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Prospeccao Farmacolégica de Compostos Sintéticos “alkaloids-like” para o
Tratamento de Gliomas Malignos.

RESUMO

Glioblastomas (GBMs) sao os tumores primarios mais comuns e agressivos do SNC. A
sobrevida dos pacientes com esse diagnostico continua muito baixa, tendo progndstico
ruim mesmo apos terapia cirurgica seguida de radio e quimioterapia. No presente
trabalho, foi realizada a prospeccao de 24 moléculas de sintese, alkaloids-like, para
determinagdo de seus efeitos sobre a viabilidade de células quimioresistentes de
glioblastoma humano (GL-15 e U251) e murina (C6). Entre os compostos testados a
(100uM), RLB87 foi o mais citotoxico para células transformadas, inibindo a viabilidade
em 75,0%, 97,2%, 76,6% da GL-15, U251 e C6, respectivamente e o mesmo nao
apresentou toxicidade para células gliais normais. Observou-se, que o RLB87 promoveu
apoptose 24 e 72 h apos o tratamento de forma tempo-dependente. O RLB87
igualmente inibiu a proliferagao celular com acumulo na fase GO/G1 do ciclo celular apds
24 h. A migragao das células de glioma foi também inibida apés tratamento com RLB87.
Adicionalmente 4 analogos do RLB87 foram também avaliados, elucidando aspectos
importantes na estrutura quimica, requeridos para sua atividade, que possuem
correlagdo positiva com regioisomeria das fenilas, presenga da fungdo éster e
lipofilicidade. O RLB87 é apresentado como promissor agente antineoplasico assim
como um protétipo para novos agentes terapéuticos para o tratamento de gliomas
malignos e recidivados.

PALAVRA-CHAVES: Gliomas malignos, Alkaloids-like, citotoxidade, apoptose.



Screening of synthetic alkaloids-like for malignant glioma treatment

Abstract

Glioblastomas (GBMs) are the most common and aggressive primary tumors of the
CNS. The survival of patients with this diagnosis remains very low, with poor prognosis
even after surgical therapy associated with radiotherapy and chemotherapy. The present
work carried out a screening for 24 synthetic “alkaloid-like” to determine their effects on
cell viability of quimioresistentes human (GI-15 and U251) glioblastoma cells and murine
(C6) glioma cells. Among the alkaloids tested (100uM) RLB87 was the most cytotoxic for
transformed cells, inhibiting the viability in 75.0% 97.2% 76.6% of GL-15, U251 and C6
cells, respectively, after 72 h exposure, and it did not show toxicity to normal glial cells. It
was also observed that RLB87 promoted apoptosis, 24 and 72 h after treatment, in a
time-dependent manner. Moreover RLB87 also inhibited cell migration and proliferation
with cells arrest at GO/G1 phase, since 24 h after treatment. Additionally, the cytotoxicity
of four RLB87 analogues was tested in view to elucidate important aspects in chemical
structure, required for its activity. We observed positive correlation between cytotoxic
effect and isomeric of phenyl functions, with ester function and also lipophilicity. These
finding suggest the “alkaloid-like” RLB87 as a promising anticancer agent as well as a
prototype for new agents for treatment of malignant and recurrent gliomas.

Key word: glioblastoma, alkaloids-like, cytotoxicity.
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1. INTRODUGAO

O desenvolvimento do cancer resulta de mutagdes em um ou mais, dos vastos
arranjos de genes, que regulam o crescimento celular e a morte celular programada. O
que distingue as mutagdes oncogénicas das outras, € que por sua natureza elas
permitem que uma célula mutante se desenvolva em uma doengca que ameaca a vida
(THOMPSON, 2008). Dentre os tipos de canceres existentes, encontramos os tumores
gliais, seu tecido de origem € o Sistema Nervoso Central (SNC) e sua classificacao &
dada pelos tipos celulares, grau de malignidade e localizagdo € o mesmo tem sido
comparavel a outros canceres incuraveis (TRAN e ROSENTHAL, 2010; LOUIS et. al.,

2007)

Tumores primarios cerebrais correspondem a 1,4% de todos os canceres e sao
responsaveis por 2,4% das mortes por cancer nos Estados Unidos. Anualmente, surgem
aproximadamente 20 mil novos casos de gliomas (7,4 casos a cada 100 mil habitantes),
dos quais mais de 15 mil sdo malignos, com uma taxa de mortalidade anual
anormalmente elevada de 12.500 casos. Entre os gliomas astrociticos de alto grau, o
tipo mais comum e de maior agressividade é o Glioblastoma Multiforme (GBM). Os
GBMs correspondem a mais de 50% de todos os gliomas e aproximadamente 80% dos
gliomas malignos, acometendo cerca de 22.000 adultos em 2010 nos Estados Unidos
(American Cancer Society, 2010). No Brasil, o numero de casos é crescente, passando
de 2,24/100 mil habitantes em 1970 para 11,52 /100.000 habitantes em 2010
(www.cbtrus.org). Outro dado importante se refere a participagdo das mortes por glioma
dentre as mortes por cancer em geral, o ébito por cancer de cérebro correspondeu a

4,4% do total de mortes no ano de 2003 por cancer no Brasil (MONTEIRO, 2003).
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Tem se estudado diversos compostos para o tratamento de gliomas. Entre estes
compostos estdo quimioterapicos eficientes em outros tipos de tumores sélidos, como a
cisplatina, a carmustina e a lomustina, bem como moduladores do sistema imune e do
metabolismo celular, como o interferon e a dexametasona (KIM, et al., 2004; NATSUME,
et al., 2005; KAUP, et al., 2001). Porém, nenhum destes compostos se mostrou eficiente
em aumentar a sobrevida e melhorar o prognostico dos pacientes e, atualmente,
nenhum deles € utilizado como terapia primaria em GBMs. Além disso, diferentemente
de outros tipos tumorais, o prognéstico de pacientes com GBM pouco se alterou nos
ultimos anos. (TRAN e ROSENTHAL, 2010) O quimioterapico de escolha para o
tratamento dos GBMs, a TMZ e a Carmustina (ou BCNU), clinicamente aprovados
aumentam a sobrevida média em apenas 2,4 meses (STUPP et. al., 2009). Assim, os
GBMs sdo comumente incluidos por oncologistas entre os tipos tumorais de mais dificil
tratamento, permanecendo um desafio para a oncoterapia (TRAN e ROSENTHAL,

2010).

Todos esses dados corroboram para uma reflexdo da urgente necessidade em
desenvolver tratamentos mais efetivos para esse letal tipo de cancer cerebral.
Desenvolvimento de novas moléculas e estudo do seu potencial farmacolégico é um
passo inicial na descoberta de novas terapias. A sintese de moléculas inspiradas em
grupos farmacoféricos de produtos naturais € uma forma racional de sintese de
farmacos e inicial numa triagem farmacolégica. Os alcaloides sdao compostos naturais
que possuem classes de importancia na terapéutica do cancer. A sintese de alkaloids-
like a partir de enaminonas é rota promissora, devido estarem relacionados com uma
variedade de reagcbes em que estes compostos podem ser empregados, principalmente
na sintese de heterociclicos dos mais variados tipos (FERRAZ e GONCALO, 2004). E

quando observamos a estrutura dos farmacos empregados na terapéutica, constata-se
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que 62% deles sao heterociclicos, dentre os quais 95% apresentam-se nitrogenados
(MENEGATTI et.al, 2001) e essas caracteristicas estruturais também séo encontradas
nos alcaloides, podendo assim as enaminonas constituir-se como um precursor para

sintese de alkaloids-like.

Neste contexto, este estudo investigou in vitro o possivel potencial antitumoral, de
28 alkaloids-like, moléculas sintéticas derivadas de enaminonas, sobre células da
linhagem de glioblastomas multiforme humano (GL-15 e U251) e glioma murinho (C6),
sendo igualmente avaliada a citotoxicidade sobre células gliais normais do SNC de ratos
Wistar, para caracterizagdo de possivel seletividade. Investigamos seus efeitos em
termos de inibicdo do crescimento, tipo de morte celular, regulagédo do ciclo celular,
migracdo e relagdo, estrutura quimica e atividade, na busca de novas drogas

terapéuticas que atuem mais eficazmente contra gliomas malignos.
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2. Revisao de Literatura

2.1 Glioblastoma: Origem, localizacdo e caracteristicas.

Tradicionalmente, acreditava-se que o cérebro humano adulto nao continha
precursores celulares e que tumores cerebrais derivavam de células parenquimatosas
adultas (SANAI et al., 2005). O cortex cerebral dos mamiferos € originado a partir da
proliferacdo de uma unica camada de células neuroepiteliais. Estas células progenitoras
neurais (CPN) alinhadas no ventriculo formam a zona ventricular. As CPN proliferam na
zona ventricular e sequencialmente dao origens aos trés maiores tipos celulares do
encéfalo: neurdnios, astrocitos e oligodendrocitos (SAUVAGEOT & STILES, 2002).

Para explicar o surgimento de tumores cerebrais, as hipéteses residiam na sua
origem a partir de células gliais maduras desdiferenciadas, células-tronco neurais ou de
progenitores gliais (DUCRAY, 2008). Atualmente acredita-se que células-tronco
detectadas no cérebro humano adulto pode ser a origem dos tumores cerebrais.
Denominadas de células-tronco do cancer, elas ja foram identificadas na leucemia e a
sua evidencia em tumores sélidos ainda era incerta, mas a alta malignidade associada
ao rapido crescimento do GBM suporta a hipotese da existéncia das células-tronco do
cancer (SINGH et al., 2004). Um grande numero de Publicagdes recentes tem trazido
novas informagbes na potencial origem dos tumores cerebrais. Jacques et.al 2010
mostrou que a delegao nos genes Rb, p53 e ou PTEN em astrdcitos da regido da Zona
Sub-Ventricula (ZSV) resultam em diferentes fenotipos tumorais mas a delegdo desse
genes em astrécitos corticais maduros ndo resultam em formagédo de tumor. Mais
especificamente modelos genéticos com expressdo de alvos em tipos celulares
especificos da (ZSV) talvez leve a novas compreensdes da formagao do tumor cerebral

num futuro proximo (SIEBZEHNRUBL, 2011).



20

As células-tronco, assim como as células-tronco neurais estdo participando do
desenvolvimento dos o6rgdos durante a embriogénese, s&o essenciais para a
homeostasia de tecido adulto e tem a capacidade unica de regeneragao, tornando-os
ndo s6 uma componente central no estudo da biologia do desenvolvimento e medicina
regenerativa, mas também na biologia do cancer, isso se conclui pelo fato de que séo
reguladas por mecanismos similares que estdo ativados em numerosos tumores
cerebrais (QUINONES-HINOJOSA E CHAICHANA, 2007; REYA et al, 2001, ZHENG et
al, 2008) e a sua longa vida Ihes permite acumular mudangas epigenéticas e mutagdes,
tornando-as uma ideal candidata a fomentar a evolugdo da malignidade tumoral (Figura
1.) (SIEBZEHNRUBL, et.al. 2011).

Essas populagbes de células tronco tumorais sdo comumente encontradas no
mais maligno dos gliomas, o GBM, o mesmo ocorre mais frequentemente na substancia
branca subcortical dos hemisférios cerebrais do que em outras regides. Sendo a maioria
intraparenquimatoso e raramente se estende superficialmente em contato com as
meninges. Sao invasivos e apesar do crescimento infiltrativo geralmente n&o invadem o
espago subaracnodide e raramente realizam metastase para o fluido cérebro-espinhal
(LOUIS et al., 2007). Sinais e sintomas correspondem a hipertensao intracraniana com
enxaquecas e nauseas. Um terco dos pacientes apresentam convulsdées epilépticas. A
necrose central da massa tumoral é marcante, ocupando cerca de 80% da mesma
(OHGAKI, 2005). Esses aspectos sao consequéncias do rapido crescimento sem

oxigenagao adequada pela vasculatura pré-existente.
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Figura 1. Origem do tumor: hipétese das células tronco. Esquema ilustrativo da
origem das células tumorais por acdo a mutagbes genéticas e estado de condensacédo da
cromatina em células tronco, predispondo a formagdo de células cancerigenas .(Fonte: In

SIEBZEHNRUBL, et.al. 201 1modificado)

Alteragcbes genéticas associadas com a regulagdo desordenada da proliferacéo
celular, apoptose (morte programada da célula), senescéncia, migragdo e comunicagao
célula-célula compreendem distintas cascatas moleculares com alteragbes frequentes
nos casos de GBM. Neste ambito, o fator de transcricdo p53 tem um papel muito
importante. Considerado o guardido do genoma, protege a célula de transformacgodes
malignas pela indugdo da parada do ciclo celular, senescéncia ou apoptose como

resposta ao estresse intrinseco ou extrinseco, dano ao DNA, inflamagdo e hipoxia.
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Alteragdes na cascata de p53 aumentam a instabilidade genética e pode conduzir a
transformagdes malignas (MALKIN, 2001). Supressao da resposta imunolégica
antitumoral, neovascularizagéo, resisténcia a estimulos apoptéticos, proliferacéo celular
excessiva e capacidade de invasdao de tecidos s&o algumas das caracteristicas
abordadas nas pesquisas no tema por contribuirem para o fenétipo maligno dos gliomas

(DE OLIVEIRA et al., 2009).

