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RESUMO

As neoplasias hematoldgicas sdo um grupo heterogéneo de doengas originadas na
medula Ossea que apresentam como principais tumores de tecidos linfoides e
hematopoiéticos as leucemias, linfomas e mielomas. Os principais tratamentos atuais
incluem quimioterapicos e radioterapia. Contudo, a maioria destes tratamentos é de alto
custo e resulta em intensos efeitos colaterais aos pacientes, 0 que demanda novas
alternativas terapéuticas mais seguras e de melhor custo-beneficio. Este estudo teve
como objetivo principal investigar a atividade anticancerigena e imunomoduladora in
vitro de compostos naturais e semissintéticos contra neoplasias hematolégicas. Como
foram utilizadas células mononucleadas normais do sangue periférico (PBMC)
humanas, este projeto foi devidamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Fundacdo HEMOAM, de acordo com as diretrizes preconizadas pela
resolucdo 466/2012 do Ministério da Saude. Primeiramente, PBMC e células Vero
foram tratadas com diferentes concentracGes dos seguintes compostos: Br-Ell-S03Na,
pirazoloisoquinolina, Z1 e Z2. A avaliagdo da citotoxicidade foi realizada por meio do
teste  MTT. Em seguida, foi investigada as atividades anticancerigena e
imunomoduladora utilizando-se as linhagens celulares K562, HL-60 e U937.Todas as
substancias testadas apresentaram atividade anticancerigena, sem efeito citotoxico
significativo contra células ndo cancerigenas. A substancia que apresentou melhor
atividade anticancerigena foi um derivado de zerumbona (Z1) que apresentou valor de
ICso de 5.20uM em células HL-60. Em relag&o ao ciclo celular, foi observado que as
substancias Z1 e pirazoloisoquinolina induziram maior captura na fase G1 do ciclo
celular, enquanto que as substancias B,-Ell-SOsNa e Z2 foi observado uma maior a
proporcéo de captura na fase S e G2, respectivamente. As substancias Br-Ell-SOzNa e
pirazoloisoquinolina induziram a expressdo de IL-6, porém inibiram a expressdo de IL-
8. A substancia Z2 também inibiu a expressdo de IL-8.  Os resultados apresentados
por este estudo demonstram que as substancias analisadas apresentam importante
potencial anticancerigeno e imunomodulador, 0s que as tornam possiveis candidatas

para serem exploradas em estudos prospectivos in vivo.

Palavras chave: fitoterapicos, leucemias, neoplasias, bioprospeccéo, biomoléculas
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ABSTRACT

Hematological neoplasms are a heterogeneous group of diseases originating in the bone
marrow that present as main tumors of lymphoid and hematopoietic tissues leukemias,
lymphomas and myelomas. The main current treatments include chemotherapy and
radiation therapy. However, most of these treatments are expensive and result in intense
side effects for patients, which demands new safer and more cost-effective therapeutic
alternatives. The purpose of this study was to investigate the in vitro anticancer and
imunomodulatory activities of natural and semi-synthetic compounds against
hematological neoplasms. As human normal peripheral blood mononucleated cells
(PBMC) was used in the assays, this project was duly approved by the Research Ethics
Committee (CEP) of the HEMOAM Foundation, according to the guidelines
recommended by the resolution 466/2012 of the Ministry of Health. First, PBMC and
Vero cells were treated with different concentrations of the following compounds: Br-
Ell-SO3Na, pyrazoloisoquinoline, Z1 and Z2. The cytotoxicity was assessed using the
K562, HL-60 and U937 cell lines. All substances tested showed anticancer activity,
without significant cytotoxic effect against non-cancerous cells. The substance that
showed the best anticancer activity was a derivative of zerumbone (Z1) that had an IC50
value of 5.20uM in HL-60 cells. Regarding the cell cycle, it was observed that the
substances Z1 and pyrazoloisoquinoline induced greater capture of cells in the G1 phase
of the cell cycle, while in relation to the substance Br-EIlI-SO3Na and Z2, a higher
proportion of capture was observed in the S and G2 phases, respectively. The substances
Br-EllI-SO3Na and pyrazoloisoquinoline induced the expression of IL-6, but inhibited
the expression of I1L-8. The Z2 substance also inhibited the expression of IL-8. The
results presented by this study demonstrate that the analyzed substances have an
important anticancer and immunomodulatory potential, which make them possible
candidates to be explored in prospective in vivo studies.

Key words: phytotherapics, leukemias, neoplasias, bioprospecting, biomolecules
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1. INTRODUCAO

As neoplasias hematoldgicas sdo um grupo heterogéneo de doengas malignas, originarias de
células de linhagem hematopoéticas (leucemias) e do sistema imunitario (mielomas/linfomas),
representando 8% das neoplasias humanas *. Os 6rgdos mais envolvidos neste processo sdo: sangue,
medula 6ssea, ganglios linfaticos, baco e figado. Este grupo heterogéneo de doencas variam quanto a

gravidade clinica e a resposta ao tratamento?.

Dentre os grupos de neoplasias hematologicas encontram-se as leucemias, caracterizadas pelo
acumulo de células brancas malignas indiferenciadas na medula dssea e na corrente sanguinea. Podem
ser classificadas quanto a maturagdo celular, sendo aguda quando ha o predominio de células blasticas,
ou cronica se ocorre o predominio de células maduras. Também podem ser classificadas de acordo
com a linhagem afetada, denominada linfocitica quando as altera¢6es ocorrem nos linfocitos T ou B,

ou mielocitica, quando altera as linhagens das células mieldides®.

Os linfomas sdo um grupo de neoplasias hematolégicas que derivam de linfdcitos provenientes
da medula 6ssea que podem ser classificados em duas formas: Linfoma Hodgkin e ndo Hodgkin. O
linfoma de Hodgkin é definido como uma neoplasia do tecido linféide caracterizada pela presenca
de células de Reed-Sternberg (ou células de Hodgkin), constituido por estroma, linfdcitos, eosinéfilos
e monocitos*®. O linfoma N&o-Hodgkin representa um grupo heterogéneo de neoplasias
linfoproliferativas, que podem ser divididas de acordo com o tipo de célula precursora : linfdcitos

B (s&o a forma mais comum, cerca de 85-90%), T ou células natural killer 8.

Outro tipo de neoplasia hematol6gica comum é o mieloma mutiplo (MM), caracterizado pela
presenca de células B clonais e malignas na medula dssea &. Na maioria dos casos, essas células
plasmocitarias produzem uma imunoglobulina monoclonal (proteina M) em excesso, que pode ser

encontrada no plasma e na urina de pacientes acometidos pela doenca®.

Dentre os tratamentos atuais das neoplasias hematoldgicas, incluem- se 0s quimioterapicos e
a radioterapia. Contudo, esses tratamentos em sua grande maioria apresentam efeitos colaterais
intensos aos pacientes, deixando-os muito debilitados. A terapia fotodindmica e o transplante de
células-tronco hematopoiéticas também tem sido usado, porém, muitas vezes também apresentam

inimeros efeitos colaterais. Tais efeitos incluem, alta toxicidade e restricdo na metastase®.

Cerca de 80% da populacdo mundial depende de medicamentos tradicionais e mais de 60%
dos medicamentos anticancer aprovados clinicamente s&o derivados de plantas medicinais®*°. Metade
das drogas atualmente em uso clinico € de origem natural, indicando que os produtos naturais tém um

papel significativo no processo de descoberta e desenvolvimento de drogast!. Devido a isso, a



prospeccdo de biomoléculas oriundas de plantas medicinais com potencial antineoplésico tem sido

amplamente explorada 2.

O reino vegetal é composto por aproximadamente 250.000 espécies de plantas e apenas cerca
de 10% foram estudadas para o tratamento de diferentes doencas. Os fitoquimicos e os seus derivados
estdo presentes em diferentes partes da planta podendo apresentar varias funcdes farmacoldgicas®®.
Ao longo dos anos, diversas biomoléculas tém sido associadas a atividade anticancerigena, tais como:
carboidratos'**®, polissacarideos'®, além de compostos de organismos marinhos e substancias

encontradas no veneno de cobras®’.

Uma revisdo publicada por Prakash e colaboradores em 2013, apresentou as principais
espécies de plantas com potenciais antineoplasicos, sendo a maioria destas de origem asiatica, chinesa
e europeia. Alguns desses compostos sao capazes de restaurar a capacidade funcional das células T
nos pacientes com neoplasias. Outros, demonstraram eficécia in vitro e in vivo, podendo ativar 0s

mecanismos imunes anti-tumorais do paciente®®,

Um estudo realizado por Yokosuka et al. (2007) relatou que a molécula flavone glaziovianin
A, isolada das folhas da arvore brasileira Ateleia glazioviana possuia citotoxicidade contra células
leucémicas promielociticas, sugerindo que o mecanismo envolvido estava relacionado a inibi¢do da
polimerizagdo da tubulina’®. Uma outra espécie denominada de Zingiber zerumbet (Z. zerumbet) tem
despertado interesse cientifico e vem sendo estudada em diversas partes do mundo, devido ser
utilizada ha séculos na medicina tradicional asidtica e por apresentar diversas atividades
farmacolégicas®. Entretanto, até 0 momento, pouco se conhece sobre o potencial terapéutico do Z.

zerumbet no Brasil principalmente no que se refere a neoplasias hematoldgicas.

Diante deste contexto, é evidente a importancia de estudos que caracterizem as atividades
anticancerigena e imunomoduladora de biomoléculas naturais e semi-sintéticas. Tais a¢Oes sdo de
grande importancia na luta contra cancer além de promover o desenvolvimento cientifico de nossa
regido. Portanto, este estudo teve como principal finalidade avaliar o potencial anticancerigeno in
vitro de compostos naturais e seus derivados bioativos contra neoplasias hematoldgicas. Avaliar
também acdo imunomoduladora das principais citocinas relacionadas ao cancer, que regulam a
carcinogénese, expressando o receptor relacionado para usa-lo na resposta imune, assim podendo
direcionar terapeuticamente, reforcando suas bioatividades especificas para o design de novos

terapéuticos para auxiliar no tratamento contra neoplasias hematoldgicas.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Neoplasias Hematologicas

Como ja mencionado anteriormente, as neoplasias hematoldgicas sdo um grupo heterogéneo de
doencas originadas a partir da proliferacdo anormal e descontrolada de uma célula clonal de origem
hematopoiética?®>. Adicionalmente, estas doencas, comprometem também o sangue, ganglios
linfaticos, baco e figado??. Tais neoplasias se desenvolvem a partir de mutacOes celulares,
influenciadas tanto por fatores genéticos, quanto por fatores ambientais'®. A transformacdo maligna
celular decorrente de fatores genéticos é resultado de um conjunto de mutacBes génicas, muitas das
quais de carater hereditario 8. Os fatores ambientais estdo principalmente associados a agentes

quimicos, drogas, exposicao a radiacdo, tabagismo, alimentacéo e infeccdes?.

Dentre as neoplasias hematoldgicas, a leucemia € mais comumente encontrada na populacéo.
Esta doenca maligna afeta os glébulos brancos e tem como principal caracteristica 0 acimulo de
blastos na medula Ossea, que sobrepdem as células sanguineas normais, prejudicando assim a

producao dos globulos vermelhos, glébulos brancos e plaquetas®*.

As leucemias podem ser classificadas em mieloide e linféide, dependendo da linhagem celular
comprometida. Desta forma, incluem-se no conceito mieldide todas as células que integram as
linhagens granulocitica (neutréfilos, eosindfilos, baséfilos), monocitica, eritroide, megacariocitica e
de mastocitos?®®. A leucemia linfoide corresponde a um terco do total de leucemias, presente
principalmente em pessoas com mais idade e raramente observada em criancas e individuos com
menos 40 anos. Este tipo de leucemia é derivado de células linféides indiferenciadas (linfoblastos),
presentes em grande ndmero na medula 6ssea, no timo e nos ganglios linfaticos e caracteriza-se

principalmente pelo actimulo de linfocitos monoclonais 2527,

No geral, as leucemias podem também estar relacionadas aos fatores de risco ocupacionais,
agentes quimicos como os solventes (sendo 0 mais comum o Benzeno) facilmente encontrados no
vapor da gasolina em postos de abastecimentos, entre outros®®. Portanto, as leucemias apresentam
diferentes etiologias, patogenias e prognosticos. Devido suas classificaces, tentado reduzir a
heterogeneidade da doenca, com diferentes opgOes terapéuticas para melhorar o progndéstico dos

pacientes leucémicos 2°.

Os linfomas representam outro tipo de neoplasia hematoldgica que possuem como procedéncia
a presenca de linfocitos que se acumulam nos tecidos linfoides e como consequéncia promovem o
desenvolvimento de massas tumorais*®. Podem ser classificados em linfoma Hodgkin e ndo Hodgkin.

O linfoma de Hodgkin é caracterizado por ser uma neoplasia linfoproliferativa que



histopatologicamente apresenta células neoplasicas com variadas morfologias denominadas de Reed
— Sternberg®:32, Aproximadamente 15% das neoplasias que acometem as criangas s3o representadas
por esse tipo de neoplasias 3%, Por outro lado, Linfomas ndo-Hodgkin (LNH) sio caracterizados pelo
envolvimento mais frequente dos multiplos linfonodos periféricos, de disseminacdo ndo continua,
onde o Anel de Waldeyer e linfonodos mesentéricos sdo geralmente envolvidos®. Esta patologia ¢ a
nona (86%) causa de morte por cancer no sexo masculino e a sétima (5%) no sexo feminino®. A
maioria desses casos ndo apresentam etiologia definida, porém, acredita-se que mdltiplos fatores

possam estar envolvidos, como fatores hereditarios, ambientais, ocupacionais e dietéticos 3.

O mieloma multiplo também € considerado uma neoplasia maligna hematoldgica,
caracterizado pela proliferagdo clonal de células plasmocitérias e pela secrecdo de seus produtos
celulares. No geral, essa patologia é precedida por um estagio pré-maligno denominado de gamopatia
monoclonal de significado indeterminado®. Esta patologia pode ser classificada em assintomatica,
latente ou sintomatica, com base nos sinais e sintomas*®. Outras apresenta¢des menos comuns incluem
mieloma ndo secretor, plasmocitoma dsseo solitario, plasmocitoma extramedular e sindrome POEMS
%, De acordo com o Instituto Nacional de Cancer entre os anos de 2005 e 2015 foram registrados

5.255 novos casos de mieloma multiplo no territério nacional 2.

2.2. Epidemiologia das Neoplasias Hematoldgicas

Atualmente as doencas e agravos ndo transmissiveis (DANT) séo consideradas as principais
responsaveis por enfermidades e &bitos da populacdo mundial. No ano de 2008, as DANT
corresponderam 63% do total da mortalidade no mundo, com énfase para as doencas cardiovasculares
(48%) e o cancer (21%). Estas doencas afetam principalmente paises em desenvolvimento e que
apresentam altos indices de mortes prematuras 3’. No decorrer das transi¢bes demograficas e
epidemioldgicas globais, acredita-se que a incidéncia de cancer seja cada vez maior nas proximas
décadas®. De acordo com a Organizacdo Mundial da Salde, as neoplasias hematoldgicas sdo as
principais causas de morte dentre todos os tipos de cancer nos paises desenvolvidos e a segunda causa

entre os paises em desenvolvimento 2,

Dentre os tipos de neoplasias hematoldgicas, a mais comum é a leucemia?, onde no ano de
2018, foram registrados mundialmente 249 mil novos casos, sendo o décimo tumor mais incidente
entre todos os canceres, com um risco estimado de 6,5 a cada 100 mil homens. Para as mulheres,
foram estimados 187 mil casos novos com taxa de incidéncia de 5,0 a cada 100 mil, ocupando a
décima segunda posicdo *°4°. No Brasil, para o triénio de 2020-2022 estima-se que sejam registrados

cerca de 5.920 novos casos da doenca em homens e 4.890 em mulheres. Estes valores correspondem



a um risco de 5,67 casos novos para cada 100 mil homens e 4,56 para cada 100 mil mulheres,
ocupando assim, a nona e a décima posicao, respectivamente, de todas as neoplasias no territorio

brasileiro *! .

