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RESUMO

CARVALHO, Pamela Castiho de. Diarilsulfetos analogos da
combrestatatina A-4: avaliacdo toxicogenética, imunomodulatoria e
apoptotica. Dissertacdo(Mestrado Saude e Desenvolvimento na Regido

Centro Oeste) — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, MS.

Resumo

A combretastatina A-4 possui eficiente potencial anticancerigeno em
tumores humanos e inclusive naqueles resistentes a multidrogas. Esse
fato estimulou a pesquisa com dois diarilsulfetos analogos. Foram
utilizados 70 camundongos machos Swiss, divididos em 14 grupos:
controle negativo, ciclofosfamida (100mg/Kg), analogo 1 e 2 nas doses de
5, 7,5 e 10,0 mg\Kg e associacOes desses com a ciclofosfamida. Os
resultados permitiram inferir que ambos sdo genotdxicos, mutagénicos e
apoptoticos. O analogo 1 tem uma tendéncia de aumentar a fagocitose
esplénica enquanto o0 2 a aumenta significativamente. Quando associado
a ciclofosfamida o analogo 1 potencializa os efeitos mutagénicos e
apoptoéticos desse quimioterapico e o anadlogo 2 nao potencializa os
efeitos da ciclofosfamida e ainda impede a ocorréncia de apoptose, na
menor dose. Assim, propfe-se que o0 analogo 1 pode funcionar como
adjuvante quimioterapico e, possivelmente, melhorar o efeito
antineoplasico desse medicamento. O que, por sua vez, sugere a sua
inclusdo deste composto em processos de prospeccdo de um novo
quimioterapico e/ou para a producdo de um adjuvante para uso em

terapias antineoplasicas combinadas.

Palavras chave: Diarilsulfetos; combrestatatina A-4; toxicogenética;

imunomodulagéo; apoptose.



ABSTRACT

CARVALHO, Pamela Castilho de. Diaryl sulfide combrestatatin A-4
analogs: Toxicogenetics evaluation, immunomodulatory, apoptotic and
exploration of a new chemotherapeutic Dissertation (Mestrado Saude e
Desenvolvimento na Regidao Centro Oeste) — Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul, MS.

Abstract

Combretastatin A-4 (CA-4) is an effective anticancer compound that is
also able to overcome multidrug resistance, which have been promoting
the development and research of CA-4 analogues. In this work, we
determined the genotoxic, apoptotic and immunomodulatory activities of
two CA-4 analogues based on diaril-sulfide in male Swiss mice. In
addition, we also evaluated their activites when combined with
cyclophosphamide, a DNA damaging agent commonly used in cancer
therapy. The results showed that both compounds were able to induce
DNA damage and apoptosis, but the analogue number 1 has a modest
immunomodulatory activity, while the analogue number 2 increased
splenic phagocytosis considerably. Furthermore, the analogue number 1
association with cyclophosphamide led a strong increase in both DNA
damage and apoptosis, while the analogue number 2 combination with
cyclophosphamide was slightly antagonist. These diverse activities
indicate that, despite their structural similarity, the CA-4 analogues studied
here can affect different molecular processes. In turn, this peculiarity
suggests that distinct therapeutic applications can be prospect for these

compounds.

Keywords: Diaril-sulfide; Combretastatin A-4; DNA damage; apoptosis;

immunomodulatory activity.
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1. Introducao

1.1 Consideracdes iniciais

1.1.1 Cancer

Constantemente o0 homem estabelece contato com um alto nUmero de
agentes exdgenos, quimicos, fisicos e biolégicos 0s quais podem interagir
de diversas formas com o organismo humano e, por conseguinte, atuar de
maneira benéfica, neutra ou prejudicial.

Problemas de salude assim como suas solucdes, decorrentes das
interacbes com 0s agentes supracitados, despertam o interesse do meio
cientifico para produtos com acdo imunomodulatéria, antimutagénica,
anticarcinogénica e também quimioterapicos. O conhecimento de tais
produtos pode ser Gtil tanto como medida preventiva, como no tratamento
de varias doenc¢as que acometem os homens, dentre eles o cancer.

No Brasil, as estimativas, para o ano de 2014 segundo o Instituto
Nacional do Cancer (INCA), apontavam para a ocorréncia de 576.580
novos casos (INCA, 2014). Diferentemente das doencas agudas, as
doencas crbnicas tém origens multifatoriais, e sdo cada vez mais
agravadas com o desenvolvimento das sociedades, onde se observa a
crescente poluicdo ambiental, o aumento dos niveis de estresse, 0
sedentarismo e o0s habitos alimentares inadequados (FERGUSON, 1994).
Para o desenvolvimento do céancer ha diferencas individuais quanto aos
riscos que sao provenientes entre outros fatores, da capacidade genética
do individuo em ativar ou detoxificar os carcinégenos. Dessa forma, o
risco aumentado ao desenvolvimento de tumores e os alelos especificos
de genes responsaveis pela metabolizacdo de compostos quimicos sao
decorrentes da existéncia de mudltiplas etapas enzimaticas do
metabolismo que irdo ativar ou detoxificar os xenobidticos (VARELLA,
2005).

O processo da carcinogénese se divide em 4 etapas: iniciagdo, promocao,
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progressao e manifestacao (PITOT, 1989).

As duas primeiras ocorrem durante o intervalo entre a exposicdo ao
cancerigeno e o aparecimento de lesdes consideradas (pré) neoplésicas.
A iniciacdo constitui 0 primeiro passo para o desenvolvimento neoplasico
e corresponde a interacdo do agente quimico com o DNA da célula alvo.
Ela pode ser provocada por acdo direta do cancerigeno ou pode ser
dependente da ativacao deste, com formacdo de metabdlitos ativos que
interagem com o DNA, levando a sua mutacdo (MILLER & MILLER, 1981,
CLAYSON, 1985; PARKE, 1987). E um processo irreversivel, com
alteracdo permanente da estrutura do DNA, através de ligacdes
covalentes, distorcdo ou clivagem da molécula. A eficiéncia da iniciacdo
depende da replicacdo do DNA e divisbes celulares subsequentes, que
“fixam” a alteragdao do genoma (KAUFMANN & KAUFMAN, 1993; MILLER
& MILLER, 1981; PITOT, 1993).

Experimentalmente, a etapa de promocdo € caracterizada pelo
desenvolvimento de lesGes tumorais benignas ou de focos de células
fenotipicamente alteradas. Em geral, os agentes promotores ndo reagem
diretamente com o material genético da célula, mas afetam sua expresséo
por diferentes mecanismos. Por exemplo, interagem com receptores da
membrana celular, com receptores de fatores de crescimento, com
proteinas nucleares indutoras de mitoses ou com proteinas de membrana
reguladoras de canais de ions. Desta forma, os agentes promotores
estimulam a proliferacéo celular e modulam sua diferenciacao, resultando
na expansao clonal das células iniciadas e na expressao fenotipica da
alteracéo do genoma (KAUFMANN & KAUFMAN, 1993; PITOT, 1993).

A etapa de progressdo € caracterizada pela instabilidade gendmica das
células neoplasicas. As alteracbes estruturais do genoma, tais como
aneuploidia, verificadas nesta fase, sdo diretamente relacionadas a
invasividade, a capacidade metastatica e as alteracdes bioquimicas
caracteristicas das células malignas. Esta etapa, dada as caracteristicas
celulares, fornece o substrato bioldgico para a manifestacdo clinica do
cancer (PITOT, 1993).

Estas etapas se procedem do seguinte modo: a iniciagdo da-se por uma

interacdo entre o0 agente cancerigeno e o DNA, que leva ap6s a um ciclo
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de divisdo celular, ao dano (MURAD, 1996), passada esta etapa a
promocao ocorre expressando fenotipicamente a mutagcdo anteriormente
induzida, estimulando a proliferacdo celular (PITOT & DRAGAN, 1991;
PITOT, 1993; WARGOVICH & PUREWAL, 1995). Ja na progressdo ha a
manifestacdo histolégica, o que revela a instabilidade do genoma. Estas
alteracbes estdo intimamente ligadas a ultima etapa, a manifestagéo, visto
que h& uma intensa proliferacdo celular, invasividade e variadas
alteracdes bioquimicas (PITOT, 1989).

Etiologicamente o aparecimento de canceres se da por inimeros fatores,
destacando-se atualmente a dieta, 0 meio ambiente e fatores genéticos
(McBAIN & MACFARLANE et al., 2001).

Diante deste fato, muitos testes tém sido desenvolvidos para aumentar o
conhecimento sobre os efeitos desses parametros sobre a qualidade de
vida das populacbes e em especial sobre o seu impacto no material
genético e a correlacdo com doencas (REIFFERSCHEID & HEIL, 1996).

1.1.2 Quimioterapia

Segundo o INCA (2014), o tratamento do cancer pode ser feito através da
remocao cirdrgica do tumor, radioterapia, quimioterapia ou transplante de
medula 6ssea para canceres hematopoiéticos. Na maioria das vezes é
necessario combinar mais de um tipo de tratamento.