2.2 Epidemiologia

De acordo com WHO, a cada ano 7 milhdes de pessoas morrem de cancer (7,6
milhdes somente em 2005) e 11 milhdes de novos casos sao diagnosticado no mundo. A
morte por cancer € projetado em crescente continuo com estimativa de 9 milhdes de
casos em 2015 e 11,4 milhdes em 2030 esses numeros revelam que o cancer atinge

mais que HIV/AIDS, malaria e tuberculose juntos: 12.5% de todas as mortes a cada ano

Foram estimados nos Estados Unidos o diagnostico de 22.000 adultos com tumor
primario do cérebro e cordao espinal em 2010 pela American Cancer Society. Sendo
relatado que aproximadamente 13.140 pessoas ja morreram desse tumor. No Brasil a
incidéncia total de tumores cerebrais benignos e malignos é 18,71 por 100.000
habitantes/ano; 11.52 por 100.000 habitantes/ano respectivamente (CBTRUS, 2010). A
estimativa de casos para é 420 por 100.000 habitantes com 2,8% de taxa bruta para
homens e 320 casos por 100.000 habitantes com 2,5% de taxa bruta para mulheres
(INCA, 2012). Na figura 2 podemos ver uma representagao espacial das taxas brutas de

incidéncia por 100 mil homens e mulheres, estimadas para o ano de 2012 (INCA,2012).
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Mulheras

Figura 2: Representagdo espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil

homens e mulheres, estimadas para o ano de 2012 Fonte: extraido do www.inca.gov.br

Pesquisadores revisaram atualmente 38.453 casos de tumor cerebrais malignos e
publicaram no Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) os registros de 1973
até 2001 Infelizmente, ndo foi observado estatisticamente, um aumento na taxa de
sobrevivéncia de paciente com GBM depois de 1980 (DEORAH el al.,2006) e tem
permanecido atualmente com uma taxa de sobrevivéncia 2, 3, 4 e 5 anos de 27.3%,
16.7%, 12.9% e 9.8% respectivamente, (STUPP et. al 2005, MIRIMANOFF et. al. 2007
e STUPP et. al. 2009) o que o torna comparavel com outros tumores malignos

incuraveis (Figura 3)

Figura. 3. Sobrevida media de pacientes com GBM mostrando que a melhora no
tratamento pés-operatério aumentou a taxa de sobrevivéncia em alguns meses. RT =
radioterapia BCNU = 1,3-bis(2-chloroethyl)-1-nitrosourea. Fonte: de TRAN & ROSENTHAL,
2010, Modificado.
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2.3 Estratégias terapéuticas.

Os medicamentos antineoplasicos sao agrupados em varias categorias entre elas,
agentes alquilantes, antimetabdlitos, alcaldides vegetais, antibidticos antitumorais,
enzimas, horménios e modificadores da resposta biolégica. Frequentemente, dois ou
mais medicamentos sdo usados em combinacdo. A base racional da quimioterapia
combinada é utilizar medicamentos que atuam em diferentes partes dos processos
metabdlicos da célula, aumentando dessa forma a probabilidade de destruicdo de uma

maior quantidade de células cancerosas. (REARDON e WEN, 2006).

A terapia para os diversos tipos de Gliomas, frequentemente requerem ressecc¢ao
cirdrgica agressiva, radioterapia externa e doses maximas de agente alquilantes, como
temozolomida (TMZ), nitros ureia e bis-cloronitrosureia (também conhecido como
carmustina) (GERMANO et al., 2010). Atualmente o tratamento é multimodal, havendo
resisténcia terapéutica devido a dificuldade da droga em acessar o SNC, pela
seletividade da barreira hemato-encefalica e pela alta pressao intersticial do tumor. Uns
dos fatores que norteiam o uso da terapia multimodal se baseiam na instabilidade do
genoma tumoral, o qual produz pontos de mutagdo, perda de heterozigose, delegio
cromossOmicas e rearranjos, amplificagdo génica, silenciamento génico e
heterogeneidade genotipica e fenotipica da populagédo celular resistindo assim a uma

unica modalidade terapéutica.

O tratamento padrdo na maioria dos paises segue com a retirada do tumor,
sempre que for possivel, com posterior diagnoéstico estabelecido por critérios

histopatoldgicos, avaliando celularidade aumentada, atividade mitética, nucleos atipicos
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e proliferacao microvascular ou necrose (LOUIS et al., 2007). Apdés a cirurgia, os
pacientes recebem 6 semanas cursivas de radioterapia (60 Gy), concomitante com a
quimioterapia (TMZ). Este tratamento é seguido por pelo menos 6 ciclos mensais de
TMZ apenas (ver Figura. 4). Comparado com a radioterapia somente a adigdo de
temozolomida aumenta a média da sobrevida para 14,6 meses versus 12,1 meses € a
fragcdo dos pacientes que estardo vivos apds 2 anos fica em cerca de 26,5% versus

10,4% (STUPP et al., 2005).

Estes tratamentos geralmente tém apenas uma atividade modesta e mais de 70%
dos pacientes sucumbem as complicacdes intracraniana da difusdo do tumor dentro de 2
anos (STUPP et al., 2009). Bevacizumab, anticorpo monoclonal que neutraliza o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), recebeu recentemente aprovagao regulatoria
como agente unico para o tratamento de GBM recorrente e é agora amplamente
utilizados neste ambiente (CLOUGHESY et al, 2010; KREISL et al, 2009; WEN e
KESARI, 2008). Contudo respostas clinicas para o Bevacizumab sdo também apenas
transientes. A imunoterapia celular ou vacina para o tumor tem pouco efeito nos
pacientes com GBM. Um dos mecanismos dessa falha € a produgdo do fator de
crescimento transformante beta [transforming growth fator beta (TGF-B)] pelo

glioblastoma, causando profunda imunossupressao (LOUIS et al., 2007).
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Figura.4. Terapia padrao para o Gliblastoma (GBM). MRI: Imagem de Ressonancia
Magnética, RT: Radioterapia, wks,: semanas. Fonte: KUSABA, et. al.,2013 modificado.

Outro aspecto importante € o que diz respeito aos gastos anuais em pacientes
com GBM. Em 2001, ultimo ano de levantamento dos dados nos Estados Unidos, o
gasto anual havia sido de 104 bilhdes de doélares. Atualmente, mesmo sem um dado
estatistico concreto, estima-se que este gasto seja ainda maior em fungédo do maior
numero de casos e de néao ter havido nenhum avango terapéutico significativo. (TURINI,
2001). Considerando-se um paciente com 1,7m? o custo da quimioterapia com BCNU -
200 mg/m? a cada 8 semanas, por 6 ciclos sdo R$ 3.296,52* (dois frascos de 100 mg x 6
ciclos), quando contabilizamos a quimioterapia com Temozolomida — 200 mg/m? por 5
dias, a cada 28 dias, por 6 ciclos fica no valor de: R$ 81.062,40* (quatro frascos de 100

mg x 5 dias x 6 ciclos) (KELLES, 2011).

Diante desse panorama a busca de novos farmacos e estratégias terapéuticas
sdo almejadas e além de novos farmacos (COSTA et al., 2001; ARRIETA et al., 2002;
PATOLE et al., 2005), também sao estudados métodos alternativos de administragao,

transporte e distribuicdo de drogas dentro do cérebro (DE BOER & GAILLARD, 2007).
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2.4Desenvolvimento de farmacos

O desenvolvimento de um novo farmaco oncolégico é consideravelmente rentavel
tendo em vista a alta incidéncia da doenga e a necessidade de um conjunto de terapias
para a melhoria do quadro dos pacientes. Novos agentes terapéuticos tém sido
sugeridos e dentre as classes de moléculas os Alkaloids possuem um historico clinico de
atividade antineoplasica, dos quais podemos citar os alkaloids da vinca, camptotecan,
taxanos e os analogos sintéticos de cada classe (FATTORUSSO & TAGLIALATELA-

SCAFATI, 2008).

2.4.1 Alkaloids naturais e analogos.

Alkaloids da Vinca sao farmacos anti-mitéticos que destabilizam os microtubulos e
induzem a morte celular. Estes se ligam a compomentes importantes do citoesqueleto,
tal como B-tubulina em seus heterodimeros subunidades a / B-tubulina (JORDAN et al.,
1991). O valor clinico desta classe de compostos foi claramente identificado e a partir de
1965, desde entdo tem sido utilizados como agentes anticancerigenos por mais de 40
anos, representando um grupo de composto de base para o desenvolvimento de novas
drogas (JOHNSON, 1963).

A camptotecina foi isolado pela primeira vez a partir da arvore chinesa
Camptotheca acuminata ornamental Decne, também conhecida como a arvore da
alegria" e "arvore do amor." ‘Foi isolada em diferentes partes da planta, tais como o
raizes, galhos e folhas. E um membro do grupo alcaléide quinolinicos e é composto por
uma estrutura em anel pentaciclico (Fig. 5), que inclui uma porgéo de quinolina pirrol e
um centro assimétrico dentro do anel a-hidroxi lactona. O mecanismo de agao é

promovendo a inibicdo na Topoisomerase |, agindo assim como uma droga especifica
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de fase S, porque a sintese de DNA em curso € uma condigao necessaria para induzir a
sequéncia de eventos que levam a citotoxicidade. Isto tem importantes implicacdes para
a utilizagao clinica deste agente, pois para obter uma 6tima eficacia terapéutica, as
drogas citotoxicas especificas de fase S, geralmente requerem uma exposi¢cao
prolongada & concentragbes superiores de um limiar minimo para atingir o tumor
(GUPTA et. al., 1995, HSIANG et. al. 1985).

Os Taxanos sdo uma classe de alcaldides, estruturalmente complexos, que
ocorrerem no género Taxus, vulgarmente conhecido como o feixo. Esta familia de
diterpendides tem sido desde ha muito conhecida pela sua toxicidade, bem como por
outras atividades bioldgicas. O primeiro estudo quimico dos metabdlitos do teixo datam
desda da metade do século XIX, quando uma mistura de taxanos foi obtida pelo alemao
farmaceutico Lucas H em 1856 (Lucas H. 1856 apud FATTORUSSO&TAGLIALATELA-
SCAFATI, 2008). Em 1971, Wani e Wall descobriram o paclitaxel agente anticancerigeno
altamente potente (Figura 5) (WANI et. al,1971; SUFFNESS, 1995). Este feito notavel
nao s6 deslocou a atengao da comunidade cientifica para paclitaxel em si, mas também
atraiu grandes estudos em varias espécies de teixo que conduziram ao isolamento de
varios membros da familia do taxano.

Entre os farmacos antineoplasicos que interferem na dinamica dos microtubulos,
0 paclitaxel possui como mecanismo de acdo (MANFREDI e HORWITZ, 1984
THOMPSON et. al., 1981), a promogéo da polimerizagdo dos microtubulos e com isso
desloca o equilibrio entre a tubulina soluvel e microtubulos polimerizado, reduzindo
assim a concentragdo critica da tubulina necessaria para a montagem. O resultado € a
estabilizagdo de microtubulos, mesmo na presenca de condicbes que normalmente

promoveriam a desestabilizacdo do mesmo.
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Muitos farmacos sao sintetizados com base em compostos naturais tais como
analogos dos alcaloides da vinca, e seus derivados semi-sintetico vindesina e
vinorelbina. Uma das vantagens observadas nestes analogos € quanto a sua atividade
antitumoral que pode ser semelhante ou superior aquela de composta naturais, como é
0 caso da Vinorelbina, apresentando efeitos colaterais de neurotoxicidade e
mielossupressdo mais brandos (GUTIERREZ-GUTIERREZ et. al ,2010; OCEAN e

VAHDAT, 2004; QUASTHOFF e HARTUNG, 2002 ).

