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RESUMO

O melanoma maligno € um dos poucos canceres que vem aumentando em
prevaléncia, bem como taxa de mortalidade em todo o mundo. Afeta principalmente
populacdes brancas, no entanto, todos 0s grupos étnicos sédo afetados em alguma
proporcao. Os avangos na compreensao das causas, progressao e, em particular,
dos genes que afetam o desenvolvimento do céncer possibilitam melhorias nas
ferramentas para a deteccao e tratamento cancer, no entanto, apesar dos avangos
significativos na compreensdo da biologia do melanoma e das abordagens para
tratar a doenca em estagio avancado agora se voltarem para inibidores de genes
envolvidos nessa doenca, houve poucas mudancas aprovadas nas terapias
utilizadas. Assim, o melanoma maligno vem sendo intensamente investigado devido
ao seu elevado potencial metastatico. Muitos pacientes, ao serem diagnosticados
com melanoma ja tem metastases, 0 que é a principal causa de morte entre eles.
Este tipo de tumor é quase insensivel ao regime padrdo de quimioterapia, e 0s
agentes quimioterapéuticos disponiveis sdo limitados. Algumas mutacdes sé&o
conhecidas nos melanomas cutaneos como N-Ras, Tpl6é e Tp53, entretanto,
mutacBes em B-Raf excedem significativamente a frequéncia de outras mutacdes
(40-50%). Nesse contexto, tratamentos mais eficazes s&8o necessarios e ha
constante busca por novos compostos, os derivados benzotiazélicos mostram-se
como uma importante alternativa, jA& que tem sido apontados como possiveis
agentes antitumorais. Nesse sentido, este projeto explorou os possiveis mecanismos
de agdo do derivado benzotiazdlico (E)-2-((2-(Benzo[d]tiazo-2-ila)hidrazono)metil)-4-
nitrofenol sobre a viabilidade celular, a atividade clonogénica, a motilidade e a
capacidade invasiva em linhagens celulares de melanoma SK-Mel-19, SK-Mel-28 e
SK-Mel-103 que possuem diferentes caracteristicas de mutacbes nos genes
responsaveis pelo controle da homeostasia celular, como Tp53 e B-Raf. Os
resultados dos ensaios executados revelaram um CI50 em 72 horas entre (4,87 e
>10 pM) e uma possivel toxicidade seletiva para o gene B-Raf mutado. Outros testes
evidenciaram inducdo de morte celular por apoptose, diminuigcdo da motilidade e da
capacidade invasiva das células SK-Mel tratadas com derivado benzotiazdlico (E)-2-
((2-(Benzol[d]tiazo-2-ila)hidrazono)metil)-4-nitrofenol. Os resultados obtidos tornam
este composto alvo de mais pesquisas para sua utilizacdo contra o cancer.

Palavras-chave: Cancer de pele, B-Raf, Benzotiazadis.



ABSTRACT

Malignant melanoma is one of the few cancers has been increasing in prevalence
and mortality worldwide. It affects mainly white populations, however, all ethnic
groups are affected to some extent. Increased understanding of the causes,
progression, and in particular, genes that affect the development of cancer enable
improvements in tools for detecting and treating cancer, however, despite significant
advances in understanding the biology of melanoma, no changes in practices
involved in both approaches and therapies to treat advanced disease. Thus,
malignant melanoma has been intensively investigated due to its high metastatic
potential. Many patients, when diagnosed with metastatic melanoma have already,
which is the leading cause of death among them. This tumor is almost insensitive to
standard regimens of chemotherapy, and the chemotherapeutic agents available are
limited. Some mutations are known in cutaneous melanomas and N-Ras, Tpl6 and
Tp53, however, changes in B-Raf significantly exceed the frequency of the other
mutations (40-50%). In this context, this project explored the possible mechanisms of
action of the derivative benzotiazélico (E)-2-((2-(Benzo[d] thiazole-2-ila)hydrazono)
methyl)-4-nitrophenol on cell viability, the activity clonogenic, motility and
invasiveness in melanoma cell lines SK-Mel-19, SK-Mel-28 and SK-Mel-103 that
have different characteristics from mutations in the genes responsible for the control
of cellular homeostasis, as Tp53 and B-Raf. The results of tests performed showed
an IC50 at 72hours between (4.87and>10 um) and a possible selective toxicity to the
gene mutated B-Raf. Other tests showed induction of cell death by apoptosis,
impaired motility and invasiveness of cells treated with SK-Mel benzotiazolic
derivative  (E)-2-((2-(Benzo[d]thiazole-2-1la)hydrazono)methyl)-4-nitrophenol.  The
obtained results make this target compound for more research to use against cancer.

Keywords: Cutaneous melanoma, B-Raf, Benzothiazoles.
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Mouse double minute protein 2; regulador negativo do supressor de
tumor p53

Mitogen extracelular kinase; Quinase ativadora da MAP
quinase

Messenger ribonucleic acid; Acido ribonucléico mensageiro

Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos

Promotor de apoptose apds a ocorréncia de danos ao DNA
Inibidor de quinases dependentes de ciclinas — CDKs
platelet-derived growth factor; fator de crescimento de plaquetas;

Phosphatase and tensin homologue; Homodlogo a fosfatase e
angiotensina)
Rat sarcoma; Proteinas ligadoras de nucleotideos de guanina,

Radial growth phase; Fase de crescimento epidérmico radial
Receptor tyrosinekinase; Receptor tipo tirosina quinase

Reverse transcriptase-polimerase chain reaction; PCR em tempo
real
Vertical growth phase; fase de crescimento vertical

Tumor node metastasis; tumor linfonodo metastase
Wilde type; tipo selvagem
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1 INTRODUCAO

O melanoma cutaneo € o cancer de pele mais grave em todo o mundo e sua
ocorréncia continua subindo a cada ano especialmente em paises tropicais.
Atualmente, a quimioterapia sistémica € insatisfatoria, pois apenas uma pequena
minoria dos pacientes respondem de maneira aceitavel (VASCONCELLOS et al.,
2011; BROHEM et al., 2012).

A deteccdo em estagios iniciais € um elemento-chave para a evolucdo da
doenca, visto que ndo ha cura para o melanoma em estagio avancado. A prevencgao
e o0 diagndstico precoce sdo estratégias importantes, no entanto, o progndéstico do
melanoma continua pobre apesar dos avancos significativos na compreensdo da
biologia e no seu tratamento, mostrando assim a importancia de explorar outras
maneiras de prevenir e tratar este tipo de cancer (FERRERES et al., 2009;
INAMDAR et al., 2010; VASCONCELLOS et al., 2011).

Mutagdes no proto-oncogene B-Raf, localizado no cromossomo 7q, sao
elevadas em canceres humanos (WAJAPEYEE et al.,, 2008) e particularmente
frequentes em melanomas humanos (40-50%) (SULLIVAN et al., 2013). Mutacdes
em B-Raf excedem significativamente a frequéncia de outras muta¢cdes conhecidas
em melanomas cutaneos como N-Ras, Tpl6 e Tp53 (SHINOZAKI et al., 2004).
Portanto, a frequente ocorréncia de mutacdo B-Raf em melanomas sugere que
inibidores especificos do gene B-Raf podem ser utilizados para o tratamento de
melanomas avancados (MALDONADO et al., 2003).

O alto indice de melanoma no mundo frente aos demais tipos de cancer
indicam uma dificuldade na prevencao e tratamento desta patologia, embora a

deteccdo precoce, cirurgia adequada, e tratamento adjuvante venham melhorando



17

0s resultados, o prognéstico do melanoma metastatico € uma sobrevida mediana
extremamente pobre, variando de 6 a 10 meses, com apenas 5% dos pacientes
sobrevivendo mais de 5 anos. Muitos agentes tém sido investigados quanto a
atividade antitumoral no melanoma, a exemplo destes o Vemurafenibe que foi
aprovado recentemente elevou a taxa de sobrevida dos pacientes tratrados para
uma meédia de 15 meses (BOLLAG et al., 2012). Em revisdo recente Jang e Atkins
(2012) descreveram os beneficios da quimioterapia citotoxica combinada, seja com
imunomoduladores como a interleucina 2 que promoveu um aumento de 16% de
resposta as drogas citotoxicas ou com drogas supressoras de genes mutados
responsaveis pelo surgimento e evolucao das neoplasias, como o Vemurafenibe que
obteve uma resposta em mais de 50% em pacientes com melanoma mutado no
gene B-Raf, aumentando a sobrevida dos mesmos de 6 a 8 meses.

Tratamentos de melanoma mais eficazes sdo urgentemente necessarios, o
gue exige a identificacdo de genes desregulados nas vias principais de controle de
mutacdo, compreensdo dos mecanismos que conferem resisténcia as drogas, e, a
descoberta de agentes farmacolégicos mais potentes e especificos, e sistemas
farmacocinéticos de distribuicdo mais eficientes para esses medicamentos
(INAMDAR et al., 2010). Assim, € de extrema importancia o estudo de novas drogas
para o tratamento do melanoma metastatico (FRANKE et al., 2010).

Na constante busca por novos compostos, compostos benzotiazélicos
mostram-se como uma importante alternativa, ja que estudos tem demonstrado que
eles possuem diversas atividades farmacolégicas de interesse, tais como:
antialérgico, anti-inflamatorio, antitumoral, analgésico, antimicrobiano, anti-
helmintico, leishmanicida, e anticonvulsivantes. Compostos benzotiazélicos também

demonstraram eficacia consideravel como sobre a topoisomerase /Il e o
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metabolismo do acido trans-retindico e de inibidores da aldoseredutase (NOGUEIRA
et al., 2010). A substancia (E)-2-((2-(benzo[d]tiazo-2-ila)hidrazono)metil)-4-nitrofenol
(AFNO1) possui um grupo hidroxila na posicdo R1 e um grupo nitro na posicdo R4.
Nitrocompostos despertaram interesse ha terapia antitumoral agindo como
radiosensitizers, considerando a capacidade de biorreducdo do grupo nitro que
liberta intermediarios no processo redox (NOGUEIRA et al., 2010)

Diante do exposto e considerando-se a importancia de se explorar o0s
possiveis mecanismos de acdo de novas entidades bioativas, o presente trabalho
avaliou a atividade do derivado benzotiazolico (E)-2-((2-(Benzo[d]tiazo-2-
ila)hidrazono)metil)-4-nitrofenol sobre a viabilidade celular, atividade clonogénica,
mecanismo de morte celular, dano ao DNA, migracédo e capacidade de invasao in

vitro em linhagens celulares de melanoma.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer

Cancer € um termo genérico que engloba um grupo de manifestacdes
patolégicas caracterizadas por proliferacdo celular descontrolada. Ha mais de 200
tipos diferentes de cancer, cada um dos quais, com nomenclaturas de acordo com o
tipo de tecido da célula de origem. Muitos pacientes com cancer ndo morrem em
consequéncia do tumor primario, mas por causa dos efeitos sistémicos das
metastases. Dessa forma, o tratamento do cancer consiste em impedir 0 processo
metastatico tdo cedo quanto possivel (MADANI et al., 2011).

O tumor consiste em caracteristicas bioldgicas que sédo adquiridas ao longo
de seu desenvolvimento tais como: manutencdo da sinalizacdo proliferativa,
impossibilidade de acdo de supressores de crescimento, resisténcia a morte celular,
possibilidade de imortalidade replicativa, inducdo de angiogénese, ativacdo de
invasdo e metastase, reprogramacao do metabolismo energético e resisténcia a
destruicdo pelo sistema imunolégico (Figura 1). Essas caracteristicas sdo possiveis
devido a dois mecanismos: a instabilidade gendmica em células cancerosas, que
leva a formacéo de mutacfes aleatdrias incluindo rearranjo cromossémico (dentre os
quais ha alteracbes genéticas que controlam a funcionalidade dos marcos do
cancer); e o estado inflamatério de células pré-malignas e lesdes malignas
orientadas por células do sistema imunoldgico, alguns dos quais promovem
progressdo tumoral através de varios mecanismos (Figura 1) (HANAHAN;

WEINBERG, 2011).
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Tumores geralmente crescem como aglomerados celulares em taxas
dependentes de oxigénio e difusdo de nutrientes, podendo ser benignos ou malignos
(Figura 2). Quando atingem um tamanho maximo (1,0 - 2,0 mm), as células internas
sdo incapazes de crescer e proliferar devido a falta de nutrientes e tornam-se
guiescentes ou necroticas, levando a formacdo de uma estrutura de trés camadas:
um nucleo com células mortas rodeado primeiramente por uma camada de células
qguiescentes e em seguida, por um borda fina de células em proliferacdo (figura 2)

(BARRETO et al., 2011).



MARCAS DO CANCER|

Ativacdo da
Inducdo da | In :
Angiogénese Metastase

Possibilidade de
imortaligage

Replicativa

Instabilidade
Genomica

CARACTERISTICAS DE HABILITACAO

Figura 1 — Caracteristicas do Cancer. As seis primeiras caracteristicas funcionais do cancer sdo mantidas por mais duas caracteristicas
funcionais descobertas recentemente e duas caracteristicas nédo funcionais que possibilitam a existéncia do tumor. Adaptado de: HANAHAN;
WEINBERG, 2011.

T¢
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Células cancerigenas humanas exibem alteracbes especificas em sua
estrutura cromossdmica, tais como numero e estrutura, que S80 responsaveis por
mudancas na morfologia e comportamento bioquimico da célula, o que levam a

proliferacéo rapida e descontrolada (figura 2) (MANOHARAN et al., 2010).

Tumor benigno Tumor Maligno

Figura 2 — Tipos de tumores. Em um tumor benigno células mutantes permanecem contido
dentro de um Unico agrupamento, com um limite claro separando-os a partir de células
normais. Em um tumor maligno, as células mutantes sdo misturados com as células
normais, a tentativa de invadir o tecido circundante. As células ao centro na cor violeta
mostram um nudcleo neoplasico senescente. As células na cor azul demonstram a camada
neoplasica em fase proliferativa. As células na cor verde demonstram o tecido normal
adjacente ao tumor.
Fonte: BARRETO et al., 2011.

A proliferacao celular cronica e frequentemente descontrolada que representa
a esséncia de doencas neoplasicas envolve ndo somente controles desregulados de
proliferacdo celular, mas também ajustes correspondentes do metabolismo
energético com o intuito de suprir o crescimento e divisdo celular. O metabolismo
energético alterado se mostrou tdo disseminado em células cancerosas como em

outros tracos associados ao cancer que tem sido aceito como um dos marcos do

cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2011).
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Para a classificacdo dos tumores sdo levadas em consideracdo a célula
normal que os originou e o seu estadiamento, os quais facilitam a compreenséo do
comportamento daquele tumor (ALMEIDA et al, 2005). O estadiamento refere-se a
quantificacdo do grau de disseminacdo do tumor, para tal, ha regras
internacionalmente estabelecidas, as quais estdo em constante aperfeicoamento. O
estadiamento do tumor reflete além da taxa de crescimento e da extensdo da
doenca, o tipo de tumor e sua relacdo com o hospedeiro (MENORE, 2002).

