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RESUMO

O céncer € um conjunto de doencas que se caracterizam pela proliferacdo descontrolada de
células malignas com a capacidade de invadir tecidos e orgaos adjacentes. Este problema de
salide publica € mundial e esta entre as seis maiores causas de morte. Dentre 0s mais de cem
tipos, o cancer de pulmédo € o mais incidente e mais mortal entre homens e mulheres no
mundo. Apesar do avango da quimica medicinal, os altos indices de mortalidade relacionados
ao cancer de pulméo, se devem a falta de tratamentos especificos e as respostas pouco
eficazes dos quimioterapicos usados para tratar esta doenca. Sabendo que a transicéao epitélio-
mesenquimal (TEM) confere as células propriedades migratorias e invasivas e que a migracao
celular depende deste processo para acontecer, a descoberta de uma substancia que atue
inibindo a TEM em células tumorais se torna um alvo interessante para a investigacdo e
desenvolvimento de um novo farmaco com propriedades antitumorais mais eficazes. Nesse
sentido, o objetivo geral desse trabalho foi avaliar a atividade anticancer de derivados
sintaticos da cumarina em linhagens tumorais e identificar sua potencial acdo na modulacao
da TEM in vitro. Para a analise da viabilidade celular, foram realizados ensaios do MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio) em duas linhagens de células
tumorais: A549 (adenocarcinoma pulmonar humano) e H2170 (carcinoma pulmonar
humano), tratadas com os derivados sintéticos da cumarina por 24h, na concentracdo de 12
UM e o controle quimioterapico cisplatina (132,84 uM). Para avaliacdo da interferéncia dos
derivados na TEM e na migracdo celular, foram realizados o ensaio de inducdo da TEM e por
fim, o ensaio de migracdo horizontal, ambos em células A549 tratadas com os derivados 106,
123A e 123B na concentragdo de 12 pM, estimuladas ou ndo com IL-1B por 24h. O
tratamento com os derivados 106 e 123B reduziram, significativamente, a taxa de viabilidade
em células A549 e H2170. J& o derivado 123A reduziu a taxa de viabilidade, apenas, em
células A549. Apenas o tratamento com o derivado 106 foi capaz de atenuar as alteracdes
morfologicas, relacionadas a TEM (transicdo epitélio-mesenquimal), em células A549
estimuladas por IL-1B. Mas todos os trés derivados foram capazes de reduzir a taxa de
migragdo celular, induzida por IL-1B em células A549. Os resultados obtidos sugerem que 0s
derivados 106, 123A e 123B apresentam efeito antitumoral por mecanismos distintos e que
independem das alteracBes morfolGgicas para um fendtipo mesenquimal. Sabendo que a
proliferacdo, a migracdo e a TEM sdo cruciais para o desenvolvimento do céncer e da
metastase tumoral e que o derivado 106 interferiu de forma significativa esses trés processos
em células A549, o derivado 106 mostrou ser um interessante alvo para o aprofundamento
desse estudo na busca por uma substancia antitumoral mais eficaz para o cancer de pulméo.

Palavras-chave: Cumarina. A549. IL-1p. Transicao epitélio-mesenquimal. Metastase.



ABSTRACT

Cancer is a set of diseases that are characterized by uncontrolled proliferation of malignant
cells with the ability to invade adjacent tissues and organs. This public health problem is
worldwide and is among the top six causes of death. Among the more than one hundred types,
lung cancer is the most incident and deadliest among men and women in the world. Despite
the advancement of medicinal chemistry, the high mortality rates related to lung cancer are
due to the lack of specific treatments and the ineffective responses of chemotherapeutic drugs
used to treat this disease. Knowing that the epithelial-mesenchymal transition (EMT) gives
cells migratory and invasive properties and that cell migration depends on this process to
happen, the discovery of a substance that acts by inhibiting EMT in tumor cells becomes an
interesting target for research and development of a new drug with more effective antitumor
properties. In this sense, the general objective of this work was to evaluate the anticancer
activity of coumarin syntactic derivatives in tumor lines and to identify their potential action
in the modulation of EMT in vitro. For the analysis of cell viability, MTT assays (3- [4,5-
dimethyl-thiazol-2-yl] -2,5-diphenyltetrazolium bromide) were performed on two tumor cell
lines: A549 (human pulmonary adenocarcinoma) and H2170 (human lung carcinoma), treated
with synthetic coumarin derivatives for 24h, at a concentration of 12 uM and chemotherapy
control cisplatin (132,84 uM). To assess the interference of derivatives in EMT and cell
migration, the EMT induction assay and, finally, the horizontal migration assay, both in A549
cells treated with derivatives 106, 123A and 123B at 12 pM, stimulated or not with IL-1 for
24 hours. Treatment with derivatives 106 and 123B significantly reduced the viability rate in
A549 and H2170 cells. Derivative 123A reduced the viability rate, only, in A549 cells. Only
treatment with derivative 106 was able to attenuate the morphological changes, related to
EMT (epithelium-mesenchymal transition), in A549 cells stimulated by IL-1p. But all three
derivatives were able to reduce the rate of cell migration, induced by IL-1p in A549 cells. The
results obtained suggest that derivatives 106, 123A and 123B have an anti-tumor effect
through different mechanisms and are independent of morphological changes for a
mesenchymal phenotype. Knowing that proliferation, migration and EMT are crucial for the
development of cancer and tumor metastasis and that derivative 106 significantly interfered
with these three processes in A549 cells, derivative 106 proved to be an interesting target for
further study in the search for a more effective antitumor substance for lung cancer.

Keywords: Coumarin. A549. IL-1. Epithelial-mesenchymal transition. Metastasis.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saiude (OMS): “cancer é um grande grupo de
doencas que tem como caracteristica a rapida criacdo de células anormais que crescem além
de seus limites habituais e podem invadir partes adjacentes do corpo e se espalhar para outros
6rgdos” (OPAS/OMS, 2018). A mais recente estimativa mundial, em 2018, da Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) aponta que ocorreram 18,1 milhdes de
novos casos de cancer, e desses, 9,6 milhGes foram levados a 6bito (BRAY et al, 2018).
Dentre todos os tipos de cancer (excluindo as neoplasias de pele ndo melanomas), o cancer de
pulmdo ocupa a primeira posi¢cdo em incidéncia e mortalidade no mundo, se tornando um dos
principais problemas de salde publica e ocupando a 6% maior causa de morte (WHO, 2018).
No Brasil, o cancer de pulméo tornou-se o terceiro mais comum e foi responsavel por 27.929
mortes em 2017 (INCA, 2020).

O tratamento mais usado para o cancer de pulmédo ainda é a quimioterapia, visto que a
realizacdo da cirurgia para retirada do tumor néo se torna possivel na maioria dos casos, pois
0 paciente quando diagnosticado ja se encontra em um estagio avancado da doenca (INCA,
2020). A busca por um farmaco antitumoral mais efetivo e seletivo ou o estudo de novas
estratégias que impecam 0 avanco de tumores malignos tem ganhado muita importancia
(BRANDAO, 2010), considerando que a maioria desses medicamentos, disponiveis no
mercado atual, possui pouca especificidade, afetando também as células saudaveis, causando
muitos efeitos colaterais (VIEIRA; GAMARRA, 2016), o que pode agravar ainda mais a
recuperacdo do paciente (ZANDI et al, 2010).

Do ponto de vista clinico, a metastase é a fase mais critica da tumorigénese, pois 90% da
mortalidade de pacientes com cancer estdo relacionadas as consequéncias da lesdo metastatica
e ndo ao tumor primario, diretamente (TAO et al, 2016). Por este motivo, pesquisadores tém
tentado elucidar os aspectos subjacentes as metastases (SLEEMANA et al, 2012). Sabendo
que a transicdo epitélio-mesenquimal (TEM) é um processo importante que antecede a
metéastase, pois confere as células maior mobilidade e capacidade invasiva, (TAYLOR et al
2010), a descoberta de uma substancia que atue na inibicdo da TEM em células tumorais se
torna um alvo interessante para a investigacdo e desenvolvimento de um novo farmaco com

propriedades antitumorais e antimetastaticas.
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Como alternativas para o desenvolvimento de novos farmacos estdo os compostos de
origem natural, muito usados nos tratamentos de diferentes doencas, devido a sua ampla
diversidade estrutural e funcional que possibilita a realizacdo de modificacdes quimicas na
intencdo de potencializar sua atividade farmacoldgica, além de apresentarem efeitos menos
toxicos (MOLLICA et al, 2012; KOPARDE et al, 2019). Porém, o isolamento de compostos
naturais €, geralmente, complexo e de baixo rendimento. Somado a isto, a busca por respostas
mais rapidas por interesse das industrias farmacéuticas fizeram com que o desenvolvimento
dos métodos de sintese organica ganhasse espaco (LI; VEDERAS, 2009), destacando a sua
importancia para uma maior exploracdo da estrutura quimica e identificacdo de alvos
macromoleculares ndo explorados, possibilitando a descoberta de novos protétipos de
farmacos com diferentes acdes (SANGI, 2016).

Neste contexto, encontram-se as cumarinas, metabolitos secundarios presentes em muitos
vegetais, alguns fungos e algumas bactérias (VENUGOPALA et al, 2013). Estes compostos
possuem uma estrutura quimica formada por anéis benzeno e a-pirona fusionados (MAGGI et
al, 2011), um arranjo privilegiado para a sintese de compostos que podem interagir com
diferentes alvos terapéuticos (DESIMONE et al, 2004), a medida que o padréo de substituicdo
dessa estrutura determina o seu perfil de atividade (RIVEIRO et al, 2010). O presente estudo
investigou o efeito anticAncer de novos derivados sintéticos da cumarina em diferentes
linhagens tumorais e identificou sua acdo na modulagéo da transigdo epitélio-mesenquimal in

vitro em linhagem tumoral de adenocarcinoma pulmonar humano (A549).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O cancer

Cancer, neoplasia ou tumor maligno sdo nomes dados a um conjunto de doencas que
pode afetar quase todos os tecidos ou 6rgdos do corpo. Ocorre quando células anormais
crescem incontrolavelmente, ultrapassam seus limites usuais e invadem tecidos e Grgaos
adjacentes, podendo se espalhar para outros érgdos distantes (WHO, 2020). Os tumores
(crescimentos anormais de células) ocorrem devido a falhas nos mecanismos reguladores que
supervisionam 0 crescimento e desenvolvimento das células. Se o tumor permanecer
localizado na area que se originou, apresenta pouco risco a saude e € designado benigno. Ja a
capacidade de invadir e destruir tecidos saudaveis do corpo € caracteristica de tumores
malignos (COSTA, 2020).

Apenas de 5% a 10% dos canceres resultam da heranca genética, a maior parte é
resultado dos danos ao material genético que as células sofrem ao longo da vida (INUMARU
et al, 2011). Esses danos podem ocorrer em genes denominados proto-oncogenes (inativos em
células normais), se ativados passam a se chamar de oncogenes, sua funcdo € transformar a
célula normal em maligna. O processo de transformacéo de uma célula maligna em um céncer
pode durar até anos e € chamado de carcinogénese ou oncogénese (INCA, 2019). A
carcinogénese pode iniciar-se espontaneamente ou através da exposicdo a agentes
carcindgenos (fatores quimicos, fisicos ou biolégicos) em uma determinada frequéncia e
tempo e pela interacdo entre eles. Em qualquer dos casos ha a inferéncia de alteracdes
mutagénicas e ndo-mutagénicas ou epigenéticas nas células (WHO, 2020).

