaticamente
(FERNANDES, 2014). As linhagens A549, B16-F10 e C6 foram semeadas em placas de 96
pocos (1x10* células/pogo) contendo meio DMEM suplementado com 10% de SBF e 1% de
antibidtico (penicilina 10000 U/mL; estreptomicina 10000 mg/mL). As células foram incubadas
em estufa com atmosfera de 5% de CO2 & 37°C por 24 h para aderéncia. Ap0s esse tempo as
células foram tratadas com 25 pM dos derivados inddlicos por 72 h. DMSO 0,1% e Cloridrato
de Doxorrubicina 5pug/mL foram usados como controle negativo e controle positivo de morte,
respectivamente. Ao completar o tempo, 0 meio contendo os tratamentos, controle negativo e
controle positivo foram descartados e as células foram fixadas com &cido tricloroacético (30%)
por uma hora a 4°C. A placa foi lavada por 4 vezes com agua destilada e seca. Um volume final
de 100 pL da solugdo de SRB 0,057% (p/v) dissolvida em &cido acético (1%) foi adicionada
aos pogos por 30 min em temperatura ambiente (TA). A placa foi lavada por 4 vezes com acido
acetico para remogéo do excesso de corante e seca. TRIS base (10 mM; pH 10,5) foi usado para
diluicdo do SRB por 30 min e entdo a placa foi lida em leitor de microplaca (Synergy H1,
Biotek, VT, EUA) por espectofotometria com comprimento de onda de 510 nm. Os valores de
absorbancia foram convertidos a porcentagem de inibi¢cdo do crescimento celular a partir da

formula:

%Grau de Inibicio = {100 — [( —aos(tratamentos) . 140)7}

Abs.(controle negativo)

Os derivados inddlicos que apresentaram maior inibicdo no crescimento celular foram
selecionados para determinacdo da Clsp, concentracdo inibitéria para 50% das células.
Utilizando-se a mesma técnica do SRB descrita acima foram feitos ensaios de citotoxicidade
com o0s compostos NM-18-05, NM-01-38-29 e a NM-01-45-33 com concentracdes de 25 a 0,09
pug/mL. Como controle foi utilizado a Doxorrubicina 2,5 pg/mL e o indol 25 a 0,09 pg/mL.
Apos o célculo da Clso nas diferentes linhagens estudadas foi selecionado o derivado indélico
NM-01-38-29 para os préximos testes na linhagem C6.
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4.4- Formagcao de Coldnias

As células C6 foram semeadas em placa de 6 pogos (300 células/pogo) em meio DMEM
contendo 10% de SBF e 1% de antibidtico (penicilina 10000 U/mL; estreptomicina 10.000
mg/mL). A placa foi deixada em estufa com atmosfera de 5% CO, a 37°C por 24h para
aderéncia celular. Apds esse tempo as células foram expostas as concentracGes de 0,2, 0,4 ¢ 0,8
pg/mL do composto NM-01-38-29, por 72h em estufa sob mesmas condi¢cbes. DMSO 0,1% e
Cloridrato de Doxorrubicina 2,5ug/mL foram usados como controle negativo e controle
positivo de morte, respectivamente. Apds o tempo de tratamento os meios foram desprezados
e 0 meio DMEM completo foi adicionado aos pocos e deixados em estufa com atmosfera de
5% CO; a 37°C por 10 dias. Esse ensaio consiste em avaliar a viabilidade proliferativa e a
capacidade de formacgdo de colbnias por uma Unica célula apds um periodo de incubacgéo
(FRANKEN et al., 2006). Apds 10 dias, as células sdo fixadas com metanol + acido acético
(3:1) por 5min e coradas com cristal violeta 0,5% em agua por 30min. Apoés a coloragéo os
pocos contendo células sdo lavadas com agua. Ao final do experimento, foi observado e contado

0 padréo de crescimento em nimero de coldnias das células, com auxilio do software Image J.

4.5-  Alteracbes Morfoldgicas — Ensaio DAPI/FITC/Faloidina

As células C6 foram semeadas em 1x10* em placas de 48 pogos (1x10%/poco), em meio
DMEM contendo 10% de SBF e 1% de antibidtico (penicilina 10000 U/mL; estreptomicina
10.000 mg/mL). As células foram deixadas em estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C por
24 h para aderéncia. Ao completar esse tempo, as células foram expostas ao composto inddlico
NM-01-38-29, nas concentracdes referentes a 0,2, 0,4 e 0,8 ug/mL por 24h. DMSO 0,1% e
Cloridrato de Doxorrubicina 5 ug/mL foram usados com controle negativo e controle positivo,
respectivamente. O meio contendo os tratamentos, controles negativo e positivo de morte foram
descartados e as células lavadas com solucdo PBS (1x) por trés vezes e fixadas com formol 4%
por 15 min. Apods fixacdo foi realizada a lavagem dos pocos com PBS. A permeabilizacédo
celular foi realizada com solugéo Triton X 100 a 0,2% em PBS por 15 min. Mais uma vez foi
feita a lavagem dos pocos com PBS. Em seguida foi utilizada albumina sérica bovina (BSA) a
1% em PBS por 20 min em temperatura ambiente. Os pog¢os novamente foram lavados com
PBS. O citoesqueleto das células foi corado com FITC/Faloidina 25 pg/mL por 30 min no
escuro e em seguida os pocos foram lavados com PBS. O nucleo celular foi contra corado com
DAPI 1ug/mL por 10 min, no escuro e adicionado PBS aos pogos. As analises foram realizadas

em microscopio de fluorescéncia (Zeiss, USA) onde foram avaliadas alteracdes nas
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caracteristicas do citoplasma e nucleo, bem como, a fragmentacao da cromatina, caracteristicas

que podem sugerir o mecanismo de morte celular por apoptose e necrose.