Os derivados sintéticos do campotecan, o irinotecan e topotecan, analogos
aprovados para uso clinico, também sao exemplo de desenvolvimento e aprimoramento
sintético de compostos naturais. Foram obtidos por modificagdo nos anéis A e B (Figura
5), envolvendo adigdes ao anel quinolina ou a substituigdo completa do anel, com um
sistema de anel alternativo, no entanto, o sistema de anel de quinolina é relatado em ser
0 grupo quimico responsavel pela potente atividade antitumoral (LACKEY, et. al. 1995).
Essas modificagdes da estrutura natural tornaram possivel a utilizacdo destes
compostos de forma terapéutica, diminuido os efeitos colaterais induzidos pelo
campotecan, uma vez que nao poderia ser utilizado como uma droga de escolha devido
a sua alta toxicidade. Varios grupos de pesquisas tém sintetizado derivados desses
alcaloides objetivando uma menor toxicidade e muitos se encontram em fase Il de
triagem clinica (KUPPENS et. al., 2004; PRATESI, et. al., 2005; SCHILSKY et. al., 2000;

DAUD et. al., 2005).

Outro analogo importante € o derivado sintético do Paclitaxel, o docetaxel, ambos
tem o mesmo mecanismo de agdo sendo que o analogo sintético tem uma afinidade
quase duas vezes maior de ligacdo ao alvo, B-tubulina. Docetaxel, inicialmente foi
desenvolvido para o tratamento do cancer da mama, mas também apresenta atividade

contra cancer de pulméao (BELANI et. al., 2004 )
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Figura 5 Alcaloide naturais antineoplasicos e seu mecanismos de acao Fonte:
Estruturas quimicas extraida do livro FATTORUSSO&TAGLIALATELA-SCAFATI, (2008).

2.4.2 Farmacos sintéticos

Os farmacos de origem sintética representam significativa parcela do mercado
farmacéutico, estimado, em 2000, em 390 bilhdes de dolares (MENEGATTI et.al, 2001).
Entre 1981 e 2006, dos 847 farmacos de baixo peso molecular (micromoléculas)
langados no mercado, 43 eram produtos naturais, 232 produzidos por hemi-sintese a
partir de produtos naturais e 572 obtidos por sintese total. Entretanto, 262 entre estas
ultimas substancias possuiam um grupo farmacoférico inspirado em produtos naturais
ou poderiam ser considerados analogos de produtos naturais (SCHMIDT et. al., 2008 e
RISHTON, 2008). Embora os produtos naturais tenham tradicionalmente desempenhado

um papel importante na descoberta de medicamentos, a maioria das empresas
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farmacéuticas querem reduzir suas operagdes com produtos naturais (MARK S. e
BUTLER, 2004), no entanto, estas substancias ainda vém sendo bastante usadas como

fonte de inspiracao devido a sua diversidade quimica (COSTA, 2009)

Considerando-se que um programa de descoberta de novos farmacos € um
processo muito longo, complexo e de alto custo, considerando-se ainda que o0 processo
envolva duas etapas distintas a fase de descoberta e a de desenvolvimento e
comercializagdo, ndo ha duvidas que a competéncia cientifica nacional esta qualificada
para atuar na primeira fase desse processo, com sucesso. E mais, o Brasil sendo um
pais detentor de uma biodiversidade fantastica, abrigando o maior repositério de
angiospermas do planeta, tem em principio, a condicdo basica para se comegar a
estruturar um programa nacional de bioprospecgdo em busca de novas entidades
quimicas (NEQ) e a partir desta promover modificagdes racionais para obtengcdo de
analogos potentes (MONTANARI E BOLZANI, 2001). O laboratério de Neuroquimica e
Biologia Celular da UFBA o nosso grupo tem explorado esse topico, através de
bioprospeccao de produtos naturais do estado da Bahia e publicando artigos, teses e
dissertagdes referentes a flavonoide, alcaloides e terpenos da flora regional como
possiveis agentes farmacologicos (SILVA 2002a; SILVA., 2006b; SOUZA, 2009;

FREITAS, 2010 e SANTOS, 2011)

Esses agentes naturais s&o entdo aprimorados através da sintese quimica e
observamos assim, que através desse melhoramento, os compostos sintéticos
conseguem ter uma maior atividade desejada em menores doses que os compostos
naturais, além de nao serem muitas vezes rapidamente metabolizados. Esse
aprimoramento de moléculas inicialmente naturais e posteriores os analogos € uma
classica evolugdo na produgdo e inovagao tecnolégica de farmacos (MONTANARI E

BOLZANI, 2001).
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E quando observamos a estrutura dos farmacos empregados na terapéutica,
constata-se que 62% deles s&o heterociclicos, ou seja, possuem atomos de elementos
distintos do carbono (heteroatomos) envolvidos em ciclos (heterociclicos) dentre os
quais 95% apresentam-se nitrogenados (MENEGATTI et.al, 2001). E além de farmacos,
0s compostos heterociclos também s&do encontrados em agroquimicos biologicamente
ativos, bem como inumeros aditivos e modificadores usados na industria de cosméticos,

armazenagem e plasticos (MELO et. al., 2006)

2.4.3 Sintese de alkaloid-like derivados de enaminonas.

O termo geral “enaminona” refere-se a qualquer composto que apresente o
sistema conjugado N-C=C-C=0 (Figura 6). Enaminonas sao compostos B-enamino
carbonilicos, derivados de [(-dicetonas, B-ceto ésteres e outros compostos J-
dicarbonilicos. Os representantes mais comuns desta classe sao B-enamino cetonas e
B-enamino ésteres, também chamados de amidas vinilogas e carbamatos ou uretanas
vinilogas, respectivamente; denominagdes como “B-aminoenona”, “acilvinilamina” e
“acilenamina” também sdo encontradas na literatura (FERRAZ e PEREIRA, 2004) A
procura de métodos cada vez mais eficientes de preparagao e uso de enaminonas esta
relacionada com a variedade de reacbes em que estes compostos podem ser
empregados, principalmente na sintese de heterociclos dos mais variados tipos com

aplicagao farmacolégica (FERRAZ e. GONCALO, 2007).
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Figura 6- Estrura base sistema conjugado N-C=C-C=0 de enaminonas
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Nesse trabalho varias classes de “alkaloids-like” derivados de enaminonas foram
avaliados quanto a aspectos farmacologicos e potencial para futura aplicagcao
terapéutica. Esses compostos e rotas sintéticas foram elaborados e melhorados como
resultados de pesquisas do Instituto de quimica da UFBA-Laboratério de Quimica
Organica, por projetos do Prof. Silvio do Desterro Cunha e colaboradores (Cunha et. al.

2007).

2.4.4-Patentes relacionadas a gliomas e desenvolvimento de farmacos.

Diante desse panorama de descobertas e criacdo de novas moléculas, temos os
escritorios de patentes como centros de depdsitos para regulamentacéo e protegao de
invengdes de uma forma geral. Para entender como o desenvolvimento de farmacos
antineoplasicos tem se projetado foi feito um levantamento das Patentes depositadas
tanto no escritério Europeu de patentes EPO-European Patent office como no Instituto
Nacional de Propriedade Industrial —INPI, através de uma pesquisa rapida por palavras
chaves como “Gliomas”, “Drug Glioma” e “medicine gliomas”, no recorte de 2000 a 2011,
para verificagdo ao longo do tempo dos depodsitos de patentes que tivessem uma relagao
com invengdes referentes a “Gliomas” e “Drug Glioma”. Esses depdsitos aumentaram
numa escala decimal, 20 depdésitos realizados a mais em 2006, 2008, 2009 e 2010 em
comparagao com 0s anos anteriores a nivel internacional (Figura 7.). Ja o levantamento
realizado na base de dados Brasileiro (INPI) teve o quantitativo muito baixo. Essa
questdo do quantitativo referente ao avango para o tratamento e de produgédo de novas
tecnologias para a esta patologia especificamente o Gliomas é tdo pequena, que a
mesma se encontra na ordem da grandeza de dois depdsitos realizados apenas e que

ambos ndo sdo nacionais.
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No entanto, quando foi averiguada a parcela de participagdo nacional em
pesquisa para o cancer de uma forma geral, foi possivel construir um grafico ao longo do
tempo de depdsitos realizados no INPI e no qual vemos o Brasil com uma contribuigdo
de somente duas patentes produzidas pelas IES-Instituicdo de Ensino Superior, a UFRJ
e a USP-Instituto Butanta, nos anos 2008 e 2009 (Figura 8).

Depositos de patentes na
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Figura 7- Depésitos de Patentes na EPO Referentes a Glioma ao longo do tempo. Fonte:

Dados coletados do EPO. Data da coleta- 10/10/2011
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Figura 8 -Depésitos de Patentes no INPI Referentes a Medicamento para o cancer e
considerando unidade unionista. Paises depositantes no INPI de patentes de medicamentos

para o cancer durante o periodo de 2001 a 2009. Fonte: Dados coletados do INPI. Data da

coleta 10/10/2011
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Esses indicadores demostram a produgédo tecnoldgica e inovagao do pais gerado
tanto por industria como instituicao de ensino superior. Em ambito de pesquisas e
produgdes de farmacos o Brasil ndo tem se destacado, isso ocorre tanto por fatores
histéricos, a consolidagao industrial farmacéutica foi altamente internacionalizada e
integrada a industria farmacéutica mundial, fatores econdémicos, com baixos
investimentos em descoberta de novas drogas, e fatores estruturais de mercado
concentrando grandes laboratoérios, especialmente os multinacionais no Pais de origem.
Complementando a evolugcdo desse segmento, o recente e significativo crescimento do
mercado de genéricos, se fizeram presentes na evolugdo da estrutura produtiva em
nosso Pais (SELAN, 2007). Além desses problemas, ha cerca de trés décadas, criar
uma nova droga custava em média US$ 54 milhées. Hoje, segundo o Tufts Center for
the Study of Drug Development, dos Estados Unidos, sdo necessarios cerca US$ 900

milhdes e 15 anos de pesquisas para o desenvolvimento de um medicamento inovador.

Os indicadores de investimento em P&D-pesquisa e Desenolvimento pelas
empresas internacionais mostram um forte investimento, principalmente em produtos
que estao nas fases de desenvolvimento clinico — Fase | e Fase Il. Ao final de 2006,
2.075 moléculas foram desenvolvidas, cerca de 7% a mais do que o nivel de 2005 e
mais de 35% comparativamente ao final de 2003. Quanto ao desenvolvimento de Fase
[l de drogas em estagio de teste ou de pré-aprovacgao, os principais produtos foram os
oncologicos, o segundo voltados para infecgbes virais e HIV e outros para dores e
artrites, representando um total de 162 produtos. Desse total, apenas 27% sao
encontrados biologicamente na natureza (BERTOLAI 2006), sendo a sintese dos novos

compostos, analogos ou nao, o carro chefe da produgéao e inovagao de farmacos.
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Pesquisadores farmacéuticos em 2006 trabalharam em 646 medicamentos para o
cancer nas diversas fases. Os medicamentos em desenvolvimento incluem apenas 37
medicamentos para tumores cerebrais, enquanto que tem 96 para o cancer de pulmao
(primeira causa de morte por cancer entre os homens); 79 para cancer de mama
(primeira causa de morte por cancer entre as mulheres), 66 para o cancer colorretal e 79

para o cancer de prostata (Figura 9).

FARMACOS EM DESEMNVOLVIMENTO PARA O CAMCER
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Figura 9- Grafico do perfil de medicamentos estudados em fase Ill Fonte: WHO modificado,
2006.

Quando comparamos esse levantamento e a produgdo de farmacos no mundo
(dados de 2006) esses conjuntos revelam que Brasil ainda esta muito aquém em
producdo de farmacos, sendo assim um setor em desenvolvimento e com excelentes
oportunidades de atividades de pesquisa e integracdo empresa e ensino, possibilitando
quem sabe um aumento de produgdes e inovagdes tecnoldgicas de forma rentavel e

importante para a economia do pais.
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No Brasil, ja existem varios grupos nacionais envolvidos com a busca de
principios bioativos de plantas, essa pesquisa € fundamentalmente académica. Por
exemplo, nosso grupo de pesquisa trabalha com bioprospec¢édo de compostos naturais
do estado Bahia sediando o Nucleo de bioprospec¢édo de drogas derivadas de plantas
do Estado da Bahia para tratamento de doengas neurodegenerativas Com apoio da
FAPESB (PNEO0004/2011) e vem desenvolvendo trabalhos integrados em setores
académicos, na descoberta de farmacos e estruturas quimicas. Acreditamos que a
Academia podera contribuir de forma decisiva para o descobrimento de NEQs e talvez,
esse seja 0 seu papel exatamente porque essa etapa da pesquisa demanda muito

tempo e pode envolver a qualificagao de recursos humanos.