O sistema de Classificagcdo dos Tumores Malignos (TNM) é o preconizado
pela Unido Internacional Contra o Cancer (UICC, 2009), e é o mais utilizado. Ele
baseia-se nas caracteristicas anatbmicas da doenca, levando em conta a extensao
do tumor primario (T), o numero dos linfonodos das cadeias de drenagem linfatica do
orgdo em que o tumor se localiza (N), e a presenca ou auséncia de metastases a
distancia (M). Estes parametros recebem graduacdes, geralmente de TO a T4, de NO

a N3 e de MO a M11, respectivamente.
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Tabela 1 — TMN — Classificagéo Clinica do Melanoma

Classificacédo T Espessura Ulceracao
T1 <1,0 mm a: sem ulceracdo
b: com ulceracao
T2 1,0-2,0 mm a: sem ulceracdo
b: com ulceracéo
T3 2,1-4,0mm a: sem ulceracdo
b: com ulceracao
T4 > 4,0 mm a: sem ulceracdo
b: com ulceracéo

Classificacio N Numero de linfonodos

acometidos
N1 1 a: micrometastases*
b: macrometastases**
N2 2-3 a: micrometastases*
b: macrometastases**
C: metastases em transito e/ou
satelitoses sem linfonodo
metastatico
N3 *4 ou metastases em transito e/ ou
satelitose com linfonodo metastatico
Classificagdo M Local LDH sérico
Mla Pele, subcutaneo ou linfonodos Normal
distantes
M1b Metastase pulmonar Normal
Milc Outras metastases viscerais Normal
Qualquer metastase a distancia Elevado

*Micrometastases sdo diagnosticadas apoés linfadenectomia eletiva exérese do linfonodo
sentinela.

**Macrometastases sao definidos como linfonodos metastaticos detectados clinicamente e
confirmados linfadenectomia terapéutica ou quando metastases nodais possuem grande
extensao.

Fonte: Adaptado de Machado et al., 2004.

Os fatores de risco de cancer encontram-se no meio ambiente ou podem ser
hereditarios. Cerca de 80% dos casos estao relacionados ao meio ambiente, o qual
deve ser entendido como o meio em geral (agua, terra e ar), o ambiente ocupacional
(quando ndo observados os cuidados com o trabalhador), o ambiente social e
cultural (estilo e habitos de vida) e o ambiente de consumo (alimentos,
medicamentos) (ALMEIDA et al., 2005). Em varios tipos de cancer a susceptibilidade

genética tem papel importante, mas é a interagao entre esta susceptibilidade e os
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fatores ou as condi¢@es resultantes do modo de vida e do ambiente que determinam
o risco do surgimento do cancer (BRASIL, 2006).

O céancer é um problema de saude publica mundial. Segundo dados da
Associacdo Americana do Céancer (American Cancer Society - ACS), nos Estados
Unidos, uma em cada 4 mortes ocorrem devido ao cancer. A ACS com base em
dados de incidéncia obtidos do Instituto Nacional do Cancer dos EUA (National
Cancer Institute), do Centro para o controle e prevencédo de doencas (Centers for
Disease Control and Prevention), e da Associacdo Norte Americana de Cancer
Central (North American Association of Central Cancer) e de mortalidade obtidos do
Centro Nacional para Estatisticas de Saude (National Center for Health Statistics)
estima que para o ano de 2012, um total de 1.638.910 novos casos de cancer e
577.190 mortes por cancer devem ocorrer nos Estados Unidos (SIEGEL et al.,
2012).

No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer, estima para os anos de 2012 e 2013
a ocorréncia de aproximadamente 518.510 novos casos de cancer, incluindo os
casos cancer de pele ndo melanoma, que é o mais incidente em ambos 0s sexos
(134 mil casos novos). Seguidos dos casos de cancer de pele ndo melanoma os
tipos mais incidentes serdo os canceres de prostata, pulmao, coélon e reto e
estbmago para o sexo masculino; e os canceres de mama, colo do Utero, célon e
reto e glandula tiredide para o sexo feminino. Para o Amazonas estima-se uma taxa
de 1,24 casos para cada 100.000 homens e 0,44 casos para cada 100.000 mulheres
(BRASIL, 2013).

A dimensé&o da incidéncia do cancer, que é a segunda maior causa de morte
no pais, evidencia que este precisa ser encarado como um grave problema de

saude publica (SILVA et al., 2011). O conhecimento sobre a situacdo dessa doenca
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permite estabelecer prioridades e alocar recursos de forma direcionada para a
modificacdo positiva desse cenario na populacéo brasileira (BRASIL, 2013).

Nas ultimas décadas houve grandes avancos na compreensao das causas,
progressao e, em particular, dos genes que afetam o desenvolvimento do cancer.
Tais conquistas possibilitam melhorias nas ferramentas para a deteccdo e
tratamento do cancer, o que € imprescindivel, uma vez que um fator importante para
0 éxito da terapia € a precocidade no diagndéstico do tumor (MYC PROTEIN, 2011

apud BARBOSA, 2012).

O tratamento do cancer requer a colaboracao de uma equipe multidisciplinar e
diferentes modalidades de tratamento. Os tratamentos locais convencionalmente
incluem a cirurgia e a radioterapia, mas a quimioterapia regional é de uso comum.
Tumores solidos séo dificeis de tratar, porém a quimioterapia tem um papel
importante a desempenhar na cura e no controle de uma ampla gama de doencgas
malignas (PARNELL& WOLL, 2003).

E crescente o otimismo de que a pesquisa e tratamento do cancer est&o
entrando numa nova era. Desde a década de 50, quando as primeiras curas de
cancer reais foram obtidas com terapias combinadas, 0 progresso no tratamento do
cancer tem sido lento e com poucas e notaveis excecdes, 0s avancos vieram de

observacbes empiricas na clinica e ndo de compreensdo detalhada da doenca

(CANTLEY& BASELGA, 2011).

2.2 Melanoma

O melanoma maligno € um dos poucos canceres que vem aumentando em

prevaléncia, bem como sua taxa de mortalidade em todo o mundo (FERNANDEZ et
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al., 2012; FRANKE, 2010; GANDINI et al., 2011; HU et al., 2011). Pacientes nos
estagios iniciais da doenca (estagios | ou IlI) geralmente possuem bom progndstico
em relacdo aos pacientes em fase avancada (estagios Ill ou 1V), os quais continuam
a contribuir para a alta morbidade e mortalidade da doenca (FERRERES et al.,

2009; INAMDAR et al., 2010).

Tabela 2 - Resumo dos Grupos de Estadiamento

Estagio Clinico Caracteristicas
A Melanoma < 1,0 mm de espessura e nivel Il ou lll (Clark),
(baixo risco) sem ulceragéo.
Melanoma < 1,0 mm de espessura com ulceracao, ou
IB-1IA-1IB-1IC nivel IV ou V (Clark). Melanomas > 1,0 mm de espessura
(risco intermediério a alto) com quaisquer caracteristicas e linfonodos nao

comprometidos clinicamente.

Linfonodos clinicamente palpaveis, ou linfonodo sentinela

I positivo.

v Metastases a distancia

Fonte: Adaptado de Houghton et al., 2007.

A progresséao tumoral do melanoma ocorre por meio de sucessivas fases que
tem sido reconhecidas por meios clinicos e histolégicos. Os melanomas
normalmente proveem de nevos atipicos pré-existentes que tornam-se
posteriormente displasicos. A préxima etapa é a fase de crescimento epidérmico
radial (RPG) e envolve proliferacdo dessas células na epiderme. Esta etapa é
invasiva, através do qual o cancer invade a derme. Em seguida, tem-se a fase de
crescimento vertical (VPG) na qual os melanécitos proliferam na derme e o
melanoma € clinicamente acompanhado pelo aparecimento de ndédulos. A Ultima
fase, metastase, € caracterizada por um movimento das células tumorais para os
linfonodos e 6rgdos distantes (MERCER &PRITCHARD, 2003). Tais fases estéo

esquematizadas na figura 3.
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Figura 3 — Desenho esquematico mostrando as etapas da progressdo do melanoma
humano e as alteragcbes moleculares associadas com a iniciagdo e progresséo tumoral.
Fonte: SILVA, 2010.

As taxas de incidéncia de melanoma e cancer de pele ndo-melanoma (CPNM)
estdo aumentando a um ritmo acelerado, especialmente entre mulheres jovens
(GANDINI et al., 2011). Estima-se para 2012/2013 cerca de 6230 casos novos no
Brasil, tendo na regido Sul, as maiores taxas estimadas para homens e mulheres

(Figura 4) (BRASIL, 2013).
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Figura 4 — Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia de melanoma maligno da
pele por 100 mil homens e 100 mil mulheres estimadas para o ano de 2012, segundo a
Unidade da Federagéo.

Fonte: BRASIL, 2013.

O melanoma ocorre principalmente em populacdes brancas, no entanto, todos
0S grupos étnicos sao afetados em alguma propor¢cdo (FERNANDEZ et al., 2012,
BRASIL, 2013). Sua ocorréncia é influenciada por fatores de risco endoégenos e
ambientais, tais como a exposicao solar (FAGUNDO et al., 2011). A idéia atual € que
a exposicao repetida a radiacdo UV é o principal fator de risco para neoplasias na
pele exposta ao sol, enquanto que fatores genéticos e predisposicdo sao fatores-
chave na etiologia da doenca sobre a pele ndo exposta ao sol. Talvez, eventos
isolados de exposicdo aos raios UV, estejam contribuindo para o potencial de
neoplasias (FERNANDEZ et al., 2012). Uma quantidade muito grande de nevi
(pintas escuras) esta correlacionada com um maior risco de desenvolver melanoma
(BAUER & GARBE, 2003).

Se detectados em estadios iniciais, os melanomas sdo curaveis e seu
prognéstico é considerado bom (BRASIL, 2013). O diagndstico precoce e a excisdo
cirdrgica sdo os principais objetivos na prevencao secundaria do melanoma cutaneo.
Atualmente, o diagndstico de melanoma baseia-se em quatro aspectos comumente

observados nesse tipo de tumor: assimetria, bordas irregulares, variagdo na
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coloracdo e um diametro maior do que 5,0 mm. A maioria dos melanomas sao
diagnosticados corretamente seguindo essa regra, no entanto, uma proporcao
variavel de melanomas ndo cumprem esses critérios. Quando ha suspeita de lesdo
cutanea faz-se necessaria a excisao para que haja em seguida a analise por meio
de uma bidpsia. A bidpsia geralmente permite uma determinacdo precisa da

malignidade da lesdo (ARMENGOL, 2011).



Tabela 3 — Variedades de Melanoma

1. Melanoma superficial difuso (variacdo na
coloracéo).

2. Lentigo maligno melanoma
(lesdo > 5,0 mm).

4. Melanoma lentiginoso acral
(assimetria).

5. Nevos melanociticos de diversos
tamanhos e nevos melanociticos
congénitos gigantes em regido
lombar esquerda e dorso (sacro) do
paciente.

6. Niveis de invasdo.

Niveis de Invasdo
| II‘_: ] \% V

Epiderme
Membrana Basal

Derme Papilar
' Derme Reticular

" Tecido Celular
Subcutaneo

Fonte: Adaptado de Nascimento, 2007.
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O melanoma maligno vem sendo intensamente investigado devido ao seu
elevado potencial metastatico. No momento do diagnostico, um grande nuamero de
pacientes com melanoma ja tem metastases, o que € a principal causa de morte
entre eles. A sobrevivéncia a longo prazo para pacientes com melanoma metastatico
€ de apenas 5%. Este tipo de tumor é quase insensivel a regimes padrdo de
guimioterapia, e 0s agentes quimioterapéuticos disponiveis séo limitados (HU et al.,
2011).

O tratamento do melanoma consiste principalmente na intervencao cirurgica
padréao incluindo ampla exciséo local e biopsia do linfonodo sentinela nos tumores
de tamanho adequado (STUCKY et al., 2010). A abordagem farmacologica
padronizada para o tratamento de melanomas primarios é o tratamento com
dacarbazina, carboplatina e paclitaxel, drogas utilizadas como complemento a
remocao cirargica (TARHINI & AGARWALA, 2006).

A linfadenectomia cirlrgica é indicada principalmente antes de outras formas
de terapia sisttmica mesmo nos casos de metastases regionais nodais em
melanoma (STUCKY et al., 2010). Considerando que o tumor primario envolve a
pele, a difusdo para 6rgaos viscerais é incuravel, com tempo médio de sobrevivéncia
inferior a 12 meses. A malignidade do tumor baseia-se em uma resisténcia
pronunciada a quimioterapia convencional, relacionada com defeitos na sinalizacédo
proapoptotica (FRANKE et al., 2010).

E durante as fases iniciais da progressdo do melanoma que ocorrem
mutacdes em genes que causam ativacdo anormal de reguladores do ciclo celular
como N-Ras e B-Raf (DAVIES et al., 2002).

A reverséo da tumorigénese pode ocorrer na segunda fase de progressao do

melanoma. As alteracbes dessa fase geralmente afetam os mecanismos de reparo
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do DNA e a regulacdo do processo de apoptose. A progressao ou regressao da
tumorigénese depende da presenca ou da auséncia de alteracbes em genes
capazes de impedir a proliferacdo de células que possuem o seu genoma alterado.
Os genes CDKN2A (Inibidor da cinase dependente de ciclina 2A) e PTEN (homdlogo
a fosfatase e angiotensina) sdo exemplos desses genes, eles sdo supressores de
tumores que promovem a parada do ciclo celular e estimulam a apoptose, através
das vias de sinalizacdo esquematizadas na figura 7. CDKN2A codifica para dois
supressores de tumor distintos, p16INK4A (inibidor de quinases dependentes de
ciclinas - CDKs), e pl4ARF (promotor de apoptose apds a ocorréncia de danos ao
DNA) . J& o PTEN é um gene que codifica para uma fosfatase que atenua a
sinalizacdo desencadeada por fatores de crescimento que utilizam
fosfatidilinositolfosfato como segundo-mensageiro (DAHL & GULDBERG, 2007;
JACOMASSO, 2010; SILVA, 2010;).

Melanomas que ocorrem em diferentes localizagdes anatdomicas sao
biologicamente distintos, tendo espectros de mutacdo diferentes nos principais
mensageiros secundarios, perfis de expressao de proteinas e etiologias subjacentes
(FERNANDEZ et al., 2012). O melanoma, apesar de ser o tipo mais raro de cancer
de pele, € o mais letal devido a sua elevada tendéncia a sofrer metastases. A
caracteristica migratdria dos melandécitos que os originam pode explicar a rapidez

com que os melanomas progridem até a metastase (JACOMASSO, 2010).

2.3 Tp53 e melanoma

Oncogenes e genes supressores de tumor tém sido associados a diferentes

tipos de neoplasias, sendo o gene p53 o que com maior freqiéncia apresenta
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alteracdes. Este gene localiza-se no braco curto do cromossomo 17 (17p13.1),
possui 11 exdns que abrangem uma area de 200.000 pares de base e codifica uma
fosfoproteina nuclear de 53 kD que contém 393 aminoacidos (Figura 5). Esta
proteina € capaz de se ligar a sequéncias especificas do DNA sendo um fator de
transcricdo que controla de forma positiva ou negativa a expressdo de diversos
genes envolvidos em varias vias celulares. Dentre as vias mais importantes se
destacam a inibicdo da replicacdo do DNA, funcionando como uma molécula de
check point da progressdo da célula no ciclo celular da fase G1 para a fase S e

também da fase G para fase M (KLUMB E CAVALCANTI JR, 2002)
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Figura 5 — Representacéo da localizagéo do gene Tp53 no cromossomo 17.
Fonte: Genetics Home Reference.

