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RESUMO

Muitos métodos alternativos tem sido validados para detectar toxicidade o mais cedo
possivel e assim diminuir o desperdicio de recursos e esforcos na pesquisa da quimica
medicinal, modelos alternativos in vivo sdo especialmente valiosos pela quantidade de
informacé&o que eles podem providenciar por um baixo custo e em pouco tempo. O nosso
grupo de pesquisa escreveu uma revisdo da literatura publicada esse ano sobre métodos
alternativos in vivo para screening de toxicidade usados na quimica medicinal. Esses
modelos in vivo incluem o zebrafish, Artemia salina, Galleria mellonella, Drosophila
melanogaster, planarias, e o Caenorhabditis elegans. Chamamos atencdo para o C.
elegans por causa de sua popularidade em ascensao, uma vasta gama de usos, e seus
resultados rapidos e confidveis. Com o passar do tempo, o C. elegans virou uma opg¢ao
para screening de farmacos de alta eficiéncia (HTS). Este manuscrito também lista
brevemente outros métodos de screening usados para analises toxicoldgicas iniciais e o
papel de métodos alternativos in vivo nestes cenarios, classificando-os em modelos in
silico, in vitro e in vivo que tem recebido um interesse crescente nos ultimos anos.
Paralelamente, quatro hibridos cumarina-triazol foram sintetizados usando himecromona
como precursor e testadas para a avaliarmos a atividade antitumoral em linhagens
celulares A549 (cancer de pulmao), HepG2 (cancer de figado), J774A1 (macréfago de
sarcoma de camundongo), MCF7 (cancer de mama), OVACAR (cancer de ovario), RAW
(macréfago de leucemia murina), Siha (carcinoma de uatero) e 3T3 (fibroblastos
saudaveis). Avaliamos a citotoxicidade através de ensaios como MTT e vermelho neutro
(VN), além de efeitos antioxidantes e a producao de espécies reativas de oxigénio (EROS)
através do ensaio diacetato de 2’'7’-diclorodihidrofluoresceina (DCF-DA), dano na
membrana mitocondrial pelo ensaio etil ester de tetrametirodamina (TMRE),
apoptose/necrose pelo ensaio Anexina V-FITC/Pl e dano no DNA pelo ensaio cometa
alcalino. Os hibridos demonstraram atividade potente dentre as linhagens celulares
testadas com ICso abaixo de 100 pM, com seletividade melhor que o farmaco de
referéncia cisplatina, todos tiveram boa predicdo farmacocinética pelo programa
SwissADME e causaram morte por apoptose. Duas das moléculas avaliadas
demonstraram atividade antioxidante e trés interromperam o potencial de membrana
mitocondrial, além disso, nenhuma causou dano genotoxico nas células 3T3. Todos o0s
hibridos estudados possuem potencial para serem leads.

Palavras-chave: modelos alternativos ao uso de animais, cumarinas, antitumoral,

hibridos cumarina-triazol, toxicidade.






ABSTRACT

Many alternative methods have been validated to detect toxicity as early as possible to
diminish the waste of resources and efforts in medicinal chemistry research, and in vivo
alternative methods are especially valuable for the amount of information they can provide
at little cost and in a short time. We present a review of the literature published between
the years 2000 and 2021 on in vivo alternative methods of toxicity screening employed in
medicinal chemistry. These in vivo models include zebrafish, Artemia salina, Galleria
mellonella, Drosophila melanogaster, planarians, and Caenorhabditis elegans. Special
attention is given to C. elegans because of its rising popularity, a wide range of uses, and
its fast and reliable results. Over time, C. elegans also became a viable high-throughput
(HTS) automated drug screening option. Additionally, this manuscript lists briefly the other
screening methods used for the initial toxicological analyses and the role of alternative in
vivo methods in these scenarios, classifying them as in silico, in vitro and alternative in
vivo models that have been receiving a growing increase in interest in recent years. Four
coumarin-triazoles were synthesized using hymechromone as a precursor and tested for
antitumor activity on A549 (lung cancer), HepG2 (liver cancer), J774A1 (mouse sarcoma
macrophage), MCF7 (breast cancer), OVACAR (ovarian cancer), RAW (murine
leukaemia macrophage), Siha (uterus carcinoma) and toxicity on 3T3 (healthy fibroblasts)
cell lines via MTT and neutral red (NR) assays; besides effect on reactive oxygen species
(ROS) production and antioxidant activity via 2’7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate
(DCF-DA) assay, mitochondrial membrane disruption activity via tetramethylrhodamine
ethyl ester (TMRE) assay, apoptosis/necrosis evaluation via annexin V-FITC/Pl assay and
DNA damage via alkaline comet assay. The hybrids showed potent antitumor activity with
ICs0 below 100 pM across all the cell lines tested, with better selectivity index than the
reference drug cisplatin, all of them had good pharmacokinetic predictions via the
SwissADME program and caused death by apoptosis induction. Two showed antioxidant
activity in vitro and three disrupted the mitochondria membrane, besides none causing
genotoxic damage on healthy cells. All of the hybrids may become potential leads, and
further studies of rearrangement, elucidation of mechanism of action and evaluation of in
vivo activity and toxicity of these molecules can be carried out.