4.6- Migracao Celular

Os efeitos do derivado ind6lico NM-01-38-29 sobre a migracao das células tumorais de
glioma C6 foram avaliados pelo método de Wound Healing. Para este ensaio, as células de
glioma C6 foram semeadas em quantidade 7x10° células em placa de 12 pocos e ap6s 24h, um
risco foi feito na por¢éo central de cada poco, removendo as células desta regido com o auxilio
de uma micropipeta amarela. Os pogos foram lavados com PBS para remover as células
desaderidas. Em seguida, as células foram expostas a concentra¢des crescentes do composto
0,2, 0,4 e 0,8 ug/mL e incubadas por 24h. DMSO 0,1% e Cloridrato de Doxorrubicina 5 ug/mL
foram usados com controle negativo e controle positivo de morte, respectivamente. Durante o
periodo de incubacéo, a area da risca foi analisada com auxilio de microscépio dptico invertido
(Nikon, T5100) em aumento de 40X a fim de observar o fechamento da risca. Fotos foram
tiradas em 0, 24 e 48h de tratamento. A area de fechamento foi medida com auxilio do software
Image J, e a porcentagem de fechamento foi calculada, comparando os tempos com o tempo

zero, utilizando a formula previamente descrita (YARROW et al., 2004).

%Porcdeéltagem . (Acon— Ay < 100
Aion
fechamento

4.7-  Andlise Estatistica

Os ensaios de citotoxicidade serdo realizados em quadruplicata de pelo menos trés
experimentos independentes. Para todos os experimentos, intervalo de confianca de 95% sera
utilizado e valores p < 0,05 serdo considerados significantes estatisticamente. Analises e
graficos assim como as Clso foram obtidos através da utilizacdo do programa GraphPadPrism
6. O teste para comparacdo entre grupos utilizado ANOVA, seguido de pos teste Dunnett ou

pos teste Bonferroni.
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5- RESULTADOS

5.1- Citotoxicidade dos derivados indélico

Doze derivados inddlicos foram testados quanto a a¢do citotoxica nas células tumorais:
A549 (carcinoma de pulméo), B16-F10 (melanoma) e C6 (glioma) pela técnica do SRB. As
moléculas obtidas do Laboratdrio de Quimica Farmacéutica da Universidade Federal de Sergipe
foram testadas por meio de “screening” farmacolégico na concentracdo de 25 pg/mL, como
descrito no item 4.3 de material e métodos.

Dos doze compostos avaliados, cinco compostos (NM-01-18-05, NM-01-24-19, NM-
01-28-22, NM-01-39-29 NM-01-45-33) apresentaram um grau de inibicdo maior que 75%
(GI>75%), paras as trés linhagens estudadas, sendo assim considerados compostos com alta
atividade citotoxica (Tabela 2). Entre os compostos que apresentaram alta atividade citotoxica
(GI1>75%), cabe destacar os compostos NM-01-24-19 e o NM-01-38-29 que apresentaram grau
de inibicdo maior que 90% (G1>90%), nas linhagens tumorais (Tabela 2).

A Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo devido a sua atividade citotoxica
ja conhecida para varios tipos de cancer. Observamos que a Doxorrubicina apresentou um grau

de inibicdo maior que 90% nas trés linhagens.
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Tabela 2: Valores do grau de inibicdo celular das linhagens de células tumorais A549, B16-F10 e C6.

Células

Compostos A549 DP  B16-FI0 DP C6 DP

NM-02-07-04 67,07 6,00 79,71 475 64,76  %1,71
NM-01-18-05 94,90 £545 95,09 5,20 84,58  +7,10
NM-01-24-19 94,32 +534 9415 +4.86 96,08 £7,87
NM-01-28-22 88,71 +12,10 9491 +3,82 92,52  £8,07

NM-01-30-23 5254 #1211 86,00 5,27 38,27  %10,69
NM-01-33-25 48,46  +11,02 7459 0,52 2523 *10,81
NM-01-35-28 42,82 +6,81 76,80 2,62 37,63  %3,65
NM-01-38-29 92,21 9,21 91,89 +1,14 96,95 +7,88
NM-01-43-31 29,00 +14,94 34,08 +6,36 45,32 4,55
NM-02-02-32 39,44 577 32,73 6,27 17,46  +2,80
NM-01-42-33 57,38  *13,37 70,78 18,77 74,44 6,92
NM-01-45-33 78,17  +5/48 76,62 +16,00 94,60  +558

Doxorrubicina 100,00 1,28 100,00 #2,31 9755 +2,04

Fonte: Autoria prépria

Grau de inibicdo celular das linhagens de células tumorais A549, B16-F10 e C6 tratadas com derivados
indolicos na concentragdo de 25ug/mL por 72 horas. Os valores de grau de inibicdo estdo expressos
como média e +DP de trés ensaios independentes e em quadruplicata. Doxorrubicina foi usada como
controle positivo.

5.2- Determinacéao da Clso por SRB

Dentre esses compostos que apresentaram alta atividade citotoxica trés foram selecionados
para a determinagdo do valor de Clsp nas linhagens B16F10, A549 e C6. Para a escolha dos
compostos foi levado em consideracao alem dos valores de grau de inibicdo, a estrutura quimica
apresentada pelas moléculas, levando em consideracao a diferenca na substituicdo na lateral do
nucleo indol. Com base nessa condigdo foram selecionadas as moléculas NM-01-18-05, NM-
01-38-29 e NM-01-45-33 para determinacéo da Clso (Figura 3 e Tabela 3).
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Além dos trés derivados inddlicos também foi determinada a Clso para a molécula do indol,
precursor sintético dos compostos avaliados. As células tumorais foram tratadas com o0s
diferentes compostos nas concentra¢des de 25 a 0,09 pg/mL por 72 horas para o célculo do
percentual do grau de inibicdo (Figura 3). Foi possivel observar que as moléculas avaliadas
apresentaram grau de inibicdo celular de maneira concentragdo dependente. Nas primeiras
concentracdes utilizadas (25, 12,5 e 6,25 pg/mL) quase ndo se observa variacdo do grau de
inibicdo principalmente para a linhagem C6. Ja para o indol, precursor das moléculas avaliadas
é possivel observar que o grau de inibicdo apresentado nas concentracfes mais altas € menor

do que os apresentados para 0s compostos utilizados (Figura 3).

