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RESUMO

As quinonas sdo uma classe dentre os compostos naturais, que possuem mdaltiplos alvos
terapéuticos, com diversas afinidades farmacoldgicas. Dentre suas acOes terapéuticas
incluem: antibacteriana, antifungica, antiprotozoario, atingindo acdo leishmanicida e
antitumoral. As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios do género
Leishmania transmitidas por meio de vetores flebotomineos infectados. S&o endémicas
em 98 paises e a populacéo sob risco de infeccdo € estimada em 350 milhdes. Dentre 0s
tumores mais fatais, 0 Glioma é a sexta causa de morte associada ao cancer em todo o
mundo (75% dos tumores cerebrais malignos), sua forma mais agressiva é o Glioblastoma
com incidéncia mundial de 3,21/100.000 individuos. O tratamento adotado em ambos 0s
casos, apresenta uma série de eventos adversos, contra indicacdes e toxicidade
significante, podendo levar o paciente ao 6bito. Baseando-se no panorama exposto, fica
evidente a necessidade de buscar novas opg¢des terapéuticas para ambos 0s tratamentos,
sendo o foco principal, estruturas terapéuticas, convenientes a atuar em diferentes
aspectos farmacoterapéuticos. Este estudo prop@e investigar a atividade leishmanicida e
antitumoral de novos derivados sintéticos antraquinénicos (DSAQs). Para isto, nove
DSAQs, foram desenvolvidos e cedidos pelo Laboratério de Sintese Organica — UFMG
e pelo Laboratorio de Eletroquimica LEQUI/UFAL. Foi realizado o ensaio toxicidade in
vitro pelo método de MTT, sobre macrofagos da linhagem J774.A1, para avaliacdo a dos
DSAQs. A atividade leishmanicida foi avaliada pelo ensaio de viabilidade de parasitos in
vitro, sobre formas promastigotas extracelulares de Leishmania amazonensis e
Leishmania chagasi. A avaliagdo da atividade antitumoral foi realizada através dos
ensaios de viabilidade celular sobre Glioblastomas da linhagem GBMO02, pelo método de
MTT. Foi realizado o ensaio de avaliagdo do efeito citotoxico sobre células
mononucleares sanguineas periféricas (PBMC). Posteriormente, os DSAQs mais
promissores foram submetidos aos ensaios de: analise morfoldgica e migracéo celular.
Todos os ensaios foram realizados no Laboratério de Farmacologia e Imunidade
(LaFI/ICBS/UFAL). No ensaio de MTT, os DSAQs, nao reduziram 50% da populacao
celular. Com relacdo ao ensaio de promastigota, ENSJ841, 848, 849 e 854 apresentaram
reducdo estatistica na viabilidade parasitaria para espécie L. chagasi, com ENSJ849
apresentando IS mais expressivo (>35,33) e ENSJ849, 851 e 854, para espécie L.
amazonensis, com ENSJ854 com 1S>4,68, melhor resultado. Na viabilidade celular de
GBMO02, ENSJ650, 845, 848 e 854 apresentaram reducdo tumoral, apds o tratamento de
72 horas. Os DSAQs nao foram citotoxicos ao PBMC. ENSJ650 apresenta 1S>4,55, mais
expressivo. Apos esses ensaios, apenas 0s DSAQs que mostraram reducdo das células de
GBMO02, prosseguiram para os ensaios de morfologia, e demonstraram sinais de morte
celular com presenca células com citoplasma arredondado, restos celulares, vactolos
citoplasmaticos com extravasamento de contetido pelo rompimento de membrana celular.
Esses DSAQs selecionados, no ensaio de migragéo celular, foram capazes de inibi-la de
forma estatisticamente significativa, em que o tratamento com ENSJ650 migra apenas
16% de GBMO02. Diante dos resultados, é possivel afirmar que os DSAQs induzem uma
acao leishmanicida e antitumoral, corroborando com a acdo multiterapéutica dos
derivados quinbnicos e na pesquisa de novos farmacos em ambas as areas.

Palavras-chave: Quinonas. Antraquinonas. Leishmania. Antitumoral. Glioblastoma.



ABSTRACT

Quinones are a class among natural compounds, which have multiple therapeutic targets,
with different pharmacological affinities. Among its therapeutic actions include:
antibacterial, antifungal, antiprotozoal, reaching leishmanicidal and antitumor action.
Leishmaniasis are diseases caused by protozoa of the genus Leishmania transmitted
through infected sand fly vectors. They are endemic in 98 countries and the population at
risk of infection is estimated at 350 million. Among the most fatal tumors, Glioma is the
sixth leading cause of death associated with cancer worldwide (75% of malignant brain
tumors), its most aggressive form is Glioblastoma with a worldwide incidence of
3.21/100,000 individuals. The treatment adopted in both cases presents a series of adverse
events, contraindications and significant toxicity, which can lead the patient to death.
Based on the exposed scenario, it is evident the need to seek new therapeutic options for
both treatments, with the main focus being therapeutic structures, convenient to act in
different pharmacotherapeutic aspects. This study proposes to investigate the
leishmanicidal and antitumor activity of new synthetic anthraquinone derivatives
(DSAQs). For this, nine DSAQs were developed and provided by the Laboratory of
Organic Synthesis — UFMG and by the Laboratory of Electrochemistry LEQUI/UFAL.
The in vitro toxicity assay was carried out by the MTT method, on macrophages of the
J774.A1 lineage, for the evaluation of the DSAQs. The leishmanicidal activity was
evaluated by in vitro parasite viability assay, on extracellular promastigotes forms of
Leishmania amazonensis and Leishmania chagasi. The evaluation of antitumor activity
was carried out through cell viability assays on Glioblastomas of the GBMO2 lineage,
using the MTT method. The assay to evaluate the cytotoxic effect on peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) was carried out. Subsequently, the most promising DSAQs
were submitted to tests of: morphological analysis and cell migration. All assays were
performed at the Laboratory of Pharmacology and Immunity (LaFI/ICBS/UFAL). In the
MTT assay, DSAQs did not reduce 50% of the cell population. Regarding the
promastigote assay, ENSJ841, 848, 849 and 854 showed a statistical reduction in parasite
viability for L. chagasi species, with ENSJ849 showing a more expressive Sl (>35.33)
and ENSJ849, 851 and 854 for L. amazonensis species, with ENSJ854 with SI1>4.68,
better result. In GBMO02 cell viability, ENSJ650, 845, 848 and 854 showed tumor
reduction after 72 hours treatment. DSAQs were not cytotoxic to PBMC. After these tests,
only the DSAQs that showed a reduction in GBMO02 cells, proceeded to the morphology
tests, and showed signs of cell death with the presence of cells with rounded cytoplasm,
cell debris, cytoplasmic vacuoles with extravasation of contents due to the rupture of the
cell membrane. These selected DSAQs, in the cell migration assay, were able to
statistically significantly inhibit it, where treatment with ENSJ650 migrates only 16% of
GBMO2. In view of the results, it is possible to state that DSAQs induce a leishmanicidal
and antitumor action, corroborating with the multitherapeutic action of quinone
derivatives and in the research of new drugs in both areas.

Keywords: Quinones. Anthraquinones. Leishmania. Antitumor. Glioblastoma.
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1 INTRODUCAO

Os derivados quindnicos estdo presentes em muitos ativos biolégicos e tem
importancia fundamental no desenvolvimento dos seres vivos. Eles fazem parte de muitos
produtos de ocorréncia natural e farmacos biologicamente ativos, como Coenzima Q e
Aloe emodim. Suas subunidades sdo responsaveis pelo desenvolvimento de inimeras
pesquisas na descoberta de novos farmacos, e funcionalidades especificas (Wang; Zhu;
Zou, 2019).

A variedade de atividades bioldgicas relatadas, € devido ao fato de estarem
presente no descobrimento de novos farmacos antiprotozoarios, como leishmanicidas,
tripanossomicidas e antimalaricos, antitumorais, antibacterianos, antivirais e
antifangicos. A estrutura molecular presente nos derivados quinénicos € capaz de se ligar
ou interagir com varios tipos de receptores biologicos, e fornecer ligantes ativos e
seletivos para multiplos alvos bioldgicos, de modo que exibe boas condi¢cbes como base
de novos compostos ativos (Zhang et al., 2021).

As caracteristicas dos compostos quindnicos, permitem a possibilidade de
pesquisar simultaneamente varios tipos de candidatos farmacoldgicos, o que favorece o
aceleramento do desenvolvimento de novos agentes farmacologicamente ativos (Zhang
et al., 2021), como exemplo dentre os farmacos derivados quinénicos que possuem a
estrutura antraquindnica, a doxorrubicina da classe das antraciclinas, que apresenta
atividade antitumoral e antimicrobiana (Tikhomirov et al., 2020). Nos ultimos anos, tem
ocorrido um aumento favordvel de novos compostos naturais bioativos, incluindo as
quinonas e seus derivados, na busca efetiva por medicamentos com atividades antitumoral
e antiprotozoarios (Da Silva Junior et al., 2019).

As leishmanioses representam o terceiro maior grupo de doencas transmitidas por
vetores no mundo, perdendo apenas para malaria e dengue. S&o consideradas doencas
negligenciadas, atingindo em sua maioria individuos pertencentes a zonas de paises
subdesenvolvidos, sendo endémica nessas regides, o que leva a indicadores de morbidade
e mortalidade inaceitaveis (Oliveira et al., 2020a). Segundo a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) a incidéncia de casos de leishmaniose mundial é de 700 mil a 1 milhdo, o
que leva de 20 mil a 30 mil mortes (Hernandez-Bojorge et al., 2020).

As leishmanioses sdo causadas por aproximadamente 20 espécies diferentes
relacionadas ao género Leishmania spp., e classificadas em de acordo com seus principais

aspectos clinicos em: leishmaniose visceral (LV), leishmaniose cutanea (LC) e
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leishmaniose mucocutanea (LMC) (Maruyama et al., 2019). A doenca é mais comum nas
regides subtropicais, com referéncias de maior quantidade de casos na América Latina,
constando 30% dos casos mundiais (Herndndez-Bojorge et al., 2020), e desses 96% de
casos sdo no Brasil (Herrera et al., 2020), com foco de casos progressivos na regido
Nordeste (Machado et al., 2020). O principal agente etiologico, transmissor da doenca na
regido da América Latina, sdo fleb6tomos da espécie Lutzomyia longipalpis (L.
longipalpis) (Oliveira et al., 2020).

O glioblastoma (GBM) é o tumor cerebral maligno mais comum, dentre todos 0s
tumores primarios do Sistema Nervoso Central (SNC), 47,7% s&o neoplasias malignas
relacionadas ao GBM. A taxa de incidéncia tem aumento com a idade, sendo a maior em
individuos idosos, com prevaléncia consideravel. Devido ao mau prognostico, sua
agressividade resulta em uma sobrevida global mediana de poucos meses, e baixa taxa de
sobrevivéncia dos pacientes, mesmo com intensa pesquisa nos ultimos anos de novos
tratamentos (Klekner et al., 2019).

O GBM e as leishmanioses tem em comum dificuldades e falhas terapéuticas,
enguanto GBM tem uma alta complexidade, localizacdo em regides de dificil acesso, alto
indice de resisténcia a tratamentos, ambiente fortemente imunossupressor e presenca da
barreira hematoencefalica (BHE) (Di Fillipo et al., 2021). As leishmanioses possuem
terapias com limitacBes devido a inducdo de resisténcia aos farmacos pelas espécies, de
alto custo, tratamento doloroso e potencializacao de efeitos colaterais que podem se tornar
graves (Akbari; Oryan; Hatam, 2021), o que também ocorre no tratamento quimioterapico
para GBM.

Logo, o planejamento estrutural dos derivados antraquindnicos entram com
destague na procura de novos farmacos, tornando-se de estrema importancia para
alavancar terapias, que desenvolvam solucdo farmacol6gica para os casos de
leishmanioses e GBM. A necessidade de novas drogas é urgente, visto que as limitacdes
dos tratamentos em curso, causam abandono da terapia por parte dos pacientes, agravando
ainda mais efeitos causados por essas enfermidades. E viavel que quanto maior o niimero
de alvos terapéuticos e possiveis modificagdes estruturais, juntamente o possivel
surgimento de terapias farmacoldgicas com baixo custo, diminuicéo de efeitos colaterais
e aumento da eficécia e efetividade, mudem o cenario atual dos pacientes que buscam por

melhor qualidade de vida.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Quinonas

As quinonas sdo de origem natural e constituem uma familia de substancia
organicas, que se caracterizam por dois grupamentos carbonilicos, que podem posicionar-
se em disposicdo 1,2 (orto-quinona) ou 1,4 (para-quinona), conjugados em anéis
insaturados de seis membros. A partir da sua estrutura aromatica do anel presente, sdo
classificadas em: Benzoquinonas, possuem um anel benzénico; Naftoquinonas,
apresentam um anel naftalénico; Antraquinonas, as que apresentam um anel antracénico;

e Fenantraquinonas, as que possuem um anel fenantrénico (Figura 1) (Souza, 2018).

Figura 1 — Classificagéo estrutural molecular das quinonas.

Benzoquinona Naftoquinona Antraquinona Fenantraquinona

Fonte: Adaptado de Sousa; Lopes; Andrade, 2016.

As principais fontes naturais de quinonas séo encontradas em vegetais, presentes
em galhos, folhas e raizes, e seus extratos sdo empregados pela medicina popular, desde
a antiguidade, no tratamento de diversos tipos de doencas. Para 0s seres humanos as
quinonas naturais sdo de vital importancia, como também para outros seres vivos, dentre
eles artropodes, fungos, bactérias, algas e virus (Sousa; Lopes; Andrade, 2016).

Os novos protétipos desenvolvidos com o intuito de opgbes para terapias, e
aumento da gama de novos medicamentos, tem sido extraidos de produtos naturais, que
desempenham papel fundamental na medicina tradicional. Devido esse ponto, 0s
derivados quindnicos, fazem parte desses produtos naturais utilizados para novos fins
terapéuticos, pois sdo abundantes na natureza, potencialmente seguros, o que leva a uma
terapia barata e estavel. Isolados da casca da cinchona, espécie empregada desde a
antiguidade na regido da Amazo6nia no tratamento de febre e introduzido na Europa no
século XVII para tratar malaria. Recentemente, houve aumento de pesquisas que

consideram o potencial de compostos naturais bioativos, 0s principais precursores no
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desenvolvimento de novos medicamentos no tratamento de cancer e doengas
negligenciadas (Da Silva Junior et al., 2019).

As quinonas possuem moléculas e eletrofilos altamente redox ativos, o que é
indispensavel para reatividade em sistemas bioldgicos, pois seus produtos quimicos
organicos tém alto poder reativo, que permite a esses eletrofilos formarem ligacOes
covalentes com nuclet6filos em tecidos, e ainda, compreendem uma classe de
intermediérios toxicoldgicos, que interagem sozinhos e reduzem oxigénio para gerar
ROS, atuando como pro-oxidante, promovendo reacdes inflamatorias, ativacdo do
sistema imunoldgico, oxidacdo do DNA e propriedades que induzem a toxicidade
(Klopcic; Dolenc, 2018).

As atividades bioldgicas dos derivados quinbnicos incluem acdo sobre
protozoarios, incluindo antimalarica, tripanocida e leishmanicida, acdo antibacteriana,
antifingica e anticancer. Varios estudos apontam a atividade antitumoral e
antiprotozoarios as mais relevantes, devido a muitas substancias com acao farmacoldgica
possuirem o ndcleo quindnico em suas estruturas, gerando investigacdes para descobertas
de novas drogas quinoidicas, com efeitos farmacoldgicos na terapia do cancer e contra
protozoarios, com menos citotoxicidade, o que implica na reducédo de efeitos colaterais
(Souza, 2018); (Sieveking et al., 2014).

Os derivados quindnicos podem inibir ou ativar com sucesso um unico alvo
especifico, como também sdo capazes de atuar simultaneamente em diversos alvos
bioldgicos, devido a isso, existe maior atracdo na concepcao de novas terapias. Nesse
contexto, os derivados quindnicos sdo demonstrados essenciais, devido suas classes de
compostos apresentarem acdo farmacolégica com multi-avos terapéuticos (Cruz et al.,
2016).

Em relacdo a atividade leishmanicida, os ensaios de Pérez-Pertejo e colaboradores
(2019), corroboram esse efeito contra cepa transgénica da espécie L. infantum, e baixa
citotoxicidade para células de mamiferos, em derivados quindnicos da classe de
naftoquinonas. Araljo e colaboradores (2017), em estudos com derivados de
naftoquinonas, também observaram efeitos leishmanicidas, sem afetar a viabilidade de
macrofagos. Essas substancias foram capazes de causar efeito deletério em parasitos das
especies L. chagasi e L. amazonenses, em formas evolutivas de promastigotas e ainda,
em formas amastigotas da espécie L. chagasi. Estudos que comprovam o efeito

farmacoldgico contra o parasito de varias espécies causadoras de leishmaniose.
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Seus efeitos anticancer, podem também ser comprovados a partir de acdo dos
derivados quinonicos, frente ao GBM. O derivado de benzoquinona, 2,3-dimetoxi-5-
metil-1,4-benzoquinona, demonstrou atividade antitumoral no GBM da linhagem
U8B7MG e GBM8401, em estudos de Yang e seus colaboradores (2021), retardando o
crescimento e suprimindo a formacao de coldnias em células tumorais. Clementino Neto
(2019) em seus ensaios, obteve resultados com derivados da classe de naftoquinonas, 2-
N,N’-dialquilamino-1,4-naftoquinonas, dos quais alguns compostos demonstraram acéo
antitumoral sobre GBM da linhagem GBMO02, com maior eficacia quando comparados

ao TMZ, farmaco padréo de tratamento.