Ha trés estagios que dividem a carcinogénese (figura 1). O estagio de iniciacdo, onde 0s
genes sd0 expostos aos agentes cancerigenos; o estagio de promocdo, onde a célula que ja
teve o material genético alterado sofre acdo dos agentes oncopromotores e 0 estagio de
progressdo, onde a célula cancerosa se multiplica de maneira descontrolada e irreversivel
(MS, 2019).
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Figura 1 — Estagios da carcinogénese

0T e 770 (s ‘
P 2l 0 ANGIOGENESE

MIGRAGAO/ INVASAO

METASTASE

DOOCOE
..'.;. DANOSNO | RS
o0 DNA @/@Q}Eﬁ@

PROMOCAO PROGRESSAO

p =
® CELULA NORMAL # INICIADOR #= ARTERIA === VASOS PULMOES 0SSO
@ cELuLAamALIGNA ' PrROMOTOR == VEIA @) ceresro (1> estomaco Y LinFonopos

Uma célula normal, cujo material genético sofreu alteracdo, passa a receber instrucdes erradas para suas
atividades, podendo se tornar maligna (cancerosa) e proliferar, dando origem a novas células iguais a ela. Na
fase de iniciacdo, as células se encontram geneticamente alteradas, mas nenhum tumor é detectado. Na fase de
promocao, as células alteradas sdo transformadas em malignas, lenta e gradualmente, para isso deve haver um
longo e continuo contato com o agente cancerigeno promotor. Na fase de progressao, o cancer esta formado e em
constante evolucdo, surge as primeiras manifestacdes clinicas da doenca. As células cancerosas multiplicam-se
de maneira descontrolada, comprometendo os oOrgdos afetados. Em alguns casos, as células malignas se
desprendem do tumor e migram para outros tecidos, através dos vasos sanguineos e linfaticos, em um processo
denominado metastase (adaptado de Liu et al, 2015).

2.1.1 Estimativa, incidéncia e mortalidade

O céncer € um dos mais graves problemas de saude publica e independe de riqueza ou
classe social. Na ultima década, quase todos os paises tiveram aumento de casos da doenca e
essas taxas tendem a aumentar em pelo menos 60% nos proximos 20 anos. Em 2020, a cada
cinco pessoas, uma enfrentard um historico de cancer durante a vida e em 2040 esses nimeros
dobrardo (WHO, 2020). A mais recente estimativa mundial da Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre o Cancer (IARC) aponta que, no ano de 2018, ocorreram cerca de 18,1
milhdes de novos casos de cancer no mundo. Dentre esses, foram registrados 9,6 milhGes de
Obitos (BRAY et al, 2018).

As taxas de mortalidade variam de acordo com os paises e 0s tipos de canceres. Tais
variacOes se ddo pelos diferentes modos de vida, exposi¢des a fatores de riscos ja conhecidos
ou putativos, os padrBes de pratica médica e da infraestrutura na saude (WILD et al, 2020).
Cerca de 70% das mortes por cancer no mundo ocorrem nos paises de baixa e méedia renda
(PLUMMER et al, 2016), isso pode ser explicado pelo diagndstico tardio e a
indisponibilidade de tratamentos nesses paises. No ano de 2017, apenas 26% dos paises de
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baixa e media renda relataram a disponibilidade dos servicos de patologia no setor publico,
enguanto nos paises de alta renda 90% relataram disponibilidade (STEWART; WILD, 2014).

Os fatores de riscos relacionados ao modo de vida, como: obesidade, ma alimentacéo,
inatividade fisica e 0 consumo de alcool e tabaco contribuem para um tergo das mortes por
cancer no mundo, sendo o tabagismo responsavel por 22% delas (OPAS/OMS, 2018).
Observou-se uma mudanga no numero de casos por tipos de cancer em paises em
desenvolvimento, onde os tipos associados a agentes infecciosos foram reduzidos, ja os tipos
associados aos modos de vida tiveram um aumento (BRAY et al, 2018).

No Brasil, a estimativa para cada ano do triénio 2020-2022, de acordo com os dados
do Instituto Nacional do Céancer (INCA), é de 625.000 novos casos de cancer. Os tipos mais
incidentes serdo o de pele ndo melanoma, seguido pelos canceres de mama e prostata, célon e
reto e pulméo. Com excec¢édo do cancer de pele ndo-melanoma, para 0s homens os tipos mais
comuns serdo: prostata (29,2%), célon e reto (9,1%), traqueia, brénquio e pulmao (7,9%) e
para as mulheres: mama (29,7%), coOlon e reto (9,2%), colo do utero (7,4%), traqueia,
brénquio e pulmao (5,6%), figura 2 (INCA, 2020). O cancer é a segunda principal causa de
morte prematura no Brasil, perdendo apenas para as doengas cardiovasculares (OPAS/OMS,
2018).

Figura 2 — Estimativa para os tipos de cancer mais incidentes no Brasil em 2020.
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Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer (exceto pele ndo-melanoma) mais incidentes, estimados para
2020 no Brasil (INCA, 2020).

2.1.2 Cancer de pulmao

O cancer de pulméo ocupa a primeira posi¢cdo em incidéncia e mortalidade no mundo.
Em 2018, surgiram 2,1 milhdes de novos casos, onde 1,37 milhdo foram em homens e 725
mil em mulheres (BRAY et al, 2018; FERLAY et al, 2018), no mesmo ano esta doenca
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causou 1,8 milhdes de 6bitos (WHO,2020). Apesar do cancer de pulmao ser o quinto mais
comum no Brasil, ainda € o mais mortal. Em 2017, ocasionou 16.137 dbitos em homens e
11.792 em mulheres, representando 84,74% de mortalidade, a maior dentre todos os tipos de
cancer. Para cada ano do triénio 2020-2022, estima-se 17.760 novos casos em homens e
12.440 em mulheres, com média de sobrevida de 15% e 21% em cinco anos, respectivamente,
0 que gera cerca de 15 mil e 10 mil 6bitos por ano entre homens e mulheres acometidos por
essa patologia (INCA, 2020).

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de pulméo ainda séo o
tabagismo e a exposicdo passiva ao tabaco. Cerca de 85% dos casos de cancer de pulméo
estdo relacionados ao consumo de derivados de tabaco no Brasil, o INCA aponta que mais de
156 mil mortes, por ano, poderiam ser evitadas se o tabaco nao fosse usado (INCA, 2019). No
mundo, 63% das pessoas que morrem por cancer de pulméo eram fumantes ou ex-fumantes
(WHO, 2018). Existem ainda outros fatores de risco para o cancer de pulmdo, como a
exposicao a agentes quimicos ou fisicos (asbesto, silica, uranio, cromo e radonio) e altas doses
de suplementos de betacaroteno em fumantes e ex-fumantes (ACS, 2019; INCA, 2019).

De acordo com a American Cancer Society (2019), o cancer de pulmdo pode ser
dividido em dois grandes grupos. O primeiro é composto pelos Carcinomas de Pulméo de
N&o Pequenas Células (CPNPC), sdo mais frequentes (80% a 85% dos casos) e formados
pelos subtipos: adenocarcinoma, carcinoma epidermoide, carcinoma de células grandes,
carcinoma adenoescamoso e carcinoma sarcomatoide. O segundo € composto pelos
Carcinomas de Pulméo de Pequenas Células (CPPC) que sdao menos frequentes (10% a 15%
dos casos). Ha ainda os tumores carcinoides do pulm&o, carcinoma adenoides cisticos,
linfomas e sarcomas.

Tanto em paises desenvolvidos como no Brasil, os CPNPC, geralmente, séo
diagnosticados em seus estagios avancados, apresentando assim, baixas taxas de sobrevida.
Em geral, 70% dos pacientes diagnosticados apresentam doencga localmente avancada -
estagio Il ou metastatica - estdgio IV (SES/SP, 2015). Enquadram-se nesse grupo, as
linhagens A549 (adenocarcinoma pulmonar) e H2170 (carcinoma pulmonar de células

escamosas) testadas no presente estudo.

2.1.3 Inflamacéo e cancer

A relacdo entre inflamacéo e cancer data de 1863, quando o patologista alemao Rudolf

Carl Virchow (1821-1902) levantou a hipotese de que um cancer poderia surgir em locais de
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inflamacdo crénica (COUSSENS; WERB, 2002; ATSUMI et al, 2013). De fato, as células
inflamatorias e seus mediadores estdo presentes no microambiente tumoral, independente do
seu estagio de desenvolvimento, e sdo encontradas usualmente em bidpsias tumorais
(ONUCHIC; CHAMMAS, 2010). A inflamagdo aguda e transitéria tem como fun¢do o
controle e reparo de tecidos danificados, ja a inflamacdo associada ao cancer é cronica e tem
como funcdo promover a progressao tumoral (SUAREZ-CARMONA et al, 2017).

As condi¢bes inflamatorias cronicas, como doenca pulmonar obstrutiva crdnica ou
colite ulcerosa, estdo fortemente associadas a elevada incidéncia de cancer (COLLINS et al,
1987; WILSON et al, 2008; HOUGHTON et al, 2013). O uso crénico de aspirina ou outros
anti-inflamatdrios ndo esterdides reduz a mortalidade de canceres de eséfago, colo-retal e
pulmdo (CUZICK et al, 2009; ROTHWELL et al, 2011). A inflamagdo desregulada é
reconhecida como uma das caracteristicas do cancer e esta envolvida na iniciagdo, progressao
e metastase do tumor (COUSSENS et al, 2002; GRIVENNIKOV et al, 2010; HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

O microambiente tumoral (MAT) é um tecido complexo que apresenta distor¢Ges da
homeostasia do tecido original, onde as células normais sdo reprogramadas para agir em
funcdo das células neoplasicas (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010). O MAT é formado pelas
células neoplésicas e o estroma ao seu redor, contendo fibroblastos, células endoteliais,
pericitos e proteinas da matriz extraceleular, além de células imunes adaptativas (linfocitos T
e B) e células imunes inatas, como: macréfagos, neutrofilos, mastocitos, células supressoras
derivadas da linhagem mieloide, células dendriticas e células natural killer (FIGUEIRDO,
2019).

Essas diferentes células comunicam-se diretamente ou através da producdo de
citocinas e quimiocinas para controlar o desenvolvimento tumoral. Os fatores que
determinardo se a inflamacao promovera o crescimento tumoral ou a imunidade antitumoral
sdo as expressdes dos varios mediadores e moduladores imunes, a abundancia e ativacdo dos
diversos tipos de células no MAT (SMYTH et al, 2006; LIN; KARIN, 2007). A expressdo de
citocinas e quimiocinas no MAT pode ser mais relevante do que seu contetdo de células
imunes. Independente da célula que as produziram, as citocinas podem promover ou inibir o
desenvolvimento tumoral (LIN; KARIN, 2007).

A inflamacdo constante no MAT promove a proliferacdo celular, angiogénese e
sobrevivéncia das células tumorais, influenciando na migragdo e contribuindo, assim para a
disseminacdo e metastase (PEREIRA, 2009). O cancer tem além de um controle interno sobre

0 MAT, um controle externo ao tumor, no qual influencia o recrutamento de células
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circundantes para sustentar seu crescimento e disseminacdo, induzindo, através de
sinalizagcBes supressoras, a quase destruicdo dos mecanismos de resisténcia do hospedeiro
(FIGUEIREDO, 2019).

Os macrofagos associados a tumores sdo umas das células imunes mais importantes na
area de inflamagdo e cancer e uma importante fonte de citocinas (MANTOVANI et al, 2008).
Essas células sdo responsaveis, principalmente, pelo crescimento tumoral e sdo essenciais
para a angiogénese, invasdo e metastase (CONDEELIS; POLLARD, 2006), a abundancia de
macrofagos no microambiente tumoral, geralmente, se correlaciona com mau progndstico
(MURDOCH et al, 2008). Os macréfagos expressam altos niveis de citocinas como TNF-a,
IL-1, IL-14, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13 e IL-23 (SICA et al, 2008).

