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RESUMO

A leucemia mieloide crénica é uma neoplasia mieloproliferativa caracterizada pela
presenca do cromossomo Philadelphia (Ph+), formado através de translocacao
reciproca entre os cromossomos 9 e 22, formando o gene BCR-ABL, codificador da
proteina de mesmo nome, que apresenta atividade aumentada de tirosinocinase. A
enzima mutada BCR-ABL, é o alvo dos inibidores de tirosinocinases (ITKs), usados
no tratamento da leucemia mieloide crénica. O mesilato de imatinibe foi o primeiro que
recebeu a aprovacdo do FDA e, assim como os ITKs de segunda geracdo, o
dasatinibe e o nilotinibe, promovem a remissdo da LMC em mais de 90% dos casos,
contudo, uma parcela importante de pacientes ndo consegue uma boa resposta, pois
o gene BRC-ABL pode desenvolver mecanismos de resisténcia que podem levar a
um processo de falha da resposta ao tratamento. As fontes naturais sempre foram
uma rica fonte de descobertas, com suas estruturas quimicas amplas e diversificadas,
gue possibilitam o desenvolvimento de novos medicamentos, visando uma busca por
uma maior eficacia, seguranca e reducdo de efeitos colaterais. O &cido cafeico
presente em diversas plantas, pode sofrer modificacbes em sua estrutura e sua
conversdo em ésteres ou amidas proporciona analogos com diversas atividades
biologicas. O éster feniletilico do &cido cafeico, € um exemplo dessa diversidade,
apresentando atividade antioxidante, anti-inflamatéria, antitumoral e antifingica.
Observando a resisténcia aos farmacos que alguns pacientes podem apresentar, o
objetivo deste trabalho foi avaliar, in vitro, a citotoxicidade de novos derivados
triazélicos desprotegidos do &cido cafeico, sintetizados pelo nosso grupo e seus
efeitos em células leucémicas K562, portadoras do cromossomo Philadelphia. Foi
realizada a avaliacdo da atividade citotéxica desses novos derivados triazolicos
desprotegidos do &cido cafeico, através de determinacdo da viabilidade celular
metabolica(VCM) por MTT. Apés o tratamento com H46, H51 e Imatinibe, nas
concentracdes de 1 x 108 a 1 x 10 foi observado que houve VCM de 94,5%, 48,1%
e 10,7% respectivamente. Pode-se observar que o composto H51 é mais eficaz do

que o H46.

Palavras-chave: leucemia mieloide cronica; inibidores de tirosinocinase, acido

cafeico, BCR-ABL, antineoplasico.



ABSTRACT

Chronic myeloid leukemia is a myeloproliferative neoplasm characterized by the
presence of the Philadelphia (Ph+) chromosome, formed by reciprocal translocation
between chromosomes 9 and 22, forming the BCR-ABL gene, encoding the protein of
the same name, which has increased tyrosinokinase activity. The mutated enzyme
BCR-ABL is the target of tyrosine kinase inhibitors (ITKs), used in the treatment of
chronic myeloid leukemia. Imatinib mesylate was the first to receive FDA approval and,
like second-generation ITKs, dasatinib and nilotinib, promote CML remission in more
than 90% of cases, however, a significant portion of patients do not achieves a good
response, as the BRC-ABL gene can develop resistance mechanisms that can lead to
a process of failure to respond to treatment. Natural sources have always been a rich
source of discoveries, with their broad and diversified chemical structures, which
enable the development of new drugs, aiming at a search for greater efficacy, safety
and reduction of side effects. Caffeic acid, present in several plants, can undergo
changes in its structure and its conversion into esters or amides provides analogues
with different biological activities. The phenylethyl ester of caffeic acid is an example
of this diversity, presenting antioxidant, anti-inflammatory, antitumor and antifungal
activities. Observing the drug resistance that some patients may present, the aim of
this study was to evaluate, in vitro, the cytotoxicity of new unprotected triazole
derivatives of caffeic acid synthesized by our group and their effects on K562 leukemic
cells, carrying the Philadelphia chromosome. The evaluation of the cytotoxic activity of
these new unprotected triazole derivatives of caffeic acid was performed, through the
determination of metabolic cell viability (VCM) by MTT. After treatment with H46, H51
and Imatinib, in concentrations from 1 x 108 to 1 x 10, it was observed that there was
a VCM of 94.5%, 48.1% and 10.7% respectively. It can be seen that compound H51 is
more effective than H46.

Keywords: chronic myeloid leukemia; tyrosine kinase inhibitors, caffeic acid, BCR-

ABL, antineoplastic.
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1-INTRODUGCAO

1.1-Leucemia Mieloide Cronica

O processo neoplasico consiste em uma proliferacado celular anormal que
ocorre por variados mecanismos, por acumulo de danos celulares dependentes do
tempo, podendo acometer qualquer tecido ou érgdo. Se o sistema imunoldgico junto
a outros mecanismos de reparo do DNA ndo conseguirem bloquear esse processo,
em vias de crescimento celular, pode se desenvolver esse crescimento anormal de
células (FANE, M., WEERARATNA, A. T., 2020).

Esse processo, também chamado de tumor, pode ser benigno quando é
formado por células muito semelhantes as células normais que possuem baixa
velocidade de multiplicagdo e s&@o incapazes de migrar para outros sitios. O
diagnéstico de cancer, ou o tumor maligno, com hiperproliferacdo e aumento de
sobrevivéncia celular, ocorre quando as células se multiplicam de modo rapido e sem
controle, podendo se desprender do tecido e migrar para outras partes do corpo
através dos vasos sanguineos e linfaticos, o que caracteriza a metastase (ABRALE,
2021).

A proliferagéo celular desordenada ocorre a partir de alteragdes no DNA celular
por causas multifatoriais, ou seja, tanto por fatores genéticos e epigenéticos, quanto
por fatores ambientais, sdo 0s agentes carcinogénicos. Essas alteracdes ocorrem
normalmente, mas o sistema imune possui mecanismos que conseguem bloquear e
eliminar essas células alteradas, porém, pode ocorrer da célula com seu DNA
alterado, conseguir evadir a esses mecanismos desenvolvendo o tumor (FANE, M.,
WEERARATNA, A. T., 2020).

