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RESUMO

O cancer é uma doenca que vém sendo a segunda maior causa de mortes no mundo.
Sao diversos tipos de cancer, tais como, mama, prostata, pele, dentre outros. O cancer
de pele por melanoma apresenta 132.000 casos mundialmente, o que torna
necessario a busca para cura, através de medicamentos para combater e meios de
prevencdo. O tratamento mais indicado para o melanoma € cirlrgico e invasivo
seguido de gquimioterapia e outros medicamentos. No entanto, ha uma constante
busca para novos tratamentos, mas a maioria deles apresentam alta toxicidade e
efeitos colaterais. Portanto, novas substancias estao sendo investigados com o intuito
de buscar um medicamento para o tratamento do melanoma com baixa toxidade e
efeitos colaterais. Com base nisso, a presente pesquisa visa testar a atividade
antitumoral in vitro do composto que contém um complexo de Zn*2 com o farmaco
antiepilético acido valproico e a acdo dos compostos de coordenagcdo também com
complexo de Zn*2 com os farmacos anti-inflamatorios ndo esteriodais diclofenaco e
ibuprofeno, PRS22 — Zn (Diclofenaco)2Nic e PRS40 Zn(lbuprofeno)2(Nic)2. Nossos
dados demonstraram que o0s compostos PRS22 e PRS40 apresentaram maior
citotoxidade em relacao ao diclofenaco e Ibuprofeno. Os compostos PRS01 e PRS17
nao apresentaram citotoxicidade no ensaio de viabilidade usando MTT, mas tem um
efeito de morte quando testado pelo ensaio de apoptose. Estes resultados indicam a

importancia da modificacdo das moléculas com complexos de Zinco.

Palavras-Chave: Melanoma, Farmacos, complexo de Zn*2



ABSTRACT

Cancer is a disease that has been the biggest cause of death in the world. There are
several types of cancer such as, breast, prostate, skin, among others. Melanoma skin
cancer presents 132.000 cases worldwide, which makes it necessary to search for
cures, drugs to fight against, and means of prevention. The most indicated treatment
for melanoma is surgical and invasive followed by chemotherapy and medications.
However, there is a constant search for new treatments, but most of them present high
toxicity and side effects. Therefore, new drugs are being investigated in order to find a
drug for the treatment of melanoma with syntheses of low toxicity and side effects.
Based on this, the present research aims to test the antitumor activity of the compound
containing a Zn*2 complex with the antiepileptic drug volproic acid and the action of the
Zn*2 complex with the non-steriods diclofenac anti-inflammatory drugs and ibuprofen,
PRS22-Zn (Diclofenac) 2Nic and PRS40 Zn (Ipuprofen) 2 (Nic) 2. The data
demonstrate that the compounds PRS22 and PRS40 present greater cytotoxicity in
relation to diclofenac and Ibuprofen. Compounds PRS01 and PRS17 did not show
cytotoxicity in the MTT assay, but had a death effect when assayed by the apoptosis
assay. These results indicate the importance of modifying the molecules with Zinc

complexes.

Keywords: Melanoma, Drugs, Zn*2 complex
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1 INTRODUCAO

A organizacdo Mundial da Saude (OMS) divulgou que ocorrerdo mais de 21
milhdes de novos casos de cancer até 2030. Bem definido como um problema de
saude publica, o cancer é apontado como a maior causa de mortes no mundo,
principalmente em paises em desenvolvimento (OMS, 2017).

Dentre os diversos tipos de cancer esta o de pele, e, a OMS informa que séo
132.000 casos de canceres de pele por melanoma que ocorrem globalmente a cada
ano. Estima-se que o melanoma esté relacionado a exposicdo solar e h4 um historico
de queimadura solar. Contudo, esta forma de tumor tem sua prevaléncia em pessoas
de pele clara, principalmente as que possuem sardas e olhos claros, confirmando os
dados acima, ou seja, individuos que tem uma tendéncia a queimaduras solares
(Organizacao Mundial da Saude, 2017).

O diagndstico do melanoma é feito por médicos dermatologistas, através de
exames dermatologicos, onde sdo avaliados todos os sinais e pintas que parecam
anormais, com base nos seguintes critérios: cor, forma e textura. O método mais
usual para verificar a existéncia de tais tumores € a dermatoscopia, procedimento que
utiliza um aparelho que amplia as lesdes e deve ser realizado no consultério do médico
(GRUPO BRASILEIRO DE MELANOMA, 2017).

Para pacientes com alto risco de desenvolver cancer de pele, é feito também o
mapeamento corporal total e dermatoscopia digital, um dermatoscopio acoplado numa
maquina fotografica digital. Porém, o exame mais recente da dermatologia envolve a
tecnologia de imagem, recurso que possibilita avaliar a camadas iniciais da pele em
busca de células que sugiram o diagnostico de céancer. A biopsia, que ocorre por
remocao cirargica, também é realizada quando h&d uma suspeita de cancer de pele
(GRUPO BRASILEIRO DE MELANOMA, 2017).

No entanto, para o tratamento do melanoma o mais indicado ainda € o cirargico,
seguido de radioterapia e a quimioterapia, procedimentos que dependem do estagio
em que o cancer se encontra. Nos casos de metastase, o0 melanoma ¢é incuravel na
maioria dos casos (BRASIL, 2017).

Novos tratamentos ja foram aprovados para 0 melanoma e outros encontram-
se em fase de desenvolvimento. Dentre os farmacos, estdo aqueles que agem por
mecanismos diferentes, como 0s anticorpos monoclonais Ipilimumab e Nivolumab

totalmente humanizados. No més de fevereiro de 2019 a Anvisa aprovou 0 uso do
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pembrolizumabe o mais novo anticorpo monoclonal anti PD-1(Manual de oncologia
clinica do Brasil). Além disso, existem os farmacos vermurafenid e dabrafenid,
terapias que tém como alvo o gene mutante do melanoma BRAF e sédo indicadas para
o melanoma avancado. Binimetinib (em desenvolvimento) € um alésterico seletivo.
Trametinid € um farmaco administrado de uso oral, Selumetinib (em desenvolvimento)
estudos mostraram que € um farmaco sem futuro promissor na monoterapia. Apesar
dos novos tratamentos existentes, estes ainda apresentam problemas de toxicidade
muito elevada, e existem algumas diferencas entre pacientes que fazem com que o0s
farmacos funcionem somente para grupos especificos (VOLPE, et al, 2017).