2.1.1 Antraquinonas

As antraquinonas (Figura 2) sdo compostos muito utilizados como corantes,
devido a uma de suas caracteristicas ser a de possuir coloragdes, relacionada as estruturas
com um alto grau de conjugacbes. Séo utilizadas em grande escala na industria
alimenticia, por serem de origem natural e possuirem menor toxicidade. Entre as
principais estdo alizarina, purpurina e rubiadina, extraidas da espécie Rubia tictorum L. e
0 acido carminico, extraido da espécie Dactylopius coccus da fémea da cochonilha
(Oliveira, 2012).

Figura 2 — Anel antraquindénico.

e}

Fonte: Adaptado de Sousa; Lopes; Andrade, 2016.

As antraciclinas representam um grupo de antraquinonas, com efeito antibiotico e
usado como antitumoral ha décadas. A sua descoberta foi proveniente de culturas de
fungos do género Streptomyces, que deu origem a dois farmacos: daunorrubicina e
adriamicina (doxorrubicina), usadas em esguemas antitumorais de sarcomas e
carcinomas, dentre outros farmacos da classe tem-se epirrubicina e idarrubicina, classe
que demonstra atividades farmacoldgicas, antimicrobiana e antineoplasica (Oliveira,
2012); (Tikhomirov et al., 2020). Ainda na classe das antraciclinas o farmaco

doxorrubicina, também se insere como antitumoral com efeito antimicromibiano. Sua
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eficacia ja € comprovada em varios esquemas antitumorais, e em estudos de Shokrilet al.
(2017), foi possivel oberservar também acdo leishmanicida de formas promastigotas e
amastigotas da espécie L. major, em ensaios com o proprio farmaco.

Dimmer et al. (2019) testaram a atividade antiparasitaria de cinco antraquinonas
naturais obtidas de Heterophyllaea lycioides, através de ensaios com promastigotas de L.
amazonensis, atraves de microscopia eletronica de varredura e bioiluminescéncia. Como
resultado, foi observado alteragdo na viabilidade celular de tais formas evolutivas para
especie.

A relacdo da atividade leishmanicida com derivados antraquindnicos esta presente
em alguns estudos, como Bolognesi e colaboradores (2008) relataram, ao testar os
derivados 2-fenoxi-1,4-antraquinona, frente a espécie L. donovani, alguns sugeriram
atividade. Em 2019, Pérez-Pertejo e colaboradores em estudos comprovaram a acdo dos
derivados antraquindnicos, 1,4-antraquinonas, sobre cepas da espécie L. infantum,
demonstrando boa eficiéncia leishmanicida, destacando melhores resultados para os
derivados com uma porgdo de hidroquinona acetilada. Alguns dos derivados
apresentaram acao como inibidores de topoisomerases 1B, enzimas essenciais presentes
no DNA do parasito, o que levou a a¢do leishmanicida.

Tikhomirov e seus colaboradores (2020) relatam que derivados antraquindnicos
testados, como o antra[2,3-b]furano-5,10-diona ligados a diaminas ciclicas, inibem o
crescimento de células tumorais, inclusive multirresistentes. Alquilacdes nas posicdes 4
e 10 por grupamentos hidroxila, substituicdo por grupos amino ou halogénios diminuiram
sua citotoxicidade. Os derivados com melhores atividades relatadas, apresentaram
inducdo da apoptose, principalmente por inibicdo das enzimas topoisomerases 1 e 2, por
meio de estresse oxidativo.

Arcella e colaboradores (2018) testaram o efeito da Aloe-Emodin, um composto
antraquindnico presente nas folhas de Aloe arborescens frente a linhagem de células de
GBM U87MG. Aloe-Emodin foi capaz de diminuir a proliferacdo celular, agindo nas
fases S e G2 do ciclo celular, também induziu apoptose e reduziu enzimas responsaveis

pela formacdo de DNA, caracteristicas de denotam capacidade antitumoral.
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3 AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA DE NOVOS DERIVADOS
SINTETICOS ANTRAQUINONICOS

3.1 Revisao da literatura

3.1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo classificadas entre as sete espécies causadoras de doencas
tropicais, mais importantes do mundo segundo a Organizacdo Mundial de Satde (OMS).
Elas representam um grave problema de saide mundial devido ao seu amplo espectro de
manifestacdes clinicas, com muitos desfechos potencialmente fatais (Lopes-Arencibia et
al., 2019).

Os protozoéarios da classe Kinetoplastidae (Araujo et al., 2019), da familia
Trypanosomatidae do género Leishmania sdo 0s agentes causais responsaveis pela doenca
(Zulfigar; Shelper; Avery, 2017). A transmissdo do parasito a mamiferos suscetiveis
ocorre por meio da picada de insetos flebotomineos fémeas infectadas (Diptera:
Psychodidade: Phlebotominae), dos géneros Lutzomyia (Novo Mundo) e Phlebotomus
(Antigo Mundo). Considerada uma doenca negligenciada, desenvolve varias condicdes
clinicas, devido a mais de 20 espécies pertencentes ao género (Araujo et al., 2019).

As doencas negligenciadas sdo um grupo de doengas transmissiveis relacionadas
principalmente individuos que vivem em condicBes de pobreza, mais comumente em
regibes tropicais, o que afeta mais de um bilhdo de pessoas no mundo, conferindo
deficiéncia significativa por toda vida, sofrimento e morte, capturando os mais pobres em
um ciclo de pobreza e doenca, devido as caracteristicas clinicas retardarem o
desenvolvimento fisico e cognitivo (Ravera et al., 2018).

O resultado do quadro clinico e a gravidade da doenca dependem muito da espécie
causadora, como também da reposta do hospedeiro contra o parasito. Individuos com
problemas como imunodeficiéncia em casos Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS), sdo mais suscetiveis a formas disseminadas e tendem a ter manifestacdes mais
graves de Leishmaniose (Khadir et al., 2018). Os pacientes com supressao imunoldgica
induzida por doencas cancerigenas, também podem promover o desenvolvimento de
leishmaniose, provavelmente pela imunossupressdo induzida por quimioterapias
antineoplasicas de longo prazo, que podem ser responsaveis pela expansdo do parasito e
ainda, por um progndstico mais grave e desfavoravel (Schwing et al., 2019). Ainda,

variagOes genéticas entre subespécies de Leishmania tem importancia determinante para
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o desfecho da doenca e é responsavel também, pela grande diversidade de manifestacdes
clinicas encontradas (Khadir et al., 2018).

As manifestacfes clinicas sdo classificadas como leishmaniose cutéanea (LC),
leishmaniose mucocutanea (LMC) e leishmaniose visceral (LV) (Araujo et al., 2019). A
LC denominada leishmaniose tegumentar € caracterizada clinicamente por lesbes
cuténeas em &reas expostas do corpo, como rosto, bragos e pernas como Vvisto na Figura
3, que se desenvolvem como péapulas ao longo de semanas a meses apds a picada do
flebotomineo, e de acordo com a quantidade, pode-se desenvolver lesdes multiplas pelo
corpo, 0 que também ocorre devido a distribuicdo linfatica. Com o decorrer dos meses,
as papulas aumentam para nddulos que ulceram lentamente. Geralmente, 0s individuos
doentes estdo sistematicamente bem, apresentando esporadicamente coceira nas lesdes,
sem queixa de dor. A LC ndo é uma doenca fatal, mas pode levar a uma morbidade
substancial, estigmatizacdo social e efeitos psicologicos. Os parasitos sdo comumente
divididos em espécies, dentre essas as endémicas na América do Sul estdo: Leishmania
amazonenses, Leishmania mexicana, Leishmania braziliensis e Leishmania guyanensis
(Burza; Croft; Boelaert, 2018).

Figura 3 — Lesdes causadas por leishmaniose cutanea.

Fonte: Adaptado de Murback et al., 2011.

A LMC causa uma resposta imunopatoldgica expressiva, provocando lesbes
destrutivas que comegam nos labios, palato e septo nasal (Figura 4), agravando congestao

nasal deflagrada por secrecdo ou epistaxe. Uma grande parte dos casos de LMC sao
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decorrentes de LC que acometeram o individuo a décadas atras, se tornando um fator de
risco em casos de lesdes acima da cintura, lesdes primarias multiplas ou grandes, e ainda
cura retardada dessas lesGes. Também é considerada mais comum em individuos
imunocomprometidos, e pode ser potencialmente fatal, levando a desfiguracéo
permanente, condic¢do que em estagio final destroi a cavidade oronasofaringea mucosa e
cartilagem, afetando a laringe o que causa pneumonia por aspiracdo, e devido a esses
fatores, um diagnostico e tratamento precoce devem ser priorizados (Burza; Croft;
Boelaert, 2018).

Figura 4 - Manifestagdes clinicas da LMC.

Fonte: Adaptado de Burza; Croft; Boelaert, 2018.

A infeccdo causada por especies do subgénero Viannia sdo responsaveis pela
progressao da doenca e causar LCM, principalmente quando acomete a mucosa da regido
superior do trato gastrointestinal e respiratorio. As espécies Leishmania (Viannia)
braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Viannia) guyanensis,
sdo0 os principais agentes responsaveis pela LCM nas Américas (Burza; Croft; Boelaert,
2018).

A LV também conhecida popularmente como kala-azar e febre negra, é a forma
mais grave da doenca, causada principalmente pelos agentes dos géneros Leishmania
donovani (L. donovani), na india e no continente da Africa Oriental, Leishmania infantum
(L. infantum) em paises do mediterraneo, e Leishmania chagasi (L. chagasi) e Leishmania
tropica (L. tropica) na regido da América do Sul. Seu periodo de incubacdo durade 3a 8
meses (Torres-Guerrero et al., 2017), e dentre os sintomas clinicos os individuos podem

demonstrar febre prolongada, anorexia, fraqueza, perda de peso, hepatomegalia,
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esplenomegalia como demonstrado na Figura 5, pancitopenia e hipergamaglobulinemia
(Morais-Teixeira; Rabello; Aguiar, 2019).

Figura 5 — Individuo com hepatoesplenomegalia causada por LV.

Fonte: Viotto, 2018.

3.1.1.1 Transmisso das leishmanioses

As leishmanioses sdo consideradas zoonoses com gerenciamento desafiador em
escala global. O protozoario do género Leishmania é capaz de infectar macrofagos de
mamiferos hospedeiros, através da transmissao da doenca pelos vetores com varios desses
hospedeiros, dentre eles humanos e cdes, como também reservatorios, incluindo
flebotomineos (Geroldinger et al., 2020).

A principal transmissdo dos parasitos causadores das leishmanioses € vetorial,
através da picada do inseto (Diaz-Saez et al., 2021), conhecido popularmente no Brasil
como mosquito palha, tatuquira, cangalhinha, birigui, mulambinho e catuqui (Santos,
2020). Nas Américas, a transmissdo por meio do mosquito, tem como principal vetor
flebotomineo a espécie Lutzomyia longipalpis (L. longipalpis) (Figura 6) (Moraes et al.,
2018). Alem da transmiss&o vetorial, existem também vias ndo vetoriais como transfuséo
de sangue, reutilizacdo de agulhas, mordida de animais, transmisséo sexual e vertical, que

sdo pouco relatadas em areas endémicas (Diaz-Saez et al., 2021).
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Figura 6 — Lutzomyia longipalpis, transmissor da leishmaniose.

Fonte: Viotto, 2018.

As fémeas dos fleb6tomos sdo os hospedeiros invertebrados, encontrados
principalmente em criadouros de animais, lixo a céu aberto, depdsitos de matéria organica
e ambientes Umidos, e os mamiferos silvestres ou domesticos hospedeiros vertebrados,
sendo o homem um hospedeiro acidental, pois roedores e canideos sdo 0s animais mais
comumente infectados, caracterizando-se como principais reservatorios do parasito
(Viotto, 2018).

O ciclo evolutivo do género Leishmania spp. (Figura 7) inicia-se quando o0s
parasitos sdo injetados na forma de promastigotas, por meio da tromba da fémea dos
fleb6tomos na pele do hospedeiro vertebrado, assim os neutrofilos sdo as primeiras
células que serdo infectadas, a partir da fagocitose dessas promastigotas no local em que
houve a inoculacdo pelo mosquito. Estes neutréfilos sofrem apoptose, e podem ser
fagocitados por macréfagos ou células dendriticas, porém também passam a liberar varios
parasitos viaveis na circulacdo, que sdo fagocitados pelos macrdéfagos. Dentro dos
macrofagos os parasitos, diferenciados em amastigotas, se multiplicam causando a
ruptura celular, invadindo a corrente sanguinea e posteriormente mais macr6fagos
(Salazar et al., 2019).

As amastigotas sdo inoculadas novamente pelo mosquito durante o repasto
sanguineo das fémeas, ao se alimentarem do hospedeiro vertebrado infectado, os parasitos
se tornam promastigotas na porcdo posterior do intestino médio do flebdtomo e se
multiplicam por fissdo binaria. As promastigotas migram para a por¢do anterior do
intestino médio e infectam um novo hospedeiro quando o repasto sanguineo acontece

novamente (Salazar et al., 2019).
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Figura 7 — Ciclo Evolutivo do género Leishmania spp.
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Fonte: Adaptado de Anversa et al., 2018.

A caracteristica principal do género Leishmania spp. é a presenca do cinetoplasto,
encontrado em uma Gnica mitocéndria ramificada, essa estrutura se apresenta em forma
de disco contendo uma rede de Acido Desoxirribonucleico (DNA) circular, chamada de
DNA do cinetoplasto (KkDNA) (Johnston et al., 1999).

A forma amastigota, presente nos hospedeiros vertebrados, geralmente sdo
armazenadas intracelular nos fagolisossomos das células do sistema fagocitico
mononuclear (Morea et al., 2021), sobrevivendo e multiplicando-se dentro dessas células.
No humanao, as células parasitadas podem chegar a 6rgéos do sistema linfoide, dentre eles
baco, figado, medula dssea e linfonodos. Os parasitos em forma amastigota, possuem
estrutura esférica ou ovoide, com nucleo arredondado, cinetoplasto, aflagelada sem
mobilidade, como pode ser observado na Figura 8-A (Silva, 2018), tem cerca de 2,5-5,0
pum de didmetro, contendo um cinetoplasto localizado proximo ao ndcleo (Santos, 2020).

A forma promastigota encontrada nos hospedeiros invertebrados (Shrivastava et
al., 2019), € caracterizada como extracelular, alongada, flagelada, mével, medindo cerca
de 5-15 pum de comprimento e com cinetoplasto localizado entre o nucleo e sua
extremidade anterior (Figura 8-B) (Santos, 2020). Anteriormente a transmissdo, 0s

parasitas diferenciam-se dentro do tubo digestorio do inseto em promastigotas prociclicos
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ndo infecciosos para formas intermediarias de nectomonas. Por Ultimo, os parasitas ainda
se diferenciam em promastigotas metaciclicas, extremamente infecciosas (Shrivastava et
al., 2019).

Figura 8 — Formas evolutivas de Leishmania spp. A — Macrdéfago infectado com formas

amastigotas. B — Formas promastigotas.

Fonte: Rocha, 2009.

Durante a infecgdo causada por Leishmania spp. ocorrem varios eventos entre o
transmissor e 0 hospedeiro, que vdo ativar a resposta inflamatoria e o sistema imunitario.
O sistema complemento é um dos primeiros complexos a serem ativados, apés a
inoculacdo do parasito pelo vetor, e 0 processo de opsonizacdo dos parasitos é realizado
por componentes do sistema, favorecendo a entrada dos parasitos nos fagocitos, pela
fagocitose mediada pelo complemento, porém as promastigotas possuem a camada de
lipofosfoglicano (LPG), que impede a sua destruicdo, além de atrairem células imunes
inatas, que realizam fagocitose, para o ponto de incoculacdo (Silva, 2021).

As células imunes inatas como macrofagos, neutrofilos e células natural killers
(NKs), ao reconhecerem as moléculas presentes nos parasitos, ativam cascatas
inflamatorias e liberacdo de citocinas (Valentim-Silva et al., 2020). A resposta protetora
imune, é iniciada por ativacao da liberacéo de linfocitos T CD4" e T CD8" (Cunha et al.,
2020), induzindo células T efetoras 1 (Th1) (Pessenda; Silva, 2020), e T efetoras 2 (Th2),
mediando secrecdo de Interferon-y (IFN-y), e agindo no favorecimento para o
crescimento parasitario, por células infectadas, secretando outras citocinas inflamatérias,
como interleucina-12 (IL-12), 1 (IL-1), 17 (IL-17), fator de necrose tumoral a (TNFa)

que propiciam ainda a inativacdo de macrdfagos, além de células T reguladoras (Treg) e
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fator de crescimento transformador B (TGF-f), o que favorece a exacerbagdo da resposta
infecciosa (Silva, 2021); (Maspi; Abdoli; Ghaffarifar, 2016).

3.1.1.2 Epidemiologia

A leishmaniose tem ampla distribuicdo mundial, presente em 98 paises, e cerca de
1 bilh&o de individuos vivem em &reas endémicas, correndo risco de adquirir a doenca,
estimando que a cada ano surgem aproximadamente 1,3 milhdes de novos casos, desses
30 mil para LV e mais de 1 milh&o para LC (Who, 2023). E uma doenca endémica em
continentes como Asia, Africa, Américas e regido do Mediterraneo (Torres-Guerrero et
al., 2017).