Keywords: alternative in vivo models, coumarins, antitumour, coumarin-triazole

hybrids, toxicity






LISTA DE ABREVIATURAS

3T3 - Linhagem celular de fibroblastos saudaveis

A549 - Linhagem celular de carcinoma de pulméao

AchE — Acetilcolinesterase

C6 - linhagem celular de glioma de rato

DCF-DA - dichlorodihydrofluorescein diacetate

DMSO- Dimetilsulféxido

EROs — Espécies Reativas de Oxigénio

HepG2 - Linhagem de células hepaticas

LaSOM - Laboratério de Sintese Organica Medicinal
J774A1 - Linhagem de macrofago de sarcoma de camundongo
MCF-7 - Linhagem celular de cancer de mama

MTT - 3-[4,5-dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide
NR — Neutral Red

OVACAR 0 Linhagem celular de cancer de ovario

RAW - linhagem celular de macro6fago de leucemia murina
ROS — Reactive Oxigen Species

Siha — Linhagem celular de carcinoma de utero

TMRE - tetramethylrhodamine ethyl ester

T24 - linhagem celular de cancer de bexiga humano
U138-MG - linhagem celular de glioma humano

VN — Vermelho Neutro






~N o 0o A WOON P

SUMARIO

. INTRODUGAQO GERAL ...ttt e e eaeeae e 12
COBUIETIVOS e ———— 19
. CAPITULO 1: Manuscrito publicado na revista Current Medicinal Chemistry ... 21
. CAPITULO 2: Manuscrito publicado narevista MedChemComm ....................... 41
CDISCUSSAD ..ottt ettt s ettt ettt n e nbens 53
L CONCLUSOES ..ottt ettt 57
CREFERENCIAS ...ttt sttt sttt s s e snens 58






1. INTRODUGCAO GERAL

A quimica medicinal € uma disciplina que envolve quimica, biologia, ciéncias médicas
e farmacéuticas. Se preocupa com a invencdo, descoberta, design, identificacdo e
preparacdo de compostos biologicamente ativos, o estudo de seu metabolismo,
interpretacdo de seus mecanismos de acdo no nivel molecular e a construcéo de relacao
estrutura-atividade (BUCKLE et al., 2013).

A descoberta de novos farmacos utiliza uma variedade de modelos para predi¢édo e
testes de atividade e toxicidade, podendo ser modelos computacionais in silico, modelos
in vitro usando linhagens celulares ou modelos in vivo utilizando organismos vivos. Esse
processo necessita de anos de pesquisa e mais de um bilhdo de dolares para que uma
molécula consiga entrar no mercado, algo que ocorre em cerca de 1 em 10.000
compostos testados, com cerda de 40% falhando em ensaios pré-clinicos de toxicidade
ou farmacocinética (MCKIM JR, 2010).

Ensaios in vivo normalmente s&o realizados usando animais como ratos e
camundongos apoés etapas de ensaios in silico e in vitro, e demandam muito tempo e
recursos além de questdes éticas relacionadas ao seu uso. Em 1959 Russel e Burch
desenvolveram o conceito dos 3 Rs (replacement, reduction and refinement/ substituicao,
reducdo e refinamento) por preocupacao sobre os aspectos éticos do uso de animais em
pesquisa. Esses principios ainda guiam a comunidade académica para minimizar o
sofrimento animal em processos de experimentacdo. Modelos in vivo alternativos ao uso
de animais e in silico estdo ganhando destaque por possibilitar a aquisicdo de mais
informagdes mais rapidamente e eliminando compostos probleméticos antes de chegar
na etapa de uso de mamiferos (FREIRES et al., 2017; HUBRECHT; CARTER, 2019).