Figura 4: Grau de inibicdo das linhagens tumorais C6, B16-F10 e A549 tratadas com NM-01-18-05,
NM-01-38-29, NM-01-45-33 e Indol.
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Grau de inibicdo celular das linhagens celulares C6, A549, B16-F10 tratadas com derivados ind6licos
nas concentracdes de 25ug/mL a 0,09 pg/mL por 72 horas. Doxorrubicina 2,5 pg/mL foi utilizado como
controle positivo. O percentual de inibicdo foi calculado a partir do ensaio colorimétrico por
sulforrodamina (SRB). O gréfico representa a média e o desvio padrdo de trés experimentos

independentes realizados em quadruplicata.

Os valores de Clsp apresentados na tabela 3, mostram que a molécula NM-01-38-
29 apresenta maior atividade citotoxica, com menor valor de Clso para a linhagem C6 e A549.
A molécula NM-01-18-05 também apresentou baixo valor de Clso frente a linhagem C6. Dentre
0s compostos avaliados 0 NM-01-45-33 foi o que apresentou maior valor de Clsg frente as trés

linhagens celulares avaliadas. Quando comparados os valores de Clso dos trés derivados
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inddlicos com o da molécula do indol, observamos que este apresentou maior valor de CI50

para as linhagens usadas.

Entre os derivados inddlicos 0 NM-01-38-29 foi o que apresentou menor Clso nas trés
linhagens estudadas, sendo a linhagem C6 com menor Clso (0,46 pug/mL). Assim, o derivado
NM-01-38-29 foi selecionado para a realizagdo dos experimentos posteriores na linhagem C6,
nos quais foram avaliados capacidade de formacdo de col6nias, capacidade de migragéo e
alteracGes morfoldgicas por DAPI e FALOIDINA/FITC.

Tabela 3: Valores de Clso e intervalo de confianca das moléculas NM-01-18-05, NM-01-38-29, NM-
01-45-33, Indol frente as linhagens de células C6, B16-F10 e A549.

Moléculas Linhagem celular
C6 B16F10 A549
Clso pg/mL Clso pg/mL Clso pg/mL
N
o
0,46 (0,32-0,65) 2,51 (1,70-3,71) 3,83 (2,79-5,25)

\_o
NM—Ol—lS—OSQI\H‘
0\\/@
o
o 0,41(0,35-0,49) 1,04 (0,65-1,68) 0,56 (0,18-0,90)
1-38-29©:3

39

N
\ o

0=
NM-01-45-33 ;r..,

R

NM-0

1,9 (1,32-2,93) 378(3,38-422) 7,31 (5,94-9,02)

Indol ™= N

" 7,91 (4,71-13,28) 5,01 (4,36-576) 8,44 (6,37-11,19)

Os valores de Clso estdo expressos como média e intervalo de confianca de trés ensaios independentes
e em quadruplicata. Os dados sdo apresentados como valores de Clso (ug/ mL) e seu intervalo de
confianca de 95% obtido por regressdo néo linear de trés experimentos independentes realizados em
quadruplicata, medido por ensaio SRB apds 72 h de tratamento. A doxorrubicina foi usada como o
controle positivo.
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5.3- Avaliacdo da Formacéo de Coldnias

O ensaio de formacéo de colbnias que tem por objetivo avaliar a capacidade de uma
Unica célula se proliferar e formar col6nias foi realizado com a linhagem C6, utilizando o
composto NM-01-38-29 como tratamento. Foram utilizadas trés concentracdes (0,2, 0,4 e 0,8
Hg/mL) definidas com base no valor de Clso. O nimero de coldnias foi determinado através do

software Image J a partir das imagens obtidas na realizagcdo do experimento (Figura 5A).

Na figura 5B, é possivel observar que o ndmero de colbnias foi reduzido
significativamente para as trés concentragdes utilizadas quando comparadas ao controle. Com
base nos valores encontrados verificou-se que ndo houve variagdo do numero de colénias entre
as trés concentracfes utilizadas no NM-01-38-29, mas em todas observou-se diferenca
significativa quando comparadas ao controle sem trataemnto. Foi utilizado como controle
positivo a Doxorrubicina, a qual inibiu completamente a formacgédo de col6nias como observa-
se na figura 4A e 4B. Com base nos resultados encontrados é possivel afirmar que neste

experimento o numero de coldnias ndo foi reduzido de maneira concentragdao dependente.

Figura 5: Ensaio Clonogénico de células C6 tratadas com NM-01-38-29.

>

o X

. 3
-' i .,
Qi‘ ‘
FS

vo)

v i . e ." ‘l
[ R R b 240+
{ o7 . ind
“ v, Y "{/
. » ‘ .
Y o 200+
@ 2 g
. s fad c
ty ot S 1604
Cnt 2.5 ng/mL 8
Doxo S 1204 * * .
. o p L oy N ° 50 -
§ e N 4 Soods giet £ A
. .0 N '?.’.‘;’ \ A Z
B Y h s 2 ,A':. s B 404
o s oy | i T et sV *
B o i." \.'.' Yo .‘;.‘ ;‘-". \ v 0 ! ! ! ! !
: o A R . ) 5 . Cnt 0,2 0,4 0.8 25
s s 3 o N
T gt S a® pg/mL nug/mL
0.2 pg/mL 0.4 ng/mL 0.8 pg/mL NM-01-38-29 Doxo

NM-01-38-29 NM-01-38-29 NM-01-38-29
Ensaio clonogénico de células C6 tratadas com as concentragdes indicadas de NM-01-38-29 por 72
horas e 10 dias de crescimento. Em A, fotografias dos pogos em um experimento representativo, em B,
quantificacdo grafica do nimero de colbnias. Os dados representam a média + DP de trés ensaios
independentes. Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. Analise entre grupos realizada com