De acordo com as manifestacdes clinicas da doenca, os paises demonstrados com
mais casos de LV s&o: Bangladesh, Brasil, Etiopia, india e Sud&o, com cerca de 90% dos
casos totais em todo o mundo (Torres-Guerrero et al., 2017), é considerada fatal caso ndo
haja tratamento, e estima-se que 50 mil a 90 mil de novos casos ocorram em todo 0 mundo
a cada ano (Azevedo et al., 2021). Com relacéo a LC, no total de 75% dos casos, ocorrem
em paises das Ameéricas, destacando a relevancia epidemioldgica desse continente
(Herrera et al., 2020). A Figura 9 mostra a distribuicdo de LV e LC, segundo dados da
OMS.

No continente Americano individuos enfermos encontram-se em 19 paises, dentre
eles a transmissdo € considerada estavel em paises como Colémbia e Venezuela, enquanto
que paises como Argentina, Brasil e Paraguai apresentam um padrdo de transmissdo
expansivo, com novos territérios afetados pela doenga. No Brasil os relatos da doenca
chegam a 96% de todos 0s casos no continente Americano, o que torna o pais como sendo
0 mais afetado (Herrera et al., 2020).

O Brasil é um dos maiores focos de LV, com uma incidéncia anual que varia de
3.455 a 4.456 casos durante os anos de 2013 a 2017 (Dantas-Torres et al., 2020). A doenca
encontra-se em crescimento e expansdo no pais, com descri¢do de casos em humanos nas
suas cinco regides, com atual registro de 3 mil novos casos (Azevedo et al., 2021). Dentre
as regides do Brasil, o Nordeste é onde concentra a maioria dos casos de LV notificada,
com média de 1.973 casos por ano, proporcao que chega a 52,7% do total de casos no
pais (Machado et al., 2020).
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Figura 9 — Distribuicdo geograficas das leishmanioses em 2020. A—LC; B-LV.
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Fonte: Who, 2023.

A LC também tem o Brasil como um dos paises mais afetados, e os casos da
doenca sdo verificados em todos os seus estados, onde na regido Amazonica cerca de até
70% da populacgdo corre o risco de contrair a infeccdo. Segundo o Ministério da Saude
(MS), entre os anos de 2007 a 2017 foram relatados no pais 235.301 casos de LC, dentre
0s quais 72.395 foram registrados na regido Nordeste (Oliveira et al., 2020b).
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3.1.1.3 Tratamento das leishmanioses

O tratamento para o controle das leishmanioses € baseado em medicamentos
quimioterapicos, associados a toxicidade e efeitos colaterais causados pelos farmacos
utilizados, além do custo alto, desenvolve altas taxas de resisténcia ao parasito como
também a doenca pode ter recidivas (Mwololo et al., 2015).

Os casos de LC, sdo mais simples e geralmente se resolvem espontaneamente em
menos de dois anos, porém existem espécies que apresentam maior risco de persisténcia.
O tratamento farmacoldgico, portanto, vai depender de vérios fatores bem como
localizacdo e gravidade da infeccdo e estado imunolégico do hospedeiro, classificando a
doenca como simples ou complexa, estabelecendo entdo o manejo clinico (Abadias-
Granado et al., 2021).

Os pacientes com LC simples, caso necessitem de tratamento, este é feito
localmente nas lesdes que ndo se resolvem espontaneamente, ou quando € preciso acelerar
a cicatrizagdo e reduzir o risco de cicatrizes. Deste modo, sdo aplicadas nas lesdes
injecdes de farmacos da classe dos antimoniais pentavalentes (SbY), ou se faz o uso de
crioterapia. Terapias recomendadas também incluem o uso de paromomicina topica local,
como laser de dioxido de carbono (CO>), terapia fotodindmica ou imiquimod, fazendo
com que ocorram poucos efeitos adversos. No entanto, alguns pacientes podem evoluir
para LC complexa e o tratamento sistémico é recomendado, como em casos de evolugdo
para LCM e LV (Abadias-Granado et al., 2021).

A maioria dos tratamentos quimioterapicos sistémicos disponiveis tem limitaces,
quanto ao uso em pacientes de alto risco, como idosos, gravidas e pacientes com doencas
renais e cardiacas, onde nesses casos ndo é adequado, pois o tratamento requer longo
prazo de hospitalizacdo, o que por sua vez gera um maior gasto sobre os sistemas de
salde, principalmente em regiGes endémicas (Khadir et al., 2018).

H& mais de sete décadas, a terapia medicamentosa sistémica de primeira linha,
ainda permanece com o uso clinico de injecdes da classe dos SbY, que causam efeitos
colaterais graves associados a sua alta toxicidade, além de demonstrar reducdo da
sensibilidade em algumas das espécies do parasito (Wijnant et al., 2017). Os principais
farmacos utilizados dos Sb¥ em LC e LV s&o o antimoniato de meglumina (Glucantime®)
e 0 estibogluconato de sodio (Pentostam®). Os medicamentos dessa classe de comportam
como uma pro-droga que é reduzida dentro do organismo a antimoniais trivalentes (Sb'"")
ativa, um ion metalico limitrofe com alta afinidade para ligantes contendo nitrogénio e

sulfidrila. O mecanismo de a¢do dessa classe provavelmente esta relacionado a interacéo
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de Sb"' com biomoléculas contendo sulfidrila, incluindo tidis, peptideos e enzimas
presentes nas células do parasito (Roatt et al., 2020).

Os SbY embora eficazes, sdo bastante limitados devido a necessidade de
administracdo parenteral diaria, toxicidade grave e falhas no tratamento. Dentre 0s muitos
efeitos colaterais provocados estdo: irritacdo local, disturbios cardiacos, alteracdes
hepéticas, anorexia, nauseas e vomitos. Além disso, pacientem tratados com diagndsticos
de co-infeccdo apresentam esses efeitos adversos mais graves, com altas taxas de recaida
e aumento da mortalidade durante a terapia (Roatt et al., 2020).

A resisténcia emergente aos SbhY fez com que fossem adotadas novas estratégias
de tratamento alternativo, como exemplo na Africa oriental, a combinago de Pentostam®
e o antibidtico da classe dos aminoglicosideos a paramomicina (PM) foi recomendada
como medicamento de primeira linha para tratamento de LV (Roatt et al., 2020). Além
da PM outros medicamentos mais recentes, também se tornaram segunda linha para o
tratamento, porém também sofrem com limitacGes semelhantes aos SbY incluindo
toxicidade, eficécia, custo e via de administracdo invasiva. Medicamentos estes, como o
polieno antifungico anfotericina B (AnB) e o fosfolipidio miltefosina (Wijnant et al.,
2017).

A PM é um antibiotico aminoglicosideo usado pela primeira vez no tratamento de
leishmanioses em 2002, na forma de sulfato de paramomicina, e desde entdo usado para
tratar LC, com formulacdes de uso tdpico, e LV, por via parenteral. O custo de tratamento
é baixo e devido a leishmaniose afetar principalmente populactes de baixa renda, essa é
sua principal vantagem. A eficécia do farmaco é alta e tem excelente tolerabilidade, no
entanto, os efeitos toxicos provocam reacGes de nefrotoxicidade, ototoxicidade e aumento
reversivel de transaminases hepaticas, além de dor no local da injecao. Apesar da eficacia,
algumas espécies do parasito ja demonstraram resisténcia in vivo, porém casos ainda ndo
foram relatados (Santana et al., 2021).

A pentamidina pertencente a classe das diamidinas, € um farmaco de segunda
escolha como tratamento da leishmaniose. Usado por via intravenosa ou intramuscular,
apresenta niveis consideraveis de toxicidade, o que limita a eficacia do tratamento e
deflagra resisténcia dos parasitos a droga. Seu mecanismo de agdo ocorre através da unido
entre a estrutura de diamina e 0 KDNA do parasito, inibindo os processos de replicacéo e
transcricdo. A toxicidade da pentamidina pode causar dor, entumescimento e abcessos
estéreis no local de aplicacdo, além de nduseas, vomitos, tontura, mialgias, cefaleia,

hipotensao, sincope, e hipoglicemia ou hiperglicemia, o que limita o uso do tratamento
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em casos de pacientes diabéticos, gestantes e lactantes, criangas menores de um ano de
idade, insuficientes renais e hepaticos, doentes cardiacos e individuos com
hipersensibilidade ao medicamento (Teixeira et al., 2021).

A AnB, atualmente, € o tratamento mais eficaz para leishmaniose, porém a
toxicidade alta restringe 0 seu Uso apenas para 0s casos mais graves da doenca, e ainda o
custo do tratamento é alto, e ndo esta disponivel para maioria dos pacientes (Khadir et al.,
2018). Desoxicolato de Anfotericina B (AnB-D) tem um amplo espectro antifingico,
ap6s ocorréncia de resisténcia pelos Sb¥ na India, se tornou droga de primeira escolha na
regido, para casos de LV (Roatt et al., 2020).

AnB é um polieno macrolideo usado h& 50 anos como terapia em casos de falha
terapéutica, seu mecanismo de agdo esté associado a ligacdo da molécula ao ergosterol da
membrana plasmatica do parasito, aumentando assim sua permeabilidade ao que leva o
sucesso da terapia. Sua toxicidade é causada por dois mecanismos principais; o
reconhecimento pelo receptor Receptores Toll-likes 2 (TLR 2), que desencadeia a
liberacdo de células inflamatorias, o que causa ao individuo febre, artralgia, dores
gastrointestinais e cefaleia, sintomas ap6s a infusdo da droga. Também é capaz de causar
vasoconstriccdo na arteriola aferente e posterior captacdo pelo tubo renal, causando
hipocalemia, hipomagnesemia, acidose tubular renal, acidose, polidria e hiperazotemia.
Devido a isso, foram desenvolvidas formulagdes para reduzir a toxicidade, dentre elas a
associacdo a lipidios, onde o desoxicolato é substituido por lipidios que circundam os
mondmeros AB, fato que reduz sua absorcao por tecidos suscetiveis, reduzindo assim a
toxicidade, principalmente renal (Galvis et al., 2020).

O farmaco miltefosina foi originalmente desenvolvido como droga para
quimioterapia antineoplasica, e posteriormente comprovada sua acdo em LV e LC, como
primeiro tratamento de via oral. Em geral, é uma droga bem tolerada, mas também tem
apresentado efeitos toxicos nos pacientes, como nefrotoxicidade toxicidade
gastrointestinal e hepatotoxicidade, necessitando de acompanhamento dos niveis
enzimaticos relacionados durante o tratamento. A miltefosina € teratogénica e tem
propriedades abortivas, 0 que limita o uso do farmaco em gravidas, além de ter
demonstrado em alguns estudos, resisténcia por algumas espécies (Santana et al., 2021).

O mecanismo de acdo da miltefosina ndo é totalmente compreendido, porém €
visto que pode atuar bloqueando o citocromo C oxidase levando a mudancgas no potencial
da membrana mitocrondrial dos parasitos, o que reduz o consumo de oxigénio e niveis de

adenosina trifostato (ATP), mas também por inibir a fosfatidiletanolamina N-metil-
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transferase (PEMT) e assim a biossintese de fosfatidilcolina. Outros mecanismos atuam
desativando canais de Ca?* da membrana plasmatica, através da esfingosina com acio
direta em acidocalcissomos, que resulta no acimulo de Ca?*. Ainda, a metilfosina pode
deflagrar apoptose nas formas promastigotas do parasito (Peixoto et al., 2020).

A alta toxicidade e resisténcia dos parasitos com relacdo aos farmacos utilizados,
gera uma necessidade urgente de novas drogas, capazes de eliminar o parasito e acelerar
com seguranca a cura da doencga, que possam ser viaveis para uso em sistemas de salde
com poucos recursos (Wijnant et al., 2017). O desenvolvimento de novos farmacos, busca
uma terapia de combinacdo de drogas antileishmania, considerado como objetivo para
reducdo da taxa e limite de falha pelo tratamento, incluindo também inibir a propagacéo
de parasitos resistentes aos medicamentos (Mwololo et al., 2015).



38

3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial leishmanicida de derivados sintéticos antraquindnicos: ENSJ
650, ENSJ 841, ENSJ 842, ENSJ 845, ENSJ 848, ENSJ 849, ENSJ 850, ENSJ 851 e
ENSJ 854 através de modelos experimentais in vitro.

3.2.2 Objetivos especificos
e Avaliar o potencial citotoxico in vitro dos derivados sintéticos antraquinénicos
para macréfagos da linhagem J774;
e Avaliar a acdo dos derivados sintéticos antraquindnicos sobre formas
promastigotas extracelulares das espécies Leishmania amazonensis e Leishmania

chagasi, quanto a multiplicacéo dos parasitos.
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3.3 Material e métodos

3.3.1 Obtencdo das substancias teste

As substancias para teste utilizadas foram previamente sintetizadas a partir de
antraceno-9,10-diona, desenvolvidas pelo Laboratorio de Sintese Orgéanica da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e cedidas pelo Professor Dr Eufranio
Nunes da Silva Junior e pela Proferrosa Dr?® Marilia Oliveira Fonseca Goulart, do
Laboratorio de Eletroquimica da Universidade Federal de Alagoas (LEQUI/UFAL),
resultando em nove derivados sintéticos antraquinénicos (DSAQs): 1-{3-
[(trifluorometil)sulfanil]benzeno-1-sulfonil}antraceno-9,10-diona (ENSJ 650), 1-[(4-
bromofenil)sulfonil]antraceno-9,10-diona (ENSJ 842), 1-[(3-
clorofenil)sulfonil]antraceno-9,10-diona (ENSJ 845), 1-(benzenosulfonil)antraceno-
9,10-diona (ENSJ 848), 1-(4-bromobenzeno-1-sulfonil)antraceno-9,10-diona (ENSJ
849),  1-(4-metilbenzeno-1-sulfonil)antrazeno-9,10-diona  (ENSJ  850), 1-(4-
metoxibenzeno-1-sulfonil)antraceno-9,10-diona (ENSJ 851), 1-(3-metoxibenzeno-1-
sulfonil)antraceno-9,10-diona (ENSJ 854) (Tabela 1).

Tabela 1 — Estruturas quimicas dos derivados antraquin6nicos.

Denominacdo  Férmula quimica Massa Molecular  Estrutura Quimica

(MM)
ENSJ 650 CisH7F302S 308,01 g/mol Fileg o
O
ENSJ 841 Ca0H11BrO,S 393,97 g/mol Br\@\
S (o]
O
ENSJ 842 C21H140,S 330,07 g/mol
., .
0
ENSJ 845 C20H11CIOZS 350,02 g/mol

()
1]
(o]

L2

Continua
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Denominacgéo

Formula quimica

Massa Molecular

Estrutura Quimica

(MM)
ENSJ 848 C20H1204S 348,05 g/mol @\
.0
=5 9
(0]
ENSJ 849 C20H11Br0.S 425,06 g/mol B
-0
\Q},S o]
o]
ENSJ 850 C21H1404S 362,06 g/mol
-0
)
(0]
ENSJ 851 C21H1405S 378,06 g/mol &
o]
ENSJ 854 C21H1405S 378,06 g/mol ~o

%
\}
©

o

¢
\/

Fonte: Autor, 2023.

3.3.2 Substancias e Reagentes

Pentamidina, Anfotericina (AnF), Penicilina/Estreptomicina (Sigma-Aldrich),

meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI, Sigma-Aldrich), meio de cultura
Schneidr’s (Sigma-Aldrich), soro fetal bovino (SBF, CUT-LAB), tampdo fosfato salina
(PBS, Sigma-Aldrich), aminoacidos ndo essenciais (Sigma-Aldrich), piruvato (Sigma-
Aldrich), L-Glutamina (Sigma-Aldrich), Dimetilformamida (DMF 0,1%, Sigma-
Aldrich), Dimetilsufoxido (DMSO 0,1%, Sigma-Aldrich), Triton™ X-100, [3-(4,5-

dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio] (MTT, Sigma-Aldrich).
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3.3.3 Manutencéo das células

3.3.3.1 Macrofagos J774.A1

Macrofagos da linhagem J774.A1 foram mantidos in vitro em garrafas de cultura,
com 10 mL com meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI), e suplementacdo com
10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB), 1% (v/v) de L-glutamina, 1% (v/v) piruvato e 1%
(v/v) aminodacidos ndo essenciais, mantidos com atmosfera de 5% de CO2a 37°C e 95%
de umidade. No momento dos experimentos os macrofagos foram depositados em tubos
Falcon para posterior centrifugacdo por 5 minutos em temperatura de 4°C a 1500 rpm,
logo ap6s foi descartado o sobrenadante, e o pellet formado foi ressuspenso em meio
RPMI. Para o plagueamento dos macrofagos, a amostra foi diluida em meio RPMI
(1:100), e a contagem realizada em cadmara de Neubauer, sob microscépio optico em
objetiva de 40x (Nikon Eclipse Si).