Alteracbes moleculares que envolvem oncogenes (ARN, B-Raf, KIT, CDK4,
CCND1, ERBB4, AKT, NEDD9, GNAQ e GNALl1l), fatores de transcricdo (MITF,
MYC e ETV1) e supressores de tumor (CDKN2Ap 6, Tp53, BAP1 e PTEN) tém sido
relatados em melanoma. Vias reguladoras que reduzem a resposta imunitaria do
cancro estdo também a ser cada vez mais bem caracterizadas. Uma melhor

compreensdo das aberragcBes moleculares subjacentes nas células tumorais, vias
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imunorreguladoras, e as mudancas do microambiente do tumor que contribuem para
a progressao do melanoma tem ajudado o desenvolvimento de tratamentos mais
eficazes para pacientes com esta doenca (JANG E ATKINS, 2013).

O Tp53 mutante "inativo" ou ainda suas pro-proteinas sdo capazes de se
auto-ligar ao DNA. Essas ligacdes a sequéncias de DNA que sdo ndo-candnicas
para Tp53 podem gerar, entre outros, um consequente aumento na transcricdo e na
expressao de receptores de fatores de crescimento, tais como ERbB1, 1,2 ou seja, a
mutacédo de Tp53 ndo apenas resulta em "inativacdo da fungcdo do Tp53", mas na
verdade, resulta na "ativacdo da funcédo oncogénica do Tp53". E de acordo com esse
postulado, transducdo de células “Tp53 nulas” com Tp53 mutante podem causar
neoplasias (DENT, 2013).

O supressor de tumor Tp53 pode também definir novos subtipos de tumor
moleculares, onde a presenca de uma mutacdo p53 determina a abordagem
terapéutica (VIDWANS et al., 2011). O Tp53 selvagem (WTp53) é um potente
indutor de apoptose, a parada do ciclo celular e a senescéncia celular que estao
presentes em niveis indetectaveis em tecidos normais e é estabilizado e ativado em
resposta ao estresse celular e estimulos, tais como a luz ultravioleta (UV) ou por
ativacdo de oncogenes. Na maior parte dos tumores , o Tp53 é mutado , o qual nédo
s6 desativa a sua atividade supressora de tumor, mas pode conferir um potencial
oncogénico (BOX et al.,, 2013). No melanoma, WT p53 se encontra inativado em
90% dos casos, com 10% de mutagdes pontuais incapacitantes (HOCKER e TSAO,
2007) , embora este niumero possa chegar a 19% (HODIS et ai., 2012) . Com base
na taxa relativamente baixa de mutacdo Tp53 e o sucesso dos inibidores de B-Raf
V600E, tem havido grande interesse em reexaminar os velhos paradigmas da

ativacdo do Tp53 durante a quimioterapia convencional para determinar se as
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funcdes anti-tumorais poderosas do Tp53 selvagem podem ser aproveitadas para
beneficios clinicos. O gene Tp53 € um alvo chave de muitos quimioterapicos
convencionais, que tém se mostrado geralmente ineficazes como agentes
autbnomos. Por exemplo, a dacarbazina , um potente agente alquilante que induz a
morte de células tumorais dependentes de p53, ndo tem a capacidade de prolongar
a vida em pacientes com melanoma metastatico. Apesar do fraco desempenho
clinico de dacarbazina como um agente anti-melanoma, 0s avancos na
compreensao da regulacao da via Tp53 no cancer e no desenvolvimento de novos
reagentes pré-clinicos poderosos para estudar sua regulacdo provocou uma

reavaliacdo da area (BOX et al., 2013).

2.4 B-Raf e melanoma

Atualmente, diversos genes sao relacionados com o desenvolvimento e
progressdo do melanoma, sendo a mutacédo do gene B-Raf o principal biomarcador
deste tumor (CHIN, 2008).

O nome oficial do B-Raf é "homdlogo B do oncogene viral de sarcoma
murinho V-RAF”. Este gene se localiza na posicdo 34 do braco longo do
cromossomo 7 (7q34), possui 18 exdns que abrangem uma area de 190.284 pares
de base e codifica uma proteina nuclear de 92 kD que contém 766 aminoacidos.
Aproximadamente 90% das muta¢cfes de B-Raf sdo encontradas no éxon 15, em um
anico residuo de aminoacido, geralmente em uma substituicdo de valina por acido
glutamico na posicao 600 (V599E, que passou a ser referido como V600E) (DAVIES

et al., 2002; WAJAPEYEE et al., 2008; BOLLAG et al., 2012).
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As mutacgdes que conduzem a ativagdo de B-Raf, localizado no cromossomo
7g (Figura 6), tém sido encontradas na maioria dos melanomas esporadicos,
tornando B-Raf o gene mais mutado em melanomas com uma taxa de mutacao que
vao desde 40% a 50% (DAVIES et al., 2002; WAJAPEYEE et al., 2008; DHOMEN &
MARAIS, 2009). J4& as mutacbes no gene N-Ras estdo presentes em cerca de 15%
dos melanomas (JACOMASSO, 2010). Essas muta¢cGes excedem significativamente
a frequéncia de outras mutag¢des conhecidas em melanomas cutaneos como N-Ras,

Tpl6 e Tp53 (SHINOZAKI et al., 2004).
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Figura 6 — Representacdo da localizagdo do gene B-Raf no cromossomo 7.
Fonte: Genetics Home Reference.

O gene B-Raf é uma das trés serina/treonina quinases da familia Raf. Os
membros da familia Raf codificam uma cascata serina/treonina quinase na via
Ras/Raf/MAPK/MEK/ERKquinase, a qual € uma via de transducdo de sinal que
retransmite sinais extracelulares a partir da membrana celular para o nucleo atraves
de uma série ordenada de eventos de fosforilagdo consecutivos. Tipicamente, um
ligante extracelular se liga ao seu receptor tirosina-quinase, levando a ativacdo de

Ras, iniciando uma cascata de eventos de fosforilagdo. O Ras ativado fosforila e
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ativa Raf, que também fosforila e ativa MEK1 e MEK2 que ativam e fosforilam ERK1
e ERK2 (via exemplificado na figura 7 e destacada na figura 8). ERK1 e ERKZ2,
fosforilam diversos alvos citoplasmaticos e nucleares que conduzem finalmente a
expressdo de proteinas que desempenham papéis importantes no crescimento e

sobrevivéncia celular (DAVIES et al., 2002; SHARMA et al., 2005).
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Membrana Plasmatica
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Figura 7 — Vias de sinalizacdo frequentemente desreguladas em melanomas. Interacdes
entre as principais vias de sinaliza¢do envolvidas no surgimento e progressdo do melanoma.
O receptor tipo tirosina quinase (RTK) transmite o sinal extracelular para Ras, que na sua
forma ligada por GTP ativa as vias Raf/MEK/ERK ou PI(3)K/Akt/mTOR; MDM2, (mouse
double minute protein 2) liga a p53 e o conduz para a ubiquitinizacdo e destruicdo no
proteossomo.

Fonte: Adaptado de JACOMASSO, 2010.
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Estudos demonstraram que a via Ras/Raf/MEK/ERK (figura 8) é hiperativada
na maioria dos melanomas humanos, e que esta via tem um papel critico na
regulacdo da proliferacdo de células de melanoma, invasdo e sobrevivéncia. Os
genes Raf e Raf foram identificados h&4 mais de 25 anos atrds. Ras é uma pequena
proteina G que se liga a superficie interna da membrana plasmatica e, Raf, MEK, e
ERK sé&o proteinas quinases que formam uma cascata de quinases de trés camadas

(DHOMEN & MARAIS, 2009).
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Figura 8 — Visdo geral da via de sinalizacdo Ras/Raf/MEK/ERK. Apés a ligacédo de fatores
de crescimento (GF) a receptores tirosina-quinase (RTK), Ras é ativada na membrana
plasmatica via GRB2 e SOS. Ras ativado recruta Raf para a membrana plasmatica, por sua
vez torna-se ativada. Raf fosforila e ativa MEK, que por sua vez fosforila e ativa a ERK. ERK
ativado medeia varias respostas celulares, tais como a proliferacdo, a sobrevivéncia e a
diferenciacao celulares.

Fonte: Adaptado de DHOMEN & MARAIS (2009).



41

O melanoma cutaneo é um tradicional exemplo de neoplasia que avanca
galgando diferentes estagios identificados através de caracteristicas clinicas e
histol6gicas. Porém, o evento molecular chave que desencadeia sua progressao
ainda néao foi elucidado, o que esclarece porgue néo ha terapia especifica para seu
tratamento e porque quase nenhum beneficio clinico de novas terapias foi
claramente demonstrado em pacientes com melanoma desde a década de 70
(WINNENPENNINCKX et al., 2006).

Mutacdes no gene B-Raf também estdo presentes em até 82% de nevos
melanociticos, que séo lesbes benignas da pele que raramente evoluem para
melanoma. A expressdo de B-RAFV600E em culturas primarias de melandcitos
humanos também induz senescéncia (WAJAPEYEE et al., 2008).

A elevada ocorréncia de B-Raf mutados em melanomas apontam que a
ativacdo da cascata MAPK simboliza um rito de passagem obrigatorio na
transformacao dos melandcitos e tal dependéncia pode representar um ponto de
ataque para o tratamento desta neoplasia (CHIN, 2008).

Esta mutagdo promove o crescimento do tumor através da proliferacdo celular
e angiogénese. B-RAFV600E também regula a interleucina-8, que promove a
adesdo de melandcitos para a vasculatura, ajudando na promocdo de metastases
(SWICK & MAIZE, 2012).

O gene B-Raf mutado é apenas uma via para o melanoma. Oncogenes B-Raf
também podem ser encontrados em nevos tipicos e atipicos. Neles, o gene B-Raf
inicialmente provoca o crescimento em lesdes que eventualmente param de
proliferar e permanecem benignas. Genes B-Raf mutados também ocorrem
frequentemente em pessoas com niveis elevados de exposi¢céo aos raios ultravioleta

no inicio da vida. As lesdes referentes a mutacdes no B-Raf possuem caracteristicas
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microscopicamente especificas, apresentando-se maiores, mais arredondadas, e
com melandcitos mais pigmentados (SWICK & MAIZE, 2012).

Nevos podem permanecer adormecidos por muitos anos apesar da presenca
de mutacbes do B-Raf, indicando que outras mutagées em outros genes devem
ocorrer para a doenca progredir para malignidade (MERCER& PRITCHARD, 2003).
Porém sabe-se que esta mutagdo aumenta a atividade basal de quinase do B-Raf,
resultando na hiperatividade da via MAPK, a qual € evidenciada por niveis elevados
da ativacdo das quinases MEK e ERK (SHARMA et al., 2005). Como ja discutido
essa via tem papel critico na regulacdo da proliferacdo de células de melanoma,
invasao e sobrevivéncia (DHOMEN & MARAIS, 2009).

Com a descoberta das mutacdes B-Raf em melanomas iniciou-se o
desenvolvimento de pesquisas em busca de terapias efetivas para essa doenca,
tendo o préprio gene B-Raf como um alvo terapéutico inicial para a doenca, ja que a
maioria das mutagcdes envolvem um Unico residuo aminoacido da proteina. A
identificacdo da alta taxa de mutacdes sinaliza também que outras moléculas da
cascata Ras/Raf/MAPK podem servir como alvo terapéutico, pois diversos
receptores tirosina-quinase bem como Ras estdo mutados em alguns casos de
melanomas (HALUSKA, 2007).

A elevada frequéncia de mutacao faz com que o gene B-Raf seja um atraente
alvo terapéutico para melhorar a eficacia dos tratamentos para pacientes estadio
avancado de melanoma. No entanto, é incerto se a segmentagdo B-Raf € suficiente
para inibir a tumorigénese melanoma, e o0 mecanismo pelo qual isto pode ocorrer é
desconhecido (SHARMA et al., 2005).

A disponibilidade de novos medicamentos para 0os componentes desta via

significa que as terapias-alvo estdo se tornando rapidamente uma opcéo real no
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manejo clinico (DHOMEN & MARAIS, 2009). Agentes especificos para o gene B-

Raf, como o Sorafenib estdo sendo atualmente investigados (HALUSKA, 2007).

2.5 Tratamento do Melanoma

O éxito no tratamento do melanoma depende muito de um diagndstico
precoce. Em 80% dos casos onde a doenca estd menos avancgada, a cirurgia para
remocao da massa tumoral juntamente com uma parte do tecido circundante, ja € o
suficiente para a eliminacdo do melanoma. A abordagem farmacolégica padrédo para
o tratamento de melanomas primarios é o tratamento com dacarbazina, carboplatina
e paclitaxel, drogas utilizadas como complemento a remocgdo cirdrgica
(JACOMASSO, 2010). Com a utilizacao de abordagens moleculares diversas drogas
importantes para o tratamento do melanoma foram surgindo (as quais sédo descritas

no decorrer deste capitulo da dissertacao) (Figura 9).

Dacarbazina

Ipilimun:labe Vemurafenibe

Interleucina 2

Dabrafenibe

Figura 9 — Drogas aprovadas pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento do
melanoma.
Adaptado de: JONG & ATKINS, 2013.

Algumas abordagens terapéuticas tém sido utilizadas para tentar melhorar o

tratamento do melanoma cutaneo. Alternativas com eficicia terapéutica, onde haja
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um balanco entre beneficio e toxicidade em relacdo a dose-resposta, tem sido
estudadas. Nesse sentido, a quimioterapia e imunoterapia tém sido utilizadas
isoladamente, ou em associacdo com Vvacinas e anticorpos monoclonais
(QUEIROLO et al., 2005).

Nos Estado Unidos um tratamento com altas doses de interleucina-2 (IL-2) foi
aprovado pela FDA (Food and Drug Administration), com base em um numero de
estudos fase Il com um total de 277 pacientes, mostrando respostas completas e
duradouras em 7% dos pacientes. A maioria destes pacientes foram considerados
curados. Outras citocinas, incluindo IFN, ndo estdo aprovados para o melanoma
avancado, quer nos EUA ou na Europa. DTIC é a Unica droga aprovada nos dois
continentes. Fotemustina esta aprovado apenas em alguns paises da Europa, com
base nos resultados de um ensaio de fase Ill demonstrando um atraso no
aparecimento de metastases no cérebro (EGGERMONT; ROBERT, 2011).

O anticorpo monoclonal anti-linfocito T citotoxico proteina associada 4 (CTLA-
4) demonstrou em estudos ativar o sistema imunoldgico, causando aumento da
resposta imune do paciente ao tumor. Atualmente, existem dois produtos
representantes, o Ipilimumabe (BMS/Medarex), um isotipo IgGl que fixa o
complemento, e tremelimumabe (Pfizer), um isotipo 1gG2 que n&o fixa o
complemento. A droga Ipilimumabe foi avaliada em estudos de fase Il sugerindo um
efeito dose-resposta claro e um padrdo uUnico de respostas (MOUAWAD et al.,
2010).

O avanco no conhecimento das vias de sinalizacdo que estdo desreguladas
no melanoma vem permitindo o desenvolvimento de novos farmacos e esquemas
terapéuticos que auxiliem no seu tratamento. Estes novos tratamentos visam a

interrupgéo de cascatas regulatorias que estdo excessivamente ativadas em células
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tumorais, como por exemplo a cascata da via Ras/Raf/MEK/ERK (Figura 10).
Quinases, proteases e fosfatases destas vias de sinalizacdo estdo entre os alvos
mais promissores para serem modulados por novas moléculas capazes de interagir
com 0s seus sitios cataliticos de forma especifica. Farmacos que possuem
especificidade para B-Raf V600E foram desenvolvidos recentemente e sua
citotoxidade foi comprovada como ocorrendo apenas em linhagens de melanoma

gue possuem este alelo mutado (JACOMASSO, 2010).