2.5. Culturas de Células como modelo de estudo farmacolégico.

A fim de testar se um composto é eficaz e para avaliar a sua atividade, quatro
diferentes tipos de testes experimentais podem ser usados: ensaios bioquimicos;
ensaios baseados em células; testes em animais, testes em humanos. Os resultados do
ensaio de base celular dao informagdes adicionais, como biodisponibilidade, para decidir
quais compostos deve ir a um inicial aumento de escala de sintese e seguir para testes
em animais. Se um ensaio de base celular indica que um composto € ativo, isto € uma
indicagéo de ligacdo com receptores de superficie celular, ou de que o medicamento
estd a atingindo um alvo dentro de uma célula (David, 2009). As Células de origem
tumoral podem ser cultivadas como linhagens celulares e podem constituir modelos
confiaveis para o estudo de triagem inicial a drogas candidatas a agentes terapéuticos

(LAL et al., 1996 e PEDEBOSCQ et al, 2007).

Em 1991, Bocchini e colaboradores estabeleceram a linhagem GL15 a partir de

glioblastoma multiforme humano e confirmaram, através de marcagao imunocitoquimica,
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a expressao, de forma constitutiva, das proteinas do citoesqueleto, vimentina e GFAP.
COSTA et. al. (2001) confirmaram os estudos de Bocchini et. al. (1993), assim como
Perzelcova et. al., 2000 demostraram a co-expressdo de GFAP, vimentina e
citoqueratinas em GL-15 no qual a dupla marcacdo vimentina/GFAP revelou que a
populagdo das células GL-15 GFAP (+) representam cerca de 30% das células
Vimentina (+) e o padrdo antigénico global sugere que a GL-15 nao pertencem a
linhagem de células progenitoras O-2A e provavelmente surgiram de uma expansao
clonal de precursor astrocitario. Ja foi mostrado que as células GL15 sao capazes de se
diferenciarem morfologicamente em uma forma mais estrelada com aumento da
expressao de GFAP, seja por uma privagao de soro, um importante suplemento utilizado
no meio de cultura, seja pela agdo do éster de forbol (PMA), um ativador da proteina
cinase C (PKC) e por retindides (COSTA et. al., 2001). Alem de apresentar mutagao por

delecao no cdédon do gene p53 (COSTA et. al., 2000)

OLIVEIRA et.al 2012 mostrou que essa linhagem é resistente a dose superiores a
2mM de TMZ apresentando apenas sensibilidade a doses a partir de 1mM ao
etoposideo, doxorrubicina e vincristina. E possui marcagdo de populagbes CD133+
(dados nao publicados). Dessa forma, em fungdo das caracteristicas estruturais,
bioquimicas e farmacoldgicas, a linhagem GL15 constitui um bom modelo para o estudo
da acado de compostos purificados ou complexos farmacologicamente ativos, tanto em
relacdo a citotoxicidade quanto a determinacdo de seu potencial terapéutico e como

modelo de canceres resistentes e recidivo.

A linhagem U251 foi estabelecida por PONTEN, em 1975 e HOUCHENS et al.,
em 1983 é descrita por apresentar semelhanga histolégica e imunohistoquimica com

varias GBMs humanas. Foi caracterizada geneticamente e apresenta um numero de
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alteracbes genéticas chaves em genes supressores de tumorais e vias oncogénicas.
Imagem de ressonéncia magnética (MRI) do modelo humano U251, encontramos
centros necroticos, pobre demarcacéo, bordas de tumor infiltrativo e nucleo reniformes
(RADAELLI et al., 2009). Esse modelo contem populagbes celulares CD133+ as quais
sdo abeis em formagao de neuroesferas com potencial de alto propagagao (QIANG et

al., 2009).

A linhagem C6 foi desenvolvida no final dos anos 1960, por administracédo
repetitiva de MNU (methylnitrosourea) em adultos Wistar-Furth machos (BENDA et
al.,1968). Embora originalmente desenvolvida em ratos Wistar, C6 pode ser implantados
em ratos Sprague-Dawley e Long-Evans sem rejeicdo (NAGANO et ai, 1993, WHITTLE
et al, 1998) C6 compartilhar varias caracteristica histopatolégicas especificas de
marcadores tumorais com a GBM humano. Essa linhagem demonstra regides da
invasao focal no tecido do cérebro quando implantado em ratos Wistar, semelhante a
infiltracdo padrao difuso observado em GBM humano (CHICOINE e SILBERGELD,
1995) No nivel celular, C6 apresenta areas de exposicdo de necrose, polimorfismo
nuclear e taxas de mitose elevadas (AUER et al., 1981). Em termos de marcadores
histopatoldgicos, C6 expressam a proteina S100B, mas nao expressam GFAP, e niveis

variaveis de vimentina (PFEIFFER et al, 1970, CHOU et al, 2003)

Geneticamente a C6 apresenta comparacées com a GBM humana, como por
exemplo, o gene supressor de tumor comum, p16, este &€ conhecido por ter uma elevada
taxa de mutacdo em GBM e de mutacdes nas o lécus p16/CDKN2A/NK4A essas
mutagdes também séo frequentes em C6 (FURNARI et al, 2007) O gene supressor de

tumor p53 é um dos genes mais frequentemente mutados na GBM humana, e a
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linhagem celular C6 difere de seres humanos, pois sua expressao € concomitante com a

p53 do tipo selvagem juntamente com a expressao de PTEN minima (ASAI et al., 1994).

Além dessas linhagens outras diversas também foram estabelecidas de
glioblastoma humano U87MG pode ser obtida pela American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, V) sendo disponiveis no mercado e ou animal como GL-261
estabelecido por SELIGMAN e SHEAR em 1939, além de outros, sdo adotados para
estudos da biologia celular tumoral, em prospec¢cao de farmacos, em testes
histopatologicos e caracterizagdo de multiplas resisténcias. Destacando assim as
linhagens como modelos bastantes utilizados e confidveis para a prospecgédo de drogas
ativas, descobertas de alvos moleculares, elucidagdo de mecanismos de acao tanto de

moléculas naturais como de sintese assim como para estudo da fisiopatologia celular.
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3 OBJETIVOS
O presente projeto tem como objetivo geral realizar uma prospecgéo in vitro de
acao antitumoral de moléculas de sintese alkaloids-like, derivados enaminonas, em
células de glioblastoma humano e murino, e esclarecer mecanismos de acdo de
moléculas ativas, visando determinar potencial terapéutico para tumores cerebrais

malignos.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinacdo dos efeitos de 28 alkaloids-like sobre a viabilidade celular de
células de glioblastoma altamente proliferativas de origem humana (GL-15,
U251), e murina (C6) e determinar relacao estrutura e atividade em funcao da

solubidade.

2. Determinacgao dos efeitos de 28 alkaloids-like sobre a viabilidade de células gliais

normais do SNC de ratos Wistar neonatos e caracterizar atividade seletiva.

3. Estudar os mecanismos de agdo de droga mais ativa contra células de glioma

relacionados a atividade antiproliferativa e citotdxica.

4. Avaliar a relagdo estrutura atividade correlacionando a citotoxicidade com a

solubilidade dos compostos, através do calculo do LogP tedrico.
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4 METODOLOGIA

Modelo utilizado no estudo consistiu na avaliagdo dos efeitos do tratamento de
células em cultura com as 28 drogas. Para isso, foram utilizadas trés linhagens de
células de glioma, uma murina (C6) e duas humana (GL-15 e U251), além de cultura
primaria de glia de ratos wistar como controle de células normais. A ideia de utilizar C6 e
células normais do sistema nervoso central vem da tentativa de avaliar se os efeitos
encontrados possuem alguma seletividade e as células de origem humana foram

Incluidas a fim de se averiguar se tais efeitos seriam restritos a espécie

Foram avaliados: citotoxicidade pelo teste do MTT em diferentes condicdes,
Morfologia celular por microscopia (contraste de fase), Interferéncia no ciclo celular pelo
teste de incorporagéo do iodeto de propidio (IP) e indugcao de apoptose por marcagao
com anexina V e coloragdo do nucleo com agente intercalante e migragcao pelo ensaio

de lesdao na monocamada de células.

4.1. Metodologia detalhada

4.1.1 Os alkaloids-like

Todas as moléculas foram sintetizadas e doadas pelo Prof. Silvio Desterro Cunha
do Laboratorio de Quimica Organica do Instituto de Quimica/UFBA. Os compostos foram
dissolvidos no dimetilsulfoxido (DMSO) formando solug¢des estoque a 100mM, que foram
mantidas a -4°C. As diluigdes finais de cada reagente foram obtidas no momento do

tratamento, diluindo-se as solugdes concentradas diretamente no meio de cultura.
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4.1.2. Cultura de células tumorais.

As linhagens sédo conservadas em uma solugédo de 90% SFB e 10% DMSO a
razdo de 1,5-2,0 x 10° células/ml e estocadas em criotubos a -70°C. Elas foram
cultivadas em condigdes estéreis em placas de cultura de poliestireno (Corning), em um
meio composto de DMEM, suplementado com 10% de SFB, em presenga de 6.25 ug/mL
gentamicina, 2 mM de glutamina e 0,011 g/L de piruvato e 7 mM de glicose segundo
protocolo estabelecido (COSTA et al.,, 2001). Quando confluentes, as células foram
descoladas das placas de cultura por uma solugao contendo 0,05% de tripsina e 0,02%
de EDTA em PBS. Para o tratamento as células foram cultivadas por um periodo de 24 h
a 72 h. Volume equivalente de DMSO veiculo de diluicdo dos alkaloids-like, foi adotado
nas células em condi¢gdes controle e tratadas nas concentragdes finais de (1-1000, 1-

500. 1-300, 1-150 e 1-100) pM.

4.1.3. Cultura primaria de Glia.

Culturas primarias de células gliais foram preparadas de acordo com método de
COOKSON & PENTREATH (1994) modificado. Foram utilizados ratos Wistar neonatos
(0-1 dia), obtidos do Biotério do Laboratorio de Neurociéncias do Instituto de Ciéncias da
Saude da UFBA (ICS-UFBA). O procedimento foi realizado de acordo com as normas do
Comité de Etica em Experimentagdo Animal. Apds serem anestesiados com éter, os
animais foram decapitados e seus hemisférios cerebrais expostos e removidos
assepticamente. As meninges e os vasos sanguineos foram retirados do cortex
cirurgicamente e, em seguida, forcados a passar por uma membrana de Nitex estéril de
75 mm. As células dissociadas foram suspensas em meio Dulbecco modificado meio

DMEM HAM F12 (Cultilab, SP, Brasil), suplementado com 6.25 ug/mL gentamicina, 2
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mM L-glutamina, 0,011 g/L piruvato, 3,6g/L de HEPES, 12 mL/L de glicose 50% e 10%
soro fetal bovino (Gibco, Grand Island, NY)..As células gliais foram semeadas em placas
de cultura de poliestireno (Cultilab, SP, Brasil) de 100 mm f a uma densidade de 5 x 10*
células/cm?, cultivadas em camara umida com 5% CO? a 37 °C. A cada 48 h o meio de
cultura foi trocado. Apdés 15 dias, quando se esperava que a glia tivesse atingido
maturidade, as células foram tripsinizadas e replaqueadas, de acordo com teste a ser
adotado, para placas de poliestireno de 96 pocos e de 35 mm de didmetro, a uma
densidade inicial de 1 x 10*células/cm? os animais utilizados ,ratos Wistar neonatos e
fetos, obtidos do biotério do Instituto de Ciéncias de Saude da UFBA (ICS-UFBA) foram
devidamente submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal do

ICS-UFBA

4.1.4 Avaliacao da viabilidade celular pelo teste do MTT

A viabilidade celular foi mensurada através do método de redugéo do brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT). O teste baseia-se na capacidade
que tém as células viaveis de metabolizar, através das desidrogenases mitocondriais, o
MTT, de coloragcdo amarela, em um produto (formazan) de coloragao purpurea
(MOSMANN, 1983). A técnica foi realizada em placas de 96 pogos. As células foram
langadas com densidade de 1,8 x 10* células/cm? nas placas e depois 24 horas (para
testes em placa sub-confluentes) submetidas aos tratamentos de interesse, por tempo
determinado. Depois disso o meio de cultura foi trocado e o MTT, dissolvido em tampéo
fosfato (PBS), adicionado em cada poco (1 mg/ml). Apds duas horas de incubagéo, as
células foram lisadas pela adigdo de 100 pyL de duodecil sulfato de sodio (SDS) a 20%

(p/v) em dimetilformamida a 50% (v/v) e apoés 18h as placas foram submetidas a
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espectrofotometria e a absorbancia medida em um comprimento de onda de 595 nm,
usando um leitor de microplacas (THERMO PLATE®, modelo TP-reader — tipo B) para
quantificagdo da viabilidade. Um pogo contendo meio de cultura e MTT, porém sem
células, foi usado como branco, e o valor da absorbancia deste foi descontado de todos
os outros. Todos os experimentos constaram de um grupo controle em que as células
foram tratadas apenas com os veiculos das substancias testadas. Altos valores de
absorbancia, indicando presenga de formazan, foram relacionados positivamente a
elevada viabilidade. Os dados foram expressos relativamente como percentuais do
grupo controle sem tratamento, cuja média ou mediana (a depender da distribuicao dos
dados), corresponde a 100% de viabilidade, e foram submetidos as analises estatisticas
adequadas, incluindo calculo de IC 50 por regressdo nao linear, quando foi o caso.
Todos os testes foram realizados com o n° de 8 pogos para cada tratamento em

triplicata.