Na regido Norte do Brasil, a leucemia é considerada para os homens a quinta mais frequente,
totalizando um risco de 4,45 a cada 100 mil habitantes e para as mulheres € a sexta mais frequente,
com um risco de 3,55 a cada 100 mil habitantes, sendo que no ano de 2017, ocorreram 4.795 ébitos
por leucemia, com uma taxa de bruta mortalidade de 4,75/100 mil em homens e 4.401 dbitos com taca

bruta de 4,25/100 mil em mulheres %2 -

Ao que se refere aos linfomas, de acordo com dados publicados pela Globocan/IARC, foram
registrados cerca de 199.670 6bitos, tendo um risco estimado de 2,8 a cada 100 mil habitantes no ano
de 2012. Em relacéo ao Brasil, em 2018 foram estimados 46 mil casos novos de linfoma de Hodgkin
nos homens com um risco estimado de 1,200 para cada mil homens. Para as mulheres, foram 33 mil
casos novos, com taxa de incidéncia de 0,88 para 100 mil mulheres®*. As maiores taxas de incidéncia
em ambos os sexos foram encontradas nos paises da Europa (Ocidental, Norte e Sul), Australia e Nova

Zelandia, e América do Norte 3940

De acordo com os dados publicados pelo Registro de Céncer de Base Populacional (RCBP)
Curitiba é apontada como a principal capital a apresentar as maiores taxas de neoplasias hematoldgicas
e Sdo Paulo ocupa a segunda posicdo. O linfoma de Hodgkin ocupa a 12° posi¢do de neoplasias mais

frequentes entre homens e a 17° posicdo na regido Norte do Brasil (0.28/100 mil)*L.

Quanto ao Linfoma ndo-Hodgkin, para o sexo masculino, os 6bitos registrados para o ano de
2013 em todo mundo , foi de 115.404 (3,2/100 mil), enquanto que para mulheres foi verificado 84.266
mortes (2,4/100 mil) #*. No ano de 2015, ocorreram no Brasil um total de 2.434 Gbitos entre 0 sexo
masculino e 1.960 entre o sexo feminino. Na regido Norte, o linfoma ndo-Hodgkin é considerada
oitava neoplasia hematoldgica mais frequente entre o sexo masculino (2,84/100 mil) e a décima

primeira mais frequente entre o sexo feminino (1,79/100 mil)%.

Em relagdo ao linfoma ndo-Hodgkin (LNH), no Brasil foram registrados para o ano de 2016,
cerca de 5.210 novos casos para 0 sexo masculino o que correspondeu a um risco estimado de 5,27
novos casos a cada 100 mil homens e 5.030 para o sexo feminino correspondendo a um risco estimado
de 4,88 a cada 100 mil mulheres 2. Para o triénio de 2020-2022 estimou-se um aumento entre 0s casos
da doenca, onde seriam registrados cerca de 6.580 novos casos para 0 sexo masculino é 5.450 para
mulheres, estimando um risco de 6,31 a cada 100 mil homens e 5,07 a cada 100 mil mulheres,

colocando esta patologia na 10° posicdo entre mais frequentes de todos os canceres em ambos 0s



sexos. Na regido Norte do Brasil, a LNH é considerada a 10° mais frequente entre o sexo masculino
(2,23/100 mil) e 11° posicéo entre o sexo feminino (1,95/100 mil) #* -

O mieloma mudltiplo é o tipo de neoplasia hematolégica que afeta milhGes de pessoas no
mundo, considerada a segunda mais frequente entre todos os tipos de neoplasia hematoldgica., desta
doenca apresenta maior incidéncia em individuos da faixa etaria entre 65 a 70 anos de idade *? . No
ano de 2013 foram registrados cerca de 22.350 novos casos em todo mundo, do quais 10.710
resultaram em o6bito. No ano de 2018, foram registrados cerca de 30.770 casos da doenga no mundo,
sendo observado um risco é maior para o sexo masculino em comparagdo com o sexo feminino *3 .
No Brasil, no ano de 2012, foram registrados uma incidéncia de cerca 3.500 casos da doenca, com
uma prevaléncia de quatro a cada 100.000 habitantes (2008-2012) %4 .

2.3. Diagnostico das Neoplasias Hematoldgicas

No geral, o diagndstico das leucemias baseia-se em estudos microscopicos das linhagens
leucocitarias por meio da analise de amostras de sangue, aspirados de medula 6ssea, e em caso de
suspeitas de acometimento do sistema nervoso central, deve ser realizado uma analise do liquido
cefalorraquidiano (LCR-liquor). Os parametros avaliados nestes exames sdo: morfologia, quantidade
celular, reacGes citoquimicas e a presenca ou auséncia de marcadores imunofenotipicos. A morfologia
da célula apresenta inicialmente a diferenciacdo dos blastos entre as células linfoides e mieloides,

especialmente onde ocorre o predominio de poucas células *°.

O hemograma é o exame que em conjunto com a sintomatologia do paciente, fornece
informacdes necessarias para o diagndstico inicial das leucemias, sendo observado uma frequéncia de
anemia normocitica e normocrdmica e talvez a presenca de trombocitopenia. A contagem de
leucdcitos mostra-se excessivamente elevada, porém, inicialmente pode apresentar quantidades

normais ou diminuidas*>46,

Para diagnosticar tanto a leucemia linfoide aguda quanto o mieloma realiza-se 0 mielograma.
Este exame deve apresentar quantidades de 25% linfoblastos para diagnosticar a leucemia linfoide,
isso se deve a substituicdo das celulas adiposas por células leucémicas, observando uma
hipercelularidade na medula dssea, sendo que em alguns casos pode ocorrer fibrose medular. O
aspirado da medula ¢ssea (mielograma) também pode ser submetido a reagdes de citoquimica, o que

proporciona a melhor diferenciacéo do tipo celular 4.

A Citoquimica e a Citogeneética auxiliam na diferenciacdo entre as células de linhagem
mieloide ou até mesmo linfoide. As células de origem linfoides sdo caracterizadas pela presenca de



vactolos ap6s a coloragdo e pode apresentar uma atividade nuclear ndo caracteristica’®. A
citogenética, por sua vez, detecta alteracOes clonais, estruturais e numericas, mesmo com um nimero
pequeno de células, apenas duas ou trés metafases sao suficientes para a determinacao de um clone

neoplasico, além desse exame também ser capaz de detectar a presenca de rearranjos recorrentes °.

As reacdes de imunofenotipagem sao capazes de avaliar antigenos celulares apresentados nos
blastos de leucdcitos. Muito se tem proposto sobre a classificacdo das leucemias de acordo com a
expressao de antigenos celulares especificos, classificando-as em linhagens T e B, de acordo com as
suas caracteristicas imunofenotipicas. Detectando assim com maior precisdo ndo s6 a linhagem
celular, mas o nivel de diferenciagdo em que o processo leucémico se encontra*. As reacdes de

imunofenotipagem sdo reveladas através da citometria de fluxo®®.

A citometria de fluxo tem como funcdo direcionar, através de um feixe de laser, as células que
estdo em uma suspensdo a se posicionarem em um fluxo unidirecional, para que o feixe de laser
emitido atinja todas as células. Este tipo de técnica permite a visualizagdo multifatorial, além da
quantificacdo celular quanto seu peso molecular e morfologia, tendo, portanto, a diferenciacdo das

células T e B, independente do grau de maturagio *°.

O diagndstico dos linfomas, baseia-se na biopsia do linfonodo ou massa tumoral. O material
coletado é examinado por patologistas que irdo classificar a doenca de acordo com 0s critérios
morfoldgicos e imunohistoquimicos. A partir da suspeita de linfoma, deve-se realizar um exame
baseado na presenca de anticorpos monoclonais utilizados em diversas rea¢cdes imunohistoquimicas,
com o objetivo principal de identificar a presenca de proteinas no citoplasma ou nucleo das células
tumorais, afim de definir: o tipo de tumor, tipo de linfoma, origem celular do linfoma e qual seu
subtipo . Além disso, realiza-se exames de diagnosticos diferencial a partir da punc3o aspirativa por
agulha fina (PAAF). Este diagndstico é extremamente Util no diagnostico das neoplasias,
principalmente para diferenciacdo de linfonodomegalias reacionais, doengas proliferativas e
metastase de carcinoma. Contudo, este exame ndo substitui a bidpsia de linfonodo ou o diagnostico e

classificago inicial da doenca 5% %2,

Quanto ao diagndstico do mieloma, realiza-se inicialmente eletroforese e imunofixacéo.
Ambos sdo feitos por meio da coleta de sangue e de urina, com o objetivo de identificar a proteina M.
Exames de imunohistoquimica, imunofenotipagem, citogenética (cariotipo) e  hibridizacdo
fluorescente in situ (FISH) também sdo muito sensiveis na detecgcdo dessas proteinas. A partir da
suspeita de mieloma é necessario a realizagdo da biopsia da medula, sendo este um método
determinante para o diagndstico da doenca, pois define a quantidade de plasmdcitos presente na

medula 6ssea. Outros exames como os de imagem, também podem ser solicitados, como a radiografia



Ossea, tomografia computadorizada, PET scan e ressonancia magnética, que servem para verificar

alteragBes nos 0ssos >3,

2.4. Tratamentos das Neoplasias Hematoldgicas

Os atuais tratamentos convencionais incluem radioterapia, quimioterapia, imunoterapia,
terapia fotodinamica, cirurgia de tumor, transplante de medula 6ssea e o transplante de células tronco-
hematoldgicas (TCTH). Este ultimo, baseia-se na transferéncia de células da medula de um doador
para outro, o qual se torna alogénico, ou autdlogo, envolvendo o uso da medula dssea do proprio
paciente visando reestabelecer a fungdo das células hematopoiéticas, devido as altas doses de
quimioterapia *°. Outros tratamentos também podem ser realizados, como o transplante de células

progenitoras do sangue periféricos ou transplante de células do corddo umbilical®®.

A maioria destes tratamentos resultam em intensos efeitos colaterais aos pacientes. Estudos
clinicos indicam que a terapia de radiagdo é prejudicial aos tecidos normais®’. Assim, equipamentos
de alta precisdo para destruir o tumor sem danificar as células normais tem sido desenvolvido para

aumentar a eficacia do tratamento e reduzir os efeitos colaterais da radiagéo °’.

A quimioterapia consiste no uso de substancias quimicas isoladas ou em combinacdo, tendo
como objetivo o tratamento de neoplasias malignas, sendo este uma das principais fontes terapéuticas
no caso de neoplasias hematoldgicas. A quimioterapia resulta em diversos efeitos adversos, que
incluem: alteracfes hematoldgicas, toxicidade gastrointestinais, pulmonares, cardiacas, hepaticas,
neuroldgicas, renais, vesicais, dermatoldgicas, disfuncdo reprodutivas, metabolicas, além de reacdes
alérgicas e a fadiga®. Dentre as alteragBes hematoldgicas, estdo a leucopenia, anemia,

trombocitopenia e neutropenia febril®’.

As terapias com drogas quimioterapicas tem sido a mais eficaz para a cura das neoplasias
hematoldgicas, como as leucemias, e para o tratamento de metastases ndo detectaveis *® . Estas drogas
apresentam inGimeros efeitos colaterais >°. Embora seja necessaria a utilizagdo desse medicamento
como indice terapéutico, a toxicidade aos tecidos normais, € uma questdo limitante na eficacia do
tratamento ® (Tabela 1). Os agentes quimioterap@uticos oficiais incluem agentes alquilantes,
inibidores da topoisomerase, agentes atuantes da tubulina e antimetabolitos®’. Devido as varias
limitacOes e seus efeitos, estudos tém sido realizados para minimizar os efeitos colaterais gerados

durante a terapia ®% 2,



Tabela 1. Esquema terapéutico do uso de drogas quimioterapicas para as Leucemias aguda e cronicas (Adaptado de

Ministério da Salde, 2014).

Neoplasia Hematoldgica

Medicamento

Mecanismo de ac¢éo

Dose (mg/m?/dia)

Efeitos colaterais

Tempo de
tratamento

Inibidor  seletivo da
atividade da
tirosinoquinase do gene
de fusdo BCR-ABL*;

Blogueia a atividade da
tirosinoquinase do c-kit* e
do receptor de PDGF*;

Inibidor da atividade da

Nausea/diarreia;
Retencdo hidrica;

Edema periférico,
edema periorbitario;

Mielossupressdo
(neutréfilos/plaguetas);

2 anos a 3 anos,

tirosinoquinase do BCR- conforme a
N noq 340mg/m?/dia, . . conduta ou
Leucemia Linfoide Aguda . - ABL; - Fadiga, rash, caimbras
e 12 Mesilato de Imatinibe administrada por . protocolo
Leucemia Miel6ide Aguda . musculares, artralgia. o
. via oral terapéuticos
Blogueia 0 acesso ao ATP
. o . adotados no
e previne a fosforilagéo do Retardo do crescimento, .
AR S hospital.
substrato, inibindo a principalmente em
proliferacdo celular pacientes impuberes.
dependente de BCR-ABL;
Promove a apoptose ou
parada de crescimento em
células hematopoéticas que
expressam BCR-ABL.
Gastrintestinais: A dose de
(estomatite, nausea, manutencdo €
Leucemia Linfoide Cronica . A Inibe a atividade da 2mg/m?/dia por via vomito, Nd'a"e'a e ajustada
s s - Hidroxiureia Lo - > constipacao) conforme a
Leucemia Mieldide Cronica tirosinoquinase interna (oral) .
leucometria,
Dermatoldgicos: sendo

(hiperpigmentacéo,

interrompida o




erupcéo
maculopapular,
eritema periférico e

facial, Ulceras
cutaneas, atrofia da
pele e unhas,

descamacdo cutinea
e lesdes similares a
dermatomiosite)

nimero de
leucécitos
estiver abaixo de
2.500/mm® e o
de plaquetas, de
100.000/mmé.

Alfa-Interferona

Inibe a atividade da
tirosinoguinase;

Reduz ou estabiliza a
mielofibrose associada a
doenca;

5.000.000 pl/m?
/dia;

Dose maxima de

9.000.000 pl/dia;

Via subcutanea.

Neutropenia ou Ulceras
orais persistentes
promovendo redugdo de
dose.

12 meses de
tratamento, a
conduta deve ser
modificada se

nao houver
evidéncia de
resposta

citogenética

Dasatinibe (22 linha)

Inibe a atividade da
tirosinoquinase;
Empregado em caso de
falha terapéutica.

100 mg/dia por via
oral;

Escalonar para 140
mg/dia apds trés
meses, em caso de
resposta

inadequada, perda
da resposta anterior
ou progressdo da
doenca.

Dor musculoesquelética,

cefaleia, infeccéo,
diarreia, fadiga, erupcédo
Cuténea, dispneia,
artralgia, hemorragia,
edema superficial,
derrame pleural, dor

abdominal e nausea.

Asma, doenga pulmonar

obstrutiva cronica,
insuficiéncia cardiaca,
hipertenséo arterial,
doengas  autoimunes,
sangramento

gastrintestinal,
ocorréncia de derrame
pleural e pericardico.

3 meses, sendo
suspenso quando
ndo h& resposta
no tratamento.




Inibe a atividade da
tirosinoquinase;
Empregado em caso de
falha terapéutica.

Nilotinibe (22 linha)

400 mg, duas vezes
ao dia, com
intervalo de 12
horas entre as
doses, por via oral.

Erupcéo cuténea,

prurido, ndusea, vomito, .
3 meses iniciais

fadiga, cefaleia,
S O e sempre que
constipacdo, diarreia e
mialgia; ocorrer
’ modificacdo da
dose

Anemia, neutropenia e
trombocitopenia.