3.3.3.2 Leishmania spp.

Culturas de promastigotas de Leishmania amazonensis (MHOM/BR/77LTB0016)
foram cedidas pelo Dr. Eduardo Caio Torres dos Santos do Instituto Oswaldo Cruz
(Fiocruz-RJ) e de Leishmania chagasi (MCAN/BR/89/BA262) foram cedidas pela Dra.
Valéria de Matos Borges do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz (Fiocruz-BA). Os
parasitos, em suas formas evolutivas de promastigota, foram mantidas in vitro em garrafas
de cultura, com 5 mL de meio Schneider’s, e suplementa¢do com 10% (v/v) de SFB, 2%
(v/v) de L-glutamina e 2% (v/v) de urina masculina humana filtrada, ambientados a 27°C
em estufa de Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD) (Shel Lab). No momento dos
experimentos, os parasitos foram depositados em tubos Falcon para posterior
centrifugacdo por 10 minutos em temperatura de 25°C a 3500 rpm, logo apos foi
descartado o sobrenadante, e o pellet formado foi ressuspenso em meio Schneider’s. Para
o0 plagueamento dos parasitos, a amostra foi diluida em meio Schneider’s (1:1000), e a
contagem realizada em camara de Neubauer, sob microscopio Optico em objetiva de 40x
(Nikon Eclipse Si).
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3.3.4 Avaliacéo da atividade leishmanicida in vitro

3.3.4.1 Ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT (Mosmann, 1983)

O ensaio de MTT [3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio] tem como base
a reducdo do sal de tetrazdlio (amarelo, solivel em agua) em Formazan (roxo, insolavel)
(Figura 10). Essa redugdo sé é possivel se as mitocondrias celulares estiverem viaveis,
promovendo ao ensaio colorimétrico, quantificar essa viabilidade celular (Karakas; Ari;
Ulukaya, 2017).

Figura 10 — Reacédo de reducdo de MTT a Formazan.
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Fonte: Grela; Koztowskab; Grabowiecka, 2018.

Em uma microplaca com 96 pocos foram plagueados macrofagos da linhagem
J774.A1, numa densidade de 1 x 10* células por pogo, mantidas com meio RPMI e em
estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2, em over night para melhor aderéncia antes
do tratamento. As células foram tratadas com as substancias teste nas concentracGes de
100, 30, 10, 3, 1 ¢ 0,3 uM, além dos farmacos padrdes: pentamidina e anfotericina nas
concentragoes de 100, 30, 10, 3, 1 ¢ 0,1 uM ¢ ainda os controles: RPMI (meio), DMF
0,1% (solvente), DMSO 0,1% (solvente) e lise (Triton™ X-100) utilizado como padréo
de morte celular, pois é capaz de promover a lise das células.

Ap0s o tratamento, as células foram mantidas sob as mesmas condi¢des descritas
anteriormente por um periodo de 48 h. Ao término do periodo de incubagdo, o
sobrenadante foi descartado e foi adicionado a cada poco 100 uL de solugdo de MTT a
0,5 mg/mL e reincubadas por 1 h em estufa, sob temperatura controlada (37°C) e 5% de
COg, para que ocorra a reagdo de redugdo do MTT a Formazan. 1 h antes da adigéo do
MTT, o sobrenadante foi desprezado nos pogos com o controle de lise e adicionado
Triton™ X-100. Logo apos a reincubacgéo, o sobrenadante foi desprezado e as células

foram lisadas com 100 pL de Dimetilsufoxido (DMSQO), solvente capaz de solubilizar o
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Formazan encontrado no interior das células viaveis. Por fim, para a avaliacdo
quantitativa, os pogos foram analisados em um leitor de microplacas no comprimento de
onda 550 nm (ThermoPlate) (Figura 11).

Figura 11 — Esquematizacéo do ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT.
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Fonte: Autor, 2023.

3.3.4.2 Ensaio de viabilidade de parasitos in vitro (Avila et al., 1997)

As formas promastigotas das espécies de L. amazonensis e L. chagasi foram
plagueadas para cultura, em placas de 96 pogcos numa concentragdo de 1x10°
parasitos/pogo num volume de 100uL, com meio Schneider’s suplementado com 10%
(v/v) de SFB, 2% (v/v) de L-glutamina e 2% (v/v) de urina masculina humana filtrada. O
tratamento com os farmacos padrdo pentamidina e anfotericina, e 0s nove DSAQs foram
adicionados em duplicata, para cada concentragdo: 100, 30, 10, 3, 1 ¢ 0,1 uM, ¢ ainda os
controles: Schneider’s (meio), DMF 0,1% (solvente), DMSO 0,1% (solvente), num
volume de 100puL, adicionados aos pogos com as formas promastigotas, completando o
volume de 200uL. A placa entéo, foi incubada em estufa BOD a 27°C por um periodo de
48 horas, e ao final desse periodo os parasitos de L. amazonensis e L. chagasi foram
homogeneizados, € 0 numero de parasitos foi determinado a partir da diluicdo das
amostras em duplicata, em meio Schneider’s (1:1000), e a contagem realizada em camara

de Neubauer, sob microscopio optico em objetiva de 40x (Nikon Eclipse Si) (Figura 12).
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Figura 12 — Esquematizacdo do ensaio de viabilidade de parasitos in vitro.
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Fonte: Autor, 2023.

3.3.4.3 Avaliacdo da seletividade dos derivados antraquindnicos sobre Leishmania spp.
O célculo do indice de seletividade de cada derivado, foi realizado para avaliar se
0s DSAQs apresentam mais acdo em Leishmania spp. do que em macréfagos da linhagem

J774.A1, a partir da seguinte formula:

indice de seletividade (IS) = Concentragéo Citotoxica 50% (CCso)

Concentracdo Inibitéria 50% (Clso)

Quanto maior o valor numérico de IS, mais seletivo o derivado sera para

Leishmania spp. do que para os macréfagos.

3.3.5 Andlise estatistica

Os resultados obtidos serdo expressos como média + erro padrao da média (e.p.m.)
e as diferencas estatisticas entre as medias dos grupos foram analisadas utilizando a
Analise de Variancia (ANOVA) seguido do teste de Dunnet. Os valores dos resultados
foram considerados significativos quando *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001. As analises

foram realizadas no software GraphPad Prism® verséo 7.
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3.4 Resultados

3.4.1 Ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT

A Tabela 2 mostra o efeito dos DSAQs sobre macrofagos da linhagem J774.A1.
A Concentracédo Citotoxica Mediana (CCso), que corresponde a concentracdo média
capaz de causar morte celular, foi calculada juntamente com a toxicidade méxima em
porcentagem (%), correspondente a quantidade de morte celular na maior concentragao
utilizada (100 uM), dos DSAQs e farmacos padréo testados como controle, Pentamidina
e Anfotericina. De acordo com as concentracdes testadas de 0,3, 1, 3, 10, 30 e 100 pM,
Pentamidina obteve citotoxicidade superior a concentracdo méxima testada (100 pM),
com CCsp baixa de 18,30+5,80, assim como Anfotericina, que demonstrou CCsp igual a
70,67+3,05 UM (concentracdo que causa 50% de citotoxicidade na viabilidade
macrofagos) e citotoxicidade maxima de 78,94+1,82%. Com relacdo aos DSAQs, todos
demonstraram-se com CCso superior a 100 pM, e suas citotoxicidade méxima
correspondem a menos de 40%. ENSJ845 apresentou a menor porcentagem, com relagéo
a citotoxicidade maxima, de 26,59+2,56%, seguido de ENSJ849 com 27,27+2,52% de
reducdo da populacéo celular. O DSAQ com maior reducéo celular na maior concentracao
utilizada foi ENSJ842 com 38,22+4,38%, seguido de ENSJ841 com 32,02+6,95%.

Tabela 2 - Efeito dos derivados sintéticos antraquinbnicos, Pentamidina e Anfotericina,
todos nas concentrac@es de 0,3, 1, 3, 10, 30 e 100 uM, sobre a viabilidade de macrdfagos da
linhagem J774.A1 no ensaio de MTT.

Substancias CCso (UM £ E.P.M.)? Citotoxicidade Maxima
(% + E.P.M.)°
Pentamidina 18,30 £ 5,80 100 + 0,00%**
Anfotericina 70,67 = 3,05 78,94 + 1,82***
ENSJ 650 >100 30,08 + 4,58*
ENSJ 841 >100 32,02 + 6,95***
ENSJ 842 >100 38,22 + 4,38***
ENSJ 845 >100 26,59 + 2,56**
ENSJ 848 >100 30,91 + 1,37***
ENSJ 849 >100 27,27 £ 2,52**
ENSJ 850 >100 28,30 £ 2,22**
ENSJ 851 >100 28,67 £ 1,68**
ENSJ 854 >100 33,45 £ 5,10***

Fonte: Autor, 2023.

Notas: Os resultados referem-se a: a—a Concentracdo Citotdxica de 50% (CCso) calculada através de curvas
concentragdo-resposta toxica. b — Média * erro padrdo da média da citotoxicidade maxima em triplicatas
de um experimento representativo. Os valores foram considerados significativos quando *p < 0,05, **p <
0,01 e ***p < 0,001, comparado ao grupo DMF usando One-way ANOVA seguido do teste de Dunnett.
ND: Néo determinado Citotoxicidade maxima para células até a concentragdo de 100uM em comparacao
com o grupo DMF.
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3.4.2 Ensaio de viabilidade de parasitos in vitro

A Tabela 3 demonstra o efeito dos DSAQs sobre formas promastigotas de L.
chagasi, juntamente com farmacos padrdes utilizados: Pentamidina e Anfotericina. Todas
as substancias teste foram utilizadas nas concentracdes de 0,3, 1, 3, 10, 30 e 100uM, os
DSAQs ENSJ650, 842, 850 e 851 ndo demonstraram efeito, ja ENSJ841, 845, 848, 849,
854 mostraram efeito, com valor mais expressivo de porcentagem de efeito méaximo para
0s ENSJ848 e 849, ambos com 97,50+5,00% de inibicdo, sequido de ENSJ841 com 90%
de inibicdo e ENSJ854 com 85,00+5,77%. Com relacdo a Clsp 0 DSAQs com menor
concentracdo a demonstrar efeito foi ENSJ849 com 2,83+0,29uM, resultado mais
expressivo, seguido de ENSJ845 com concentragdo de 21,50+6,36puM. Ambos os
farmacos padrdes, foram utilizados nas concentracdes de 0,01, 0,1, 1, 10, 30 e 100uM, e
obtiveram efeito maximo, com 100% de reducdo de parasitos, na concentracdo maxima
utilizada (100uM), e Clso de 0,60+0,10uM para Pentamidina e 0,07 + 0,01uM para
Anfotericina.

Tabela 3 - Efeito leishmanicida dos derivados sintéticos antraquinbnicos todos nas
concentracbes de 0,3, 1, 3, 10, 30 e 100 uM e da Anfotericina e Pentamidina nas
concentraces de 0,01, 0,1, 1, 10, 30 e 100 puM contra formas promastigotas de L. chagasi.

Substancias Clso (uM £ E.P.M.)? Efeito Maximo
(% + E.P.M)P
Pentamidina 0,60 +0,10 100,00 = 0,00***
Anfotericina 0,07 +£0,01 100,00 = 0,00%**
ENSJ 650 >100 ND
ENSJ 841 69,00 + 0,00 90,00 £ 0,00***
ENSJ 842 >100 ND
ENSJ 845 21,50 + 6,36 65,00 + 10,00%**
ENSJ 848 26,33+ 4,16 97,50 + 5,00***
ENSJ 849 2,83+0,29 97,50 + 5,00***
ENSJ 850 >100 ND
ENSJ 851 >100 ND
ENSJ 854 71,33+ 4,04 85,00 £ 5,77***

Fonte: Autor, 2023.

Notas: Os resultados referem-se a: a —a Concentracdo Inibitéria de 50% (Clso) calculada através de curvas
concentragdo-resposta toxica. b — Média * erro padrdo da média da citotoxicidade méxima em triplicatas
de um experimento representativo. Os valores foram considerados significativos quando ***p < 0,001,
comparado ao grupo DMF usando One-way ANOVA seguido do teste de Dunnett.

ND: Né&o determinado erro méaximo para formas promastigotas até a concentracdo de 100uM em
comparacao com o grupo DMF.

Na avaliacdo do efeito sobre L. amazonensis dos DSAQs foram usadas as mesmas
concentragfes para L. chagasi (Tabela 4), assim como os farmacos padrles, estes

corresponderam 100% de efeito m&ximo na maior concentracdo utilizada (100pM), e Clso
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de 8,50+0,40uM e 0,07+0,01uM, para Pentamidina e Anfotericina, respectivamente.
Com relacdo ao efeito dos DSAQs, ENSJ650, 841, 842, 845, 850 e 851, demonstraram
pouco (ENSJ850 e 851) ou nenhum efeito méaximo na maior concentracdo utilizada.
ENSJ848, 849 e 854 demonstraram efeito maximo, com resultado mais expressivo para
ENSJ854 com 95,16+6,18%, seguido de ENSJ851 com 92,00+9,24%, e dentre as Clso
menor concentracdo de 21,33+4,04 uM para ENSJ 854, seguido de 72,00+7,00 uM para
ENSJ851.

Tabela 4 - Efeito leishmanicida dos derivados sintéticos antraquinbnicos todos nas
concentracbes de 0,3, 1, 3, 10, 30 e 100 uM e da Anfotericina e Pentamidina nas
concentragbes de 0,01, 0,1, 1, 10, 30 e 100 uM contra formas promastigotas de L.

amazonensis.

Substancias Clso (uM £ E.P.M.)? Efeito Maximo
(% + E.P.M)P
Pentamidina 8,50+ 0,40 100,00 + 0,00***
Anfotericina 0,07 +£0,01 100,00 = 0,00***
ENSJ 650 >100 ND
ENSJ 841 >100 ND
ENSJ 842 >100 ND
ENSJ 845 >100 ND
ENSJ 848 >100 20,43 £ 7,45
ENSJ 849 87,50+ 7,78 56,45 + 11,02***
ENSJ 850 >100 38,67 £ 9,24***
ENSJ 851 72,00 £ 7,00 92,00 £ 9,24***
ENSJ 854 21,33+ 4,04 95,16 + 6,18***

Fonte: Autor, 2023.

Notas: Os resultados referem-se a: a —a Concentracgdo Inibitdria de 50% (Clsg) calculada através de curvas
concentragdo-resposta toxica. b — Média + erro padréo da média da citotoxicidade méaxima em triplicatas
de um experimento representativo. Os valores foram considerados significativos quando ***p < 0,001,
comparado ao grupo DMF usando One-way ANOVA seguido do teste de Dunnett.

ND: N&o determinado erro méximo para formas promastigotas até a concentracdo de 100uM em
comparagao com o grupo DMF.

3.4.3 Avaliacéo da seletividade dos derivados antraquindnicos sobre Leishmania spp.

A Tabela 5 descreve o indice de seletividade dos farmacos padrées e DSAQSs,
com relacdo aos efeitos leishmanicida, frente a promastigotas de L. chagasi e L.
amazonensis, e efeito citotdxico sobre macréfagos da linhagem J774.Al.

E possivel observar que Pentamidina possui maior IS para L. chagasi e menor para
L. amazonensis, ja Anfotericina possui IS expressivo para promastigotas de ambas as
formas de Leishmania. Dentre os DSAQs ENSJ849 apresentou maior IS, com >35,33
vezes mais seletivo para L. chagasi. Em L. amazonensis ENSJ854 foi o mais seletivo com

IS igual a >4,68 vezes mais seletivo para espécie.
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Alguns dos DSAQs néo tiveram seus IS determinados, por ndo inibirem 50% de
Leishmania spp. e macrofagos, impossibilitando a realiza¢do do calculo. Estes séo: em L.
chagasi ENSJ650, 842, 850 e 851; em L. amazonensis ENSJ650, 841, 842, 845, 848 e
850.

Tabela 5 — Indice de seletividade dos derivados sintéticos antraquindnicos para
citotoxicidade em macrofagos J774.A1 versus L. chagasi e macrdéfagos J774 versus L.

amazonensis.

Substéncias *1S para L. chagasi *|S para L. amazonensis

Pentamidina 30,50 2,18

Anfotericina 1009,57 1009,57
ENSJ 650 - -
ENSJ 841 >1,44 -
ENSJ 842 - -
ENSJ 845 >4,65 -
ENSJ 848 >3,80 -
ENSJ 849 >35,33 >1,14
ENSJ 850 - -
ENSJ 851 - >1,38
ENSJ 854 >1,40 >4,68

Fonte: Autor, 2023.

Notas: Notas: *IS: indice de Seletividade. Calculado a partir da razdo entre os valores de CCso de
macrofagos J774.Al e Clso de promastigotas de Leishmania spp. (-): A substancia ndo desenvolve efeito
deletério nos macrofagos J774.Al ou Leishmania spp.
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3.5 Discusséo

As leishmanioses sdo um problema de salde publica, relacionado a uma das
infeccdes mais endémicas em algumas regides do mundo, correspondendo a 1 milhdo de
casos por ano, fato que gera impacto diretamente na vida dessa populacdo. A busca
incessante para novas medidas de tratamento, apresenta inimeras barreiras, dentre elas
falta de eficécia e seguranca, 0 que gera uma corrida para encontrar novos farmacos com
0 intuito de preservar a qualidade de vida dos pacientes como também, eliminar os
parasitos (Nafari et al., 2020).

Os novos farmacos descobertos para as terapias costumam priorizar pela acdo em
multiplos alvos terapéuticos, que é o caso de derivados de quinonas naturais, devido a
estrutura designar formas de atuar em vérias areas (Espinosa-Bustos et al., 2020). Os
compostos de origem natural destinados ao desenvolvimento de novos farmacos, tem
contado cada vez mais com recentes metodologias que priorizam isolamento,
identificacdo e ensaios mais modernos e eficientes. Com isso, técnicas e métodos que
garantam efetividade, impecam o avanco de doencas, seletividade, facil administracao,
economicamente satisfatorios e poucos efeitos adversos, sdo as mais designadas para tais
estudos (Gonzalez et al., 2020).