4.1.5 Avaliagao da viabilidade celular pelo teste do MTT em privagdo de SFB

Foi realizado nas condigdes descritas acima a avaliagdo da citotoxicidade celular
nas linhagens tumorais sobre privagdo de Soro Fetal Bovino (SFB), tratadas com RLB87
nas concentragcdes de 50 e 100 uM, por 72 h de tratamento. Com o intuito de se verificar
a interferéncia do SFB na atividade citotéxica do mesmo e assim correlacionar com

possiveis efeitos observados no conjunto de dados.

4.1.6 Microscopia de contraste de fase

Todas as culturas foram acompanhadas com microscopia de contraste de fase,

que também foi usada para avaliagao de celularidade (densidade celular na cultura) e
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morfologia celular. Imagens foram adquiridas através de camera digital de alta resolugéo
(SONY® Cyber-short 16 Megapix) acoplada ao microscopio invertido. Uma régua
micrométrica foi fotografada em mesmo aumento para confecgéo da barra de escala das

fotomicrografias.

4.1.7 Avaliagao do tipo de morte celular

Apds os tratamentos, as células cultivadas em placas de Petri (35 mm de
didametro) foram tripsinizadas e centrifugadas (1500rpm por 3 minutos) juntamente com o
sobrenadante. Apds a centrifugacao, as células foram ressuspendidas em 300 pyL de
PBS e incubadas, durante 15 minutos, com anexina V-FITC e iodeto de propidio (IP) de
acordo com o protocolo estabelecido pelo fabricante (Annexin-V FITC-Kit, SIGMA, E. U.
A). A anexina V é uma proteina com propriedades de ligacdo a fosfatidilserina. Em
células normais a fosfatidilserina esta localizada na regido interna da membrana
plasmatica. Durante o processo de apoptose a fosfatidilserina é translocada para a
regido externa da membrana, ficando exposta a marcadores celulares como a anexina-
V. Entretanto, recomenda-se a utilizagdo de IP, que marca as células necrosadas, ou em
estagio tardio de apoptose, permitindo a diferenciacao dos dois processos. As células
nao-apoptéticas ndo sao marcadas nem por anexina-V, nem por IP. A analise
quantitativa foi padronizada para 10.000 células usando o programa, com auxilio do
software Cell quest 3.1f para FACSort (Becton Dickinson San Jose, E. U. A.) efetuada
através de citometria de fluxo. Foram usados para as analises os detectores FL-1 para
aquisicdes dos dados correspondentes a marcagdo com anexina V e o FL-2 para IP As

células foram expostas ao alkaloid-like RLB 87 nos tempos de 12, 24 e 72 h.
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4.1.8 Visualizagao de condensagao e/ou fragmentagao nuclear

Condensacao e fragmentacdo dos nucleos foram evidenciadas através de
observagcdo em microscopia de fluorescéncia (microscopio Olympus® modelo AX70)
com filtro ultravioleta (340 nm) apds coloragdo com o agente intercalante Hoechst
33258. As culturas foram submetidas ao tratamento com o alcaloid-like RLB87 e depois
fixadas com metanol a -20°C por 30 minutos, lavadas com PBS por trés vezes a
temperatura ambiente, incubadas, ao abrigo da luz, com solugdo de Hoechst 33258 a
2,5 yg/mL em PBS por cinco minutos, e novamente lavadas trés vezes com PBS antes
de serem levadas para analise no microscépio. Imagens foram capturadas através de
sistema de camera digital acoplada ao microscépio (CoolSNAP-Pro cf color camera—
Cybernetics®) e software especifico (Image-Pro Discovery 4.5.1.29-Cybernetics®). O
tempo de exposicao foi mantido constante para todas as imagens e foram considerados
condensados o0s nucleos que apresentavam mais de uma tonalidade de azul apds

regulagem de contraste para 90% e saturagao.

4.1.9 Analise do ciclo celular

O percentual de células em cada fase do ciclo celular foi estimado a partir da
leitura, por citometria de fluxo, da intensidade de fluorescéncia das células,
permeabilizadas, apos incubagdo com lodeto de Propidio (IP). Para isso, as células,
apos os tratamentos de interesse, foram tripsinizadas, centrifugadas a 1500rpm por 5
mim e ressuspensas em etanol a -20°C, no qual permaneceram por uma hora para
permeabilizagao; depois foram tratadas com RNAse (20ug/mL em tampao citrato 40mM)

por 15 minutos para degradagao do RNA, em seguida incubadas com solugédo de IP
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(50ug/ml em tampao citrato 4mM) e analisadas por citometria de fluxo. Os resultados
foram expostos na forma de histograma com a intensidade de fluorescéncia (que é
proporcional ao conteudo de DNA, que, por sua vez, varia com a fase do ciclo) na
abscissa. Foram testadas exposicdes por diferentes periodos de tempo e diferentes

concentragdes do alkaloid-like RLB87.

4.1.10 Ensaio de Invasao

Para o teste de migragao as células tumorais foram cultivadas, em alta densidade
em placas de 24 pocgos. As culturas entrarem em confluéncia em 24 h apds langamento,
quando o SFB foi retirado para impedir a proliferagéo e depois foi feito uma lesao linear
na regiao central da monocamada de células, com o auxilio de ponteira plastica estéril
(para 200 pL). Os pogos foram entdo divididos em grupos controles (tratados com
DMSO a 0,1%) e grupo tratado (RLB 87 na concentragao de 100uM). A morfologia e a
migracdo das células para a zona de lesdo foi acompanhada por microscopia em
contraste de fase durante as primeiras 48 h. A ocupagao da regiao lesionada pelas
células foi monitorada por microscopia de contraste de fase até o surgimento dos
primeiros sinais de citotoxicidade, quando o experimento foi interrompido. Imagens

foram adquiridas conforme explicado no item 4.2.6 e submetidas a analise qualitativa.

4.1.11 Coloracao de Rosenfeld.

Para a coloragédo de Rosenfeld as células tumorais da linhagem C6 foram tratadas

com os alkaloid-like RLB 87, fixadas com metanol e lavadas com PBS 3x por 3 mim,
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gotejando 20 gotas de Rosenfeld deixando agir por 2 mim e depois adicionou-se 20

gotas de agua destiladas por 5 mim, lavando-se com agua destilada posteriormente.

4.1.12. Calculo do valor teérico de logP

Os valores tedricos de coeficiente de particdo n-octanol/agua (logP) foram

calculados com auxilio da ferramenta on-line logP Calculator, disponivel no site da

Virtual Computational Chemistry Laboratory, através do endereco eletrénico

http://www.vcclab.org/lab/alogps/start.html. As estruturas quimicas foram desenhadas
em 2D utilizando a ferramenta disponivel no proprio site no icone “molecule editor”. E o

calculo foi realizado com base nos valores XLOGP2 e XLOGP3.

4.1.13. Andlise estatistica dos dados

Todos os dados gerados receberam tratamento estatistico adequado, sendo
expressos como meédia e erro médio padrao, ou mediana e percentil. A escolha da
medida de tendéncia central e das medidas de dispersao foi feita de acordo com a
distribuicdo dos dados em um histograma de frequéncia. Como o niumero amostral nao
foi superior a 20 em nenhum dos testes, a distribuicdo foi considerada normal se
satisfizesse as seguintes condi¢des: passar em qualquer dos testes de normalidade
(teste de Shapiro-Wilk ou teste de D’Agostino e Pearson); e considerada ndo normal se
satisfizesse as seguintes condigdes: Ndo passar em qualquer dos testes de normalidade
acima citado. Para conjuntos de dados representados por média (portanto, com
distribuicdo normal), testes estatisticos paramétricos foram usados nas comparagdes

entre grupos tratados e controles, enquanto testes ndo paramétricos foram usados para
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aqueles representados por mediana (com distribuicdo nao-normal). O teste usado para
cada analise esta especificado na apresentagao dos resultados; os mais utilizados foram
os paramétricos t de Student ndo pareado para analise binaria, One-Way ANOVA
(seguido do teste de Bonferroni) para multipla comparagdo com apenas um parametro
variavel e Two-Way ANOVA (seguido do teste de Dunnet) para multipla comparagao
com dois parametros variaveis, e os ndo paramétricos de Mann-Whitney para analise
binaria ou de Kruskal-Wallis (seguido do teste de Dunns) para multipla comparagéo.

O software GraphPad Prism, versdo 5.00 e 6.00 para Windows (GraphPad
Software, San Diego California USA) foi utilizado nas analises. Regressdes nao lineares,
como a utilizada para calculo de IC50, foram feitas utilizando-se modelos de equacao
logaritmica da biblioteca do programa e s6 foram consideradas para efeito de calculos
quando o coeficiente de regressdo (R?) foi superior a 0,9. Os valores de p adotados

como estatisticamente significantes nas analises foram aqueles inferiores a 0,05.
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5. RESULTADOS

Iniciamos nossa proposta investigativa realizando a prospeccdo de diversas
classes quimicas de moléculas sintéticas alkaloid-like, na concentracido de 100 uM,
avaliando seus efeitos sobre a viabilidade celular, através do teste do MTT, nas
linhagens tumorais humanas (GL-15, U251) e murina (C6), assim como em cultura
primaria de astrocito/microglia oriunda de ratos neonatos wistar Observamos, apos 72 h
do tratamento, que todas as culturas tumorais apresentaram alta sensibilidade a
molécula nominada RLB87 (valor p<0.0001) em relagdo ao controle, com porcentagem
de inibicdo da viabilidade de 97,25% na linhagem U251, 75,09% na linhagem GL-15 e
76,68% na linhagem C6 (Anexo 1- Media e desvio padrado). Além deste alkaloid-like
tiveram também atividade citotéxica em todas as linhagens o MQ90 e RMF40 e a U251
foi a linhagem mais sensivel aos tratamentos tendo efeito citotoxico além dos ja citados,
também ao RLB29. A cultura primaria de células gliais, nosso controle de efeito seletivo,
nessa prospecgao apresentou apenas sensibilidade ao MQ90, MQ85 e MQ23 sendo
refrataria aos outros tratamentos. Diante desses achados a MQ90 foi descartada das
Andlises posteriores por apresentar-se toxica a cultura de glia. Por outro lado, seguimos
avaliando a atividade antitumoral da molécula RLB87 ja que a mesma apresentou maior
atividade citotdxica para todas as linhagens celular de glioma testadas e ndo apresentou
atividade citotoxica para células gliais normais. O RMF 40 tem analogia estrutural com o
RLB87, portanto foi estudado posteriormente com outro grupo de moléculas analogas.
Na figura 14 podemos verificar as estruturas quimicas das diversas classes estudadas,

pirrolizidinicos, indois, pirrolazepinicos e quinolinicos, nessa prospecgao.
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Figura 10 Triagem do efeito citotoxico dos alcaldides sintéticos na linhagem de
gliblastoma humano (GL-15) através do teste do MTT. Células foram analisadas apés 72
horas de exposi¢ao ao veiculo (0.1% DMSO) e alkaloids-like a 100 pM. Os dados foram
analisados estatisticamente pelo teste One-Way ANOVA, seguido do teste de Student-Neuman-
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Keuls para multiplas comparacgdes. P < 0,001 para comparagédo com respectivo controle.
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Figura 11 Triagem do efeito citotoxico dos alcaldides sintéticos na linhagem de
gliblastoma humano (U251) através do teste do MTT. Células foram analisadas apés 72
horas de exposicdo ao veiculo (0.1% DMSO) e alkaloids-like a 100 pM. Os dados foram
analisados estatisticamente pelo teste One-Way ANOVA, seguido do teste de Student-Neuman-