*Receptor do fator stem-cell - SCF; * Fator de Crescimento derivado das Plaquetas; *Oncoproteina.
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Diante dos dados apresentados acima, torna-se evidente necessidade da busca constante por
novas opcoes terapéuticas mais eficazes e seguras. Tais acfes sdo essenciais na luta contra o cancer.
Atualmente, o uso de extratos de plantas tem se destacado no cenério cientifico no que tange o

tratamento do cancer 62 93,

2.5. Imunopatogénese do cancer

O crescente interesse relacionado a utilizagdo do sistema imunologico como estratégia de
combate ao cancer, tem focado principalmente em biomarcadores imunes, como citocinas e
quimiocionas, e suas vias de sinaliza¢do durante o processo de formacao e manutencdo da oncogénese
64 As citocinas pro-inflamatorias tem sido os principais alvos no desenvolvimento de estratégias

terapéutica. Porém, essa abordagem ainda continua sendo um desafio cientifico e clinico ®* ©°.

A modulacdo do processo inflamatério é crucial durante o processo da oncogénese e para
manutencdo do microambiente tumoral. Por exemplo, células inflamat6rias podem ser recrutadas
diretamente pelas células neoplésicas e as citocinas e quimiocinas por elas secretadas sdo capazes de
constituir um microambiente pro-tumorigénico ®. Sparmann e Bar-Sagi, demonstraram que
secretomas de células cancerigenas tem um papel fundamental na inducdo do arregimento de

leucdcitos no local do tumor e na promogc&o da vascularizagdo do tumor 7.

Além disso, os linfocitos T citotoxicos inibem o desenvolvimento tumoral via da resposta
imune aguda, enquanto que a ativacdo da resposta imune cronica e a infiltracdo Th2, resulta no
desenvolvimento tumoral e na progressdo da patologia %8°. A figura 1, mostra a regulacio dessas

respostas mediadas pelas citocinas secretadas na imunidade antitumoral dos hospedeiros 7.
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Figura 1. Mecanismo de acéo entre células tumorais e células imunes no microambiente tumoral. As citocinas
secretadas pelas células tumorais e imunolégicas podem induzir a supressao tumoral ou promover a progressao
tumoral.

Fonte: Adaptada de Setrerrahmane S et al., 2017.

A IL-6, citocina pro-inflamatéria, esta envolvida na proliferacdo, diferenciacao e resisténcia
a apoptose de diversas células cancerigenas, como mieloma multiplo e cancer de mama, colorretal,
entre outras neoplasias’®. O receptor da IL-6 (sIL-6Ra), demonstra ter um papel fundamental na
transcricdo de inflamacdo aguda para uma inflamacgdo controlada ou até crénica pela redugdo dos
neutréfilos, o que favorece acumulagéo de células mononucleares’ . Camundongos com deficiéncia
de IL-6, demonstrou resisténcia a formacdo de um conjunto células tumorais resistentes a
quimioterapia. Concomitantemente, a sinalizacdo da IL-6 nas células tumorais possui um alto

potencial para facilitar a progresséo e a recidiva do tumor’2,

A 1I-2, uma citocina produzida por CD4, importante na regulacdo da sobrevivéncia,
proliferacdo e diferenciacio de células T ativadas e células NK'. Usada para ativar o sistema
imunolégico de pacientes com neoplasia, sendo de grande importancia na pesquisa atual em
imunoterapia contra o cancer “4’°. Frequentemente utilizada para compensar as citocinas

imunossupressoras secretadas pelas células cancerigenas’™.

A citocina pro-inflamatoria IL-8 e outras quimiocinas CXC, sdo mediadores da angiogénese,
cuja sua alta expressdo esté relacionada com os potenciais tumorigénicos e metastaticos’® . Agentes
anticancerigenos, como a curcumina, que inibe a expressdo da IL-8, através do bloqueio da ativacdo

NF-kB, também inibem o crescimento celular’’ .

Em relacdo as citocinas anti-inflamatorias, diversos fatores do microambiente tumoral
contribuem para a “anti-inflamagéo” associada ao cancer. A IL-10, possui acdo inibitoria na produgéo
de citocinas a partir de linfécitos T auxiliares (Thl, Th2), desempenhando um papel crucial na

patogénese de infeccdes e inflamacgdes, além de possuir acdo essencial na supressdo de mediadores
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que promove tumores . A IL-4 cuja funcgdo principal € , regular a proliferacio e sobrevivéncia dos
linfécitos, também pode , promover a proliferacao e a sobrevivéncia de diversas células cancerigenas
7970 Esta citocina também age sinergicamente com a IL-13 e ativa STATS, ligando-se a promotores
de vérios genes e desempenham um importante papel na diferenciacdo celular, inducéo de colénia e
resisténcia a apoptose®®’®. Porém, em estudos in vivo, a IL-4 demonstrou a capacidade de inibir a

proliferagdo de células cancerigenas, reduzir as metastases linfaticas e hematogénicas’®.

Chang Y., et al, (2017) avaliaram atividade imunomoduladora de um polissacarideo isolado
de Coriolus versicolor. Os resultados demonstraram que as substancias ativam o sistema imune,
aumentando as respostas mediadas pelos biomarcadores IL-1 e IL-6, estimulando as células T e
dendriticas em tumores, o que resultou na diminuicdo dos efeitos colaterais do tratamento
convencional 8. E importante ressaltar que estudos com substancias anticancerigenas que envolvam
a avaliacdo de suas atividades sobre o sistema imune é de suma importancia para o desenvolvimento

de novas estratégias terapéuticas contra o cancer %

2.6. Biocompostos naturais com atividade anticancerigena

As plantas sdo consideradas fontes potenciais de drogas para o desenvolvimento de quimio-
prevencao ou tratamento do cancer. Seus compostos bioativos estdo sendo utilizadas na medicina ha
muito tempo, sendo possivel encontrar biomoléculas com efeitos anticancerigenos disponiveis e
eficientes para tratamento alternativo®®. Ja foi relatado vérias espécies de plantas medicinais com

potencial fitoquimico de inibir a progressio e o desenvolvimento do cancer 8 (Tabela 2).

Tabela 2. Plantas medicinais e seus fitoquimicos com atividade anticancerigena.

Nome Planta Familia Fitoquimico Céancer
Curcumalonga  Zingiberace Curcumina, acido Leucemia, glioblastoma e cancer de
ascorbico célon (In vitro)
Ziziphus Rhamnaceae Acido a-linolénico, Leucemia, cancer cervical (In vitro)
mauritiana estearato de metila
Aloe vera Asphodelaceae Alexin B, emodin Leucemia, cancer de estomago (In
Vivo)
Amoora Meliaceae Amooranina Leucemia linfocitica
rohituka (In vivo)

Macrobotrys de  Euphorbiaceae Coridina, salutaridina  Leucemia (In vitro)
croton
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C. roseus Apocyanaceae Vincristina Leucemia linfocitica
(In vitro)

Zingiber Zingiberaceae  Gingerol Oviério, colo do utero, cdlon, figado
officinale e
cancer urinario (in vitro e in vivo)

Aegle marmelos  Rutaceas Lupeol Linfoma, melanoma, leucemia e
cancer de mama
(In vitro)
Colchicum Colchicaceae  Colquicina Leucemia granulocitica (
autumnale in vitro e in vivo)
Capsicum Solanaceae Luteolina Cancer colorretal (in vitro
annuum e in vivo)
Xanthium Asteraceae Xanthatin Leucemia linfocitica e figado
strumarium cancer (in vitro)
Eleusine Poaceae Inibidor bifuncional de Célula de leucemia mieloide,
coracana Ragi linhagem celular K562 (in vitro e in
Vivo)

Fonte: Adaptado de Javed Igbal et al., 2017.

Dentre os principais agentes com potenciais anticancerigenos, podem-se mencionar: a
vitamina D produzida pelo cogumelo, os polissacarideos do cogumelo e o resveratrol 8. Alguns
cogumelos quando expostos a luz, mais especificamente ap6s a exposicdo de raios ultravioleta B,
mostram-se como uma melhor fonte de vitamina D 88485 Estudos envolvendo a terapia de diversos
canceres (cancer de célon de Utero, cancer de mama, pancreas e ovario) utilizando cogumelos,
demonstraram que metabdlitos de alguns cogumelos podem inibir diferentes proteinas, enzimas e
vias de sinalizacdo, induzindo a apoptose de células cancerigenas, a qual previne o desenvolvimento

de carcinogénese ou metéastased48°-

Os polissacaridos vegetais sdo também agentes anticancerigenos promissores e tém sido
utilizados desde ha muito tempo como terapia para varios tipos de cancer, como figado (células
HepG2), células pulmonares (A549), célula leucémica (HL-60) cancer de ovario e células endoteliais

linfaticas humanas 6.

O Resveratrol (Trihidroxiestilbeno) € um polifenol que pode ser encontrado principalmente
em sementes e peles de uvas, no vinho tinto e também em amendoins e amoras. O resveratrol tem um
papel importante na cura de diversas neoplasias, como cancer de mama, prostata e pulméo. Seu
mecanismo de acdo ocorre principalmente, via regulacdo positiva da p53 e proteinas X associadas a
Bcl-2 e MMPs de regulacdo negativa, NFKB, AP-1, Bcl-2, ciclinas, quinases dependentes de ciclina,

citocinas e proteinas COX-2 8788 Estudos revelam que resveratrol tem mostrado reduzir a producéo
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de vaérias citocinas angiogénicas, incluindo fator de crescimento epitelial vascular (VEGF) e
interleucina-8 (1L-8) 8788, A figura 2 mostra que o resveratrol atua na fosforilagio do retinoblastoma
para inibir a progressao do ciclo celular. A substancia epigalocatequina (EGCG) atua as vias Ras/ERK
e PI3BK /AKT para inibir a tumorigénese, enquanto que genisteina age na metaloproteinases da matriz

para inibir a angiogénese e a invasdo tumoral, 8.
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Figura 2. Compostos naturais como o revesratrol tém como alvo diferentes vias de sinalizagdo celular para
inibir a proliferagdo, invasdo e metastase de células cancerigenas.
Fonte: Adaptada de Mazumber A et al., 2018%°.

2.6.1. Zingiber zerumbet (L.) Smith

A espécie de planta pertencente a familia Zingiberaceae, género Zingiber, denominada de
Zingiber zerumbet (L.) Smith tem despertado um interesse cientifico particular nas ultimas décadas
devido ser amplamente utilizada na medicina alternativa por comunidades tradicionais,
principalmente na Asia'®. O género Zingiber é representado por cerca de 141 espécies que apresentam
amplo espectro de utilizacdo que vai desde a fabricacdo de aromas até o tratamento de infestacfes
parasitarias %% .

Vaérios estudos tém revelado diferentes potenciais farmacoldgicos do Z. zerumbet, tanto em
modelos in vitro como em modelos de ensaio in vivo. O rizoma do Zengiber zerumbet, em particular,
possui propriedades anti-inflamatorias, antinociceptiva, antitlcera, antioxidante, anticancerigena,
antimicrobiana, antihiperglicémica, antialérgicos e antiplaquetarios em diferentes doses e

concentragdes, conforme ja descrito anteriormente %2.
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Extratos de rizomas de Z. zerumbet contém principalmente zerumbona, humuleno e canfeno.
Contudo, o componente que é encontrado em maior porcentagem no 6leo essencial do Z. zerumbet é
a zerumbona (2E, 6E, 10E) -2,6,9,9- tetrametilcicloundeca-2,6,10-trien-1-ona), um sesquiterpeno

monociclico contendo uma porcao de dienona conjugada 88 .

Figura 3. Rizoma do Z. zerumbet.
Fonte: Rahman et al., 2014.

A zerumbona é atualmente explorada em diversas linhas de pesquisa devido seu amplo
potencial biologico %3*. Recentemente, varios estudos mostraram que a zerumbona apresenta
diferentes potenciais farmacoldgicos, incluindo antioxidante, anti-inflamatério, hepatoprotecéo,
agregacdo antiplaquetaria e antibacteriana °>%. Também ja foi demonstrado que a zerumbona uma
forte capacidade também de tratar cancer de figado, carcinogénese pulmonar, aumentando a apoptose
e inibindo a invasdo celular 8 9. Contudo sua atividade anticancerigena contra neoplasias

hematoldgicas e sua atividade imunomoduladora ainda necessitam ser esclarecidas.
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Figura 4. Estrutura quimica da Zerumbona.
Fonte: Rahman et al, 2014.

Pesquisas voltadas para o estudo de atividades imunomoduladoras desencadeadas por
biomoléculas ativas oriundas de plantas sdo essenciais, considerando a crescente utilizacdo de
espécies vegetais para o tratamento de doencas que comprometem o sistema imunoldgico, em especial

as associadas a neoplasias % .

2.6.2 Derivados sintéticos de compostos naturais

Com o avanco da bioprospeccao de compostos naturais, substancias com amplo espectro
de atividades biolégicas sdo potenciais candidatos para a sintese de derivado bioativos mais soltveis

e eficazes ¥'.

Entre diversos compostos extraidos das plantas, os alcaloides e seus analogos sdo umas das
classes mais pesquisadas cientificamente do ponto de vista quimico e bioldgico®® . Estes compostos
desempenham papéis significativos na inibi¢cdo de proteinas ativadoras das células cancerigenas,
enzimas e vias de sinalizaco® 3. Adicionalmente, ha registro também de suas a¢bes nos mecanismos
de reparo do DNA (p21, p27, p51, p53 ), no mecanismo de apoptose relacionado as agdes das
proteinas Bax e Bak, e na producdo de enzimas protetoras (Caspase-3, 7, 8, 9, 10, 12 ), além de
induzir a acio antioxidante (enzima antioxidante GSH, GST e GPx) % *. Todas essas atividades

demonstram as o grande potencial anticancerigeno dos alcaloides e seus derivados.

Os alcaloides de vinca (VA) sdo um grupo versatil de fitoquimicos isolados de Catharanthus
roseus (C. roseus) Apocynaceae. Os principais VA utilizados na terapia de varios tipos de neoplasias
sdo vinorelbina, vindesina, vincristina e vinblastina 1. Outras espécies de Catharanthus, como C.

longifolius, C. trichophyllus e C. lanceus, também contém alcaléides do tipo vindolina. Esses
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medicamentos a base de alcaldides apresentam efeitos citostatico intenso o que resulta na destruicéo

das células neoplésicas %,

A vincristina possui potencial anticancerigeno e citotoxicidade diferente da vimblastina,
mesmo tendo caracteristicas quimicas similares. A diferenca ocorre na estrutura do N-substituinte da
unidade di-hidroinddlica. Sdo utilizadas como terapias alternativas para leucemia infantil e linfomas
102 " A vinorelbina foi aprovada para uso na Europa (1991) e nos EUA (1995) para o tratamento de

cancer de pulmao e a vindesina foram aprovados para o tratamento do melanoma %,

Entre diversos medicamentos registrados para tratamento de neoplasias, nos ultimos anos
foram obtidos de produtos naturais, semisintético e sintético, incluindo sulforafano que é um
composto bioativo derivado de brotos de brécolis, que tem como alvo as vias NF-KB e Wnt/B-
catenina, sendo reguladores que promovem a renovagao das células-tronco cancerigena 1% - Estudos
recentes demonstram que o sulforafano, inibe a progressdo de células cancerigenas, como cancer de
mama, pulmao e gastrico 1. Os anélogos da ftalimida (1,3 isoindolinediona) derivado do &cido
ftalico (Figura 5) tém sido amplamente utilizados na quimica medicinal devido seu potencial anti-

inflamatorio, analgésico, imunomoduladoras, antiproliferativo e apoptético 1% -

NH

Figura 5. Estrutura quimica da Ftalimida.
Fonte: Adaptada Gabriel S et al., 1887

Os sintéticos de auronas [Benzilidenobenzofuran-3 (H)] é um inibidor da iodotironina-
desiodinase, uma sintese desenvolvida na sintese de enzima. Auronas € pertencente a familia dos
flavonoides, tendo como composto sintético a areusidina %’ , que inibem quinases dependentes de

ciclinas com propriedades antiproliferativos, atuando como agentes neoplasicos 1% 109
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O desenvolvimento de pequenas moléculas com acdo antineoplasica e atividade bioldgica,
além do aprimoramento de tratamentos alternativos, € de grande importancia, pois proporciona novas

alternativas de fitoterapicos para o tratamento de neoplasias hematologicas.