Logo, faz-se necessario o estudo de novos farmacos para o tratamento do
melanoma. O desenvolvimento de compostos de coordenacdo com metais de
transicdo € uma abordagem recente para o desenvolvimento de moléculas bioativas
candidatas a farmacos com acao antitumoral. Deste modo, o presente trabalho visa
testar a atividade antitumoral do composto que contém um complexo de Zn*2 com o
farmaco antiepilético acido valproico. O complexo de zinco é constituido por dois
volproatos, um N doador e uma molécula de agua de hidratacéo para centro do metal,
seus complexos possuem menor toxicidade como demonstrado por Santos et al
(2015). Além disso, o trabalho tem como obijetivo investigar a agdo dos compostos de
coordenacao também com complexo de Zn*2 com os farmacos anti-inflamatorios nédo
esteriodais diclofenaco e ibuprofeno, PRS22 - Zn (Diclofenaco)2 Nic e PRS40 - Zn
(Ipuprofeno)2 (Nic)2. O intuito do trabalho é verificar a agdo desses compostos como
estudo de novos farmacos, contribuindo assim, para o desenvolvimento de novos

medicamentos com baixa toxicidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral da presente pesquisa é investigar a atividade antitumoral de

compostos de coordenacado com metais de transicdo em modelo de melanoma in vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a. Avaliar a atividade antitumoral das moléculas PRS01, PRS17, PRS22 e PRS40
por meio da andlise da viabilidade celular pelo ensaio de MTT.

b. Avaliar se os compostos sédo capazes de induzir morte celular utilizando ensaio

de marcacdo com anexina iodeto por citometria de fluxo.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 PELE

A pele foi descrita por Virchow, ha mais de 150 anos, como um envoltorio do
corpo que possui a funcéo de revestir e proteger 6rgdos mais complexos, porém, 0s
altimos estudos tém demonstrado que a pele também é um 6rgdo complexo e com
sofisticada funcionalidade. As interagcdes moleculares e celulares sdo complexas,
ocorrendo renovacdo e reparo a todo momento. A pele é um tecido altamente
dindmico e apresenta a capacidade de responder a variagdes do ambiente externo e
interno, permitindo expressar atraves de alteracfes cutaneas muitas manifestacoes
do organismo (BARBOSA, 2011).

Diferentes tecidos constituem a pele, sdo reunidos para a realizacéo de funcdes
especificas. A pele corresponde a cerca de 15% do peso corpéreo do ser humano,
revestindo e delimitando o organismo, protegendo e interagindo com o ambiente
externo. A sua principal funcéo é a conservacdo da homeostasia, através da protecéo
contra desidratacdo, atritos e raios UV, percepcdo sensorial, termo regulacdo do
corpo, excrecao, imunidade e também formacéo de vitamina D3 (ARAUJO, 2010).

Considerada com um dos maiores 6rgados do corpo, a pele apresenta uma
superficie que varia entre 1,50 m? e 1,80 m? para uma pessoa adulta. As trés principais
camadas da pele sdo: a epiderme, a derme e a hipoderme, conforme apresentado na
Figura 1 (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Epiderme —|

Derme

Hipoderme —

Fonte: Araujo (2010).
Figura 1 - Principais camadas e estruturas da pele

3.1.1 Epiderme
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A epiderme é a camada mais superficial da pele, é constituida pela primeira
barreira de protecdo contra agentes externos. A espessura da epiderme classifica a
pele em fina ou espessa. Sua espessura varia de 0,07 a 0,12 mm na maior parte do
corpo, na palma da m&o pode chegar a 0,8 mm e na planta do pé a 1,4 mm. E
constituida por células epiteliais (queratindcitos), que sdo dispostos de maneira
semelhante a uma parede de tijolos, e também existem os melandcitos, que estédo
localizados nas camadas inferiores e produzem a melanina, pigmento que determina
a cor da pele (FRANQUILINO, 2014).

A barreira formada pela epiderme € responséavel por proteger a pele de
substancias quimicas, microrganismos, traumatismos fisicos e ressecamento por
perda transepidérmica de agua. A medida que os queratécitos se movem na camada
de células basais para o estrato corneo a barreira é criada, e sdo produzidos e
renovados por células-tronco existentes na camada basal (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008).

A renovacdo da epiderme é necessaria ao longo de sua vida para a
manutencdo da homeostase e para reparar danos apos ferimentos. A capacidade de
regeneracao do epitélio e sua homeostase dependem do balango entre a proliferacéo
e diferenciacdo do tipo principal de células, que sdo substituidas a cada 28 dias,
aproximadamente, e levam 14 dias para atingir o estrato cérneo e mais 14 dias para
descamar (ARAUJO, 2010).

3.1.2 Derme

A derme esta localizada logo abaixo da epiderme, e tem como objetivo conferir
resisténcia e elasticidade a pele, permitindo uma base firme para sua sustentagéo.
Possui organizagcdo complexa, apresentando um tecido conjuntivo com grande
guantidade de vasos, glandulas sebaceas e sudoriparas, foliculos pilosos e
corpusculos tacteis. O fluxo sanguineo é controlado através dos plexos vasculares
que estdo presentes na derme, que é realizado por estimulos provocados pelo
hipotalamo e pelas fibras nervosas simpaticas, que além da nutricdo realizam o
mecanismo de termo regulacdo (ARAUJO, 2010).

Duas camadas compdes a derme: a camada papilar e a camada reticular. A

camada papilar é formada por tecido conjuntivo frouxo que fica em contato com a
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epiderme, e a camada reticular € formada por tecido conjuntivo denso ndo modelado,
principalmente as fibras de colageno. Os vasos sanguineos e linfaticos que
vascularizam a epiderme estdo localizados na derme, além dos nervos e 0rgaos
sensoriais, como 0s sensores de estimulos vibracionais e tateis, de pressao,
mecanicos, dolorosos e térmicos de frio (FRANQUILINO, 2014).

Diferentes tipos de células comp&em a derme, como os fibroblastos e fibrécitos,
células imunoldgicas, eosindfilos, mastécitos e leucdcitos sanguineos, linfocitos e
monacitos. Os fibroblastos sédo células fusiformes que sdo as principais responsaveis
pelo processo de cicatrizacdo, pois sdo capazes de sintetizar fibras colagenas,
elastina, fibronectina, proteases e glicosaminoglicanas. Além disso, também sé&o
responsaveis pelo debridamento e remodelamento fisiolégico da célula (ARAUJO,
2010).

Os fibrécitos em condicdes fisiolégicas ou patolégicas sdo encontrados em
varios tecidos e sao importantes para o processo de cicatrizacdo, de remodelagem da
pele e nos processos inflamatoérios, através da producéo de fatores de crescimento.
Derivadas de precursores da medula 6ssea, os fibrocitos favorecem a presenca de
miofibroblastos no tecido cicatricial (ARAUJO, 2010).