Keuls para multiplas comparagdes. ***= P < 0,001 para comparagdo com respectivo controle.
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Figura 12 Triagem do efeito citotoxico dos alcaldides sintéticos na linhagem de
glioma murino (C6) através do teste do MTT. Células foram analisadas apés 72 horas de
exposicao ao veiculo (0.1% DMSO) e alkaloids-like a 100 uM. Os dados foram analisados
estatisticamente pelo teste One-Way ANOVA, seguido do teste de Student-Neuman- Keuls para

multiplas comparacgdes. ***= P < 0,001 para comparagdo com respectivo controle.
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Figura 13 Triagem do efeito citotoxico dos alcaléides sintéticos na cultura primaria
de Glia através do teste do MTT. Células foram analisadas apés 72 horas de exposi¢cao ao
veiculo (0.1% DMSO) e alkaloids-like a 100 pM. Os dados foram analisados estatisticamente
pelo teste One-Way ANOVA, seguido do teste de Student-Neuman- Keuls para multiplas
comparagoées. ***= P < 0,001 para comparagao com respectivo controle.
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Figura14 Estruturas dos alkaloids like utilizados nas prospecc¢des das linhagens

tumorais e cultura de células normais da glia.
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Diante desses achados determinamos por MTT a curva dose resposta ao RLB87
nas linhagens tumorais e cultura de glia normal (Figura 15A e B) apds 72 horas de
tratamento. A IC50% do RLB87 foi calculada para as trés linhagens através de
regressao linear e corresponderam a 56,4 uM, 51,4 uM e 86 uM para as linhagens GL-
15, U251 e C6, respectivamente, cujas equacgdes utilizadas foram disponivel pela
biblioteca do programa estatistico Graphpad. A prospecgédo das moléculas revelou que o
alkaloid-like RLB87 apresenta potencial efeito antitumoral nas linhagens em
concentragées micromolares e apresentando sensibilidade a partir da dose de 30 uM
(U251 e C6) e 50 uM (GL-15). Como parametro de quimiosensibilidade das trés
linhagens testadas realizou-se o mesmo teste do MTT para verificar a agao citotoxica do
quimioterapico TMZ. Todas as linhagens foram resistentes ao TMZ comparado ao efeito
do RLB87, sendo a mais resistente a linhagem GL-15, resistindo a concentragdes de
1mM da TMZ (Figura 16), enquanto que as linhagens U251 e C6 mostraram
sensibilidade a partir da dose de 30 pM (U251) e 1.000 uM (C6). Apesar de apresentar
sensibilidade a citotoxicidade € moderada quando comparada ao observado pelo RLB87

nessas linhagens
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Figura 15 (A) Analise da viabilidade celular (pelo teste do MTT) de células de
glioblastoma humano (GL-15 e U251), glioma murino (C6) e astrocitos normais de rato
apos tratamento com RLB87 em concentragdes crescentes apos 72 h de exposigdo. A
partir da concentracdo de 30uM houve reducdo na viabilidade das células tumorais a 72 horas,
enquanto os astrécitos ndo apresentaram viabilidade reduzida ao RLB87 nas condi¢des e dose
testadas. Os dados apresentaram distribuicdo normal e foram analisados estatisticamente pelo
teste One-Way ANOVA, seguido do teste de Dunnett para multiplas comparagdes. * = P < 0,05,
**=P<0,01,"*=P< 0,001 e ****= P < 0,0001. Foram analisados trés experimentos diferentes
(n=8/cada)
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Figura 15 (B) Curva dose resposta do RLB87 nas linhagens tumorais (GL-15, U251 e
C6) e Cultura primaria de Glia apos 72 h de exposig¢ao. As curvas sao resultado de regressao
nao linear dos dados apresentados na figura 9(A). Foram considerados os experimentos com
R220.9. Tabela com os Valores do IC50 determinados nas diferentes linhagens para o alkaloid-

like RLB87. Media e SD=desvio padrao de trés experimentos diferentes.
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Figura 16 Analise da viabilidade celular (pelo teste do MTT) de células de
glioblastoma humano (GL-15 e U251) e glioma murino (C6) apos tratamento com TMZ em
concentragoes crescentes apos 72 h de exposigao. A linhagem GL-15 apresentou resisténcia
ao quimioterapico, a C6 apresentou sensibilidade a 1TmM e a U251 a partir de 30uM. Os dados
apresentaram distribuicdo normal e foram analisados estatisticamente pelo teste Two-way
ANOVA, seguido do teste de Dunnett para mudltiplas comparagdes. * = P < 0,05,
**=p<0,01,”*=P< 0,001 e ****= P < 0,0001. Foram considerados trés experimentos

independentes.
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As culturas foram fotografadas em microscopia com contraste de fase ao longo do
tempo de tratamento com alkaloid-like RLB87 (24, 48 e 72 horas), nas concentragdes de
50 e 100 pM nas linhagens tumorais e na cultura primaria de glia nas concentra¢gdes de
60 e 100 uM (Figuras 17, 18,19 e 20), sendo observadas alteragcdes apos tratamento
com o RLB87 na morfologia, distribuicdo celular e proliferacdo das células ao longo do
tempo e em fungédo da concentragdo. Em ambas culturas GL-15 (Figura 17) e U251
(Figura 18) Observou-se mudancas morfolégicas, com células inicialmente vacuolizadas
e aumento do citoplasma (24 horas de tratamento) e em seguida redugé&o citoplasmatica
e proliferacdao reduzida juntamente com corpos celulares flutuantes (48 horas de
tratamento), finalizando com 72 horas de tratamento a observacdo de poucas células
sobreviventes, com aspectos morfolégico vacuolizado, muito debris celular e corpos
flutuantes refringente ou ndo. Esses eventos foram na concentragcdo de 100uM mais
evidentes, ja na de 50uM observou-se de forma mais tardia, enfatizando a condi¢ao
dose-dependente. Na C6 (Figura 19) as mudangas foram observadas também ao longo
do tempo na celularidade, distribuicdo e a 48 horas houve maior evidencia de células
vacuolizadas na concentragdo de 100uM e dessa forma apresentando fendmenos
morfologicos anteriormente descritos, porem de forma tardia em relagdo as outras
culturas. Na figura 20 visualizamos as imagens da cultura primaria de glia. Observa-se a
existéncia de tipos celulares diversificados e que a contingencia, distribuicdo e
proliferagdo celular ndo é alterada sobre condigdes de tratamento ao longo do tempo,
mostrando-se refrataria ao tratamento ao RLB87, no entanto observamos um aumento
de células com aspecto estrelado que alguns autores ja descreveram esse fenbmeno e o
mesmo pode ocorre por diversos estimulos, como alteracédo do pH ou agente como
PMA, aumento do segundo mensageiro AMPc, inibicdo da enzima Rho-kinase entre

outros farmacos (RODNIGHT e GOTTFRIED, 2013)
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Observou-se também que as células tumorais em resposta ao tratamento,
apresentaram morfologia aparente de apoptose (Figura 21), o qual sobre condicées de
aumento se vé a formagao de varios corpos apoptético em células tumorais em 24 horas
(C6 e U251) e 48 horas (GI-15) em varios campos aleatérios. Para comprovagao da
hipétese da ocorréncia de morte por apoptose apds tratamento com o alkaloid-like
RLB87 as culturas foram marcadas com anexina V e iodeto de propidio e a quantificacao
feita por citometria de fluxo. Verificamos que a morte celular provocada pelo tratamento
de fato ocorre por apoptose e ndo por necrose nas linhagens tumorais (Figura 22 A, B e
C). Como controle negativo, os astrocitos (Figura 22-D) foram avaliados também nas
mesmas condicdes que as ceélulas tumorais apdés 72 horas de tratamento, e nao
apresentaram morte celular significativa, nem por apoptose e nem por necrose; o
esclarecimento de que a cultura primaria € sensivel a esta técnica foi obtido apds a
tripsinizacdo e centrifugagdo das culturas e surgimento de um contingente de células
mortas por necrose tanto no controle como no tratado.

Apods a confirmagao da morte por apoptose, analisamos apenas na linhagem C6,
sobre um tempo de exposigcdo menor, para determinar se esse efeito era tempo
dependente (Figura 23 A-D). Observou-se que as dose de 100 uM n&o apresentou
toxicidade em 12 horas apds tratamento, mas que a partir de 24 horas comega induzir
um aumento no numero de células mortas por apoptose, representando 11,6 % das

células nesse processo, 0 que evidencia um efeito tempo dependente.
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Figura 22-Andlise por citometria de fluxo da morte celular provocada pelo alkaloid-like
RLB87 apds 72 horas de exposigao nas linhagens tumorais (GL-15, U251 e C6) e cultura primaria de
Glia. Analise por dot-plot representada em quatro quadrantes. No quadrante inferior esquerdo se encontra
as células negativas para anexina e iodeto de propidio (células viaveis). No quadrante inferior direito
células positivas para anexina V e negativas para iodeto de propidio (células em apoptose inicial) No
quadrante superior esquerdo se encontra as células negativas para anexina e positivas para iodeto de
propidio (células em necrose). No quadrante superior direito se encontra as células positivas para anexina
e positivas para iodeto de propideo (células em apoptose tardia). Graficos foram gerados de dois a trés

experimentos independentes e foi feita a Analise estatistica pelo teste Two- way seguido pelo pos-teste de

Sidak multiplas comparagoes. *=P<0,05, **=P<0,01 e ***=P<0,001.
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Figura 23 Analise por citometria de fluxo da morte celular provocada pelo alkaloid-
like RLB87 apo6s 12 e 24 horas de exposi¢ao na linhagem tumoral C6. Em (A) o grafico
referente a 12 horas de tratamento, ndo houve alteragédo da viabilidade e (B) 24 horas comega
apresentar morte por apoptose. Em (C) o dot-plot representativo de 12 h e (D) o dot-plot
representativo de 24 h. Analise estatistica feita pelo teste Two-Away seguido pelo pés-teste de

Sidak multiplas comparacgdes **=P<0,01 e ***=P<0,001.
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Fizemos também apds 72 horas a avaliacdo da integridade nuclear das células
tratadas nas mesmas condi¢des, através de analise da cromatina nuclear com o corante
intercalante de DNA Hoestch 33258 (Figura 24 A-G). A anadlise da Integridade nuclear
mostrou condensagao do nucleo, (evidenciado pelas setas brancas), fragmentacao da
cromatina celular com extravasamento nuclear, caracteristicas de processo apoptético
(Fig 24. A-E), no entanto essas caracteristicas ndo foram observadas nas células que
permaneceram em condigdes controle. Esses eventos foram contabilizados em ambas
condi¢gbes (controle e tratado) e geraram um grafico de numeros absolutos e outro

grafico relativo ao numero de células positivas/ numero de células totais (Fig 24 F-G)..
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Figura 24 Analise da fragmentagdo da cromatina nuclear na linhagem C6 apoés 72
horas de tratamento com RLB87. Em (A) e (D) veem se os nucleos C6 em condigbes controle.
Objetiva de 20X escala=50um Em (B) e (E) veem se os nucleos C6 tratados com RLB87 a
100uM apds 72 h Objetiva de 10X escala =100um. Todos corados com o agente intercalante
Hoechst 33258. (C) Imagens sobre aumento referente a regido em destaque da fotomicrografia
(B). Em (F) grafico gerado da contagem em n° absolutos de células na condigdo controle e
tratada. Em (G) Grafico gerado com dados do Grafico (F) valores da taxa relativa = (células
Positivas a condensagao da cromatina/n°total de células na imagem). Foram contabilizadas 8
imagens de obijetivas diferentes (20X e 40X). Imagens tratadas com o Editor adobe CS3 para
90% de contraste e saturagao e foi considerado nucleo fragmentado os que apresentaram dupla

tonalidade de azul.
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A préxima analise foi avaliar o efeito do alkaloid-like RLB87 a 50 e 100uM sobre o
ciclo celular, apés a exposicao de 24 h na linhagem C6. Essa avaliacdo partiu-se do
principio que muitos alcaloides possuirem o historico de interferéncia no ciclo celular e a
observacao do ciclo celular durante as 24 horas iniciais de tratamento seria valido para
determinar se o efeito da droga seria citostatico nesse periodo, ja que nao foi observada
muita morte celular. Essa Analise foi feita sobre duas condi¢bes: (1) Condicdo com
privagdo de SFB, a cultura foi privada de soro fetal bovino um dia antes da modulagéo;
(2) Condigdo ndo privado de SFB: foi modulada sem privagao previa e todo processo até
aquisicao foi na presenga de SFB. Observam-se na Figura 25 (A-C) os resultados
expressos em grafico e histograma, representativo de trés experimentos independentes.
Em ambas as condi¢des o alkaloid-like RLB87 induziu parada na fase G0/G1 apenas na
dose de 100uM, e com isso diminuiu a entrada das células nas fases subsequentes (S e

G2/M), esse interferéncia se torna mais evidente na condi¢ao sincronizada.
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Figura 25 Estudo da distribuicdo das células nas fases do ciclo celular apés 24 h
tratamento, com diferentes concentragoes do alkaloid-like RLB87. Em (A) Condigdo SFB
(-) e (B) condigdo SFB +. E possivel observar dados representativos dos trés experimentos
independentes realizados e a quantificacdo do percentual de células em Sub-GO, GO/G1, S e
G2/M, da esquerda para a direita, respectivamente. O numero de eventos registrado pelo
equipamento foi interpretado como nimero de células coradas pelo iodeto de propideo. A direita
histogramas representativos dos trés experimentos. Analise estatistica realizada pelo teste Two-
way ANOVA seguido pelo pos-teste de Sidak multiplas comparagdes. *=P<0,05, **=P<0,01 e
***=pP<0,001.
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Durante o processo de aquisicdo das amostras para o ciclo celular observou-se
que as células nas condigdes sincronizadas apresentavam a populagdo de Sub-GO
menor que na condigdo ndo sincronizada quando foi tratada por 48 horas (dados nao
mostrados). Nesse contexto foi realizada a avaliagdo da viabilidade celular pelo teste do
MTT, apds 72 horas de tratamento com privacdo de SFB, nas concentracbes de 50 e
100uM do alkaloid-like RLB87, em todas as linhagens tumorais. Na figura 26 (A) temos o
grafico da linhagem GL-15, (B) U251 e (C) C6. Os resultados mostraram que as
linhagens U251 e C6 se apresentaram resistente ao tratamento em comparagao ao
tratamento com SFB.