A terapia antineoplasica ou antiblastica consiste na utilizacdo de agentes
quimicos para o combate do cancer (INCA, 2012). E uma forma de
tratamento sistémico da doenca e que pode ser utilizada com objetivos
curativos ou paliativos, de acordo com o tipo de tumor, da extensao da
doenca e condicdo fisica do paciente. Outra modalidade dessa
terapéutica € a quimioterapia neo-adjuvante, realizada antes da cirurgia
com o objetivo de avaliar a resposta ao quimioterapico e a eventual
reducdo do tumor. Caso o resultado seja positivo, as cirurgias podem ser
feitas de forma menos agressiva, a fim de causar menos danos ao

paciente. E quando utilizada apos a cirurgia, pode promover a erradicacao
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de micrometastases, chamada de quimioterapia adjuvante (BONASSA,
2005).

Novos farmacos quimioterdpicos antineoplasicos revolucionaram o
tratamento do céancer e as praticas clinicas (GOODMAN e GILMAN,
2006). Grande parte das drogas utilizadas na quimioterapia convencional
interferem direta ou indiretamente no ciclo celular, impedindo a replicacao
de DNA e provocando o controle/desaparecimento do tumor (REIS et al.,
2006). Porém, ha a necessidade da busca de novos farmacos que atuem
melhorando a qualidade de vida do paciente, potencializando o
tratamento e reduzindo os efeitos adversos.

O tratamento do cancer obteve importantes avancos nas Ultimas décadas,
com a descoberta de novas drogas e a combinacdo dos diferentes
recursos terapéuticos disponiveis. A preocupacdo com a qualidade de
vida dos pacientes levou ao desenvolvimento de medicamentos com
elevado potencial para combater os efeitos colaterais da quimioterapia
(BONASSA, 2005). A farmacogenética e farmacogenbmica possuem
condicbes de selecionar os melhores medicamentos para grupos
especificos de pacientes, resultando em melhores progndsticos (TELLO,
2006).

Estudos feitos por Cornacchioni et al. (2004) também revelaram que
houve melhorias nos fatores de avaliagdo de progndsticos, como a
imunofenotipagem, citogenética e biologia molecular, possibilitando uma
estratificacdo dos pacientes em grupos de recaida, visando entdo a
melhoria e adocdo de novas condutas terapéuticas especificas para cada

grupo em tratamento.

1.1.3 Relagéo entre as tubulinas e o cancer

Os microtubulos sdo importantes alvos quimioterapéuticos devido a sua
relacdo com a replicacdo celular. A inibicdo da formacdo de microtibulos
leva a interrupcdo da divisdo mitGtica celular e pode promove o
rompimento vascular (PILAT e LORUSSO, 2006). A tubulina &€ uma
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proteina crucial na divisao celular. O ciclo celular envolve a replicacédo do
DNA e o “empacotamento” dos cromossomos replicados, resultando em
duas células filhas. A separagdo dos cromossomos filhos na mitose
ocorre através dos microtubulos. A funcdo de polimerizacdo e
despolimerizacdo normal da tubulina € fundamental para a divisdo celular,
e, qualquer interferéncia neste processo rompera a divisdo e causara a
morte celular por apoptose (KINGSTON, 2009).

A angiogénese tumoral, processo de crescimento de novos vasos
sanguineos, essencial para o crescimento dos tumores e o espalhamento
metastatico, € um alvo muito promissor para o planejamento de novos
agentes anticancer (SEBAHAR et al., 2009). Pesquisas no campo dos
agentes antivasculares sao realizadas em busca de compostos capazes
de inibir os processos de polimerizacdo e despolimerizacdo da tubulina
(O'BOYLE et al., 2011).

Dessa forma, existem duas estratégias promissoras no estudo de agentes
anticancerigenos: os VTA'’s (do inglés Vascular Targeting Agent) que sao
agentes que impedem a formacdo de novos vasos sanguineos sem, no
entanto, afetar os vasos consolidados, que ja& alimentam tumores
existentes; e os VDA’s (do inglés Vascular Disrupting Agents), agentes
qgue interrompem a vascularizacdo tumoral ja consolidada, causando a
obstrucdo ou destruicdo seletiva de vasos sanguineos preexistentes que
permeiam os tumores, interrompendo o fluxo de oxigénio e nutrientes
(LIPPERT, 2007; PILAT e LORUSSO, 2006). Em geral, a principal funcao
destes compostos € a mesma, perturbar ou inibir a vascularizacéo
sanguinea existente ou formada em torno do tumor através da destruicao
dos vasos sanguineos que suportam a viabilidade das metéstases, o
crescimento da replicacéo e o potencial tumoral (SEBAHAR et al., 2009).
Os VTA’s fazem parte dos tratamentos quimioterapicos mais aceitos e
representam um largo grupo de estruturas. Isto € em parte devido ao fato
de ser uma classe ja estabelecida como agente anticancer, assim como,
pelos inumeros alvos bioloégicos que podem afetar uma resposta
(SEBAHAR et al.,, 2009). Dentre os VTA’s mais conhecidos estdo os

farmacos taxol® (paclitaxel), ixempra® (ixabepilona), gleevec® (mesilato
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de imatinibe), tarceva® (cloridrato de erlotinibe) entre outros (SEBAHAR
et al., 2009)

Os VDA's representam uma classe muito menos estabelecida de
farmacos anticancer, porém sdo promissores devido aos seus efeitos
antivasculares. Os VDA’s causam a obstrucao ou destroem seletivamente
0S vasos sanguineos preexistentes que permeiam os tumores, causando
a interrupgéo do fluxo de oxigénio e nutrientes (LIPPERT, 2007; PILAT e
LORUSSO, 2006). Dentre os VDA’s, os que vém se destacando mais
acentuadamente sdo os analogos da combretastatina A4 (CA-4), quais
sejam: CA-4P, AVE8062A e CA-1P (ANDRALOJC et al., 1996; HORI e
SAITO, 2003; MANDEVILLE et al., 2007).

1.1.4. Combretastatina A4

O produto natural combretastatina A-4 foi isolado da casca da arvore
africana Combretum caffrum (Combretaceae). E um composto de baixa
massa molar e estrutura simples, um dos mais poderosos inibidores da
polimerizacdo da tubulina, que se liga avidamente ao mesmo sitio de
ligagdo da colchicina na tubulina (LIN et al., 1988; PETTIT et al., 1989;
PETTIT et al., 1995).

Essas substancias induzem mudancas morfolégicas no citoesqueleto das
células endoteliais, ou seja, elas se ligam a tubulina polimerizada
desestruturando o microtdbulo impedindo-o de polimerizar novamente.
Esse fato resulta na retracao celular de vasos sanguineos, ocasionando o
desligamento de permeabilidade vascular, levando ao aumento da
pressao intersticial, acarretando o bloqueio fisico dos capilares e
consequentemente a morte do tumor, devido a falta de vascularizacédo
(GRIGGS et al., 2001).

A estrutura da CA-4 ¢é formada por dois anéis aromaticos, ligados por uma
dupla ligacdo em configuracdo cis na posicdo C-5 do anel A. A
manutencdo do anel A € imprescindivel para manutencdo da atividade e
somente o anel B é tolerante a modificagbes estruturais, principalmente
na posicao C-3’ (LI et al., 2011; ZHANG et al. 2007).
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As combretastatinas A-4P, A-1P e a AVE8062A sédo pro-farmacos mais
soluveis em 4gua e ja se encontram em fase de estudos clinicos para o
tratamento de cancer (YOUNG e CHAPLIN, 2004). A CA-4P (DORR et al.,
1996), também conhecida como fosbretabulina ou zibrestatin™ esta em
fase Il de testes clinicos sobre cancer de pulméo e glioma (tipo de cancer
cerebral) e fase Ill para cancer da tiredide (DUMONTET e JORDAN,
2010; OXIGENE INC., 2011), o derivado CA-1P (KIRWAN et al., 2004)
conhecido também como oxi4503 estd em fase | de testes para tumores
hepaticos (OXIGENE INC., 2011) e a AVE8062A derivada do analogo
aminado CA-4NH2 (OHSUMI et al., 1998) esta em ensaios de fase lll para
tumores do tipo sarcoma, tipo de cancer que afeta o osso, cartilagem,
gordura, muasculo, vasos sanguineos e tecido conjuntivo ou de suporte
(DUMONTET e JORDAN, 2010).

1.2 Ensaios Bioldgicos

1.2.1 Ensaio do cometa

Os agentes genotdxicos sdo aqueles passiveis de causar danos no DNA
(SAVVA, 2000) e o ensaio de cometa é uma adequada metodologia para
avaliacao desses danos.

O teste do cometa evidencia a corrida de fragmentos de DNA, em relacao
ao nucledide principal, quando este é submetido a uma corrente
eletroforética, produzindo padrées semelhantes a cometas. Foi utilizado
primeiramente por Rydemberg & Johanson em 1978. Em 1984, Ostling &
Johanson incluiram no teste a eletroforese em pH semineutro (pH 9,5),
ocasionando um aumento da sensibilidade do teste (TICE, 1995).