2.6.3 Elipticina

Em 1959 foi isolado o produto natural tetraciclico elipticina 1 (5,11-dimetil 6H-pirido [4,3-b]
carbazol, (Figura 6) 1111 Posteriormente, foram desenvolvidas varias rotas sintéticas da elipticina
como estratégia a partir da abordagem de R.B.Woodward . A elipticina juntamente com a elipticas
(agora isoreserpilina), metoxi-elipticina foram isoladas do caule, casca, folha e madeira de raiz

de Ochrosia elliptica. E um alcaloide isolado da planta Apocynaceae encontrada principalmente em

=N
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B
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H

paises proximos ao Oceano Indico 1°.

Figura 6. Estrutura quimica da Elipticina.
Fonte: Miller et al.,2012.

A elipticina e seus analogos, tem mostrado atividade antitumoral significativa ao longo dos
anos contra diferentes tipos de neoplasias, como leucemia, mieloma, melanoma, cancer de mama.
colon e carcinoma de Erlich 2, Estudos in vitro relatam, que a elipticina '3 induz a geracéo de
radicais livres citotoxicos, inibindo o citocromo P4501A1, o que resulta no desacoplamento da
fosforilagdo oxidativa 1> 11°  Estes compostos também agem como inibidor da topoisomerase 11 114
, que também tem a capacidade de ativar a funcdo de transcricdo da p53*°. A agdo farmacolGgica ou
os efeitos colaterais citotoxicos da elipticina dependem da ativacéo enzimatica do alcaloide no tecido
alvo. Contudo, muito pouco se conhece sobre o0s efeitos antineoplasicos da ellipticina e seus derivados

em neoplasias hematologicas.

No estado do Amazonas, a incidéncia de neoplasias hematoldgicas ¢ alta e cada vez mais as

opcoes de tratamento eficientes na rede de saude puablica séo limitadas. Além do mais, o alto custo
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dos esquemas terapéuticos associado aos seus intensos efeitos colaterais sdo um grande obstaculo para
0s pacientes portadores de neoplasias. Diante disto, a bioprospeccdo de moléculas naturais e semi-
sintéticos com potencial anticancerigeno tem sido um campo revolucionario, pois sdo menos
citotoxicos e tem um baixo custo em comparagdo com os tratamentos convencionais para neoplasias

hematoldgicas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Investigar a atividade anticancerigena e imunomoduladora de substancias naturais e

semissintéticas contra células tumorais oriundas de neoplasias hematoldgicas.

3.2. Objetivos Especificos
- Avaliar a atividade citotoxica in vitro de substancias naturais e semissintéticas contra células

cancerigenas de linhagem permanente;

- Analisar a atividade imunomoduladora de biomoléculas naturais e semissintéticas com

potencial anticancerigeno;
- Determinar a fase do ciclo celular que as substancias tém maior atividade;

- Avaliar a citotoxicidade dirigida contra células de linhagem hematoldgicas normais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Aspectos Eticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Fundagdo HEMOAM
(NUmero do Parecer: 3.138.343) aprovado dia 08 de fevereiro de 2019, em acordancia com a resolucéo
466/2012 do Conselho Nacional de Saude, a qual preconiza as diretrizes e Normas Regulamentares

da Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (Anexo III).

4.2. Obtencao das substancias naturais e semissintéticos

As substancias utilizadas neste estudo foram cedidas pelo Laborat6rio Tematico de Quimica e
Produtos Naturais do INPA, pelo Instituto de Quimica da Universidade de Helsinki e pelo Instituto
de Quimica Organica da Academia Nacional de Ciéncias da Ucrania. Devido a questdes de patente,
algumas substancias que foram testadas estdo sob sigilo e sdo utilizados codigos com as letras APG
seguida de nameros. Apds uma triagem inicial com base em analise in silico, foram selecionados 0s
seguintes compostos para serem testados: pirazoloisoquinolina, derivado de ellipticina (Bi-Ell-
S03Na), dois analogos hidrossoltveis de zerumbona (Z1 e Z2).Considerando que ha a possibilidade
de patente, por questbes de sigilo, este estudo ndo disponibilizard as formulas quimicas das

substancias Z1, Z2 e pirazoloisoquinolina.

Tabela 3. Substancias utilizadas no estudo.

SUBSTANCIAS TESTADAS FORMULA

Pirazoloisoquinolina

Br-EllipticinaxSOzNa Q O SN
N

22



4.3. Cultura de células

As linhagens celulares que foram utilizadas neste estudo s&o: células transformadas ndo
aderentes (obtidas comerciais U937 (ATCC® CRL-1593.2TM - Linfoma histiocitico), HL60
(ATCC® CCL-240TM- Leucemia promielocitica aguda) e K562 (ATCC® CCL-243TM — Leucemia
mielogénica cronica) e células aderentes (obtidas comerciais) VERO (Cercopithecus aethiops).

As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Gibco, Rockville, MD) suplementado com
10% de soro fetal bovino inativado (FBS; Gibco), 100ug/mL de penicilina e 500ug/mL de
estreptomicina. Todas as celulas foram mantidas a temperatura de 37 °C em atmosfera de 5% de COx.
Essas linhagens celulares foram gentilmente cedidas pelo Laboratério de Biologia Molecular da
UNICAMP. A linhagem celular Vero foi gentilmente cedida pela Fundacédo Oswaldo Cruz de Manaus
e foram utilizadas neste estudo com o objetivo de verificar se as substancias apresentam alguma acao
citotoxica contra células ndo cancerigenas. A linhagem Vero foi mantida em frascos T75 contendo
Dulbecco’s modified Eagle’s médium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS),
500ug/mL de penicilina/streptomicina/ fungicida, 2mM L-glutamina e 0.1mM MEM aminoéacidos nao
essenciais. As condi¢cdes de cultivo foram as mesmas descritas acima para células de linhagem
cancerigenas. A troca de meio de cultura e repique foi efetuado em média de 48h para cada linhagem

celular.

4.4. 1solamento e preparacédo de células mononucleares de sangue periférico humano (PBMC).

Os individuos que decidiram participar do presente estudo foram convidados a assinarem um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Apds a assinatura foi feita a coleta de sangue

periférico com anticoagulante (EDTA) de doadores de sangue (n=10) do HEMOAM.

As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram isoladas por meio de
centrifugagdo por gradiente de densidade utilizando Histopaque-1077 (Sigma) 6. Em seguida, as
celulas mononucleares foram coletadas e lavadas trés vezes em RPMI antes de serem cultivadas. As
células foram mantidas com meio RPMI suplementada com 10% de soro fetal bovino (FBS) a
temperatura de 37 °C na incubadora de CO.. As células foram contadas em cadmara de Neubauer com
azul de trypan (0,2%). Foi cultivada uma quantidade (1x10°/poco) em placa de 96 pocos e tratadas
com diferentes concentragdes (100; 50; 25; 12,5; 6 e 3 pg/mL) dos compostos naturais e
semissintéticos. Estas celulas foram utilizadas para analisar a atividade imunomoduladora e para

avaliar a citotoxicidade das substancias contra células normais.
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4.5. Viabilidade Celular

A proliferagdo celular foi avaliada por meio do ensaio de Metiltiazoletrazolium (MTT) %7,
Resumidamente, as linhagens celulares transformadas K562, HL-60, U937 e Vero (10* células / poco)
e as primarias (PBMCs, 10° células / poco) foram cultivadas em placas de cultura de 96 pogos e
tratadas com as concentragdes (100; 50; 25; 12,5; 6 e 3 ug/mL) dos compostos em triplicata. As placas
foram incubadas por 24, 48 e 72 hrs a 37 °C em atmosfera de 5% de COx.

Ap0s o periodo de incubacdo, foi retirado o sobrenadante e adicionado 10uL de uma solugéo
de MTT (5mg /mL) e 100uL de meio RPMI sem vermelho de fenol em cada poco, seguido por uma
incubacdo a 37°C durante 4h. A reagdo foi interrompida utilizando 100uL de 0,1 NHCI em
isopropanol anidro. O MTT é um método colorimétrico rapido, frequentemente utilizado para medir
proliferacdo celular e citotoxicidade. Os sais de tetrazélio sdo reduzidos a formazan pela succinato
desidrogenase mitocondrial, uma enzima que sé é ativa em células com um metabolismo intacto e
cadeia respiratoria. Essa reacdo muda a cor do meio de incolor ou amarelo claro para violeta caso as
células permanecam viaveis ap6s o tratamento com os compostos . A viabilidade celular foi
verificada por meio das absorbancias que foram medidas via espectrofotometria, utilizado um filtro

de comprimento de onda de 570nm.

A viabilidade celular relativa das células foi estimada usando a seguinte equacdo: (expressa
como absorbéancia oOptica As7o da amostra tratada) / (As7o da amostra ndo tratada) x 100. Todos os

testes foram feitos em triplicata.

4.6. Analise da acdo dos compostos de acordo com ciclo celular

Para a determinacéo de qual fase do ciclo celular a acdo dos compostos foi mais acentuada, as
células K562 (5 X 10 ° células / 500 pl/ pogo) foram cultivadas em uma placa de 24 pogos e incubadas
com concentracdes dos compostos referentes a 1Csg e 2xI1Cso por 48h a 37° C em atmosfera de 5%
de CO2. Apos a incubacéo, as células foram colhidas e fixadas com etanol 70% durante 24h a4 ° C.
O teste foi realizado com base no protocolo descrito anteriormente, com algumas modificagdes '8,

As células fixadas com etanol foram lavadas com PBS e incubadas em temperatura ambiente
com 100ul de inibidor de ribonuclease (RNAse A; Img/ ml) e 10 ul de iodeto de propidio (PI, 50 pg
/ ml) e incubadas por 30 min em temperatura ambiente protegidas da luz. Apos este periodo, as células
foram analisadas por meio de citometria de fluxo (FACS Calibur, BD Biosciences, San Jose, CA)
usando o modulo de discriminagdo de dupleto, e os dados foram adquiridos usando o software Cell
Quest (BD Biosciences). O ciclo celular foi modelado usando o software ModFit (Venty Software,
Topsham, ME) e as porcentagens de células nas fases S, G1 e G2 M foram calculadas diretamente

pelo software flowjow v10.6.1.
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4.7. Analise da atividade imunomoduladora

A andlise da atividade imunomoduladora foi realizada conforme descrito anteriormente, com
algumas modificacdes 1'°. Resumidamente, as PBMC isoladas foram cultivadas em meio RPMI-1640
em microplaca de poliestileno de 96 pocos e incubadas a 37° C em atmosfera de 5% de CO2 por um

periodo de 24 horas, na presenga das concentracdes referentes a 1Cso e 2xI1Cso das substancias.

O sobrenadante da cultura de PBMCs foi submetido a teste para verificar as concentracfes das
seguintes citocinas: IL-2 e IL-4, IL-6, IL-8 e IL-10. No geral, estas citocinas sdo responsaveis por
influenciar a atividade, diferenciacdo, proliferacéo e a sobrevida de células imunoldgicas que regulam
a producdo e a atividade de outras citocinas, potencializando ou inibindo a resposta pré-inflamatoéria.
A dosagem foi realizada por meio de ensaio imunoenzimatico (kits Boster Pleasant, CA, EUA), de
acordo com as instruc@es do fabricante. Os resultados foram normalizados para os niveis de proteina
contidos em cada amostra e foram expressos em pg/mL de proteina total. Foram utilizados pogos
duplicata técnica para cada amostra individual.

4.8. Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados por meio do software GraphPad Prism (v.5.0). Todas as
variaveis numeéricas foram expressas por média + desvio padrdo ou mediana. Variadveis categdricas
foram expressas por valor absoluto (n) e frequéncia relativa (%). Foram utilizados os teste Qui-
quadrado ou exato de Fisher para varidveis categodricas. Teste 't' de student, Mann-Whitney ou
ANOVA foram utilizados para avaliar citotoxicidade relativa das substancias testadas. A 1C50 dos

compostos foi calculada por meio do teste de regressdo nao linear.
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5. RESULTADOS

5.1 Atividade anticancerigena

A atividade anticancerigena das substancias Br-Ell-S0sNa, Z1, Z2 e pirazoloisoquinolina foi
avaliada por meio da viabilidade relativa das células pds-tratamento com diferentes concentracfes das
substancias, conforme descrito anteriormente. Foi observado que as quatros substancias apresentaram
atividade antiproliferativa significante em comparacdo ao controle (células nao-tratatas) nos trés
periodos de tratamento avaliados: 24, 48 e 72h. As substancias B-Ell-S0sNa e Z1 se destacaram em
relacdo as demais, pois foi verificado valor de ICso de 3.69uM e 5.20uM contra a linhagem HL60,
respectivamente. As menores atividades anticancerigena observadas foram das substancias B-Ell-
S0zNa (ICs0=35 uM) e pirazoloisoquinolina (ICs0=25.27 uM) contra as células K562 (Figura 7). A
tabela 4 apresenta os valores de ICso obtidos nos ensaios de atividade anticancerigena de todas as
substancias frente as linhagens celulares testadas.

Tabela 4. Citotoxicidade das substancias contra linhagens celulares de neoplasias hematolégicas

1Cs0 (LM)
Substancias Linhagens celulares
K562 U937 HL60
z1 7.68 . 5 20
z2 19.4 - 34.37
Pirazoloisoquinolina 25.21 >100 -
B-EIl-S0;Na 35 - 3.69
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A substéncia Br-EIl-S0sNa demonstrou atividade anticancerigena significativa (figura 7 A) em

comparagdo ao controle contra células K562, sendo observado um valor de 1Cso de 35uM ( figura 7

B).