A interleucina-1 beta (IL-1B) ¢ uma citocina pré-inflamatoria que esta relacionada
com a progressao de tumor em pacientes com cancer de pulmao de ndo pequenas células
(CPNPC). Um estudo de Wu e colaboradores (2016), relatou um alto nivel de IL-1p sérica em
pacientes com CPNPC, quando comparados com pessoas saudaveis. O aumento de IL-1f estd
relacionado com a baixa sobrevida . Um estudo semelhante concluiu que os niveis elevados
de IL-1p sérica se correlacionavam com a baixa sobrevida livre de progressdo em pacientes
com CPNPC (MC LOED et al, 2016). Outro estudo investigou sobre respostas inflamatorias
relacionadas ao cancer de pulmédo em estagio inicial e revelou que os altos niveis de IL-1p
estavam associados a mortalidade de trés anos no adenocarcinoma (MILLARES et al, 2018).
Somado a esses estudos, um estudo de caso-controle percebeu que o0 aumento do antagonista
do receptor de IL-1 esta associado a uma reducédo do risco de cancer de pulméo (SHIELS et
al, 2013).

Estudo de resultados de trombose anti-inflamatéria de canacinumabe (CANTOS -
Canakinumab Anti-inflammatory Thrombosis Outcomes Study) mostrou a inibicdo de IL-1p
com diminuicédo da incidéncia e da mortalidade de pacientes com cancer de pulméo (RIDKER
et al, 2017). Diversos estudos demonstraram que a exposi¢do aguda a IL-1p induz a expressao
de genes associados a transformacdo, invasdo e metastase em véarias doengas malignas,
incluindo cancer de pulméo (POLD et al, 2004; KRYSAN et al, 2005; DOHADWALA et al,
2006; LEE et al, 2008; St JOHN et al, 2009; WU et al, 2016; MASOLA et al, 2019). O
impacto da exposic¢do cronica a IL-1B, que pode ser mais fisiologicamente relevante, foi
mostrado por Li e colaboradores (2020) com percepcGes mecanicistas que implicam a
inflamacdo crénica regulada por IL-1B como componente central na carcinogénese e
metastase. Assim, a inibicdo dessa via pode contribuir para a prevencao e tratamento do
CPNPC.
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2.1.3.1 Transig&o epitélio-mesenquimal

As células tumorais desprendem-se do tumor priméario e adquirem a capacidade de
migracdo e invasdo a partir da reducdo de interacdes célula-célula (SILVA, 2016). Para isso,
as células epiteliais malignas passam por um processo denominado transicdo epitélio-
mesenquimal (TEM), caracterizado pela mudanca do fenotipo epitelial para 0 mesenquimal da
célula, levando a perda ou reducdo na expressdo de marcadores especificos de células
epiteliais e 0 aumento na expressao de marcadores tipicos de células mesenguimais (FORONI
et al, 2011; SIGURDSSON et al, 2011). A mudanca do estado epitelial para mesenquimal
altera as moléculas de adesdo expressas pela célula, as quais passam a apresentar

comportamento migratério e invasivo (BEERLING et al, 2018), figura 3.

Figura 3 — Aspectos celulares da Transicdo epitélio-mesenquimal
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(i) células epiteliais normais e suas jungdes aderentes: E-caderina em conjunto com anéis de catenina e actina.
As juncdes de oclusdo estdo associadas com os complexos de polaridade apical e as integrinas interagem com
componentes da membrana basal. (ii) perda de adesdo célula-célula. Indutores da TEM reprimem a transcricao
dos genes que codificam os componentes de aderéncia e das jungdes de oclusdo, induzindo a perda da polaridade
celular. E-caderina é degradada. (iii) Decomposicdo da membrana basal e constri¢do apical. A remodelagdo do
citoesqueleto favorece a delaminacdo das células, através da inducdo da constricdo apical e reorganizacdo da
membrana basal. (iv) delaminacéo celular e invasdo. A expressao de receptores de integrina e ativacdo continua
de metaloproteases favorecem a migracdo atraves da matriz extracelular e a invasdo dos tecidos adjacentes
(Adaptado de Acloque et al, 2009).

A transicdo epitélio-mesenquimal €, geralmente, ativada por citocinas inflamatorias do
microambiente tumoral em respostas patoldgicas. Durante a TEM, o citoesqueleto da célula é
reorganizado, onde fibras de tensdo ocupam o lugar da actina periférica e vimentinas ocupam
o lugar dos filamentos de citogueratina. Consequentemente, as células passam de um formato
cuboide para um formato fusiforme, além de adquirirem capacidade invasiva e maior
mobilidade na matriz extracelular, j& que perdem o contato célula-célula (HAY, 1995;
HOLLIER et al, 2009; TAYLOR et al 2010), figura 4.
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Figura 4 — Transigdo epitélio-mesenquimal em células tumorais
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A transicao epitélio-mesenquimal envolve uma mudanca funcional de células epiteliais polarizadas para células
mesenquimais madveis, diminuindo a expressdo de proteinas epiteliais e aumentando a expressdo de proteinas
mesenquimais, responsaveis pela motilidade da célula (Adaptado de Kalluri e Weinberg, 2009).

A presenca da E-caderina estd associada a perda da vimentina, caracteristicas das
células epiteliais. J& a perda de E-caderina e 0 aumento de vimentina é observado em células
mesenquimais. Interessantemente, este padrdo mesenquimal existe em células neoplésicas
epiteliais quando expressam fendtipo agressivo e migratério (GILLES et al, 2003;
KOKKINOS et al, 2007; ONDER et al, 2008). A transicdo epitélio-mesenquimal € de suma
importancia para que a metastase ocorra, pois além de caracteristicas migratdrias e invasivas,
as celulas vao adquirir resisténcia a apoptose e evasdo imunolégica (THIERY, 2002). Uma
migracdo bem-sucedida para 6rgdos distantes necessita de TEM (YE; WEINBERG, 2015).

2.1.4 Metastase

Denomina-se metastase o processo de disseminacdo, acompanhado pela propagacéo de
células tumorais em éareas distantes (COSTA, 2020). Para isso, as células utilizam,
geralmente, as vias hematogénica e linfatica (FILHO, 2013). Ao mesmo tempo em que 0
tumor progride, uma populagdo de células heterogéneas surgem apresentando as mais diversas
caracteristicas: crescimento excessivo, desregulacdo proliferativa, angiogénese e aumento da
mobilidade e da capacidade invasiva (WEBER, 2008; SLEEMANA et al, 2012).

O processo da metastase € complexo e engloba as seguintes etapas: ativacdo da TEM,
no qual as células tumorais adquirem caracteristicas migratorias e invasivas; invasao local,

onde ocorre a degradacao da ldmina basal e a organizacdo da matriz extracelular que separa 0s
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tecidos epiteliais do estroma; intravasamento, no qual as células tumorais entram na corrente
sanguinea; capacidade de sobrevivéncia na corrente sanguinea; extravasamento, no qual as
células tumorais chegam a um orgao especifico; e por fim, o estabelecimento das célula
tumorais no 6rgdo onde se formara a metastase (ARVELO et al, 2016).

O nicho metastatico € um microambiente que apresenta condi¢Oes favoraveis para o
desenvolvimento de tumores secundarios. Acredita-se que haja um padrdo entre os tumores e
os Orgdos especificos em que migram. E o caso de carcinomas de colon que tendem a
desenvolver metastase no figado e no pulméo e quase nunca em 0ssos, pele ou cérebro. A
formacdo do nicho metastatico esta associada a deposicdo de novos componentes da matriz
extracelular, bem como & remodelacdo de seus constituintes, como por exemplo, a deposi¢do
de fibronectina, tenascina-C, periostina e versican (PONTES, 2011; SLEEMAN et al, 2012).

As metastases apresentam diferentes manifestacdes clinicas. Podendo aparecer logo
que diagnosticado o cancer, sendo a primeira manifestacdo da doenca ou surgir anos depois da
retirada cirdrgica do tumor ou ainda ser reduzida ap6s o tratamento (FILHO, 2013). A
ocorréncia de metastases pode ser comum a alguns tipos de tumores e esta relacionada a uma
das principais causas de morte em pacientes com cancer (WEBER, 2008; FILHO, 2013;
WHO, 2020).

Por este motivo, pesquisadores tém voltado a atencdo para tentar elucidar os aspectos
subjacentes este processo (SLEEMANA et al, 2012). Os mecanismos bioquimicos e controles
geneticos relacionados a aquisi¢do do fenotipo invasivo e a disseminacao metastatica tém sido
areas de intensa pesquisa. Em muitos estudos, a ativacdo da TEM tem sido proposta como
processo critico na aquisicdo de fenotipos malignos para as células neoplésicas epiteliais
(KALLURI; WEINBERG, 2009).

2.1.5 Quimioterapia

A escolha do tratamento adequado para o cancer vai depender do tipo, localidade e
estagio do tumor. A cirurgia, quimioterapia e radioterapia sdo alguns dos tratamentos mais
tradicionais e utilizados. Outras modalidades mais modernas incluem a terapia hormonal,
terapia com células-tronco e imunoterapia (ABBAS; REHMAN, 2018). Elas podem ser
usadas isoladas ou em conjunto, poucas neoplasias sdo tratadas com apenas uma modalidade
terapéutica (INCA, 2019).

Para o cancer de pulméo, o tratamento de melhor resultado € cirurgico, por possibilitar

a retirada do tumor com uma margem de seguranca. Porém, dependendo do estagio avangado
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da doenca e do quadro clinico debilitado do paciente, de 80-90% dos casos, a cirurgia nao é
possivel (INCA, 2020), resultando na importancia do desenvolvimento de novos farmacos
antitumorais para este tipo de tumor. Sendo assim, o tratamento mais utilizado ainda vem
sendo a quimioterapia (ZANDI et al, 2010), que se d& por meio do uso de medicamentos
(quimioterapicos) que combatem as células malignas do tumor. Cada organismo reage de uma
maneira diferente a um quimioterapico, por isso o paciente, geralmente, recebe uma
combinacdo de varios desses terapéuticos de forma simultanea. Estes medicamentos se
misturaram na corrente sanguinea e sao levados a todas as partes do corpo (MS, 2020).

O objetivo priméario da quimioterapia é destruir as células neoplésicas, preservando as
normais. Entretanto, a maioria dos agentes quimioterapicos atua de forma nao-especifica,
lesando tanto células malignas quanto as normais (SALMONM, 1998; MURAD; KATZ et al,
2018). Isso ocorre pelo fato dos quimioterapicos, geralmente, atravessarem o endotélio em
quase todas as regies do organismo, apds sua administracdo, alcancando tanto as células-alvo
quanto as outras células que ndo estdo relacionadas & doenca, o que explica os efeitos
adversos causados por esses medicamentos (VIEIRA; GAMARRA, 2016).

A quimioterapia vem alcancando éxitos notaveis na cura de alguns tipos de cancer,
como a leucemia aguda infantil, linfomas e tumores solidos derivados de células germinais.
Por outro lado, ndo houve grandes avancos para o tratamento de tumores sélidos frequentes
como o de mama, o de colon, o de pancreas e o de pulméo. O que explica os altos indices de
mortalidade relacionados a estes tipos (NEWMAN et al, 2007). A falta de tratamentos
especificos para muitos tumores, como por exemplo, o carcinoma de pulméo de células nao-
pequenas que responde, modestamente, aos quimioterapicos disponiveis, sdo grandes
obstaculos no tratamento de doencas neoplasicas avancadas (KUMMAR et al, 2004). Diante
deste contexto, ha uma necessidade urgente pela identificacdo, pela avaliacdo e pelo
desenvolvimento de novos farmacos antitumorais com melhor eficécia, de facil administracao

e poucos ou insignificantes efeitos colaterais e reagfes adversas.