ANOVA, seguida de pés teste Dunnett. p<0,05 "comparado ao controle.
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5.4-  Ensaio de Migracgédo Celular

O ensaio de Wound Healing utilizado neste trabalho com o objetivo de avaliar os efeitos
do NM-01-38-29 sobre a migracdo da linhagem C6. Foram utilizadas as mesmas concentracdes
definidas para o ensaio clonogénico. Na figura 6A € possivel observar que o fechamento em 24
e 48 horas apresentados pela molécula na concentracdo de 0,8 pg/mL é bastante semelhante
com o apresentado pela Doxorrubicina. Nas menores concentragdes utilizadas do composto
verificou-se que no tempo de 48 horas o fechamento da ferida foi quase completo.

Os resultados do fechamento da ferida mostraram que em 24 horas de tratamento, a
maior concentracdo utilizada (0,8 ug/mL) conseguiu inibir em cerca de 73% o fechamento da
ferida quando comparada a ferida ndo tratada (controle), conforme mostra a Figura 6. A
concentracdo de 0,4 pg/mL em 24 horas também apresentou um resultado promissor de inibicdo
de fechamento da ferida com valor em torno de 64%. A Doxorrubicina utilizada como controle
positivo apresentou porcentagem de fechamento em 24 horas semelhante ao da NM-01-38-29,

como mostra a figura 5B.
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Figura 6: Efeitos do NM-01-38-29 sobre a migragéo celular de células C6 pelo ensaio de Wound

Healing.
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Efeitos do NM-01-38-29 sobre a migracéo de células C6. (A) Fotomicrografias representativas do ensaio
de Wound Healing em 0, 24 e 48h de tratamento com as concentragdes indicadas de NM-01-38-29 em
aumento de 40x. (B) O gréafico representa a porcentagem de fechamento da risca, comparando as células
tratadas com o grupo controle. Dados representam média + DP de trés ensaios independentes.
Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. Anélise entre grupos realizada com Anova de Duas
Vias, seguida de pos teste Bonferroni. p<0,05 *comparado com controle, *comparado com a menor
concentracdo NM-01-38-29 (0,8 pug/mL).
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5.5-  Ensaio Dapi/Faloidina-FALOIDINA/FITC

Para avaliar as alteracdes sofridas pelo nucleo e citoesqueleto das células tumorais da
linhagem C6, apds tratamento de 24 horas com a molécula NM-01-38-29, foi realizado ensaio
de marcacdo com DAPI e Faloidina/FALOIDINA/FITC, para coloracdo do nucleo e
citoesqueleto, respectivamente. Os resultados indicaram que no tratamento a partir da
concentracdo de 0,4 pug/mL é possivel observar alteragcdes no nucleo das células, com indicacéo
de condensagéo da cromatina sinalizados pela maior luminosidade apresentada pelo nlcleo das
células nas imagens (Figura 7).

E possivel observar ja na concentragdo de 0,2 pg/mL, alteragdes na disposicdo dos feixes
de stress presentes na célula. Essa alteracdo é possivel de verificar quando comparamos a
imagem de Faloidina/FALOIDINA/FITC dos tratamentos com NM-01-38-29 com a do
controle sem tratamento (Figura 5). Além dessa alteracdo também € possivel observar uma
diminuicao do volume citoplasmatico das células em todas as concentragées, principalmente na
mais alta (0,8 pg/mL) (Figura 5). Tambem foi apresentado indicios de apoptose pela
caracteristica de formacdo de projecdes na membrana das células pela sobreposicdo da
marcacdo com DAPI e FITC\Faloidina. As alteracdes citadas foram observadas em todas as
concentracfes do composto utilizado, mas em maior frequéncia na concentracéo de 0,8 pg/mL.
A Doxorrubicina, medicamento de referéncia utilizado provocou alteragfes de condensacgéo de
cromatina, perda do volume citoplasmatico, alteracdes na disposicdo das fibras de estresse,
formacdo de corpos apoptéticos assim como as apresentadas pelo tratamento com a molécula

teste em sua maior concentracdo (Figura 7).
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Figura 7: Efeito do NM-01-38-29 na morfologia do citoesqueleto e nicleo de células da linhagem
Cé.
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Alteracdes morfoldgicas observadas em coloracdo DAPI e Faloidina/FALOIDINA/FITC nas células C6
apos tratamento com NM-01-38-29 nas concentragdes de 0,2, 0,4 e 0,8 ug/mL, apos 24 horas. Seta cheia

indica condensacéo da cromatina; cabeca de seta representa desorganizacéo nos feixes de stress celular;
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perda de volume citoplasmaético; seta curva representa células em indicio de apoptose. Aumento de 200x.

Barra de escala = 20um. Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo.
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6- DISCUSSAO

Os derivados heterociclicos que apresentam unidades estruturais como indol podem ser
encontrados em uma variedade de compostos biologicamente ativos o que os torna alguns dos
compostos heterociclicos mais estudados (GROZAV,2017). Dessa maneira, torna-se
importante a busca de derivados inddlicos tanto de origem natural quanto de origem sintética
(RAMIREZ,2020). Investigacdes recentes tém proposto a utilizacdo do indol como base para o
desenvolvimento de novas moléculas, devido ao seu alto potencial bioldgico
(ABDELHAMID,2016). Alcaloides com porc¢éo indol em sua estrutura s&o citados na literatura
por sua atividade antiproliferativa, como o grupo das elipticinas (GROZAV,2017). Abdelhamid
em 2016 relata sintese de uma serie de tiazois que contém a porcdo indol e apresentam atividade
antitumoral contra uma linha celular de carcinoma de mama humano MCF-7.