RAS
Vemurafenibe, | RAF
Dabrafenibe

W

Tramatinibe | MEK
b

ERK
b

Proliferacdo Celular e Sobrevida

Figura 10 — Via de sinalizacdo MAPK e alvos de atuag&o de drogas antimelanoma.
Adaptado de: JANG & ATKINS, 2013.

O primeiro inibidor de B-Raf seletivo a ser desenvolvido no contexto clinico foi
o Vemurafenibe. Este medicamento tem demonstrado uma impressionante atividade
como agente clinico unico, com taxas de resposta de cerca de 80%. Os eventos
adversos mais comum foram artralgia, erupgédo cutanea, fotossensibilidade, fadiga,

alopecia, prurido e papiloma (EGGERMONT; ROBERT, 2011; BOLLAG et al., 2012).
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Farmacos que inibem a sinalizagdo de Ras também sdo promissores no
tratamento de melanomas. Exemplos destes farmacos sdo as moléculas que inibem
a Ras-farnesiltransferase. Esta enzima é responsavel por uma modificacdo pos
traducional sem a qual Ras n&o possui atividade. O tratamento de linhagens de
melanoma in vitro com estes inibidores as tornou mais sensiveis a cisplatina
(JACOMASSO, 2010).

O numero de casos de melanoma no mundo esta aumentando mais
rapidamente do que qualquer outro cancer. Embora a deteccdo precoce, cirurgia
adequada, e tratamento adjuvante venham melhorando os resultados, o progndstico
do melanoma metastéatico continua muito deficiente. Melanoma avancado ainda esta
associada com uma sobrevida mediana extremamente pobres, variando de 2 a 8
meses, com apenas 5% dos pacientes sobrevivendo mais de 5 anos. Muitos agentes
tém sido investigados quanto a atividade antitumoral no melanoma, mas as opcoes
de tratamento atuais para pacientes com doenca metastatica sdo limitados e nao-
curativas, na maioria dos casos (MOUAWAD et al., 2010).

Por fim, terapias que estimulem a apoptose das células tumorais ja estdo
disponiveis para o tratamento de melanoma, como por exemplo oligonucleotideos
antisenso contra Bcl-2. Todas estas novas abordagens farmacolégicas sao
decorrentes da identificacdo de alvos moleculares relevantes para o surgimento e
progressdo do melanoma. A identificacdo das alteracdes moleculares relacionadas
ao melanoma é, portanto, de grande importancia para o avanco na descoberta de

tratamentos mais eficazes (JACOMASSO, 2010).
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2.6 Compostos Benzotiazolicos

Benzotiazdis sdo compostos com anel benzeno ligados ao anel tiazol (Figura
11). Estes compostos foram muito estudados na década de 50 quando descobriu-se
gue atuavam como relaxantes musculares de acao central. No entanto, em seguida
0s quimicos medicinais deixaram de ter interesse em seu estudo, tendo o interesse
por estes compostos ressurgido apenas apds a descoberta do Riluzole (6-
trifluorometoxi-2-benzotiazolamina). Desde entdo, derivados benzotiazolicos tem
sido exaustivamente estudados e uma gama de atividades biologicas tem sido
verificadas (Tabela 4). Apesar de serem conhecidos ha muito tempo, seus variados

recursos biolégicos ainda séo de grande interesse cientifico (RANA et al., 2007).

N

{

Figura 11 — Estrutura quimica da classe Benzotiazol. O anel heterociclico (com atomo de
enxofre (S) e nitrogénio (N)) e o anel tiazol.

Benzotiazdis sdo compostos de interesse para o estudo do cancer, eles tem
apresentado atividades antitumorais significantes, principalmente, os fenil
substituidos (BRADSHAW et al., 2002; HUTCHINSON et al., 2002). Um mecanismo
pelo qual os benzotiazbis podem atuar em células cancerigenas foi estudado por
Bazzi e colaboradores (2009), eles descobriram que estes compostos sdo ligantes
do receptor hidrocarboneto de arila (AhR) e que ha um indugéo parcial de AhR por

esses compostos. A via de transducéo de sinal do AhR (um fator de transcricdo) é
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guem regula a inducdo de CYP1A1 (uma das diversas isoformas do citocromo P450)

(BRADSHAW et al., 2002).

Tabela 4 - Atividades Biologicas de derivados Benzotiazdlicos

Tipos de derivados benzotiazolicos Atividade
Pirimido Benzotiazois;
Benzotiazois derivados de quinolinas; Imidazo Antitumoral

Benzotiazdis;

Pirimido Benzotiazois;

. . o Antiviral
Quinazolinas benzotiazélicas
Benzotiaz6is amidino bis-substituidos Potenciais agentes anti-HIV
6-nitro-e 6-aminobenzothiazéis substituidos Antimicrobiana

Fonte: Adaptado de Rana et al., 2007 e Nogueira et al., 2010.

Nogueira e colaboradores (2010) estudaram a atividade antitumoral de
diversos derivados benzotiazdlicos, entre eles o (E)-2-((2-(benzo[d]tiazo-2-
ila)hidrazono)metil)-4-nitrofenol, para o qual relataram uma boa atividade citotoxica
contra linhagens celulares de leucemia (HL-60). O derivado foi 0 composto mais
ativo, com CI50 variando 0,52 — 4,40 uM em HL-60 e MDAMB-435, respectivamente.
O derivado parece ser seletivo para linhagens de HL-60, sendo quase dez vezes
mais potente do que nas outras células testadas.

O derivado (E)-2-((2-(benzo[d]tiazo-2-ila)hidrazono)metil)-4-nitrofenol possui
um grupo hidroxila na posicdo R1 e um grupo nitro na posicdo R4, e no estudo
realizado por Nogueira e colaboradores (2010) foi ativo contra as trés linhagens de
cancer estudadas, leucemia (HL-60), mama(MDAMB-435) e co6lon (HCT-8).
Nitrocompostos despertaram interesse na terapia antitumoral agindo como
radiosensitizers, considerando a capacidade de biorreducdo do grupo nitro que
liberta intermediarios no processo redox.

O benzotiazol 2-(-4-aminofenil)benzotiazol e seus analogos sdo uma classe

altamente especifica e potente de atividade antitumoral. Esses compostos séo
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reconhecidos pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI-USA)
como uma classe mecanistica distinta de outros agentes quimioterapéuticos
utilizados na clinica. Esses compostos atuam como potentes agonistas do AhR,
resultando na inducdo de CYP1Al, gerando espécies reativas eletrofilicas que
juntamente com o DNA formam adutos levando, consequentemente, a morte celular
com ativacdo da cascata apoptética. Eles também apresentam pobre propriedade
fisico-quimica e farmacéutica que interferem na sua biodisponibilidade (DUBEY et
al., 2006).

A alteracdo de ligacbes quimicas de moléculas € um método comum para
desenho de farmacos em quimica medicinal e uma técnica util para o
desenvolvimento de novos medicamentos. A sintese de novos compostos
benzotiazdlicos, por exemplo, apresentou muita vantagem para o tratamento de

tipos especificos de cancer (AKTAR et al., 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial anticancer do benzotiazol (E)-2-((2-(Benzo[d]tiazo-2-
ila)hidrazono)metil)-4-nitrofenol (AFNO1) em trés (03) linhagens celulares de
melanoma maligno com diferentes mutacdes. Sk-Mel-19 com o gene B-Raf
mutado, Sk-Mel-28 com os genes Tp53 e B-Raf mutados e Sk-Mel-103 com o

N-Ras mutado.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a citotoxicidade do benzotiazol (E)-2-((2-(Benzo[d]tiazo-2-
ila)hidrazono)metil)-4-nitrofenol em linhagens celulares de melanoma;

Avaliar a atividade anticlonogénica do benzotiazol (E)-2-((2-(Benzo[d]tiazo-2-
ila)hidrazono)metil)-4-nitrofenol sobre linhagens celulares de melanoma;
Avaliar o tipo de morte celular causada pela acdo do benzotiazol (E)-2-((2-
(Benzol[d]tiazol-2-ila)hidrazono)metil)-4-nitrofenol;

Avaliar o dano ao DNA causado pela acdo do benzotiazol (E)-2-((2-
(Benzo[d]tiazol-2-ila)hidrazono)metil)-4-nitrofenol em linhagens celulares de
melanoma maligno.

Avaliar a inibicdo da capacidade de migracao e invasao pelo benzotiazol (E)-
2-((2-(Benzold]tiazol-2-ila)hidrazono)metil)-4-nitrofenol sobre linhagens

celulares de melanoma maligno.
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Figura 12 — Delineamento experimental
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4.2 Objeto de estudo

Para a realizacdo deste trabalho utilizou-se um derivado (E)-2-Benzotiazol
Hidrazona, o (E)-2-((2-(Benzo[d]tiazo-2-ila)hidrazono)metil)-4-nitrofenol (AFNO1),
gentilmente cedido pela equipe da Profa. Dra. Thatyana Rocha Alves Vasconcelos,
do Departamento de Quimica Organica do Instituto de Quimica da Universidade
Federal Fluminense — UFF. A estrutura do derivado benzotiazolico encontra-se a

seqguir:

OH

NO,

Figura 13 — Estrutura do (E)-2-((2-(Benzo[d]tiazo-2-ila)hidrazono)metil)-4-nitrofenol, derivado
(E)-2-Benzotiazol Hidrazona

4.3 Linhagens celulares

Foram utilizadas células de melanomas humanos metastaticos SK-Mel-19,

SK-Mel-28 e SK-Mel-103 obtidos a partir de cultura primaria gentilmente doadas pela

Profa. Dra. Silvya Stuchi Maria-Engler da Universidade de Séo Paulo (USP).
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Tabela 5 — Linhagens de melanoma metastético humano que seréo utilizadas no projeto.

Celltype/ p53 p53 pl4d pl6 B-RAF N-Ras Apaf-1 Casp8 Bcl-2 Bcl-xL Mcll

Line induzido (RNAm) (RNAm) (V°*°E) (éxon3) (prot) (prot) (prot) (prot) (prot)
SK-Mel-19 wt + + +** mutant Wt ++ 4+
SK-Mel-28 R273H® > ND +* mutant Wt -+ ++ ++ ++ ++
SK-Mel-103  wt® + + + wt Q61R - + ++
Legenda:

- wt: wild-type (selvagem);

- RNAmM: RNA mensageiro;

- ND: nao detectado;

- prot.: proteina;

- p53 R273H: mutacdo hot spot da proteina, resultando na substituicdo de arginina
por histidina no c6don 273. Esta mutagéo ocasiona ganho de funcéo, por perda de
fungBes supressoras de tumor e aquisicdo de novas atividades oncogénicas;

- B-RAF (V599E): mutacdo ocasionada pela substituicdo de timina por adenina, no
c6don 1796 (A1796T), resultando na substituicdo de valina por &cido glutdmico no
codon 599;

- N-Ras (éxon 3) Q61R: mutacdo majoritariamente no codon 61, presente no éxon 3,
ocasionada pela substituicdo de adenina por guanina no nucleotideo 182 (A182G),
gue resulta na substituicdo de glutamina por arginina.

Fonte: Adaptado de Santos, 2011.

4.3.1 Manutencéo das células

As células foram cultivadas em DMEM acrescido de 10 % de SFB, 1 % de
penicilina e 1 % de estreptomicina. Todas as células foram incubadas a 37 °C e
atmosfera Umida com 5% de CO,. A confluéncia foi verificada através da
visualizacdo em microscopio invertido e o meio foi trocado sempre que houve
mudanc¢a em sua coloragcédo decorrente da mudanca de pH e consumo do meio pelas

células.
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4.4 Avaliacao da Citotoxicidade Celular

4.4.1 Ensaio do Alamar Blue

Este ensaio consiste na adicdo de um composto fluorogénico redox, o alamar
blue, ao meio de cultura das células cultivadas. A forma oxidada do alamar blue, a
rezasurina, possui cor azul escura e fluorescéncia intrinseca limitada. Em células
viaveis, a rezasurina € reduzida a resofurina, a qual emite cor rosa, altamente
fluorescente. Acredita-se que esse processo de reducdo seja mediado por enzimas
mitocondriais, citosOlicas e microssomais. Em células n&o viaveis a resazurina
permanece na sua forma oxidada de coloracdo azul escura. A extensdo da
conversdo de resazurina a resofurina reflete a viabilidade celular e pode ser
guantificada pela leitura da fluorescéncia emitida em leitor de microplaca com filtro
de excitacdo de 465 nm e emissdo de 540 nm (NAKAYAMA et al, 1997).

O teste do Alamar Blue foi realizado conforme metodologia descrita por
Ahmed e colaboradores (1994). Em placa de 96 pocos, as células (Sk-Mel-19, S-
Mel-28, Sk-Mel-103) foram semeadas na concentracdo de 1,0 x 10* células por
poco. Apds 24 horas de incubacdo e aderéncia das células, as mesmas foram
tratadas com diferentes concentragcbes de AFNO1 (0-10 yM). A doxorrubicina e a
dacarbazina foram usadas como controle positivo (0-10 pM). O grupo controle
recebeu no poco a mesma quantidade de DMSO da maior concentracdo das
solucdes teste. Passado tempo de tratamento determinado (24/48/72 h), 10 pyL da
solucéo de uso de Alamar Blue (solucdo estoque 0,4%, 1:20, em meio de cultura

sem soro fetal bovino) foi adicionado a cada poco da placa e apés 3 h de exposicéo
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ao Alamar Blue, retirando da estufa meia hora antes do término, a fluorescéncia foi

medida usando-se um leitor de placas de elisa (DTX800 Beckman e Coulter).

4.4.2 Excluséao por Azul de Tripan

Este ensaio baseia-se na capacidade que o corante azul de tripan tem de
penetrar em todas as células. No entanto, células viaveis conseguem expulsar o
corante enquanto células ndo-viaveis permanecem coradas (PERES & CURI, 2005).

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de exclusdo por corante Azul de
Tripan 0,4 % em PBS (FRESHNEY, 1987), no qual as células foram consideradas
nao viaveis quando, ao se analisar por microscopia Optica, apresentaram a
coloracdo azul em seu interior. Para a realizacdo do ensaio, as células foram
semeadas na densidade 1,5 X 10% células por poco em placas de 24 pocos.
Decorridas 24 h, o meio foi retirado e, entdo adicionou-se diferentes concentracdes
de AFNO1 (1,0, 2,5 e 5,0 uM). A doxorrubicina e a dacarbazina (5,0 uM) foram
usadas como controle positivo e 0o DMSO como controle negativo. ApGs o periodo de
tratamento determinado (24/48/72h) as células foram colhidas e centrifugadas a
1500rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet de células
ressuspendido com 90 pL de meio DMEM completo, aos quais foram adicionados 10
pL de Tripan Blue. Decorridos 2 minutos, 10 pL da suspensao de células foi aplicado

em uma camara de Neubauer e foram contadas as células viaveis e as nao-viaveis.
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4.5 Avaliacéo da sensibilidade celular

4.5.1 Ensaio clonogénico

O ensaio clonogénico foi primeiramente descrito na década de 60 por
radiologistas que desejavam avaliar a radiossensibilidade de linhagens tumorais in
vitro. Posteriormente foi adaptado para a avaliacdo de drogas para fornecer dados a
respeito da integridade estrutural e funcional das células tratadas, podendo
evidenciar algum efeito citotoxico/citostatico através da avaliacdo do tempo de
recuperacdo da célula pos-tratamento medido em funcdo do numero de colbnias
formadas e do niumero de células em cada col6nia celular (PLUMB, 2003).