Alguns exemplos de modelos in vivo que usam animais ndo-mamiferos incluem Dario
rerio, Artemia salina, Galleria mellonella, Drosophila melanogaster, planarias e o
nematddeo Caenorhabditis elegans. Com o uso destes, é possivel fazer o screening de
novas entidades quimicas e hits, provendo informagdo toxicologica confiavel e
identificando moléculas de potencial danoso mais rapidamente (HUNT, 2017). Embora
esses modelos alternativos proveem resposta sistémica, eles nao substituem
completamente testes in vivo utilizando mamiferos. E importante entender que a
maquinaria celular e a associacéo de estudos in silico, in vitro e in vivo é essencial para
estudar os mecanismos de doencas, entende-los e providenciar tratamentos (GOIS et al.,
2020; TORRES; COCK; CELIS RAMIREZ, 2020).



O cancer é uma das maiores causas de mortes globalmente, causando cerca de 10
milhdes de mortes em 2020. Os tipos mais comuns sé&o destacados na figura 1.1: cancer
de mama (11,7% dos casos em 2020), pulméao (11,4%), colorretal (10%), prostata (7,3%),
estbmago (5,6%), figado (4,7%), utero-cervical (3,1%) e de esdfago (3,1%). Os tipos mais
letais sédo o de pulméo (18% de mortes por cancer em 2020), colorretal (9,4%), figado
(8,3%), estbmago (7,7%), mama (6,9%), esbéfago (5,5%), pancreas (4,7%) e prostata
(3,8%) (FERLAY J et al., 2020). Os tratamentos farmacoldgicos atualmente em uso para
o cancer sofrem de severos problemas de toxicidade, e a quimicos medicinais buscam
por novos compostos com efetividade similar ou maior e com menos efeitos toxicos, e

compostos de origem natural sdo uma grande fonte de possiveis novos farmacos para

Estimated number of new cases in 2020, worldwide, both sexes, all ages

Breast
2 261 419 (11.7%)

Lung
2206 771 (11.4%)

Other cancers
8 879 843 (46%)

Colorectum
1931 590 (10%)

Prostate
1414 259 (7.3%)
Stomach

1089 103 (5.6%)

Cervix uteri Liver
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total : 19 292 789

ce: Globocan 2020
iduction: Global Cancer
y(http://geo Jarc.ir)

Figura 1.1: Prevaléncia dos tipos de cancer no mundo em 2020. Fonte: OMS

este uso.

As cumarinas 1 (Figura 1.2) pertencem a classe de compostos heterociclicos da
familia das benzopironas, e sdo amplamente distribuidas na natureza principalmente
como metabdlitos secundarios de plantas. Sado consideradas uma estrutura privilegiada
na quimica medicinal, possuindo uma estrutura planar com um anel aromético, podendo
realizar interacdes hidrofébicas, -1, CH-1T € cation-11, € um anel lactona contendo dois
atomos de oxigénio concedendo a capacidade de interagir através de ligacbes de
hidrogénio com residuos de aminoacidos. A dupla ligacdo no anel lactona também é

essencial para a planaridade da estrutura, permitindo a relocacédo de carga entre o
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grupamento carbonila e o anel aromatico. Estas propriedades as permitem interagir com
uma grande variedade de receptores. Hoje em dia existe uma ampla gama de
propriedades interessantes na visdo da quimica medicinal ja citada na literatura, como
antioxidantes (AL-MAJEDY et al., 2016; BORGES BUBOLS et al., 2013), anti-inflamatoria
(FYLAKTAKIDOU et al., 2005; KIRSCH; ABDELWAHAB; CHAIMBAULT, 2016), antiviral
(HASSAN et al., 2016), anti-bacteriana (SMYTH; RAMACHANDRAN; SMYTH, 2009),

5 4

7
79070,
1

Figura 1.2: estrutura geral das cumarinas 1, também conhecida como 2H-chromen-2-
ona.

inibidoras da acetilcolinesterase (BOUHAQUI et al., 2021; TORRES et al., 2016), anti-
Leishmania (GONCALVES et al.,, 2020a) e doenca de Chagas (GONCALVES et al.,
2020b). Cumarinas sao pesquisadas para o tratamento para o cancer devido a sua baixa
toxicidade geral e tem demonstrado capacidade antitumoral até contra cancer com
resisténcia multidrogas(WANG et al., 2020).