2.2 Quimica medicinal

A busca pelo alivio de dores e curas de doencas, através da ingestdo de ervas e folhas,
foram umas das primeiras formas do uso de produtos naturais como tratamento. O
conhecimento da natureza pelos povos indigenas e primitivos foi fundamental para a
descoberta de muitas substancias que foram introduzidas na terapéutica e permanecem até

hoje como medicamentos, como por exemplo, os alcaloides de Cinchona e Papaver (VIEGAS
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JR.; BOLZANI, 2006). A maioria das substancias organicas conhecidas sdo produzidas pela
natureza, sendo o reino vegetal o responsavel pela maior diversidade quimica conhecida e
estudada na literatura (MONTANARI; BOLZANI, 2001). No inicio, 0s quimicos limitavam
0s estudos das plantas ao isolamento e determinacgéo estrutural de suas substancias ativas, mas
com a importancia dada a esses organismos para a medicina, quimica e medicina passaram a
ter uma estreita relagdo e um rapido avango (YUNES; FILHO, 2001).

O avanco da quimica medicinal nos ultimos anos permitiu a descoberta de farmacos
inovadores, usados nos tratamentos de doencas que até entdo apresentavam altas taxas de
mortalidade ou desabilitavam popula¢@es. As areas de quimica organica, biologia molecular e
estrutural, bioinformatica e biotecnologia também favoreceram uma melhor compreensdo dos
processos fisiopatoldgicos e, consequentemente, a descoberta de farmacos mais seguros e
eficazes (AMARALA et al, 2017). Fica evidente que 0s avancos cientificos e tecnoldgicos na
area de pesquisa, desenvolvimento e inovacdo de farmacos trouxeram resultados
significativos na qualidade de vida das populagdes ao redor do mundo (HUGHES et al, 2011;
SWINNEY; ANTHONY et al, 2011).

De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada — IUPAC (1998),
quimica medicinal é a disciplina que estuda a descoberta, invencdo e preparacdo de
compostos bioativos de interesse terapéutico, incluindo o seu mecanismo de acdo a nivel
molecular e sua relacdo estrutura-atividade (SAR, do inglés, Structure-Activity
Relationships). Ou seja, a quimica medicinal envolve desde a invencdo até a interpretacdo do
mecanismo de acdo molecular de substancias candidatas a novos farmacos. Alem de aspectos
relacionados com a absorcdo, distribuicdo, metabolismo, eliminacio e toxicidade. E
fundamental o estabelecimento da relagcdo entre quimica, biologia, farmacologia, medicina,
fisica e computacdo (WERMUTH et al, 2008; GUIDO et al, 2010).

O processo de desenvolvimento de novos farmacos é complexo e tem um custo
elevado (HUGHES et al, 2011). Os métodos do estado-da-arte em biologia e quimica
permitiram o esclarecimento dos mecanismos fisiopatolégicos e farmacologicos e auxiliaram
na compreensdo dos reconhecimentos moleculares e das propriedades farmacocinéticas e
toxicoldgicas de substancias candidatas a novos farmacos (SWINNEY; ANTHONY et al,
2011). A biotecnologia relacionada ao estudo da quimica medicinal possibilita o trabalho de
identificacdo, selecdo e otimizacdo de moléculas capazes de interagir, seletivamente, com o
alvo molecular selecionado que represente o espago biologico, como por exemplo, enzima-
receptor (GUIDO et al, 2010).
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Um dos maiores desafios para a quimica medicinal é aumentar a eficiéncia de
compostos naturais no tratamento de doencas, através de modificacdes quimicas adicionais.
Além dessa possibilidade, a sintese de derivados naturais, muitas vezes, é mais rapida e de
menor custo para a estruturagdo de novos compostos farmacoldgicos promissores
(PAULULAT et al, 1999; WESSJOHANN, 2000).

2.3 Cumarinas

2.3.1 Metabdlitos secundarios

A potencial agcdo dos medicamentos de origem natural, usados nos tratamentos das
mais diferentes doengas, é justificada pela presenca de compostos bioativos presentes nos
organismos naturais que lhes conferem maior eficacia e a absorcdo, causando menos efeitos
toxicos, além de suas estruturas serem passiveis de modificacdo quimica (KOPARDE et al,
2019). Nas plantas, esses compostos sdo chamados de metabdlitos secundarios e sdo
produzidos como resultado da adaptagdo do organismo ao ambiente ou para atuar como
mecanismos de defesa contra predadores e diversas atividades bioldgicas dos vegetais. Sua
biossintese é derivada dos processos fundamentais da fotossintese, glicolise e ciclo de Krebs
(DEWICK, 2002; FUMAGALI et al, 2008; COLEGATE; MOLYNEUX, 2008).

Devido a essa flexibilidade metabdlica, os metabdlitos secundarios dotam de uma
enorme variabilidade quimica estrutural e funcional. Uma vez que 0s organismos Vvivos sdo
induzidos a ativar mecanismos bioquimicos e genéticos para sobreviverem, geram um
acumulo de metabolitos. As moléculas naturais também podem ser usadas como modelos para
a sintese de novos compostos bioativos ou sintetizados parcialmente, objetivando
potencializar as suas propriedades farmacoldgicas (SIMOES et al, 2017).

Os metabolitos secundarios produzidos pelas plantas dividem-se em trés classes
principais: terpenoides, alcaldides e compostos fenolicos (SAVITHRAMMA et al, 2011; PAL
et al, 2014). Dentre eles, os fendlicos destacam-se por sua ampla distribuicdo, funcdes
ecoldgicas e inUmeras atividades farmacoldgicas. Possuem um ou mais grupos hidroxilas
ligados a um anel aromatico e sdo representados por taninos, flavonoides e cumarinas
(AMORIM et al, 2008)

As cumarinas sao metabolitos secundarios produzidos por varias espécies de plantas e
alguns fungos e bactérias. Sua fungédo nesses organismos ainda ndo foi totalmente esclarecida,
mas acredita-se que desempenhem papéis como reguladores do crescimento e como

bactericidas e fungicidas para as plantas (VENUGOPALA et al, 2013). Esses compostos



28

possuem sabor adocicado e odor facil de ser reconhecido, semelhante ao cheiro do feno
recém-cortado. Por esse motivo, a cumarina € usada na producdo de perfumes desde 1882
(MATOS et al, 2015). Mas a relevancia do seu uso vai além das inddstrias cosmética e
alimenticia, seu papel mais importante é descrito em produtos naturais, quimica organica e
quimica medicinal (RENSHENG, 2012; MONGA et al, 2012).

O primeiro composto cumarinico foi isolado em 1820 por Vogel, a partir do feijao
Tonka ou Cumaru, sementes da planta Dipteryx odorata (Coumarouna odorata) de onde
surgiu a palavra “cumarina”, figura SA (BORGES et al, 2005; BOISDE; MEULY, 2007). As
cumarinas pertencem a classe das lactonas com estrutura quimica formada, basicamente, por
um anel de benzeno fundido a um anel de a-pirona (compostos benzopiranoicos), figura 5B
(MAGGI et al, 2011).

Figura 5 — Cumarina

B)

n
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8 1

1,2-Benzopirona ou Cumarina

(A) Coumarouna odorata, planta popularmente conhecida como Cumaru, que deu origem a palavra “cumarina”
Fonte: <https://www.alivingproof.com/products/tonka-beans>. (B) estrutura quimica da cumarina (Adaptado de
Araujo, 2016).

2.3.2 Classificagéo

O esqueleto basico de todos os derivados da cumarina é formado pela fusdo dos anéis
benzeno e 1,2-pirona (primeiro atomo numerado do ciclo é o oxigénio sem dupla ligacao) e é
denominado de cumarina per se (COSTA, 1994). Sdo classificadas em cinco grupos:
cumarinas simples; furanocumarinas; piranocumarinas; cumarinas substituintes no anel pirona
e cumarinas miscelaneas, figura 6 (ROJAHN, 1956; MURRAY, 1989; BRUNETON, 1995).


https://www.alivingproof.com/products/tonka-beans
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Figura 6 — Estruturas quimicas das cumarinas

(A) Cumarinas simples
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(C) Piranocumarinas

Piranocumarina linear (Xantiletina) Piranocumarina angular (Aloxantoxiletina)

CH;0

(D) Cumarinas com substituintes no anel pirona

3,6 dimetilcumarina

(E) Cumarinas miscelaneas

Cumarina dimérica (Dicumarol)

(A) cumarinas simples: formadas pelos derivados da cumarina per se com radicais hidroxi, alcéxi, alquil e as
formas glicosidicas. (B) furanocumarinas: constituidas por um anel furano condensado ao ndcleo, subdividindo-
se em linear e angular com substituintes ligados aos anéis benzendides (C5, C6, C7 e C8). (C) piranocumarinas:
sdo os analogos as furanocumarinas, contendo anel pirano. (D) cumarinas com substituintes no anel pirona: séo
aquelas que possuem substituintes na posicdo C3 e C4. (E) cumarinas miscelaneas: formadas pelas
biscumarinas (cumarinasdiméricas) e isocumarinas que tém o atomo de oxigénio e carbono ligado a ele por
dupla ligacdo, com posicdo invertida (Adaptado de Montagner, 2007).
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2.3.3 Atividades bioldgicas

Jé existem cerca de 1.300 moléculas pertencentes a familia das cumarinas, isoladas de
150 espécies de plantas, fungos e bactérias (CUNHA, 2010; MAISTRO et al, 2014). Além
das centenas de espécies que produzem as cumarinas, existem os seus derivados de origem
sintética elevando, significativamente, sua disponibilidade (DIAS, 2015). A extracdo, sintese
e avaliagdo de compostos cumarinicos tém se desenvolvido rapidamente (BAIRAGI et al,
2012; BATRA et al, 2012), essa relevancia se deu pela descoberta de suas potenciais acoes
farmacologicas, baixa toxicidade e efeitos colaterais, melhores efeitos curativos, menor
resisténcia a medicamentos e amplo espectro no tratamento de uma variedade de doencas
(WANG et al, 2009).

Estes estudos ndo se limitam apenas as cumarinas biolégicas retiradas dos organismos
naturais, mas também aos compostos artificiais de cumarinas com estruturas e propriedades
sintetizadas. Alguns ja sdo comercializados e usados clinicamente, ¢ o exemplo do
anticoagulante Varfarina (PENG et al, 2013) e o expectorante Guaco (GUASPARETO et al,
2015). Somado a isso, 0 seu processo de purificacdo € bastante complexo e sua abundancia
em plantas é muito baixa (YAMAGUCHI et al, 2013). Por isso, as alteracBes estruturais
quimicas tém se mostrado uma excelente opgdo na obtencdo de derivados de produtos
naturais, como por exemplo, a 1,2-benzopirona, que fornece uma variedade estrutural, através
das substituicdes de seus carbonos sp? do seu ntcleo base, possibilitando uma variedade de
atividades bioldgicas (ZAVRSNIK et al, 2011; GOMHA; KHALIL, 2012).

Dentre as varias atividades bioldgicas ja encontradas em cumarinas e seus derivados,
algumas principais sdo: antifungica (ELIAS et al, 2019), antibacteriana (HU et al, 2020),
antidepressiva (WANG et al, 2019), antioxidante (SING et al, 2020), anti-inflamatdria
(TANIMOTO et al, 2020), anti-HIV (SAFAKISH et al, 2019), neuroprotetora (MATOS et al,
2020) anticoagulante, diurética, vasodilatadora, antialérgica (WU et al, 2009) e antitumoral
(MAKOWSKA et al, 2019; KAWAI et al, 2019; ZHAO et al, 2020).