Para este ensaio realizou-se metodologia de acordo com Plumb (2003). Em
placas de 6 pocos foram semeadas 400 células/poco e, apos 24h do plagueamento,
realizou-se o tratamento em triplicata com diferentes concentracbes de AFNO1 (1,0,
2,5 e 5,0 uM) definidas apds os testes de citoxicidade. O crescimento das colbnias
foi observado durante 7-10 dias, periodo no qual a placa permaneceu sob condi¢des
de cultivo ideais.

ApOGs esse periodo as células foram fixadas com metanol e coradas com
cristal violeta. O numero de colbnias foi quantificado e os resultados das triplicatas
comparados por andlise de variancia Oneway com pos teste de Tukey. O efeito
citotoxico foi observado pela reducdo no numero de colbnias e o efeito citostatico

pela reducéo no nimero de células em cada colonia.
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4.6 Avaliacao do tipo de morte celular

4.6.1 Coloracéao diferencial pelo Brometo de Etidio (BE)/Acridina Laranja (AO)

A inducdo de apoptose, originalmente descrita como uma morfologia peculiar
de morte celular fisiologica ou programada (KERR et al., 1972), e de necrose,
caracterizada como uma morte celular onde ha perda precoce da integridade da
membrana plasmatica (SQUIER et al., 2001) foi avaliada pela coloracdo diferencial
de BE/AO, na qual células viaveis possuiam uma coloracéo verde uniforme em seu
ndcleo; células em apoptose inicial possuiam pontos de cromatina condensada
corados em verde brilhante; células em apoptose tardia possuiam pontos de
cromatina corados em verde brilhante possivelmente entremeados com resquicios
de coloracdo alaranjada e células em necrose possuiam uma coloracdo laranja
uniforme (CURY-BOAVENTURA et al, 2004).

Para a realizacdo desse ensaio foi necessario o preparo de solu¢des estoque
de BE e AO a 1 mg/ml em solucéo salina 0,9%. Tais solu¢des foram estocadas a 4
°C, protegidas da luz, e misturadas na propor¢cao de 1:1 no momento da coloracdo e
leitura (solugéo de trabalho), que foi toda realizada no escuro (SQUIER et al, 2001).

Para a determinacdo do tipo de morte celular as células foram cultivadas em
placas de 12 pocos e tratadas com trés concentracdes de AFNO1 (1,0, 2,5 e 5,0 uM),
além do controle negativo, tratado apenas com DMSO 0,1%, e dos controles
positivos tratados com doxorrubicina e dacarbazina (5,0 uM). Em seguida, apés
decorrido o tempo de tratamento, o sobrenadante dos pocos foi coletado para um

microtubo, assim como as células, que foram soltas por tripsinizacao.
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Uma aliquota de 10 puL dessa suspenséo de células foi misturada com 1 yL da
solucéo de trabalho de AO/BE, transferida para uma lamina, coberto com laminula e
observada em microscopio de fluorescéncia no aumento de 400x sob filtro de
excitacdo de 360 nm (SQUIER et al, 2001). Trezentas células foram avaliadas e
contadas para a triplicata de cada tratamento e posteriormente os resultados obtidos

avaliados por analise de variancia seguida de pos teste de Tukey.

4.7 Analise morfolégica

4.7.1 Coloragéao diferencial pela Hematoxilina/Eosina

Com o intuito de avaliar a ocorréncia de alterac6es morfolégicas causadas
pela droga AFNO1, as trés linhagens de melanoma estudadas (Sk-Mel-19, 28 e 103)
foram cultivadas na densidade de 3,0 x 10* células/ml em placas de 24 pocos e
tratadas com concentracdes definidas, apos testes de citotoxicidade, de AFNO1 (1,0,
25 e 50 uM), de DMSO 0,1% (controle negativo), e dos controles positivos
doxorrubicina e dacarbazina (5,0 uM).

O sobrenadante dos pocos e as células (apoés tripsinizagdo) foram coletadas
em microtubos, em trés tempos distintos, 24, 48 e 72h. Em seguida, a solucéo foi
centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante desprezado e o pellet
ressuspenso em 200 uL de PBS. Apds esse processo, uma aliquota de 100 uL foi
retirada e centrifugada por 5 minutos a 1000 rpm em citocentrifuga.

Apos a centrifugacéo as células aderidas nas laminas foram fixadas e coradas
com kit corante panotico rapido LaborClin®. As laminas foram entdo analisadas em

microscopio 6ptico, para avaliagdo das alteracbes morfologicas comparando-se as
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células tratadas e ndo tratadas. O registro das alteraces celulares foi realizado por

fotografias (VASCONCELLOS et al, 2007).

4.8 Avaliacao da genotoxicidade

4.8.1 Teste do Cometa

Danos e mutacdes no DNA desempenham um papel central nas doencas
neoplasicas (SANCHEZ et al., 2004). Para avaliar estes danos, o teste do cometa
pode ser empregado em qualquer fase do processo neoplasico (SINGH et al., 1988;
WOZNIAK et al., 2007; NOSSONI, 2008). Este ensaio baseia-se na lise de
membranas celulares e posterior inducdo da migracdo eletroforética do DNA
liberado em matriz de agarose. O método trata-se de um ensaio molecular sensivel
que oferece uma resposta rapida e relativamente simples para deteccao de danos
no DNA ao nivel de células individuais animais e vegetais (RUNDELL et al., 2003;
KUMARAVEL et al., 2009).

Neste ensaio a fracdo de migracao de DNA é medida através da visualizacao
de caudas semelhantes a um cometa apos eletroforese, e € geralmente aceito que o
montante da cauda do DNA esta correlacionada com o nivel de fragmentacdo do
DNA em uma célula ou, em média, em uma populacdo de células (FOCKE et al.,
2010). A andlise do teste se da atraves da medida do tamanho da cauda (DNA
fragmentado) em relacdo a cabeca do cometa (DNA sem dano). Assim, quatro
classes foram estabelecidas (Figura 14): Classe 0 - sem cauda (sem dano ao DNA);
Classe 1 - cauda pequena, menor que o didametro da cabeca; Classe 2 -

comprimento da cauda uma a duas vezes maior que o diametro da cabeca; Classe 3
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- cauda com tamanho superior a duas vezes o diametro da cabeca; Classe 4. cauda
longa e espalhada em forma de leque, as vezes quase sem cabeca. A partir do teste
também torna-se possivel inferir fragmentacédo apoptética do DNA em células cujo
nucledide ndo se mostra denso e apresenta-se difuso, ao contrario da célula sem

dano, em que o material nuclear esta compacto (OLIVE e BANATH, 1995).

Figura 14 — Diferentes graus de dano no DNA avaliados pelo teste do cometa: a) Grau 0; b)
Grau 1; ¢) Grau 2; d) Grau 3; e) Grau 4; f) Célula apoptotica.
Fonte: Arquivo do Laboratério de Atividade Bioldgica — BIOPHAR/PPGCF/UFAM.

O teste do cometa foi realizado de acordo com a metodologia proposta por
Singh (1988), com algumas modificagbes. Para o controle positivo utilizou-se
doxorrubicina e para controle negativo, o diluente. As linhagens escolhidas foram
plaqueados em placas de 24 pocos na concentracdo de 5,0 X10° células por poco
em 2 ml de meio DMEM completo. A placa foi incubada em atmosfera de 5% de CO,
a 37°C por 24 h e, apds esse periodo, as células foram tratadas com as diferentes
concentracbes de AFNO1 (1,0, 2,5 e 5,0 uM), DMSO 0,1%, doxorrubicina (5,0 uM) e
dacarbazina (5,0 pM) durante 3 h. Em seguida, 20 pL destas células foram

adicionados a 90 pL de agarose de baixo ponto de fuséo e este total colocado em

laminas de microscopia pré-cobertas com agarose de ponto de fusdo normal. Esta
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pré-cobertura foi realizada com a agarose a 60°C, e as laminas foram mantidas em
temperatura ambiente por 24 h até a solidificacéo da agarose.

As laminas contendo a solucéo de células mais agarose foram cobertas com
laminulas para uniformizar a distribuicdo do material e foram mantidas a 4°C para
solidificacdo da agarose. Apds a solidificacdo, as laminulas foram retiradas e as
laminas ficaram em uma solucao de lise (solucdo-méae de lise com 10 % de DMSO e
1 % de Triton-X 100) por 1 h, para que ocorresse a desnaturacdo da parede celular
e nuclear, restando o DNA ocupando o espaco que antes era o0 nucleo da célula. As
laminas foram retiradas da solucéo de lise e dispostas horizontalmente na cuba de
eletroforese a qual foi preenchida com tampéo de corrida por 20 minutos para
permitir o desempacotamento do DNA. A eletroforese foi conduzida em banho de
gelo e na auséncia de luz por 20 min, a 20 V e com corrente de 300 mA. Apos a
eletroforese as laminas, foram retiradas e submetidas a 3 lavagens de 5 minutos
com solucdo de neutralizacdo para retirada da alcalinidade das laminas. Em
seguida, foram fixadas em etanol P.A e, posteriormente, 40 pL da solucdo de
Brometo de Etidio (20 ug/ml) foram aplicados sobre as laminas cobrindo-as com
laminula, sendo analisadas em microscépio de fluorescéncia.

Foram analisados e contados 50 cometas/lamina, sendo classificados de
acordo com a porcentagem de DNA na cauda do cometa, indicando o grau de
guebra do DNA. A analise dos cometas foi realizada de acordo com o padrdo de
escores previamente determinados pelo tamanho e intensidade da cauda.

A analise dos dados deu-se a partir da média e desvio padrao da média da
triplicata. Utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) seguida por Teste de Tukey,

com nivel de significancia de 5 % (p <0,05) no programa GraphPad Prism versao 5.0
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para a verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes

grupos.

4.9 Avaliacdo da motilidade e invasédo celular

4.9.1 Avaliacdo da motilidade pelo ensaio de raspagem celular in vitro

O ensaio de raspagem celular in vitro, € um ensaio simples, bem
desenvolvido e de baixo custo. Descrito por Liang e colaboradores (2007), o teste é
capaz de fornecer dados a respeito da migracdo celular in vitro de células que
crescem aderidas. O ensaio necessita de etapas basicas que envolvem: a raspagem

de uma regido da monocamada celular criando um “arranh&o”, provocando entao
uma descontinuidade na camada de células antes homogénea (x 70% de
confluéncia); e, o acompanhamento do comportamento e captura de imagens da
regido “arranhada” a intervalos regulares.

Assim, para a realizacdo deste ensaio, as células foram cultivadas em placas
de 06 pocos numa densidade de 15x10*ml, e levadas a incubacdo durante 24
horas. Apés esse periodo foi feito o “arranhdo”, as células foram tratadas com
diferentes concentra¢des de AFNO1 (1,0, 2,5 e 5,0 uM), DMSO 0,1%, doxorrubicina
e dacarbazina (5,0 uM). O comportamento das células foi observado e fotografado
durante um periodo de 72 horas.

A inibicdo da migracdo das células em direcdo a regido raspada in vitro
mimetiza a inibicdo do processo de migracgéao in vivo e fornece dados iniciais sobre a

interferéncia da droga no processo metastatico tipico de tumores malignos (LIANG

et al, 2007).
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4.9.2 Migracao vertical, utilizando camara de Boyden

A camara de Boyden é uma ferramenta Gtil para estudar a migracéo e invasao
celular. O teste consiste em plaquear a célula de interesse dentro de um incerto
apoiado sobre o poco de uma placa de cultura de células. O incerto possui seu
fundo formado por uma membrana de policarbonato, com poros em quantidade e
didmetros definidos.

As células sdo plaqueadas em cima do inserto em meios isentos de soro,
enquanto quimioatrativos, soro ou semelhantes sdo colocados no poco abaixo do
inserto. Células que possuem a capacidade de migrar movem-se atraveés dos poros
em direcdo ao quimioatraente abaixo e podem ser marcadas ou quantificada em um
leitor de placas. Células invasoras podem ser mensuradas de forma semelhante por
meio da colocagcdo de um revestimento de proteinas de matriz extracelular na parte
superior da membrana de policarbonato do incerto. Deve se observar a diferenca
entre quimiotaxia, na qual a migracdo das células se da pela avidez pelos produtos
quimicos que se encontram em seu meio ambiente, podendo ocorrer a migracao de
células para perto ou para longe de um sinal quimico particular e, haptotaxia onde
ocorre a migracdo de células ao longo de um gradiente de matriz extracelular.

Esta metodologia foi realizada de acordo com o protocolo proposto por
Lochter et al. (1997). Os insertos com poros de 8uM (BD), adicionados em placa de
24 pocos. Em seguida, foram plaqueadas sobre os incertos 5,0 X10* células de
melanoma/200 pL de DMEM sem soro e serdo adicionados 300 pL de meio a
camara inferior. Realizou-se o tratamento em triplicata com diferentes concentracdes

de AFNO1 (1,0, 2,5 e 5,0 uM). Como controle positivo, foi utilizado o DMEM com
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10% de SFB na camara inferior. Apds 24 horas, o meio de cultura da camara inferior
foi aspirado e as células foram fixadas em formaldeido 3,7% em PBSA por 10
minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, a camara inferior foi lavada trés
vezes com agua destilada e, por fim, as células foram coradas com solucdo de 0,5%
azul de toluidina em 2% de Na,COgs, por 20 minutos a temperatura ambiente. O
excesso de corante foi retirado através de trés lavagens com agua destilada e, por
fim, as células que permanecerem na camara de Boyden foram removidas com
auxilio de uma haste com algodado. As células que atravessaram 0s poros dos
incestos, localizadas na superficie inferior da camara de Boyden, foram visualizadas

em microscopio invertido, utilizando-se aumento de 200 vezes.

4.9.3 Invasdo em matrigel, utilizando camara de Boyden

O matrigel é uma preparacdo de membrana solubilizada extraida do sarcoma
de EHS (Engelbreth-Holm-Swarm) do rato, um tumor rico em proteinas da matriz
extracelular, possuindo a laminina como seu maior componente, além de fatores de
crescimento, que ocorrem naturalmente nesse tumor. O matrigel visa fornecer
substrato suficiente para o estudo da angiogénese tanto in vitro quanto in vivo
(KEMPTON et al., 2009).

Esta metodologia foi realizada de acordo com o protocolo proposto por
Lochter et al. (1997). Os insertos com poros de 8uM (BD), adicionados em placa de
24 pocos, foram recobertos com 20 pL de Matrigel (BD) diluido em 1:6 em DMEM
sem soro (cerca de 2-3mg/ml de proteina) e incubados por 30 minutos em estufa de
CO,, a 37° C. Em seguida, foram plaqueadas sobre o Matrigel 5,0 X10* células de

melanoma/200 pL de DMEM sem soro e serdo adicionados 300 pL de meio a
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camara inferior. Realizou-se o tratamento em triplicata com diferentes concentracdes
de AFNO1 (1,0, 2,5 e 5,0 uM). Como controle positivo, foi utilizado o DMEM com
10% de SFB na camara inferior. Apds 24 horas, o meio de cultura da camara inferior
foi aspirado e as células foram fixadas em formaldeido 3,7% em PBSA por 10
minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, a camara inferior foi lavada trés
vezes com agua destilada e, por fim, as células foram coradas com solucdo de 0,5%
azul de toluidina em 2% de Na,COgs, por 20 minutos a temperatura ambiente. O
excesso de corante foi retirado através de trés lavagens com agua destilada e, por
fim, as células que permanecerem na camara de Boyden foram removidas com
auxilio de uma haste com algoddo. As células que invadiram o Matrigel, localizadas
na superficie inferior da camara de Boyden, foram visualizadas em microscépio

invertido, utilizando-se aumento de 200 vezes.