Quanto & substancia pirazoloisoquinolina, foi verificada uma atividade anticancerigena

significativa a partir da concentra¢ao 50pg/mL (Figure 7 C) com ICso de 25.27uM (Figura 7 D).
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Figura 7. Atividade anticancerigena das substancias B.-EIll-S0sNa e pirazoloisoquinolina em linhagem
Células foram tratadas com as concentragbes 12-100ug/mL da substancia B-Ell-SOsNa (A) e
pirazoloisoquinolina (C) por 24, 48h e 72h. Os dados sdo representados como desvio padrédo (SD). (B) e (D)
Regressdo ndo-linear e ICsp. A analise estatistica foi feita através do teste t de Student e ANOVA. Um valor
de probabilidade inferior a 0,05 foi escolhido como critério de significancia estatistica. *: p <0,01; **: p <0,001;

K562.

quando comparado ao controle negativo (células ndo tratadas).
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Em relagdo as substancias Z1 e Z2, foi verificada atividade antiproliferativa em todas as
concentragdes (3-100 pg/mL) e em todos os periodos de tratamento testados. Ao se realizar a regressao
ndo-linear, foi observado valores de ICso de 7.68 e 19.24 uM para as substancias Z1 e Z2,

respectivamente (figura 8).
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Figura 8. Atividade anticancerigena das substancias Z1 e Z2 em linhagem K562. (A) Células foram tratadas com as
concentragdes 25-100pg/mL  por 24, 48h e 72h. Os dados sdo representados como desvio padrdo médio aritmético (SD).
(B) Regressdo ndo-linear e 1Cso, A andlise estatistica foi feita através do teste t de Student e ANOVA. Um valor de
probabilidade inferior a 0,05 foi escolhido como critério de significancia estatistica. *: p <0,01; **: p <0,001 ***; p <0,001;
quando comparado ao controle negativo (células ndo tratadas).
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Apenas a substancia pirazoloisoquinolina teve sua atividade anticancerigena avaliada contra a
linhagem U937. Porém, ndo foi verificada atividade antiproliferativa significativa (Figura 9). Devido
a problemas técnicos (interrupcéo no fornecimento de energia elétrica e problemas com a estufa de
C02), ndo foi possivel avaliar a atividade anticancerigena das substancias B-Ell-SOsNa, Z1 e Z2

contra células U937.
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Figura 9. Atividade anticancerigena da substancia pirazoloisoquinolina em linhagem U937. Células
tratadas nas concentracdes 12-100 pg/mL por 24, 48 e 72h. Os dados sdo representados como desvio padrdo
(SD). A analise estatistica foi feita através do teste t de Student e ANOVA. Um valor de probabilidade inferior
a 0,05 foi escolhido como critério de significancia estatistica.
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Viabilidade celular relativa (%0)

Ao se avaliar a atividade da substancia B-EII-S0sNa contra a linhagem HL60, foi verificado
atividade antiproliferativa em todas as concentragdes testadas (figura 10 A), sendo observado um
valor de 1C50 de 3.69 uM (figura 10 B).
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Figura 10. Atividade anticancerigena da substéncia B.-EIl-SOsNa em linhagem HL60. (A) As células
foram tratadas nas concentragdes 6-100 pg/mL por 24, 48 ¢ 72h. Os dados sdo representados como desvio
padrdo (SD). (B)Regressdo nao-linear e ICso. A andlise estatistica foi feita através do teste t de Student e
ANOVA. Um valor de probabilidade inferior a 0,05 foi escolhido como critério de significancia estatistica. *:
p <0,01; **: p <0,001 quando comparado ao controle negativo (células ndo tratadas).
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A substancia Z1 também apresentou atividade antiproliferativa contra a linhagem HL-60 nas
concentracdes de 6-100ug/mL apos 24, 48 e 72h de incubacdo (ICso de 5.20uM). Por outro lado, a
substancia Z2 apresentou menor acao antiproliferativa, pois foi verificado um valor de 1Cso de 34.37
uM (Figura 11).
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Figura 11. Atividade anticancerigena das substancias Z1 e Z2 em linhagem HL60. (A) Células foram
tratadas com as concentragdes 6-100 pg/mL por 24, 48 e 72h.0s dados séo representados como desvio padrao
médio aritmético (SD). (B) Regressdo nao-linear e ICso. A anélise estatistica foi feita através do teste t de
Student e ANOVA. Um valor de probabilidade inferior a 0,05 foi escolhido como critério de significancia
estatistica. *: p <0,01; **: p <0,001 ***; p <0,001; quando comparado ao controle negativo (células ndo
tratadas).
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5.2. Atividade citotdxica contra células ndo cancerigenas

Com o objetivo de avaliar a citotoxicidade frente as células ndo cancerigenas, PBMC humano
e a linhagem celular Vero foram submetidas ao tratamento com diferentes concentracdes das
substancias testadas. PBMC humano foi tratado com as concentracdes referentes aos valores de 1Cso
e 2xICsxo para linhagem K562 (Figura 12) e n&o foi observado agéo citotoxica de todas as substancias
testadas (Figura 13).
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Figura 12. Atividade citotoxica das substancias em PBMC humano. As células foram tratadas
com concentragdes que correspondem aos valores de ICsp € 2xICsp  para linhagem K562.
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Viabilidade celular relativa (%)

A linhagem Vero foi tratada com concentragdes que variaram de 12 a 100 pg/mL. Os
resultados demonstraram que apenas a substancia pirazoloisoquinolina apresentou citotoxicidade
contra células Vero na concentragdo 100 ug/mL apds 72 horas de tratatamento (p=0,001). A auséncia
de atividade citotdxica em células ndo cancerigenas (em quase todas as concentracGes testadas)
demonstra que atividade citotoxica observada nas substancias testadas € direcionada apenas contra

células cancerigenas (Figura 13).
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Figura 13. Viabilidade celular da linhagem Vero. Células tratadas com as concentragdes 100, 50, 25, 12
e 6 ug/mL nas cinéticas de 24, 48 e 72h das testadas.
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5.3. Analise do Ciclo Celular

Para a determinacdo de qual fase do ciclo celular a agdo das substancias Br-EllI-SO3Na,
pirazoloisoquinolina e Z1 e Z2 seriam mais acentuadas, células da linhagem K562 foram tratadas nas
concentragdes referentes aos valores de ICso e 2xICso € posteriormente avaliadas por citometria de
fluxo, conforme descrito anteriormente '8, Como pode ser observado na figura 14 A, a distribuicéo
na fase G2 aumentou significamente (p=0,001) apos tratamento com a substancia Z1. Ocorreu um
aumento de 0% para 16% ap0s tratamento com a concentracdo equivalente a 1Cso e para 12% no

tratamento com 2x ICso (figura 14 B).
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Figura 14. Analise do ciclo celular das células k562 tratadas com Z1. (A) Analise da distribuicdo do ciclo
celular em células K562 ndo tratadas (O -controle) e tratadas (ICsp e 2xICsp) com Z1; (B) micrografias
representativas do ciclo celular de células K562 sensiveis, descrevendo a populagdo de células K562 ndo
tratadas ( controle ) e tratadas com Z1, que sofreram “arrest” (captura) nas fases GO, G1, S e G2/M .
**p=0.001.
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Em relacdo a substancia Z2, ap6s tratamento com 20 e 40ug/mL, foi verificado um aumento
da distribuicdo na fase G2. Na concentracdo de 20pug/mL foi observado um aumento de 26.6%
(p=0.01) enquanto que na concentracdo de 40ug/mL o aumento foi de 23.1% (p=0.01) (figura 15).
Os resultados obtidos sugerem que 0s compostos Z1 e Z2 podem ser eficazes na interrupcéao do ciclo
celular na fase G2 e G1, respectivamente. Tal atividade impede a proliferacdo de células tumorais no
inicio do ciclo celular. No entanto, testes adicionais sdo necessarios para melhor compreender o

mecanismo de agao dessas substancias.
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Figura 15. Analise do ciclo celular das células k562 tratadas com Z2. Analise da distribuicdo do ciclo
celular em células K562 ndo tratadas (0 -controle) e tratadas (ICso € 2XICsp). A analise estatistica foi feita
através do teste t de Student e ANOVA. Um valor de probabilidade inferior a 0,05 foi escolhido como critério
de significancia estatistica. *: p <0,01; **: p <0,001; ***: p <0,0001 quando comparado ao controle (células
ndo tratadas).
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Quando as celulas foram tratadas com a substancia Br-EII-SOsNa na concentracdo de 35
pg/mL, a distribuicdo da fase S (53%) aumentou significativamente (P<0,001) em comparacdo com
o controle (41%) e houve 0% de células na fase G2, demonstrando a interrupcdo do ciclo celular na
fase S. Ao dobrar a concentracdo da substancia (70 pg/mL), observou-se que a maior taxa de
distribuicdo continuou na fase S (50%), contudo foi observado um leve aumento na fase G2 (9%).
Tais resultados sugerem a substancia B-Ell-S0sNa interrompe a progresséo do ciclo celular ao inibir

sintese de DNA celular (figura 16).
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Figura 16. Analise do ciclo celular das células K562 tratadas com Br-Ell-SOsNa. (A) Analise da distribuicdo do ciclo
celular em células K562 ndo tratadas (0 -controle) e tratadas (1Cso e 2x1Cso) com Br-EIll-SOsNa; (B) micrografias representativas
do ciclo celular de células K562 sensiveis, descrevendo a populacéo de células K562 ndo tratadas ( controle ) e tratadas com
Br-EII-SOsNa, que sofreram “arrest” (captura) nas fases GO, G1, S e G2/M . **p=0.001.
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Quanto a substancia pirazoloisoquinolina, apds o tratamento com a concentragéo de 25 pg/mL,
a distribuicdo da fase S aumentou significativamente de 41.2% para 50.6%. Também foi observado
um aumento de 16.1% de células na fase G2, sugerindo a interrupgéo do ciclo celular ocorre também
na fase G2 (p=0.001). (Figura 17).
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Figura 17. Anélise do ciclo celular das células K562 tratadas com pirazoloisoquinolina. (A) Anélise da distribui¢do do ciclo
celular em células K562 ndo tratadas (O -controle) e tratadas (ICso and 2x1Csg) com spirazoloisoquinoline; (B) micrografias
representativas do ciclo celular de células K562 sensiveis, descrevendo a populacéo de células K562 ndo tratadas ( controle ) e
tratadas com spirazoloisoquinoline, sofreram “arrest” (captura) nas fases GO, G1, S e G2/M . *p=0.001.
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5.4. Atividade imunomoduladora

Para avaliar os efeitos das substancias Br-EII-SOzNa, pirazoloisoquinolina, Z1 e Z2 sobre o
sistema imune, as citocinas pro-inflamatorias IL-2 IL-6 e IL-8 e as citocinas anti-inflamatorias IL-4 e
IL-10 foram dosadas a partir do sobrenadante da cultura de PBMCs humano tratados com as

substancias.

Os resultados demonstraram que as substancias Br-Ell-SOs3Na e pirazoloisoquinolina,
estimularam a expressdo da IL-6 em niveis estatisticamente significativos (p <0,05) em comparacao
ao controle. Por outro lado, as substancias Br-EllI-SOsNa, pirazoloisoquinolina e Z2 inibiram a
expressdo de IL- 8 (p = 0,01) (Figura 18). Nenhuma das substancias analisadas interferiu na expressao
das citocinas IL-4, IL-2 e IL-10. Estes dados sugerem que as substancias Br-EII-SOzNa,
pirazoloisoquinolina e Z1, além de possuirem atividade anticancerigena também possuem atividade

imunomoduladora.
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Figura 18: Efeito das substancias sobre o sistema imune. Niveis de IL-2, 1l-4, IL-6, IL-8, e IL-10 foram
analisados por ELISA em sobrenadantes de PBMC humano tratados com as substancias (ICsg). Controle
representam os sobrenadantes de PBMCs que ndo foram submetidos ao tratamento. Todos os testes foram feitos

em triplicata. *p=0.01; ***p=0.001
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6. DISCUSSAO

Embora avangos substanciais no tratamento do cancer tenham sido alcangados nas Gltimas
décadas, questdes criticas como alta toxicidade e disponibilidade de medicamentos, avaliacdo de
custo-beneficio e eficacia continuam sendo o principal gargalo no desenvolvimento de medicamentos
contra o cancer. Portanto, a busca por novas alternativas terapéuticas configura uma necessidade real
no corrente cenario. Assim, diante deste contexto, este estudo avaliou a atividade anticancerigena e
imunomoduladora de compostos quimicos derivados de elipticina, zerumbona e do composto

pirazoloisoquinolina.

A elipticina e seus derivados sdo uma classe de agentes quimioterapicos promissores no
tratamento alternativo das neoplasias 2. Com este enorme interesse sobre a elipticina, varias rotas
sintéticas para a molécula principal e seus derivados surgiram a partir da abordagem de R. Woodward
121" Contudo, a baixa solubilidade, juntamente com intensos efeitos colaterais dos derivados de
elipticina, tem limitado o uso desses compostos na medicina 22 1%, Neste estudo, utilizamos um novo
derivado da elipticina solivel em dgua (Br-EIllI-SO3Na) que inibiu a proliferacdo de células leucémicas

HL60, K562 e ndo demonstrou atividade citotdxica contra células ndo cancerigenas.

Um estudo realizado por Russel G e colaboradores (2015), avaliou a atividade antiproliferativa
de um derivado de elipticina, (7-formil-10-metilisoelipticina) contra a linhagem celular MV4-
11(leucemia). Durante um periodo de 96 horas, na concentra¢do de 5uM, verificou-se uma inibicdo
de crescimento celular de até 96% 2. Stiborova M e colaboradores (2011) avaliaram a a¢éo citotoxica
da elipticina frente as células leucémicas, onde verificou o valor de ICso de 0.67uM na linhagem HL-
60 e 4.70puM na linhagem CCRF-CEM. *2°, O derivado de elipticina soltvel em agua (Br-Ell-SO3Na)
apresentado neste estudo inibiu a proliferacdo de células leucémicas HL-60 com um valor de 1Cso de
3.69uM, e ndo mostrou atividade de citotoxicidade contra células ndo-cancerigenas, o que demonstra

seu potencial no desenvolvimento de novos farmacos contra neoplasias hematoldgicas.

Atualmente, os alcaloides e seus derivados séo de grande interesse no tratamento alternativo
de neoplasias. No presente estudo, verificou-se que a substancia alcaloide pirazoloisoquinolina,
apresentou efeito anticancerigeno contra a linhagem K562 com ICsg de 25.27uM, ndo sendo também
observado efeitos citotoxicos contra células ndo cancerigenas. Este resultado difere de um estudo que
avaliou uma sintese de esteroidais tetrazdis contra células HelLa (cancer cervical), KCL-22 (leucemia
mieldide) e células mononucleares de sangue periférico (PBMC)*?*, que apesar de nio ter verificado
também atividade citotoxica contra células normais, apresentaram ICso que variaram de 64 a 69
png/mL, valores bem superior ao presentado pelo presente estudo. Em outro estudo, avaliou-se o
potencial citotoxico in vitro do oleo essencial da folha de Guatteria megalophyla (Annonaceae) contra

diversas células cancerigenas, onde verificou-se um valor de I1Cso de 12,51ug/mL contras células da
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linhagem HL-60'%. Estes dados corroboram os resultados obtidos no presente estudo ao demonstrar

que os derivados de alcaloides sdo promissores agentes anticancerigenos.

Netto et al., (2010) avaliaram a citotoxicidade de uma substancia sintética derivada de
pterocarpanquinona, classe de substancias com efeito antineoplasico que apresentaram valores de 1Csg
de 2.75 a 3.10pM em células leucémicas (k562, Lucena-1 e HL-60) e de linfoma (Daudi),
respectivamente. Além disso, 0 composto pterocarpanquinona ndo apresentou efeito citotoxico em
células ndo cancerigenas ?°. Os resultados obtidos no presente estudo, sdo semelhantes visto a
substancia pirazoloisoquinolina apresentou valor de ICsop de 25uM/mL. No entanto, a
pirazoloisoquinolina ndo apresentou atividade citotoxica contra células normais, atividade

considerada essencial para desenvolvimento de medicamentos antineoplésico.

Recentemente, estudos mostraram que a zerumbona tem potencial terapéutico para tratar
cancer de figado e pulmao, atuando principalmente no aumento da apoptose e inibicdo da invasdo
celular 27 Sakinah et al., 2007, avaliaram atividade antiproliferativa na linhagem HepG2 com
sesquiterpeno zerumbona, onde observaram o efeito inibitério da zerumbona sobre o crescimento de
células cancerigenas HepG2 (ICso de 3,45 + 0,026 pg / ml) 128, No presente estudo, dos derivados de
zerumbona testados (Z1 e Z2), observou-se que a substancia ~ Z1 apresentou maior efeito
antiproliferativo, com o valor de ICso de 5.20uM para células HL-60, ndo sendo observada agdo
citotoxica contra células ndo cancerigenas. Estes dados sdo de grande importancia para a pesquisa de
novas substancias com potencial anticancerigeno, visto que o tratamento tradicional para neoplasias
hematoldgicas além de apresentar custos elevados, podem causar efeitos colaterais toxicos para

células normais.

No estudo de Hoffmann et al, (2002) observou-se que a zerumbona em concentracdes
especificas possui um papel regulador no redox intracelular, atenuando a proliferacdo de células
cancerigenas, mas ndo das células normais, podendo agir como um agente anticancerigeno 2. Além
disso, outros estudos observaram que agentes antineoplasicos medeiam a parada do ciclo celular na
fase G2/M em diferentes processos, como interrupgdo da polimerizagéo da tubulina, complexos de
ciclinas®®®3! | Seguindo este contexto, verificamos se as substancias Z1 e Z2 poderia interromper o
ciclo celular em células K562. Os resultados obtidos demonstraram que as substancias Z1 e Z2
induziram a interrupcdo do ciclo celular na fase G2/M. Kirana et al, (2009), verificaram que a
zerumbona apresentava acao antiproliferativa em células HT-29, causando inibic&o da sintese de DNA
e blogueio das células nas fases GO/G1 em baixas concentracGes e na fase G2/M em altas
concentragdes 132 . Entretanto, sdo necessarios estudos adicionais para maior esclarecimento dos

mecanismos de acdo destas substancias (Z1 e Z2) contra neoplasias hematoldgicas.