As cumarinas ja mostraram ter influéncia em varias vias envolvidas no cancer, como:
inibicdo da angiogénese, da quinase, da anidrase carbonica, da aromatase, da telomerase, da
sulfatase e da proteina Hsp90, parada do ciclo celular e atividade antimitética (THAKUR et
al, 2015; DANDRIYAL et al, 2016). Muitos estudos confirmam a eficacia do uso de
cumarinas e seus derivados no tratamento contra o cancer. Sabendo que as histonas
desacetilases (HDAC’s) sdo enzimas superexpressas em uma variedade de canceres e estao

associadas a tumorigénese (BOLDEN et al, 2006; SINGH et al, 2017) e que os inibidores de
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HDACs (HDACIs) foram identificados como terapéuticos promissores contra 0 cancer
(SANGWAN et al, 2018), Yang e colaboradores (2019) sintetizaram uma série de novos
derivados de hidroxamato a base de cumarina, a fim de avaliar seu potencial como inibidores
de histona desacetilase (HDACis) e comprovaram que 0 composto “10e” inibiu a HDAC
quase 90 vezes mais do que o controle usado, vorinostat (SAHA). Os compostos “10e” e
“11d” aumentaram os niveis de histona acetilada H3 e H4, corroborando com a forte inibicao
da HDAC. Além disso, “10e” ¢ “11d” mostraram um potencial maior contra as linhagens de
células tumorais humanas A549 (adenocarcinoma de pulméo) e Hela (adenocarcinoma de
colo do utero), em comparagdo com SAHA, causaram a parada do ciclo celular de A549 na
fase G2/M e 0 aumento, significativo, da apoptose.

Com base no estudo anterior, Zhao e colaboradores (2020), desenvolveram mais 26
analogos, a partir de modificacdes quimicas estruturais feitas nos mesmos derivados, com o
intuito de obter atividade melhorada contra linhagens de células tumorais e constataram que
varios derivados, além de mostrar efeitos inibitdrios da HDACS, apresentaram atividade
antiproliferativa contra quatro linhagens tumorais humanas (MDA-MB-231: adenocarcinoma
de mama metastatico, MCF-7: adenocarcinoma de mama metastatico, H157: Carcinoma de
células escamosas do pulméo e A549). Dentre eles, os compostos “13a" e “13c”, foram
potentes inibidores in vitro de tumores solidos (IC50 entre 0,36-2,91uM), ao mesmo tempo
em gue mostraram baixa citotoxicidade contra células normais (Beas-2B: epitélio bronquico
humano e L-02: figado humano). Os mesmos compostos aumentaram a acetilagdo das
histonas H3 e H4, induziram a parada do ciclo celular na fase G2/M e induziram apoptose
celular em carcinoma mamario MDA-MB-231, além de mostrarem efeito antimetastatico
ainda melhor que o controle positivo SAHA, usado contra a mesma linhagem.

Outro estudo de Ahmed e colaboradores (2020), sintetizou vinte e cinco derivados a
base de cumarina e revelou que a maioria dos derivados foi citotoxico contra uma linhagem
de células de carcinoma mamario humano (MCF-7). Os compostos chamados “4a" (IC50 =
1,24 uM) e “3d” (IC50 = 1,65 uM) foram mais citotoxicos que a estaurosporina (IC50 = 8,81
M), usada como controle positivo. O composto “4a™ também foi capaz de induzir a parada
do ciclo celular na fase G2/M, induzir apoptose, atraves da ativacdo da caspase-9 e inibir
(0,36 uM) VEGFR-2, receptor 2 de ligacdo ao fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), responsavel por iniciar uma cascata de fosforilagdo que resulta no aumento da
proliferacdo e migragéo endotelial (MIETTINEN et al, 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade anticancer de novos derivados sintéticos da cumarina e identificar

sua potencial agdo na modulagéo da transicéo epitelial-mesenquimal in vitro.

3.2 Objetivos especificos

1) Determinar o efeito dos novos derivados sintéticos da cumarina sobre a viabilidade celular

em linhagens tumorais A549 e H2170;

2) Avaliar o efeito de derivados sintéticos da cumarina sobre a transicao epitelial -

mesenquimal em células da linhagem tumoral A549;

3) Avaliar o efeito de derivados sintéticos da cumarina sobre a motilidade de células da

linhagem tumoral A549.
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4 METODOLOGIA

4.1 Derivados sintéticos da cumarina

Os derivados cumarinicos foram cedidos e sintetizados pelo professor Dr. Thiago
Mendonca de Aquino do Laboratério de Quimica Medicinal (LQM) da UFAL, através de
estudos em parceria com o Programa de Po6s-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos (UFPB), Laboratério de Sintese e Vetorizacdo de Moléculas (UEPB) e
Laboratoired” Innovation Thérapeutique (Université de Strasbourg). Onde se obtiveram a
sintese de trinta e cinco compostos, dos quais mais de 50% sdo inéditos (vinte e seis novos
produtos). Os nomes das moléculas foram gerados pelo programa Chem Draw Ultral3 de
Cambridge Soft, levando em consideracéo as regras IUPAC (International Union of Pureand

Applied Chemistry).

4.2 Cultura de linhagens celulares de cancer humano

As linhagens celulares de adenocarcinoma pulmonar humano (A549) e carcinoma
pulmonar humano (H2170) foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). A
linhagem H2170 foi cultivada em meio de cultura RPMI-1640 (Gibco® Life Technologies) e a
linhagem A549 foi cultivada em meio de cultura DMEM (Gibco™ Invitrogen Corporation).
Todas suplementadas com 10% de soro fetal bovino (LGC Biotechnology Ltda. Sdo Paulo,
Brazil), L-glutamina, piruvato de sodio e aminoacidos ndo essenciais (Gibco®Life
Technologies), em uma concentracdo de 1 mL/ 100 mL de meio, incubadas em uma estufa
com 5% de CO.a 37°C.

4.3 Ensaio de viabilidade celular por MTT

Inicialmente foi feita uma avaliacdo com 35 derivados sintéticos da cumarina na
linhagem tumoral A549, com o intuito de selecionar os derivados com maior interferéncia
sobre a viabilidade celular. Seguindo as diretrizes do NCI (National Cancer Institute) para a
avaliacdo de substancias isoladas em ensaios bioldgicos, foi utilizada neste screening inicial a
concentracdo de 12 uM para todos os derivados sintéticos. O ensaio do MTT (brometo de 3-
[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) foi realizado para determinar a viabilidade

celular de acordo com atividade metabolica enzimatica, onde a formacdo de cristais de
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formazan no interior das células viaveis foi medida através de espectrofotometria. Os ensaios
seguiram o protocolo recomendado por Denizot e Lang, 1986. Todas as linhagens celulares
foram plaqueadas em placas de 96 pocos na concentracio de 2x10% células/pogo. Apos 24h, as
celulas foram tratadas com os derivados cumarinicos na concentragdo de 12 uM e com 0s
controles, sempre em quadruplicata. Em seguida, as placas foram encubadas a 37° em estufa
de CO2 por 24h de tratamento. Por fim, foi adicionado o MTT (5 mg/mL) e feita a leitura apds
4h em um leitor de microplaca a 540 nm. Ap0és o screening inicial, os ensaios foram repetidos
com os derivados selecionados (106, 123A e 123B) em diluicédo seriada (1,5 uM - 12uM) e os
controles. Os controles utilizados foram: a) branco (meio de cultura sem células e sem
tratamento); b) célula (células em meio de cultura sem tratamento); c) cisplatina (células em
meio com quimioterapico cisplatina - 132,84 uM); d) DMSO (células com

dimetilsulfoxido1%, veiculo no qual as substancias estdo dissolvidas).

4.4 Inducéo da transicao epitelial-mesenquimal

As células A549 foram selecionadas para dar continuidade aos ensaios deste estudo
por serem muito usadas na literatura como modelo para inducdo da transicdo epitélio-
mesenquimal. As células foram semeadas (4x10* células/pogo) em placas de 24 pogos com
laminulas de vidro até atingirem a confluéncia de 70% em meio DMEM suplementado. Apos
incubacdo overnight, foram tratadas com os derivados cumarinicos (12 uM) na presenca ou
auséncia de IL-1B (1 ng/mL) por 24 horas. Depois do tratamento, as células foram lavadas
duas vezes com PBS por 5 minutos, permeabilizadas com Triton X-100 por 10 minutos e
lavadas com PBS. Em seguida, as células foram incubadas com faloidina-FITC (concentracao
1:100) por 1 hora, a temperatura ambiente. As laminas foram lavadas novamente com PBS,
incubadas com DAPI (1:1000) em PBS 1x por 10 min e montadas com PBS/Glicerol. As
variagfes morfoldgicas associadas a transi¢ao epitelial-mesenquimal foram avaliadas através
de microscopia de fluorescéncia. Para avaliar a morfologia das células foram obtidas fotos de
campos aleatérios para avaliacdo dos seguintes aspectos: formato da célula e presenca de
projecBes citoplasmaticas. As fotomicrografias foram obtidas através da camara Nikon
modelo DS-Ril (Microscépio Nikon Eclipse 50i). A intensidade de fluorescéncia foi
determinada em pixels e quantificada pelo programa Image J 1.44p. Este ensaio seguiu o

protocolo de Guan et al, 2016.
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4.5 Ensaio de migracéo horizontal

O ensaio de migracédo horizontal seguiu o protocolo de Liang e colaboradores (2007).
O efeito dos derivados da cumarina na migracdo de células A549 foi avaliado pelo ensaio de
migracdo horizontal (scratch-wound healing assay). As células A549 (1,5x10° células/poco)
foram semeadas em placas de 24 pogos e incubadas em uma estufa de CO> overnight para
adesdo e formacdo de uma monocamada celular confluente. Apds esse periodo, as células
foram incubadas com 5 pg/mL de mitomicina C por 2 h para inibir a proliferacdo celular.
Posteriormente, um risco linear foi realizado na monocamada, usando uma pipeta estéril de
200 pL e, em seguida, o meio foi descartado. Os pocos foram lavados duas vezes com PBS
para remover os residuos celulares e as células foram tratadas com derivados de cumarina (12
uM) na presenca ou auséncia de IL-1B (1 ng/mL). A migracédo celular foi visualizada sob
microscopio invertido (Olympus 1X70) e as imagens foram adquiridas nos tempos de 0 e 24
horas ap6s o risco. As fotomicrografias foram analisadas utilizando o software Adobe
Photoshop CS5.1 para determinar a area ocupada por células durante os tempos determinados.
O fechamento da area livre de células caracterizou o indice de migracao celular que foi obtido

mediante o seguinte calculo:

indice de migracdo (%) = [(A0- At)/A0] x 100, em que AO refere-se a area original e At a

area no tempo (0 e 24 h) apds o risco.

4.6 Analises estatisticas

Os resultados foram representados como média e erro padrdo da média (EPM) e
avaliados, estatisticamente, através da analise de variancia One-Way ANOVA, seguido pelo
teste de comparagdes mdaltiplas de Newman-Kewls. Para tal, foi utilizado o programa
GraphPadPrism 5.0%. Os valores foram considerados significativos quando p<0.05.
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5.1 Sintese dos compostos cumarinicos
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Os derivados cumarinicos usados no presente estudo foram sintetizados a partir de

diferentes reagbes de acoplamento cruzado, catalisadas por organometalicos (ARAUJO,

2016).