A eletroforese em pH alcalino (pH > 13) foi introduzida por Singh et al.
(1988) transformando o ensaio do cometa em uma técnica de grande
importancia na detec¢éo de quebras no DNA e de danos em sitios alcali-

labies, in vivo e in vitro. A técnica é descrita como um método rapido,
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simples e sensivel, usado para quantificar danos genéticos em um
pequeno numero de células. A técnica é importante na deteccdo de
diferencas intercelulares, quanto aos danos ao DNA e no reparo, em
praticamente qualquer célula eucaridtica onde seja possivel obter uma
suspenséo celular, mesmo com uma amostragem bastante pequena. Os
resultados podem ser obtidos em um Unico dia e o custo para a realizacao
da técnica é relativamente baixo. A sensibilidade do ensaio cometa em
detectar danos em células individuais, € comparavel a outros métodos
gue avaliam danos em uma populacdo de células (OLIVE et al., 1992;
FAIRBAIRN et al., 1995; RIBAS, 1995; ROSS et al., 1995; TICE, 1995;
KLAUDE et al., 1996; ANDERSON et al.,, 1998; TICE et al.,, 2000;
FRIEAUFF et al., 2001).

O ensaio do cometa também é empregado na avaliacdo de danos no
DNA, promovidos por agentes fisicos e quimicos. Essa técnica também é
eficiente no monitoramento ambiental e até mesmo na é&rea clinica
(ANDERSON & PLEWA, 1998).

O ensaio é desenvolvido por meio da deposicdo de células em agarose,
sobre uma lamina de vidro para microscopia, segue-se a lise,
desnaturacdo do DNA e eletroforese em pH alcalino (pH > 13).
Posteriormente, as laminas sdo neutralizadas, fixadas e coradas com um
agente intercalante para posterior analise dos cometas a partir do DNA
fragmentado em microscopia de fluorescéncia. Apesar de o teste ser de
grande aplicacdo, as técnicas de isolamento celular e as condi¢cdes do
experimento sofrem variacdes, onde muitas varidveis técnicas podem
afetar a sensibilidade do teste, tais como a natureza quimica e o
mecanismo de acédo do agente mutagénico, a concentracdo e quantidade
de agarose de baixo ponto de fusdo, composicdo da solucédo de lise,
tempo de lise, tempo de desnaturacdo alcalina do DNA, composi¢cao e
temperatura do tampdo de eletroforese, as condicbes de corrida, a
coloracdo do DNA entre outros (OLIVE et al., 1992; SPEIT e HARTMANN,
1999).

Os cometas gerados pela técnica podem ser analisados visualmente
(KOBAYASHI, 1995), utilizando-se coloragdo com um agente intercalante

fluorescente, o Brometo de Etidio, e um microscopio de fluorescéncia.
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Sdo classificados em: classe 0_— nucledides sem danos e que nao
apresentam cauda; classe 1_- nucledides com cauda menor que o
didmetro do nucledide; classe 2 — nucledides com cauda de tamanho ente
1 a 2 vezes o diametro do nucledide; classe 3 — nucledides com cauda 2
vezes maior que o diametro do nucledide. Nucleodides de células
apoptoticas, que se apresentam totalmente fragmentados geralmente néo
sao contabilizados (SPEIT et al., 1996).

1.2.2 Ensaio do microndcleo em sangue periférico

Micronucleos séo frequentemente usados para quantificar a exposicédo a
agentes quimicos ou fisicos (TUCKER e PRESTON, 1996). Esse ensaio
de grande importancia é sugerido por agéncias de pesquisa da area de
genética toxicolégica para avaliagdo da capacidade cancerigena de um
composto (KRISHNA e HAYASHI, 2000). Os ensaios preconizam a
utilizac@o de células do sistema hematopoiético in vivo. Para humanos, o
mais comum é o uso de linfécitos periféricos e em modelos experimentais
destaca-se o0 uso de eritrocitos.

Sugere-se que 0s micronucleos sejam avaliados em hemacias jovens,
pois quando os eritroblastos expelem seus ndcleos e se transformam em
eritrocitos, os microndcleos permanecem no citoplasma, sendo facilmente
identificados devido a sua morfologia arredondada e coloracéo
caracteristicas (SCHMID, 1975). Entretanto, Hayashi et al. (1990)
descreveram a técnica de micronucleo em sangue periférico utilizando a
coloracdo com Laranja de Acridina, um corante que ao se intercalar com
moléculas de DNA e ao sofrer exposicao a radiacdo ultravioleta emite
uma fluorescéncia de cor amarela. Porém, quando o mesmo se liga ao
RNA, sem a capacidade de se intercalar, a fluorescéncia emitida é
vermelha. Essas propriedades permitem a identificagéo dos reticuldcitos,
eritrocitos jovens ricos em RNA em nivel citoplasmatico, que se coram em
vermelho pela presenca desse &cido nucléico. Ja os micronucleos que
possuem DNA em sua constituicdo coram-se em amarelo e podem ser

localizados no meio ou nas bordas das regides coradas em vermelho.
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Estudos comparativos entre a técnica convencional, em medula 0ssea,
corada por Giemsa, e a técnica que utiliza pré-coloracdo com Laranja de
Acridina demonstram uma boa correlagcéo (KISHI et al., 1992), reforgcando
o fato que todas as técnicas mostram-se adequadas para este tipo de
avaliacdo. Porém, a técnica de sangue periférico apresenta uma
vantagem: um mesmo animal poder fornecer varias amostras de material,
sem a necessidade de eutanasia do mesmo (CSGMT, 1992). Isso permite
avaliar o perfil da frequéncia de microndcleos em um mesmo animal ao
longo de um tratamento agudo, subcrénico e cronico. Além disso,
possibilita o estudo da recuperacdo deste mesmo individuo, apdés a
suspensao das administragcdes das drogas-teste (OLIVEIRA, 2009).

1.2.3 Ensaio de Fagocitose Esplénica

O baco € um orgao linforeticular, dividido em pequenos compartimentos
por trabéculas de tecido conjuntivo que partem de sua cépsula. A regiao
medular do parénquima apresenta trés areas: polpa vermelha, polpa
branca e zona marginal. A polpa vermelha é formada pelos sinusoéides ou
seios esplénicos entre os quais se situam os corddes de Billroth,
formando os plexos sanguineos. Nessa regido as células predominantes
sdo os macréfagos, as hemécias e as plaquetas. A polpa branca é
formada por nodulos linfaticos e as bainhas em torno das arteriolas
apresentam-se como zonas branco-acinzentadas difusas na polpa
vermelha. Nela sdo encontrados principalmente linfocitos. JA a zona
marginal situa-se na periferia da zona branca e contém as artérias
marginais (GROOM, SCHMIDT e MACDONALD, 1991).

O baco é responsavel pela remocdo de elementos indesejaveis do
sangue por fagocitose. Assim, cerca de 1,2% de todas as hemacias do
organismo séo removidas diariamente pelos fagoécitos, sendo 50% dessa
remocao feita pelo bago. E também considerado um dos principais 6rgdos
do sistema imunoldégico, visto que células esplénicas capturam antigenos
e o0s apresentam aos linfécitos T e B, que interagem estimulando a

geracdo de plasmocitos secretores de anticorpos. Esse orgao também é
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uma fonte de células hematopoiéticas, especialmente em casos de
anemia grave; além de ser responsavel pelo sequestro de elementos do
sangue, em humanos, o baco contém de 30 a 40% das plaquetas do
corpo. Em caso de esplenomegalia, de 80 a 90% da massa total de
plaguetas pode estar isolada nos intersticios da polpa vermelha do baco,
produzindo um quadro de plaquetopenia. Da mesma forma o bagco pode
sequestrar leucocitos produzindo leucopenia (MEBIUS e KRAAL, 2005).

Conclui-se que o baco € um importante 6érgao envolvido nos processos de
imunomodulacéo. Por isso, a presente pesquisa valeu-se da técnica de
fagocitose esplénica (HAYASHI et al. 1990) para caracterizar os efeitos

imunomodulatérios dos compostos em teste.

1.2.4 Ensaio de apoptose

O processo natural de morte celular foi primeiramente descrito
morfologicamente por Walther Flemming em 1885. Batizado de apoptose
por Kerr, em 1972, para descrever a morfologia Unica associada a morte
celular, que a difere de necrose (RAFF, 1992) Esse evento é
caracterizado pela clivagem da cromatina e colapso nuclear, pela
condensacéo do citoplasma e pelas mudancas na membrana plasmatica
e auséncia de inflamagéo (RAFF, 1992).

A apoptose é o evento de morte celular programada, mediado por
caspases, necessario a manutencdo do nuamero de células em
organismos multicelulares. Caspases sao enzimas que clivam proteinas,
séo dividias em iniciadoras e efetoras. As iniciadoras, como por exemplo,
caspase-8 e caspase-9, clivam pro-formas inativas de caspases efetoras,
ativando-as. Ja as efetoras, caspase-3 e caspase-7, por exemplo, clivam
outros substratos protéicos da célula, resultando em apoptose e todo este
processo que acontece em forma de cascata € regulada por inibidores de
caspases (AMARANTE-MENDES, 1999).