Até 0 momento, na literatura ha pouco relato sobre a atividade antiproliferativa da zerumbona

e seus analogos frente a neoplasias hematoldgicas'?’. Porém, ja foi relatado na literatura, atividades
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anticancerigenas de outras substancias contra estas patologias. Por exemplo, ja foi verificado que 0s
alcaloides e suas sinteses sdo considerados compostos bastante promissores como fonte terapéutica
utilizada como protdtipos na pesquisa de novos farmacos com atividade neoplésica. No estudo de
Dantas e colaboradores (2015), verificou-se que a curina, um alcal6ide isolado do Chondrodendron
platyphyllum, demonstrou efeito citotoxico nas linhagens celulares leucémicas K562 e HL-60. Os
efeitos citotdxicos nas células HL-60 foram relacionados a danos na membrana plasmatica e parada
do ciclo celular na fase G1 de 43,4 + 1,0 a 56,7 £ 1,4% (p = 0,05) ap6s 48h de incubacdo com
concentragdo de 15uM do composto*!8,

Considerando que as células neoplésicas estimulam seu préprio crescimento reduzindo os
sinais inibitorios que controlam a proliferacdo celular, é importante verificar o efeito das substancias
sobre o ciclo celular. Observou-se que a substancia pirazoloisoquinolina, induziu a captura de células
na fase S (50.6%) em comparacdo ao controle, além de ter sido observado reducdo de 16% na fase
G2, o que sugere inducdo da apoptose celular. Em um levantamento, realizado por Habli e
colaboradores (2017), sobre a importancia de diversos alcaloides promissores com potencial
antineoplasico e a capacidade de atuar nos pontos de verificagcdo induzindo a parada do ciclo celular,
foi verificada que a noscapina, isolada da flor de 6pio (Papaver somniferum), causou a inducao na
parada do ciclo celular na fase G2 /M em vérios tipos de neoplasias *. Estes dados reforcam que
alcaloides e seus analogos tem potencial terapéutico, agindo como agente antiproliferativo, causando
danos no DNA e induzindo a apoptose de células cancerigenas.

Em relacdo a substancia Br-EIl-SO3Na, observou-se que a mesma induz a interrupcdo do
ciclo celular na fase S. Na literatura, a maior parte dos estudos mostram que a elipticina e seus
derivados induz a parada do ciclo celular na fase G1 2. Nossos dados demonstraram que o
mecanismo de acdo da substancia Br-EIl-SO3Na referente ao ciclo celular é diferente dos mecanismos
relatados, visto que induz a inibicdo da sintese do DNA. Contudo, é importante ressaltar que a
atividade bioldgica da elipticina se da por diferentes mecanismos de acdo. O mecanismo mais
extensivamente examinado ¢ a interagdo com o DNA. Estas interagdes incluem intercalagdo de DNA,
inibicdo da topoisomerase 11, inibi¢do da quinase AKT associada & parada do ciclo celular e apoptose
de células cancerigenas ** 13513 Embora os dados sugiram que o mecanismo de agdo Br-Ell-SO3Na
esteja relacionado ao comprometimento da sintese de DNA em células cancerigenas, neste estudo nao

verificamos a influéncia direta do Br-EIlI-SO3Na na intercalacdo da atividade da topoisomerase I1.

A patogénese e o tratamento do cancer estdo diretamente relacionados ao sistema imunolégico
137 Por exemplo, o status imunossupressor geralmente induzido pela patogénese do tumor pode ser
alterado pelos efeitos imunomoduladores de drogas anticancer, como inibidores checkpoints de

verificacdo imunes *813% | Nesse sentido, os agentes quimicos mais promissores na batalha contra o
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cancer sao os que podem modular o sistema imunolégico atraves da supressao ou aprimoramento da

resposta imune, alterando seu tipo, escopo ou duragéo 40141,

Neste estudo, foi avaliado o potencial imunomodulador de todas as substancias testadas.
Nossos resultados demonstraram que as substancias Br-EII-SO3Na e pirazoloisoquinolina,
estimularam a expresséo da IL-6. Em estudos anteriores, foi demonstrado que a 1L-6 é crucial na
mobilizacdo da resposta imune de células T antitumorais e na ativacdo, proliferacdo e sobrevivéncia
de linfdcitos durante respostas imunes ativas #2143, Mais importante ainda, a sinalizacdo da IL-6
também pode reformular a resposta imune das células T, convertendo-a de um estado supressivo para
um responsivo, importante para combater tumores 4. Por outro lado, essa citocina tem sido
amplamente associada a progressdo tumoral e metastase 14°1%°. Assim, o papel da sinalizagdo trans
ativador da IL-6 no contexto do cancer pode depender de muitos fatores do microambiente do tumor,

como tipo de célula, localizagdo do tumor ou gravidade do cancer 43,

As citocinas pro-inflamatdrias tém desempenhado um papel importante nos estagios da
carcinogénese. Como observado, no estudo realizado por Aung e colaboradores (2017), a atividade
imunomoduladora de um derivado de flavondide (Trifolirhizin) induziu a expressao de citocinas pro
-inflamatdrias como a IL-6, TNF-a e COX-2. *’. Michalak e colaboradores (2019) avaliaram a
atividade imunomoduladora de 5 extratos sintetizados da Eupatorium cannabium. Dentre o0s
compostos testados, observaram que a eupatoriopicrina, inibiu a expressdo da IL-8 em niveis
estatisticamente significativos (p < 0.001) em comparacdo ao controle ¢ . No presente estudo,
verificou-se que as substancias Br-EIl-SOsNa, pirazoloisoquinolina e Z2 inibiram a expresséo da IL-
8 em niveis significativos comparado ao controle. Embora a IL-8 e a IL-6 sejam biomarcadores pro-
inflamatorios que geralmente séo estimulados juntos no cenario da doenca, sua expressao e produgdo
também podem ser reguladas diferencialmente por substancias (via CAMP) *°, como ocorreu no caso
da Br-Ell-SO3Na, pirazoloisoquinolina e Z1. Recentemente, um estudo realizado por Gutierrez e
colaboradores (2020) verificou que compostos derivados de diterpenos reduziam a expressao de
citocinas pro-inflamatorias IL-6 e I1L-8, bem como a expressdo de COX-2 em celulas leucémicas THP-
1 0 Por outro lado, um estudo que utilizou uma substancia derivada de Agaricus blazei Murill

(AbM), demonstrou que a mesma induzia a expressdo de IL-6 e 1L-8 *°1,

A IL-8, também conhecida como CXCL8, é uma quimiocina pro-inflamatoria da familia CXC.
A atividade bioldgica da IL-8 é mediada via ligacdo a dois receptores acoplados a proteina G,
denominados CXCR1 e CXCR2 %2, No microambiente das células cancerigenas, a IL-8 tem sido
associada a metastases, resposta angiogénica, inducéo de proliferacdo, sobrevivéncia e migragéo de
células endoteliais vasculares e células neoplasicas 3. Desta forma, substancias que também agem
inibindo a expressdo desta citocina potencializa seu efeito anticancerigeno. Assim, a inibicdo da
expressdo da IL-8 induzida pelas substancias Br-Ell-SO3Na, pirazoloisoquinolina e Z2 demonstram
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seu importante potencial anticancerigeno. Este estudo ressalta a importancia da exploracdo de
compostos sintetizados a partir substancias isoladas de plantas, ndo apenas em relacdo a atividade

anticancerigenas, mas também no que tange as atividades imunomoduladoras.

As substancias utilizadas neste estudo néo tiveram efeito sobre a expressao das citocinas de
IL-2, IL-4 e IL-10. A principal fonte de IL-2 é a resposta imune Thl (celular), enquanto que a IL-4 e
IL-10 séo citocinas Th2 (humorais) **. O equilibrio Th1 / Th2 é mediado criticamente por essas
citocinas, que estdo diretamente envolvidas no processo de carcinogénese . Entretanto, faz-se
necessario a realizacdo de mais estudos para melhor avaliar a acdo imunomoduladora destas

substancias frente a linhagens de neoplasias hematologicas.

Os dados apresentados pelo presente estudo demonstraram que as substancias Br-Ell-SOsNa,
pirazoloisoquinolina, Z1 e Z2 tem potencial anticancer e imunomodulador e ndo apresentam atividade
citotoxica contra células ndo cancerigenas, propriedade essencial para serem consideradas como
compostos candidatos para o desenvolvimento de novos farmacos antineoplésicos. Tais dados
reforcam que as substancias testadas podem ser novas alternativas terapéuticas a serem exploradas in

vivo em estudos prospectivos relacionados ao tratamento de neoplasias hematologicas.
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7. CONCLUSAO

e As substancias analisadas apresentam atividades anticancerigenas contra células de
linhagem neoplasicas, e podem ser exploradas farmaceuticamente em estudos futuros
in vivo que permitam uma melhor caracterizacao de seu potencial antineoplasico.

e A substancia Z1 demonstrou maior potencial anticancerigeno em comparacdo as
demais;

e Os resultados sugerem que todas as substancias sdo seguras para testes in vivo, visto
que ndo foi evidenciado atividade citotoxica em células ndo cancerigenas;

e Os achados sugerem que as substancias inibem a proliferacdo celular na fase S, G1 e
G2 do ciclo celular. Contudo, outras linhagens precisam ser testadas uma vez que isto
foi observado apenas na linhagem K562.

e As substancias Br-EIll-SOsNa, pirazoloisoquinolina e Z2 apresentam atividade
imunomoduladora, pois estimularam a expresséo da citocina IL-6 e inibiram (apenas a

Z2) a producdo de IL-8 em niveis estatisticamente significativos.
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Abstract: Cancer still remains a major public health concern around the world and the search for
new potential antitumor molecules is essential for fighting the disease. This study evaluated the
anticancer and immunomodulatory potential of the newly synthetized ellipticine derivate: sodium
bromo-5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-bcarbazole-7-sulfonate (Br-EIl-SO3Na). It was prepared by the
chlorosulfonation of 9-bromoellipticine. The ellipticine-7-sulfonic acid itself is not soluble, but its
saponification with sodium hydroxide afforded a water-soluble sodium salt. The cytotoxicity of
Br-Ell-SOsNa was tested against cancerous (K562 cell line) and non-cancerous cells (Vero cell line and
human peripheral blood mononuciear cells (PBMC)) using a Methylthiazoletetrazolium (MTT) assay.
Cell eycle arrest was assessed by flow cytometry and the immunomodulatory activity was analyzed
through an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), The results showed that the Br-ElI-503Na
molecule has specific anticancer activity (ICs) = 35 uM) against the K362 cell line, once no cytotoxicity
effect was verified against non-cancerous cells. Cell cycle analysis demonstrated that K562 cells
treated with Br-Ell-S03;Na were arrested in the phase S. Moreover, the production of 1L-6 increased
and the expression of IL-8 was inhibited in the human PBMC treated with Br-EI-SO:Na. The results
demonstrated that Br-Ell-S04Na is a promising anticancer molecule attested by its noteworthy activity
against the K562 tumor cell fine and immunomodulatory activity in human PBMC cells,

Keywords: ellipticine; 9-bromoellipticing; sodium 9-bromo-5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]carbazole-
7-sulfonate; immunomodulation; antitumor molecule

1. Introduction

Pharmaceutical companies continue to pursue antineoplastic medicines rigorously, on account
of the increasing global cancer burden [1], Despite the development of more selective therapies,
treatments comprising of cytotoxic drugs are broadly used 2], As a result, the demand for new,
less toxic, and more efficient anticancer agents is of the utmost importance.

Recently, monoterpene indole alkaloid ellipticine and its derivatives have been thoroughly studied
as therapeutic agents against different types of cancer |3]. Ellipticine is one of the simplest naturally
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occurring alkaloids with a planar structure, svhich has been the center of attention of many research
groups because of its antitumor activity. It was first isolated from the leaves of a tropical plant Oschrosia
elfiptica by S. Goodwin et al. [4]. Ellipticine exhibits rather limited toxic side effects and a complete
absence of hematological toxicity [5]. Subsequently, ellipticine was 1solated from several other plants
of the Ochrosia genus, such as O. vieillardii, O. acuminate, and O. moorei, as well as from Strychnos
dinkagei (Loganiaceae family). Now, ellipticine of a plant origin represents the largest proportion of
commercially available products, Different hypotheses on ellipticine action mechanisms have been
proposed [6]. In the last decade, evidence of the distinet cell-cycle effects of ellipticine have come to
light [7].

Particularly, ellipticine can interact with the p53 tumor suppressor protein, Akt-kinase, and c-Kit
kinase, while its effect on other cellular proteins remains unclear. Thus, ellipticine exhibits a multimodal
cytotoxic activity, which is not clearly specified. A biooxidation pathway was originally proposed [#],
suggesting that ellipticine could serve as a substrate for peroxidases in vivo, Stiborovi's group
demonstrated that ellipticine covalently binds to DNA after being enzymatically activated with
cytochromes P430 or peroxidases [9]. Ellipticine derivatives such as 9-hydroxy-2-methylellipticinium
acetate (NHME) had been introduced into the market, but were later withdrawn. [6] The search
for other ellipticine derivatives is under way [10-16]. However, low water solubility of ellipticine
derivatives is a crucial obstacle for the wide practical application in cancer therapies.

The aim of this study was to prepare a new water soluble ellipticine derivate, sodium
9-bromo-5,11-dimethyl-6H-pyrido [4,3-bjcarbazole-7-sulfonate (Br-Ell-50:Na), and investigate its
antitumor and immunomodulatory potential.

2. Results

2.1. Synthesis of Sodium 9-bromo-5,11-dimethyl-6H-pyridol4,3-blearbazole-7-sulfonate (2)

9-Bromoellipticine (1) was prepared in gram quantities according to Cranwell and Saxton’s
procedure [17], further optimized by the group. A detailed description of the synthetic
procedures as well as NMR spectra are given in the Supporting Information.  Sodium
9-bromo-5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-bjcarbazole-7-sulfonate (2) was obtained as shown in Figure 1,
by reacting bromeellipticine 1 with an excess of chlorosulfonic acid, followed by treatment with
aqueous sodium hydroxide to yield the sodium salt (Figure 1).