3.1.3 Hipoderme

A hipoderme é a camada subcutanea adiposa localizada abaixo da derme, ndo
faz parte da derme, porém possue a mesma origem embrionaria. E um deposito de
gordura e de reserva e a funcdo principal da hipoderme é isolar a pele, sendo
responsavel por unir a pele com os 6érgaos adjacentes do corpo, protegendo contra
lesBes causadas por pressao ou estiramento sofridos (ARAUJO, 2010).

A derme e a hipoderme sé&o ligadas por fibras de elastina e colageno. A
espessura da hipoderme varia de acordo com a regido do corpo e também o sexo do
individuo. Os principais tecidos que compde a hipoderme s&o o adiposo e o conjuntivo
frouxo vascularizado. As principais células sdo os adipécitos, que produzem e
acumulam gordura (FRANQUILINO, 2014).
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3.2 CANCER DE PELE

As neoplasias malignas de pele, popularmente chamadas de cancer de pele,
sdo consideradas como uma das doencas mais comuns no mundo, sendo mais
incidente em pessoas com mais de 40 anos, de pele clara e sensivel a acdo dos raios
solares. A incidéncia do cancer de pele é relativamente rara em negros e criangas,
exceto em pessoas portadoras de doencas cutaneas prévias (INCA, 2011).

Existem 3 tipos de cancer de pele: o carcinoma basocelular, o carcinoma
espinocelular e 0o melanoma cutaneo. O carcinoma basocelular é o tipo mais frequente
e agressivo e surge como um pequeno nodulo rosado que lentamente cresce por
meses ou até por anos, apos este ndédulo se torna uma ferida. O carcinoma
espinocelular é o segundo cancer de pele mais frequente e se desenvolve mais
rapidamente como uma pequena ferida ou uma crosta. Os carcinomas basocelular e
espinocelular sdo também conhecidos como cancer de pele ndo melanoma e sao mais
encontrados em areas constantemente expostas ao sol, como a face e os bragos
(SILVA et al., 2016).

O ndo melanoma representa cerca de 90% de todos os tipos de cancer de pele,
sua incidéncia tem aumentado principalmente na populagéo mais jovem. A prevencéao,
e o diagnéstico inicial e o tratamento séo fatores importantes para a salde publica e
causa sérios impactos nas politicas governamentais (ZINK, 2014).

A pele é heterogénea e o cancer de pele ndo melanoma pode apresentar
tumores de varias linhagens diferentes, sendo os mais frequentes o carcinoma
basocelular, que é responsavel por 70% dos diagnésticos e o carcinoma das células
escamosas ou carcinoma epidermoide representa 25% dos casos. Embora seja o
menos agressivo, 0 carcinoma basocelular é o tipo mais incidente (INCA, 2011).

O estadiamento do melanoma € um fator de muita importancia para a
orientacao clinica do paciente, sendo um sistema de classificacdo que considera os
fatores progndsticos. O estadiamento € regido por normas internacionais contidas no
livro TNM — Classification of Malignant Tumors, que visa a analise da extenséo
anatdbmica da doenca, conforme a Tabela 1. A avaliacdo € realizada a partir dos
componentes: “T” — extensdo do tumor primario, “N” — auséncia ou presenca e a
extensdao de metastase em linfonodos regionais e “M” — auséncia ou presenca de
metastase a distancia (VICENTE, 2016).

Tabela 1 — Estadiamento do melanoma cutéaneo.
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Tumor Primario (T)

Tis Melanoma in situ (Clark nivel 1) (hiperplasia melanocitica atipica, displasia melanocitica
importante, lesdo maligna nao invasiva)
T1 = 1,0 mm a. sem ulceracdo e mitoses < 1/mm®
b. com ulceracdo ou mitoses = 1/mm”

T2 = 1-2,0 mm a. semn ulceragdo
b. com ulceragao
T3 =2—-40mm a. semn ulceragdo
b. com ulceragao
T4 =4.0mm a. semn ulceragdo
b. com ulceragao
Linfonodos Regionais {N)
MO Auséncia de metastases em linfonodo regional
M1 . metastase microscopica 'em apenas um linfonodo

g
b. metastase macrocdpica® em apenas um linfonodo

M2 a. metastase microscopica’ em dois ou trés linfonodos regionais
b. metastase mal::mctﬂpit:gz em dois ou trés linfonodos regionais
. satélite ou em transito sem metdstase linfonodal regional
M3 Metastase em quatro ou mais linfonodos regionais, ou linfonodos coalescentes, ou

satélite{symetastase(s) em transito com metastase(s) em linfonodo(s) regional

Metastases Distincia (M)

MO Sem metastases distantes

M1a Metastases distantes na pele, subcutineo ou linfonodos nio regionais e nivel sérico de
desidrogenase lactica (LDH) normal

M1b Metastases no pulmio e nivel de desidrogenase |actica (LDH) normal

M1c Metastases em outros locais, ou qualguer local com aumento do nivel sérico de

desidrogenase lactica (LDH)

1 Metastases microscopicas sdo diagnosticadas apds bidpsia de linfonodo sentinela.

2 Metastases macroscépicas sdo definidas como metastases linfonodais clinicamente detectadas e
confirmadas patologicamente.

* Satélites sdo ninhos tumorais ou nédulos (micro ou macroscopicos) até 5 cm do tumor primario.

** Metastases em transito envolvem a pele ou tecido subcutadneo com distancia superior a 5 cm do
tumor primario mas nao além dos linfonodos regionais.

Fonte: Vicente (2016).

Os fatores de risco que contribuem para o desenvolvimento do cancer de pele
estdo relacionados com a génese de lesdes da pele, fatores genéticos, historia familiar
de céncer de pele e a radiacao ultravioleta (raios UV). Os raios UV facilitam mutagcdes
génicas e exercem efeito supressos no sistema cutaneo imune. Uma forma efetiva de
protecdo é a utilizagcdo de foto protetora, que tem sido amplamente discutida na
literatura e também recomentada para a prevencao de todos os tipos de neoplasias
da pele (CASTILHO et al., 2010).

A resseccao cirargica com margens oncologicas continua sendo o tratamento

padréo, além da classica cirurgia excisional e de outras opgdes cirargicas que incluem
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a curetagem e eletrodissecagdo, a criocirurgia, a cirurgia a laser e a cirurgia
micrografica de Mohs. A escolha do tratamento a ser utilizado deve levar em
consideracéo a correcdo do defeito com preservacdo da funcdo e também do bom
estado estético sempre que possivel. A quimioterapia, a radioterapia, a imunoterapia
e as medicacOes orais e topicas também devem ser consideradas no momento de
escolher a terapia mais adequada (SILVA et al., 2016).

A microscopia de superficie, também chamada de dermatoscopia, € um método
auxiliar clinico ndo invasivo in vivo, que € indicado principalmente para realizar o
diagnostico das lesbes pigmentadas cutdneas como benignas, altamente suspeitas
ou malignas. Este método também € utilizado para monitorar as les6es melaniciticas,
principalmente em pacientes de risco para o desenvolvimento de melanoma cutaneo
(COSTA, 2017).