4.10 Anélise estatistica

Os resultados foram analisados e comparados por andlise de variancia
Oneway (ANOVA) seguida por Teste de Tukey e, Oneway (ANOVA) seguida por
Teste de Bonferroni no ensaio de Laranja acridina/Brometo de etideo, com nivel de

significancia de 5% (p <0,05) no programa GraphPad Prism versao 5.0.



5 RESULTADOS

5.1 Avaliacédo da Citotoxicidade Celular

5.1.1 Ensaio do Alamar Blue
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A atividade citotoxica da AFNO1 foi avaliada pelo método do Alamar Blue e os

resultados estéo representados na tabela 6. A AFNO1 mostrou-se inespecifica e com

citoxicidade variando entre 6,02 uM e menor que 10 uM no tempo de 24 horas, 5,07

UM e menor que 10 uM no tempo de 48 horas e, 4,72 uM e menor que 10 uM no

tempo de 72 horas.

Tabela 6 — CI50 em uM de AFNO1, dacabarzina e doxorrubicina em células de melanoma
metastatico humano por Alamar Blue.

Doxorrubicina

Dacarbazina

AFNO1 (controle positivo) (droga referéncia)
LINHAGEM 24 h 48 h 72h |24h| 48h 72 h 24h | 48h 72 h
9,91 5,07 487 |>10| 4,61 2,93 >100 | >100 | >100
SKMEL 19 | (6,92- |4,23-6,75) (4,12- (3,61- |(2,57-3,35)
14,20) 5,76) 5,87)
6,02 5,47 4,72 |>10| >10 4,52 >100 | >100 | >100
SKMEL 28 | (4,96 — (4,53 - (4,09- (3,73-5,47)
7,29) 6,61) 5,44)
>10 >10 >10 >10 1,87 1,12 >100 | >100 | >100
SKMEL 103 (2,36 - | (0,99 -
2,57) 1,26)
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5.1.2 Exclusé&o por Azul de Tripan

No ensaio de Azul de Tripan a AFNO1 foi efetiva ao diminuir a viabilidade
celular das células Sk-Mel-19, 28 e 103 (figuras 15, 16 e 17), apresentando uma
diminuicdo do quantitativo de células vivas, quando comparadas na mesma
concentracdo, superior a doxorrubicina (figuras 15 e 16), exceto na SK-Mel-103 e no
tempo de 72 horas da SK-Mel-28 (figuras 16 e 17). O efeito da AFNO1 sobre o

guantitativo de células mortas néo diferiu dos controles negativo e positivos.
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Figura 15 — Andlise de viabilidade celular — Exclusdo por Azul de Tripan — Quantificacdo de
morte celular pela AFNO1 (1,0; 2,5 e 5,0 uM) na linhagem celular de melanoma humano
metastatico SK-MEL-19 apo6s incubagéo de 24 h (a), 48 h (b) ou 72 h (c). DMSO 0,1% foi
usado como controle negativo. Doxorrubicina e dacarbazina foram utilizados como controle
positivo (5,0 uM). Cada barra representa a média = desvio padrdo de trés experimentos
isolados (n=6). *** p<0,001 comparado ao controle pelo teste de ANOVA seguido de Tukey.
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Figura 16 — Andlise de viabilidade celular — Exclusdo por Azul de Tripan — Quantificacdo de
morte celular pela AFNO1 (1,0; 2,5 e 5,0 uM) na linhagem celular de melanoma humano
metastatico SK-MEL-28 ap6s incubagéo de 24 h (a), 48 h (b) ou 72 h (c). DMSO 0,1% foi
usado como controle negativo. Doxorrubicina e dacarbazina foram utilizados como controle
positivo (5,0 uM). Cada barra representa a média = desvio padrdo de trés experimentos
isolados (n=6). *** p<0,001 comparado ao controle pelo teste de ANOVA seguido de Tukey.
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Figura 17 —Andlise de viabilidade celular — Exclusdo por Azul de Tripan — Quantificacdo de
morte celular pela AFNO1 (1,0; 2,5 e 5,0 uM) na linhagem celular de melanoma humano
metastatico SK-MEL-103 apés incubacao de 24 h (a), 48 h (b) ou 72 h (c). DMSO 0,1% foi
usado como controle negativo. Doxorrubicina e dacarbazina foram utilizados como controle
positivo (5,0 uM).Cada barra representa a média = desvio padrédo de trés experimentos
isolados (n=6). *** p<0,001 comparado ao controle pelo teste de ANOVA seguido de Tukey.
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5.2 Avaliacédo da sensibilidade celular

5.2.1 Ensaio clonogénico

A linhagem de SK-Mel-28 teve marcadamente uma reducdo na sobrevivéncia
clonogénica, apresentando uma média de formacdo de 22 colbnias na menor
concentracéo (1,0 uM ) e zero colbnias formadas na maior concentracao (5,0 uM )
de AFNO1 utilizada, quando comparada com o controle negativo que apresentou
uma meédia de 228 colbnias formadas (letras ¢ e d da figura 18). A AFNOL1 inibiu a
linhagem de SK-Mel-103 na maior concentracdo testada (5,0 uM) de, resultando na
formacdo, média, de 4 colbnias em relacdo as 26 colénias formadas no controle
negativo (letras e e f da figura 18). AFNO1 ndo demonstrou acao inibitoria sobre a

capacidade clonogénica da célula SK-Mel-19 (letras a e b da figura 18).



() (b)

300~ “

200+
DOXORRUBICINA 5,0 uM
1004

ns ns ns

o : | | l : " (M)

DMSO 10 25 50 DCB DOXO

SK-Mel-19
Numero de Colbnias

AFN 01

AFNO15,0 uM

(©) (d)

300+

200 %

1004

DOXORRUBICINAS,0uM

SK-Mel-28
NUmero de Coldnias

(M) N 4

T
DMSO 1,0 2,5 5,0 DCB DOXO Se—

AFNO15,0 uM

(e)

300+

200+
DOXORRUBICINAS,0 uM

100+

ns ns

SK-Mel-103
Numero de Colbnias

o
DCB  DOXO

0- ==

DMSO 1,0 25 50 (M)

AFN 01

AFNO15,0 uM

DACARBAZINAS,0 uM

AFNO12,5uM

DACARBAZINAS,0 uM

72

DMS00,1%
N

"

AFNO1 1,0 uM

Bae.

.

DMSO00,13%

"

AFNO1 1,0 uM

DMS00,1%

AFNO1 2,5uM

AFNO1 1,0 uM

Figura 18 — Ensaio Clonogénico mostrando os efeitos em sete (07) dias do tratamento com
AFNO1 sobre células de cancer de pele melanoma. a) e b) Células SK-Mel-19 tratadas com
DMSO, doxorrubicina, dacarbazina ou AFNO1 por um periodo de 168 h; c) e d)Células SK-
Mel-28 tratadas com DMSO, doxorrubicina, dacarbazina ou AFNO1 por um periodo de 168h;
e, e) e f) Células SK-Mel-103 tratadas com DMSO, doxorrubicina, dacarbazina ou AFNO1
+ desvio padrdo de trés
experimentos isolados realizados em duplicata (n=6). **p<0,01,*** p<0,001 comparado ao

por um periodo de 168h. Cada barra representa a média

controle pelo teste de ANOVA seguido de Tukey.
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5.3 Avaliacéo do tipo de morte celular

5.3.1 Coloracéao diferencial pelo Brometo de Etidio (BE)/Acridina Laranja (AO)

A morfologia das células tratadas foi investigada usando corante Laranja de
Acridina / Brometo de Etidio (LA/BE) através de microscopia de fluorescéncia.
Calculou-se a percentagem de células viaveis, células em apoptose e células
necroticas. Uniformemente células verdes com morfologia normal foram observadas
no grupo controle, atingindo 90% das células quantificadas. Células tratadas com
AFNO1 mostraram um aumento do numero de células em apoptose, nas
concentracfes de 2,5 e 5,0 uM, sendo que no tempo de 24 horas o aumento de
células apoptoticas na amostra tratada AFNO1 5,0 uM foi de dez (10) vezes a do
controle. No periodo de 72 horas, apenas nas concentracdes mais elevadas (5,0
uM) foram encontradas células necroticas, além disso, células SK-Mel-28 e SK-Mel-
103 tratadas com doxorrubicina e dacarbazina também apresentaram caracteristicas
apoptoéticas. Células SK-Mel-19 tratadas com doxorrubicina apresentaram células
com caracteristicas necréticas e as tratadas com dacarbazina apresentaram

caracteristicas apoptoticas (Figuras 19, 20 e 21).
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Figura 19 — Determinacéo da viabilidade das células pelo laranja de acridina e brometo de
etidio (LA / BE) coloracdo de células SK-MEL-19 tratadas com AFNO1 usando microscopia
de fluorescéncia. DMSO foi usado como controlo negativo. Doxorrubicina e dacarbazina
foram utilizados como controle positivo (5,0 uM). Os dados séo apresentados como média +
desvio padrdo de trés experimentos independentes em duplicata (n = 6).**p<0,001,***
p<0,001 comparado ao controle pelo teste de ANOVA seguido de Bonferroni.
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Figura 20 — Determinacdo da viabilidade das células pelo laranja de acridina e brometo de
etidio (LA / BE) coloracdo de células SK-MEL-28 tratadas com AFNO1 usando microscopia
de fluorescéncia. DMSO foi usado como controle negativo. Doxorrubicina e dacarbazina
foram utilizados como controle positivo (5,0 uM). Os dados séo apresentados como média +
desvio de padrao de trés experimentos independentes em duplicata (n = 6).**p<0,001,***
p<0,001 comparado ao controle pelo teste de ANOVA seguido de Bonferroni.
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Figura 21 — Determinacdo da viabilidade das células pelo laranja de acridina e brometo de
etidio (LA / BE) coloracdo de células SK-MEL-103 tratadas com AFNO1 usando microscopia
de fluorescéncia. DMSO foi usado como controlo negativo. Doxorrubicina e dacarbazina
foram utilizados como controle positivo (5,0 uM). Os dados séo apresentados como média +
desvio padrdo de trés experimentos independentes em duplicata (n = 6).**p<0,001,***
p<0,001 comparado ao controle pelo teste de ANOVA seguido de Bonferroni.
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5.4 Anélise morfologica

5.4.1 Coloracéao diferencial pela Hematoxilina/Eosina

A andlise morfologicas das células SK-Mel, revelou alteracbes ocasionadas
pela AFNO1, quando comparadas com as células néo tratadas (figuras 22, 23 e 24).
Todas as concentragfes testadas com AFNO1 (1,0, 2,5 e 5,0 uM), apresentaram
algum tipo de alteracdo, sugestivas de apoptose, entre elas, vacuolos intracelulares,
formacao de “bleebings”, afrouxamento da cromatina, pontos de condensacéao

nuclear, halos perinucleares, nucléolos, cariorrexi e cariolise.
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Figura 22 — Ensaio de Avaliagdo Morfolégica Hematoxilina / Eosina — SK- Mel — 19. Ensaio
de Avaliacdo Morfoldgica Hematoxilina / Eosina — SK- Mel — 19. Ndcleos basofilicos (a), com
pontos de condensacédo de cromatina (b), nucléolos (c), citoplasma basofilico e finamente
granular (d), lise celular (e) intensa lise citoplasmética representado por pequenas vesiculas
que se desprendem (e), halos perinucleares (f), vacuolos citoplasmaticos (g), anfofilia
nuclear (h), afrouxamento da cromatina (i) e anfofilia citoplasmatica (j), citoplasma granular
(k), basofilia citoplasmatica (I).
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Figura 23 — Ensaio de Avaliacdo Morfolégica Hematoxilina / Eosina — SK- Mel — 28.
Citoplasma basofilico (a), vacuolos (b), nucleo basofilico com cromatina densa e pontos de
condensacéo (c), cromatina menos densa (d), lise do citoplasma representado por pequenas
vesiculas que se desprendem (e), lise acentuada (f), cromatina frouxa (g), cariblise (h),
intensa lise celular (e), nucléolos (i), aumento da basofilia nuclear (j), lise celular (e),
vacuolos citoplasmaticos (k), halos perinucleares (l) cariorrexi (m).
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Figura 24 — Ensaio de Avaliacdo Morfologica Hematoxilina / Eosina — SK- Mel — 103.
Nucleos basofilicos (a), condensacado de cromatina (b), nucléolos (c), citoplasma basofilico e
finamente granular (e), lise do citoplasma representado por pequenas vesiculas que se
desprendem (f), halos perinucleares (g) e vacuolos citoplasmaticos (h), afrouxamento da
cromatina (i).
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5.5 Avaliacdo da genotoxicidade

5.5.1 Teste do Cometa

No ensaio do cometa, teste que avalia a capacidade da substancia em gerar
danos ao DNA celular, a AFNO1, nas concentracdes de 1,0, 2,5 e 5,0 uM, causou
dano nas linhagens de Sk-Mel 19, Sk-Mel 28 e Sk-Mel 103. Os danos apresentados
no teste do cometa incluem quebras simples, duplas e quebra de sitios alcalil labeis
da fita de DNA das células de melanoma estudadas (letras a, c e e das figuras 25 e
26). A capacidade da AFNO1 em gerar dano ao DNA foi superior a droga de
referéncia para tratamento do melanoma, dacarbazina, quando comparadas na
mesma concentracdo 5,0 uM e, 95% das células tratadas com AFNO1, nas trés

linhagens analisadas sofreram dano ao DNA (letras b, d e f das figuras 25 e 26).
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Figura 25 — Teste do Cometa em pH Neutro mostrando os efeitos da AFNO1 sobre a fita de
DNA. A droga tem efeito concentracdo dependente nas quebras duplas (a, ¢, €). Todas as
concentracdes testadas resultaram em quebras duplas na fita de DNA de mais de 95% das
células (b, d, f). Cada barra representa a média + desvio padrdo de trés experimentos
isolados realizados em duplicata (n=6). *** p<0,001 comparado ao controle pelo teste de
ANOVA seguido de Tukey.
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Figura 26 — Teste do Cometa em pH Alcalino mostrando os efeitos da AFNO1 sobre a fita de
DNA. A droga tem efeito concentracdo dependente nas quebras simples e duplas da fita de
DNA (a, ¢, e). Todas as concentracfes testadas resultaram em quebras simples e duplas na
fita de DNA de mais de 95% das células (b, d, f). Cada barra representa a média + desvio
padrdo de trés experimentos isolados realizados em duplicata (n=6). *** p<0,001 comparado
ao controle pelo teste de ANOVA seguido de Tukey.
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5.6 Avaliacdo da motilidade e invaséo celular

5.6.1 Avaliacdo da motilidade pelo ensaio de raspagem celular in vitro

O ensaio utilizado para avaliar a motilidade das células SK-Mel-19, SK-Mel-28
e SK-Mel-103 foi o da raspagem celular in vitro. Esse ensaio foi realizado durante 72
horas, e as concentracdes testadas foram AFNO1 (1,0, 2,5 e 5,0 uM), controle
negativo DMSO 0,1% e controles positivos dacarbazina 5,0 uM e doxorrubicina 5,0
uM.