Diferentes radicais foram inseridos em diferentes posicdes na estrutura base da

cumarina, gerando trinta e cinco derivados, 0s quais tém suas estruturas quimicas

apresentadas na figura 7.

Figura 7 — Estrutura quimica dos derivados sintéticos da cumarina

Cumarina per se 27B 56B
- X
L
X Y
o] o} © 0 A
N A
(0) (0]
62B 63B 64B
(I o9
H3CO
92 95 96
al O AN O H3CO.
J s ~ CC
O (0] (6]
98 106 107B
g | O
O N “ O 0 N N
Cl
(0} Cl Q (0]
108B 109B 111B
OCHg OCHj F4C.
| @ - :

o9
O @]




37

176 180B 187

201 202 203

H3CO.
‘ HO %
AN \

Estruturas quimicas dos derivados sintéticos da cumarina. O: oxigénio; N: nitrogénio; H3CO: metoxilo; CI:
cloro; FsC: trifluorometil; HO: hidroxila.
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5.2 Efeito dos derivados sintéticos da cumarina sobre a viabilidade de células tumorais

5.2.1 Efeito dos derivados de cumarina sobre a linhagem de células A549

De acordo com o ensaio realizado em células A549, dos trinta e cinco derivados
cumarinicos testados, vinte e um reduziram de forma significativa a viabilidade das células
quando comparado ao grupo controle compostos por células tratadas apenas com meio de
cultivo (DMEM). A cisplatina, utilizado como farmaco referéncia, reduziu a viabilidade das
células em 48,79% + 1,39 (figura 8). Nove derivados mostraram um efeito redutor maior ou
igual a 50%, sdo eles: 64B (28,14% + 3,11), 95 (36,67% + 6,67), 96 (45,44% =+ 5,71), 106
(18,66% + 2,13), 111B (35,96% =+ 4,60), 113B (50,06% =* 5,23), 115B (36,74% * 3,96), 123A
(47,61% + 7,68) e 123B (48,44% + 6,68).

Figura 8 — Efeito dos derivados cumarinicos sobre a viabilidade de células A549.
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Tratamento

A viabilidade das células A549 foi avaliada pelo método do MTT apds tratamento por 24 horas com 0s
derivados da cumarina (12 uM). A549: Adenocarcinoma pulmonar humano; DMEM: controle sem tratamento;
DMSO: controle interno das substancias (dimetilsufoxido 1%); CISPLATINA: quimioterapico (40 pg/mL);
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, em relagdo ao grupo de células mantidas apenas com meio DMEM.

Com prop6sito de garantir o avanco das analises para identificar qual destes possui
potencial anticancer, foram selecionadas, para dar continuidade a este estudo, trés amostras
nominadas 106, 123A e 123B. A amostra 106 foi escolhida por ter apresentado o maior efeito
redutor em A549, ja as amostras 123A e 123B foram escolhidas por apresentarem em suas

estruturas quimicas, o mesmo radical inserido na amostra 106, o radical 1,2-diclorobenzeno
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(CeH4Cl2). Essas trés amostras tiveram seus efeitos citotoxicos novamente avaliados pelo
ensaio do MTT, utilizando diferentes concentracdes para os tratamentos.

De acordo com a figura 9A, o derivado 106 mostrou um efeito redutor dose-
dependente. No entanto, este efeito s6 se mostrou significativo a partir da concentracao de 6
KM e na concentracdo de 12 uM (59,82% + 2,30), teve seu maior efeito redutor. O tratamento
com o derivado 123A foi significativo, em relagdo ao controle sem tratamento, apenas na
concentracdo de 12uM (57,63% =+ 3,30), figura 9B. Ja 123B, mostrou efeito redutor
significativo em todas as concentragdes testadas e em 12 uM (57,16% =+ 2,70), seu maior
efeito redutor (figura 9C).

Figura 9 — Efeito dos derivados 106, 123 A e 123B sobre a viabilidade de células A549
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A viabilidade das células A549 foi avaliada pelo método do MTT, apds tratamento por 24 horas com 0s
derivados em diferentes concentragdes. (A) Tratamento com o derivado sintético 106. (B) Tratamento com o
derivado sintético 123A. (C) Tratamento com o derivado sintético 123B. DMEM: controle sem tratamento;
DMSO: controle interno das substéncias (dimetilsuféxido 1%); *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 em relacdo ao
grupo de células mantidas apenas com meio DMEM.
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5.2.2 Efeito dos derivados de cumarina sobre a linhagem de células H2170

Com proposito de verificar se estes efeitos citotoxicos se estendem para outras
linhagens de cancer pulmonar, as andlises foram estendidas. Os efeitos dos derivados da
cumarina 106, 123A e 123B sobre a viabilidade de células tumorais humanas da linhagem
H2170 foram avaliados. Como apresentado na Figura 10A, O derivado da cumarina 106
exibiu efeitos citotdxicos sobre as células tumorais H2170 apenas na maior concentracao
avaliada (12uM), reduzindo a viabilidade para 75,67% + 1,57 em relagdo as celulas do
controle, mantidas apenas com meio de cultivo. O derivado 123A ndo mostrou efeito
significativo em nenhuma das concentracdes testadas para H2170 (figura 10B). Ja o 123B foi
significativo, nas duas maiores concentrac@es testadas, onde em 12 uM reduziu a viabilidade
celular para 58,14% = 4,00 (figura 10C).

Figura 10 — Efeito dos derivados 106, 123A e 123B sobre a viabilidade de células H2170
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A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio do MTT em células H2170 expostas aos derivados cumarinicos por
24 h. H2170: carcinoma pulmonar humano. (A): Tratamento com o derivado 106. (B): Tratamento com o
derivado 123A. (C): Tratamento com o derivado 123B. DMEM: controle sem tratamento; DMSO: controle
interno das substancias (dimetilsuféxido 1%); ***p<0,001 em relacdo ao grupo de células mantidas apenas com
meio DMEM.
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5.3 Efeito dos derivados da cumarina sobre a variacdo morfoldgica induzida pela

transicao epitelial-mesenquimal

Sendo a transicdo epitelial-mesenquimal (TEM) um processo biol6gico critico para
eventos de invasdo/disseminacdo por células neoplasicas capazes de realizar metéstase,
verificou-se se os derivados sintéticos da cumarina 106, 123A e 123B seriam capazes de
interferir na transdiferenciacéo de células epiteliais para mesenquimais. Para este conjunto de
analises, as caracteristicas relacionadas as células epiteliais e mesenquimais foram avaliadas a
partir de fotomicrografias em microscopia de contraste de fase.

Como apresentado na Figura 11A (Al), 12A (Al) e 13A (Al), as células mantidas
apenas em meio de cultivo DMEM apresentaram uma morfologia poliédrica, aparéncia de
paralelepipedos e juncdo intercelular, formando uma monocamada confluente com contato
célula-célula, um perfil caracteristico de células epiteliais. Ja nas células estimuladas por IL-
1B, houve uma evidente mudanga morfoldgica que podem ser observadas, nas figuras 11A
(A3), 12A (A3) e 13A (A3), pelo formato das células com maiores prolongamentos nas
extremidades, semelhante a fibroblastos e a perda de contato célula-célula, sugerindo que

houve uma transdiferenciagéo do perfil epitelial para 0 mesenquimal.

Figura 11 — Efeito do derivado 106 na variacdo morfoldgica induzida pela transicdo epitelial-
mesenquimal em células A549

MEIO DMEM 106 (12 pM) IL-1f (1 ng/mL) IL-1p + 106

Efeito do derivado sintético da cumarinal06 na diferenciacdo epitelial-mesenquimal induzida por IL-1B em
células A549. As células foram mantidas com o derivado 106 sob estimulo ou ndo com IL-1B por24 h.(A)
Fotomicrografias em microscépio invertido de luz (x40 de aumento). (B) Marcacdo para faloidina (x100
aumento). Em azul, o ndcleo das células marcados com corante fluorescente DAPI. A549: adenocarcinoma
pulmonar humano; MEIO DMEM: células sem tratamento; 106: derivado cumarinico (12 uM); ILI1p:
interleucina-1p (1 ng/mL); Seta branca: células com morfologia epitelial; seta vermelha: filamentos de actina na
regido cortical das células; seta amarela: células com morfologia mesenquimal.
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O tratamento com o derivado 106 ndo apresentou diferenca visivel no perfil
morfoldgicos das células, em relacdo ao controle com meio DMEM, figura 11A (A2).
Interessantemente, o tratamento com o derivado 106 nas células estimuladas com IL-1p foi
capaz de atenuar as mudancas morfoldgicas, relacionadas a TEM nas células A549, figura
11A (A4).

De modo diferente ao observado com o derivado 106 da cumarina, os derivados 123A
e 123B ndo foram capazes de interferir de maneira evidente com as mudancas morfolégicas
relacionadas a TEM em células estimuladas com IL-1p, figuras 12A (A4) e 13A (A4) que
mantiveram a mesma morfologia das células tratadas apenas com IL-1B, figura 12A (A3) e
13A (A3).

As areas com menores confluéncias de células na placa, registradas nas figuras 11A
(A2), 12A (A2) e 13A (A2), sugerem que os tratamentos com os derivados 106, 123A e 123B
sejam citotoxicos para células A549, corroborando com os dados anteriores do ensaio do
MTT.

Figura 12 — Efeito do derivado 123A na variagdo morfologica induzida pela transicdo

epitelial-mesenquimal em células A549

(B)

Efeito do derivado sintético da cumarina 123A na diferenciacéo epitelial-mesenquimal induzida por IL-1 em
células A549. As células foram mantidas com o derivado 123A sob estimulo ou ndo com IL-1p por 24 h.(A)
Fotomicrografias em microscépio invertido de luz (x40 de aumento). (B) Marcacdo para faloidina (x100
aumento). Em azul, o nicleo das células marcados com corante fluorescente DAPI. A549: adenocarcinoma
pulmonar humano; Meio DMEM: células sem tratamento; 123A: derivado cumarinico (12 uM); IL1p:
interleucina-1p (1 ng/mL); Seta branca: células com morfologia epitelial; seta vermelha: filamentos de actina na
regido cortical das células; seta amarela: células com morfologia mesenquimal.
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Figura 13 — Efeito do derivado 123B na variagdo morfoldgica induzida pela transi¢do
epitelial-mesenquimal em células A549

123B (12 pM)

Efeito do derivado sintético da cumarina 123B na diferenciagdo epitelial-mesenquimal induzida por IL-1p em
células A549. As células foram mantidas com o derivado 123B sob estimulo ou ndo com IL-1B por 24 h.(A)
Fotomicrografias em microscépio invertido de luz (x40 de aumento). (B) Marcacdo para faloidina (x100
aumento). Em azul, o ndcleo das células marcados com corante fluorescente DAPI. A549: adenocarcinoma
pulmonar humano; Meio DMEM: células sem tratamento; 123B: derivado cumarinico (12 uM); IL1p:
interleucina-1p (1 ng/mL); Seta branca: células com morfologia epitelial; seta vermelha: filamentos de actina na
regido cortical das células; seta amarela: células com morfologia mesenquimal.

Visando uma maior caracterizacdo morfoldgica, a organizacdo dos microfilamentos de
actina foi avaliada pela marcacdo com faloidina marcada com FITC. As células do grupo
controle (mantidas em meio DMEM) apresentaram uma deposi¢do de filamentos de actina
abundante na regido cortical (seta vermelha), tornando-as poliédricas e polares (seta branca),
caracteristicas tipicas de células epiteliais que podem ser observadas nas figuras 11B (B1),
12B (B1) e 13B (B1). Nas células que foram estimuladas por IL-1B, houve perda de
polarizagdo e formagéo de fibras de estresse (seta amarela), indicando uma transdiferenciagao
do perfil epitelial para mesenquimal (figuras 11B, 12B e 13B).