3.3 MELANOMA

O melanoma cutaneo € um tipo de cancer de pele que tem origem nos
melandcitos, que sao as células produtoras de melanina, substancia que determina a
cor da pele. Apenas 4% das neoplasias malignas da pele sé&o representadas pelo
melanoma, sendo o tipo mais grave por apresentar alta possibilidade de metastase.
Se o tumor for detectado em estadios iniciais ou precocemente, o prognostico desse
tipo de cancer é positivo e melhora a sobrevivéncia dos pacientes com melanoma
(INCA, 2011).

Os melandcitos sdo responsaveis pela resposta da pele frente a exposicéo a
luz ultravioleta, que realiza a sintetizacao e a transferéncia dos granulos de melanina
empacotados na chamada unidade de pigmentacdo cutanea. O numero de
melandcitos e queratindcitos basais e suprabasais apresentam na pele a propor¢céao
de 1:35, aproximadamente. A quantidade de melandcitos presentes na epiderme
apresenta variacdo em fungéo da regido anatdbmica, sendo a cabeca e 0 antebraco as
regibes com maior densidade de células. A proliferacdo dos melandcitos é causado
por estimulos externos de radiacdo UV (SILVA, 2016).

A incidéncia global do melanoma cutaneo é de 132.000 casos por ano e estima-
se que no Brasil ha aproximadamente 5.670 casos por ano, sendo 2.670 casos em

mulheres e 3.000 em homens. O melanoma cutaneo pode levar a ébito e o Brasil
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apresenta 1.547 casos, sendo 644 Obitos de mulheres e 903 de homens, com
incidéncia de faixa etaria de 45 a 55 anos (SILVA, 2016).

Existem quatro tipos de melanomas: (a) melanoma de disseminacéao superficial
ou radial, (b) melanoma nodular, (c) melanoma maligno lentigo e (d) melanoma
lentiginoso acral. As metastases podem ocorrer por via linfatica e por via sanguinea.
Através da via linfatica as metastases ocorrem nas adjacéncias do tumor
(microssatelitose e lesbes-satélite) e nos ganglios regionais, ja através da via
sanguinea atingem com maior frequéncia a pele, os pulmdes, o figado e encéfalo
frequentemente (COSTA, 2017).

O melanoma de disseminacao superficial € o tipo mais comum de melanoma
cutaneo, que corresponde a aproximadamente 70% dos casos. O local mais frequente
de seu aparecimento € na regido posterior das pernas de mulheres e no dorso dos
homens. Esse tipo de melanoma € mais comumente encontrado nas areas de pele
que possuem maior exposicdo, particularmente em &areas de exposicdo solar
intermitente. Normalmente apresentam disseminacdo pagetdide proeminente e séao
compostos por células epitelidide (COSTA, 2008).

O segundo tipo de melanoma mais comum € o nodular, que representa de 15
a 30% dos casos e ocorre com mais frequéncia entre os 50 e 60 anos de idade,
principalmente em pessoas do sexo masculino. Este melanoma se apresenta como
uma lesdo papulosa ou nodular, elevada, de cor castanha, negra ou azulada,
frequentemente ocorrem ulceracdes e sangramentos. Existe a variante amelanética,
que apresenta superficie eritematosa e crescimento vertical com metastases precoces
(DIMATOS et al., 2009).

O melanoma maligno lentigo é o tipo que atinge a pele de idosos em regides
cronicamente expostas ao sol, principalmente o rosto. Histologicamente este tipo de
melanoma se caracteriza pela proliferacdo melanicitica linear e aninhado ao longo da
juncdo da derme com a epiderme, a atrofia epidérmica e elastose solar estédo
associadas a lesdo. Nos paises onde a populacdo é predominantemente branca, este
melanoma atinge de 4 a 15% dos casos (DIMATOS et al., 2009).

O lentiginoso acral € o tipo de melanoma cutédneo que apresenta caracteristicas
hispopatolégicas diferentes dos demais tipos e atinge as palmas das méos, as plantas
dos pés e regides subungueais. Este tipo de melanoma atinge pacientes idosos com
pico aos 70 anos de idade, sendo mais frequente em homens do que em mulheres.

Clinicamente na sua fase radial é caracterizado por acantose, alongamento das cristas
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epiteliais e proliferacdo de meladcitos atipicos com grandes prolongamentos
dendriticos ao longo da epiderme basal (DIMATOS et al., 2009).

Pessoas de pele clara, varias pintas atipicas ou historico familiar de melanoma
sdo consideradas como pertencentes a classe de alto risco da doenca, por isso,
devem ser acompanhadas em intervalos regulares. Geralmente a triagem do
melanoma inclui um exame cutaneo de todo o corpo, realizado por dermoscopia ou
outras técnicas de imagem, sendo util para a detecgéo precoce, incluindo a biépsia e
diagnéstico histopatologico em caso de lesdes suspeitas (SCHADENDORF et al.,
2018).

As células B16-F10 foram obtidas por Fidler (1973) selecionando as células
com maior capacidade de colonizar os pulmdes a partir de uma variante parental

menos metastatica.

3.4 TRATAMENTO

O diagnéstico do melanoma é realizado histopatologicamente e as decisfes
subsequentes de tratamento sdo baseadas na classificagdo do melanoma e também
do célculo de risco. A classificacdo €é realizada a partir da espessura do tumor, o
envolvimento de linfonodos e da metdstase. A maioria dos melanomas é
diagnosticada antes das metastases linfonodais. A espessura do tumor é o critério
mais crucial para avaliar o prognostico de tratamento e incluir as margens de
seguranca exigidas para a realizacdo da bidpsia. A ulceracdo também é um critério
relevante que deve ser incorporado ao prognéstico (SCHADENDOREF et al., 2018).

O tratamento definitivo do melanoma cuténeo € sua extensa excisao cirurgica
local, uma vez que o diagnostico histologico foi confirmado. Ocasionalmente, o
tratamento cirargico do tumor primario deve ser adaptado as suas peculiaridades
anatdmicas de alguns locais, do tamanho do tumor ou da situacao médica do paciente.
Desta forma, no caso de tumores invasivos ungueais, recomenda-se a amputacao
abaixo da articulacédo interfalangica distal. Em tumores subungueais uma cirurgia
conservadora deve ser considerada. A radioterapia ou outros tratamentos Ssao
reservados para 0S casos em que a cirurgia ndo pode ser realizada (pacientes
inoperaveis) ou aqueles em que a completa extirpacdo da lesdo é altamente
desfigurante, ou seja, grandes lentigos maligno da regifo facial (MARTINEZ et al.,
2017).
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A dacarbazina é uma alternativa para o tratamento do melanoma metastatico,
um analogo das purinas inibindo a sintese de DNA (acido desoxirribonucleico) e RNA
(acido ribonucleico). Os tratamentos direcionados e avangos na imunoterapia Sao
eficientes para melhorar a sobrevida e se tornaram uma parte do entendimento clinico
de rotina dos pacientes com melanoma e estdo sendo incorporados ao arsenal
terapéutico brasileiro (VICENTE, 2016).