A utilizacdo de métodos confidveis e reprodutiveis para identificar e
quantificar a apoptose € uma condigdo essencial na diferenciacdo da

apoptose em grupos sinalizados (MAURO, 2011). A técnica de Rovozzo
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(1973), adaptada por Mauro et al. (2011), foi novamente readaptada para
utilizacdo em experimentos in vivo a fim de identificar células apoptoticas
por meio de analise do padrao de fragmentacdo do DNA nuclear, a partir

de coloracdo com Alaranjado de Acridina.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar as atividades genotoxica, mutagénica, imunomodulatéria e
apoptoética dos diarilsulfetos 1 e 2 in vivo e sua acdo quando associados

ao quimioterapico ciclofosfamida.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a atividade (anti)genotdxica dos diarilsulfetos 1 e 2, por meio do
ensaio do cometa.

Avaliar a atividade (antiymutagénica dos diarilsulfetos 1 e 2, por meio do
ensaio do micronucleo em sangue periférico.

Avaliar a atividade imunomodulatéria dos diarilsulfetos 1 e 2, por meio da
fagocitose esplénica.

Avaliar a atividade apoptoética dos diarilsulfetos 1 e 2, por meio do ensaio
de apoptose.

Avaliar a acdo da associacao dos diarilsulfetos 1 e 2 quando associados
ao quimioterapico ciclofosfamida.Comparar a acao dos diarilsulfetos 1 e 2
administrados de forma isolada e de forma associada ao quimioterapico

ciclofosfamida.
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3. Manuscrito

Diarilsulfetos anélogos da combrestatatina A-4: avaliagcdo toxicogenética,

imunomodulatdria, apoptdtica e prospeccado de um novo quimioterapico.
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Resumo

A combretastatina A-4 possui eficiente potencial anticancerigeno em tumores
humanos e inclusive naqueles resistentes a multidrogas. Esse fato estimulou a
pesquisa com dois diarilsulfetos analogos. Foram utilizados 70 camundongos
machos Swiss, divididos em 14 grupos: controle negativo, ciclofosfamida
(100mg/Kg), analogo 1 e 2 nas doses de 5, 7,5 e 10,0 mg\Kg e associacdes desses
com a ciclofosfamida. Os resultados permitiram inferir que ambos sé&o
genotoxicos, mutagénicos e induzem apoptose. Ambos os andlogos aumentam a
fagocitose esplénica, porém com o 2 ha um aumento significativamente. Quando
associado a ciclofosfamida o analogo 1 potencializa os efeitos mutagénicos e
apoptoticos desse agente antitumoral, mas 0 mesmo nao ocorre para o analogo 2,
que ndo potencializa os efeitos da ciclofosfamida e ainda impede a ocorréncia da
apoptose, na menor dose. Frente ao exposto, sugere-se que o analogo 1 seria

indicado como quimioterapico, e é capaz de potencializar os efeitos da
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ciclofosfamida, funcionando como adjuvante terapéutico, melhorando assim o
efeito antineoplasico desse medicamento. Verifica-se, portanto, potencial
terapéutico para esse composto 0 que sugere a sua inclusdo em processos de
prospec¢cdo de um novo quimioterapico e/ou para a producdo de um adjuvante

para uso em terapias antineoplasicas combinadas.

Palavras chave: cancer, antineoplasico, quimioterapico, sulfeto, ensaio do

cometa, ensaio de micronucleo

1. Introducéo

A combretastatina A-4 (CA-4), isolada da casca da arvore africana Combretum
caffrum (Combretaceae), possui eficiente potencial anticancerigeno em diferentes
tumores humanos e inclusive naqueles resistentes a multidrogas. Esse composto
possui alta afinidade pelo sitio de ligacdo da tubulina e estd descrito como
citotoxico/antiproliferativo para células endoteliais que estdo presentes nos
tumores em continuo processo de mitose, assim como também é utilizado para
tratar leucemia, tumores de cdlon, glioblastoma, melanoma, carcinoma de
préstata, adenocarcinoma de ovario e carcinoma bronqui-alveolar pulmonar
(DARK et. al., 1997; LI et. al., 1998; PETTIT et. al., 1989; PETTIT et. al., 1998;
SIEMAN et. al., 2009). Logo, é um importante agente antivascular que reduz os
vasos sanguineos e 0 suprimento de oxigénio e nutrientes para 0 tumor
(KANTHOU, 2004; HORSMAN et. al., 1998). Esse composto apesar de utilizado
em terapias antineoplasicas, possui efeitos colaterais como alteracdes
cardiovasculares, hiper e hipotensdo, linfopenia e dor. Porém, ndo apresenta 0s
efeitos tradicionais de outros agentes citotdxicos, tais como mielossupressao e
alopecia (BRANDAO, 2010).

A estrutura da CA-4 (Figura 1) é composta por dois anéis aromaticos ligados por
uma dupla ligacdo em configuragéo cis na posi¢éo C-5 no anel A. As substituigdes
trimetoxi no anel A foram relatadas como pré-requisitos para a manutencdo da
atividade, enquanto o anel B é tolerante a modificagdes estruturais principalmente
na posic¢ao C-3° (ZHANG et. at., 2007; LI et. al., 2011).

Para o presente trabalho foram utilizados dois anadlogos da combretastatina A-4,



31

1,2,3-trimetoxi-5-[(4-metoxi-3-nitrofenil)tiolbenzeno (1) e o 1,2,3-trimetoxi-5-
[(3-amino-4-metoxifenil)tio]benzeno (2) mostrados na Figura 2. Santos et. al.
(2013), através de ensaios bioldgicos in vitro demonstraram que 0 grupo nitro em
1 apresentou um decréscimo na atividade citotdxica e um aumento na atividade
antitubulinica quando comparado ao analogo 3 (BARBOSA et. al., 2009);
enquanto que o grupo amino em 2 contribuiu para 0 aumento da citotoxicidade e
um maior potencial na atividade antitubulinica e na inibicdo da ligacdo da
colchicina a tubulina, podendo 2 ser comparado a atividade da CA-4 (SANTOS
et. al., 2013).
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Figura 1. (A) Estrutura da CA-4; (B) estrutura dos diarilsulfetos 1, 2 e 3.



32

Frente ao exposto a presente pesquisa realizou a avaliacdo toxicogenética,
imunomodulatéria e apoptotica dos diarilsulfetos andlogos 1 e 2 da
combretastatina A-4 in vivo, em associa¢do com o quimioterapico ciclofosfamida,
que é amplamente utilizado para o tratamento de diversos tipos de tumores como
linfomas, mieloma madltiplo, leucemias, adenocarcinoma de ovario, carcinoma de
mama e neoplasias malignas do pulmé&o. A finalidade desta pesquisa foi verificar
0 mecanismo de a¢do dos compostos teste em associa¢do ou ndo com o farmaco

antineoplasico.

2. Materiais e Métodos

2.1 Agentes quimicos, animais e delineamento experimental

Os diarilsulfetos 1 (1,2,3-trimetoxi-5-[(4-metoxi-3-nitrofenil)tio]benzeno (1)) —
EAS ANO,) e 2 (1,2,3-trimetoxi-5-[(3-amino-4-metoxifenil)tiolbenzeno — EAS
64P) sintetizados, purificados e identificados por Santos et. al. (2013), foram
primeiramente diluidos em Tween 80 (4%) (WENT, 1977) e posteriormente em
etanol (1%). As doses utilizadas para os tratamentos foram 5, 7,5 e 10 mg/kg (p.c.,
i.p.). Ciclofosfamida (Fosfaseron®, Laboratdrios Itaca, REG. M.S. No.
1.2603.0056.002-1; Batch 063020, Brasil) foi preparada em solucdo fisioldgica,
pH 7,4 e administrado em concentracdo final de 100mg/Kg de peso corpo6reo
(p.c.), por via intraperitonial (i.p.) em dose Unica.

Foram utilizados 70 camundongos da linhagem Swiss (Mus musculus), machos e
sexualmente maduros provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Salde da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(CCBS/UFMS) subdivididos em 14 grupos experimentais (n = 5 animais). Os
animais foram mantidos em caixas de propileno recobertas por sepilho e
alimentados com ragdo comercial (Nuvital®) e &gua filtrada ad libitum. A

temperatura e luminosidade foram controladas utilizando-se fotoperiodo de doze
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horas (12 horas de luminosidade: 12 horas de escuro), com temperatura de 22+2°C
e umidade de 55%=10 em estante ventilada (ALESCO®). O experimento foi
conduzido segundo as normas das diretrizes da Declaragdo Universal dos Direitos
dos Animais e com aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais da UFMS
Protocolo NUmero 399/2012 e 523\2013).

Para fins comparativos, todos os tratamentos foram realizados com o veiculo
Tween 4% e etanol 1%. Os grupos experimentais e a dosagem dos compostos séo
apresentados na tabela 1. Apos 24, 48 e 72h da administragdo dos analogos, foram
coletadas amostras de 20uL de sangue periférico para o ensaio do micronucleo.
Apbs 24h coletou-se 20uL de sangue periférico, para realizacdo do ensaio do
cometa. Outra aliquota de 20pL foi coletada em 72h para a contagem diferencial
de células do sangue. Ap6s 72h de experimentacdo os animais foram submetidos a
eutanasia para coleta de Orgdos para os ensaios de fagocitose esplénica e de

apoptose.