Br Br
O ) —S . 2
(s . p
24%

O\

Na H
1 2

Figure 1. Synthesis of sodium 9-bromo-5,11-dimethyl-6H-pyrido[4.3-blcarbazole-7-sulfonate
(2)-Br-Ell-SO:Na. (i) CISOsH, 0 °C for 5 min, then rt. for 2 h; ii) chilled agueous NaOH ~207%,
The precipitate of (2) was washed with cool water,

2.2, Cytatoxic Effect

The compound Br-Ell-S03Na exhibited anticancer activity against the leukemic cell line K562
with an ICx value of 35 uM. However, the compound gradually lost its anticancer activity after 24 h
treatment (Figure 2A). Thus, our findings demonstrated that the Br-Ell-SO3Na had effective anticancer
activity against the cell line K562, which was limited to the 24 h-treatment period. Toxicity of the
Br-Ell-S0:Na across non-cancerous cells was assessed using the Vero cell line and Human peripheral
blood mononuclear cells (PBMC). Our findings showed no cytotoxicity action at the concentrations
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tested (Figure 2C,D), which indicates the selective cytotoxicity activity of the Br-EIl-SO;Na against the
K562 cell line.
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Figure 2. Cytotoxicity effect of Br-EII-SO3Na on cancerous and non-cancerous cells. (A) K562 cell
viability after 24-72 h treatment with different concentrations of Br-EI-SOiNa (12-100 ug/mL). (B) ICsp
estimation using nonlinear regression (GraphPad Prism 5 software). The absorbance values were
measunsd at 570 nm wavelength and the mean values + SD of three experiments are displayed
along with a representative ICsy curve. Vero (C) and human peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) (D) cell viability after 24-72 h treatment with different concentrations of Br-EI-SO3Na,
The Methylthiazoletetrazolium (MTT) assay was performed to estimate the cell viability/cytotoxicity,
*p=0.01;* p=0.001

2.3. Cell Cycle Analysis

As mentioned earlier, the K562 cells were treated for 24 h with 1Cs; (35 uM) and 2 % 1C5; (70 uM)
of Br-E1l-SO4Na and then the cell cycle phase was analyzed. Upon treatment with 35 uM, the S phase
distribution increased significantly (53%), when compared to the control. No cells in the G2 phase were
found, thus suggesting the cell cycle arrests at the S phase. This means that the Br-Ell-S0;Na inhibits
the cell cycle progression (Figure 3). These results are concomitant with the MMT assay, where the
25 pg/mL and 50 pg/mL treatment showed a moderate antiproliferative activity after the 48 h treatment
period. The cell cycle arrest remained at the S-phase, upon doubling the concentration to 70 uM;
however, a slight increase in the G2/M phase (9.39%) was also observed.
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Figure 3. Cell cycle analysis of K562 cells treated with Br-EII-SOsNa, (A} Analysis of the cell eycle arrest
distribution in untreated {control) and treated (1Cs) and 2 x 1C5) K562 cells. (B) Representative cell
cycle micrographs of K562 sensitive cells, depicting G0, G1, S and G2/M cell populations in untreated
and treated K562 cells, ** p = 0.00L

2.4, Inmuunomodulatory Activity

To investigate the potential of Br-El-S04Na in modulating the immune system, the levels of IL-2,
IL-4, IL-6, IL-8, and IL-10 were assessed for the K562 cell line in the supernatant of human PBMC treated
with (2) at the ICs; = 35 uM concentration. The results demonstrated that Br-EIl-SO;Na stimulated
the IL-6 production (p = 0.0001), but inhibited the expression of IL-8 (p = 0.02) in comparison with
untreated human PBMCs used as the control (Figure 4), No immunomedulatory activity related to

IL-4, IL-2, and IL-10 was observed.
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Figure 4. Effect of Br-Ell-S03Na on modulation of the immune system, Levels of 1L-2, [L-4, IL-6, IL-8,
and 1L-10 were assessed by ELISA in supernatant of human PBMCs treated with Br-EI-SO3Na (35 uM).
Controls represent the supernatant of untreated PEMCs. * p = 0.01; %% p = 0.001

3. Discussion

Mortality from cancer has steadily increased over time across the world, turning this
non-communicable disease into the second leading cause of death globally [15]. Although substantial
advances in cancer treatment have been achieved over the past decades, critical issues such as high
toxicity, drug solubility and bioavailability, cost-benefit assessment, and efficacy remain the major
bottlenecks in anticancer drug development.

Taking into account the wide interest in elfipticine, various synthetic routes to the main molecule
and its derivatives have been developed, starting from R. Woodward's approach [19]. Amongst a
number of these available synthetic routes, the method originally proposed by Cranwell and Saxton
appeared to be the most practical one [17]. The synthesis starts from appropriately substituted indoles
or carbazoles. Since then, various improvements have been proposed to make it more convenient

and to increase the total yield, We have also used this approach, starting from 5-bromoindole,

It should be noted that the method is reproducible and was used to obtain many different substituted
ellipticines. We carried out the multi-step synthesis several times in order to prepare the starting
product 9-bromoellipticine in gram quantities. In addition, several improvements at different stages
were proposed, to increase the total yield and to avoid column-chromatography at the isolation and
purification steps (see the Supporting Information),
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The low solubility of ellipticine derivatives hinders their use in medicine. As a solution, we
decided to introduce an adidic group into the ellipticine scaffold. The ellipticine is susceptible to
electrophilic attacks and has two electron-rich sites at the 7th and 9th positions. Only very strong
electrophilic reagents can react at both positions; for example, upon bromination [20]. There are a scarce
number of derivatives prepared by modification of the scaffold. The majority of those modifications
relate to reactions at nitrogen atoms, electrophilic reactions at the 9th position, and modification at the
1st position. Our idea was to prepare 9-bromoellipticine, where the 9th position was blocked for an
electrophilic reaction. Thus, the only position available for the electrophilic attack would be at the
C7. Carbazoles are known to react with chlorosulfonic acid, hence we used an analogous procedure
for the introduction of a sulfonic group into ellipticine [21]. Upon the addition of chlorosulfonic acid,
9-bromeellipticine reacted at the 7th position, giving rise to a sulfochloride derivative. The hydrolysis
of the latter yielded the corresponding sulfonic acid. Since it was not soluble in water or common
organic solvents, it was impossible to analyze and confirm the molecular structure of the compound,
The saponification of the acid with sodium hydroxide produced the sodium sulfonate 2. The compound
is readily soluble in water and was fully characterized.

The antitumor activity of ellipticine and its derivatives have been widely demonstrated over
the years [22-24]. However, very low solubility combined with severe side effects have been the
major limitation of these compounds [22,25]. The water-soluble ellipticine derivative Br-Ell-SO3Na,
presented by this study, inhibited the K562 cells proliferation with the 1Cx; value of 35 uM and showed
no cytotoxicity to non-cancerous cells. Considering that tumorous cells stimulate their own growth
by constraining inhibitory signals that control cell proliferation, it was important to verify the effect
of Br-Ell-S03Na on cell cycle arrest. Our findings showed that most of the cells were significantly
arrested on the phase S, upon Br-EIl-SO;Na treatment at both 35 uM and 70 uM doses. As mentioned
earlier, the anticancer potential of ellipticine and its derivatives has already been reported elsewhere,
but usually those substances induce the cell arrest at the phase G2 of the cell cycle [26-25]. Our data
demonstrated that the mechanism of action of Br-Ell-SO3Na on the cell cycle differs from previously
reported ellipticine derivatives.

The regulation of cell proliferation is an orchestrated process that is operated by various control
points at different phases of the cell cycle [29]. Any mistake at those control points may lead to the cell
death. Furthermore, the physiological arrest at cell cycle check points allows a repair of cellular damage,
dismissal of exogenous stress, and accessibility of nutrients [30]. However, when a negative regulation
of the phase S is induced by a substance such as Br-ElI-SO;Na, it means that (2) is leaving the cell
unable to duplicate its DNA by causing DNA-damage or replicative stress [29]. Indeed, intercalation
into the DNA and the inhibition of a DNA topoisomerase [1 activity are elicited as the key mechanisms
by which ellipticine employs its cytotoxicity activity [22,31]. The intercalation in DNA is believed to be
facilitated by the similarity of the purine-pyrimidine base paired with the size and planar molecular
structure of ellipticine [31]. The hydrophobic interaction fostered by the DNA bases and the polycyclic
aromatic ring of ellipticine heightens this intercalation, which eventually results in DNA damage and
cell death [32]. Although these data suggest that the Br-EIl-SO3Na action mechanism is related to the
impairment of DNA synthests in cancerous cells, we did not check the direct influence of Br-Ell-SO3Na
on the intercalation of DNA or DNA topoisomerase Il activity in this study:

The pathogenesis and treatment of cancer are directly interrelated with the immune system [33].

For instance, the immune-suppressive status usually induced by tumor-pathogenesis can be switched
to immune-active by the immunomodulating effects of anticancer drugs, such as immune checkpoints
inhibitors [34,35]. In this sense, the most promising chemical agents in the battle against cancer are
the ones that can modulate the immune system through the suppression or enhancement of immune
respanse by altering its type, scope or duration [36,37]. We assessed the immunomaodulatory potential
of Br-ElI-SO3;Na, by checking the production of IL-2, IL-4, IL-6, IL-8 and IL-10 in human PBMC treated
with the substance. Our results demonstrated that the Br-EII-SO3Na up-regulated the expression
of 1L-6. Previous reports have indicated the IL-6 as a crucial player in mobilizing anti-tumor T cell
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immune response, and in the activation, proliferation and survival of lymphocytes during active
immune responses [38,39]. Most importantly, the IL-6 signaling can also reframe the T cell immune

response, converting it from a suppressive to a responsive state that is important to fight tumors [41].

On the other hand, this cytokine has been broadly linked to tumor progression and metastasis [41,42].
Thus, the role of the IL-6 trans-signaling in the context of cancer might be dependent on many factors
of the tumor microenvironment, such as cell type, tumor location or severity of cancer [39].
Surprisingly, the compound Br-Ell-50;Na downregulated the expression of IL-8, compared to the
control. Although IL-8 and IL-6 are pro-inflammatory biomarkers that are usually stimulated together
in the scenario of disease, their expression and production can be likewise differentially regulated
by substances (via cAMP), as occurred in the case of Br-EI-SO3Na [43]. IL-8, also known as CXCLS,
is a proinflammatory CXC chemokine. The IL-8 mediates its biological activity through the binding
to two G protein—coupled receptors, named CXCR1 and CXCR2 [44]. In the microenvironment of
cancer cells, the TL-8 has been associated with metastasis, angiogenic response, and inducing the
proliferation, survival, and migration of vascular endothelial cells [45]. The Br-EI-SO3Na had no effect
on the levels of IL-2, IL-4 and IL-10. The main source of IL-2 is the Th1 (cellular) immune response,
whereas IL-4 and [L-10 are Th2 (humoral) cytokines {46]). The Th1/Th2 balance is critically mediated by

these cytokines, which are directly involved in the inflammation-driven carcinogenesis process [47].

Our findings suggest that the immunomodulatory activity of Br-EIl-SO3Na is related to the balance
between the stimulation and suppression of immune response in the tumor microenvironment, but not
to the specific induction of Th1/Th2 immune responses. However, it is important to perform more tests
to verify the influence of Br-Ell-SO3Na on the modulation of immune system.

Subsequently, this study demonstrated that the water-soluble Br-Ell-503Na substance synthesized
by our group has anticancer and immunomaodulatory potential, with no cytotoxicity activity observed
against non-cancerous cells, Thus, this compound may be a good candidate to be explored as an
anticancer bioactive substance in medical and pharmaceutical research.

4. Materials and Methods

4.1, General Experimental Procedures

"H NMR spectra were recorded with a Varian VXR-300(299.9 MHz) spectrometer. '*C NMR spectra
were recorded with a Bruker Avance DRX 500 (125.75 MHz) spectrometer. Chemical shifts (&) are given
in ppm downfield relative to internal tetramethylsilane (TMS) for 'H and '*C, Chromatography was
performed on Gerudan SI 60 silica gel. Elemental analyses were performed at the analytical laboratory
of the Institute of Organic Chemistry, National Academy of Sciences in Ukraine. The analytical grade
solvents and commerdially available reagents were used without further purification. Melting points
were determined with an electrothermal capillary melting point apparatus.

4.2, Preparation of 9-bromo-5,11-dimethyl-6H-pyridof4.3-bicarbazole (1)

The compound (1) was prepared by the method described [17] (see Supplementary materials and
Figure 5). We proposed some practical improvements. For the reaction between 5-bromoindole (3)
and acetonylacetone, the change of ethanol to toluene, and refluxing the reagents with Dean-Stark
apparatus, gave a higher vield and simplified the isolation of 6-bromo-1,4-dimethylcarbazole (4),
At the formylation stage, we used N-dimethylformanilide and POCI; in chlorobenzene. The aldehyde
(5) was isolated in a 75% yield without any additional purification. The use of a slight excess of
aminoacetaldehyde dimethyl acetal allowed us to isolate the corresponding imine (6) in an almost
quantitative yield. Subsequently, the imine (6) was reduced to aminoacetal (7) by excess of sodium
borohydride in methanol. The yield at that step increased to 85%. Our tosylation procedure gave an
almost quantitative yield (8). At the final cyclization stage to 9-bromoellipticine (1), we used dioxane
in the presence of HCl, which allowed us to avoid the chromatographic purification and to increase

63



Molerides 2020, 25, 2130 Sof 12

the cyclization yield significantly, up to 76%. Detailed information on the synthesis is given in the
Supporting Information.
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Figure 5. Synthesis of 9-bromoellipticine.
4.3. Preparation of Sodiwn 9-bromo-5,11-dimethyl-6H-pyridof4,3-blcarbazole-7-sulfonate (2)

Chlorosulfonic acid (3 mL) was added dropwise to 9-bromoellipticine (0.1 g) at 0 °C and
stirred for 5 min. The reaction mixture was continually stirred at room temperature for 2 h,
The obtained brown solution was added portionwise into crashed ice, and stirred for 10 min,
The yellow precipitate was filtered, washed with water (2 X 20 mL) and dried. An aqueous
solution of sodium hydroxide ~20% was chilled and added carefully dropwise to the obtained
9-bromo-5,11-dimethyl-6H-pyrido[4 3-b]carbazole-7-sulfonic acid, until the pH of the product
suspension reached 9. The beige precipitate was collected and washed with chilled water (2 x 1 mL).
Yield 24%.

M.p. > 300 °C. 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): 2.73 (3 H, 5, C(5) CHa), 3.22 (3 H, 5, C(11) CH3),
7.76-7.77 (1H, m, C(8)H), 7.94 (1 H, d, | = 6 Hz, C(4)H), 8.44-8.46 (2 H, m, C(10)H and C(3)H), 9.71 (1 H,
s, C(1)H), 10.01 (1 H, s, NH). *C NMR (125 MHz, DMSO-dg): 12.1, 14.7, 109.0, 111.0, 1165, 122.1, 122.6,
126.5, 1269, 127.1, 129.7, 131.7, 133.4, 137.0, 139.9, 141.5, 150.4. MS (ESI): 404 (M-). Anal. Calcd for
Cy7H2BrN;NaOsS: C, 47.79; H, 2.83; Br, 18.70; N, 6,56. Found: C, 47.89; H, 3.02; Br, 18.42; N, 6,47

4.4, Cell Culture

The anticancer activity of Br-EIl-50;Na was evaluated against the human leukemic cell K562
(ATCC® CCL-243TM—human chronic myelogenous leukemia), since the anticancer potential of
ellipticine against this cell lineage has already been reported elsewhere [48]. The selective cytotoxicity
of the substance was assessed using the non-cancerous cell line Vero and human PBMCs. K562 and
PBMC cells were cultured in RPMI (RPMI medium 1640/Gibco, Rockville, MD) medium supplemented
with 10% heat inactivated fetal bovine serum (FBS; Gibco), 100 pg/mL Penicillin and 100 pg/mL
Streptomycin (Gibeo). All cells were maintained at 5% CO; and 37 °C in a CO; incubator. The Vero
cell line were cultured in DMEM medium (with 10% FBS, penicillin-streptomycin and amphotericin B),
under the same conditions described above. The cells of the K562 line were acquired from the Molecular
Biology Laboratory- UNICAMP, where the cell lines had already been established and maintained.
Upon written consent and after approval of the Ethical Board of the Foundation of Hematology and
Hemotherapy of Amazonas (HEMOAM, approval number: 3.138.343), the PBMCs cells were obtained
from the peripheral blood of healthy blood donor volunteers by density gradient centrifugation using
Ficoll-hypaque (GE healthcare). Freshly isolated PBMC were used in all experiments.
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4.5. Cytotoxicity Assay

Cytotoxicity activity of Br-Ell-503;Na was determined by the Methylthiazoletetrazolium MTT
assay as described elsewhere with few modifications [49], The cell lines K562 and Vero (10* cells/well)
as well as PBMCs (10° cells/well) were seeded into a 96-well plate and incubated for 24 h to allow
the formation of the sub-confluent monolayer. After that, different concentrations of Br-EIl-S0:Na
(12-100 pg/mL) were added into the plate wells in triplicates and incubated for 24, 48 and 72 h under
the same conditions described earlier [9]. After each incubation period, 10 pL of a 5 mg/mL solution
of MTT was added to the wells and incubated for 4 h. The reaction was stopped by the addition
of 100 uL of 0.1 N HCI in anhydrous isopropanol. Cell growth was evaluated by measuring the
absorbance at 570 nm, using an automated plate reader. Non-treated cells and 100% DMSO were used
as negative and positive controls, respectively. The relative viability of cells was estimated using the
following equation:

A570 of treated sample

Cell viebility = o Funtcested sample

% 100% (1)

4.6, Cell Cycle Analysis

For determination of the cell cycle, K562 cells were seeded in a 6-well culture plate and incubated
for 24 h with the compound Br-Ell-50;Na at concentrations of the 1Csy and 2 x ICsg, determined by
the cytotoxicity assay. The cells were harvested after incubation, washed with sterile phosphate buffer
saline (PBS), and fixed with ice-cold 70% ethanol for 24 h at 4 “C. After washing with PBS, the cells
fixed in ethanol were incubated with 100 uL of Ribonuclease inhibitor (RN Ase A; 1 mg/mL) and 100 pL
of propidium iodide (PI, 400 ug/mL) in an atmosphere of 5% CO; at 37 °C for 30 min. The cells were
then passed through a fluorescence activated cell sorter (FACS Calibur, BD Biosciences, San Jose, CA,
USA) using the doublet discrimination module. Data were acquired using Cell Quest (BD Biosciences)
software. The cell eycle was modelled using ModFit software (Venty Software, Topsham, ME, USA)
and percentages of the cells in S, G1, and G2M phases were calculated directly by the software.