O tratamento do melanoma mudou drasticamente nos ultimos anos devido ao
desenvolvimento de inibidores do checkpoint imunolégico e inibidores de proteina
quinase ativada por mitégeno (MAP), como os inibidores de BRAF, vemurafenibe e os
inibidores da MAP quinase, trametinibe e cobimetinibe. Estas drogas criam novas
oportunidades para prolongar sem progresséao a sobrevida global para pacientes com
a doenca melanoma (RUAN et al., 2018).

O PLX4032 (Vemurafenibe) € um inibidor capaz de parar o ciclo celular e
demonstra até 80% de taxa de resposta clinica em portadores de melanoma. Porém,
o uso de Vemurafenibe se associou ao crescimento de lesbes nos pacientes
portadores de um gene selvagem e com mutacdes. Varios pacientes desenvolveram
resisténcia apos a resposta inicial, sendo observada recidiva e/ou progressdo do
tumor (VICENTE, 2016).

O c-Kit é uma tirosina quinase do receptor transmembrana do tipo Ill, que causa
a autofosforilacéo e ativacdo de varias vias de sinalizacao, inibindo o crescimento, a
proliferacdo e a metastase das células cancerigenas. As vias ativadas incluem
proteina quinase ativada por mitégeno fosfatidilinositol. Mutac6es em c-Kit sao
relatadas em 39% das mucosas, 36% do acral e 28% de melanomas crbnicos
danificados pelo sol (MISHRA et al., 2018).

E preciso realizar a selecdo adequada de subconjuntos de pacientes que
podem se beneficiar de inibidores de checkpoint ou inibidores MAP. A aplicacao
dessas novas drogas representa um grande desafio, sendo necessaria a realizacédo
de pesquisas sobre os potenciais efeitos colaterais e também levantar questdes sobre

sua relagéo custo beneficio para a préatica clinica diaria (RUAN et al., 2018).

3.5 FARMACOS ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDAIS

No século 19, Rudolf Virchow foi um dos primeiros pesquisadores a propor gue a

inflamacédo € um componente importante para a progressado tumoral, pois muitos
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casos de cancer tém origem a partir de locais de infecgdo, irritagdo crdnica ou
inflamacédo. A permanéncia de inflamacdo cronica pode acarretar problemas na
capacidade funcional dos tecidos, prejudicando o processo de cura e a formacao de
tecido fibroso cicatricial da pele (ALBERTI et al., 2013).

Uma leséo tissular provoca como resposta o processo inflamatorio, pois envolve
fenbmenos bioquimicos e celulares complexos, que liberam substancias chamadas
prostaglandinas, tromboxanos e outros mediadores quimicos. Os anti-inflamatérios
nao esteroidais (AINEs) atuam principalmente pela inibicdo da sintese de
prostaglandinas através da inibicdo da ciclooxigenase (COX), que é a enzima
responsavel pela producao da prostaglandina a partir de acido araquidénico. Ha duas
isozimas da COX, a ciclooxigenase-1 (COX-1) e a ciclooxigenase-2 (COX-2)
(BERNARDI; JACQUES-SILVA, 2002).

Estudos apontam que a COX-2 contribui fortemente para favorecer o potencial
tumorigénico da célula epitelial por elevar sua adesé@o a matriz extracelular, fazendo
com que se torne resistente a apoptose, aumentando a viabilidade de desenvolver um
tumor, que foi reversivel com a associacado de inibidores de COX-2, ou seja, com a
administracdo de anti-inflamatérios ndo esteroides. Evidéncias comprovam a relacéo
entre a COX-2 com a regulacdo angiogénese relacionada com as células tumorais
neoplasticas. A Tabela 2 apresenta os antiinflamatérios ndo esteroidais inibidores da
COX-1 e da COX-2 (KUMMER; COELHO, 2002).

Os anti-inflamatérios nao esteroides séo conhecidos pela humanidade ha mais
de 100 anos e estao entre os farmacos mais comumente utilizados para tratamentos
médicos. Estes farmacos compdem um grupo heterogéneo de compostos, que
consiste de um ou mais anéis aromaticos ligados a um grupamento &cido funcional.
Atuam principalmente nos tecidos inflamados e se ligam a albumina plasmatica, sua
absorcdo € rapida e completa depois da administracdo oral, ndo atravessam
imediatamente a barreira hematoencefalica e sdo metabolizados principalmente pelo
figado. Todos os anti-inflamatérios ndo esteroidais sdo transformados em metabdlitos
inativos pelo e figado, e sdo excretados pela urina ou por excrecao biliar (MONTEIRO
et al., 2008).
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Droga IG50 COX-1

1C50 COX-2 1C50
(M) (HM) COX-2/COX-1

Inibidoras ndo Especificos da COX-2
Aspirina 1,67 278 166
Acido Mefenamico 0,15 0,28 1,87
Cetoprofenc 0,008 0,119 19,8
Cetorolaco 0,32 0,88 275
Diclofenaco Sddio 1,57 11 0,70
Fenoprofeno 273 4,03 1,47
Flurbiprofeno 0,59 346 5,90
Indometacina 0,028 1,68 60
Ibuprofeno 4 88 224 4,60
Mabumetona 278 187 0,67
Maproxeno 11 523 456
Oxaprozing 14,6 36,7 251
Piroxicam 0,0005 03 600
Tenoxicam 23.0 14,2 0,62
Tolmetino 1,23 7,09 5,76
Inibidores Especificos da COX-2
Celecoxibe 13 0,04 0,003
Cetorolaco 0,083 0,012 0,14
DFU 50.0 0,04 < 0,001
Etodalaco M0 34 0,10
L-F45337 369 15 0,004
Meloxicam 48 0,43 0,09
Mimesulide 82 0,52 0,06
MS-388 16.8 0,10 0,006
Rofecoxibe 263 0,34 0,01
SC-58125 8.7 027 0,007

Fonte: Carvalho et al. (2004).