Tabela 1. Grupos experimentais e dosagem dos compostos

Anélogo Anélogo Ciclofosfamida
1 2

C- - - -
CP - - 100mg/kg
D1 5mg/Kg 5mg/kg - -
D1 7,5mg/Kg 7.5mg/kg - -
D1 10mg/Kg 10mg/kg - -
CP+D1 5mg/Kg 5mg/kg - 100mg/kg
CP+D1 7,5mg/Kg 7.5mg/kg - 100mg/kg
CP+D1 10mg/Kg 10mg/kg - 100mg/kg
D2 5mg/Kg - 5mg/kg -
D2 7,5mg/Kg - 7.5mg/kg -
D2 10mg/Kg - 10mg/kg -
CP+D2 5mg/Kg - 5mg/kg 100mg/kg
CP+D2 7,5mg/Kg - 7.5mg/kg 100mg/kg
CP+D2 10mg/Kg - 10mg/kg 100mg/kg

2.2 Ensaios Biologicos
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2.2.1 Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa foi realizado segundo o protocolo de Singh et. al. (1988). O
material foi analisado em microscépio de epifluorescéncia (Bioval®) em aumento
de 40x, com filtro de excitacdo 420-490nm e filtro de barreira 520nm. Como
descrito por Kobayashi et. al. (1995), analisou-se 100 células por animal. A
ciclofosfamida, que é um agente alquilante de ag&o indireta, para a inducao de

danos no DNA foi usada como controle positivo.

2.2.2  Ensaio do Micronucleo em Sangue Periférico

O ensaio do microntcleo em sangue periférico foi realizado segundo Hayashi et
al. (1990). Uma aliquota de 20uL de sangue periférico foi colocada sobre uma
lamina previamente recoberta por 20uL. de Alaranjado de Acridina (1,0 mg/mL).
Em seguida depositou-se uma laminula sobre o material bioldgico. A lamina
permaneceu em freezer (-20° C) por um periodo minimo de sete dias. A analise foi
realizada em microscopio de epifluorescéncia (Bioval®, Modelo L 2000A), na
objetiva de 400x, com filtro de excitacdo 420-490nm e filtro de barreira 520nm.
Foram analisadas 1000 células por animal. A ciclofosfamida foi usada como

controle positivo.

2.2.3  Ensaio de Fagocitose Esplénica

Um fragmento de aproximadamente 1/3 do tamanho do baco foi macerado em
solucéo fisiologica. Cem microlitros da suspenséo celular foram colocadas em
uma lamina previamente corada com 20uL de Alaranjado de Acridina (1,0
mg/mL) e recoberta por uma laminula. As ldminas foram estocadas em um freezer
até o momento da analise. A anélise foi feita em microscopio de fluorescéncia
(Bioval®, Modelo L 2000A) em um aumento de 400x com filtro de 420-490nm e
filtro de barreira de 520nm (Ishii et. al., 2011). Foram analisadas 200 células por
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animal. A auséncia ou presenca de fagocitose foi baseada na descri¢do de Hayashi
et. al. (1990).

2.2.4  Ensaio de apoptose

Para a confeccdo de um esfregaco, 100uL de uma solugdo de macerado de figado
ou rim foram utilizados. A lamina foi fixada em Carnoy por 5 minutos. Em
seguida a mesma foi submetida a uma bateria de concentracdes decrescentes de
etanol (95% - 75% - 50% - 25%), seguida de lavagem com Tampé&o Mcllvaine por
5 min., coloragdo com alaranjado de acridina (0,01%, 5 min.) e nova lavagem com
o tampdo. Foram analisadas 100 células por animal. A identificacdo das células
em apoptose se deu por meio da analise de padrdes de fragmentacdo do DNA,
segundo Rovozzo & Burke (1973), Mauro et. al. (2011) e Navarro et. al. (2014).
A ciclofosfamida, que é induz morte celular por apoptose como consequéncia do
acumulo de danos no DNA, foi usada como controle positivo.

2.2.5 Célculo da porcentagem de reducdo de danos (RD%) e incremento de
danos (ID%)

Foi proposto por Manoharan & Beneriee (1985) e Waters (1990) o calculo da
porcentagem de reducdo de danos para se avaliar a capacidade quimiopreventiva
de uma substancia quando essa € associada a uma substancia sabidamente
mutagénica. Na presente pesquisa 0 analogo em teste apresentou atividade
antigenotdxica, mas ndo antimutagénica. Nesse Ultimo caso registrou-se aumento
da frequéncia de danos no DNA. Assim, para a presente pesquisa, tanto a
porcentagem de reducdo de danos quanto a de incremento foram calculadas pela

mesma formula.

RD% =  Média do controle positivo — Média do grupo associeéX 100
ou Média do controle positivo — Média do controle neg
ID%
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2.2.6  Analise estatistica

Os valores foram expressos em média + EPM e os dados foram analisados por
ANOVA/Tukey por meio do software GraphPad Prism (version 3.02; Graph-Pad
Software Inc., San Diego, CA, USA) . O nivel de significancia adotado foi de p <
0,05.

3. Resultados

3.1. O diarilsulfeto 1 é genotoxico, mutagénico e indutor de apoptose. Nao
houve diferencas estatisticamente significativas (p>0,05) em peso inicial, final e
ganho de peso (Figura 2) durante o periodo experimental, 0 que sugere auséncia
de toxicidade aguda. Em acordo com o peso total, ndo houveram diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05) nos pesos relativos de coracdo, pulmao,

figado, rins e ba¢o (dados nao apresentados).
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Figura 2. M¢édia do ganho de peso durante o periodo experimental. Letras diferentes
indicam diferenca estatisticamente significativa.
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O diarilsulfeto 1 apresentou potencial genotdxico, aumentando a frequéncia de
danos no DNA (Figura 3) (p<0,05) na ordem de 2,32, 3,09 e 3,8 vezes, para as
doses de 5, 7,5 e 10 mg/Kg, respectivamente.

Células com danos no DNA D1
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Figura 3. Média do nimero de células com danos no DNA. Letras diferentes indicam
diferenca estatisticamente significativa.

Houve potencializacdo do efeito da ciclofosfamida nas duas maiores doses, com
taxas de incremento de danos no DNA na ordem de 3,77, 8,89 e 16,71%,
resultado este que se correlaciona diretamente com o encontrado no ensaio do
microndcleo, que indica o potencial mutagénico do composto teste, o qual
aumentou (p<0,05) a frequéncia de micronucleos em 1,68, 2,49 e 3,01 vezes ap0s
24h; 1,82, 2,77 e 3,41 vezes apds 48h; e 1,26, 2,00 e 2,39 vezes apds 72h de
tratamento para as doses de 5; 7,5 e 10 mg/Kg (Figura 4), respectivamente, sendo
que nesse ultimo tempo de analise a menor dose deixou de apresentar atividade
mutagénica. Os dados demonstram relacdo diretamente proporcional entre o
aumento da dose e 0 aumento das muta¢des. Quando associado a ciclofosfamida o
analogo 1 potencializou (p < 0,05) os danos mutagénicos causados por esse
quimioterapico e a porcentagem de incremento de danos foi da ordem de 13,19,
21,18, 35,76% apds 24h; 48,61, 50,46 e 58,33% apos 48h e 35,29, 47,90 e 70,58%

apos 72h de tratamento, para as doses de 5, 7,5 e 10 mg/kg, respectivamente.
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Esses dados demonstram que existe uma correlacdo direta entre 0 aumento da

dose e 0 aumento da frequéncia de mutagdes.

Microntcleo D1

Média do numero de células micronucleadas

Controle CP100mg/kg D15mglkg D17.5mg/kg Dl10omg/kg  CP+D15mg/kg CP+D17.5mg/kg CP+ D1 10mg/kg

Tratamentos

Figura 4. Média da frequéncia de células micronucleadas. Série 1 24h, série 2 48h, série
3 72h. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa.

O aumento na frequéncia de mutagdes possui uma correlagdo positiva com o
aumento da fagocitose esplénica. O diarilsulfeto 1 apresentou tendéncia ao
aumento da porcentagem de fagocitose quando administrado isoladamente.
Quando administrado simultaneamente ao quimioterdpico, potencializou a
frequéncia de fagocitose quando comparado com o grupo ciclofosfamida. Esse
efeito foi da ordem de 15,6 e 24,2 pontos percentuais para as doses de 7,5 e 10
mg/kg, respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Média do total de células com evidéncia de fagocitose. Letras diferentes

indicam diferenca estatisticamente significativa.

A alta quantidade de danos genotdxicos e mutagénicos também se correlacionam
de forma positiva com a frequéncia de células em apoptose, uma vez que as
células danificadas tendem a ser eliminadas do organismo. O diarilsulfetos 1
administrado isoladamente aumenta (p < 0,05) a frequéncia de apoptose em 3,33 e
5,33 vezes para o figado nas duas maiores doses (7,5 e 10mg/Kg). Nos rins apenas
na maior dose causou aumento significativo de 9,67 vezes e no baco as duas
maiores doses causaram aumento (p < 0,05) de 4,00 e 5,17 vezes. Quando
associado a ciclofosfamida, houve uma potencializacéo significativa dos niveis de
apoptose, para as duas maiores doses, da ordem de 1,27 e 1,65 vezes no figado,

1,22 e 1,61 nosrins e de 1,26 e 1,64 no baco, respectivamente (Figura 6).
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Figura 6. Média do niamero de células apoptoticas. Letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significativa.