No ensaio com a célula SK-Mel-19 o efeito de AFNO1 inibiu completamente a
formacdao do filme celular sobre a area do risco em todas as concentracfes testadas
(1,0, 2,5 e 5,0 uM), tendo efeito superior ao controles positivo doxorrubicina e a
droga de referéncia no tratamento de melanoma dacarbazina (figura 27). Até o
tempo de 48 horas, momento em que ocorre a conclusdo do fechamento do filme
celular no controle negativo (DMSO). Os controles positivos ndo apresentaram
interferéncia na capacidade das células migrarem, evidenciando assim o efeito
inibitério pronunciado da AFNO1 sobre o processo de locomocgao celular in vitro da
SK-Mel-19 (figura 27).

No ensaio de migracao realizado com a célula SK- Mel-28 a acdo da AFNO1
ocorre apenas nas concentracbes de 2,5 e 50 puM quando comparado com o
controle negativo (figura 28). Esse efeito é percebido no tempo 48 horas, no qual
ocorre fechamento do filme celular tanto no controle negativo quanto no controle
positivo doxorrubicina e dacarbazina. No tempo de 72 horas outro efeito pode ser

percebido somente nas maiores concentragbes de AFNO1 (5,0 uM), as células
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comecaram a perder aderéncia o que sugere que a droga pode interferir também
com proteinas de adesao celular expressas pela SK-Mel-28 (figura 28).

No ensaio de migracdo realizado com a célula SK-Mel-103, o resultado
apresentado pela acdo da AFNO1 difere dos efeitos observados nas outras duas
células de melanoma. No tempo de 24 horas observou-se que ndo houve diferenca
entre as concentracbes de AFNO1l testadas e os controles positivos, havendo
contudo, inibicdo da migracdo em relacdo ao DMSO. No tempo de 48 horas
observou-se que ocorreu fechamento do filme celular no controle negativo, enquanto
nas concentracdes de AFNOL ocorreu uma inibicdo do fechamento do filme celular
devido, provavelmente, a um efeito concentracdo dependente de perda de aderéncia
celular (figura 29). Houve efeito semelhante das drogas AFNO1 e doxorrubicina

sobre a SK-Mel-103.
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Figura 27 — AFNO1 suprime a motilidade e migracao em células SK-Mel-19 tratadas por 24
h. As fotos mostram a aparéncia microscopica dos processos de cicatriza¢éo de feridas do
controle de células tratadas com AFNO1 1,0, 2,5 e 5,0 uM por 0, 24, 48 e 72 h. SK-Mel-19.
As células foram plaqueadas em placas de 24 pocos e cultivadas a 80% de confluéncia.
Depois de gerar um “arranhdo” na monocamada, as células foram incubadas com AFNO1,
DMSO, dacarbazina e doxorrubicina. As fotos foram tiradas imediatamente apds o ferimento
(0 hora) e nos tempos de 24, 48 e 72 h com ampliagdo de 100 X e escala em pm. No tempo
de 72h (1) indica diametro inicial e (2) diametro final mensurado. A mensuracdo do espaco
entre os filmes celulares foi feito pelo Software de aquisicdo de imagens LAS EZ.
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Figura 28 — AFNO1 suprime a motilidade e migracao em células SK-Mel-28 tratadas por 24
h. As fotos mostram a aparéncia microscopica dos processos de cicatriza¢éo de feridas do
controle de células tratadas com AFNO1 1,0, 2,5 e 5,0 uM por 0, 24, 48 e 72 h. SK-Mel-28.
As células foram plaqueadas em placas de 24 pocos e cultivadas a 80% de confluéncia.
Depois de gerar um “arranhdao” na monocamada, as células foram incubadas com AFNO1,
DMSO, dacarbazina e doxorrubicina. As fotos foram tiradas imediatamente apds o ferimento
(0 hora) e nos tempos de 24, 48 e 72 h com ampliacdo de 100 X e escala em um. No tempo
de 72h (1) indica diametro inicial e (2) diametro final mensurado. A mensuracdo do espaco
entre os filmes celulares foi feito pelo Software de aquisicdo de imagens LAS EZ.
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Figura 29 — AFNO1 suprime a motilidade e migracdo em células SK-Mel-103 tratadas por 24
h. As fotos mostram a aparéncia microscopica dos processos de cicatriza¢éo de feridas do
controle de células tratadas com AFNO1 1,0, 2,5 e 5,0 uM por 0, 24, 48 e 72 h. SK-Mel-103.
As células foram plaqueadas em placas de 24 pocos e cultivadas a 80% de confluéncia.
Depois de gerar um “arranhdao” na monocamada, as células foram incubadas com AFNO1,
DMSO, dacarbazina e doxorrubicina. As fotos foram tiradas imediatamente apds o ferimento
(0 hora) e nos tempos de 24, 48 e 72 h com ampliagdo de 100 X e escala em pm. No tempo
de 72h (1) indica diametro inicial e (2) diametro final mensurado. A mensuracdo do espaco
entre os filmes celulares foi feito pelo Software de aquisicdo de imagens LAS EZ.
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Figura 30 — Avaliacdo da motilidade pelo ensaio de raspagem celular in vitro — A
capacidade de atravessar a membrana basal proporciona as células neoplasicas a
possibilidade de invadir tecidos adjacentes. O ensaio de raspagem celular in vitro avalia o
efeito inibitério da droga AFNO1 sobre a migracdo das células SK — Mel 19, SK — Mel 28 e
SK — Mel 103 em um plano horizontal sem obstaculos. A inibicdo da migracdo é observado
nos quadros a, b e ¢, onde: 1-Controle; 2-AFNO1 1,0 uM; 3-AFNO1 2,5 pM e 4-AFNO1 5,0
MM. Cada barra representa a média + desvio padrdo de trés experimentos isolados
realizados em duplicata (n=6). **p<0,01, *** p<0,001 comparado ao controle pelo teste de
ANOVA seguido de Tukey.
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5.6.2 Migracéao vertical, utilizando camara de Boyden

No ensaio de migracdo em camara de Boyden a droga AFNO1 demonstrou
diminuicdo acentuada, significativa a nivel de p<0,001, concentracédo dependente, da
migracdo celular das trés linhagens de Sk-Mel estudadas (letra a, ¢ e e da figura 31).
A linhagem Sk-Mel-103 apresentou maior resisténcia aos efeitos da AFNO1 sobre
sua capacidade migratoria, demonstrando uma média de 200 células migradas na
concentracdo de 5,0 uM. A linhagem Sk-Mel-19 apresentou menor namero de

células migradas sob acdo da AFNO1 que a linhagem Sk-Mel-28.
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Figura 31 — Migracdo Vertical em Céamara de Boyden — A motilidade é caracteristica
intrinseca de tumores malignos. No ensaio de migracao vertical in vitro, que simula essa
capacidade, a droga AFNO1 inibiu a migracéo das células SK — Mel 19, SK — Mel 28 e SK —
Mel 103, nos quadros b, d e f onde: 1-Controle; 2-AFNO1 1,0 puM; 3-AFNO1 2,5 pM e 4-
AFNO1 5,0 uM. A acdo concentracdo dependente é observado nos graficos a e c. Cada
barra representa a média + desvio padréo de trés experimentos isolados realizados em
duplicata (n=6). **p<0,01, *** p<0,001 comparado ao controle pelo teste de ANOVA seguido
de Tukey.
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5.6.3 Invasdo em matrigel, utilizando camara de Boyden

No ensaio de invasdo em camara de Boyden a droga AFNO1 demonstrou
inibicdo acentuada, concentracdo dependente, da invasao celular da linhagem Sk-
Mel-28 estudada (letra ¢ e d da figura 32). Nas demais linhagens também houve o
efeito inibitério, concentracdo dependente, produzida pela acdo de AFNO1 em todas
as concentracdes. O quantitativo de células que invadiram o matrigel na amostra
controle das linhagens SK-Mel-19 e SK-Mel-103 foi muito inferior ao quantitativo de

células que invadiram o matrigel na amostra controle da linhagem SK-Mel-28.
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Figura 32 — Ensaio de Invasdo em Camara de Boyden — A capacidade de atravessar a
membrana basal proporciona as células neoplasicas a possibilidade de invadir tecidos
adjacentes. No ensaio de invasdo in vitro, que simula essa capacidade, a droga AFNO1
inibiu a invaséo das células SK — Mel 19, SK — Mel 28 e SK — Mel 103, nos quadros b, d e f
onde: 1-Controle; 2-AFNO1 1,0 pM; 3-AFNOl1 2,5 uM e 4-AFNO1 5,0 pM. A acdo
concentracao dependente é observado nos gréficos a, ¢ e e. Cada barra representa a média
* desvio padrao de trés experimentos isolados realizados em duplicata (n=6). *** p<0,001 e
***+n<0,0001, comparado ao controle pelo teste de ANOVA seguido de Tukey.
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6 DISCUSSAO

Os Benzotiazdis sdo compostos de interesse para o estudo do cancer, eles
tem apresentado atividades antitumorais significantes, principalmente, os fenil
substituidos (BRADSHAW et al., 2002). Para avaliar o potencial da AFNO1 contra
linhagens de melanoma este trabalho iniciou-se primeiramente com a atividade
citotoxica. A AFNO1 foi testada em trés linhagens de células de melanoma humano
metastatico (SK-Mel-19, SK-Mel-28 e SK-Mel-103), através dos ensaios de Alamar
blue e exclusédo por azul de tripan onde verificou-se uma interessante citotoxicidade
frente a essas linhagens quando comparado com o controle positivo doxorrubicina e
a droga dacarbazina (Figuras 15, 16, 17 e Tabela 6).

As concentragdes de CI50 abaixo de 10,0 uM encontradas pelos ensaios de
Alamar Blue e descritas na Tabela 6 corroboram estudos de Nogueira e
colaboradores (2010) que visando conhecer a atividade antitumoral de diversos
derivados benzotiazdlicos, entre eles o] (E)-2-((2-(benzo[d]tiazo-2-
ila)hidrazono)metil)-4-nitrofenol, a AFNO1, relataram uma boa atividade citotéxica
contra linhagens celulares de leucemia (HL-60), melanoma (MDAMB-435) e célon
(HCT-8). Nesses estudos, a substancia AFNO1 foi a mais ativa nessas linhagens
com CI50 variando 0,52 — 4,40 uM.

Segundo a literatura, compostos puros podem ser considerados promissores
para justificar novos estudos, quando apresentarem CI50 menor que 1,0 uM
(PESSOA et al.,, 2000). Considerando esse valor a AFNO1 mostrou-se bastante
citotoxica contra as trés (03) linhagens de células de melanoma humano estudadas
no presente trabalho, sendo que esta atividade citotéxica estendeu-se as trés

linhagens de células independentemente de mutacbes em Tp53, B-Raf e N-Ras
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(Tabela 5). A analise dos dados fornecido pelos ensaios de Alamar Blue presentes
na Tabela 5 permite as seguintes observacoes:

1 - A AFNO1 foi mais citotdéxica para a linhagem Sk-Mel-28 que possui 0s
genes Tp53 e B-Raf mutados, n&o expressa a proteina pl4 e possui 0 gene Ras
selvagem;

2 - A AFNO1 foi menos citotoxica para a linhagem Sk-Mel-103 que possui 0s
genes Tp53 e B-Raf selvagens, expressa a proteina pl4 e possui 0 gene Ras
mutado;

3 - A AFNO1 apresentou uma citotoxica intermediaria para a linhagem Sk-Mel-
19, quando comparada as outras duas linhagens. A Sk-Mel-19 possui 0s genes
Tp53 e Ras selvagens, expressa a proteina pl14 e possui o gene B-Raf mutado.

Quando comparamos a citoxicidade apresentada pela AFNO1l sobre o
mosaico de genes expressos nas trés células estudadas pode-se inferir que:

a) A AFNO1 possui atividade moduladora sobre os genes Tp53 e Raf
mutados, visto a maior citoxicidade sobre a linhagem Sk-Mel-28 em relacdo a Sk-
Mel-103 que n&o possui esses genes mutados;

b) Sua acdo ocorre a partir da Via de sinalizacdo Raf alterada, por ndo ter
sido tao efetiva na célula com o gene Ras mutado, Sk-Mel-19;

c) A agdo moduladora da AFNO1 pode ocorrer diretamente sobre a expressao
do Tp53 ou ser mediada pela acédo da droga a nivel de proteina pl4 que inibe a
ubiquitinizagdo do p53 pela MDM2 visto a menor citoxicidade demonstrada na Sk-
Mel-19 que expressa normalmente Tp53 e p14;

d) A toxicidade inferior da AFNO1 sobre a Sk-Mel-103 frente a doxorrubicina,

em relacdo as Sk-Mel-19 e Sk-Mel-28 demonstra que sua acao nao ocorre sobre a
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topoisomerase Il e, ou promovendo ligacdo a cadeia de DNA e sua consequente
quebra;

O ensaio de exclusao por azul de tripan consiste na verificacdo de viabilidade
celular pela observacéo da capacidade de efluxo membranar do corante vital azul de
tripan. Como ilustram as Figuras 15, 16 e 17, todas as linhagens apresentaram
gueda nas porcentagens de proliferacdo celular na maior concentracdo estudada
(5,0 uM) confirmando o observado no ensaio de Alamar blue (Tabela 6). Também foi
observado que ndo houve aumento da quantidade de células mortas em relacdo ao
controle negativo, o que indica que ndo houve rompimento direto na membrana
celular.

A toxicidade seletiva acentuada da AFNO1 sobre as células com o gene Tp53
e B-Raf mutado, apresentada no ensaio do Alamar Blue foi confirmada no teste do
Tripan. As figuras 15, 16 e 17 demonstram que nos tempos de 24, 48 e 72 horas a
quantidade de células vivas nas trés concentra¢des de AFNO1 testadas (1,0, 2,5, 5,0
MM) foram menores nas linhagens Sk-Mel-19 e Sk-Mel-28 do que na Sk-Mel-103.
Também foi observado que a quantidade de células mortas nao apresentou
diferenca significativa em relacdo ao controle negativo, o que indica parada de ciclo
celular ou mais excludentemente necrose acentuada, que nao permita a contagem
das células. A diminuicdo superior da quantidade de células vivas apresentada pela
maior concentracdo de AFNO1 (5,0 uM) em relagdo a droga doxorrubicina indica
uma resisténcia intrinseca das Sk-Mel-19, 28 e 103 a inibidores da topoisomerase |l,
nao sendo este portanto seu mecanismo de acdo. Outro mecanismo que parece
estar descartado para a AFNO1 € o alquilante, mecanismo da dacarbazina. A
diminuicdo significativa da quantidade de células vivas nas amostras tratadas com

AFNO1 em relacdo ao controle positivo dacarbazina e o controle negativo DMSO
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descartam a possibilidade que essas substancia possuam o mesmo mecanismo de
acao.

A marcacdo com azul de tripan evidencia apenas as células em necrose, com
transtorno irreversivel da permeabilidade celular, mas néo identifica a atividade de
mecanismos genético-moleculares de morte celular em curso (BAENA et al., 2001).
Portanto, a avaliagdo conjunta do ensaio de coloracdo por Laranja Acridina/Brometo
de Etideo e do ensaio de coloracdo por Hematoxilina/Eosina € necessario para
confirmar a participacdo de AFNO1 na producdo de processos apoptoticos nas
linhagens estudadas.