As alteraces podem ocorrer em genes que, nas células normais estao inativos,
denominados proto-oncogenes, e ao serem ativados, tornam-se oncogenes,
responsaveis por transformar as células normais em neoplasicas. Esse periodo de
ativacdo pode levar varios anos até o desenvolvimento tumoral, isso porque as
alteracbes que ocorrem nos proto-oncogenes sao cumulativas pelos agentes

carcinogénicos, que em uma certa frequéncia, em um periodo de tempo e por
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interacbes que podem acontecer entre esses agentes dardo inicio e desenvolver o
cancer (INCA, 2021).

As leucemias estdo entre 0s céanceres mais incidentes. O numero de casos
novos de leucemia esperados para o Brasil, para cada ano do triénio 2020-2022, sera
de 5.920 casos em homens e de 4.890 em mulheres, correspondendo a um risco
estimado de 5,67 casos novos a cada 100 mil homens (Quadro 1) e 4,56 para cada
100 mil mulheres (INCA, 2021).

Quadro 1: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de céancer mais incidentes
estimados para o triénio 2020-2022 por sexo, exceto pele ndo melanoma (INCA,
2021).

Prostata 65.840 29,2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 29,7%
Gélon e reto 20.520 91% Calon e reto 20.470 9.2%
Traqueia, brénquio e pulmao 17.760 7,9% Colo do ttero 16.590 7,4%
Estémago 13.360 5,9% Traqueia,brénquio e pulmao 12.440 b,6%
Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 5,4%
Esofago 8.690 3,9% Estémago 7.870 3,5%
Bexiga 7.590 3,4% Ovario 6.650 3,0%
Linfona nao Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do utero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2.9% Linfoma nao Hodgkin 5.450 2.4%
Leucemias 5.920 2.,6% Sistema nervoso central b.220 2,3%

A medula 6ssea esta presente no esqueleto axial e nas extremidades proximais
do fémur e do Umero e é onde ocorre a hematopoese, que é a producédo de células do
sangue, tanto leucécitos ou globulos brancos, quanto hemacias ou glébulos
vermelhos, bem como as plaguetas. Os leucécitos sdo a principal defesa do
organismo, sendo ativados sempre que o mesmo € invadido por agentes agressores
ou quando sofre alguma lesdo. Ja as hemacias sdo responsaveis pelas trocas
gasosas, levando o oxigénio até os tecidos e retirando o gas carbénico, levando-o até
os pulmdes para ser excretado pelas vias aéreas superiores. As plaquetas, por sua
vez, atuam na coagulacado, controlando sangramentos e hemorragias (GOODMAN,
2012).

A medula 0ssea pode ser acometida por varias enfermidades, sendo uma de
grande importancia a leucemia, que se caracteriza pelo acumulo de leucécitos
malignos na medula 6ssea e na circulagéo periférica. Além de se multiplicarem de
forma descontrolada, essas células mutadas tém seu metabolismo alterado, levando

também a um tempo de meia vida mais curto. As leucemias podem ainda serem
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subdivididas em leucemia linfocitica e a leucemia mieloide dependendo de quais
células foram comprometidas, se pertencentes a linhagem linfoide ou mieloide. A
velocidade com que a doenca evolui e se torna mais grave determina se a leucemia
sera cronica, que se agrava de modo mais lento, ou sera aguda, que se agrava de
modo mais rapido (HOFFBRAND, V., 2013).

Dentre os diferentes tipos de canceres, a Leucemia Mieloide Cronica (LMC), de
gue trata esse trabalho, € uma doenca mieloproliferativa cronica clonal, em que as
células alteradas pertencem a linhagem mieloide de células sanguineas e é
caracterizada por leucocitose, esplenomegalia e pela presenca do cromossomo
Philadelphia (Ph), que é resultado da translocacgéo reciproca e equilibrada entre os
bracos longos dos cromossomos 9q34 e 22gl1(Figura 1). Essa translocacéo gera a
proteina mutada BCR-ABL, com atividade aumentada de tirosinocinase, que
desencadeia liberacdo de efetores da proliferacao celular e inibidores da apoptose,
sendo sua atividade responsavel pela oncogénese inicial da LMC (HUANG, X., et al,
2019).

Cromossomo 9
translocado

Cromosomo 9 Quebra cromossOmica
normal

Cromosomo 22

normal Cromossomo 22

translocado
(Cromossomo
Philadelphia)

i ber ‘ =
l ——) {ber-abl
abl
@ —]

Figura 1: Translocacdo reciproca entre os cromossomos 9 e 22 originando o
cromossomo Philadelfia (Ph+). (GUSTAVO, L., 2021)

As proteinocinases sdo componentes importantes das vias de transducao de

sinais, que regulam o crescimento celular. Essas vias de sinaliza¢do influenciam a
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transcricdo génica e a sintese de DNA, bem como eventos citoplasmaticos. As
proteinocinases podem ser classificadas em diferentes categorias, entre elas as
tirosinocinases que fosforilam especificamente residuos de tirosina. Os fatores de
crescimento e outros ligantes ligam-se as tirosinocinases receptoras e as ativam em
condicdes fisiologicas (GOODMAN, 2012).

As tirosinocinases sdo uma classe de proteinas que catalisam a transferéncia
de grupos fosfato no ATP para os residuos de tirosina de muitas proteinas
importantes, fazendo a fosforilacdo dessas proteinas e, em seguida, transferindo o

sinal para regular o crescimento, diferenciacao e apoptose (JIAO et al, 2018).