3.2. O diarilsulfeto 2 ¢ imunomodulador e indutor de apoptose. Ndo houveram
alteracdes estatisticamente significativas nos pesos inicial, final e ganho de peso
durante o periodo avaliado. Os pesos relativos do coracgdo, figado, rins e baco ndo
apresentaram diferencas significativas (p>0,05) (Figura 7), indicando auséncia de
toxicidade aguda para as doses administradas.
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Figura 7. Média do ganho de pesos. Letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significativa.

O analogo 2 apresentou potencial genotdxicos, aumentando (p<0,05) a frequéncia
de danos observados no DNA em 1,63, 1,63 e 1,54 vezes para as doses de 5; 7,5 e
10 mg/Kg, respectivamente (figura 8). Porém, quando associado a ciclofosfamida,
ndo houve prevencdo nem potencializacdo de danos. O potencial genotoxico é
corroborado pela taxa de 1,49 vezes no incremento de microndcleos, encontrado
apenas para a maior dose, 24h ap6s o tratamento. O composto associado a
ciclofosfamida ndo foi capaz de prevenir ou potencializar (p>0,05) danos
mutagénicos, 0 que condiz com os resultados encontrados também no ensaio do

cometa (Figura 9).
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Figura 9. Média do nimero de células micronucleadas. Letras diferentes indicam
diferenca estatisticamente significativa.

O decaimento do namero de células micronucleadas é compativel com o0 aumento
da fagocitose esplénica, que para o diarilsulfeto isolado sofreu um aumento da
ordem de 7,1, 14,5 e 21,9 pontos percentuais para as doses de 5, 7,5 e 10 mg/Kg,
respectivamente. Porém, quando em associacdo, apresentou uma tendéncia a
reducdo da frequéncia de fagocitose para as duas menores doses e uma reducao
significativa para a maior dose testada sendo esta de 45,6 pontos percentuais

(Figura 10).
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Figura 10. Média do nimero de células com evidéncia de fagocitose. Letras diferentes
indicam diferenga estatisticamente significativa.

Os danos mutagénicos e genotoxicos encontrados correlacionam-se
positivamente com o resultado do ensaio de apoptose onde analogo 2, quando
administrado isoladamente, causou aumento (p < 0,05) da frequéncia de apoptose

no figado e no baco, apenas para a maior dose, na ordem de 3,33 e 3,83,
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respectivamente. Em associagdo com a ciclofosfamida, a maior dose testada nao
alterou afrequiéncia de apoptose. No entanto as duas menores doses determinaram
uma reducédo significativa da frequéncia de apoptose da ordem de 2,10 e 1,53
vezes no figado, 2,06 e 1,53 vezes nos rins e de 1,89 e 1,54 vezes no bago para as
doses de 5 e 7,5 mg/kg, respectivamente (Figura 11).
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Figura 11. Média do numero de cé€lulas apoptoticas. Letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significativa.

A avaliacdo toxicogenética demonstrou que os dois analogos sdo genotdxicos e
mutagénicos quando administrados isoladamente. O ensaio do cometa permite
inferir que o analogo 1 possui maior capacidade de causar lesdes no DNA quando
comparado ao 2. Destaca-se ainda que o primeiro apresentou curva dose resposta,
ou seja, com o0 aumento da dose observa-se aumento da freqiiéncia de células com
danos no DNA. Entretanto, o andlogo 2 ndo apresentou diferencas
estatisticamente significativas entre as doses, e as menores doses demonstram
maior frequéncia de danos genotdxicos, o que sugere uma inversao da curva dose

resposta.
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4. Discussao

Os dados biométricos sugerem que as doses de 5, 7,5 e 10 mg/kg dos diarilsulfetos 1 e 2,
analogos da CA-4 ndo apresentam toxicidade aguda segundo o protocolo testado, uma
vez que ndo foram observadas variagcdes no peso dos animais e dos 6rgdos, exceto para o
peso absolutos e relativos dos pulmdes. No entanto, esta variacdo ndo parece indicar
relevancia bioldgica de toxicidade, uma vez que as observacdes clinicas, ericamento de
pélos, ressecamento de mucosa, diarréia, reducdo na ingesta de racdo e agua e nem
mudangas de comportamento, ndo foram evidenciadas. Por outro lado, Eikesdal et. al.
(2000) demonstraram que a administracdo de doses superiores de CA-4 (50mg/kg) em
ratos, causou diminuigdo de peso corporeo, indicando toxicidade.

O ensaio de mutagenicidade (ensaio do micronucleo) foi corroborado pelos
resultados observados no ensaio de genotoxicidade (ensaio do cometa), uma vez
que observou-se a mesma relacdo dose resposta para o analogo 1, nos trés
diferentes momento de analise (24, 48 e 72h). Destaca-se ainda que a maior
frequiéncia de microndcleos foi evidenciada apds 24h de tratamento, o que sugere
uma acdo mutagénica direta para o analogo 1, além de uma queda da atividade
mutagénica tempo-dependente. Esse fato pode estar relacionado a metabolizagéo
do composto que acarretaria inativacdo e/ou o encaminhamento do mesmo para a
excrecdo, por meio de enzimas da Fase | e Il. Em relacdo ao andlogo 2, somente a
maior dose, apOs 24h de tratamento, apresentou atividade mutagénica, o que
sugere que esse agente é menos eficiente em causar mutacdes quando comparado
com o analogo 1. Esse fato ainda sugere que os danos observados no ensaio do
cometa podem ter sido reparados, por isso as mutacGes ndo foram observadas na
mesma propor¢do que o0s danos genotdxicos, de forma estatisticamente
significativa, para as outras doses. Segundo alguns autores, danos diretos do tipo
quebras de fita simples e duplas, sitios alcali-labeis, crosslinks e sitios de reparo
por excisdo, ou danos indiretos como lesdes por metilagcdo e adutos, que sendo
alcali-labeis, se expressam como quebras de fita simples, podem ser detectados
pela versdo alcalina do cometa (pH>13) (SINGH et. al., 2000; TICE et. al., 2000;
HERMETO et. al., 2014) e esses podem ser reparados (OLIVEIRA et al., 2007)
antes de se fixarem como mutacdes ao longo de um ciclo celular, visto que os
danos do micronucleo s6 se expressam na teléfase ou apds a citocinese quando a

célula estad em intérfase.
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A fagocitose esplénica é capaz de retirar células com danos no DNA da circulacéo
sanguinea (ZU-WEI et. al., 1992; BAZO et. al., 2002; ISHII et. al., 2011). Esse
fato pode relacionar a uma diminuicdo da freqléncia de células com danos
observadas no ensaio de micronucleo e/ou cometa, por exemplo. Na presente
pesquisa observou-se que 0s maiores niveis de danos genotdxicos e mutagénicos
foram observados para o andlogo 1. Para esse mesmo composto foi observado que
0s niveis de fagocitose ndo se alteraram em relacéo ao controle negativo apesar de
ser observada uma tendéncia ao aumento. J& para o analogo 2, onde foram
observados 0s menores niveis de lesdes genotdxicas e mutagénicas, verificou-se
0s maiores niveis de fagocitos esplénica. Esse fato pode parcialmente ser
responsavel por uma baixa estimativa da frequéncia de lesdes no DNA.

Ainda reforca a aplicabilidade do analogo 1 no estudo realizado por Kanthou et.
al. (2004), no qual o agente ligante da tubulina CA-4 gera alta freqliéncia de
micronucleos e danos celulares, os quais interrompem a mitose e induzem morte
celular. Nesse estudo ainda foi citada a capacidade da CA-4 reduzir vasos
sanguineos tumorais, o que demonstra sua agdo antivascular. A unido desses
achados permitiu o desenvolvimento de um novo produto quimioterapico. Logo
0s resultados do analogo 1 suportam a possibilidade do inicio da prospeccdo de
um novo quimioterapico fato que demonstra o ineditismo e pioneirismo desse
estudo.