Na auséncia do SFB (MSS-Meio Sem Soro) as células apresentam resisténcia ao
efeito citotdxico induzido pelo alkaloid-like RLB87, onde na C6 isso foi observado em
ambas as concentragbes e na U251 somente a 100uM. A GI-15 n&o apresentou
diferenca significativa e isso acreditamos devido ao alto desvio que os experimentos
apresentaram, ja que a mesma possuiu uma populagao bastante heterogénea. Na figura
27 vemos as imagens da cultura com SFB e sem SFB das duas linhagens U251 e C6 ao

longo do tempo.
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Figura 26. Analise do efeito do SFB na viabilidade celular (pelo teste do MTT) de
células de glioblastoma humano (GL-15 e U251) e murinho (C6) apos tratamento com
RLB87 em concentra¢oes (50-100uM) apos 72 h de exposigao. (A)-GL-15 em (B)- U251 e em
(C)-C6. Os graficos sao de trés experimentos independentes A linhagem GL-15 n&o apresentou
alteragdo na viabilidade na presengca ou auséncia de SFB enquanto que U251 e C6
apresentaram. MSS- Meio Sem Soro; MCS- Meio Com Soro. Os dados apresentaram
distribuicdo normal e foram analisados estatisticamente pelo teste Two-way ANOVA, seguido do

teste de Dunnett para multiplas comparacgdes. *=P<0,05, **=P<0,01 e ***=P<0,001.
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Figura 27- Fotomicrogafia da cultura apés 72 h de exposi¢ao ao Alkaloid-like RLB87

nas duas condigdoes MSS- Meio Sem Soro; MCS- Meio Com Soro das linhagens U251 e C6
na Obj10X Scala=100um. Na linha D-DMSO a 0,1%, E- RLB87 a 50uM e F- RLB87 a 100pM. As

linhagens apresentaram alteragdes na viabilidade na presenga ou auséncia de SFB
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Entretanto devemos considerar na interpretacdo desse resultado que o controle
das células na condicdo MSS nao prolifera como o Controle na condicdo MCS, como
pode ser observado claramente na imagem e que graficamente repercutir em diminuigao
na morte celular, pois os valores da porcentagem sdo gerados se considerando o
controle 100% e em relagdo ao mesmo os tratados, com isso podemos gerar a hipétese
de que na condigao MSS esta ocorrendo um efeito citostatico mais potente e esse dado
analisado em conjunto com ciclo celular, onde foi verificada uma parada na fase G0/G1
mais evidente quando em condi¢des sem SFB, corroboram com essa a hipétese.

Investigamos se estes efeitos também poderiam se associado a um potencial anti-
migratorio. Dessa forma foi realizado o ensaio de migragédo por lesdo na monocamada
celular e registrado em 24 h e 48 h apds o tratamento sobre privagao de SFB. Na figura
28, coluna (A) Verificou que em condigao controle (DMSO 0,1%), ja nas primeiras 24 h
apos inicio do experimento, as células invadem a regido da leséo, e 48 h apos observa-
se o total fechamento da mesma. No entanto, como podem ser verificadas na coluna (B),
as culturas tratadas com alkaloid-like RLB87 a 100uM, existe claramente a manutencéo
da regido da lesao ao longo das 24 e 48 h apds o tratamento. Associado a este efeito foi
também evidenciado apds coloragao com Rosenfeld que RLB87 induz uma mudanga na
morfologia das células, sendo visualizadas células com formato pentagonais, mais
arredondadas de tamanho variavel, algumas com citoplasma contraido, outras com
citoplasma estendido contendo inumeros vacuolos, em comparacdo as células em
condicdo controle, que apresentam formato alongado tipo fibroblasto. Apds 72 h de
tratamento a regido da lesdo ndo estava mais delimitada possivelmente devido a

promogao de morte celular (dado ndo mostrado).
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Figura 28- Anadlise da atividade antimigratéria do alkaloid-like RLB87 a 100uM ao
longo de 48 horas de tratamento. Na coluna A temos a condi¢ao controle, 24 e 48 horas,
observa-se o total fechamento da lesdo. Na coluna B vemos o tratado com 100uM de
RLB87, observa-se a manutencao da regiao da lesdo com 24 e 48 horas. Em (C) células
coradas com Rosenfeld, tratadas com RLB87 apds 48 horas de exposi¢cédo a 100uM na
objetiva de 40X, as (=) estao indicando células de reduzido tamanho, arredondadas e

poligonais, as (#) indicam células vacuolizadas com nucleos gigantes.
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Uma vez caracterizada a ag¢do do alkaloid-like RLB87, que este demonstrou
potencial antitumoral in vitro, partiu-se para a investigacdo da relevancia de
grupamentos quimicos da estrutura molecular dessa droga. Para isso, foram sintetizados
compostos relacionados ao RLB87, como mostrado na figura 29 e juntamente a eles o
RMF40 que agora sera chamado de analogo 4.. As seguintes modificacbes foram
realizadas no intuito de se avaliar a importancia da estrutura ciclica, grupos funcionais e
localizagbes regioisomericas. Em (A e B) foi realizada a redugao do tamanho do anel de
7 membros para 5 membros, resultando em anéis pirrozilidinicos (analogo 3 e analogo
4). Adicionalmente nesses dois analogos 3 e 4 (estruturas biciclicas) o anel
funcionalizado é regioisomérico ao RLB87. Em (C e D) foi realizada a remogao do anel
de 7 membros, resultando nas estruturas monociclicas (analogo 6 e analogo 7). Por fim
foi avaliada a influencia de substituintes da cadeia lateral onde temos A-fungéo éster, B-

funcao hidrazida, C-fungao éster e D-fungao cetona.

O teste do MTT foi utilizado como triagem da atividade biolégica dos compostos,
que foram usados em concentragdes crescentes (1-1.000 uM) apds 24 h e 72 horas e
testados na linhagem de glioma humano GL-15. O resultado mostrou que as moléculas
apresentam efeito tempo- e dose-dependente e niveis de citotoxidade diferentes (Figura
30). As IC50 foram determinadas para os tratamentos a 72 h (Figura 31) e observamos
que o analogo 6 foi o que apresentou a menor dose necessaria para inibicdo de 50% da
viabilidade das células em cultura. Enquanto que o analogo menos ativo foi o 3. Nenhum
dos analogos apresentou maior atividade citotoxica que o RLB87, evidenciando a
importancia do anel pirrolo-azepinico na relacdo com a estrutura e atividade desse

composto.
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Figura 30-Analise da viabilidade celular (pelo teste do MTT) de células de
glioblastoma humano (GL-15), pés-tratamento com analogos do alkaloid-like RLB87 em
concentragoes crescentes e dois tempos de exposicao (24 e 72 h). (A-D): analises
realizadas em 24 h de exposigéo; (E-G): analises realizadas em 72 h de exposig¢ao. A partir de
30 OpM houve redugao significativa da viabilidade das células tumorais nos dois tempos (24 e 72
h) em todos os tratamentos. Os dados foram analisados estatisticamente pelo teste one-way
ANOVA, seguido do teste de Dunnett para multiplas comparagbes para os que dados
apresentaram distribuicdo normal; para os que dados nao apresentaram distribuicdo normal foi
feito o teste de Kruskal walli. ** = P < 0,05, ***= P < 0,001 para comparagdo com respectivo
controle (DMSO 0,1%).
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Figura 31 — Analise do efeito dose-resposta apos 72 h de exposigao aos analogos
do RLB87 e TMZ. Curvas dose resposta na linhagem GL-15; as curvas sao resultado de
regressao nao linear dos dados apresentados na figura 22(A). Foram considerados os
experimentos com R220.9. Valores do EC50 dos analogos do RLB 87; os valores foram
expressos pela media e desvio padrao de trés experimentos diferentes. ND= Nao foi possivel

calcular o EC50 da Temozolomida nessa linhagem, porque a mesma nao promoveu toxicidade

na dose de 1TmM.
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A solubilidade também €é um parametro importante que esta relacionado a
estrutura dos compostos, a biodisponibilidade e atividade dos mesmo. O Coeficiente de
Particado 6leo/agua (LogP) descreve a relacdo das concentragdo do farmaco na fase
organica e fase aquosa, sendo assim utilizado como um parametro de solubilidade e
biodisponibilidade. Compostos lipofilicos tém valores de LogP positivos e altos, enquanto

que compostos hidrofilicos possuem valores negativos.

Nesse contexto foi determinado o LogP dos analogos e dos outros compostos (24
alkaloids-like da prospecgao) e realizado uma analise estatistica da correlagdo com o
valor do LogP tedrico e a citotoxicidade que esse compostos promoveram nas linhagens
tumorais e na cultura de células normais de Glia no tempo de 72 h e concentragao
100uM. Na figura 32(A-D) temos os graficos da correlagdo nas linhagens tumorais
humanas (GL-15 e U251), murina (C6) e na cultura de Glia respectivamente. Os graficos
foram gerados com dados da citotoxicidade aos 24 alkaloids-like testados e os analogos
de RLB87. Os Rs de Pearson foram considerados como valor da correlagao e quanto
maior esse valor mais positiva a correlagdo, quanto menor mais negativa a correlacao.
Observou-se correlagao positiva nas linhagens GL-15 e C6, no entanto a U251 néo teve
significancia nem positiva nem negativa e de forma interessante, na cultura de Glia, a
correlagdo foi negativa. Essa analise preliminar mostrou uma correlagdo moderada a
baixa sobre as caracteristicas da solubilidade das moléculas esta correlacionada a sua
atividade citotoxica. Essa andlise foi realizada com os valores da prospeccao e por tanto
se limitou apenas na concentracdo de 100uM, no entanto seria interessante ter se
verificado em outras concentracdes, para a observacdo da manutengcdo ou aumento da
correlagdo ou simplesmente verificagdo de auséncia de correlagdo, ficando este

resultado como dado preliminar que demostra uma tendéncia a correlagao positiva.
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Para as moléculas analogas e o RLB87, os quais foi realizado a curva dose
resposta, verificamos a correlagdo entre os seus IC-50 e o 1/LogP (o inverso do logP).
Os resultados mostraram uma alta correlagdo para trés dos analogos estudados, os
analogos 4, 6 e 7 (Fig. 33). Essa correlagdo demonstrou nesses analogos que a
lipofilicidade foi um fator importante para sua atividade e o aumento da sua
citotoxicidade. No entanto o analogo 3 ndo apresentou correlagdo da atividade com a
lipofilicidade, nos conduzindo para importantes reflexdes.

. De acordo com esses conjuntos de dados, chegamos a seguintes proposta
preliminar de relacdo estrutura e atividade dos compostos analogos ao composto RLB7.
O primeiro aspecto € a importancia da regioisomeria na atividade citotoxica, pois os
analogos com regioisomeria idéntica ao RLB87 (Figura 34 - regido em vermelho)
apresentaram maior atividade antitumoral que os de regioquimica contraria. Desses dois
analogos regioisoméricos (analogo 6 e 7), a presenca da fungao éster na cadeia lateral
do anel mostrou maior atividade que a fungao cetona (regido em azul da figura 34). A
rigidez do anel biciclico provavelmente ndo é o fator preponderante para a atividade
citotoxica, ja que os analogos 3 e 4 apresentam o anel pirrolizidinico, que confere rigidez
a molécula, e no entanto esses analogos nao apresentaram maior citotoxicidade que os

analogos monociclicos 6 e 7.
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Figura 33- Analise da correlagdao do 1/LogP com a CI50% apdés 72 horas de tratamento
com RLB87 e os analogos 3, 4, 6 e 7 na linhagem tumoral humanas (GL-15). Em (A) o
grafico gerado com todos os analogos testados e o analogo 3 ndo apresenta correlagao com
atividade e solubilidade. Em (B) o grafico gerado sem o analogo 3 apresentando alta correlagao
com atividade e solubilidade. Analise feita por regressao linear e analise de correlagao, valor do

r? expresso no grafico e na correlagdo r de Pearson acusou perfeita linha.