Nosso grupo de pesquisa, LaSOM, tem trabalhado com o isolamento e sintese de 4-
metilcumarinas que apresentaram alguns efeitos farmacolégicos (Figura 1.3): antitumoral
(2 e LaSOM 79 3) (VIANNA et al.,, 2012a, 2015), antioxidante (LaSOM 79 3 e 78 4)
(BORGES BUBOLS etal., 2013; TORRES et al., 2014; VIANNA et al., 2012b), inibidoreas
da acetilcolinesterase (AchE) (LaSOM 206 5) (TORRES et al.,, 2016) e anti-Chagas
(LaSOM 231 6 e 266 7 (GONCALVES et al., 2020b; SOARES et al., 2019). Trabalhos em
colaboracdo com o Grupo da Professora Dr.2 Gilsane von Poser levaram ao isolamento,
em espécie Pterocaulon, da 5-metoxi-6,7-metilenodioxicumarina 2 com atividade em
linhagens celulares de glioma humano (U138-MG) e de rato (C6), demonstrando um ICso
de 34,6 e 31,6 uM, respectivamente (VIANNA et al., 2012a); e a sintese do acido LaSOM
79 3 com atividade citotoxica em linhagem celular de cancer de bexiga humano T24, com
ICs0 ~20 uM (VIANNA et al., 2015).
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IC50 T24: ~20 pM
ICso U138-MG: 34,6 uM IC50 DPPH:17,49 uyM IC50 DPPH: 33,46 uM
ICs0 C6: 31,6 uM

5 0. _OH
O X
0 XN N
< HO 0 Yo
0 o Yo HO 0" "0 OH
) OH
3 4

|C50 T. cruzi: 8,2 |JM |C50 T. cruzi: 6,4 }JM
Inibicdo de 59,52% da |
AChE a 200 uM N 'L

J _ & L

NN /\Cﬁ /\Cﬁ
0”0 0 "N
0] @] 0 0
6 7

Figura 1.3: Cumarinas farmacologicamente ativas obtidas pelo LaSOM. 5-metoxi-6,7-
metilenodioxicumarina 2 com atividade em linhagens celulares U138-MG e C6; LaSOM
79 3 em linhagem T24 e antioxidante por DPPH, LaSOM 78 4 antioxidante, LaSOM 206 5
inibidor da AchE, e LaSOM 231 6 e 266 7 tripanossomicidas.

O triazol é um heterociclo aromatico de 5 membros com a presenca de trés atomos
de nitrogénio e dois carbonos, possuindo dois isémeros: 1,2,3-triazol 8 e 1,2,4-triazol 9
(Figura 1.4). Eles podem ser substituidos nas posi¢des 1, 3, ou 5, mas o maior diferencial
€ exercido pelos grupamentos na posi¢do 1 do anel (KHARB; SHARMA; YAR, 2011). O
1,2,3-triazol € um heterociclo rico em elétrons que interage facilmente com varias enzimas
e receptores devido a capacidade de formar pontes de hidrogénio, que também
aumentam sua solubilidade em agua, sendo um importante heterociclo na quimica
medicinal, sendo usado como ligante, como linker, em substancias organometalicas ou
por sua prépria atividade intrinseca como antitumoral, antimicrobiana, antituberculose,

antiparasitaria, antiviral, dentre outras (SLAVOVA et al., 2020).

H; H;
[N\ N,
| /N | N

N N7

8 9

Figura 1.4: Anéis 1,2,3-triazol 8 e 1,2,4-triazol 9

Hibridos com esse grupo (figura 1.5) tem sido extensivamente estudados por sua
atividade antitumoral com resultados promissores, por exemplo triazol-chalcona 10 contra