A evolucdo da LMC se da em trés fases, a fase cronica inicial e progressiva,
seguida de uma fase de transformacao de duracado variavel e segue na fase terminal,
também chamada de fase blastica. Na fase crdnica ocorre a hiperplasia medular e
manutencdo da maturacdo das células mieloides. A fase de transformacdo pode
apresentar neutrofilia, esplenomegalia, trombocitose, trombocitopenia, contagem de
blastos entre 10-19% no sangue periférico ou na medula éssea. Na fase blastica pode
ocorrer a presenca de 20% ou mais de blastos no sangue periférico ou na medula
0ssea de acordo com a Portaria do Ministério da Saude n° 1.219 de 4 de novembro
de 2013.

Ainda conforme a Portaria, assim como qualquer processo neoplasico, o quanto
antes for realizado o diagndstico, maior serd a probabilidade de cura e melhor sera
seu prognoéstico. Dessa forma, a atencdo basica a saude é essencial para um
resultado mais eficiente. O diagndstico clinico se caracteriza pelo reconhecimento de
sinais e sintomas e um rapido acesso aos servicos de saude, sendo 0s mais comuns
palidez, fadiga, febre, adenomegalia generalizada, infec¢cdes recorrentes ou
persistentes, hematomas, petéquias, sangramentos inexplicados,
hepatoesplenomegalia. Para o diagnostico laboratorial de certeza sdo realizados o
hemograma, imunofenotipagem do sangue periférico e da medula 6ssea, mielograma,
citogenética da medula 6ssea, hibridag&o in situ por fluorescéncia (FISH) e reagdo em

cadeia da polimerase (PCR).
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1.2-Inibidores de tirosinocinase (ITKs)

As proteinocinases, como ja dito anteriormente, sdo componentes de extrema
importancia das vias de transducéo de sinais intracelular. O genoma humano possui
aproximadamente 550 proteinocinases que séo classificadas em cinases que
fosforilam residuos de tirosina, cinases que fosforilam residuos de serina e treonina e
cinases inespecificas (GOODMAN, 2012).

Os inibidores de tirosicinase sao a primeira opgéo de tratamento para pacientes
com leucemia mieloide crénica (LMC) e qual deles sera utilizado dependera da fase
da LMC do paciente, do tratamento anterior e da resposta do sistema imune. O
mesilato de imatinibe foi o primeiro ITK aprovado pelo FDA, o dasatinibe e o nilotinibe
sao os ITKs de segunda geracgéao utilizados em pacientes resistentes ou intolerantes
ao imatinibe. O bosutinibe e o ponatinibe séo os de terceira geracao aprovados em
2017 e 2012 respectivamente. O imatinibe ndo consegue penetrar na barreira
hematoencefalica de modo eficiente, e em casos em que ocorre metastase para o
SNC, é substituido pelo dasatinibe ou nilotinibe que conseguem atingir o liquido
cefalorraquidiano com maior eficacia (CUELLAR et al, 2017).

O imatinibe (Figura 2), o dasatinibe e o nilotinibe conseguem a remisséo da
LMC em mais de 90% dos casos (LINEV, A. et al, 2018), porém uma parcela de

pacientes ndo consegue uma boa resposta.

OH,
N
CH, [ j
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Figura 2: Mesilato de imatinibe (LINEV, A. et al, 2018)
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O imatinibe, que é o medicamento da primeira geracdo de inibidores de
tirosinocinases (ITKs), inibe competitivamente a ligacdo de ATP se ligando a BCR-
ABL em sua conformagédo inativa, impedindo sua ativacdo pela auséncia de sua
ligacdo ao ATP. Desse modo, o imatinibe consegue inibir a proliferacdo celular
causada por BCR-ABL e a formacao de tumores sem induzir apoptose, ou seja, sem

inibir o crescimento de células normais (AN, X. et al, 2010).

Os ITKs diferem entre si na poténcia, na especificidade de suas ligacdes e na
capacidade de superar os mecanismos de resisténcia que as células leucémicas
podem desenvolver. Esses mecanismos podem levar a um processo de resisténcia
primaria, que € a auséncia de resposta ao tratamento, ou ao processo de resisténcia
secundaria, em que ocorre a perda da resposta ao tratamento ao longo do mesmo
(AN, X. et al, 2010).

A resisténcia aos ITKs é principalmente devida a mutacdes em BCR-ABL que
alteram sua conformacéo impedindo que o medicamento se ligue ao sitio de ligacéo
de ATP. Os ITKs de segunda geracdao conseguem uma melhor poténcia inibidora em
relacdo ao imatinibe. No entanto, a mutacdo T315I bloqueia completamente tanto o
imatinibe, quanto os de segunda geracao dasatinibe e nilotinibe, sendo motivo de
grande preocupacédo. Porém, o ITK de terceira geracao, ponatinibe, consegue agir
sobre BCR-ABL mesmo com mutacdes, incluindo a mutacédo T315l, no entanto, existe
a preocupacao em relacdo ao uso de ponatinibe pela sua toxicidade cardiovascular
(RABIAN et al, 2019).

A resisténcia primaria pode ocorrer pelo uso concomitante com outros
medicamentos que irdo interferir na acdo da CYP450, responsavel pela
biotransformacao do imatinibe, a inibindo ou estimulando. Outra forma de resisténcia
primaria é a variagdo dos niveis da proteina OCT-1 (human organic cation) que € a
mediadora da entrada do imatinibe na célula (PUSHPAM, D., 2020)

As causas mais frequentes de resisténcia secundaria sdo mutacdes que
ocorrem em ABL. Essas mutacOes podem ocorrer em dominios diferentes, na alca de
fosfato (P-loop), na alca de ativagéo e no dominio catalitico. Quando ocorrem no sitio
de ligacdo do imatinibe séo eliminadas ligacdes de hidrogénio criticas, as que ocorrem

na alca de fosfato alteram a conformacédo da cinase e, as que ocorrem na alca de
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ativacdo estabilizam em uma conformacao ativa que ird impossibilitar a ligacdo do
imatinibe (PAGNANO, K. 2008).