No presente estudo foi utilizada a ciclofosfamida, que é um agente alquilante com
alta capacidade de formar intermediarios reativos que se ligam de modo covalente
a sitios de alta densidade de elétrons. Para a producdo dos metabodlitos €
necessario ativacdo metabolica por meio de enzimas microssomais hepaticas, com
formacdo de intermédiario ativado com consequente transporte até os locais de
acdo. Este farmaco age de maneira inespecifica no ciclo celular, portanto a
seletividade contra determinados tecidos malignos pode resultar, em parte, da
capacidade dos tecidos normais de degradar os intermediarios ativos por meio de
diversas vias como a do aldeido desidrogenase e glutationa transferase, por
exemplo (GOODMAN & GILMAN, 2012). Das acgbes inespecificas da
ciclofosfamida no ciclo celular pode-se supor alta freqtiéncia de danos no DNA
que determinam apoptose de células tumorais. Esses danos celulares podem ser
monitorados, por exemplo, pela presenca de biomarcadores como 0s micronucleos
(HAYASHI et. al, 1992; MATSUMOTO & COLUS, 2000). Assim, compostos
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que possam potencializar efeitos mutagénicos sdo também capazes de
potencializar efeitos antitumorais (NAVARRO et al.,, 2014). As assertivas
anteriores demonstram a possibilidade de se combinar a ciclofosfamida, um
agente antineoplasico largamente utilizado no tratamento de diversos tumores
(CHASE et. al, 1998; AYERS et. al, 2004; DIAZ-MONTERQO et. al, 2009;) com
anélogos da CA-4, uma vez que essa além de possuir menores efeitos colaterais,
principalmente no caso da mielossupressdo que reduz a expectativa de vida do
paciente, ainda possui mecanismo de acdo focado na reducdo da vasculatura
impedindo assim o crescimento tumoral (KANTHOU, 2004).

Quando comparado a estrutura molecular do analogo 1 e anélogo 2 (Figura 2)
observamos que a Unica diferenca esta relacionada ao grupo existente na posicao
C-3’, sendo um grupo nitro (NO,) para 0 analogo 1 e um grupo amino (NH,) para
o0 analogo 2. Acredita-se que a maior atividade mutagénica conferida ao analogo 1
esta possivelmente associada a presenca do grupo nitro, um grupo eletrofilico, que
pode realizar ligagdes no DNA, atuando de maneira semelhante a ciclofosmamida,
que permite a geracdo de intermediarios eletrofilicos in vivo (SLOCZYNSKA et.
al., 2014). Além disso, a atividade de 1 pode estar relacionada com o metabolismo
redutor enzimatico gerando intermediarios nitrosos (R-N=0) e N-hidroxilados (R-
NH-OH) elevando assim seu potencial mutagénico (GUENGERICH, 1992).
Diante dessa proposta experimental pode-se ainda observar que o analogo 1, que
por analogia pode apresentar o mesmo efeito da CA-4, é ainda capaz de
potencializar os efeitos da ciclofosfamida no que se refere ao aumento de lesdes
no DNA. Esses indicios sugerem que o uso do analogo 1 como coadjuvante
quimioterapico da ciclofosfamida pode permitir duas formas de combate as
células tumorais e ao tumor: (1) causando maior freqiiéncia de mutacdes que
levariam as células a apoptose e ainda (I1) impedindo o processo de angiogénese
que por conseqiiéncia impediria o crescimento do tumor por determinar a morte
celular pela incapacidade de oxigenacéo e nutricdo das mesmas. Salienta-se ainda
que a potencializacdo do efeito mutagénico da ciclofosfamida foi da ordem de até
70,58%, 72h apo6s a administracdo simultdnea entre os dois compostos, 0 que
resultou em um aumento na morte celular, principalmente por apoptose. Este dado
¢ um importante indicativo de que analogo 1 é capaz de potencializar e ainda
aumentar o tempo de agdo da ciclofosfamida na inducdo de danos mutagénicos,

mesmo na presenca de metabolizagdo, os quais seriam responsaveis pelo efeito



48

quimioterapico do medicamento comercial, visto que o aumento da morte celular
é um importante indicativo de eficécia para a terapia antitumoral.

Os resultados obtidos reportaram diferencas na atividade genotéxica ou
mutagénica para 0 andlogo 2 quando comparado com analogo 1. Frente ao
exposto, sugere-se que 0 analogo 2 pode apresentar uma atividade imunodulatéria.
Segundo Pero et al. (2004), a aplicacdo de pequenas doses de CA-4 em animais
com tumores melhora a resposta imune e é capaz de neutralizar a
imunossupressao induzida pelo proprio tumor, sem causar destruicdo vascular.
Esses autores escolherem esse modelo experimental para inferir possibilidades no
tratamento de humanos por meio da combinacdo da CA-4 e outras terapias
imunolégicas. Os resultados observados para 0 analogo 2 permitem esse mesmo
tipo de inferéncia. No entanto, o analogo 1, que até o presente momento possui as
melhores caracteristicas para a quimioterapia e/ou terapia adjuvante, ndo possui
essa caracteristica, visto que as terapias antitumorais por si sé possuem dentre 0s
seus principais efeitos colaterais a imunosupressao. Logo agentes quimioterapicos
e/ou adjuvantes quimioterapicos capazes de causar imunoestimula¢do,aumentando
assim a qualidade e expectativa de vida dos pacientes séo requisitos basicos para
inovacdes tecnoldgicas nessa terapéutica.

Além das células micronucleadas, a fagocitose esplénica é capaz também de
remover restos celulares e/ou de células que tiveram suas membranas degradas.
Segundo Parihar et. al. (2013), um analogo da CA-4 testados em linhagens
celulares de cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231) possui capacidade de
lesionar membranas celulares em células cancerigenas, corroborando as
afirmacdes de estudos anteriores quanto ao potencial terapéutico das
combretastatinas. Se assim o for, talvez células mutadas e/ou iniciadas para o
cancer, as quais possuem instabilidade cromossémica/gendmica, também possam
ser expostas as lesbes de membranas o que pode explicar a maior freqiéncia de
células fagociticas presente nos grupos tratados com o andlogo 2 em comparacgao
com o grupo controle. Assim, o tratamento com o analogo 2 poderia resultar em
aumento de dano celular, que por sua vez, levaria ao aumento da frequéncia de
células fagociticas, como observado neste trabalho.

A associacdo do analogo 1 e da ciclofosfamida resultou no aumento de fagocitose
esplénica nas duas maiores doses. Esse fato indica que um maior numero de

células com lesdes no DNA e/ou outras lesdes celulares, incluindo as de
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membrana, estdo sendo fagocitadas. Esse dado reforca atividade
imunoestimulatéria para a andlogo 1 quando esse é utilizado como adjuvante
quimioterapico e ndo isoladamente. J& na associagdo do analogo 2 observou-se
que as duas menores doses ndo apresentaram diferencas em relacdo ao grupo
controle positivo. Mas, a maior dose foi capaz de reduzir significativamente a
freqiiéncia de fagocitose.

O anélogo 1 é capaz de induzir aumento significativo de apoptose em figado, rins
e baco e em especial nas duas maiores doses. Ja 0 analogo 2 possui essa mesma
capacidade somente para figado e baco na maior dose. Segundo lyer et. al. (1998),
a CA-4 induz apoptose por meio da conversédo da proenzima CPP32 em caspase 3
ativa, que age como um gatilho para a apoptose. Esses mesmo autores relatam que
a incubacdo de células tumorais com CA-4, apds 8h, leva a 99% de morte celular
por apoptose, provando que este € 0 mecanismo primario de morte celular e da
acdo quimioterapica desse composto. A avaliacdo da apoptose nos grupos tratados
simultaneamente com a ciclofosfamida e os analogos demonstraram que o
analogo 1, nas duas maiores doses, é capaz de aumentar os niveis de apoptose em
figado, rins e baco. J& 0 analogo 2, nas duas menores doses, é capaz de reduzir 0s
indices de apoptose nesses mesmos 0rgaos.

A ciclofosfamida é capaz de gerar a producdo de radicais livres e esses também
sdo responsaveis pelos danos no DNA que levam as células mutadas a apoptose
(CAl et. al., 1997) Segundo Aziz et. al. (2013) a CA-4 também € capaz de induzir
as espécies reativas de oxigénio e esse fato é importante para garantir a
seletividade contra células cancerigenas, ja que as mesmas sdo mais sensiveis ao
stress oxidativo. A juncdo dessas duas informacdes nos sugere que 0S maiores
indices de apoptose encontrados na associacdo do analogo 1 e da ciclofosfamida
se deva ao sinergismo de acao desses dois compostos no intuito de causar a morte
celular seja mediada por danos diretos a0 DNA ou por danos indiretos causados
pelos radicais livres provenientes da agdo da ciclofosfamida e do analogo 1.

Em uma analise geral pode-se verificar ainda que o grupo tratado com o analogo 2
associado a ciclofosfamida quando comparado ao grupo tratado somente com a
ciclofosfamida ndo aumentou os niveis de danos genotoxicos e mutagénicos, e
nem os niveis de fagocitose esplénica, apesar de ser observada uma tendéncia a
reducdo. Além disso, verificou-se a prevencdo de apoptose. Os dados

apresentados até 0 momento ndo permitem elucidar porque o analogo 2 reduz os
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indices de apoptose do quimioterapico ciclofosfamida. Assim, novos estudos sdo
necessarios para melhor compreensao dessa questao.

Os resultados indicam que o anélogo 1 tem atividade genotdxica, mutagénica e
apoptotica o que indica 0 seu uso como quimioterapico, e é capaz de potencializar
a acao da ciclofosfamida, funcionando como adjuvante terapéutico, melhorando
assim o efeito antineopldsico desse medicamento. Além disso, o referido
composto ndo induziu toxicidade aguda. Frente ao exposto, considera-se que 0
analogo 1 possui potencial terapéutico e deve ser considerado na prospecgédo de
uma novo quimioterapico e/ou para a producdo de um adjuvante para uso em

terapias antineoplasicas combinadas.
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Tabela 2. Média dos pesos inicial e final, e ganho de peso dos animais no periodo

experimental

Grupos Peso inicial Peso final (a) Ganho de
Controles

C- 33.00+1,732 33.80+1,59°% 0.80+0.49?