cancer de prostata (PINHEIRO et al., 2020), benzimidazol-triazois 11 para cancer de
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pulmédo (SRIDHAR GOUD et al., 2020), conjugados indol-triazol 12 para cancer de mama
(YELE et al.,, 2020) e hibridos cumarina-triazol 13-14 demonstrando atividade anti-
proliferativa contra multiplas linhagens deste tipo de cancer (BHATIA; RAWAL, 2019;
SONG; HUO; GUO, 2021). Hibridos curcumina-triazol se mostraram toxicos contra as
linhagens cancerigenas de mondcito leucémico THP-1, e cancer de colo COLO-205 e
HCT-116, e pelo ensaio de polimerizacdo da tubulina do citoesqueleto mostraram efeito
inibitério na polimerizacéo da tubulina, com o composto mais potente 13 tendo um ICso
de 1,55 uM (SINGH et al.,, 2016). Em outro estudo, hibridos cumarina-1,2,3-triazol-
ditiocarbamato 14 inibiram a demetilase especifica para lisina 1 (LSD1), um membro da
familia de enzimas monoaminas oxidases, com o composto mais potente tendo um ICso
de 0,39 uM contra essa enzima (YE et al., 2014). Neste trabalho, as cumarinas LaSOM
77 15, LaSOM 180 16, LaSOM 185 17, LaSOM 186 18, e LaSOM 190 19 (Figura 1.6)
foram selecionadas para a avaliacdo do efeito da hibridizacdo entre cumarinas e triazol
sobre o efeito antitumoral usando substituintes simples como um hidroxila, um anel
aromatico e um dimero. Para o propdsito de continuar esse trabalho avaliando o efeito

antitumoral de cumarinas, primeiro realizamos o screening de hibridos cumarina/triazol

Figura 1.5: Hibridos com triazol com atividade antitumoral. triazol-chalcona 10, indol-
triazol 11, benzimidazol-triazol 12, curcumina-triazol 13 e cumarina-1,2,3-triazol-
ditiocarbamato 14.
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LaSOM 180, LaSOM 185, LaSOM 186, LaSOM 190 e do precursor LaSOM 77,
pertencentes a quimioteca do LaSOM.

Para a obtenc&o dos compostos (Figura 1.7), o precursor LaSOM 77 foi sintetizado
através da reacdo de Pechman realizando-se a condensagdo do Resorcinol 20 e
acetoacetato de etila 21. Em seguida os outros compostos foram obtidos através da click-
chemistry, passando pelos intermediarios LaSOM 182 22 e LaSOM 183 23, terminando
com a ciclizagdo de Huigen, utilizando um alcino terminal e um azido orgéanico 23 para
promover uma cicloadicdo 1,3-dipolar, utilizando um catalisador de cobre que leva a
seletividade do produto triazol 1,4-dissubstituido(TORRES et al., 2016).

HO OH M
20 21

0~ > Temperatura Ambiente

Overnight 0] 0 OH
15
/ K2Cos
1,2-Dibromoetano
_ 82°C - 4h
Azida de $o’dio
Acetona-Agua o“ o O/\/Br
CuSO0, R
= + Ascorbato de sodio = /4<N
= .
0”0 o >N DMF 0”0 0" >""N
23 80 °C - 20 min

Figura 1.7: Esquema da sintese dos compostos cumarina-triazol

O projeto dessa dissertacao inicialmente visava a avaliagdo da toxicidade destas
cumarinas selecionadas, incluindo estudos in vivo utilizando o modelo alternativo
Caenorhabditis elegans. Quando as atividades laboratoriais presenciais foram suspensas
devido a pandemia do covid-19, redirecionamos os planos e foi feita uma revisdo sobre
0 uso de modelos in vivo alternativos durante o periodo de atividades remotas. Com a
volta das atividades presenciais para estudos in vitro apenas em janeiro de 2022, com 0
auxilio da prof.2 dr.2 Solange Cristina Garcia e seu laboratdério foram realizados os testes
in vitro e, devido a falta de tempo, os testes in vivo foram cancelados. Assim, a
dissertacdo se apresenta como um encarte de artigos com dois capitulos, o primeiro
sendo uma revisao sobre o uso de modelos alternativos in vivo na quimica medicinal,
com destaque para o C. elegans, e 0 segundo sobre 0s ensaios in vitro realizados. Cada

um estad com numeracgfes proprias dos compostos, figuras, tabelas e referéncias, e

18



formatados nas normas da revista a qual cada um foi submetido. Apos, encontram-se a

discusséo geral seguida das conclusfes gerais e referéncias.

R0 A o
mw@ S

18

Figura 1.6: Hibridos cumarina-triazol avaliados neste trabalho LaSOM 180 16, LaSOM 185
17, LaSOM 186 18 e LaSOM 190 19, e seu precursor LaSOM 77 15.