No presente estudo foi possivel observar o efeito antiproliferativo de derivados
sintéticos do indol frente a trés diferentes linhagens celulares tumorais (C6, A549 e B16-F10).
Dentre os doze compostos avaliados quanto ao grau de inibicdo de crescimento celular, cinco
deles apresentaram alto grau de inibicdo (>75%) frente todas as linhagens utilizadas, o que
corrobora com a atividade antiproliferativa descrita para moléculas heterociclicas com nucleo
indol. Observou-se que as diferentes substitui¢des no carbono o do grupo cetona das moléculas
utilizadas geraram diferencas nos valores encontrados para o grau de inibicdo frente as
linhagens celulares. O grau de inibigao foi menor quando a substitui¢do no carbono a, foi feita
com cadeias mais extensas de carbono, como no caso das moléculas NM-01-35-28, NM-01-43-
31, NM-01-33-25, NM-01-30-23. Nas moléculas NM-01-18-05, NM-01-24-19, NM-01-28-22,
NM-01-42-33, as substituicdes foram feitas com grupos metila, etila, propila e para essas
observou-se um potencial grau de inibicdo frente as linhagens, 0 que sugere que o tamanho e
caracteristica da molécula interfere na atividade destas substancias. Também foi possivel
observar que a substituicdo com anel aromatico no carbono alfa na molécula NM-01-38-29,
resultou em um grau de inibicdo satisfatorio, no entanto quando adicionado 4&tomo de cloro a
esse anel (NM-01-45-33, NM-02-07-04), ou até mesmo, outro anel aromatico (NM-02-03-32),
o valor do grau de inibicdo encontrado foi menor.

Trés dos compostos com maior grau de inibicdo (NM-01-18-05, NM-01-38-29, NM-01-
45-33) foram utilizados para a determinagdo da Clso frente as mesmas linhagens celulares
utilizadas no screening farmacolégico. A escolha levou em considera¢do ndo apenas o valor do

grau de inibicdo, mas também as diferencas estruturais pelas diferentes substituicdes no carbono
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do grupo cetona, a fim de observar as diferencas entre elas. Além disso, foi também determinada
a Clso para a molécula pura do indol, o valor encontrado para esta foi bem maior do que os
apresentados para os seus derivados, indicando que os derivados sdo mais promissores para a
busca de novos farmacos para o tratamento do cancer. Resultados descritos por Martins e
colaboradores (2015) para Clso de compostos heterociclicos frente a linhagens de cancer de
mama corroboram com os valores encontrados para os derivados indélicos utilizados neste
trabalho. Xu e colaboradores (2020) fizeram um estudo com compostos heterociclicos
derivados de metabolitos de fungos do género Aspergillus, no qual foi avaliada a atividade
anticancer desses compostos. Alguns alcaloides heterociclicos ndo apresentaram citotoxicidade
para células de cancer de célon humano multirresistentes (MDR), ja outros também avaliados
por Xu et al. apresentaram citotoxicidade contra células de leucemia HL-60, mas ndo
apresentaram atividade citotoxica para a linhagem A549, na qual os compostos avaliados no
presente estudo apresentaram significativa atividade citotoxica.

Dos derivados inddlicos os quais a Clso foi determinada, € possivel observar que a
inserc¢do do anel aromatico no carbono a na estrutura da molécula NM-01-38-29, levou a uma
reducdo do valor da Clso frente a todas as linhagens celulares utilizadas quando comparada aos
valores encontrados para o indol e para os outros dois derivados avaliados. Observou-se que a
adicdo do cloro ao anel aromatico levou a valores de Clso maiores. Os valores de Clsoencontrado
para as moléculas NM-01-18-05 e NM-01-38-29 frente a linhagem celular C6 foram
semelhantes 0,46 e 0,41 pg/mL, respectivamente. No entanto, a molécula NM-01-38-29
apresentou resultados promissores de Clso para todas as trés linhagens utilizadas, sendo entdo a
escolhida para os demais ensaios deste trabalho.

O ensaio clonogénico foi realizado com a molécula com menor valor de Ciso nesse
estudo, a NM-01-38-29 (Clso 0,4 pg/mL) frente a linhagem celular C6. Neste ensaio alem da
concentracdo de Clso, foram utilizadas duas diferentes concentragGes também determinadas
com base no valor da Clso, O NM-01-38-29 foi capaz de diminuir significativamente o nimero
de coldnias de glioma em relacdo ao controle sem tratamento. Ramirez e colaboradores (2020)
demostraram que compostos heterociclicos conseguem inibir a formacao de clones por células
de glioma. O ensaio de formacao de col6nias realizado neste estudo foi baseado no descrito por
Ramirez e colaboradores (2020), pois tal método é considerado como de escolha para a
determinacdo da morte reprodutiva celular apos tratamento com radiagao ionizante em glioma.
Com base nesses resultados, mais uma vez € possivel afirmar o potencial antiproliferativo

apresentado por compostos heterociclicos tais como os utilizados no presente estudo.
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Apos a confirmacdo da atividade antiproliferativa pelo ensaio clonogénico do composto
frente a linhagem celular C6, foi verificada a capacidade do mesmo em inibir a migracdo das
células pelo ensaio de Wound Healing. A migracao de celulas tumorais é um processo que pode
levar ao extravasamento de células tumorais para outros 6rgdos, levando assim ao aparecimento
de tumores secundarios ou de metastases (LEE,2008). As células de glioma possuem essa
capacidade migratoria (XU et al,2014), sendo importante a busca de compostos que além de
atividade citotoxica também apresentem atividade contra a migracao das células. O NM-01-38-
29, conseguiu inibir a migragdo celular da linhagem C6 de tanto no tempo de 24 quanto no de
48 horas. Logo podemos afirmar que esse composto pode vir a interromper processos
importante de metastases. Respostas concentracdo dependente foram encontradas em estudo
com cancer de mama com linhagem celular MDA-MB-231 para ensaio de migracdo celular
com compostos de complexo de ruténio em anéis heterociclicos (NAVES,2019).