Os ensaios in vitro sdo 0s que mais apresentam caracteristicas favoraveis, na
descoberta de novos medicamentos, pois a utilizacdo de culturas celulares, além de
analisar atividades citotoxicas, permite demonstrar a eficacia, seletividade e elucidagéo
de possiveis mecanismos de acdo. As culturas celulares utilizadas, sdo viaveis e
reprodutiveis, além de existirem diversas linhagens de células em distintos tecidos
disponiveis, o que possibilita de forma favoravel a realizagdo de varios ensaios
bioldgicos, garantindo sucesso na obtencdo de resultados com veracidade (Gonzéalez et
al., 2020).

Os primeiros ensaios a serem realizados para descoberta de novos efeitos
farmacologicos, em compostos isolados e modificados estruturalmente sdo ensaios de
citotoxicidade in vitro. Os derivados antraquindnicos foram recentemente sintetizados e
até entdo ndo havia referéncias a respeito de sua citotoxicidade. Desta forma, o ensaio de
viabilidade celular pelo método de MTT com macrofagos da linhagem J774.A1 foi o
primeiro a ser realizado, visando analisar a toxicidade das substancias a nivel celular. Este
ensaio é amplamente aplicado em linhas celulares de mamiferos, bactérias e fungos
(Grela; Kozlowska; Grabowiecka, 2018).
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Os DSAQs foram submetidos ao ensaio de MTT em seis concentragdes diferentes
0,3, 1, 3, 10, 30 e 100 puM) demonstrando em comum, baixo efeito citotdxico, e esse
estatisticamente significativo (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001) apenas na maior
concentracdo utilizada de 100 pM, e nenhum composto conseguiu reduzir metade da
populacédo total de células, impossibilitando o calculo de CCso. Também os farmacos
padrdo utilizados, Anfotericina e Pentamidina, ndo obtiveram efeito citotdxico frente a
essas células. Dentre os DSAQs, ENSJ842 demonstrou maior porcentagem de
citotoxicidade na maior concentracdo utilizada (100 uM), e as modificacdes estruturais
realizadas, formando, por exemplo, ENSJ841 e ENSJ842, que demonstrou menor
porcentagem de inibicdo celular, comparada a todos os compostos, diminuiram essa
citotoxicidade, mensurando que a modificacdo é de grande melhoria, frente ao nivel
citotoxico desses compostos.

Os resultados obtidos com o ensaio de MTT corroboram com testes realizados por
Geroldinger et al. (2018), onde macrdfagos J774 foram expostos a tratamento com
derivados quindnicos: antraceno, antraquinona e endoperdxidos antracénicos,
demonstrando baixa citotoxicidade frente a essas células, com CCsg de respectivamente,
>400 UM, 116.69+24.29 uM e 43.80+£36.12 UM para o derivado ACEP1117.

A partir destes resultados, foi viavel a utilizacdo das substancias testadas nesse
trabalho, frente a acdo leishmanicida e antitumoral. A Leishmania spp. possui duas
formas evolutivas celulares diferentes, dentre elas a promastigota, presente no
flebotomineo transmissor da leishmaniose, responsavel pela infeccdo do mamifero
hospedeiro (Sunter; Gull, 2017). Os estudos na descoberta de novos agentes
leishmanicidas s&o realizados através de ensaios in vitro, dentre eles, utilizando formas
promastigotas em culturas axénicas, destinados a testar a suscetibilidade de amostras de
Leishmania spp. a novos tratamentos, analisando fatores bioquimicos responsaveis pela
interacdo do farmaco com as promastigotas (Miranda, 2011).

O ensaio de viabilidade de parasitos in vitro, foi realizado com intuito de expor as
formas promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi ao tratamento com os DSAQs, duas
espécies diferentes, que acometem individuos com diferentes formas de leishmaniose, LV
e LC, respectivamente. Os farmacos padrdo utilizados, demonstraram possivelmente
efeito leishmanicida estatisticamente significativo (***p<0,001), em ambas as espécies.
Os DSAQs demonstraram reducdo estatisticamente significativa (***p<0,001) da
viabilidade celular dessas promastigotas, para L. chagasi em presenca principalmente,

nas modificagOes estruturais realizadas para formacao do composto ENSJ849, possuindo
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melhor Clso, e ainda a estrutura dos compostos ENSJ841, 845, 848 e 854 que também
obtiveram reducdo da viabilidade dos parasitos. Para a espécie de L. amazonensis
destaque para formacédo estrutural de ENSJ851, demonstrando melhor resultado, pela
concentragdo de Clso, objetivando os derivados ENSJ854, corroborando com seu
resultado para L. chagasi, e ENSJ849, que também demonstram estatisticamente
significativa (***p<0,001) possivel agdo leishmanicida frente a promastigotas dessas
espécies utilizadas no ensaio.

O célculo para obtencéo do valor de IS, tem critério de demonstrar a seletividade
de um determinado composto, entre as células de um individuo com as células
referenciadas de infec¢do, como expde nas leishmanioses, referentes aos macréfagos,
células hospedeiras dos parasitos. Os valores obtidos de IS, séo direcionados para futuras
comparagOes de bioatividade de acordo com séries de compostos. Estruturas que
representam 1S maior que 10, podem ser otimizados com intuito de sua melhoria, a partir
de estudos futuros estudos pré-clinicos, e considerados possiveis candidatos ao
desenvolvimento de novas farmacoterapias (Pérez-Pertejo et al., 2019).

O IS demonstrou que os DSAQs possuem maior afinidade pelos parasitos do que
por macréfagos da linhagem J774.A1. Os derivados ENSJ854, 848, 845 e 841
demonstram, respectivamente, seletividade maior que 1,40, 3,80, 4,65 e 1,44 vezes por L.
chagasi do que por macréfagos, e dentre os DSAQs testados, 0 Unico que representa
IS>10, sugerindo uma possivel acdo leishmanicida, € o0 ENSJ849, demonstrando maio
que 35,33 vezes mais seletividade para espécie do que por macrofagos. Para a espécie de
L. amazonensis, os derivados ENSJ849, 851 e 854 demonstram seletividade maior que
1,14, 1,38 e 4,68 vezes pelos parasitos do que pelos macréfagos, respectivamente. Os
farmacos padrdo utilizados demonstram 1S>10 para ambas as espécies, exceto
Pentamidina, que apresenta >2,18 vezes seletividade para L. amazonensis, do que
macrofagos.

Os dados relacionados a agdo leishmanicida frente a formas promastigotas,
assemelham-se a estudos de Shokri et al. (2017), onde utilizando testes com o farmaco
doxorrubicina, também obteve acdo citotoxica para promastigotas da espécie L. major,
obtendo Clso de 10 pg/mL. Mendonga et al. (2018) também realizou ensaios com
derivados quinénicos, 1,4-naftoquinonas, sobre formas promastigotas da especie L.
infantum e L. amazonensis, obtendo efeitos de reducédo da viabilidade celular desses

parasitos, com Clso de 0,73 pug/mL para ambas as espécies.
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Os DSAQs demonstraram possiveis atividades leishmanicidas, corroborando com
estudos que relacionam o nucleo quinénico a uma estrutura privilegiada, apresentando
acdo farmacoldgica com multi-alvos terapéuticos (Cruz et al., 2016); (Souza, 2018). A
possivel atividade desses derivados, pode estar relacionada ao mecanismo de acdo do
grupamento farmacoférico dos derivados quindnicos, que formam ligacGes covalentes
com nucleos em tecidos, que podem estar relacionadas a ligacbes com o kDNA, do
parasito, causando sua oxidacdo, aléem de propriedades que induzem a citotoxicidade
(Klopcic; Dolenc, 2019).

Com os resultados, foi possivel descrever propriedades leishmanicidas em
algumas substancias DSAQs, corroborando com ensaios ja publicados desses efeitos para
outros derivados quindnicos e antraquindénicos. Assim, estes resultados contribuem para
o desenvolvimento e descobrimento de novos farmacos leishmanicidas, implicando que
substancias derivadas antraquindnicas com outros arranjos estruturais, possam
demonstrar a possibilidade do surgimento de novas drogas com melhores efeitos

farmacoldgicos e menos toxicidade.
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3.6 Concluséo

A avaliagdo dos resultados dos ensaios de toxicidade dos novos derivados
sintéticos antraquindnicos, serviu como base para concluir que estes ndo demonstram
citotoxicidade relacionada aos macrofagos. Alguns desses derivados, possuem provaveis
efeitos potenciais leishmanicidas, apresentando propriedades citotoxicas para formas
promastigotas, das espécies Leishmania chagasi (ENSJ841, 848, 849 e 854) e Leishmania
amazonensis (ENSJ849, 851 e 854), principalmente com ENSJ849.

Por fim, os resultados obtidos ddo suporte a pesquisa de novos farmacos
leishmanicidas, no intuito de que o desenvolvimento dessas novas modificacdes
estruturais, podem trazer uma gama de novos tratamentos farmacoldgicos em diversas

esferas.
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4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DE NOVOS DERIVADOS
SINTETICOS ANTRAQUINONICOS

4.1 Revisao da literatura

4.1.1 Glioblastoma multiforme

O glioblastoma multiforme (GBM) (Figura 13) é o subtipo histolégico mais
comum de glioma maligno. O glioma € o tumor intrinseco de mais agressividade que
ocorre com frequéncia no sistema nervoso central (SNC) humano, de origem no
neuroepitélio, sendo a sexta principal causa de morte mundial associada ao cancer,
responsavel por 75% de todos os tumores cerebrais malignos. O GBM esté relacionado a
altas taxas de morbimortalidade em todo mundo, o que leva a um quadro social severo e

onus na economia (Hou; Tang, 2020).

Figura 13 — Ressonancia magnética demonstrando GBM em hemisfério cerebral esquerdo.

Fonte: Silva, Reis, Correia, 2018.

Os casos registrados de GBM em maior numero sdo no continente Norte
Americano, Austrdlia, Europa do Norte e Ocidental (Tan et al., 2020). A incidéncia
mundial do GBM ¢€ de 3,21 por 100.000 individuos (Kudulaiti et al., 2021). No Brasil, o
conjunto de registros de cancer de base populacional, registros hospitalares e sistema de
informacdo sobre mortalidade do DataSUS (Departamento de Informatica do Sistema
Unico de Satde), realizam a vigilancia sobre cancer, o que estimou no ano de 2016, 5.440
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novos casos de cancer em homens e 4.830 em mulheres, relacionado ao SNC,
correspondendo a um risco de 5,50 novos casos por cada 100 mil homens e 4,68 a cada
100 mil mulheres (Mira Neto, 2018).

As apresentacOes clinicas do GBM sdo muito variaveis, os tumores cerebrais se
enguadram também em doencas neuroldgicas, ndo s6 em doencas neoplasicas, devido a
propagacdo pelo SNC, e quanto maior seu crescimento, mais presséo intracraniana, o que
desencadeia uma série de manifestacGes sintomatoldgicas, dentre elas as principais sao
cefaleias, nauseas e vomitos. A anatomia do tumor e sua localizacdo, quando relacionadas
com estruturas presentes no SNC, dependendo dessa interacdo, induzem alguns défices
neuroldgicos, como hemiparesia, perda de sensibilidade, alteracdes visuais, perturbaces
na linguagem, e ainda convulsdes, que podem ser comuns em % dos individuos portadores
de GBM. Alteracdes nas fungdes cognitivas, orientacdo temporo-espacial e problemas de
perca de memoria, sdo estados que condicionam e comprometem a independéncia motora
de pacientes com a neoplasia (Silva, 2020).

O tumor raramente cresce fora do SNC, porém a capacidade de aumentar
difusamente dentro dele é alta, fator que contribui para seu alto comportamento maligno.
A invasdo no cérebro esta associada a mobilidade celular, estimulada por muitos
receptores de fator de crescimento que estéo desregulados ou amplificados em casos de
GBM, e redundancias em sua cascata de sinalizacdo € crucial para que as células presentes
contornem qualquer bloqueio, devido quando ha blogueio de uma via, outra ser ativada
(Picariello et al., 2019).

Os fatores de risco para GBM estdo relacionados a exposi¢do a radiacdo ionizante,
como principal e unico fator de risco potencialmente conhecido. Associagbes com
historias de atopia, alergias e outras condi¢es adjacentes ao sistema imunologico (SI)
também foram identificadas, porém ndo existem razdes bioldgicas elucidadas. Existem
sindromes genéticas raras associadas ao GBM, dentre elas a sindrome de Li-Fraumeni e
a sindrome de Lynch, mas elas respondem por <1% dos casos (Tan et al., 2020).

A OMS desenvolveu uma classificagdo para tumores gliais considerando suas
caracteristicas histoldgicas e as células de origem (Figura 14), promovendo grupos
caracterizados por morfologia, pardmetros moleculares de diagnostico e mutagdes
comuns. Com isso, os gliomas infiltrantes difusos, incluindo os de origem astrocitica,
oligodendroglial, e os mistos (astrociticos e oligodendrogliais), compde um unico grupo.
Os gliomas difusos infiltrantes de grau Il, tem atipias citologicas isoladas; os que

apresentam anaplasias e atividade mitética sdo considerados de grau Ill; e 0s que
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demonstram proliferagdo microvascular e/ou necrose, pertencem ao grupo de grau 1V,
como é o caso do GBM (Viana, 2019).

Figura 14 — Esquema de classificagdo para tumores gliais segundo a OMS.
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Fonte: Adaptado de Freitas, 2017.

O GBM demonstra semelhangas morfoldgicas e de expressdo génica com células
gliais, incluindo oligodendrdcitos, astrdcitos e seus precursores. O mau prognostico para
0s pacientes inclui um microambiente inflamatdrio, que constitui células benignas, como
imunolégicas e fibroblastos, que interferem na alta da malignidade, por meio de uma
modulacédo na proliferacdo de células mutadas e angiogénese (Silveira et al., 2017).

A histopatologia do GBM demonstra focos de necrose celular, proliferacédo
endotelial e trombose vascular, alto poder proliferativo e atividade mitdtica,
pleomorfismo celular e grande atipia celular. Células gigantes e multinucleadas
prevalecem juntamente com lesGes de alto grau de celularidade e pleomorfismos
nucleares. O diagnostico diferencial a partir da histologia se da pela melhor caracterizagdo
do tecido, devido a alta vasculariza¢do presente, com areas necroticas e exacerbacdo da
atividade mitotica (Baroni, 2014).

O prognostico dos pacientes portadores, demonstra sobrevida relativa em cinco
anos de 5,6% e sobrevida global mediana de 12 a 15 meses. Alguns fatores influenciam
no prognoéstico do tumor como: idade, sexo, status de desempenho Karnofsky, extensao

da resseccédo do tumor, plano de tratamento, e varios biomarcadores, incluindo mutacoes
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na enzima isocitrato desidrogenase 1 (IDH1) e 2 (IDH2), transcriptase reversa da
telomerase (TERT), status de metilagdo do promotor do gene O6-metilguanina-DNA
metiltransferase (MGMT), fator de crescimento epidérmico (EGFR) e fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (Kudulaiti et al., 2021). O EGFR é uma molécula
indispensavel para a angiogénese e tumorigénese. Pertencente a familia do receptor de
tirosina quinase, quando ativado induz a sinalizacéo para liberagdo de responsaveis por
regular processos de proliferacdo, angiogénese, migracdo e apoptose de numerosos
tumores (Zhu et al., 2021).

O neuropatologista alemdo Hans Joachim Sherer em 1940, desenvolveu uma
classificacdo para GBM, podendo ser distinguido em primario e secundario (Figura 15).
Atualmente, é visto que estes tipos de GBM diferem-se em suas entidades patoldgicas
que evoluem por diferentes vias genéticas, afetam pacientes em idades variadas e refletem
no prognostico e resposta farmacologica. O GBM primario corresponde por mais de 90%
dos casos, abrangendo individuos com mais de 55 anos, geralmente sem evidéncia de um
precursor menos maligno, ocasionados por alteragdes genéticas na super expressdo de
EGFR, mutacédo no gene PTEN (homologo da fosfatase e tensina), perda do cromossomo
pl0 e delecbes no inibidor de cinase dependente de ciclina 2A (CDKN2A). GBM
secundario evolui a partir de astrocitoma ou oligodendroglioma de baixo grau inicial,
atingindo pacientes mais jovens (média = 40 anos) e desenvolve mais precocemente,
mutacdes na IDH1 e na proteina de tumor 53 (TP53) e perda do cromossomo 19¢. Mais
recentemente a OMS constatou um subtipo raro de GBM o Glioblastoma 0 (GBM-0),
com componente oligodendroglioma, que possui areas semelhantes a oligodendroglioma
anaplasico, caracteristico de GBM, e areas de necrose sem proliferacdo microvascular
(Tamimi; Juweid, 2017).

O GBM também pode ser classificado com base na sua expressdo génica,
configurando quatro subtipos: classico, mesenquimal, proneural e neural. Cada subtipo
contém alteracOes e perfis de expressdo genéticos distintos, como no clssico vemos
mutacdes no EGFR, TP53, IDH1 e perda do cromossomo pl0. MutacGes de
neurofibromatose do tipo 1 (NF1), aumento de expressdo de astrocitos e marcadores
microgliais sdo comuns nos mesenquimais, assim como proneural apresenta mutacdo em
receptor de crescimento derivado de plaquetas A (PDGRFA) e IDH1, além de expressao
elevada de genes proneurais em oligodendrdcitos e presenca de alteragcbes em TP53,
receptor de crescimento derivado de plaquetas (PDGRF) e IDH1. O subtipo neural tem
grande relagdo com os marcadores astrocitico e oligodendrocitico, e consistem em TERT.
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Existem fortes relagdes entre os subtipos e ao diferentes formas de tratamento de acordo
com a agressividade da terapia, onde os beneficios sdo maiores para o subtipo classico e
pouco ou nenhum para o proneural (Tamimi; Juweid, 2017); (Waters et al., 2019).