Apesar de um numero crescente de pacientes apresentarem uma boa resposta
ao tratamento com os ITKs, aproximadamente 30% dos pacientes tratados com
imatinibe apresentam resisténcia a terapia, com metade deles apresentando o
desenvolvimento de mutag&o pontual no dominio de ligacéo de ATP de BCR-ABL. O
radotinibe é um ITK que apresenta uma analogia estrutural com o nilotinibe, que € um
ITK de segunda geracao, e € aprovado na Coreia do Sul para pacientes com LMC
recém-diagnosticados e aqueles resistentes ou intolerantes a pelo menos um ITK. O
radotinibe mostrou atividade contra as mutagdes mais comuns de BCR- ABL, exceto
T315l. Apesar das iniumeras opcdes terapéuticas para pacientes com LMC, uma
solucéo curativa excluindo o transplante de células-tronco alogénico ainda néo foi
descoberta. Isso se deve a capacidade da proteina desenvolver mecanismos de
escape e ineficiéncia dos ITKs em relacdo as células-tronco leucémicas, um alvo
farmacoldgico que, na verdade, representa o principal objetivo a ser alcancado para
vencer totalmente a doenca (MASSARO et al, 2018).

Observa-se que os efeitos adversos sdo importantes causas de resisténcia ao
tratamento com os ITKs, podendo até mesmo levar a falha terapéutica. Um estudo
realizado por Tsai et al (2018), do Departamento de Medicina Interna do Hospital
Universitario Kaohsiung, em Taiwan, observou as causas da ndo adesdo ao
tratamento. Entre essas causas, estdo fatores como: idade, sexo, escolaridade,
estado civil, a carga de drogas concomitante, comorbidades e efeitos adversos néo
hematolégicos comuns, tais como rash cutaneo, desconforto gastrointestinal, edema,
dor de cabeca, mialgias, mal-estar, e derrame pleural quando se administra ITKs. Ao
considerar a associacdo entre caracteristicas sociais e adesdo a medicacéo, idade
avancada e estado civil casado mostrou uma tendéncia para uma melhor adeséo. O
ajuste da dose e suspensdo da medicacdo melhora os efeitos adversos né&o

hematologicos na maior parte dos casos.

Apenas algumas pessoas desenvolvem efeitos mais raros e isso pode estar
relacionado a varios fatores, incluindo polimorfismos em genes que afetam os ITKs.
O desenvolvimento de efeitos adversos também pode ser determinado pelo tipo de

ITK, sua dosagem, horario da administracdo, fase da LMC, medicamentos
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concomitantes e area corporal. Os ITKs de segunda e terceira geracdo podem gerar
efeitos inesperados e até mesmo irreversiveis, sendo que observacfes de efeitos
adversos de longo prazo existem apenas para o imatinibe até entdo. A maioria dos
pacientes apresentam efeitos adversos leves a moderados e que se resolverao
espontaneamente. A reducdo ou interrupcado sO deve ser realizada se o manejo do
efeito adverso nao for possivel de outras maneiras e for necessario o monitoramento
desse paciente. Entre esses efeitos destacam-se doenca arterial obstrutiva cronica,
cerebrovasculares, pneumonia, efeitos hepatobiliares, anormalidades enddcrinas e
metabdlicas. (STEEGMANN et al, 2016)

1.3-Desenvolvimento de farmacos

Um novo medicamento leva em média entre 10 e 15 anos, com elevados,
gastos até chegar as prateleiras da farmacia. Porém, novas tecnologias estdo sendo
utilizadas para a reducéo desse tempo e desse custo, que podem variar dependendo
da doenca e do medicamento. O custo geral de um medicamento 6rfao, que trata
condicBes médicas raras e negligenciadas, € menor que o custo de um medicamento
nao 6rfao. (BERDIGALIYEV, N. & ALJOFAN, M., 2020)

As fontes naturais sempre foram uma rica fonte de descobertas, com suas
estruturas quimicas amplas e diversificadas. Possuem muitos agentes terapéuticos,
sendo um desafio na purificacdo e caracterizagcédo de seus componentes, que limitam
seu uso na descoberta de novos medicamentos. Nelas também estdo presentes
substancias farmacologicamente ativas derivadas de fontes biol6gicas ou minerais, e
destinadas ao uso no diagndstico, cura, mitigacdo e prevencdo de doencas.
(BERDIGALIYEV, N. & ALJOFAN, M., 2020)

O desenvolvimento da triagem de alto rendimento (HTS) e bancos de dados de
moléculas contribuiram para o estabelecimento de uma nova era de descoberta de
medicamentos, sendo amplamente utilizados na industria farmacéutica e permitem o
acesso a milhares de moléculas contra um alvo biol6gico. Um dos modelos de triagem
HTS mais utilizados é o baseado em cultura de células, que podem fornecer um
importante quantitativo de informacdes biologicas durante uma triagem de drogas.

Esse método deve possuir alta sensibilidade e é normalmente executado em placas
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de cultura de 96 pocos, que foi a utilizada na execucdo dos experimentos deste
trabalho. (BERDIGALIYEV, N. & ALJOFAN, M., 2020)

Entre os novos farmacos, o reaproveitamento de medicamentos tem sido
importante na descoberta de medicamentos antineoplasicos com novos mecanismos
de acao, esse processo € descrito como 0 Reposicionamento de Medicamentos. Eles
possibilitam beneficios como o conhecimento prévio de farmacocinética e toxicologia,
com margem de seguranca clinica de Fase | ja estabelecida para sua indicacao
original, com isso, 0 reposicionamento se torna mais rapido e com menor custo. No
entanto, € preciso reanalisar as suas atividades biolégicas, sua farmacologia e seus
estudos clinicos, para eliminagdo de riscos e de falhas terapéuticas. (OLGEN, S.,
KOTRA, L. P., 2019)

Para o planejamento e desenvolvimento de novos farmacos € importante seguir
algumas etapas para que a seguranca e a eficacia do candidato a medicamento sejam
asseguradas. A escolha da estratégia de planejamento estrutural a ser adotada ira
depender do conhecimento da estrutura do alvo terapéutico. Quando a estrutura da
molécula alvo é conhecida, pode-se utilizar a docagem molecular através de
experimentacéo in silico. As tabelas 1 e 2, mostram um breve resumo dos protocolos

para o desenvolvimento de novos farmacos (GUIDO et al, 2010).