Os tratamentos com os derivados 106, 123A e 123B ndo surtiram efeitos na
organizacédo dos filamentos de actina e nucleos das células A549, quando comparadas com 0
controle do meio DMEM, figuras 11B (B2), 12B (B2) e 13B (B2). Entretanto, o tratamento
com o derivado 106 (figura 11B — B4) foi capaz de interferir nas alteragdes na organizacao
dos filamentos de actina em celulas estimuladas com IL-1f, o que ndo foi possivel com os
tratamentos com os derivados 123A e 123B, figuras 12B (B4) e 13B (B4), reforcando as

observacdes morfoldgicas anteriores.
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5.4 Efeito dos derivados de cumarina sobre a motilidade de células A549

Sabendo que a migracao celular € um fator determinante para o processo de metastase
de células neoplasicas, e que o derivado sintético da cumarina 106 foi capaz de interferir na
TEM, foi realizada uma prova funcional deste potencial anticancer com os derivados, ao
avaliar um evento de motilidade celular, utilizando o ensaio de migragdo horizontal in vitro
com células A549.

De acordo com a Figura 14, o estimulo com IL-1p acelerou a migracdo de células
A549 de forma significativa ap6s 24 h de tratamento em comparacéo com as células mantidas
apenas com meio de cultivo DMEM. No entanto, observou-se que o derivado 106 foi capaz de
inibir, significativamente, para 24,72% a taxa de migracao, induzida pelo IL-1 em A549,
figura 14B.

Figura 14 — Efeito do derivado 106 na migracdo horizontal de células A549
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Efeito do derivado sintético 106 da cumarinasobre a migracdo de células A549 estimuladas por IL-1p. (A)
Fotomicrografia representativa do ensaio de migragdo horizontal. (B) NUumero percentual médio do fechamento
da area livre de células. A549: Adenocarcinoma pulmonar humano; 106: derivado da cumarina; DMEM:
controle sem tratamento; IL-1p: Interleucina-1B; +++p<0,001 em relagdo as células mantidas com meio DMEM;
***p<0,001em relagdo as células estimuladas com IL-1p.
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O derivado 123A também foi capaz de inibir, significativamente, a migracdo induzida

por IL-1p nessas células, onde inibiu para 26,16% a taxa de migracéo (figura 15).

Figura 15 — Efeito do derivado 123A na migracdo horizontal de células A549
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Efeito do derivado sintético 123A da cumarina sobre a migracdo de células A549 estimuladas por IL-1f. (A)
Fotomicrografia representativa do ensaio de migracao horizontal. (B) NUmero percentual médio do fechamento
da area livre de células. A549: Adenocarcinoma pulmonar humano; 123A: derivado da cumarina; DMEM:
controle sem tratamento; IL-1pB: Interleucina-1pB; +++p<0,001 em relacdo as células mantidas com meio DMEM;
***p<0,001em relacdo as células estimuladas com IL-1p.
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JA o derivado 123B inibiu para 17,61% a migracdo de células A549,
significativamente em relagdo ao controle de células com meio DMEM, e inibiu para 17,11%

a migracdo dessas células, induzidas pelo IL-1p (figura 16).

Figura 16 — Efeito do derivado 123B na migracdo horizontal de células A549
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Efeito do derivado sintético 123B da cumarina sobre a migracdo de células A549 estimuladas por IL-1pB. (A)
Fotomicrografia representativa do ensaio de migragdo horizontal. (B) NUmero percentual médio do fechamento
da area livre de células. A549: Adenocarcinoma pulmonar humano; 123B: derivado da cumarina; DMEM:
controle sem tratamento; IL-1pB: Interleucina-1p; ++p<0,01 e +++p<0,001 em relagdo as células mantidas com
meio DMEM; ***p<0,001em relacdo as células estimuladas com IL-1.
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6 DISCUSSAO

Sabendo que as cumarinas e seus derivados sintéticos possuem variadas atividades
bioldgicas, de interesse farmacol6gico, como: antibacteriana (Al-MAJEDY et al, 2018),
antiviral (HASSAN et al, 2016), anti-inflamatéria (GROVER; JACHAK, 2015),
anticoagulante (GOMEZ et al, 2012), antineurodegenerativa (ANANDI et al, 2012) e
anticancer (RIVEIRO et al, 2010) e que, a estrutura quimica desses compostos permite a
realizacdo de modificacbes sintéticas, abrindo caminho para a descoberta de inUmeros
derivados a base da cumarina com diversas propriedades antitumorais (SABT et al, 2018). O
presente estudo avaliou, entdo, o efeito de novos compostos sintéticos derivados da cumarina,
contra dois tipos de linhagens tumorais pulmonares humanas: A549 e H2170.

Estudos presentes na literatura evidenciam que alteracOes realizadas nas estruturas
quimicas de algumas substancias, podem ser capazes de afetar nos seus efeitos biolégicos e
até potencializa-los. Um deles é o estudo de Shi e colaboradores (2017), no qual uma série de
derivados da escopoletina, um tipo de cumarina, foi sintetizada, introduzindo o-
aminoacetamida, acrilamida ¢ P-aminopropamida respectivamente na posicdo 3 da
escopoletina e, através do ensaio do MTT, avaliaram seus efeitos citotoxicos contra quatro
linhagens de células tumorais humanas (MDA-MB-231, MCF-7, HepG2 e A549). Os dados
mostraram que os derivados denominados “7a", “7b”, “7¢”, “7f’, “8a" ¢ “8¢” foram mais
citotoxicos para as linhagens testadas do que apenas a escopoletina. Neste estudo, a
introducdo da acrilamida e seus andlogos B-aminopropamida, melhorou significativamente a
atividade citotoxica.

Farooq e Hussain (2018) avaliaram o efeito anticAncer de derivados de triazois ligados
a 7-hidroxicumarina em sete diferentes linhagens tumorais. Através do ensaio do MTT, o
composto “5” exibiu melhor atividade citotdxica em comparacdo com apenas a 7-
hidroxicumarina, com valores de 1Cs50% = 5,1; 22,7; 14,3 e 10,2 uM contra mama (MCF-7),
pulmdo (NCI-H322), prostata (PC-3) e linhas celulares de céncer de pele (A-431),
respectivamente. O mesmo composto induziu apoptose e parada do ciclo na fase G1 em
células de cancer de mama (MCF-7).

Lingaraju e colaboradores (2018) testaram derivados de isoxazolinas com cumarinas e
avaliaram sua atividade citotdxica in vitro contra UACC 903 (cancer de melanoma) e
linhagem de células normais de fibroblastos (FF2441) pelo ensaio do MTS. Os resultados
revelaram que os derivados denominados “7b”, “7¢”, “7f’ e “7;” induziram maior

citotoxicidade contra UACC 903. Dentre eles, o composto “7b” (ICsos% = 8,8 uM) teve uma
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substituicdo metoxi no anel fenil da isoxazolina. O composto “7¢” (ICso% = 10,5 uM) foi
considerado o0 mais interessante por inibir seletivamente as células de melanoma sem afetar as
células normais FF2441 que pode ser explicado devido a presenca do radical 3,4-dimetoxi no
anel fenil da isoxazolina. O composto “7f” (ICso% = 9,2 uM) teve a presenca de cloro na
posicdo orto do anel fenil da isoxazolina e 0 composto “7j” (ICso% = 4,5 pM) apresentou a
maior citotoxicidade, que pode ser atribuida a substituicdo de cloro e flGor nas posicdes orto
do anel fenil da isoxazolina. Neste estudo, foram observados em estudos de relages estrutura-
atividade que a substituicdo no anel fenil da isoxazolina desempenhou um papel vital na
inibicdo de UACC 903.

Neste estudo, foi feito, primeiramente, um screening visando selecionar o derivado
que surtiria maior efeito redutor na viabilidade celular de A549, através do ensaio do MTT.
Foi testado um total de 35 derivados, na concentracdo de 12 uM, obedecendo aos parametros
do NCI (National Cancer Institute) de concentracdo maxima para substancias isoladas. Como
observado na figura 8 (p. 35), o derivado 106 apresentou maior efeito redutor (18,66% =+
2,13), mais do que o controle quimioterapico usado, a cisplatina (48,79% =+ 1,39). Entretanto,
ao observar as estruturas quimicas dos compostos testados na figura 7 (p. 33), nota-se que o
radical inserido no composto 106, um diclorobenzeno, é 0 mesmo dos compostos 123A e
123B, apenas em posicdes diferentes. Por este motivo, os trés compostos foram selecionados
para dar continuidade ao estudo, possibilitando assim, responder também se as diferentes
posicdes do diclorobenzeno na estrutura da cumarina implicariam em diferencas significativas
de seus efeitos contra A549 e H2170.

Muitos estudos presentes na literatura também usaram o ensaio do MTT para avaliar a
viabilidade celular, o que assegura que este ensaio é confiavel e efetivo. E o caso do estudo de
Ma e Liu (2017), que através do ensaio do MTT, avaliou uma variedade de derivados
cumarinicos a fim de aumentar sua poténcia seletiva e seu efeito inibidor de crescimento em
linhagens tumorais, constatando que para A549 (adenocarcinoma pulmonar humano), seis dos
derivados exibiram um potencial inibidor maior do que o controle quimioterdpico usado,
BENC-511. Soni e Soman (2018) sintetizaram derivados de aminocumarina e relataram
atividade anticancer, atraveés do ensaio do MTT, onde um composto denominado “171”
mostrou uma atividade inibidora maior em A549 com valor de 1Cso% = 24 + 0,1 nM, do que o
farmaco padrdo usado, fluorouracil (1Cse = 11,13 + 0,083 puM). Wang e colaboradores
(2018), também através do ensaio do MTT, testaram um derivado de cumarina e
fenilsulfonilfuroxano, o composto “8b”, através do ensaio, “8b” mostrou que diminuiu a

viabilidade celular de duas linhagens de tumor pulmonar humano (A549 e H1299) de forma
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dependente da dose e do tempo, enquanto o controle quimioterapico cetaxel apresentou menor
atividade de inibicao.

A cisplatina é um quimioterapico capaz de tratar cancer testicular, canceres
ginecoldgicos, principalmente o de ovario, cénceres gastrointestinais, geniturinérios, de
pulméo e o céancer de cabeca e pescoco (DE VITA, 2001). A partir do momento que esse
farmaco entra na célula, seu ion cloreto (ClI°) dissocia-se, formando um complexo reativo com
a agua que interage com o DNA. Ocorre entdo: a formacdo de ligacGes covalentes com o
DNA; a reacdo com dois sitios diferentes do DNA que produzem ligacfes intracadeias ou
intercadeias; a formacdo dos complexos DNA-platina, resultando na inibicdo da sintese de
DNA e, portanto, na sua transcri¢do; a inducdo de apoptose na célula e, por fim, a ligacdo com
proteinas nucleares e citoplasmaticas, resultando em um efeito citotoxico (AHMAD, 2010;
CHU et al, 2013). Ao mesmo tempo, a cisplatina é capaz de se ligar ao DNA mitocondrial,
reduzindo a producdo de ATP (adenosina trifosfato) e as atividades das ATPases, alterando o
conteldo de calcio no interior da célula, reduzindo a respiracdo celular, resultando na
producdo de EROs (espécies reativas de oxigénio) e na peroxidacdo lipidica (DALEY -
YATES, MCBRIEN, 1982; UOZOMI, LITTEREST, 1985).