Figura 15 — Mutagdes genéticas que contribuem no desenvolvimento de GBM primério e

secundario.
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Fonte: Montaldi, 2009.

A angiogénese robusta, radiorresisténcia e invasdo celular sdo caracteristicas
interferentes do GBM no seu potencial imunossupressor e multiplos mecanismos de
feedback inflamatdrio, juntamente com fatores de mutacao dos seus subtipos. Entretanto,
fatores como necrose extensa e imunossupressao também estdo associados a letalidade,
resisténcia e mau prognostico (Waters et al., 2019). A ativacdo da atividade inflamatdria
eleva niveis de producdo de &cido araquidbnico, o que deflagra a presenca de seus
produtos como a cicloxigenase 2 (COX-2), induzida por esses estimulos inflamatorios,
horménios e fatores de crescimento, fonte mais importante na formacéo de prostanoides
e de prostaglandinas E2 (PGE2), presentes em doencas proliferativas como o cancer
(Venturin et al., 2020).

A presenca de um microambiente imunossupressor se torna obstaculo para

terapias, com a grande quantidade células imunes infiltradas, incluindo uma associagao
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de células do glioma, microglia e macrofagos, células supressoras derivadas de mieloides,
celulas T e granuldcitos, facilitam a liberacdo de mediadores inflamatdrios, que também
sdo produzidos por células de GBM (Figura 16), o que causa expressdo de citocinas e
quimiocinas, induzindo a sinalizacdo pré-inflamatoria, no que aumenta a proliferacéo,
invasdo, resisténcia a apoptose, manutencdo de propriedades semelhantes as células-
tronco, resisténcia as farmacoterapias empregadas e angiogénese de GBM, alavancando
0 aumento da capacidade tumoral (Waters et al., 2019).

Figura 16 — Representacdo esquematica da resposta imune e inflamatéria de GBM.
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Fonte: Adaptado de Huang et al., 2017.

A imunidade adaptativa no microambiente tumoral, faz com que haja o
recrutamento de celulas imunes como linfocitos T e B, células dendriticas, e as células
efetoras da imunidade inata, NKs e macrdfagos. Dentre os linfécitos T, ha presenca de
TCD4", TCD8", e a liberacdo de Thl, 2 e 17 e Treg, este contribui para o ambiente
imunossupressor e desenvolvimento de células neoplésicas, juntamente com a liberacéo

de citocinas pré-inflamatorias (Scholl, 2019).
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4.1.1.1 Tratamento do Glioblastoma

O GBM possui extensa heterogeneidade intertumoral e intratumoral além das
células tumorais altamente invasivas, 0 que o torna um tumor incuravel e o padréo de
tratamento, inclui cirurgia, radiacdo e poucos quimioterapicos minimamente efetivos, no
entanto, esses recursos apenas prolongam a sobrevida. Na maioria dos casos,
inevitavelmente o tumor recorre rapidamente, o que reflete em uma sobrevida de dois
anos de 15%, recidiva causada por células de GBM resistentes a radiacdo e
quimioterapicos, que ndo foram retiradas no processo cirirgico, e migraram para 0O
parénquima cerebral (Maturi et al., 2019).

O acompanhamento da progressividade ou regressao das células tumorais, tem
como padrdo ouro a técnica de ressonancia magnética, considerada amplamente como
ferramenta de imagem mais precisa para o diagndstico de GBM. Apesar de muitas
modalidades de terapia padrdo existirem atualmente, 0 GBM tem se mostrado resistente
a todas as elas (Meulenaere et al., 2019). Mesmo com significativos avancos em técnicas
cirtrgicas, a causa de danos neuroldgicos € presente, devido a dificuldade de ressec¢do
completa de todas as células cancerigenas, o que influencia a recidiva de GBM (Liang et
al., 2021).

A quimioterapia (QT) e radioterapia (RT) sdo utilizadas apds medidas cirurgicas,
com o intuito de prevenir a recorréncia de GBM, porem, a quimiorradiacdo ndo € um
tratamento imediato ap0ds a resseccao cirdrgica, devido retardar ou impedir a cicatrizacdo
da incisdo. O periodo entre 0 momento da cirurgia e o tratamento de quimiorradiacéo,
que é em torno de um més, esta relacionado a recidivas de GBM. Alguns tratamentos
injetaveis ou implantaveis, que utilizam a tecnologia de liberacdo sustentada, tém sido
administrados na cavidade de ressec¢do do tumor, no entanto, foram observadas poucas
vantagens para os pacientes, devido aos frequentes efeitos colaterais emergentes e ainda,
o tempo de sobrevida que foi prolongado em somente dois meses (Liang et al., 2021).

O tratamento com RT esta associado a melhor qualidade de vida e a um beneficio
de sobrevida em casos de GBM. Ultimamente a radiagéo utilizada tem diferentes tipos,
porém o padrdo é a que se utiliza de um feixe externo, feita por cinco dias por semana,
com duracdo entre cinco ou seis semanas, onde, em casos de GBM é feita diretamente no
local e na area ao redor do tumor, considerando que uma radiacdo local ainda pode ser
usada com o intuito de aumentar a convencional, visando o tratamento do tumor e

protecdo de celulas saudaveis, presentes nas regides que o rodeiam (Reinke, 2019).
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Os agentes antineoplasicos usados no tratamento de GBM mais comuns Sa0 uso
de derivados de platina como cisplatina e carboplatina, nitrosureias como carmustina e
lomustina, e principalmente agentes alquilantes como temozolomida (TMZ), dacarbazina
e procarbazina. Ainda existem esquemas que utilizam irinotecano, vincristina,
hidroxiureia e cloroquina (Batista Netto; Silva; Nascimento, 2019).

O protocolo mais utilizado pos resseccao cirurgica consiste em secdes de RT
concomitante ao farmaco antineoplasico TMZ {3-metil-4-oxoimidazo-[5,1-d]-[1,2,3,5]-
tetrazina-8-carboxamida} (Ylanan et al., 2021), derivado da dacarbazina, € um pro-
farmaco e apo6s ser hidrolisado no plasma se torna convertido em 5-(3-metiltriazen-1-
il)imidazol-4-carboxamida (MTIC), seu metabdlito ativo (Figura 17) (Yan et al., 2016).
A dose utilizada é de 75mg/m? diarias num periodo de seis semanas juntamente com a
RT, utilizando pausas por volta de quatro semanas, com uso de seis ciclos de
consolidagdo. As doses de 150 mg/m? e de 200mg/m? também sio empregadas
respectivamente, no primeiro ciclo e do segundo ao sexto ciclo, com pausas de 23 dias
(Batista Netto; Silva; Nascimento, 2020). Mesmo com a agressividade do tratamento
frente as células malignas, o progndstico ainda permanece ruim com mediana de
sobrevida livre de progressao de 6,2-7,5 meses e mediana de sobrevida global de 14,6-
20,5 meses (Ylanan et al., 2021).

Figura 17 — Conversdo de TMZ em MTIC.
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Fonte: Adaptado de Clementino Neto, 2019.

O TMZ é um derivado da mitozolamide, que age como quimioterapico alquilante,
e seu mecanismo de ac¢do ocorre pela metilagdo do DNA, esgotando MGMT, fundamental
enzima de reparo, 0 uso oral demonstra boa capacidade de penetracdo. Devido a
propriedade lipofilica, atravessa a BHE, e assim, consegue agir em tumores do SNC e

metastases cerebrais. Tem alta atividade antitumoral e alguns estudos demonstram que
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dentre outros farmacos é 0 esquema que menos apresenta efeitos toxicologicos em
tratamento de gliomas de alto grau, com efeitos adversos relacionados a toxicidade
hematoldgica e nauseas, porém a resposta clinica ndo demonstra total eficiéncia (Godoy,
2018); (Reikne, 2019).

Alguns tratamentos injetaveis ou implantaveis, que utilizam a tecnologia de
liberagéo sustentada, tém sido administrados na cavidade de ressecgéo do tumor, como o
farmaco carmustina, no entanto, foram observadas poucas vantagens para os pacientes,
devido aos frequentes efeitos colaterais emergentes e ainda, o tempo de sobrevida que foi
prolongado em somente dois meses (Liang et al., 2021). A carmustina empregada, possui
variacdo de apresentacdo como implantes sélidos biodegradaveis, posicionados sobre a
cavidade cirdrgica apds resseccao, liberando topicamente o farmaco por 21 dias, embora
demonstrem eficacia, deflagram efeitos como convulsées, infec¢cbes no SNC, edemas
intracranianos e ainda atrasa a cicatrizacao decorrente da resseccao (Batista Netto; Silva;
Nascimento, 2020).

A escolha principal como uso extensivo do TMZ, disponibiliza opc¢Ges vidveis
apenas em casos de intolerancia ou progressao e reincidiva tumoral, dentre esses farmacos
como exemplo, 0 uso de irinotecano, etoposideo e cisplatina, tem modesta eficacia como
antineoplaticos terapéuticos adjuvantes. A carmustina e também a lomustina, utilizados
como outros esquemas, ainda empregam efeitos toxicos que podem causar nos pacientes
vomitos, nduseas, erupcdes cutaneas, miolossupressao e fibrose pulmonar, inviabilizando
a preferéncia na terapia (Batista Netto; Silva; Nascimento, 2020).

A imunoterapia também tem sido empregada no tratamento de GBM progressivo
e recorrente de pacientes que ndo responderam ao tratamento de RT com TMZ. O farmaco
bevacizumabe, anticorpo monoclonal, tem sido utilizado desde o ano de 2009 como
agente Unico, que age diminuindo a vasculatura tumoral através do efeito direto no VEGF
extracelular, que resulta em queda da angiogénese e tumorigénese. O acompanhamento
clinico demonstra algumas falhas no tratamento, que podem estar relacionadas a baixa
eficacia do bevacizumabe em atravessar a BHE, fazendo com que sejam necessarias
varias administracbes do farmaco, além da citotoxicidade fora do alvo tumoral causar
aumento de reacdes adversas, e desisténcia da continuidade do tratamento por parte dos
pacientes (Sousa et al., 2019).

O uso de procedimentos agressivos como cirurgia, RT e QT, contudo, aponta
ainda pouco aumento na sobrevida de pacientes com gliomas malignos, o que por sua vez

é relacionado a gliomas de alto grau, demonstrando recorréncia do tumor, o que corrobora
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com a extrema necessidade de desenvolver novas estratégias terapéuticas para prolongar
a sobrevida dos pacientes e melhorar sua qualidade de vida. Novos esquemas terapéuticos
precisam ser descobertos para uma escolha quimioterapica mais adequada, com foco em
béasicos efeitos quimioterapicos, eficazes e seguros, no intuito de otimizar a evolucédo do

tratamento do cancer (Cetin; Biltekin; Degirmencioglu, 2019).
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4.2 Objetivos

4.2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antitumoral em glioblastoma de derivados sintéticos
antraquindnicos: ENSJ 650, ENSJ 841, ENSJ 842, ENSJ 845, ENSJ 848, ENSJ 849,
ENSJ 850, ENSJ 851 e ENSJ 854 atraves de modelos experimentais in vitro.

4.2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o potencial antitumoral in vitro dos derivados sintéticos antraquinénicos
sobre a viabilidade de glioblastomas da linhagem GBMO02;

e Avaliar o efeito citotoxico dos derivados sintéticos antraquindnicos sobre
mononucleares sanguineas periféricas (mondcitos e linfocitos);

e Auvaliar a acdo dos derivados sintéticos antraquinbnicos sobre 0s aspectos
morfoldgicos de glioblastomas da linhagem GBMO02,;

e Auvaliar a acdo dos derivados sintéticos antraquindnicos sobre a migracédo celular

de glioblastomas da linhagem GBMO02.
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4.3 Material e métodos

4.3.1 Obtencdo das substancias teste
As mesmas estruturas derivadas antraquindnicas utilizadas nos ensaios para
averiguacdo da atividade leishmanicida (Tabela 1), foram submetidas também aos

ensaios antitumorais de glioblastoma.

4.3.2 Substancias e Reagentes

Temozolomida (TMZ, Sigma-Aldrich), Penicilina/Estreptomicina (Sigma-
Aldrich), meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI, Sigma-Aldrich), meio
de cultura Dulbecco’s Modified Eagle/F12 (DMEM/F12, Gibco), soro fetal bovino (SBF,
CUT-LAB), tampao fosfato salina (PBS, Sigma-Aldrich), aminoacidos ndo essenciais
(Sigma-Aldrich), piruvato (Sigma-Aldrich), L-Glutamina (Sigma-Aldrich), Tripsina
(Sigma-Aldrich), Dimetilformamida (DMF 0,1%, Sigma-Aldrich), Dimetilsufoxido
(DMSO 0,1%, Sigma-Aldrich), Triton™ X-100, [3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio] (MTT, Sigma-Aldrich), Histopaque (Sigma-Aldrich), Metanol (Sigma-
Aldrich), Teste de coloracdo panotico rapido (Laborclin), Balsamo do Canada

(Dinamica), etanol 70% (Ciclo Farma).

4.3.3 Manutencdo das células

4.3.3.1 Glioblastoma GBMO02

Culturas de células de glioblastoma GBMO02, foram cedidas pelo Prof. Dr. Vivaldo
Moura Neto do Instituto Estadual do Cérebro Paulo Niemeyer (IECPN-RJ). A linhagem
de tumor humano foi adquirida a partir de amostras cirdrgicas, no laboratorio pertencente
ao Departamento de Anatomia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), com a devida aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF-RJ), sob o
protocolo CEPHUCFF No. 002/01. As células de GBMO02 foram cultivadas em garrafas
de cultura com 10 mL de meio Dulbecco’s Modified Eagle/F12 (DMEM/F12),
suplementadas com 10% (v/v) de SBF, 1% (v/v) de L-glutamina, 1% (v/v) de piruvato e
0,1% (v/v) de penicilina/estreptomicina, e mantidas com atmosfera de 5% de CO2a 37°C
e 95% de umidade. No momento dos experimentos as células foram depositadas em tubos

Falcon para posterior centrifugagcéo por 4 minutos em temperatura de 3°C a 1500 rpm,
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logo apos foi descartado o sobrenadante, e o pellet formado foi ressuspenso em meio
DMEM/F12. Para o plaqueamento das células, a amostra foi diluida em meio DMEM/F12
(1:100), e a contagem realizada em cdmara de Neubauer, sob microscépio optico em
objetiva de 40x (Nikon Eclipse Si).

4.3.4 Avaliagéo da atividade antitumoral in vitro

4.3.4.1 Ensaio de viabilidade de GBMO02 pelo método de MTT (Mosmann, 1983)

O ensaio possui 0 mesmo embasamento do realizado com macréfagos da
linhagem J774.Al1. Foram usadas placas de 96 pocos onde as células GBMO02 foram
plaqueadas, utilizando a concentracdo de 6x10° células a cada 100 pL de meio
DMEM/F12, em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2, em over night para melhor
aderéncia antes do tratamento. As células foram tratadas com as substéncias teste nas
concentragdes de 100, 30, 10, 3, 1 ¢ 0,3 uM, além do farmaco padrdo: TMZ nas
concentragdes de 0,01, 0,1, 1, 10, 30, 100, 300, 600 e 900 uM, e ainda os controles:
DMEM/F12 (meio), DMF 0,1% (solvente), DMSO 0,1% (solvente) e lise (Triton™ X-
100).

Apos o tratamento, as células foram mantidas sob as mesmas condicGes descritas
anteriormente por um periodo de 48 h e 72 h. Ao término do periodo de incubacéo, o
sobrenadante foi descartado e foi adicionado a cada pogo 50 pL de solugdo de MTT a 0,5
mg/mL e reincubadas por 2 h em estufa, sob temperatura controlada (37°C) e 5% de COa,
para que ocorra a reacdo de reducdo do MTT a Formazan. 2 h antes da adicdo do MTT, o
sobrenadante foi desprezado nos pogos com o controle de lise e adicionado Triton™ X-
100. Logo ap6s a reincubacdo, o sobrenadante foi desprezado e as células foram lisadas
com 50 pL de DMSO. Por fim, para a avaliacdo quantitativa, os pocos foram analisados
em um leitor de microplacas no comprimento de onda 530 nm (ThermoPlate) (Figura
18).

A concentragdo de cada derivado responsavel por inibir 50% da viabilidade de
GBMO02 (Clsp), em 48 e 72 h, foi calculada baseada em uma comparacdo com o controle
DMF 0,1% (controle do veiculo na maior concentracao, cujas células foram consideradas

100% viaveis).
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Figura 18 — Esquematizacéo do ensaio de viabilidade de GBMO02 pelo método de MTT.
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Fonte: Autor, 2023.