Tabela 1: Estudos pré-clinicos. (Adaptado de GUIDO et al, 2010)

Estudos pré-clinicos

In vitro Utilizam células ou tecidos

In vivo (Em animais)  Toxicidade aguda, de doses repetidas, mutagenicidades

Tabela 2: Estudos clinicos. (ADME — absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excre¢ao)
(Adaptado de GUIDO et al, 2010)

Estudos clinicos

Fase | Estudo da toxicidade

Fase Il Estudo de eficacia e seguranca. Numero reduzido de pacientes

- " Comprovacgéao da eficacia, da seguranca e estudos de ADME. Numero
ase
maior de pacientes.

Fase IV Farmacovigilancia apés comercializacdo do medicamento.




21

A RDC n° 9/2015 da Anvisa, define os procedimentos e requisitos para
realizacdo de ensaios clinicos com medicamentos, incluindo a submissédo do Dossié

de Desenvolvimento Clinico de Medicamento (DDCM) a ser aprovado pela Anvisa.

1.4-Acido cafeico

O &cido cafeico (CA) ou &cido 3,4-dihidroxicindmico (Figura 3) esta entre os
principais representante dos acidos hidroxicinamicos e fendlicos, que estao presentes
em varias fontes de alimentos como frutas, legumes, vinhos, azeite, chas e graos de

café, como produto de metabolismo secundério (FERIOTTO, G., et al, 2021).

O
HO

HO

Figura 3: Acido Cafeico. (FERIOTTO, G., et al, 2021)

Geralmente, ndo € encontrado na forma livre, sendo mais observado na forma
de heterosideo, como &cido clorogénico, ésteres e amidas. O acido clorogénico € um
éster formado entre o acido cafeico e o acido quinico, sendo um dos polifenéis mais
abundantes nos alimentos dietéticos, principalmente no café. O acido cafeico pode
sofrer diversas modificagbes em sua estrutura, sua transformacado em ésteres ou
amidas proporciona analogos com diversas atividades bioldgicas. Um dos compostos
mais ativos da propolis (Baccharis dracunculifolia), o éster feniletilico do acido cafeico,
€ um exemplo dessa diversidade de atividades bioldgicas, o qual apresenta atividade
antioxidante, anti-inflamatoria, antitumoral e antifangica. Véarias a¢cdes metabdlicas do
acido cafeico e seus derivados foram estudadas e comprovadas como, por exemplo,
a atividade antitumoral e a atividade antioxidante, mostrando que muitos compostos

derivados com potencial farmacolégico podem ser obtidos (SILVA et al, 2014).

O &cido cafeico atua na defesa da planta contra predadores, pragas e infec¢des

devido ao seu efeito inibitério sobre crescimento de insetos, fungos e bactérias, além
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de proteger as folhas contra a radiacao ultravioleta. No entanto, € encontrado em sua
forma esterificada, o que dificulta sua absorcéo pelo corpo, precisando ser hidrolisado
pela microbiota intestinal, pois o sistema digestivo humano néo possui as esterases
necessérias a hidrélise do &cido clorogénico para liberar o &cido cafeico. A
concentracdo plasmatica maxima foi observada 1h apés a ingestdo dos alimentos e
diminui rapidamente, sendo excretado principalmente pela urina (ESPINDOLA, K. et
al, 2019).

Seu efeito antineoplasico se da inibindo a formacao de produtos nitrogenados,
como nitrosaminas e nitrosamidas, e sua propriedade antioxidante € atribuida a sua
estrutura quimica. Suas hidroxilas fendlicas, presentes no grupo catecol, permitem a
transferéncia de atomos de hidrogénio para radicais peroxil. Além disso, a dupla
ligacdo na cadeia carbdnica aumenta a estabilidade do radical fendlico (ESPINDOLA,
K. et al, 2019).

Os fendis, acido dihidrocafeico, acido 3,4-dihidroxifeniletanodico e acido 3,4-
dihidroxibenzoico, foram testados em 3 tipos de linhagens tumorais humanas; células
do colo do utero, adenocarcinomas mamarios, leucemia linfoblastica. O acido cafeico
mostrou atividade antiproliferativa contra todas as linhagens de células testadas,
sobretudo para células do colo do Gtero, enquanto o acido dihidrocafeico, apresentou
uma atividade antiproliferativa irreversivel sobre todas as linhagens de células. O
acido 3,4-dihidroxifeniletandico, de forma também interessante, demonstrou atividade
antiproliferativa e citotoxica em linhagem celular de leucemia linfoblastica (ZHANG,
2014).

Por fim, o acido 3,4-dihidroxibenzéico também mostrou um efeito
antiproliferativo sobre todas as linhagens de células testadas. Adicionalmente, esses
compostos ndo apresentaram efeito citotoxico significativo contra células humanas
sadias, fibroblastos ndo-neoplasicos obtidos a partir do tecido do pulmédo embrionario
humano. O éster fenetilico do acido cafeico (CAPE, Figura 4), extraido da prépolis,
apresentou um efeito antitumoral, antioxidante, antiinflamtério, bastante pronunciado
sobre as linhagens de células tumorais, maior do que o apresentado pelo derivado
octil e metilico (ZHANG, 2014).
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Figura 4: Estrutura quimica do Ester fenetilico do acido caféico (ZHANG, 2014).

Desta forma, através de estudos de relacdo estrutura-atividade (SAR) foi
possivel observar que o comprimento da cadeia alquilica ligada a funcéo éster parece
interferir nas propriedades antiproliferativas, cujas, nos analogos triazolicos do acido
cafeico também foram estudadas, sendo os ensaios realizados com linhagem celular
de cancer de mama (MCF-7) e células da mama nao-tumorais (MCF10A). Os
compostos ndo mostraram inibicdo significativa do crescimento de células nao
tumorais, mostrando uma toxicidade seletiva para a proliferacao de células tumorais,
caracteristica desejavel no desenvolvimento de farmacos antineoplasicos
(BOUDREAU et al., 2009). Foi estudado o seu potencial citotoxico e apoptotico em
linhagem celular LMC K562 e seu possivel sinergismo com imatinibe (FERIOTTO, G.,
et al, 2021).