Tabela 2 - Especificidade dos Anti-inflamatérios Nao-esteroidais

3.6 COMPOSTOS DE COORDENACAO

Ha evidéncias que muitos compostos organicos sdo comumente utilizados na
medicina e ndo apresentam atuacdo organica. Muitas moléculas organicas sao
capazes de serem ativadas ou biotransformadas através de ions metalicos. O

organismo possui varias reacdes que utilizam metaloproteinas como catalisadores,
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por isso, em tratamentos medicos a base de farmacos organicos, estes compostos
podem apresentar uma atividade relacionado a coordenacdo do ion metélico. Os
compostos de coordenacdo sdo amplamente atuantes na quimica medicinal para o
tratamento de cancer, inclusive o melanoma. Os compostos contendo metais de
transicao representam uma classe de quimioterapicos amplamente empregados nas
clinicas como agentes antitumorais e antivirais (ALMEIDA, 2009).

A utilizacdo de complexos metalicos com propriedades antitumorais comecou
a ser estudada a partir da descoberta da acdo antitumoral de cis-
diaminodicloroplatina(ll), cisplatina, no fim da década de 60 do século XX, por Barnet
Rosenberg. As pesquisas utilizando compostos de coordenagéo foram estimuladas a
partir da descoberta da atividade citotoxica de diversos outros complexos de platina e
outros metais, tais como géalio e cobre. O complexo diaminodicloroplatina(ll) foi
descrito pela primeira vez em 1844 por Reiset e, um ano mais tarde, Peyrone
descreveu um outro composto com a mesma formula molecular. Em 1893, Werner
propds que esses complexos fossem isémeros, sendo o de Reiset a forma trans e 0
de Peyrone o isdmero cis (VIEIRA, 2007).

Para a formacdo de um composto de coordenacao metalico, a molécula precisa
possuir sitios doadores de elétrons, pois 0os metais sao receptores de elétrons e atuam
como acidos de Lewis. Um bom exemplo séo as bases de Schiff, que possuem atomos
de nitrogénio que possuem elétrons livres capazes de formar uma ligacdo de
coordenacdo com o0s ions metdlicos. As propriedades biolégicas das moléculas
podem ser alteradas de acordo com a coordenacgdo, devido as mudancas na
densidade eletrbnica sobre os sitios de acao (PATEL et al., 2012).

Atualmente, seis complexos de coordenacdo derivados da platina sao
aprovados para uso clinico: a cisplatina, carboplatina, oxaliplatina, nedaplatina,
lobaplatina, e a heptaplatina. Embora esses complexos apresentem alta atividade
anticancer, a elevada nefrotoxicidade representa um impasse para a sua utilizacao,
apresentando efeitos colaterais como nausea, vomito, anorexia, ototoxicidade e
neurotoxicidade, além do desenvolvimento de resisténcia ao medicamento, sendo
necessario o desenvolvimento de novos complexos de coordenacdo para serem
utilizados no tratamento do cancer (ALMEIDA et al., 2014).

Os complexos de paladio chamam a atencdo como potenciais agentes
antitumorais, pois o composto Pd(ll)-metSO apresenta atividade anticancerigeno.

Tiosemecarbazonas estdo sendo utilizadas com ligantes de enxofre para sintetizar 0s
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complexos de Pd(ll) com o objetivo de serem utilizados como agentes anticancer.
Estes complexos sé@o ativados em uma série de linhagens de células cancerigenas
com valores de ICso similares ao da cisplatina. Dentre esses complexos se destacam
0 [(Pd(p-isoTSCN)(p-Cl)]2 e o [(Pd(p-isoTSCN4)] (ALMEIDA, 2014).

Um grande problema das drogas antitumorais atuais é que estas, em sua
maioria, sdo ciclo-celular especificas, de forma que s6 atuam em células em processo
de divisdo, entretanto, os tumores solidos, que representam cerca de 90% das
variedades de cancer incidentes nos homens, caracterizam-se por uma divisao celular
relativamente lenta, respondendo pouco aos agentes quimioterapicos, mesmo em
associagcdo com outras técnicas. Para estes casos, uma estratégia que tem se
mostrado bastante promissora envolve a preparacdo de complexos de metais inertes
em estados de oxidacdo mais elevados, que tornam-se ativos apenas apos reducéo,
como, por exemplo, compostos de Pt(1V), Ru(lll) E Zn(ll) (ALMEIDA, 2014).

Baseando-se nas premissas descritas acima, neste presente trabalho foram
testados os compostos inéditos de coordenacdo de Zn*2 com os farmacos anti-
inflamatoérios ndo esteriodais diclofenaco e ibuprofeno, PRS22 - Zn(Diclofenaco)zNic
e PRS40 Zn(Ipuprofeno)2(Nic)2 quanto a sua capacidade de antitumoral frente as
células de melanoma murino B16F10. A estrutura molecular destes compostos estao
demonstradas na Figura abaixo. Além disso, foram testados 0os compostos PRS01 Zn
(Valproato)2 Bipy e PRS17 Zn (Valproato). (Nic)2 ja descritos na literatura, que
constituem complexos de zinco € constituido por dois valproatos, um N doador e uma
molécula de agua de hidratacéo para centro do metal, seus complexos demostraram

menor toxicidade como demonstrado por Santos et al (2015).
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Figura 2: Estruturas quimicas dos compostos testados.
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4 MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa tem carater qualitativo e quantitativo, onde, investigou-se a
atividade antitumoral de compostos de coordenacdo com metais de transicdo para o
tratamento do melanoma por meio da preparagédo dos compostos de Zinco, linhagens
celulares e manutencéo do cultivo celular, viabilidade celular por ensaios de MTT e
ensaio de marcacao de anexina V-FITC/iodeto de propidio.

Esta dissertacédo faz parte de um projeto guarda-chuva, intitulado “Busca de
novas entidades quimicas candidatas a farmacos para o tratamento de cancer —
Modelagem molecular, sintese e determinacdo de atividade bioldgica, aprovado pelo
FAPERGS - Edital Nucleacéo de Grupos de Pesquisa (2016)”.

4.1 PREPARACAO DOS COMPOSTOS DE ZINCO

Os compostos utilizados neste estudo foram sintetizados pelo laboratério de
Produtos Naturais e Sintéticos coordenado pelo Dr. Sidnei Moura e Silva na
Universidade de Caxias do Sul. A metodologia de sintese esta previamente descrita
no artigo de Santos et al (2015).

Os ensaios biolégicos foram realizados utilizando compostos liofilizados, que
foram pesados e dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSQO) e posteriormente este
solvente foi usado como controle com concentracgédo final de 0,1% em cada pogo. As
solugbes estoque foram preparadas e em seguida foram homogeneizadas e
estocadas em freezer convencional durante um periodo de 15 horas. O farmaco
cisplatino com concentracdo de 50 uM foi utilizado como droga controle para os

ensaios de viabilidade.
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4.2 LINHAGEN CELULARE E MANUTENCAO DO CULTIVO CELULAR

Os ensaios com linhagens celulares e manutencédo do cultivo celular foram
realizados utilizando linhagem tumoral estabelecida, B16-F10 (Melanoma murino). A
linhagem foi mantida em temperatura de 37°C, concentracéo de 5% de CO2 em meio
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2 mM L-Gnl, 100 IU/mL de

penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina.