2. OBJETIVOS

e Realizar uma revisao bibliogréfica sobre o uso de métodos alternativos ao
uso de mamiferos em quimica medicinal, destacando os trabalhos com
Caenorhabditis elegans;

e Avaliar a atividade antitumoral in vitro de quatro hibridos 4-
metilcumarina/l,2,3-triazol em diferentes linhagens tumorais e em uma
linhagem sadia e calcular o indice de seletividade dos compostos;

e A patrtir de testes in vitro, investigar o mecanismo de acdo dos compostos:
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, potencial de membrana

mitocondrial, dano ao DNA e apoptose/necrose.
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3. CAPITULO 1

The role of alternative toxicological trials in drug discovery programs. The case of
Caenorhabditis elegans and other methods.

Manuscrito publicado na revista Current Medicinal Chemistry

Doi: 10.2174/0929867329666220329190825




O Capitulo 1 é constituido por artigo cientifico publicado, conforme referéncia abaixo,
gue no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido entre as
paginas 22 — 40.

Goethel G*, Augsten LV*, das Neves GM, Gongalves IL, de Souza JPS, Garcia SC,
Eifler-Lima VL. The Role of Alternative Toxicological Trials in Drug Discovery
Programs. The Case of Caenorhabditis elegans and Other Methods. Current Medicinal
Chemistry 2022, v. 29(32): 5270-5288. Doi: 10.2174/0929867329666220329190825.
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5. DISCUSSAO

Com a redacao da reviséo foi possivel observar que existem modelos alternativos
in vivo que tém sido usados na quimica medicinal para a obtencdo de melhores
informacdes nas etapas iniciais da descoberta de novos farmacos, como o zebrafish, a
Drosophila melanogaster, Galleria mellonella, Artemia salina, planarias e o
Caenorhabditis elegans.

Foi possivel observar também que todo modelo in vivo alternativo possui suas
vantagens, como mencionamos na nossa revisdo, nenhum consegue ser o melhor em
tudo, cada grupo de pesquisa, deveria verificar qual € o mais adequado para seu trabalho
e qual deles vai responder melhor ao objetivo desejado. Alguns modelos possuem
implementagfes mais restritas, mas com vantagens consideraveis, como G. mellonella
para testes de infecgcéo, sobrevivendo em temperaturas de 37 °C permitindo a infec¢des
se desenvolverem em um ambiente mais similar ao corpo humano; e planarias com sua
capacidade regenerativa dando oportunidades Unicas para estudos de desenvolvimento
e comportamentais, ambos necessitando de investimento minimo para implementar.

Ha alguns modelos com uma variedade de testes disponiveis mais ampla, como o
zebrafish, C. elegans e D. melanogaster, com o primeiro necessitando de mais
investimento em infraestrutura e manutencdo enquanto os dois Ultimos sao mais faceis
de implementar; e alguns testes com as moscas necessitando de manipulagéo individual
delas, demandando mais trabalho. Esses trés modelos também sdo os com o maior
namero de publicacbes nos ultimos anos, com o zebrafish e C. elegans tomando a
lideranca.

Apesar da heterogeneidade de estudos dificultar a comparacéo entre os modelos
e seus usos, podemos notar que D. melanogaster € um modelo popular com muitos anos
de uso, mas publicagcbes implementando-a parecem ter chegado num plat6,
provavelmente pelo surgimento de outros modelos alternativos mais faceis de manipular.
D. rerio também esta muito popular nos ultimos anos, mas a necessidade de instalar e
manter um aquario € uma limitacao real para sua ampla implementacéo, ja que nem todo
laboratorio tera a infraestrutura e/ou o pessoal para manté-lo apropriadamente.

Com o objetivo de encontrar novos hits seletivos e seguros, nosso grupo de
pesquisa tem usado o modelo C. elegans como screening toxicoldgico in vivo, juntamente
com screening in vitro, para avaliar nossos compostos. A toxicidade de 4 dentre 42 4-

metil-aminocumarinas com atividade in vitro anti-Trypanosoma cruzi foi avaliada em C.



elegans (SOARES et al., 2019). Nesse estudo dois compostos (LaSOM 231 6 e LaSOM
266 7) demonstraram potencias proximas a do Nifurtimox, um farmaco de referéncia
contra a doenca de Chagas. Com valores de LDso de 61,7 mM e 73,4 mM,
respectivamente, ambos 0s compostos mostraram menor toxicidade ao C. elegans que
o nifurtimox (LDso= 19,5 mM), ambos em letalidade e desenvolvimento dos nematoides.