Figura 34-Analise de estrutura, relagao e atividade.
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6. DISCUSSAO

Este estudo apresentou o RLB87, um composto de estrutura relativamente
simples, como um promissor quimioterapico para gliomas malignos, por apresentar alta
atividade citotéxica em culturas altamente resistentes e por atuar de forma seletiva, sem
dano a células gliais normais do tecido nervoso central nessa analise in vitro. Apds a
prospecgdo das moléculas as linhagens tumorais apresentaram sensibilidade a este
composto a partir de 30 uM sendo que a concentragdo de 100uM, inibiu 95% da
viabilidade celular na linhagem U251, que é uma concentragdo 10 vezes menor que
aquela da TMZ necessaria para induzir efeito citotoxico de 30%. Em nosso Grupo,
OLIVEIRA (2012), utilizando as duas das linhagens adotadas no presente trabalho (GL-
15 e C6), testou diferentes quimioterapicos e mostrou que apenas na concentragao de
1.000 uM a doxorrubicina e o etoposideo promoveram 75% e 95% de inibicado da
viabilidade, respectivamente. QIANG et. al. (2012), promoveu, por exposi¢ao crénica de
células da linhagem U251a TMZ, uma sub-linhagem quimioresistente com IC50 de
220,86uM, o que denota que os nossos modelos, que apresentaram resisténcia a dose

de 1 mM, sao também quimioresistentes.

A aplicagdo dos agentes antineoplasicos no tratamento do cancer é baseada no
conceito da cinética celular, a qual inclui o ciclo de vida celular, o tempo do ciclo celular,
a fracdo de crescimento e do tamanho da massa tumoral (PREHN, 1991). O tumor
maligno é constituido por trés grupos de células: as que se dividem ativamente nas
fases G1, S, G2 e M; as paradas na fase GO; e as que perdem sua capacidade
reprodutiva e estdo morrendo ou ja estdo mortas, sendo as células que estdo se

reproduzindo ativamente as mais sensiveis a quimioterapia (KOZUSKO et. al., 2007).
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Quando avaliamos a citotoxicidade do alkaloid-like RLB87 em condigbes com e
sem SFB observamos um efeito de resisténcia da populagao celular em condigbes sem
SFB em comparagdo com a condigdo com SFB. E sabido que na auséncia do SFB as
células entram em diminuicdo e ou parada de atividade ciclica, isso se deve a
necessidade de fatores promotores do crescimento importantes presentes nesse
suplemento (LINDGREN,1975). Existem evidencias que as linhagens adotadas neste
estudo apresentam distintos perfis de ciclo celular e, portanto, acreditamos que esta
caracteristica esteja associada a diferengca de sensibilidade ao alkaloid-like RLB87. A
linhagem C6 se apresentou menos sensivel ao RLB87 em condigbes de privagdo do
SFB, gerando a hipétese que o grau de toxicidade do alkaloid-like é potencializado em
células que se encontram em alta atividade ciclica. Esta condigdo pode também explicar
a seletividade da droga em culturas de células de glioma em proliferagédo e ndo para
culturas de células gliais, cuja a maioria deixam de se replicar em culturas densas
[WESTERMARK, 1971 apud LINDGREN,1975]

Outro fator a ser considerado € que sobre as vias de regulagédo da transigdo da
fase G0/G1 para S, que envolve diversas proteinas, como p53, pRb, CDKs (do inglés
Cyclin Dependent Kinases), MDM-2 (do inglés e CDKIls (do inglés Cyclin Dependent de
Kinases Inibtors) (para revisdo ver DONJERKOVIC e SCOTT, 2000), que em geral nas
células tumorais se encontram inativadas, suprimidas ou alteradas por mutagcbes em
genes chave (OHGAKI e KLEIHUES, 2005). RADAELLI et. al. (2009) caracterizou
mutagdes genéticas na linhagem U251 e mostrou a existéncia de mutagbes no gene
P53, PTEN e delegdes nos genes P14 e P16, que codificam proteinas reguladoras das
atividades das ciclinas, e cuja eliminagdo leva a perda da atividade da proteina
retinoblastoma (FURNARI et al, 2007 ; FUEYO et al, 1996.; ISHII et al., 1999). Delegao

no gene P53 também ja foram caracterizadas nas células humanas da linhagem GL-15
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(COSTA et al., 2001). Por outro lado, a linhagem C6, um glioma murino quimicamente
induzido, difere geneticamente das linhagens GBMs humanas, por apresentar expressao
minima da PTEN e a co-expressao do tipo selvagem da proteina p53, juntamente com a
proteina mutada (ASAI et al., 1994), o que poderia estar atuando como agente protetor a

droga.

A citotoxicidade ao alkaloid-like RLB87, observada pela perda da funcao
mitocondrial, pode esta relacionada a indugdo de morte por apoptose apdés 72 h do
tratamento, de forma tempo dependente, em todas as linhagens de gliomas testados.
Morte celular programada foi descrita ha mais de 50 anos, porém o nome apoptose foi
usado pela primeira vez em 1972. O termo tem origem grega, e remete a queda das
pétalas das flores ou das folhas das arvores, em fungao da relativa semelhanga com a
fragmentacdo da membrana plasmatica celular que se observa durante o processo
apoptético (KERR et. al., 1972). Apoptose é descrita como um mecanismo de morte
“limpo”, no qual a célula, apds receber algum sinal pré-apoptotico, dispara o processo de
morte, sofrendo compactacéo e segregagao da cromatina, condensacéao do citoplasma e
encolhimento celular, fragmentagdo nuclear, fragmentagdo celular (blebbing da
membrana) e, finalmente, fragmentacdo celular em corpos apoptoticos, que séao
fagocitados (ELMORE, 2007) eventos que foram observados apos o tratamento com o
RLB87.

O processo apoptético pode ser disparado por duas vias, intrinseca ou extrinseca,
a primeira envolvendo moléculas sinalizadoras de morte extracelulares e a segunda
ativada quando a célula sinaliza algum dano ao DNA, estresse do reticulo
endoplasmatico ou estresse oxidativo (RIEDL e SHI, 2004). As vias apoptoticas

induzidas pelo RLB87, ndo foram caracterizados nesse trabalho, apenas observamos a
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existéncia do fendbmeno. No entanto, como observamos que o alkaloid-like também
induz acumulo das células na fase G0/G1, podemos inferir uma relagéo deste efeito com
a cascata de sinalizagao para apoptose verificado por outros agentes, como descrito por
RINGER et. al. (2010) testando a eficacia de VMY-1-103, um analogo do inibidor de

ciclinas purvalonol B (grupo purina 2,6,9-trisubstituido), em inibir a proliferagéo celular

em linhagens de cancer de préstata. VMY -1-103 aumentou tanto a proporg¢ao de células
em G1 como os niveis de proteina p21CIP1, e em concentragdes mais elevadas induziu
apoptose através de polarizagdo da membrana mitocondrial e diminuiu a indugao de
fosforilagdo de p53. ACHARYA et. al., (2009) mostrou associagdo da diminuicao da
expressao da Ciclina D1 e 3 por agcao de uma glicoproteina T11TS em gliomas de ratos,
com a promog¢ao da parada no ciclo celular em GO/G1. Fibroblastos de embrides
transgénicos de camundongo Knockout Ciclina D -/-, apresentaram um aumento nos
niveis de apoptose e morte celular (Fu et. al., 2004), denotando que inibidores de
ciclinas D1, uma importante proteina na regulagéo da continuagao da fase G1-S, podem
estar atuando na promogao do apoptose. Outra proteina PTEN, também esta associada
a regulagdo do ciclo e normalmente estda mutada ou regulado negativamente em
gliomas. Como descrito no trabalho de YUNQING et. al. (2009), a expressé&o induzida de
PTEN inibiu completamente a progresséo do ciclo celular na fase G0/G1, em células de
glioma U87MG, sob estimulos do fator crescimento hepatico -HGF.

Por outro lado, ndo podemos descartar a dissociacao dos dois eventos, inducao
de apoptose versus parada do ciclo celular, tendo em vista que alguns estudos, como o
desenvolvido por FESTA et. al. (2011) que descreveram a atividade do Xantohumol, um
flavonoide derivado da Humulus lupulus L. (Cannabaceae) em células de glioblastoma,
mostrando que o composto promovia apoptose, via mitocondrial e aumento de espécies

reativas do oxigénio intracelulares, no entanto eles avaliaram o ciclo celular e o
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flavonoide ndo promoveu alteracdo nas fases. Assim maiores estudos devem ser
conduzidos para esclarecer as inumeras vias de sinalizagcdo que podem estar sendo
modulas diretamente ou indiretamente por esta molécula nessas células tumorais.

A migracédo também é um fator muito estudado em gliomas, pois apesar da
inexisténcia de registros de metastase de tumores cerebrais, existe uma propensao das
células de gliomas malignos em dispersar-se no tecido cerebral, dificultando assim a
terapéutica, ja que a doenga responde pobremente a ressecgdes cirurgicas, radioterapia
e quimioterapias atuais (NAKADA, et. al., 2007). O RLB87 apresentou também uma
atividade antimigratéria que pode estar relacionada aos seus feitos antiproliferativo e

proapototico e que deve ser melhor esclarecido com outros teste relacionados.

Quando avaliamos a relevancia de grupamentos quimicos na estrutura e atividade
do RLB7, verificamos grupos farmacoféricos fundamentais pra sua atividade. Porem nao
foi possivel determinar com esses numeros de analogos e variagdes funcionais, todas as
condicoes relevantes na estrutura, no entanto através desses resultados preliminares
temos ja uma hipétese a ser confirmada, na qual vamos avaliar a importancia da

solubilidade versus o anel pirrolazepinico.

A biodisponibilidade € um parédmetro importante na absor¢gdo, concentragao e
distribuicdo de farmacos nos diferentes compartimentos celulares e estes eventos séo
influenciados pelos aspectos biofisicos da célula e fisico-quimico das moléculas.
Adicionalmente acreditamos que a lipofilicidade foi um fator importante para a
citotoxicidade dos alkaloids-like testados. Baseando-se que a maioria das moléculas de
droga sao transportadas através da porgdo bicamada fosfolipidica das membranas
bioldgicas, através de difusdo passiva, a uma taxa referente a sua lipofilicidade
(expressa como logP) (KELLS, 2008), realizamos nesse trabalho uma avaliagédo da

correlagdo do LogP com a citotoxicidade e observamos um correlac&o positiva. Diversos
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autores descrevem que moléculas com LogP alto atravessam a membrana plasmatica

por difusdo (LIEB e STEIN., 1969).
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7.CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo nos permite concluir que:

® Entre os compostos testados o alkaloide-like RLB87 foi o mais citotoxico
para células de glioma humano (GL-15 e U251) e murino (C6), no entanto

sem apresentar toxicidade para células gliais normais

® RLB87 inibiu a proliferagcdo com acumulo da fase G0/G1 do ciclo celular,

promoveu apoptose e inibiu a migragao das células de glioma.

® FElucidamos aspectos importantes na estrutura quimica, requeridos para
sua atividade, que possuem correlagdo com regioisomeria, presenga da
funcao éster e lipofilicidade, apés a avaliagdo dos efeitos de RLB87 e

analogos

® Por fim verificou uma correlacdo positiva do efeito citotoxico e a
solubilidade nas linhagens tumorais e negativa para a cultura Glial de

células normais.
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8. PERSPECTIVAS

Como perspectivas o nosso trabalho tem a seguintes propostas:

1. Avaliacdo da relevancia da presenca do anel pirroloazepinico versus a
solubilidade.

2. Apos a determinagcdo dos grupamentos relevantes avaliagdo dos enantiomeros
separados.

3. Descobrir qual via esta sendo deflagrada na apoptose induzida pelo RLB87

4. Avaliar a expressdo das ciclinas, fatores de transcricdo, CDKs e CDKlIs,
moduladas pelo RLB87.

5. Avaliar o potencial in vivo do “alcaléide-like” RLB87 e molécula analoga.
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