4.3 ENSAIOS DE MTT

O método colorimétrico do MTT foi utilizado para avaliar a viabilidade celular
apos o tratamento com os compostos de Zinco. Este método consiste na medida da
atividade de desidrogenasse mitocondrial, que é capaz de metabolizar o reagente 3-
(4,5-dimetiltiazol)2,5difefiltetrazélico (MTT) e transforma-lo em um composto insoluvel
e colorido, chamado de formazan.

Os ensaios MTT seguiram a metodologia descrita por Mosman (1983) que se
baseia em medir indiretamente a viabilidade celular pela atividade enzimatica
mitocondrial das células vivas. Para isso, 2x10* células das linhagens B16-F10 foram
plaqueadas em microplacas de 96 poc¢os na auséncia ou presenca dos compostos
PRS22 - Zn (Diclofenaco)z Nic, PRS40 Zn (Ibuprofeno): (Nic)2, PRS01 Zn (Valproato):
Bipy, PRS17 Zn (Valproato)2 (Nic)z2 (2,5 — 250 uM) ou cisplatina (50 uM). Em seguida
foram incubados em estufa a 37°C em atmosfera com concentracdo de 5% de COg,
durante 48 horas.

Finalizado o periodo de incubacéo, os pocos foram lavados com o objetivo de
realizar o controle da cor, em seguida aos pocos de cultivo foram adicionados 40 pL
de tampdo PBS e 10 yL de MTT na concentracdo de 5mg.mL*. A incubagcdo com
MTT foi realizada durante 3 horas, e ap0s esse periodo foram acrescentados 50 L.
de DMSO.

A densidade oOptica (DO) foi quantificada em um espectrofotdbmetro UV-Vis no

comprimento de onda de 570nm e 620nm.
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4.4 ENSAIOS DE MARCACAO DE ANEXIA V-FITC/IODETO DE PROPIDIO

Os ensaios para a deteccdo de apoptose por Anexina V-FITC/lodeto de
Propidio se baseiam na ligagdo da anexia V-FITC a fosfatidilserina, na membrana das
células que estdo comecando o0 processo apopoético, e na ligacdo do iodeto de
propideo ao DNA das células no processo final de apoptose.

O kit de deteccdo de apoptose Anexia V-FITC (BD Biosciences) / lodeto de
Propidio (PI) foi utilizado de acordo com as instru¢des do proprio fabricante. Foram
plagueadas 5x10° células em microplacas de 12 pocos. Em seguida foram incubadas
na auséncia ou presenca de PRS22 - Zn (Diclofenaco): Nic e PRS40
Zn(Ipuprofeno)2(Nic)2(250 uM).

ApOs a realizagdo do tratamento com 0os compostos de zinco, as células foram
centrifugadas, lavadas com PBS e incubadas em temperatura ambiente durante 15
minutos. Em seguida foi realizada a aquisicdo dos dados em citbmetro de fluxo

FACSCalibur Il (BD Biosciences), os dados foram analisados no software FlowJo.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os metais sdo componentes essenciais das células. Eles sao frequentemente
encontrados em dominios cataliticos de enzimas e estdo envolvidos em multiplos
processos biolégicos, desde a troca de elétrons até a catalise e papéis estruturais em
proteinas. Tais metais incluem o galio, o zinco, o cobalto, a prata, o vanadio, o
estréncio, o manganés e o cobre, que sdo necessarios para desencadear processos
cataliticos (BRUIJNINCX; SADLER, 2008.). Para isso, € importante que haja um
equilibrio entre a necessidade celular e a quantidade dos metais disponivel no corpo,

em um estado fisioldgico normal. Comparativamente, os metais, como niquel, cadmio,
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cromo e arsénio, podem induzir carcinogénese e, portanto, sdo menos benéficos para
0 corpo.

Essas limitagdes desencadearam uma busca por compostos a base de metais
que apresentam menor toxicidade, maior seletividade e um espectro mais amplo de
atividade (FREZZA et al.,2010). Complexos de platina (ll), como carboplatina e
oxaliplatina, assim como outros analogos, sdo os produtos dessa busca. Outros
complexos metalicos contendo ions como o zinco (ll), agentes quelantes de ouro e
cobre, receberam consideravel interesse como agentes anticancer (FREZZA et
al.,2010.).

Recentemente, compostos a base de ruténio e de ouro tem recebido grande
atencao, devido ao interesse renovado em fornecer uma alternativa a cisplatina,
devido as suas propriedades citotoxicas e potenciais anticancerigenas (MONNERET,
2011). Atualmente, tem havido uma crescente demanda por compostos a base de
metais no tratamento do cancer. Isto se deve ao efeito citotoxico in vitro exibido por
compostos metalicos amplamente utilizados. Além disso, a substituicdo de ligantes e
a modificagdo de estruturas quimicas existentes de moléculas conhecidas levaram a
sintese de uma ampla gama de compostos baseados em metais, alguns dos quais
demonstraram um perfil citotoxico e farmacocinético melhorados.

Uma abordagem baseada no design de drogas citotoxicas também esta sendo
adotada. Isto envolve a conjugacdo de compostos metalicos com acido biliar,
esterdides, peptideos ou agucares para permitir a entrega direta do farmaco as células
cancerigenas, contornando assim alguns desafios farmacocinéticos e citotoxicos
(FRANZ, 2013).

Nossos dados demonstram que 0s compostos organocomplexos com Zinco
testados apresentam efeitos de diminuicdo da viabilidade das células B16F10 de
melanoma. Estes efeitos podem ser visualizados nos graficos F e G da Figura 3. Na
concentracdo de 250 uM os compostos PRS22 e PRS40 apresentam diminui¢cao
significativa da viabilidade celular em comparacdo com o controle negativo (CN) e
controle de veiculo (DMSO). Além disso, na concentracdo de 250 uM o ibuprofeno e
o diclofenaco ndo apresentaram este mesmo efeito (Figura 3 grafico A e B). Estes
dados sugerem que o fato do diclofenado e ibuprofeno estarem complexados com
Zinco, PRS22 e PRS40, respectivamente, melhora sua capacidade de diminuicdo da
viabilidade celular. Entretanto em concentracdes menores estes compostos

aumentam significativamente a viabilidade celular, o que pode ser desanimador
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quando se trata de um farmaco antitumoral (Figura 3 graficos F e G). Quando
analisamos a capacidade de morte mediada por apoptose, os compostos PRS22 e
PRS40 apresentam um efeito de aumento de morte de 4 vezes em relagéo ao controle
negativo (Figura 4). A frequencia de células anexina+iodeto+ que indicam apoptose
variam de 9-10% nos grupos tratados com 0s compostos comparando com 2% no
grupo controle (Figura 4).