Nos testes in vitro foi demonstrada uma atividade antitumoral potente dos
compostos testados dentre 6 das linhagens celulares testadas, especialmente contra a
linhagem de cancer de mama MCF7, onde todos os hibridos possuiram ICso entre 2,66 e
10,08 uM, menores que o do farmaco de referéncia cisplatina (45,33 uM). O Lasom 180
e 185 foram os unicos testados na linhagem de macréfagos murina RAW, e possuiram
atividade potente com ICso de 5,08 e 8,37 uM, respectivamente. LaSOM 186 teve ICso
menor que 100 uM em 5 das 6 linhagens celulares cancerigenas em que foi testado. O
LaSOM 185 também possuiu atividade potente na linhagem de cancer de figado HepG2
(ICs0= 88,29 uM), e 0 LaSOM 190 na linhagem de macrofago de sarcoma de camundongo
J77A1 (33,04 uM). A seletividade para linhagem de cancer de mama MCF7 do LaSOM
180, 185, 186 e 190 foram maiores que a do precursor himecromona e do farmaco de
referéncia cisplatina, demonstrando que o anel triazol aumentou a citotoxicidade nas
células de cancer de mama mais do que nas células sadias, demonstrando que estas
moléculas tém potencial como farmacos antitumorais. O LaSOM 185 ndo demonstrou
diminuicdo significativa na mortalidade da linhagem celular de fibroblastos sadios 3T3 a
40 uM, a maior concentracdo testada.

Na predicdo farmacocinética através do programa SwissADME o0s compostos
foram classificados de moderadamente a sollveis em agua, ndo vapresentaram
nenhuma violacdo das regras de Lipinski, e teriam alta absor¢éo gastrointestinal. Apenas
a himecromona e o LaSOM 190 permeariam a barreira hemato-encefalica, demonstrando
gue os outros nado teriam efeitos colaterais relacionados ao sistema nervoso central.

A himecromona, LaSOM 180 e 185 demonstraram atividade antioxidante nas
células sadias 3T3, enquanto que LaSOM 186 e 190 ndo mostraram diferenca
significativa em comparacgao ao controle.

O LaSOM 185, 186 e 190 mostraram capacidade de diminuir o potencial da
membrana mitocondrial, com o LaSOM 186 e 190 alcancando atividade similar ao
controle positivo CCCP. Isso pode indicar que ter um anel conectado ao triazol aumenta
a capacidade da molécula danificar a membrana mitocondrial, ja que o LaSOM 180, o
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anico sem essa atividade, possui apenas uma hidroxila nessa posicdo. Este efeito e o
ICso das moléculas nas linhagens celulares MCF7 e 3T3 parecem inversamente
proporcionais a producdo de EROs, entdo a citotoxicidade dessas moléculas pode ser
parcialmente devido ao dano oxidante nas membranas mitocondriais, mesmo se elas em
si ndo aumentaram 0s niveis das espécies reativas, e atividade antioxidante diminui a
citotoxicidade. Apenas o LaSOM 185 demonstrou ambas atividades antioxidante e de
interrupgéo de potencial de membrana mitocondrial.

Nenhum dos tratamentos causou genotoxicidade significativa em linhagem celular
de fibroblastos saudaveis 3T3 avaliados pelo ensaio cometa alcalino e pelo LMW. Isso
exclui mecanismos que envolvem dano ao DNA, como antimetabdlitos, intercalantes, ou
inibidores de enzimas de reparo. Esse efeito citotoxico apesar da falta de dano ao DNA
pode levar a efeitos sinérgicos entre estes compostos e outros farmacos que atuem por
esse mecanismo, especialmente para os compostos LaSOM 185, 186 e 190 que tiveram
a predicao de inibicdo da enzima CYP3A4, que metaboliza farmacos antitumorais.

Essa atividade de cumarinas contra cancer de mama coincide com a literatura
prévia (BHATIA; RAWAL, 2019; SONG; HUO; GUO, 2021; SONG et al., 2020).
Mecanismos sugeridos para a atividade antitumoral de cumarinas incluem a inibicdo de
anidrase carbonica IX, receptor de fator de crescimento epidermal (EGFR), P-
glicoproteina, e receptor de fator de crescimento endotelial vascular 2 (VEGFR-2).