Outro resultado que permite avaliar a perda da capacidade migratéria das células séo as
alteracdes observadas no citoesqueleto das células, ja que o citoesqueleto se encontra envolvido
em diversas fungdes, tais como: sinalizacdo celular, organizagédo das organelas citoplasmaticas,
transporte intracelular, dentre outros (SANCHO-MARTINEZ et al., 2012). Nos resultados
encontrados para a molécula NM-01-39-29 é possivel observar alteragdes no citoesqueleto das
células marcadas com FALOIDINA/FITC, dentre as quais podemos citar: altera¢cBes na
disposicao dos feixes de stress quando comparadas a organizacdo apresentada no grupo
controle, sem tratamento; perda de volume citoplasmatico que pode ser observado em todas as
concentracfes de tratamento utilizadas, mas principalmente na maior concentracdo. Tais
alteracGes sugerem que o composto avaliado tanto atua na perda de capacidade migratéria das
células quanto também séo sinais de apoptose celular (NAVES,2019).

Compostos como os de complexo de Ruténio, que possuem associado as suas estruturas
anéis arométicos, como os apresentados na molécula utilizada neste trabalho conseguem induzir
a morte por apoptose em células de cancer de mama com alterag6es celulares semelhantes as
apresentadas neste trabalho (NAVES, 2019).Ainda no experimento de fluorescéncia com a
marcacdo com DAPI, na qual se observa alteracdes a nivel de nucleo, foi possivel verificar
alteracdes no nucleo destas células como a condensacdo da cromatina, que é caracterizada
através da maior luminosidade apresentada pelo ndcleo da célula corada com o DAPI. Com as
sobreposicdes da marcacdo de DAPI e FALOIDINA/FITC é possivel observar projecdes
formadas pela membrana das células em formato esférico o que leva a acreditar que esta

acontecendo morte por apoptose. Todas essas alteracdes observadas tanto a nivel de nucleo
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guanto de citoesqueleto culminam em processos que levam a morte celular por diversos
mecanismos como sinalizacdo pré-apoptotica, ativacdo de caspases o que facilita a formacéo
de corpos apopt6ticos (SANCHO-MARTINEZ et al., 2012).

Em conclusdo, os resultados desse trabalho mostram que derivados indélicos sintéticos
sdo uma fonte de possiveis moléculas com atividade citotdxica e antiproliferativa em células
tumorais. A molécula NM-01-38-29 apresentou alto grau de inibicdo, acdo antiproliferativa,
inibicdo da migracdo celular e ainda levou a alterac@es na estrutura celular das células de glioma
C6 que indicam indicios de apoptose. Na literatura temos estudos que descrevem essa mesma
atividade para compostos heterociclicos assim como os utilizados nesse estudo. Os resultados
encontrados no trabalho foram bastante promissores, mas é necessario a realizacdo de novas

avaliaces que busquem aprofundar os mecanismos apresentados por esta molécula.
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7- CONCLUSAO

Os resultados obtidos pelo presente estudo mostraram que das doze moléculas
analisadas no screening farmacoldgico, cinco apresentaram grau de inibicdo maior que 90% em
pelo menos uma das trés linhagens tumorais avaliadas. A molécula NM-01-38-29 selecionada
para 0s experimentos posteriores demonstrou ter funcdo antiproliferativa frente a linhagem C6,
a partir das analises realizadas no experimento de formacéo de col6nias. A molécula ainda
demonstrou ter atividade inibitéria frente a migracdo destas células, além disso alteragdes
morfologicas foram observadas como condensacdo da cromatina, perda do volume
citoplasmatico e células com indicio de apoptose. Os achados deste trabalho revelam o potencial
citotoxico da molécula NM-01-38-29 e serve de base para estudos posteriores para melhor

elucidacéo dessa atividade.



45

8- REFERENCIAS

ABDELHAMID, A., GOMHA, S., ABDELRIHEEM, N., KANDEEL, S. Synthesis of New 3-
Heteroarylindoles as Potential Anticancer Agents. Molecules, 2016, 21, 929;
doi:10.3390/molecules21070929.

ALBERTS, B. J.; LEWIS, A.; RAFF, J. Molecular biology of the cell. 2008. ISBN 0815341059.

ALBUQUERQUE, K. R. S. et al. “Applicability of Plant Extracts in Preclinical Studies of
Melanoma: A Systematic Review”. Mediators of Inflammation, [S.L], v. 2018, ID.
6797924,2018. Disponivel em: https://doi.org/10.1155/2018/6797924. Acesso em: 13 nov.
2018.

AMARAL, A. T. D. et al. A evolucdo da quimica medicinal no brasil: avancos nos 40 anos da

sociedade brasileira de quimica. Quimica Nova, v. 40, n. 694, p. 700, mar. 2017.

ALMEIDA, V. L. D. etal. Cancer e Agentes Antineoplasicos Ciclo-Celular Especificos e Ciclo-
Celular N&o Especificos que Interagem com o DNA: Uma Introducdo. Quimica Nova, v. 28,
n. 1, p. 118-129, 2005.

ATANASOQOV, A. G et al. Discovery and resupply of pharmacologically active plant-derived
natutal products: a review. Biotechnol, 2015, v.33, n.8, p. 1582-1614.

BANERJI, B.; PRAMANIK, S K.; SANPHUI, P.; NIKHAR, S.; BISWAS, SC. Synthesis and
cytotoxicity studies of novel triazolo-benzoxazepine as new anticancer agentes. Chem Biol
Drug Des. 2013 Oct;82(4):401-9. doi: 10.1111/cbdd.12164.

BRANDAO, H. N. et al. Quimica e farmacologia de quimioterapicos antineoplasicos derivados
de plantas. Quimica Nova, v. 33, n. 6, p. 1359-1369, jun.2010.