CP 31,60+0,242 34,00+0,45% 2,40+0,20?
Diarilsulfeto 1

D1 5ma/Ka 38.60+1,81% 39,20+1.,56% 0.60+0.60?%

D1 7,5ma/Kg 35,20+1,56% 37,00+1,30% 1,80+0,372

D1 10ma/Kg 34,60+2,342 35,40+2,322 0,80+0,49?

CP+D1 35,60+1,872 34,80+1,88? -0,80+0,20?

CP+D1 36,00+0,84% 34,60+0,68% -1,40+0,40%

CP+D1 37,80+2,382 37,20+2,08% -0,60+0,51%
Diarilsulfeto 2

D2 5ma/Ka 37.80+1,722 38.60+1.81% 0.80+0.372

D2 7,5ma/Kqg 32,00+0,32? 33,60+0,24% 1,600,512

D2 10mag/Kg 33,80+1,66% 35,60+2,29°% 1,80+0,66

CP+D2 33,00+2,93% 34,80+3,02? 1,800,582

CP+D2 33,00+1,00% 34,40+0,81% 1,40+0,81%

CP+D2 35,20+0,66% 37,60+0,872 2,40+1.172

animais apos o periodo de experimentacao

Tabela 3. Valores médios + erro padrdo da média do peso relativo dos 6rgéos dos

Grup Corac Pulméao Figado Rins Baco
Peso Relativo (q)
Controles
C- 0,0060 0.0092+ 0,0480 0.0131 0,0038+0
CP 0,0055 0,0058+ 0,0393 0,0125 0,0027+0
1
D(1) 0.0065 0.0090+ 0.0482 0.0144 0.0059+0
D(1) 0,0066 0,0085+ 0,0467 0,0129 0,0044+0
D(2) 0,0050 0,0072+ 0,0477 0,0124 0,0059+0
CP+D 0,0167 0,0075+ 0,0494 0,0145 0,0030+0
CP+D 0,0058 0,0081+ 0,0486 0,0132 0,0026+0
CP+D 0,0061 0,0102+ 0,0547 0,0147 0,0046+0
2
D(2) 0,0051 0,0072+ 0,0475 0,0138 0.0057+0
D(2) 0,0054 0,0062+ 0,0471 0,0123 0,0046+0
D(2) 0,0045 0,0062+ 0,0433 0,0123 0,0048+0
CP+D 0,0064 0.0070+ 0,0437 0,0133 0,0028+0
CP+D 0,0055 0,0069+ 0,0411 0,0136 0,0025+0
CP+D 0,0055 0,0073+ 0,0449 0,0134 0,0064+0
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Tabela 4. Valores médios + erro padrdo da média da freqliéncia de células lesionadas,
distribuicdo entre as classes de danos e escore referentes aos testes de
(anti)genotoxicidade dos diarilsulfetos 1 e 2 no ensaio do cometa em sangue
periférico de camundongos.

Grupos Célul Classes de danos Escor Porc
Experime as 0 1 2 3 e enta
Controles
C- 13,00 87,00 13, 0,0 0,0 13,00 -
CP 87,20 12,80 37, 24, 25, 162,2 -
D1 30,20 69,80 22, 7,4 0,0 37,60
D1 40,20 59,80 32, 7,6 0,0 47,80
D1 49,40 50,60 39, 9,4 0,4 59,60
CP+D1 89,80 12,60 40, 34, 15, 154,2 3,77
CP+D1 93,60 6,40+ 45, 34, 14, 156,4 8,89
CP+D1 99,40 0,60+ 42, 36, 20, 177,2 16,71
D2 21,20 78,80 17, 4,2 0,0 25,40 -
D2 21,20 78,20 15, 6,0 0,0 27,20 -
D2 20,00 80,00 17, 3,0 0,0 23,00 -
CP+D2 85,00 15,00 35, 34, 15, 149,6 0,03
CP+D2 83,80 16,20 38, 33, 12, 140,8 0,05

CP+D2 83,00 17,00 38, 32, 12, 140,6 0,06




Tabela 5. Frequiéncia total e valores médios + erro padrdo da média referentes ao ensaio

de micronucleo em sangue periférico de camundongos:

Grupos Média £ EPM Porcentagem de reducéo de danos %
Experimentais 24h 48h 72h 24h 48h 72h
Controles
C- 14,80+1,74*  12,20+1,65° 10,8+1,39%" - - -
C+ 72,40+2,58° 5540+1,69°  34,6+1,78° - - -
Diarilsulfeto 1 Porcentagem de incremento de danos (%)
D(1) 5mg/Kg  24,80+0,86° 22,20+1,02° 13,60+0,81%" - - -
D(1) 7,5mg/Kg  36,80+0,73° 33,80+0,37° 21,60+0,51° - - -
D(1) 10mg/Kg  44,60+0,51°  41,60+0,51° 25,80+1,16° - - -
Ass(1) 80,00+0,71"  76,40+0,93" 43,00+1,05" 13,19% 48,61% 35,29%
Ass(1) 84,60+0,51"  77,20+0,73"  46,00+1,149" 21,18% 50,46% 47,90%
Ass(1) 93,00+0,71°  80,60+0,68"  51,40+0,51" 35,76% 58,33% 70,58%
Diarilsulfeto 2 Porcentagem de reducéo de danos (%)
D(2) 5mg/Kg  14,20+1,24*  10,20+0,97*  7,60+0,51° - - -
D(2) 7,5mg/Kg 20.20+1,65*° 16,00+0,89°  9,60+2,38? - - -
D(2) 10mg/Kg  22,00+0,71°  14,80+0,97® 17,40+2,01"° - - -
Ass(2) 71,40+2,06° 54,00+0,84° 36,20+1,69°" 0,02% 0,03% -0,07%
Ass(2) 70,40+2,29°  56,20+1,93°  34,00+1,90° 0,03% -0,02% 0,03%
Ass(2) 68,60+1,03° 56,00+2,21° 34,60+2,42° 0,07% -0,01% 0,00%
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Tabela 6. Numero total, freqiéncia média + erro padrdo da média (EPM) e
porcentagem de células com evidéncia de fagocitose esplénica em camundongos:

Total de células com evidéncia de Fagocitose

Grupos Experimentais

MédiatEPM Porcentagem (%)
Controles
C- 85,40+1,782 42,7
C+ 155,20+1,28°" 77,6
Diarilsulfeto 1
D(1) 5mg/Kg 91,20+0,58%" 45,6
D(1) 7,5mg/Kg 92,40+1,12%° 46,2
D(1) 10mg/Kg 94,40+1,21%° 47,2
Ass(1) 5mg/Kg 159,60+1,36' 79,8
Ass(1) 7,5mg/Kg 170,80+0,73° 85,4
Ass(1) 10mg/Kg 179,40+1,36° 89,7
Diarilsulfeto 2
D(2) 5mg/Kg 99,60+1,63" 49,8
D(2) 7,5mg/Kg 114,40+1,88° 57,2
D(2) 10mg/Kg 129,20+5,05¢ 64,6
Ass(2) 5mg/Kg 146,80+5,46° 73,4
Ass(2) 7,5mg/Kg 138,60+1,03%¢ 69,3

Ass(2) 10mg/Kg 109,60+2,98° 54,8




Tabela 7. Avaliacdo da apoptose em figado, rins e baco de camundongos:
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Grupos Figado Rim Baco
Experimentais MédiatEPM MédiatEPM MédiatEPM
C- 1,20+0,37° 0,60+0,24% 1,20+0,20°
CP 100mg/Kg 21,80+0,58 20,20+0,58° 21,60+0,93°
Diarilsulfeto 1
D1 5mg/Kg 2,80+0,37%" 1,20+0,20% 2,80+0,37%"
D1 7,5mg/Kg 4,00+0,32"° 3,20+0,37*° 4,80+0,37"°
D1 10mg/Kg 6,40+0,51° 5,80+0,58" 6,20+0,86°
D1 5mg/Kg + 23,00+0,89' 20,40+0,51° 22,00+1,00°
D1 7,5mg/Kg + 27,80+0,58° 24,60+1,08' 27,20+0,73°
D1 10mg/Kg + 36,00+0,71" 32,60+0,68° 35,40+0,51'
Diarilsulfeto 2
D2 5mg/Kg 1,80+0,37%° 1,20+0,20% 1,60+0,24%°
D2 7,5mg/Kg 2,80+0,37" 1,80+0,20% 2,80+0,49*"
D2 10mg/Kg 4,00+0,32"° 3,00+0,32% 4,60+0,40"°
D2 5mg/Kg + 10,40+0,51¢ 9,80+0,37° 11,4020,40°
D2 7,5mg/Kg + 14,20+0,37° 13,20+0,37° 14,000,45¢
D2 10mg/Kg + 21,80+0,58' 21,00+1,05° 22,00+0,84°
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