4.7. Cytokine Analysis

Immunomodulatory activity was assessed as described in [50] with maodifications. Isolated PBMC
cells were cultured in RPMI-1640 medium in a %6-well plate and incubated with different concentrations
of the compound Br-EI-SO3Na (ICsp and 2 x 1Csg) for 18 h in the CO; incubator. Supernatants were
collected for cytokine assays after the incubation. Concentration of the [L-2, [L-4, IL-6, IL-8 and I1L-10
cytokines was evaluated by ELISA (BD Pharmingen OptEIA kits, San Diego, CA, USA), following the
manufacturer’s instructions.

4.8, Statistical Analysis

All tests were performed in triplicate. Statistical analysis was conducted through Student’s t-test
and ANOVA. A probability value of less than 0.05 was chosen as a criterion of statistical significance.
The IC5p value was calculated by a non-linear regression.

Supplementary Materials: The following are available online, Figure $1: 'H and 1°C spectra of compound (2)
(Br-Ell-503Na), Synthesis of bromoellipticine.doc—chemical procedures for 9-bromeellipticine,
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9.3 Termo de consentimento livre e esclarecido — TCLE

TITULO DA PESQUISA: Avaliacdo in vitro da atividade anticancerigena de compostos naturais e
semissintéticos contra neoplasias hematoldgicas.

Convidamos o (a) Sr (a) para participar desta pesquisa sob a responsabilidade da pesquisadora
Regiane Costa de Oliveira. Abaixo seguem os dados para sua informacao referentes ao estudo que o
Sr (a) esta sendo convidado para participar de forma voluntaria.

Obijetivo: Investigar a atividade anticancerigena in vitro de substancia naturais contra células tumorais
oriundas de neoplasias hematoldgicas. Justificativa: Presente estudo visa contribuir cientificamente
para a utilizacdo terapéutica de biomoléculas naturais e semissintéticas por meio de andlise in vitro
do seu potencial anticancerigeno. Tais informacGes podem servir de base para o desenvolvimento de
formulacGes terapéuticas que poderdo futuramente auxiliar o tratamento de diversas neoplasias
hematoldgicas. Metodologia: Ap6s aprovagdo do comité de ética e a assinatura do TCLE, o sangue
periférico sera coletado de pacientes portadores de leucemia e doadores saudaveis que sdo
rotineiramente atendidos no HEMOAM. As células mononucleares de sangue periférico (PBMC)
serdo isoladas por meio de centrifugacdo gradiente de densidade utilizando Ficoll-Hypaque (GE
Healthcare) ou Histopaque-1077 (Sigma). Em seguida, as células mononucleares serdo coletadas e
lavadas trés vezes em RPMI antes de serem cultivadas com diferentes substancias para a avaliacdo
das atividades anticancerigena e imunomoduladora contra células tumorais transformadas (obtidas
comercialmente) e primérias (obtidas dos pacientes), ambas de linhagens de neoplasias
hematoldgicas. Garantia de manutencéo do sigilo e da privacidade do participante: Asseguramos ao
participante da pesquisa confidencialidade, bem como o direito de recusar-se a participar. Todas as
informac@es geradas pelo presente estudo serdo conduzidas no mais absoluto sigilo e os pacientes
terdo acessos aos dados gerados pelo estudo sempre que desejarem. Desconfortos, riscos: Os ricos
serdo minimos uma vez que as amostras de sangue periférico serdo coletadas por profissional
devidamente treinado e em caso de acidente, o paciente terd a devida assisténcia médica na propria
instituicdo. Forma de acompanhamento, assisténcia e garantia de indenizacdo: No caso de haver
algum incidente em decorréncia do processo de coleta das amostras sanguineas, 0 pesquisador
responsavel garante assisténcia médica e indenizacdo adequada, caso seja necessario. Beneficios: O
projeto tera como principal beneficio a identificacdo de biomoléculas naturais e semissintéticas que
possam ter atividade anticancerigena, trazendo assim, beneficios cientificos, sociais, tecnoldgicos e
possivelmente econdémico para regido a médio e longo prazo. Garantia de plena liberdade ao
participante da pesquisa: Sua participacdo é voluntaria e se dara por meio da assinatura deste termo
onde sua participacdo sera oficializada e confirmada. Se depois de consentir em sua participagdo o Sr
(@) desistir de continuar participando, tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados, independente do motivo e sem
nenhum prejuizo a sua pessoa.

O (a) Sr (a) ndo terd nenhuma despesa e também néo receberd nenhuma remuneragdo. Os resultados
da pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua identidade ndo sera divulgada, sendo guardada em
sigilo. Para qualquer outra informacéo, o (a) Sr (a) podera entrar em contato com o pesquisador
Gemilson Soares Pontes sempre que desejar no endere¢co Av. André Aradjo ,— Aleixo Av. André
Araujo, 2936 - Petropolis, Manaus - AM, 69067-375 Manaus - AM, pelo telefone (92) 3643-3288.

Consentimento Pds—Informagéo
Eu, , discuti com o
pesquisador sobre a minha decisdo em participar nesse estudo e acredito ter sido suficientemente
esclarecido a respeito das informacdes sobre o estudo acima citado que li ou que foram lidas para
mim. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacao é isenta de despesas e que tenho garantia
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de acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste
estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizos e
sem a perda de atendimento nesta Instituicdo ou de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido. Eu
receberei uma copia desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e a outra ficara com
0 pesquisador responsavel por essa pesquisa. Além disso, estou ciente de que eu (ou meu representante
legal) e o pesquisador responséavel deveremos rubricar todas as folhas desse TCLE e assinar na Gltima
folha.

Nome do participante da Pesquisa

Assinatura do participante

Nome do Pesquisador Responsavel

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Telefone do participante:

Data: / /
Impressao do dedo polegar. Caso nédo saiba assinar
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9.4 Termo de assentimento

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa: “Avaliagdo in vitro da atividade
anticancerigena de biomoléculas naturais contra neoplasias hematologicas)”

EXPLICACAO BREVE SOBRE O PROJETO

Os pacientes que irdo participar dessa pesquisa serdo portadores de leucemias e doadores saudaveis
que sdo atendidos na FHEMOAM. Vocé ndo precisa participar da pesquisa se ndo quiser, € um direito
seu, ndo terd nenhum problema se desistir.

Se vocé quiser participar, sera colhida uma amostra de sangue da veia do brago (no maximo 5ml) com
seringa e agulha. O objetivo primario € investigar a atividade anticancerigena in vitro de substancias
naturais contra células tumorais oriundas de neoplasias hematoldgicas. Tendo como objetivos
secundarios: (i)Avaliar a atividade citotoxica in vitro de biomoléculas naturais e semissintéticas contra
células cancerigenas de linhagem primaria e permanente; (ii) Analisar a atividade imunomoduladora
de biomoléculas naturais com potencial anticancerigeno; (iii)Caracterizar a expressdo génica
resultante da atividade anticancerigena induzida por biomoléculas naturais e semissintéticas;
(iv)Avaliar citotoxicidade de biomoléculas naturais dirigida contra células de linhagem hematoldgicas
normais.

Durante a coleta de sangue vocé podera sentir leve dor ou apresentar (pequenos hematomas) no local
da picada apds a coleta. Para amenizar estes possiveis desconfortos a coleta de sangue sera realizada
por profissionais bastante treinado.

O sangue periférico sera coletado através da utilizacdo de materiais novos, estéreis e descartaveis, por
profissionais habilitado e especializado. As amostras para cultivo celular seréo retiradas das mesmas
amostras coletadas para o diagndstico, sem a necessidade de coletas extras.

Todavia, ha coisas boas que podem acontecer se vocé participar da pesquisa. Caso permita a coleta e
sua participacdo, um grande beneficio é a contribuicdo para o conhecimento cientifico que podem
servir de base para o desenvolvimento de formulag6es terapéuticas que poderdo futuramente auxiliar
o tratamento de diversas neoplasias hematoldgicas

Ninguem sabera que vocé esta participando da pesquisa, ndo falaremos a outras pessoas, nem daremos

a estranhos as informacdes que vocé nos der.

Os resultados da pesquisa serdo publicados e também fornecidos as autoridades de satde da sua cidade
e seu estado, mas sem identificar os participantes que participaram da pesquisa.

Polegar Rubrica
Direito ou
Rubrica
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Se vocé tiver alguma duvida € s6 nos procurar pelos seguintes telefones:

Dr. Gemilson Soares Pontes-Coordenador do projeto — Laboratério de Virologia e Imunologia do
INPA — Contato: (92) 3643-3288/ (92)982567382 Regiane Costa de Oliveira — Coordenador do
projeto — Laboratdrio de Virologia e Imunologia do INPA — Contato: (92) 994648188

Caso vocé néo tenha entendido alguma parte deste documento/explicacdo, pergunte ao investigador
antes de assinar.

Consentimento Pos—Informacéo

Eu, , discuti com o
pesquisador sobre a minha decisdo em participar nesse estudo e acredito ter sido suficientemente
esclarecido a respeito das informacdes sobre o estudo acima citado que li ou que foram lidas para
mim. Ficaram claros para mim quais sdo 0s propoésitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia
de acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste
estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizos e
sem a perda de atendimento nesta Instituicdo ou de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido. Eu
receberei uma copia desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e a outra ficard com
0 pesquisador responsavel por essa pesquisa. Além disso, estou ciente de que eu (ou meu representante
legal) e o pesquisador responsavel deveremos rubricar todas as folhas desse TCLE e assinar na Gltima
folha.

Local, Data (dia/més/ano)

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador(a)

Impressao Datiloscopica:

Assinatura do Coordenador da pesquisa
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9.5 Aprovacao aspecto ético

FUNDACAO DE
HEMATOLOGIA E g@"mo,g ——
HEMOTERAPIA DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo in vitro da atividade anticancerigena de biomoléculas naturais contra
neoplasias hematolégicas

Pesquisador: Regiane Costa de Oliveira

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 00547018.8.0000.0009

Instituicdo Proponente: Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 3.138.343

Apresentacédo do Projeto:

Trata-se de um estudo exploratério laboratorial, com a proposta de utilizar substancias naturais com potencial
de inibicdo de neoplasias hematoldgicas. Anticancerigenas e imunomoduladoras. Apresenta
Hipétese:Biomoléculas naturais apresentam potencial anticancerigeno e imunomodulador que podem ser
explorados como nova estratégia terapéutica antitumoral contra neoplasias hematoldgicas.

Objetivo da Pesquisa:

Investigar a atividade anticancerigena in vitro de substancias naturais contra células tumorais oriundas de
neoplasias hematolégicas.

Avaliar a atividade citotdxica in vitro de biomoléculas naturais contra células cancerigenas de linhagem
primaria e permanente;

Analisar a atividade imunomoduladora de biomoléculas naturais com potencial anticancerigeno;

Caracterizar a expressao génica resultante da atividade anticancerigena induzida por biomoléculas naturais;
Avaliar citotoxicidade de biomoléculas naturais dirigida contra células de linhagem hematolégicas normais.

Endereco: Av. Constantino Nery 4397 BI.D Dir Ens Pesq

Bairro: Chapada CEP: 69.050-002
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (92)3655-0114 Fax: (92)3655-0112 E-mail: cep@hemoam.am.gov.br
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FUNDACAO DE

HEMATOLOGIA E
HEMOTERAPIA DO

Continuagédo do Parecer: 3.138.343

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Indica possiveis riscos e medidas mitigadoras.

Comentéarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Sl

ma

O projeto é exequivel, relevante e apresenta potencial para ampliar as discussfes acerca da terapéutica

advinda de pesquisas de substancias naturais para promogéao de saude.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

Os termos estdo adequados.

Recomendacdes:

Nao ha recomendacbes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

N&o ha pendéncia. O projeto pode ser desenvolvido.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informag6es Basicas [PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 01/10/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1164724.pdf 16:14:11
Cronograma CRONOGRAMAA .pdf 01/10/2018 [Regiane Costa de Aceito

16:10:29 |Oliveira
Declaracéo de termoderesponsabilidade.pdf 16/09/2018 |Regiane Costa de Aceito
Pesquisadores 22:57:54  |Oliveira
Outros Equipeesuasfuncoes.pdf 16/09/2018 |Regiane Costa de Aceito
22:49:25 |Oliveira
Declaracéo de TermodeanuenciaHEMOAM.pdf 16/09/2018 |Regiane Costa de Aceito
Manuseio Material 22:47:06 |Oliveira
Biolégico /
Biorepositorio /
Biobanco
Declaracéo de AnuencialNPA. pdf 16/09/2018 |Regiane Costa de Aceito
Manuseio Material 22:46:12  |Oliveira
Bioldgico /
Biorepositorio /
Biobanco
Projeto Detalhado / |ProjetoCEPRegianeCosta.pdf 16/09/2018 |Regiane Costa de Aceito
Brochura 22:42:05 |Oliveira
Investigador
TCLE/ Termos de |[TCLE.pdf 16/09/2018 |[Regiane Costa de Aceito
Assentimento / 22:40:30 |Oliveira
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Justificativa de TCLE.pdf 16/09/2018 |Regiane Costa de Aceito

Auséncia 22:40:30 |Oliveira

Folha de Rosto Folhaderostoassinada.pdf 16/09/2018 |Regiane Costa de Aceito
22:06:57 Oliveira

Declaracéo de cartadeanuenciaAnamika.pdf 16/09/2018 |Regiane Costa de Aceito

Pesquisadores 21:59:28 |Oliveira

Declaracéo de cartadeanuenciaGemilson.pdf 16/09/2018 |Regiane Costa de Aceito

Pesquisadores 21:58:01 |Oliveira

Outros CartadeanuenciaDANNIEL.pdf 16/09/2018 |Regiane Costa de Aceito
21:57:16 |Oliveira

Outros cartadeanuenciaPAULA.pdf 12/09/2018 |Regiane Costa de Aceito
00:15:06 |Oliveira

Outros cartadeanuenciaCarlosEDUARDO.pdf 12/09/2018 |Regiane Costa de Aceito
00:12:26  |Oliveira

Declaracéo de Declaracaoinfraestrutura.pdf 12/09/2018 |Regiane Costa de Aceito

Instituicdo e 00:10:49 [Oliveira

Infraestrutura

Orgamento ORCAMENTO.pdf 12/09/2018 |Regiane Costa de Aceito
00:10:23 |Oliveira

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

MANAUS, 08 de Fevereiro de 2019

Assinado por:

Sérgio Roberto Lopes Albuquerque

(Coordenador(a))

Endereco: Av. Constantino Nery 4397 BI.D Dir Ens Pesq

Bairro: Chapada

UF: AM
Telefone:

(92)3655-0114

CEP:
Municipio: MANAUS
Fax: (92)3655-0112

69.050-002

E-mail: cep@hemoam.am.gov.br