4.3.4.2 Ensaio de avaliacdo do efeito citotoxico dos derivados antraquinénicos sobre
células mononucleares sanguineas periféricas (mondcitos e linfécitos) (Ulmer et al.,
1984)

Amostras de sangue periférico foram coletadas a partir de bolsas de sangue de
doadores voluntarios do Hospital Universitario Professor Alberto Antunes
(HUPAA/UFAL), com aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(CEP), pela Plataforma Brasil, sob o protocolo de nUmero: 6.094.651/2023.
Posteriormente, essas amostras foram diluidas em PBS 0,1M em volumes iguais,
formando uma solucdo, a qual foi adicionada a um tubo falcon que continha histopaque®,
em proporcao de 2:1. Apds, as amostras foram centrifugadas a 2.837rpm, por um periodo
de 30 minutos a uma temperatura de 26°C, que devido a densidade do histopaque®,
dividiu-se formando diferentes camadas visiveis: inferior contendo hemé@cias;
intermediaria contendo células mononucleares sanguineas e histopaque®; e superior
contendo soro. A partir de entdo, a regido intermediaria foi removida e submetida a mais
duas centrifugagdes de 10 minutos cada, a 2.136 e 1.638 rpm em temperatura de 26 °C,
para que o histopaque® fosse totalmente eliminado e restasse apenas as células
sanguineas, mondcitos e linfocitos.

As solugdes com mondcitos e linfdcitos isolados, na concentragio de 4x10°
células por 50uL, foram cultivadas em placas de 96 pogos com meio RPMI. Logo em

seguida, as células foram tratadas com as substancias teste nas concentragdes de 100, 30,
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10, 3, 1 ¢ 0,3 uM, além do farmaco padrdo: TMZ nas concentracdes de 0,01, 0,1, 1, 10,
30, 100, 300, 600 e 900 uM, e ainda os controles: DMEM/F12 (meio), DMF 0,1%
(solvente), DMSO 0,1% (solvente) e lise (Triton™ X-100), posteriormente incubadas em
estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO., durante o periodo de 72 horas.

Ap0s a incubacdo, foi adicionado 20 uL de MTT (5mg/mL) por cada poco, e estas
novamente incubadas durante 4 horas em estufa, nas mesmas condicGes citadas
anteriormente. Logo apos a reincubac&o, o sobrenadante foi desprezado e as células foram
lisadas com 200 pL de DMSO e ocorrer a reacdo. Por fim, passados 20 minutos, para a
avaliacdo quantitativa, os pogos foram analisados em um leitor de microplacas no

comprimento de onda 550 nm (ThermoPlate), descrito na Figura 19.

Figura 19 — Esquematizacdo do ensaio de avaliacdo do efeito citotoxico dos derivados

antraquinoénicos sobre células sanguineas mononucleares sanguineas periféricas (monocitos

e linfocitos).
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Fonte: Autor, 2023.

4.3.4.3 Avaliacdo da seletividade dos derivados antraquinénicos sobre GBMO02

O calculo do indice de seletividade dos DSAQs, foi realizado para avaliar se sua
acao é maior em GBMO02 do que em células mononucleares sanguineas. Assim como para
acdo leishmanicida, quanto maior o valor numérico de IS, mais seletivo o derivado sera

para GBMO2, utilizando-se da mesma férmula para calculo.
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4.3.4.4 Ensaio de avaliacéo do efeito dos derivados antragquindnicos sobre a morfologia
de GBMO02

As células de GBMO02 foram plaqueadas na concentragdo de 6x10% células por
poco, contendo 500 pL de DMEM/F12, em placas de 24 pocos contendo laminulas de 13
mm aderidas. Os tratamentos foram realizados, ap6s incubacdo das células por 24 horas
para que estas ficassem aderidas. Os derivados ENSJ 650, 845, 848 e 854 foram utilizados
nas concentragOes de suas respectivas Clso e %2 Clso: 20 e 10 uM; 70 e 30 uM; 70 e 30
UM e 80 e 40 uM, além de TMZ na concentracdo de 300 pM, seguindo da incubacao
destas placas nas mesmas condicdes ja descritas, em estufa de CO, por um periodo de 72
horas.

Transcorrido as 72 horas, o sobrenadante foi retirado e as células lavadas com
PBS, trés vezes seguidas, e fixadas com metanol durante 2 minutos. Na sequéncia as
células fixadas foram coradas com pandtico rapido® (triarilmetano a 0,1%, xantenos a
0,1% e solucdo de tiazinas 0,1%). Ao final da coloracédo as laminulas foram lavadas com
agua destilada, secas durante um over night de 24 horas, e coladas nas laminas com
balsamo do Canada®. As microfotografias representativas do aspecto morfoldgico de
GBMO02 apobs os tratamentos foram obtidas através de microscépio Optico, nas objetivas

de 10x e 40x como mostra a Figura 20.

Figura 20 — Esquematizagéo do ensaio de avalia¢éo do efeito dos derivados antraquin6nicos
sobre a morfologia de GBMO02.
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Fonte: Autor, 2023.
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4.3.4.5 Ensaio de avaliacdo do efeito antimigratorio dos derivados antraquindnicos
sobre GBMO2 — “Scratch” (Lyang; Park; Guan, 2007)

O ensaio de Scratch foi realizado, a partir do plaqueamento das células de GBMO02
em placas de 24 pogos, na concentragdo de 1x10° células por pogo, com 400 pL de
DMEM/F12. Apo6s over night as células sdo aderidas aos pocos, e espera-se que atinja
uma confluéncia nos pogos, entre 90 a 95%, para que seja realizado o ensaio.
Primeiramente realiza-se um risco na vertical, com uma ponteira de 200 pL, no centro de
cada poco, no intuito de formar uma regido sem células, apds, o sobrenadante é retirado,
para eliminar células em suspensdao e em seguida é colocado mais 400 pL meio
DMEM/F12, esse momento é denominado TO para que sejam realizadas microfotografias
de cada poco, com o auxilio de microscopio Optico invertido, nas objetivas de 4x, e
marcando o local fotografado.

O tratamento € seguidamente realizado com os derivados ENSJ: 650, 845, 848 e
854, na concentracgdo de suas respectivas %2 Clso: 10 uM; 30 uM; 30 uM e 40 uM, TMZ
na concentragdo de 100 uM, DMF 0,1% e meio DMEM/F12, estes suplementados sem
presenca de soro fetal bovino, no intuito de evitar ou minimizar a proliferacéo celular, o
que poderia gerar um viés para a investigacdo de possivel efeito antimigratorio. Apos este
passo, as placas foram armazenadas nas mesmas condi¢des ja citadas em estufa de CO»,
por um periodo de 24 horas. Passado o periodo de incubacéo, foi realizada a segunda
captura de imagens e T24, das mesmas areas fotografadas anteriormente, utilizando o
mesmo microscopio e objetiva, realizando a verificacdo qualitativa da resposta
subsequente dos tratamentos sobre a migracdo de GBMO02 para regido que estava sem
celulas (Figura 21).
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Figura 21 — Esquematizacao do ensaio de avaliacéo do efeito antimigratorio dos derivados

antraquinoénicos sobre GBMO02.
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Fonte: Autor, 2023.

A andlise quantitativa, foi determinada com o auxilio do programa ImageJ®, que
determina a area vazia dos pocos no TO e T24, juntamente com a porcentagem de inibicéo
da migracdo celular nos diferentes grupos de tratamentos, sendo obtida de maneira

indireta considerando tais areas, e utilizando a seguinte férmula:

% de migracio de GBMO02 = 100 — Area vazia em T24 x 100
Area vazia em TO

4.3.5 Andlise estatistica

Os resultados obtidos serdo expressos como média + erro padrao da média (e.p.m.)
e as diferencas estatisticas entre as médias dos grupos foram analisadas utilizando a
Anélise de Variancia (ANOVA) seguido do teste de Dunnet. Os valores dos resultados
foram considerados significativos quando *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001. As analises
foram realizadas no software GraphPad Prism® versio 7.

As imagens de microscopia optica do ensaio de morfologia, obtidas de campos
microscopicos aleatorios, e do protocolo do scratch, foram analisadas utilizando o

software Fiji ImageJ®, versdo 2.0.0/2015.
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4.4 Resultados

4.4.1 Ensaio de viabilidade de GBMO02 pelo método de MTT

O ensaio de acdo antitumoral sobre GBM foi realizado apos 48h de tratamento
(Tabela 6), e ap6s 72 h (Tabela 7). Apos 48h, o TMZ, farmaco padrao utilizado, nao
demonstrou atividade, onde ndo foi possivel demonstrar sua Clso € sua porcentagem de
citotoxicidade méxima na maior concentracdo utilizada (900uM). Para os DSAQs, nao
foi possivel obter a Clso, pois suas citotoxicidades maximas ndo chegaram a 50%. No
momento de 72h ap6s o tratamento, 0 TMZ também continuou nas mesmas condicdes, e
dentre os DSAQs ENSJ650, 845, 848 e 854 demonstraram efeito antitumoral, no qual
destaca-se ENSJ650 com Clso de 22,00+2,83 UM e citotoxicidade maxima de 56,71+2,55.
ENSJ845, 848 e 854 demonstraram Clso de 75,00£4,24, 76,50+9,19 e 84,00+4,24uM,
respectivamente e citotoxicidade maxima de 54,93+3,39, 55,90+5,67 e 56,14+3,74%,

respectivamente.

Tabela 6 - Efeito dos derivados sintéticos antraquindnicos, todos nas concentracdes de 0,3,
1, 3,10, 30 e 100 uM, e da TMZ, nas concentrac6es de 0,01, 0,1, 1, 10, 30, 100, 300, 600 e 900
UM, sobre a viabilidade de glioblastomas da linhagem GBMO02, apds 48h, no ensaio de MTT.

Substancias Clso (UM £ E.P.M.)? Citotoxicidade Maxima
(% + E.P.M.)°
T™Z >900 NT

ENSJ 650 >100 42,31 £ 2,09***
ENSJ 841 >100 22,91 £ 2. 27***
ENSJ 842 >100 28,52 + 4,14***
ENSJ 845 >100 28,36 = 6,98***
ENSJ 848 >100 35,90 + 3,13***
ENSJ 849 >100 43,11 + 4,72*%**
ENSJ 850 >100 44,23 + 1,44%**
ENSJ 851 >100 23,24 + 10,38***
ENSJ 854 >100 47,11 £ 1,36***

Fonte: Autor, 2023.

Notas: Os resultados referem-se a: a —a Concentracdo Inibitéria de 50% (Clso) calculada através de curvas
concentragdo-resposta toxica. b — Média * erro padrdo da média da citotoxicidade méxima em triplicatas
de um experimento representativo. Os valores foram considerados significativos quando ***p < 0,001,
comparado ao grupo DMF usando One-way ANOVA seguido do teste de Dunnett.

NT: Néo determinado Citotoxicidade méaxima para células até a concentracdo de 100uM em comparacéo
com o grupo DMF.
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Tabela 7 - Efeito dos derivados sintéticos antraquindnicos, todos nas concentracdes de 0,3,
1, 3,10, 30 e 100 uM, e da TMZ, nas concentracdes de 0,01, 0,1, 1, 10, 30, 100, 300, 600 e 900
UM, sobre a viabilidade de glioblastomas da linhagem GBMO02, ap6s 72h, no ensaio de MTT.

Substéancias Clso (UM = E.P.M.)? Citotoxicidade Maxima
(% + E.P.M.)
T™™Z >900 NT

ENSJ 650 22,00 £ 2,83 56,71 £ 2,55***
ENSJ 841 >100 29,80 £ 5,58***
ENSJ 842 >100 31,44 + 4,26***
ENSJ 845 75,00 + 4,24 54,93 + 3,39***
ENSJ 848 76,50 £ 9,19 55,90 £ 5,67***
ENSJ 849 >100 33,01 £ 6,94***
ENSJ 850 >100 29,04 + 1,19***
ENSJ 851 >100 31,08 * 3,64***
ENSJ 854 84,00 £ 4,24 56,14 + 3,74***

Fonte: Autor, 2023.

Notas: Os resultados referem-se a: a —a Concentracdo Inibitdria de 50% (Clso) calculada através de curvas
concentragdo-resposta toxica. b — Média * erro padréo da média da citotoxicidade méxima em triplicatas
de um experimento representativo. Os valores foram considerados significativos quando ***p < 0,001,
comparado ao grupo DMF usando One-way ANOVA seguido do teste de Dunnett.

NT: Ndo determinado Citotoxicidade maxima para células até a concentracdo de 100uM em comparacao
com o grupo DMF.

4.4.2 Ensaio de avaliacdo do efeito citotdxico dos derivados antraquindnicos sobre células
mononucleares sanguineas periféricas (mondcitos e linfocitos)

A Tabela 8 demonstra a viabilidade celular, ap6s tratamento com 0s DSAQs e 0
farmaco padrdo TMZ, de células mononucleares sanguineas periféricas (PBMC)
(mondcitos e linfécitos). TMZ ndo demonstrou citotoxicidade estatisticamente
significativa no ensaio realizado, assim também como a maioria dos DSAQs, com
porcentagens menores que 15%, e CCso maior que a concentragdo maxima utilizada (100
KUM). ENSJ848, 851 e 854 obtiveram maiores reducdes na populacdo total de células,

14,48+6,20, 18,72+7,24% e 16,37 + 3,00%, respectivamente.
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Tabela 8 - Efeito dos derivados sintéticos antraquindnicos, todos nas concentracdes de 0,3,
1, 3,10, 30 e 100 uM, e da TMZ, nas concentracdes de 0,01, 0,1, 1, 10, 30, 100, 300, 600 e 900

UM, sobre a viabilidade de células mononucleares sanguineas periféricas (mondcitos e

linfocitos).
Substéancias CCso (UM £ E.P.M.)? Citotoxicidade Maxima
(% £ E.P.M.)°
T™™Z >900 NT
ENSJ 650 >100 421+519
ENSJ 841 >100 12,65 + 4,37
ENSJ 842 >100 11,27 £ 6,45
ENSJ 845 >100 1,18 £ 3,74
ENSJ 848 >100 14,48 * 6,20*
ENSJ 849 >100 1,64 £ 3,29
ENSJ 850 >100 4,66 £2,21
ENSJ 851 >100 18,72 £ 7,24**
ENSJ 854 >100 16,37 + 3,00*

Fonte: Autor, 2023.

Notas: Os resultados referem-se a: a—a Concentracao Citotoxica de 50% (CCso) calculada através de curvas
concentragdo-resposta toxica. b — Média * erro padréo da média da citotoxicidade méxima em triplicatas
de um experimento representativo. Os valores foram considerados significativos quando *p < 0,05, **p <
0,01, comparado ao grupo DMF usando One-way ANOVA seguido do teste de Dunnett.

NT: Ndo determinado Citotoxicidade maxima para células até a concentracdo de 100uM em comparacao
com o grupo DMF.

4.4.3 Avaliacéo da seletividade dos derivados antraquinonicos sobre GBM02

A seletividade avaliada com relagdo ao DSAQs e sua acdo em GBMO02 e em
monacitos e linfdcitos esta expressa na Tabela 9. Foi possivel identificar que os DSAQs
demonstram seletividade para células de GBM, com ENSJ845, 848 e 854 expressando
respectivos IS, maiores que 1,33, 1,31 e 1,19 vezes mais seletivos para GBMO02 do que
para células sanguineas. O destaque dentre os derivados foi ENSJ650 que possuiu IS
maior que 4,55 vezes mais seletivo para GBMO02 do que para mondcitos e linfocitos. A
TMZ apresentou Clsp maior que 900 uM, e os outros DSAQs apresentaram Clso maiores

que 100 uM, ndo sendo possivel realizar o calculo de IS.
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Tabela 9 — Indice de seletividade dos derivados sintéticos antraquindnicos e da TMZ para
citotoxicidade em glioblastomas da linhagem GBMO02 versus células mononucleares

sanguineas periféricas (mondcitos e linfocitos).

Substancias *|S para GBMO02
T™™Z -
ENSJ 650 >4,55

ENSJ 841 -
ENSJ 842 -
ENSJ 845 >1,33
ENSJ 848 >1,31
ENSJ 849 -
ENSJ 850 -
ENSJ 851 -
ENSJ 854 >1,19

Fonte: Autor, 2023.

Notas: *1S: indice de Seletividade. Calculado a partir da razdo entre os valores de CCs de células
sanguineas (mondcitos e linfocitos) e Clso de glioblastomas GBMO2 (apds 72 horas). (-): A substancia nao
desenvolve efeito deletério em GBMO02 (ap6s 72 horas) ou células sanguineas.

4.4.4 Ensaio de avaliacdo do efeito dos derivados antraquinénicos sobre a morfologia de
GBMO02

Os DSAQs que se mostraram mais ativos para acao antitumoral sobre GBMO02,
menor citotoxicidade em mondcitos e linfocitos, foram selecionados para avaliacdo de
alteracfes no aspecto morfoldgico. As células tumorais foram tratadas com os DSAQs
ENSJ650, 845, 848 e 854, e ap06s 72 horas foram avaliadas as estruturas celulares.

Na Figura 22A pode-se observar que as células que receberam tratamento com 0s
solventes DMSO 0,1% e DMF 0,1% apresentam sua morfologia protoplasmatica, com
prolongamento alongados que sdo caracteristicas tipicas celulares de GBMO02, assim
como a TMZ, na dose de 300 uM, que ndo alterou morfologicamente essas células
tumorais. As imagens relacionadas com os tratamentos com o0s DSAQs, nas
concentragOes referentes as suas Clso e %2 Clso: ENSJ650 em 20 e 10 uM, ENSJ845 e 848
em 70 e 30 uM e ENSJ854 em 40 e 80 uM, apontam redugdo no nimero de células,
morfologia atipica juntamente com citoplasma celular arredondado (setas vermelhas) e
aparecimento de debris (setas brancas). Destaque para o derivado ENSJ650, que
apresenta resultado de citotoxicidade tumoral em menores concentragoes.