BRAY, F. et al. Global cancer statistics 2018: GLOBOCAN estimates of incidence and
mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA: a cancer journal for clinicians,
Hoboken, v. 68, n. 6, p. 394-424, Nov. 2018.


https://doi.org/10.1155/2018/6797924
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23672315
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23672315

46

BISWAL, S.; SAHOO, U.; SETHY, S.; KUMAR, H.K.S.; BANERJEE, M. Indole: the
molecule of diverse biological activities. Asian Journal of Pharmaceutical and Clinical
Research, v. 5, p. 1-6, 2012.

BOHL, C.R., HARIHAR, S., DENNING, W., SHARMA, R., WELCH, R. Metastasis supressor
in breast cancers: mechanistic insights and clinical potential. J Mol Med (Berl), 2014.
Disponivel em: doi:10.1007/s00109-013-1109-y.

CAETANO-PINTO, P et al. Cetuximab Prevents Methotrexate-induced cytotixicity in vitro
through epidermal growth fator dependente regulation of renal drug transportes. Molecular
Pharmaceutics, 2017. Disponivel em: DOI: 10.1021/acs.molpharmaceut.7b00308.

CAGEL, M. et al. Doxorubicin: nanotechnological overviews from bench to bedside. Drug
Discov Today, 2016. Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1016/ j.drudis.2016.11.005.

CIRINO, J. J. V. et al. Estrutura e propriedades de elipticinas. Quimica Nova,v. 28, n. 1, p. 30-
36, nov. 2005.

CHAO, M., LAI, M., LIOU, J., CHANG, Y., WANG, J., PAN, S., TENG, C. The synergic
effect of vincristine and vorinostat in leucemia in vitro and in vivo. Journal of Hematology &
Oncology, 2015. Disponivel em: doi 10.1186/s13045-015-0176-7

DHONG, Z., CUI, H. Epigenetic modulation of metabolismo in glioblastoma. Seminars in
Cancer Biology. 57 (2019). 45-51.

FANG, K., YANG, C,, LIN, T., CHAN, T., TZENG, S. Inducec interleukin33 expression
enhances the tumorigenic activity of rat glioma cells. Neuro-Oncology, v.16, n.4, p.552-566,
2014.

FARES, J. et al. Molecular principles of metastasis: a hallmark of cancer revisited. Signal
Transduction and Targeted Therapy, v. 5, n. 1, 2020.

FAVALORO, B. et al. Role of apoptosis in disease. Aging (Albany NY), v. 4, n. 5, p. 330-49,
May 2012.



47

FERNANDES, R. A. C. Citotoxicidade de materiais indicados em protecdes pulpares
diretas: estudo in vitro. Faculdade de Medicina, Universidade de Coimbra, Mestrado

integrado em Medicina Dentaria, Coimbra, 2014.

FENG, T.,WEI, Y., LEE, R J., ZHAO, L. Liposomal curcumin and its application in cancer.
Int J Nanomed. 2017;12:6027. doi: 10.2147/1JN.S132434.

FRANKEN, N. A. et al. Clonogenic assay of cells in vitro. Nat Protoc, v. 1, n. 5, p. 2315-9,
2006.

GALHARDAS, D. J. M. Contribuigdo para o estudo da Anexina V na apoptose celular em
concentrados de eritrocitos. Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Nova de
Lisboa, Universidade Atlantica, 2014.

GALLUZI L., VITALE |., KROEMER G. Molecular mechanisms of cell death:
recommendations of the Nomenclature Committee on Cell Death 2018. Cell Death &
Differentiation 25, 486-541, 2018.

GAO, Y., BADO, I, WANG, H., ZHANG, W., ROSEN, J.M., ZHANG, X. Metastasis
organotropism: redefining the congenial soil. Dev Cell, 2019, disponivel em:
doi:10.1016/j.devcel.2019.04.012.

GIAKOUMETTIS, D., KRITIS, A., FOROGLOQOU, N. C6 cell line: the gold standard in glioma
research. Hippokratia, v.22, n.3, p.105-112, 2018.

GOMES-CARNEIRO, M R., RIBEIRO-PINTO, L F.; PAUMGARTTEN, F J R. Fatores de
risco ambientais para o cancer gastrico: a visdo do toxicologista. Cad. Saude Publica, Rio de
janeiro, v. 13, n. 1, 1997. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1590/S0102-
311X1997000500004>. Acesso em: 16 nov. 2018.

GORINI, S., ANGELIS, A., BERRINO, L., MALARA, N., ROSANO, G., FERRANO, E.
Chemotherapic drugs and mitochondrial dysfunction: focus on Doxorrubicin, Trastuzumab and
Sunitinib. Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2018. Disponivel em:
https://doi.org/10.1155/2018/7582730.


https://doi.org/10.1155/2018/7582730

48

GREEN, D. R.; LLAMBI, F. Cell death signaling. Cold Spring Harbor Perspectives in
Biology, v. 7, n. 12, 2015.

GROZAV, A et al. Cytotoxicity antioxidante potencial of novel 2-2((1-H-indol-
5yl)methylene)-hydrazinyl)-thiazole  Derivatives. Molecules, 2017, 22, 260;
doi:10.3390/molecules22020260.

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA (INCA).

Estimativa | 2018: Incidéncia de cancer no Brasil. Rio de Janeiro, 2018.

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA (INCA).

Estimativa 2020: Incidéncia de cancer no Brasil. Rio de Janeiro: INCA, 2020.

HANAHAN D., WEINBERG A. R. Hallmarks of Cancer: The next generation. Cell, 144, 2011,
doi:10.1016/j.cell. 2011.02.013.

HENRIQUE, C; NUNOMURA, S; POHLIT, A. Alcaloides Inddlicos de Cascas de
Aspidosperma Vargasii E A. Desmanthum. Quimica Nova, v. 33, n. 2, p. 284-287, nov/2010.

HOTCHKISS, R. S. et al. Cell death. N Engl J Med, v. 361, n. 16, p. 1570-83, Oct 15 2009.