Apesar da cisplatina se mostrar um farmaco com alto potencial antineoplésico e
farmacocinética favoravel, igualmente aos outros quimioterapicos, pode causar consideraveis
reacOes adversas, algumas delas sdo: mielossupressdo, nduseas e vomitos, nefrotoxicidade,
ototoxicidade, neurotoxicidade, hepatotoxicidade, cardiotoxicidade e reacdo adversa ocular
(VISACRI, 2013). Mesmo o tratamento com a cisplatina (48,79% = 1,39) ter surtido um
efeito redutor significativo para A549 (figura 8, p. 35) nesse estudo, a importancia da
descoberta de novas substancias com efeitos contra tumores pulmonares se da a partir da
necessidade do desenvolvimento de um quimioterapico mais efetivo e com menores ou
insignificantes efeitos colaterais.

Apobs 0 ensaio de screening, os compostos 106, 123A e 123B foram analisados em
diluicdo seriada (1,5 UM — 12 uM), também através do MTT, a fim de se obter uma 1Csou.
Como observado nas figuras 9 (p. 36) e 10 (p. 37), ndo foi possivel a obtencdo da ICso de
nenhum dos derivados, em nenhuma das duas linhagens tumorais testadas. Ainda assim, seus
efeitos inibitorios foram significativos, comparados ao controle sem tratamento. Os derivados
106 e 123B surtiram efeitos inibitérios nas duas linhagens tumorais e o derivado 123A,
apenas na linhagem tumoral A549.

Os compostos organicos clorados sdo conhecidos por provocarem impactos ambientais

e a saude (YANG et al, 2012). O diclorobenzeno (DCB), por exemplo, é bastante usado na
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fabricacdo de solventes, pesticidas, corantes e produtos quimicos organicos (GUERIN 2008;
TONG et al, 2010). 1,2-diclorobenzeno é um isémero primario do DCB e tem como
sinbnimos: orto-diclrobenzeno e o-diclorobenzeno (TIAN, 2006). A exposicdo ao 1,2-
diclorobenzeno pode causar irritacdo aos olhos e trato respiratério, dores abdominais, nauseas,
vomitos e diarreia. Porém, esta substancia ndo apresenta genotoxicidade e ndo ha evidéncias
de carcinogenicidade em roedores (CETESB, 2018). No entanto, a sintese de 1,2-
diclorobenzeno com cumarina nunca foi relatada até agora e ndo ha nenhum estudo que
mostre alguma atividade bioldgica do diclorobenzeno ou seus derivados. Mas, considerando a
importancia bioldgica dos derivados cumarinicos e sabendo que o padrdo de substituicdo em
sua estrutura quimica determina o seu perfil de atividade (RIVIEIRO et al, 2010), foi
contemplado, nesse estudo, avaliar, ineditamente, o efeito anticancer de 1,2-diclorobenzeno
acoplado em diferentes posicdes na estrutura da cumarina.

Os derivados cumarinicos podem apresentar a capacidade de regular diferentes vias
celulares. InvestigacGes bioldgicas feitas em cumarinas ja revelaram o envolvimento desses
compostos com inumeras vias envolvidas na carcinogénese, como inibicdo da quinase, parada
do ciclo celular, inibicdo da angiogénese, inibicdo da proteina de choque térmico (HSP90),
inibicdo da telomerase, atividade antimitética, inibicdo da anidrase carbonica, inibicdo de
transportadores monocarboxilados, inibicdo da aromatase e inibigéo da sulfatase (THAKUR
et al, 2015).

Somado a isso, a transi¢do epitélio-mesenquimal (TEM) é um processo biologico no
qual as células epiteliais adquirem o fenétipo mesenquimal no desenvolvimento embrionario,
fibrose tecidual e progresséo tumoral (KALLURI; WEINBERG, 2009). Nos tecidos tumorais,
a TEM induz o fendtipo mesenquimal com propriedades malignas associadas a migracao,
invasdo e metastase (DE CRAENE; BERX, 2013). Além do mais, o TEM facilita 0 aumento
na subpopulacdo de CSC (celulas-tronco cancerigenas) e ja foi associado a um fenotipo
quimiorresistente no cancer de mama (CREIGHTON et al, 2010). Sendo a TEM uma etapa
critica na obtencdo do estado metastatico, optou-se por investigar se os derivados 106, 123 A
e 123 B causariam mudancas morfolégicas, relacionadas a TEM em Ab549, através do ensaio
da inducéo da transicédo epitélio-mesenquimal, e em seguida, levando em conta que 0 processo
de migracdo celular é primordial para que ocorra a metastase, uma das principais etapas da
carcinogénese, optou-se, finalmente, por investigar a acdo dos mesmos derivados na migragao
celular de A549, com o ensaio de migragao horizontal.

Outros estudos usaram a linhagem tumoral A549 como modelo para inducdo da TEM

e/ou inducdo da migracédo celular e demonstraram uma boa funcionalidade dos ensaios, 0 que
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foi crucial na escolha dessa linhagem, ao invés de H2170, para da continuidade a esse estudo.
E o caso de Guangcai e colaboradores (2016) que mostraram o efeito anti-metastatico de uma
furanocumarina, na linhagem Ab549, realizando dentre outros, o ensaio de migracdo
horizontal. Ko e colaboradores (2018) mostraram o efeito inibitério de metéastase da
bergamota, outra furanocumarina, especificamente induzindo o processo de TEM em A549.
Um terceiro estudo parecido, de Feng e colaboradores (2017), mostrou efeito antitumoral de
uma cumarina chamada osthole contra A549, realizando dentre outros, o ensaio de migracéo e
a inducdo da TEM para avaliar a morfologia celular.

De acordo com o observado pelo ensaio de morfologia nas figuras 11A (p. 38), 12A
(p. 39) e 13A (p.40), as células estimuladas por IL-1p deixaram de ter o perfil epitelial (como
as do controle sem tratamento) e passaram a ter um perfil mesenquimal, observadas a partir de
mudancas no formato e perda de contato célula-célula, como era de se esperar. O TEM é um
processo que leva a perda de aderéncias célula-célula e juncdes estreitas, causando a
reorganizacdo do citoesqueleto e perda de polaridade apical. O que explica como uma célula
tumoral de origem epitelial atinja uma morfologia espindeldide (CREIGHTON et al, 2010;
DAVE et al, 2012). Para complementar esses dados, foi analisado, em seguida, a organizacéo
do citoesqueleto de actina por coloragdo com faloidina. Sustentando os dados anteriores, as
celulas estimuladas por IL-1p transitaram do perfil epitelial para o perfil mesenquimal,
podendo ser observado perda de polarizagdo e formacéo de fibras de estresse, observados nas
figuras 11B (p.38), 12B (p.39) e 13B (p.40). Quando as células, estimuladas por IL-1p,
receberam o tratamento com os derivados cumarinicos, apenas o derivado 106 foi capaz de
reduzir essas alteragdes morfoldgicas. Este ultimo achado, leva a acreditar que o derivado 106
é um interessante alvo para intervencdes terapéuticas direcionadas contra a metastase tumoral
em A549.

De acordo com os resultados do ensaio de migracdo horizontal, os trés derivados
cumarinicos inibiram a migragdo de A549, que foi induzida por IL-1p, de forma significativa
em relagdo ao controle sem tratamento. Estes dados levam a acreditar que o tratamento com
IL-1B, tenha causado a perda do contato célula-célula, provocando um padrdo de migracédo
unicelular, como observado nas figuras 14 (p. 41), 15 (p. 42) e 16 (p. 43). O fato do
tratamento com os derivados cumarinicos ter inibido esta migracgdo, induzida por IL-1p, leva a
acreditar no potencial desses compostos em relacdo a sua atividade anticancer.

A interleucina-1p (IL-1B) tem um papel bastante relevante como mediadora da
inflamacdo relacionada ao céancer, podendo ser secretada por células imunes, estromais e

tumorais (GERMANO et al, 2008). Altos niveis de IL-1p no tumor estdo associados a mau
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progndstico em uma variedade de céanceres, incluindo mama, proéstata, célon e pulméo
(LEWIS et al, 2006). Inclusive, ja foram relatados casos de pacientes com aterosclerose que
tiveram uma reducdo, significativa, na incidéncia de cancer de pulméo, quando recebiam o
anticorpo anti-interleucinal p (RIDKER et al, 2017). Ainda assim, os mecanismos pelos quais
a IL-1B atua no desenvolvimento do cancer e da metastese ndo foram estabelecidos
(TULOTTA et al, 2019).

Apesar de muitos compostos com atividade anticancer ja terem sido encontrados, a
busca por um quimioterapico eficaz, que atue especificamente nas células tumorais malignas,
sem causar danos ao organismo, ainda é de grande interesse farmacoldgico. Pensando nisso,
Lake e Grasso em 1996, relataram que as cumarinas apresentam diferentes niveis de
toxicidade, a depender da espécie testada. Altas doses de cumarina podem ser toxicas e
carcinogénicas quando testadas em ratos, mas ha pouca evidéncia de toxicidade induzida na
espécie humana (LAKE, 1999). Porém, ao que parece, camundongos, hamsters e babuinos sao
os melhores modelos comparativos com os seres humanos (LAKE et al, 2002). Esta diferenca
pode ser explicada devido as vias que diferentes espécies metabolizam a cumarina. Como por
exemplo, na maioria dos seres humanos, a cumarina é metabolizada em 7-hidroxicumarina,
um metabolico ndo téxico. J& em ratazanas, a maioria &€ metabolizada em 3,4-epoxidacéo,
formando um metabdlito toxico, o 3,4-epdxido (LEWIS et al 2006; UEHARA et al, 2008).

Os dados apresentados neste estudo revelaram que os derivados cumarinicos com
radicais 1,2-diclorobenzeno: 106, 123A e 123B atuam inibindo a viabilidade celular das
linhagens tumorais de pulmédo (H2170 e A549), inibindo a migracdo celular de A549 e
especificamente, o derivado 106 foi capaz de inibir a TEM induzida por IL-18 em A549.
Esses achados levam a acreditar que os trés derivados estudados aqui sdo interessantes alvos
para dar continuidade a uma pesquisa na busca por novos quimioterapicos mais efetivos e
menos toxicos para A549. Esclarecendo também que outros ensaios s80 necessarios para
melhor elucidar os mecanismos de acdo envolvidos nessas atividades e a seguranc¢a do uso
desses compostos para saide humana, deixando como perspectivas para esse estudo: ensaios
da viabilidade celular por MTT em células normais e ensaios de genotoxicidade (microntcleo,
apoptose e cometa alcalino) em células normais para avaliar os efeitos citotoxicos e
genotoxicos dos derivados nas células normais; ensaio do ciclo celular e ensaio da anexina V
em A549 para avaliar outras vias metabdlicas, assim como se hd morte celular ou inibi¢do da
proliferacdo em A549; ensaio de imunohistoquimica para avaliar a expressdo de e-caderina e

vimentina e um ensaio de invasdo celular para melhor caracterizar um efeito anti-metastatico.
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7 CONCLUSAO

Os derivados 106, 123A e 123B reduziram, significativamente, a viabilidade nas

linhagens de cancer de pulmao (células A549 e H2170).

Apenas o derivado sintético da cumarina 106 foi capaz de atenuar as alteracbes

morfoldgicas, relacionadas a TEM em células A549, estimuladas por IL-1p.

Todos os trés derivados foram capazes de inibir, significativamente, a migracao

celular, induzida por IL-1p em células A549.

Os resultados indicam que os derivados 106, 123A e 123B devam apresentar efeitos
anticancer por mecanismos distintos e que independam das alteracbes morfologicas
para um fenotipo mesenquimal e que as vias de sintese quimica, a partir da cumarina,
mostram-se potencialmente Uteis para obter novas entidades quimicas com potencial

anticancer.
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