Os tratamentos com o0s DSAQs, também ocasionaram perda de contetdo
citoplasmatico através do rompimento da membrana nuclear, com extravasamento do seu
contetido (setas azuis), e formacdo de vacuolos citoplasmaticos (setas verdes) (Figura

22B), principalmente nas maiores concentragdes utilizadas.
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Figura 22 — Microfotografias representativas dos efeitos dos derivados antraquinénicos e
da TMZ sobre a morfologia de GBMO02.
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ENSJ854 80 uM ENSJ854 40 uM
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Fonte: Autor, 2023.

Notas: Imagens de células de GBMO02, na concentracdo de 1x10° células por poco, tratadas com ENSJ650,
845, 848 e 854, por 72h, corados com pandptico rapido. A analise dos aspectos morfoldgicos de GBMO02,
foi realizada através de microfotografias obtidas em microscopio Optico, no aumento de 10x (A) e 40x (B).
As setas coloridas indicam: vermelhas — células com citoplasma arredondado ou amorfas; brancas — debris
celulares; verdes — vacuolos citoplasmaticos/ perda de conteldo; azuis — rompimento de membrana nuclear/
extravasamento de contetdo.

4.4.5 Ensaio de avaliacdo do efeito antimigratorio dos derivados antraquindnicos sobre
GBMO02 — “Scratch”

No ensaio de avaliacéo do efeito antimigratorio sobre GBMO02, foram utilizados,
assim como no ensaio de avaliacdo da morfologia celular, os DSAQs ENSJ650, 845, 848
e 854, devido a sua provavel atividade citotoxica sobre GBMO02, além de ndo apresentar
efeito deletério em mondcitos e linfocitos, como analisados nos ensaios anteriores, assim
sendo, possuem maior seletividade para células tumorais.

A migracé&o celular, passadas 24 horas de tratamento com os DSAQSs, demonstrou
tendéncia a diminuicdo, comprovado visualmente quando comparado os dois tempos (TO
e T24) observando as microfotografias (Figura 23), principalmente no tratamento com
ENSJ650, o que mais reduziu estatisticamente significativa (***p<0,001) a capacidade
migratdria dessas células em menor concentracdo, com 16% de migracdo (Figura 24).
ENSJ845 migrou 29,38%, ENSJ848 migrou 51,14% e ENSJ854 migrou 51,85%, em
relagdo ao grupo controle DMF 0,1%, reduziram a capacidade de migragéo de forma
estatisticamente significativa (***p<0,001, **p<0,01). O farmaco TMZ, ndo demonstrou
inibicdo da migracgdo celular, mantendo o perfil de deslocamento, e migrando 85,22% de

células em tratamento, ndo demonstrando efeito antimigratério.
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Figura 23 - Microfotografias representativas dos efeitos dos derivados sintéticos

antraquinénicos e TMZ sobre a migracio de GBMO02.
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Fonte: Autor, 2023.
Notas: Andlise qualitativa da migracdo de GBMO2 realizada através de microfotografias obtidas em
microscépio optico invertido, no aumento de 4x.
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Figura 24 — Efeito dos derivados sintéticos antraquindnicos e da TMZ sobre a migracéo de
GBMO02.

100 A
N 85,22%
=) iy
= 80
e}
O]
2 604
'3
S 40-
k=2 16%
= 204 ek
X
0 . ,
O
@Q 0§ Q§
N N
%Q
Sb
&
2
C
100+ B 100+ .
o 85,22% N 85_,'2_2/0
S s — = 801
8 O 51,85%
L 60+ 51,14% L 60 T
: g
zg’“ 40 o 40-
=y 5
= 204 > 20-
X X
0 T 0
(©)
N\
¥ o
o@

Fonte: Autor, 2023.

Nota: A — Efeito do ENSJ650 na concentragdo 10 pM e TMZ na concentragdo de 100 pM; B — Efeito dos
ENSJ845 e ENSJ848 na concentragdo de 30 pM e TMZ na concentragdo de 100 pM; C — Efeito do
ENSJ854 na concentracdo de 40 pM e TMZ na concentracdo de 100 pM. Os valores de porcentagem de
migracdo de GBMO02 foram significativos quando **p<0,01 e ***p < 0,001 em relagdo ao grupo DMF
0,1%, usando One-way ANOVA seguido do teste de Dunnet.
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4.5 Discusséo

O GBM é um dos tumores mais letais que cometem individuos, em que mesmo
com o tratamento a sobrevida média dos pacientes é relativamente baixa. Os tratamentos
disponiveis apresentam inumeras barreiras, principalmente falta de eficacia, pois as
células possuem resisténcia, e seguranca, devido a alta citotoxicidade em células
saudaveis do organismo em que atuam. Existe um cenario, com grande evolugéo e vasta
gama de estudos voltados ao desenvolvimento de novos farmacos, pois é de extrema
urgéncia preservar a qualidade de vida dos pacientes em farmacoterapias prontamente
eficazes (Lim et al., 2020).

A acdo de novos farmacos, vem sendo debatida a partir do pressuposto em que
moléculas testadas, para serem promissores, devem possuir uma espécie de multiacéo,
com varios alvos farmacoldgicos, o que de pronta partida é encontrado em derivados
quinoénicos, por exemplo, de origem natural, que conseguem o feito de atuar em inimeras
modalidades terapéuticas (Espinosa-Bustos et al., 2019).

A descoberta de novos farmacos, tem cada vez mais se voltado a produtos de
origem natural, devido a adequacédo de metodologias modernizadas e eficazes, para essa
identificacdo, encaminhando o processo a um patamar onde pode-se acompanhar o
avanco de doengas, caracterizadas por necessitar de especificidade, efetividade e
seguranca. Com isso, ensaios que garantem analisar atividades citotdxicas, eficacia,
seletividade e elucidacdo de provaveis mecanismos de acdo, se destacam, como é o0 caso
de ensaios in vitro. O sucesso na obtencdo de resultados confiaveis € uma das
caracteristicas associadas aos ensaios bioldgicos in vitro, devido a viabilidade e
reproducdo favoravel de diversas linhagens celulares em tecidos distintos disponiveis
(Gonzalez et al., 2020).

Os ensaios realizados para avaliar a atividade antitumoral dos DSAQs, frente a
GBM, foram realizados primeiramente com o ensaio de viabilidade de GBMO02,
utilizando-se do método colorimétrico MTT. O ensaio foi realizado primeiramente, com
a exposicao das células ao tratamento por 48 horas, mediante a agdo esperada, 0s DSAQs
reduziram estatisticamente significativa (*p<0,001) a viabilidade tumoral na maior
concentracdo utilizada (100 pM), porém néo foi possivel o célculo de Clsp, devido a
citotoxicidade celular ndo alcancar 50% da populacdo de células. Os resultados de
citotoxicidade maxima foram mais expressivos do que a TMZ. Analisando os resultados,
uma tendéncia a efeito antitumoral com 48 horas, seria dos DSAQs ENSJ650, 849, 850 e

854, devido a esse fator, o ensaio foi realizado com o tratamento perdurando por 72 horas.
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No ensaio de viabilidade celular de GBMO02 apos 72 horas, foi possivel observar
um efeito antitumoral estatisticamente significativo (***p<0,001), porém os derivados
que puderam reduzir metade da populacéo celular e obter suas Clsp foram ENSJ650, 845,
848 e 854, para os demais nédo foi possivel o célculo da Clsg. ENSJ650 demonstra entre
os derivados, uma menor concentracdo para reduzir 50% da populacéo tumoral de células.

Sirazhetdinova et al. (2020) testou uma série de derivados antraquindnicos, com
substituicdes estruturais para formacao de hidroxiquinonas, frente a GBM da linhagem
SNB-19, utilizando o método de MTT, ap6s 72 horas de tratamento, obteve-se Clsg entre
5,77£0,23 e 41,8+5,27 puM, demonstrando atividade antitumoral destes compostos,
corroborando com resultados encontrados para linhagem de GBMO2 frente ao tratamento
com os DSAQs. Yang et al. (2021) ao analisar Coenzima QO, uma benzoquinona,
observou-se que ela conseguiu inviabilizar células de GBM da linhagem GBM&8401, pelo
método de MTT ap0s 24 horas de tratamento, obtendo uma Clso de 16,3 pM, confirmando
o potencial de derivados de quinonas a provavel inibi¢do tumoral.

A acdo antitumoral com reducéo da viabilidade dessas células é o ponto inicial
para pesquisa de novas substancias antineoplasicas, porém é de grande necessidade, cada
vez mais, que esses novos farmacos ndo afetem as células saudaveis do organismo
humano. Visto isso, foi-se necessario a realizacdo do ensaio de avaliagdo do efeito
citotoxico dos DSAQs sobre células mononucleares sanguineas periféricas (mondcitos e
linfdcitos), utilizando o ensaio colorimétrico de MTT.

O ensaio de avaliacdo da viabilidade de PBMC ap0s o tratamento com 0s DSAQs
e a TMZ, foi realizado apds 72 horas, tempo determinado de possivel acdo antitumoral
destes derivados, e demonstrou que o farmaco padrdo TMZ, ndo desenvolveu atividade
citotoxica, assim como o0s derivados, apenas ENSJ848, 851 e 854 reduziram
estatisticamente significativa (*p<0,05, **p<0,01) na maior concentracdo utilizada (100
HUM) a porcentagem de células, porém nenhum dos DSAQs reduziu 50% a populacdo
celular, demonstrando CCsg >100 uM, e indicando que as modificagdes estruturais
realizadas para formacdo dos DSAQs, ndo trouxeram efeitos citotoxicos.

Walter e seus colaboradores (2020) submeteram a quinona estilpondina ao ensaio
de PBMC, e obtiveram como resultado estatisticamente significativo, uma baixa atividade
deletéria dessas celulas, e ainda em outro ensaio foi comprovado que ndo demonstraram
efeito hemolitico, e entdo, ndo desenvolvendo efeito nocivo a PBMC. Assim
corroborando com os dados obtidos através do ensaio com 0s DSAQs, que também

apresentaram pouca citotoxicidade frente ao ensaio de PBMC.
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A analise do IS para qual seriam mais seletivos os DSAQs, seja para células de
GBMO02 ou PBMC, correspondeu que ENSJ845, 848 e 854 demonstram maior
seletividade de citotoxicidade para células tumorais, com um IS<2, o que quando
comparado ao derivado ENSJ650, este possui um 1S>4,55, fundamentando uma molécula
mais promissora a acdo antitumoral. Resultados ndo expressos da TMZ, devido sua
concentracdo ser maior para calculo de Clso do que a utilizada (900 puM).

O IS é importante para o descobrimento de novos farmacos antitumorais, devido
a grande quantidade de efeitos colaterais, e eficacia terapéutica limitada devido a
dosagens, serem relacionados diretamente a um baixo IS, quando este demonstra
atividade mais propensa as células tumorais do que as células integrantes do organismo,
direciona a molécula de estudo para o desenvolvimento de um novo tratamento, pois um
processo dificil encontrar farmacos com citotoxicidade apenas direcionada aos tumores
(Kumar et al., 2020).

Com isso, os derivados ENSJ650, 845, 848 e 854 foram selecionados para
prosseguir com demais testes, devido a possivel atividade antitumoral apresentada,
pressuposto de ndo apresentar acdo deletéria em monacitos e linfécitos.

O processo de apoptose é o fator principal para destruicdo de seletivas células
defeituosas ou danificadas do organismo, podendo ocorrer a partir de vias principais,
dentre elas, via do reticulo endoplasmatico, via do receptor de morte e via mitocondrial,
realizando por fim protedlise de compostos celulares e ativando a caspase-3, importantes
para o processo de morte celular (Turovsky; Varlamova, 2021).

As células tumorais de GBM tem como caracteristica evasdo a apoptose,
possuindo uma resisténcia consideravel a inducdo da morte celular, devido a super
expressdo de proteinas anti-apoptéticas e reducdo do nivel de algumas proteinas
envolvidas na pro-apoptose, o que impede as vias direcionadas a morte celular, formando
assim, uma das principais causas de fracasso dos farmacos utilizados na terapia. Com
iSS0, € necessaria uma abordagem terapéutica inovadora para evitar resisténcia das células
tumorais, de forma que 0s novos compostos tenham o poder de inducdo da apoptose,
garantindo sucesso na remogéo do tumor (Ghaemi et al., 2020). O ensaio de avaliagdo da
morfologia de GBMO2 apds o tratamento com os DSAQS, foi realizado com o intuito de
observar a nivel celular se esses derivados sdo capazes de induzir a apoptose, observando
sinais dessa inducgéo nas células tumorais.

As células de GBMO2 foram expostas ao tratamento com os DSAQs, ENSJ650,

845, 848, e 854, durante 72 horas, em duas concentragdes, suas Clso, € devido essa
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concentracdo ter a capacidade de matar 50% da populacdo celular, metade dessa
concentracdo, na intencao de ter uma melhor visdo de campo dessas células.

Os DSAQs demonstraram possivel efeito de inducdo a morte celular,
principalmente na concentracéo de suas Clso. Foram observadas células com citoplasma
arredondado e amorfo, presenca de restos celulares, vacuolos citoplasmaticos com
extravasamento de contetdo e recorrente perda de contetdo celular pelo rompimento de
membrana, provando que as modificacOes estruturais realizadas para formacgdo dos
DSAQs, podem estar relacionadas a indugdo de morte celular, o que poderia ser analisado,
se existe ativacdo de algumas das vias de inducdo de apoptose ou/e inativacdo das
atividades desenvolvidas por GBM para desenvolver sua resisténcia a morte celular
programada. A TMZ ndo modificou as estruturas celulares tumorais.

Yu et al. (2021) demonstrou resultados propicios para inducdo de apoptose em
linhagem celular U251 de GBM, de 2-metoxi-6-acetil-7-metiljuglona, um derivado
quinonico, a partir da ativagdo diretamente de quinona oxidorredutase 1, relacionada a
morte celular programada, além de induzir rapida geracéo de ions e acimulo citosélico
de protons nessas células, relacionando aos resultados encontrados com DSAQs.

A sobrevida limitada e o mal progndstico para pacientes com GBM, caracteriza-
se pela terapia utilizada atualmente ndo atingir grande quantidade de células tumorais,
que infiltram o tecido ao redor do tumor, fato comum em GBM. Essas células muitas
vezes, nao sdo retiradas pela resseccdo cirurgica, nem alcancadas pela radioterapia, pois
sdo fora do volume tumoral. O GBM é capaz de realizar uma migracdo infiltrativa de suas
células, através de mecanismos, no tecido em que o tumor se originou, aproveitando o
espaco perivascular de vasos sanguineos ja existentes, fato que gera diversas dificuldades
para acdo da quimioterapia, além de aumentar o risco evidente dessas células tumorais
migrarem para outros tecidos e Orgaos, causando o desenvolvimento de metastases
(Lange et al., 2022).

O ensaio de avaliagéo do efeito antimigratorio de células de GBM (Scratch), foi
realizado justamente com o intuito de verificar se 0s DSAQs, seriam capazes de possivel
efeito antimigratorio para com essas células. Foi utilizada a metade da concentracdo da
Clso de ENSJ650, 845, 848 e 854, com o intuito de evitar morte celular tumoral, pois o
objetivo é apenas visualizar qualitativamente e quantitativamente se essas células
migraram para outra area ou ndo, na presenca do tratamento com os derivados. Os DSAQs
demonstraram estatisticamente significativo (***p<0,001, **p<0,01) provavel acéo de

evitar a migracao celular, dentre estes 0 ENSJ650 foi o que mais diminuiu a capacidade
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migratoria, em menor concentracdo do que os demais, corroborando com o ensaio de
viabilidade de GBMO02, demonstrando ser o com maior possivel acdo antitumoral.

Em estudos realizados por Hernandez-Rodriguez e colaboradores (2022), ao
analisar o efeito antimigratorio da perezona, que possui o grupamento farmacoforico
quinonico, foi visto que o derivado foi capaz de reduzir esse efeito, relacionando com os
achados referentes ao derivados quindnicos.

A agdo antitumoral desses derivados, se unem a outros efeitos terapéuticos
relacionados ao grupo dos derivados quindnicos. Uma possivel justificativa, poderia estar
relacionada ao fato de que o grupamento farmacoférico desses derivados, podem formar
ligacdes covalentes com ndcleos de células tumorais, mais precisamente a nivel de DNA,
0 que causaria uma reacdo oxidativa, e também, inducdo de citotoxicidade (Klopcic;
Dolenc, 2019).

Os resultados demonstram possiveis efeitos antitumorais em alguns DSAQs,
corroborando com outros ensaios e resultados satisfatérios dispostos na literatura,
envolvendo a classe de derivados quindnicos e antraquindnicos, contribuindo para o
descobrimento e desenvolvimento de novas farmacoterapias, que busquem seletividade,

seguranca, eficacia e maior perspectiva de vida aos individuos com GBM.
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4.6 Concluséo

A avaliacdo dos resultados dos ensaios antitumorais dos novos derivados
sintéticos antraquindnicos, serve como base para uma seletividade para GBM do que
células sanguineas periféricas (mondcitos e linfocitos), quando analisamos ENSJ650,
845, 848 e 854, demonstrando propriedades citotdxicas e antimigratorias para
glioblastoma da linhagem GBMO2.

Por fim, os resultados obtidos ddo suporte a pesquisa de novos farmacos
antitumorais, buscando caracteristicas principalmente em estruturas multiterapéuticas,

estratégias cada vez mais oportunas, na busca de novos farmacos antitumorais.
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