Os compostos derivados de valproato, PRS01 e PRS 17 ndo apresentaram
efeito de reducdo de viabilidade celular quando analisado pelo ensaio de MTT (Figura
3 graficos D e E). Estes resultados sdo bastante similares ao valproato (Figura 3
grafico C). No entanto, quando analisamos a presenca de morte celular por apoptose,
surprendentemente o composto PRS17 apresentou um efeito de inducéo de morte de
20 vezes em relacdo ao controle (Figura 4). Estes dados demonstram que a
metodologia de MTT comparado com analise por citometria de fluxo utilizando
marcagao com anexina e iodeto podem ter resultados bastante discrepantes.
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Figura 3: Analise da viabilidade celular utilizando o ensaio de reducdo do MTT.
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Figura 4: Analise por citometria de fluxo da morte celular.

Um estudo realizado por LEIDGENS (2015) reportou evidéncias de que o
ibuprofeno induz a apoptose de células de glioma humanas, assim como diminui a
capacidade de migracao destas células, o que pode auxiliar no tratamento deste tipo
de cancer.

O tratamento de longo prazo com concentracbes recomendadas tém efeito
inibitério sobre a divisdo e a proliferacdo celular. Este efeito benéfico € dose-
dependente, uma vez que concentracdes mais altas de ibuprofeno podem estar
relacionada a regides da ruptura da barreira hematoencefalica .

Segundo CLOND et al. (2013) e FREDRIKSSON et al. (2011) reportaram que
o diclofenaco induz a apoptose de hepatdcitos inibindo a necrose tumoral, através da
sinalizacdo de TNF-a. Ainda que a sinalizacdo de TNF-a ndo seja o principal
contribuinte para a inducdo de apoptose, o que indica uma acéo sinérgica entre 0 TNF-
a e propriedades inibitérias do crescimento celular do diclofenaco.

O Acido valproéico esta sendo estudado clinicamente para tratar cancer, devido
a suas propriedades de inibir o crescimento celular, inibir a angiogénese e induzir a
diferenciacao celular (MICHAELIS et al., 2004).

O Acido valproico também inibe a proliferacéo celular, induzindo a parada do
ciclo celular por meio da regulacdo da expressédo da proteina p21 e induz a morte

celular qguando combinado com outras drogas quimioterapicas (DAS et al., 2007).
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Para CHANG et al. (2017) ha evidéncias de que o &cido valproico, associado a
fluvastatina, induz eficazmente a apoptose celular, aumentando a acetilagcido das
histonas H3 e H4.

Este estudo também reportou que o acido valproico associado a fluvastatina
atuam na proteina p21, que atua como um regulador negativo do ciclo celular através
da inibicdo da atividade do complexo ciclina / CDK2. Esta proteina também tem um
papel importante na apoptose celular.

O papel funcional da p21 na parada do ciclo celular e no apoptose depende da
localizacdo da mesma na célula: no nucleo, ela promove a parada do ciclo celular,
enguanto no citoplasma promove a resisténcia a apoptose (KOSTER et al. 2010).

Foi reportado por um estudo realizado por Upadhyay, 2016 que o tratamento
com ibuprofeno induz a apoptose celular provavelmente devido anormalidades
mitocondriais perturbando a atividade proteassomal e promovendo apoptose
dependente do tempo de exposicao a droga. Foi observado também que viabilidade
celular reduzida induzida pelo ibuprofeno foi recuperada pelo uso de antioxidantes.
Ja foi reportado na literatura que o tratamento com AINEs causa prejuizo na fungéo
do proteassomas e gera eventos de estresse oxidativo celular (JANA, 2008).

Além disso, (UPADHYAY et al., 2016.) reportam que o tratamento com
ibuprofeno regula a atividade de transcrigcdo do NF-kB nas células, um fator envolvido
na sinalizacao da apoptose celular, além de causar alteracdes morfoldgicas nucleares,
como condensacédo, marginalizacéo ou fragmentacéao.

Assim, os resultados apresentados neste trabalho estédo de acordo com muitos
estudos publicados, que indicam que o ibuprofeno e suas moléculas derivadas
possuem um potencial terapéutico anti-tumorigénico devido a inducdo do programa
de morte celular em varias células tumorais. Este potencial € dose-dependente, e mais
estudos sdo necessarios para atestar a seguranca de cada farmaco novo.

Além dos potenciais farmacolégicos de drogas como ibuprofeno, valproato e
diclofenaco, cada vez mais tém sido testados novos compostos coordenados
contendo metais quelados, como alternativas ao tratamento do cancer.

Compostos complexos de Co (Il), Ni (I) e Zn (Il) e oxoporfinas foram
sintetizados e caracterizados, e suas atividades antitumorais in vitro e in vivo foram
avaliadas, apresentando cito toxicidade contra cinco tipos de células tumorais
humanas selecionadas, induzindo significativamente a parada da fase S em células

HepG2 em baixa concentracdo, com o aumento da expressao de Chkl, Chk2, p21,
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p27 e p53 e a diminuicdo da ciclina A e Cdk2. Além disso, estes compostos também
induziram a apoptose em células HepG2 através de uma via mitocondrial dependente
de caspases e uma via extrinseca associada a proteina Fas.

Também foi verificada a ativacéo de p53, a producédo de ROS, o aumento de
Ca2 + intracelular, seguido de promogé&o de perda de Ay e aumento de razdo de Bax
/ Bcl-2, do citocromo C e da apaf-1 (QIN et al., 2017).
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6 CONCLUSAO

Considerando a importancia da descoberta de novos farmacos antitumorais,
capazes de agir de maneira mais efetiva nas células tumorais sem gerar efeito
citotoxicos sistémicos, fica clara a relevancia do presente trabalho.

Os compostos gerados a partir do Zn apresentam diferentes efeitos quando
analisado pelo ensaio de MTT ou por anexina iodeto. Além disso, apesar de o efeito
antitumoral em concentracbes maiores ser proeminente, o efeito de inducdo da
proliferagcdo pode ser um problema futuro. Consequentemente, os dados obtidos e
apresentados nesta pesquisa mostram o potencial antitumoral dos compostos
estudados, ainda que sejam necessarios mais estudos acerca das doses mais
efetivas, de seu mecanismo de acao e seus efeitos colaterais.

O presente trabalho foi realizado também por uma ampla pesquisa de trabalhos
publicados sobre o tema, que colaboraram para os resultados obtidos fornecendo
conhecimento sobre 0s mecanismos envolvidos no processo de apoptose celular
induzida pelos compostos estudados.

Reitera-se 0 potencial farmacolégico das substancias estudadas e a
necessidade de novos e mais robustos testes para melhor entender seu

funcionamento.
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