O &cido cafeico tem sido amplamente utilizado como um modelo para o
desenvolvimento de novas entidades quimicas com potencial interesse terapéutico
em doengas humanas associadas ao estresse oxidativo. Além disso, a aplicabilidade
de derivados do &cido cafeico expande-se para a industria de cosméticos, devido as
suas propriedades de estabilizacdo. A sintese de ésteres, amidas e os hibridos com
as drogas sao estratégias de tendéncia para o desenvolvimento de derivados com
aplicacao terapéutica (SILVA T., OLIVEIRA C., BORGES F., 2013).

Considerando uma busca por farmacos altamente seletivos contra alvos
terapéuticos moleculares que estdo anormalmente expressos na célula tumoral, nosso
grupo tem estudado derivados do éacido cafeico como potenciais inibidores de
tirosinocinase, enzimas as quais representaram, na ultima década, uma esperanca

potencial como alvo na terapia antineoplasica.
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Estudos de viabilidade celular metabdlica realizados com esses compostos em
linhagem de LMC BCR-ABL+ realizados previamente pelo nosso grupo mostraram a
capacidade citotoxica desses compostos. Estes também demonstraram inibir a

atividade da enzima ABL cinase em teste enzimético in vitro.

Diante dos resultados iniciais, nosso grupo sintetizou novos derivados
triazélicos do &cido cafeico, de forma a tentar melhorar a atividade citotoxica ja
demonstrada pelos derivados inicialmente testados. Esses novos compostos sdo
derivados do acido cafeico que, diferentemente dos compostos sintetizados

inicialmente pelo nosso grupo, tem suas hidroxilas desprotegidas.

Assim, tendo em vista que, apesar do sucesso dos ITKs no tratamento da LMC
ainda ocorrem casos de quimioresisténcia, além dos efeitos adversos relacionados ao
tratamento, nosso grupo vem se dedicando a avaliacdo de citotoxicidade de novas
moléculas potenciais candidatas a novos farmacos. Diante desse cenario, foi realizada
neste trabalho de conclusdo de curso, a avaliagdo, in vitro, da citotoxicidade dos
derivados triazolicos desprotegidos do &cido cafeico sintetizados pelo nosso grupo
sobre células leucémicas portadoras do cromossomo Philadelphia.
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2-OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho de conclusdo de curso foi avaliar, in vitro, a
citotoxicidade de derivados triazdlicos do acido cafeico, sintetizados pelo nosso grupo

e seus efeitos em células leucémicas portadoras do cromossomo Philadelphia.
Os obijetivos especificos foram:

1. Avaliagédo in vitro da atividade citotdéxica dos novos derivados triazolicos
desprotegidos do acido cafeico sintetizados pelo nosso grupo frente a linhagem LMC
BCR-ABL+ K562;

2. Comparacao da atividade citotoxica dos nhovos compostos com a atividade
citotoxica do quimioterapico convencionalmente usado na rotina clinica oncoldgica da
LMC, o imatinibe.
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3-MATERIAL E METODOS

3.1-Compostos testados

Dois novos derivados triazélicos do acido cafeico sintetizados pelo grupo foram

testados nas concentracdes de 1 x 108 a 1 x 104, na linhagem de LMC K562,

Os compostos foram sintetizados na Universidade Federal do Espirito Santo,
Campus de Alegre, no interior do Estado do Espirito Santo, pelo professor Pedro Alves
Bezerra Moraes e foram enviados ao laboratério na forma liofilizada em microtubos
do tipo Eppendorf. Para sua utilizacdo € necessario realizar um processo de diluicdo

em Dimetilssulfoxido (DMSO — Neon Comercial, Suzano, SP).

e Composto H46:
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Figura 5: Composto H46

Nome IUPAC: (E)-4-fluorobenzil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato
Peso Molecular: 288,27 g/mol

e Composto H51:
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Figura 6: Composto H51.

Nome IUPAC: Composto H51: (E)-4-nitrobenzil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato
Peso Molecular: 315,27 g/mol
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O quimioterapico convencionalmente usado na rotina clinica oncoldgica da
LMC, imatinibe (Figura 2), foi usado na linhagem testada para efeitos de comparacao

com a atividade dos novos compostos sintetizados.

3.2-Cultivo e manutengado de linhagem celular que expressa atividade

aumentada de tirosinocinase

Foi utilizada a linhagem de LMC K562, adquirida no Banco de Células do Rio
de Janeiro, que possui a translocacédo que resulta no gene hibrido BCR-ABL. Essa
linhagem teve origem a partir de uma paciente de 53 anos com LMC em crise blastica
terminal. S&o células de morfologia linfoblastica e ndo aderentes (BCRJ, 2021).

O cultivo foi feito em estufa a 37°C e atmosfera de 5% de COz, que possibilita
a manutencdo da cultura em pH 6timo em torno de 7,2 a 7,4 através da seguinte

reacao de equilibrio:
CO2 + HHO « H2CO3 <« HCO3~ + H*

Esse equilibrio pode ser observado através da coloragdo do meio de cultura,
que possui indicador vermelho de fenol, onde um pH mais acido possui coloracdo
laranja-amarelada até amarelo e um pH mais basico possui coloracao roxa. O pH é
também uma forma de indicar a presenca de contaminacdo da cultura, além da

turbidez, da morfologia e da reducao da viabilidade celular.

As células foram mantidas em garrafas de cultura contendo meio RPMI 1640
(Gibco, Grand Island, NY, USA) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino
(CRIPION, Andradina, SP, Brazil), que deve ser filtrado pois € uma potencial fonte de
contaminagdo, 1% (v/v) de solucdo Penicilina-Estreptomicina (10000 u/mL — 10
mg/mL) e 0,5% (v/v) de Anfotericina B (250 pg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA).