JANOWSKA, S., PANETH, A., WUJEC, M. Cytotoxic properties of 1,3,4-thiadiazole
derivativies — a review. Molecules, 2020, 25, 4309; doi:10.3390/molecules25184309.

LEE, H., SEO, E., KANG, N., KIM, W. [6]-Gingerol inhibits metastasis of MDA-MB-
231lhuman breast cancer cells. Journal of Nutritional Biochemistry 19 (2008) 313-319.
d0i:10.1016/j.jnutbio.2007.05.008.

LIMA, L M. Quimica medicinal moderna: desafios e contribuicdo brasileira. Quimica Nova.
30, n. 6, p. 1456-1468, 2007.

LICHOTA, A., GWOZDZINSKI, K. Anticancer activity of natural compounds from plant and

marine environment. International Journal of Molecular Sciences 2018, 19, 3533.

LOPEZ-LAZARO, M. “The stem cell Division theory of cancer”. Critical Reviews in
Oncology and Hematology. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.critrevonc.2018.01.01.



49

MAJTNEROVA, P. ROUSAR, T. An overview of apoptosis assays detecting DNA
fragmentation. Molecular Biology Reports, 2018.

MALUMBRES, M. e BARBACID, M. Cell cycle, CDKs and cancer: a changing paradigm.
Nature Reviews Cancer, v. 9, p. 153 - 166, 2009.

MASSAGUE, J. A G1 engine of cyclins and kinases. Nature, v. 432:298-306, 2004.

MARTINS, P et al. Heterocycle anticancer compounds: recente advances and the paradigma
shift towards the use of nanomedicine’s tool box. Molecules, 2015, 20, 16852-16891,
doi:10.3390/molecules200916852.

MOHAMED, M. S., BISHR, M. K., ALMUTAIRIN, F. M., ALI, A. G. Inhibitors of apoptosis:
clinical implications in cancer. Apoptosis, 22(12):1487-1509, 2017.

NAVES, M.A. Transport of the Ruthenium Complex [Ru(GA)(dppe)2]PF6 into Triple-
Negative Breast Cancer Cells Is Facilitated by Transferrin Receptors. Molecular
Pharmaceutics, 2019, 16, 1167—1183, DOI: 10.1021/acs.molpharmaceut.8b01154.

OLSSON, M; ZHIVOTOVSKY, B. Caspases and cancer. Cell Death and Differentiation., p.
1441-1449, set. 2011.

OTTO, T., SICINSKI, P. Cell cycle proteins as promising targets in cancer therapy. Nature
reviews. V. 17, February, 2017.

PALUMBO, P et al. Involvement of NOS2 activity on human glioma cell growth, clonogenic
potential, and neurosphere generation.International Journal of Molecular Sciences, 2018.
Disponivel em: doi:10.3390/ijms1909280.

PEDROSA, S. Sintese, caracterizacdo estrutural e estudos do mecanismo de acdo antitumoral
de derivados indolicos. Dissertagdo de Mestrado, Universidade Federal de Pernambuco,
Recife,2017.

PARRINO, B et al. 3-[4-(1H-Indol-3-yl)-1,3-thiazol-2-yl]-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridines,
Nortopsentin Analogues with Antiproliferative Activity. Marine Drugs, 2015, 13, 1901-1924;
d0i:10.3390/md1304190.



50

PEDRAZA-FARINA, L. G. Mechanisms of oncogenic cooperation in cancer initiation and
metastasis. Yale J Biol Med, v. 79, n. 3-4, p. 95-103, Dec 2006.

RAMIREZ-ESCAMILLA, A et al. Autophagy as potencial therapy for malignant glioma.
Pharmaceuticals, 2020. Disponivel em: doi:10.3390/ph13070156.

SANCHO-MARTINEZ, S. M. et al. Subcellular targets of cisplatin cytotoxicity: an integrated
view. Pharmacology & therapeutics, v. 136, n. 1, p. 35-55, 2012.

SEEBACHER, N., STACY, A., PORTER, G., MERLOT, A. Clinical development of targeted
and imune based anti-cancer therapies. Journal of Experimental e Clinical Cancer Research,
2019. Disponivel em: https://doi.org/10.1186/5s13046-019-1094-2.

SUN, J., WEI, Q., ZHOU, Y., WANG, J., LIU, Q., Xu, H. Asystematic analysis of FDA-
approved anticancer drugs. BMC Systems Biology, 2017. Disponivel em: DOI
10.1186/512918-017-0464-7.

WHITESIDE, T. L. The tumor microenvironment and its role in promoting tumor growth.
Oncogene, v. 27, n. 45, p. 5904-12, Oct 06 2008.

YARROW, J. C. et al. A high-throughput cell migration assay using scratch wound healing, a
comparison of image-based readout methods. BMC Biotechnol, v. 4, p. 21, Sep 09 2004.

YU, J. et al. Induction of programmed necrosis: A novel anti-cancer strategy for natural

compounds. Pharmacology and Therapeutics, v. 214, p. 107593, 2020.

XU, G.; SHI, Y. Apoptosis signaling pathways and lymphocyte homeostasis. Cell Res, v. 17,
n. 9, p. 759-71, Sep 2007.

XU, C.; WANG, Z.; DAI, L.; CHU, S.; GONG, L.; YANG, M.; LI, Z. Induction of proline-rich
tyrosine kinase 2 activation-mediated C6 glioma cell invasion after anti-vascular endothelial
growth factor therapy. Journal of Translational Medicine, 2014.

ZHENG, K., HE, Z., KITAZATO, K., WANG, Y. Selective autophagy regulates cell cycle in
cancer therapy. Theranostics 2019, Disponivel em: doi: 10.7150/thno.30308.



51

ZHU, S et al. The Role of Sirtuins Family in Cell Metabolism during Tumor Development.
Seminars in Cancer Biology, 2018. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.semcancer.2018.11.003.