A inibicdo de LSD1 é outro mecanismo proposto para a atividade antitumoral de
hibridos cumarina-triazol. Essa enzima desmetila Lys4 e Lys8 mono- e dimetiladas da
histona H3, e poderia desmetilar a DNA transferase 1 e fator de transcripcdo E2F 1,
regulando suas func¢des. Um estudo encontrou a inibicdo de LSD1 de hibridos cumarina-
triazol-ditiocarbamato 9 usando o método de inducao de LSD1 recombinante em E. coli,
um método baseado em fluorescéncia, e western blotting de linhagem celular de cancer
gastrico histona MFC-803 (YE et al., 2014).

Um mecanismo importante de cumarinas para a inducéo de apoptose é através da
inibicdo de anidrase carbodnica IX (CAIX). Essa enzima possui pelo menos 16 subtipos
presentes no citoplasma e como proteases transmembrana. Entre elas a CA 1X e XIl sdo
superexpressas em células tumorais e regulam o pH intracelular. Cumarinas que
demonstraram a inibicdo dessas enzimas incluem derivados substituidos 2-aril 24,
hibridos dihidroartemisina-cumarina 25, e 2-tioxocumarinas 26 (WU et al., 2020). Temiz
et al (TEMIZ et al., 2021) testaram o efeito da inibicdo de CAIX na linhagem celular de
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cancer cervical HelLa utilizando uma sulfonamidacom atividade de inibicdo conhecida
desta enzima, e encontraram uma mudanca na morfologia das células, aumento de
apoptose, pH intracelular drasticamente alterado, niveis de EROs e potencial de
membrana mitocondrial diminuido. Resultados similares foram encontrados neste
trabalho, entdo é possivel inferir que estes hibridos cumarina-triazol atuem através da
inibicdo da CAIX. Embora ndo tenhamos avaliado na linhagem celular HeL, Mishra et al
(MISHRA et al., 2021) observaram efeitos similares da inibicdo de CAIX in vitro em
linhagem celular de cancer de mama e in vivo em camundongos usando o inibidor de
CAIX BSM-0004.

- R
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Figura 5.1: Cumarinas inibidoras da CAIX: 2-arilcumarinas 24, hibridos
dihidroartemisina-cumarina 25, e 2-tioxocumarinas 26
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6. CONCLUSOES

e Foi possivel fazer uma revisdo sobre o uso nas duas ultimas décadas do uso de
modelos alternativos in vivo na quimica medicinal e observamos que tem havido
um aumento no uso de modelos como Danio rerio, Artemia, salina, Galleria
mellonella, Drosophila melanogaster, planarians, organ/body-on-a-chip, e
Caenorhabditis elegans. Destacamos o modelo C. elegans pelo fato de ter sua
sequencia genética totalmente elucidada e um banco de cepas disponivel, além
de outras vantagens, como a facilidade de manipulacdo e manutencao, baixo
custo de implementacao, e sua confiabilidade. Ele também tem a capacidade de
medir alguns efeitos farmacolégicos como atividade antioxidante, antimicrobiana
ou mesmo antitumoral,

e Foi possivel detectar quatro novos hits, hibridos cumarina-triazol, ativos em 6
linhagens celulares tumorais, A549 (cancer de pulméo), HepG2 (cancer de figado),
J774A1 (macréfago de sarcoma de camundongo), MCF7 (cancer de mama),
OVACAR (cancer de ovario), RAW (macrofago de leucemia de rato);

e Estes compostos demonstraram melhor seletividade que o farmaco de referéncia
cisplatina para a linhagem de cancer de mama MCF7,

e O composto mais ativo foi o LaSOM 186, com ICso abaixo de 100 uM em 5 das
linhagens mencionadas (A549, HepG2, J774A1, MCF7 e OVACAR), mas também
demonstrou um ICsp de 0,62 uM na linhagem de fibroblastos sadios 3T3. O LaSOM
185 demonstrou atividade potente contra as linhagens HepG2, MCF7 e RAW, e
baixissima toxicidade na linhagem sadia. Estes dois compostos mostraram
potencial para prosseguir para estudos posteriores como ensaios in Vivo;

e LaSOM 180 e 185 diminuiram a producao de EROs e ERNs, mostrando atividade
antioxidante potente na linhagem celular 3T3;

e LaSOM 185, 186 e 190 diminuiram o potencial de membrana mitocondrial,
demonstrando um mecanismo através de dano mitocondrial;

¢ Nenhum tratamento demonstrou genotoxicidade em células sadias 3T3 no ensaio
cometa alcalino;

e Todos os compostos demonstraram caracteristicas farmacocinéticas favoraveis na

predicéo in silico SwissADME.
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