3.3-Ensaio de Viabilidade Celular Metabdlica (VCM) in Vitro

As células foram plaqueadas na densidade de 5x10° células/mL em placas de
96 pocos. Foi realizado o tratamento das células, com os dois compostos e imatinibe
nas concentracdes: 1x10“ mol/L, 1x10° mol/L, 1x10°¢ mol/L, 1x107 mol/L e 1x108



28

mol/L e DMSO P.A. Alguns pocos nao receberam tratamento a fim de obtermos
células sem tratamento para controle ndo tratado dos testes. As placas foram
incubadas por 72h a 37°C, em atmosfera de 5% de CO2. Pogos nao receberam
células, nem tratamento e foram utilizados como branco para calibrar o aparelho

espectrofotometro.

Apés esse intervalo de incubacdo com os compostos supracitados, foi
adicionado o reagente MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil

tetrazolium]) a 5mg/mL e a realizada a incubacao por 3h a 37°C.

Em seguida, a placa foi centrifugada, o sobrenadante removido e o reagente
DMSO P.A. adicionado para solubilizacdo dos cristais. A absorbancia das amostras

foi lida em espectrofotometro de microplacas (Epoch 2 Biotek).

A absorbancia foi lida a 540nm, sendo que as leituras de absorbancia séo
proporcionais a quantidade de cristais formados, ou seja, a quantidade de células
ainda viaveis apos o teste.

3.4-Determinacgao das ICso dos compostos testados

O calculo estimado dos valores da concentracdo inibitéria de 50% da
proliferacdo celular (ICso) foi realizado a partir da curva dose-resposta de cada
composto testado, com valores normalizados, obtida através do ensaio de VCM
descrito acima, com fins de comparacéo das poténcias entre 0s compostos testados.
Os célculos foram realizados com auxilio do software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad
Softaware, San Diego, CA, USA).

3.5-Analise Estatistica

Para a andlise estatistica, realizada também por meio do software GraphPad
Prism 8.0 (GraphPad Softaware, San Diego, CA, USA), os dados foram avaliados
quanto as premissas de normalidade e homoscedasticidade; caso seguissem as
premissas, o teste de Anova de uma via seguido do teste de comparacao multipla de
Tukey foi realizado. Caso os dados nao seguissem a premissa, foi realizado o teste

nao paramétrico correspondente, o ensaio de Kruskall-Wallis com pds teste de Dunn.
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Para H46 entéo, foi realizado o ensaio de Kruskall-Wallis e 0 composto nao
provocou a redugéo significativa de VCM em K562. Para H51, foi realizado o ensaio
de Anova de uma via, onde o composto provocou reducdo significativa quando
comparado ao controle ndo tratado. Para o imatinibe ndo foi realizada a analise
estatistica, pois os dados representam meédias e desvio padrdo de apenas dois

experimentos.
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4-RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaios de citotoxicidade ou viabilidade celular ttm o objetivo de testar a
atividade citotoxica de vérios tipos de compostos em diferentes tipos celulares. O
teste do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]) € um teste
colorimétrico usado para avaliar a viabilidade celular metabdlica. (BERNHARD et al,
2003).

Desidrogenases mitocondriais, ativas apenas em células metabolicamente
viaveis, clivam o anel de tetrazoélio, convertendo-o de um composto de coloracéo
amarela em um composto de coloragdo azul escuro, chamado de formazan [E,Z- 1-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan], que s&o cristais insoliveis em
solucbes aquosas. A formacédo deste produto colorido é, portanto, um marcador de
viabilidade celular. No entanto, os tempos de incubacdo sao longos (geralmente 4
horas) e é necessério adicionar um solubilizador antes de realizar a medi¢do por
colorimetria (BERNHARD et al, 2003).

Foram avaliadas as atividades citotoxicas, de dois compostos derivados do
acido cafeico desprotegidos, denominados H46 e H51, assim como do medicamento

utilizado na primeira linha de tratamento da LMC, o mesilato de imatinibe.

Os resultados obtidos pelo ensaio de viabilidade celular metabdlica pelo MTT,
realizados com os compostos H46, H51 e com o mesilato de imatinibe, podem ser

observados nos graficos mostrados na figura 7 a seguir:
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Figura 7: Viabilidade celular metabdlica (VCM) da linhagem K562. Os gréficos
representam a média e desvio padrdo de experimentos independentes. Os dados
foram analisados por teste de Anova de uma via com pés teste de Tukey ou por ensaio
de Kruskall-Walli com pés teste de Dunn. *p< 0,05; ***p< 0,001; ****p< 0,0001 quando

comparado com o grupo controle ndo tratado.

Como pode ser observado nos graficos da figura 7, os compostos
apresentaram diferentes comportamentos. O composto H46 ndo apresentou atividade
citotoxica a linhagem K562, ao menos nas concentracdes testadas, pois ndo provocou
reducdo da VCM, alcancando 94,5% na concentracdo 1 x 10* mol/L. Porém, ainda de
acordo com o grafico, o composto H51 apresentou citotoxicidade de modo dose
dependente, provocando a reducéo de VCM da linhagem a 48,1% na concentracdo
de 1 x 10“mol/L. O mesilato de imatinibe provocou reducdo importante na VCM,

chegando esta a aproximadamente 10% na concentragéo de 1x10-*mol/L.
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O composto H46 ndo obteve resultado significativo, entretanto, o composto H51
provocou reducdo de quase metade do numero de células viaveis. O imatinibe
provocou uma maior reducéo, o que ja era esperado por se tratar de medicamento de
primeira linha para o tratamento da LMC. Tendo em vista os resultados alcangados
pelos dois compostos inéditos testados, pode-se constatar que um deles foi ineficaz

dentro das concentracdes testadas enquanto o outro apresentou melhores resultados.

Atabela 3 demonstra os valores de ICso estimados em software GraphPad Prism.
O composto H46 apresentou ICso de 1,58 x 103mol/L enquanto o composto H51

apresentou 8,25 x 10°mol/L e o imatinibe apresentou 2,24 x 10-"mol/L.

Tabela 3: ICso estimada do quimioterapico imatinibe e dos compostos H46 e H51

sobre a linhagem celular K562.

Composto ICs0 (Mol/L)
H46 1,58 x 103
H51 8,23 x 10°

Imatinibe 2,24 x 10”7

De acordo com a Tabela 3, o composto H46 apresentou o maior valor de 1Cso, 0
que torna esse composto menos potente do que o composto H51, j& que € necessaria
uma maior concentracdo da substancia para inibir a viabilidade metabdlica de 50%

das células.

O imatinibe, como esperado por ser a droga de escolha para o tratamento da
LMC, se mostrou mais potente que os compostos inéditos, ja que apresentou o menor
valor de ICso, ou seja, com uma menor concentracdo do farmaco se obtém inibicdo de

viabilidade de metade da populacao celular.

Como o composto H46 (Figuras 5 e 8) apresenta apenas 0 grupamento
fluorobenzil como diferenca em relagcdo ao composto H51(Figuras 6 e 9), que possui
0 grupamento nitrobenzil e apresentou melhores resultados, € um indicativo de que o
composto halogenado perde sua agdo medicamentosa, ao menos dentro das

concentragdes que foram testadas.
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Figura 8: Composto H46: (E)-4-fluorobenzil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato

O
HO@MO/\Q\
HO F
Figura 9: Composto H51: (E)-4-nitrobenzil 3-(3,4-dihidroxifenil)acrilato

Acidos fendlicos foram avaliados por Feriotto et al (2021), através da viabilidade
celular por MTT em linhagem K562, e o acido cafeico foi o que demonstrou melhor
efeito, com ICso = 38uM, enquanto os outros, como o acido ferulico, acido chicarico,
acido neoclorogénico, produziram efeitos despreziveis e foram considerados inativos
na faixa de concentracdo testada. A molécula de &cido ferulico, que possui estrutura
semelhante a do acido cafeico (Figura 10), tendo como diferenca apenas uma
substituicdo no anel aromético de uma hidroxila por uma metoxila, foi utilizada como
controle negativo e o controle positivo foi o imatinibe, com ICso = 0,18uM. Com isso,

pode-se observar a importancia do grupo catecol na acao farmacolégica dos acidos

fendlicos.
0
HO A Atk
HO CA
0
H;CO A -
HO FA

Figura 10: Diferenca estrutural entre o &cido cafeico(CA) e o &acido ferulico(FA)
(FERIOTTO et al, 2021).
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Estudos realizados por Sanderson et al (2013), utilizando 19 derivados
sintéticos do acido cafeico, mostraram que 16 deles reduziram a viabilidade celular de
células LNCaP, uma linhagem de células de cancer de prostata, de forma dependente
de concentragdo, incluindo o CAPE, éster fenetilico do acido cafeico. Sete desses
derivados sintéticos apresentaram ICso menor que CAPE, e a maioria deles, provocou
reducdo acima de 80% na viabilidade celular. Também foram testados 16 derivados
sintéticos do acido cafeico no crescimento celular em LNCaP e 12 deles promoveram
reducdo na taxa de crescimento celular. A porgéo catecol e o substituinte na porgao
éster se mostraram essenciais na atividade antioxidante. Os efeitos citotoxicos dos
derivados sintéticos do acido cafeico ndo seguem o mesmo padrdo de estrutura-
atividade, com poténcias citotoxicas e antiproliferativas diferentes. Fatores estéricos e
interacdo tridimensional desempenham importante papel nesses efeitos. Ha uma
relacdo entre hidrofobicidade e citotoxidade, mas nao € o suficiente para demonstrar

0 mecanismo de acao desses derivados.

A fim de investigar seu uso como agente quimioterapico, Touaibia et al (2011),
investigaram o acido cafeico e derivados do CAPE em linhagens de células HelL A, de
colo do utero, MDA-MB-231, de cancer de mama, MOLT-3, de leucemia linfoblastica
e L-132, de fibroblastos ndo neoplasicos de tecido pulmonar embrionario humano. Foi
observado que o comprimento da cadeia carbbnica entre o anel aromatico e o grupo
carboxila, junto a dupla ligacdo, afetam a atividade neoplasica de formas diferentes.
O comprimento da cadeia carb6nica foi diferencial nas propriedades anti-proliferativas.
O CAPE exerce efeito antioxidante no nivel transcricional, inibindo NF-kB, reduzindo
a expressao de genes pré-inflamatorios, eliminando radicais livres, quelando ions
metalicos e inibindo enzimas que induzem a formacdo de radicais livres ou
peroxidacao lipidica. Com base nessas acdes, tem-se explorado a sintese de acido
cafeico e analogos de CAPE em busca de uma molécula antioxidante de alta

eficiéncia.
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5-CONCLUSAO

Diante dos resultados observados, conclui-se que ainda ha um caminho a ser
percorrido na pesquisa do nosso grupo para encontrar um medicamento compativel

com a acao citotoxica do mesilato de imatinibe para o tratamento da LMC.

Foi observada uma menor poténcia do composto H46 e uma poténcia e efeito
melhores com o composto H51. Diante dos experimentos realizados pode-se observar
que qualquer mudanca de substituinte realizada na estrutura dos compostos €
importante tanto para aumentar, como para reduzir a sua poténcia ou eficacia. Cabe
agora ao nosso grupo buscar substituintes que possam levar ao aumento dessa

poténcia ou eficacia.

Essa pesquisa é importante pois representa um passo inicial para descoberta
de novos medicamentos para LMC que atuem sobre mecanismos diferentes dos ITKs.
Isso possibilita contornar os efeitos adversos causados por esses medicamentos a fim
de que os pacientes possam ter uma melhor qualidade de vida e uma melhor adesé&o

ao tratamento.

Esses novos medicamentos, podem tornar-se, apds melhorias nas suas

estruturas quimicas e novos testes, novas opcoes terapéuticas.
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