O ensaio de sobrevivéncia clonogénica ou ensaio de formacdo de colbnia,
usado ha décadas para avaliar os efeitos da radiacdo, quimioterapia,
desenvolvimento de medicamentos, triagem de drogas, toxicologia e farmacologia
tem varias variacdes da técnica (crescimento em agar, superficies solidas, tais como
placas de Petri, ou matrizes semi-sélidas como metil-celulose), mas o seu objetivo é
0 mesmo: avaliar se uma célula é capaz de se dividir e formar uma colénia, depois
de ter sido exposta a um tratamento. Esta técnica € considerada uma ferramenta (til
devido as suas vantagens como: baixo custo, reprodutibilidade, simplicidade e
rapidez na selecdo de novos quimiotergpicos, além de apresentar uma boa
correlagdo com ensaios de viabilidade, como MTT para exames escala moderada
(SALMOM et al., 1978; KAWADA et al., 2002; FEDIER et al., 2003; DU et al., 2010).

Os efeitos em sete (07) dias do tratamento com AFNO1 foram avaliados pelo
ensaio clonogénico. Nesse ensaio foi possivel observar que a linhagem Sk-Mel-28
se multiplica em uma velocidade dez (10) vezes mais rapida que as Sk-Mel-19 e
103. Essa observacao foi feita com base na quantidade de células presentes no

controle negativo DMSO 0,1% das trés ceélulas. A velocidade superior de
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multiplicacdo da Sk-Mel-28 se da& pela mutacdo no Tp53 e pela auséncia de
expressdo do pl4, essas alteragdes aumentam a quantidade de fatores de
crescimento atuando na célula o que facilita a replicacao.

A concentracdo de doxorrubicina (inibidor de topoisomerase Il) utilizada no
ensaio Clonogénico (5,0 uM) foi letal para as trés linhagens de Sk-Mel testadas,
independente de suas mutacdes no Tp53, B-Raf e Ras, o que demonstra a
inespecificidade de sua acao.

A AFNO1 inibiu significativamente a replicacdo celular e a formacdo de
colénias visualmente observaveis somente na linhagem Sk-Mel-28, que expressa 0s
genes Tp53 e B-Raf mutados. A AFNO1 foi mais eficaz que o alquilante dacarbazina
na Sk-Mel-28 em relacdo ao controle negativo DMSO 0,1%, o que indica
mecanismos de acao ou alvos diferentes nas vias celulares.

A célula SK-Mel-103 apresentou uma forte diminuicdo na formacédo de
colbnias sob acdo de AFNO1 somente na maior concentragdo (5,0 uM). Na SK-Mel-
19 nao houve diminuicao da formacéo de coldnias em relacdo ao controle negativo.

O efeito superior da AFNO1, na concentracdo de 5,0 uM, sobre a Sk-Mel-103
em relacdo a Sk-Mel-19 indica que concentracfes maiores da droga podem atuar
sobre uma etapa anterior da via Raf, atingindo a via Ras.

A concentracdo inibitéria 50 (CI50) de AFNO1 nas trés células em estudo,
respectivamente, 4,87 uM, 4,72 uM e >10 uM, no tempo de 72 horas determinaram
as concentracdes que foram utilizadas no ensaio de coloragdo por Laranja de
Acridina e Brometo de Etideo, nos tempos de 24, 48 e 72 horas. Este teste
demonstrou a que a totalidade das células tratadas morreram pelo mecanismo de

apoptose.
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A inducédo de apoptose de células tumorais € um grande beneficio e, fator de
escolha para novas drogas a serem utilizadas para a quimioterapia antineoplasica,
inclusive do melanoma (LOS et al., 2003).

A apoptose é a morte celular programada da célula que envolve o controle
genético de eventos bioquimicos e morfolégicos das células, incluindo a
externalizacdo da fosfatidilserina, liberacdo de citocromo ¢ da mitocondria , ativacao
de caspase, reducdo de volume nuclear das células, condensacédo de cromatina e
fragmentacdo de DNA intranucleossomal, arredondamento celular e a auséncia da
reacao inflamatoéria, (SUZANNE E STELLER, 2013).

Os resultados dos estudos de citotoxicidade sugeriram que o mecanismo pelo
qual a AFNO1 induz a morte em células de melanoma se da principalmente por
apoptose, visto que a morfologia das células tratadas e investigadas usando corante
Laranja de Acridina / Brometo de Etidio (LA/BE) através de microscopia de
fluorescéncia demonstrou um quantitativo elevado de células com morfologia celular
em estado de apoptose frente aos 90% de células viaveis presente no controle
negativo. Essa observacgao reforcou a teoria de que AFNO1 exerce sua toxicidade
promovendo esse tipo de morte celular. Diferenciando-se o efeito da substancia
testada nas trés linhagens observou-se que a acdo da AFNO1 foi superior na SK-
Mel-28 apresentando um alto indice de células em apoptose, seguida da SK-Mel-19
e SK-Mel-103.

A maior quantidade de células em apoptose nas amostras tratadas com
AFNO1 no ensaio com Sk-Mel-28 em relagdo a amostra tratada com dacarbazina
indica que os efeitos antiapoptoéticos causados pela mutagdo no gene Tp53 e pela
auséncia de expressao do p14 foram suprimidos pela acdo da AFNO1. Do mesmo

modo o menor efeito da AFNO1 sobre a Sk-Mel-103 indica uma resisténcia da célula
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a processos apoptoticos induzidos pela acdo da droga. Essa resisténcia se deve ao
fato de que os principais genes de controle da apoptose, Tp53 e pl4, n&o estarem
mutados na Sk-Mel-103.

A avaliacdo da citotoxicidade pode ser feita através da analise da morfologia
celular, da integridade da membrana celular (pela utilizacdo de métodos com
corantes vitais ou nao), da proliferacdo celular, de atividade biossintética, etc
(FRESHNEY, 1989). A coloracdo de hematoxilina-eosina (HE) foi utilizada para
verificar citotoxicidade e alteracbes morfologicas das células tratadas com AFNOL. A
analise com microscopia de luz comum das laminas coradas com HE revelou grande
guantidade de corpos apoptéticos nos grupos tratados quando comparados ao
controle negativo.

O ensaio de avaliacdo da morfologia celular por coloracédo diferencial HE
retrata de modo visual, a nivel microscopico, as alteracbes promovidas pela droga
testada nas células tratadas. O ensaio realizado demonstrou que as principais
alteracGes encontradas se deram a nivel de membrana, citoplasma e nucleo. Dentre
as alteracbes encontradas descreve-se, vacuolizacdo citoplasmatica, formacdo de
bordas citoplasmaticas irregulares (serrilhadas), halos perinucleares, afrouxamento
da cromatina, pontos de condensacédo nuclear, formacao de nucléolos e formacéo
de “bleebings”, todas sugestivas de apoptose. A acdo da AFNOL1 foi superior na SK-
Mel-28, que teve um alto numero de formacédo de “bleebings” e uma diminuigcao
acentuada do volume celular, seguida da SK-Mel-19 e SK-Mel-103. Estes resultados
representam visualmente a susceptibilidade da célula com os genes mutados Tp53 e
B-Raf a acdo da AFNO1. Segundo Suzanne e Steller (2013) as células em apoptose
apresentam uma série de modificaces fisicas, tais como alteragdo da membrana

plasmatica, “Blebbings”, permeabilizacdo da membrana externa da mitocondria,



101

fragmentacdo do DNA, e desintegracdo do nucleo. A presenca dessas modificacoes
morfologicas indicam, na medida de sua intensidade e frequéncia, a susceptibilidade
das células testadas a acdo da AFNO1.

No ensaio de avaliacdo de danos ao DNA (cometa) a AFNOL1 foi efetiva nas
trés linhagens de células testadas, gerando dano de alguma intensidade em todas
as células tratadas, independente de sua expressao génica. Em relacéo a producéo
de quebras duplas na fita de DNA a AFNOl1 apresentou acdo semelhante ao
alquilante dacarbazina e o inibidor de topoisomerase doxorrubicina quando testados
na mesma concentragao.

A AFNO1 também demonstrou no ensaio do cometa a capacidade de
produzir quebras duplas, simples e quebra de sitios alcalil labeis na fita de DNA das
células de melanoma estudadas. Nas linhagens Sk-Mel-19 e Sk-Mel-103 a AFNO1
demonstrou uma producédo de quebras simples e alcalil labeis superior ao alquilante
dacarbazina, o que demonstra sensibilidade a um mecanismo proprio de acdo da
AFNO1. Essa sensibilidade se deve provavelmente a acdo dos genes Tp53 e pl4d
selvagens que promovem processos apoptoticos na célula submetida a agentes que
causam danos irreversiveis ao seu DNA. Na Sk-Mel-28 a funcdo de promocédo da
apoptose mediante danos irreversiveis ao DNA esta ausente. Essa auséncia €
causada pelas mutacdes presentes nos genes Tp53 e pl4, o que pode ter
contribuido para o reparo celular e consequente menor indice de dano apresentado
neste ensaio pela Sk-Mel-28. Esse resultado somado a maior sensibilidade da Sk-
Mel-28 a acéo citotoxica da AFNOL1 sugere que a via de morte desencadeada por
sua acao nao esta ligada diretamente ao rompimento da fita de DNA, mas sim

processos de transcrigao.
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A capacidade de migrar por um determinado espaco que as células
neoplasicas possuem é um dos mecanismos que proporcionam as essas ceélulas
possibilidade de produzir a metastase in vivo, desse modo drogas que inibam essa
migracdo sao de interesse meédico. O teste de migracdo descrito por Liang e
colaboradores (2007), € um teste que fornece informacdes sobre o efeito de uma
droga sobre a locomoc¢ao das células metastaticas in vitro.

O ensaio de migracdo demonstrou que AFNOL teve acao inibitoria sobre a
migracdo e adesdo de todas as linhagens de melanoma metastatico humano
tratadas. O aumento da motilidade celular é outra caracteristica associada a
malignidade (Zhang et al., 2013). No ensaio com a célula SK-Mel-19 o efeito de
AFNO1 inibiu completamente a formacéo do filme celular sobre a area do risco em
todas as concentragbes testadas (1,0, 2,5 e 5,0 uM), tendo efeito superior ao
controle positivo doxorrubicina e a droga dacarbazina (figura 27).

No ensaio de migracao realizado com a célula SK- Mel-28 a acdo da AFNO1
ocorre apenas nas maiores concentracgoes, 2,5 e 5,0 uM. Na maior concentracao de
AFNO1 (5,0 uM), as células comecam a perder aderéncia a partir do tempo de 72
horas o que sugere que a droga pode interferir com proteinas de adesao celular
expressas pela SK-Mel-28 (figura 28).

No resultado apresentado no ensaio de migracao realizado com a célula SK-
Mel-103 a agdo da AFNO1 difere dos efeitos observados nas outras duas células de
melanoma testados e corrobora a tendéncia apresentada nos demais testes a uma
menor sensibilidade dessa célula a AFNO1. No tempo de 24 horas a AFNO1 na
concentracdo de 1,0 uM né&o inibe a migracédo e, na concentracdo de 5,0 uM né&o
difere dos controles positivos dacarbazina e doxorrubicina. No tempo de 48 horas a

doxorrubicina 5,0 uM e a AFNO1 causaram perda de aderéncia celular na SK-Mel-



103

103 (Figura 29). Essa perda de aderéncia celular sugere haver indicio de
interferéncia na expressao de alguma proteina de membrana, visto que as doses
gue apresentaram tal efeito foram inferiores a CI50.

O ensaio de migracdo horizontal sem barreiras demonstrou que a AFNO1 foi
mais efetiva na inibicdo da migracao da célula com B-Raf mutado e controle normal
da apoptose (Tp53), tendo seu efeito diminuido na célula com B-Raf mutado e
descontrole da apoptose, e exercendo seu menor efeito inibitério sobre a célula com
B-Raf e Tp53 selvagens. Esses resultados sugerem que a atividade inibitoria da
AFNO1 sobre a motilidade das células de melanoma estudadas ocorre entre as vias
de sinalizacao de sinais proliferativos mediado pelo B-Raf e o controle da apoptose
mediada pelo gene Tp53, visto que acdo de promocao de processos apoptéticos
mediadas pelo Tp53 selvagem foi necesséria para garantir a modula¢do negativa da
AFNO1 sobre o gene B-Raf mutado da linhagem SK-Mel-19.

Outros ensaios utilizados para avaliar a acdo inibitéria da AFNO1 sobre da
motilidade de células SK-Mel foram os de migracao e invasdo na camara de Boyden.
Esses ensaios simulam a migracdo e a invasao de tecidos adjacentes pelas células
de melanoma e sua possivel inibicdo pela AFNO1.

Nos ensaios de migracao e invasdo em camara de Boyden foi verificado que
as trés linhagens de SK-Mel estudadas possuem a capacidade de migrar
verticalmente e invadir tecidos adjacentes quando estimuladas por quimiotaxia. A
AFNO1 teve acao inibitoria sobre a migracdo e a invasédo de todas as linhagens
testadas. O efeito dessa acéo inibitéria foi maior na linhagem SK-Mel-19, seguida
pela SK-Mel-28 e por ultimo menor na SK-Mel-103.

Os resultados dos ensaios em camara de Boyden corroboram os resultados

dos testes da migracdo horizontal (arranhdo) apresentados. O quantitativo superior
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de células da linhagem SK-Mel-19 que migraram e invadiram o matrigel em relacao
ao numero de células que migraram e invadiram o matrigel nas linhagens SK-Mel-28
e SK-Mel-103 indicam que acéo inibitéria da AFNO1 sobre o deslocamento celular,
depende da existéncia de mutagcbes no gene B-Raf, além disso a auséncia de
mutacdes no gene Tp53 garante que 0s processos apoptéticos desencadeados pela

acao da AFNOL1 sobre a via Raf se concluam e permitam um maior efeito da droga.
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7 CONCLUSAO

O derivado benzotiazdlico(E)-2-((2-(Benzo[d]tiazo-2-ila)hidrazono)metil)-4-
nitrofenol apresentou um elevado potencial citotoxico nas trés linhagens estudadas,
independente de quais mutacdes elas expressavam. Na célula Sk-Mel-28 que
expressa 0s genes Tp53 e B-Raf mutados a acdo da AFNO1 foi superior a droga
doxorrubicina. Os dados fornecidos nos ensaios executados sugerem que sua
citotoxicidade ndo provém de danos diretos a membrana celular.

A AFNO1 diminuiu a capacidade proliferativa e de formacdo de colbnias
somente da célula com os genes Tp53 e B-Raf mutados (Sk-Mel-28).

O tipo de morte celular induzida pela acdo da AFNO1 sobre as linhagens de
SK-Mel estudadas foi a apoptose e as alteracdes morfoldgicas demonstradas pelo
HE corroboram com este fato. A AFNO1 produziu o maior percentual de alteracdes
condizentes com o processo de morte celular por apoptose na linhagem Sk-Mel-28.

Sua capacidade de gerar danos ao DNA, néo é seletiva, promovendo quebras
simples e duplas da fita de DNA. Os genes Tp53 e pl4 mutados promovem reparo
no DNA diminuindo o indice de dano na Sk-Mel-28.

A AFNO1 inibiu a motilidade horizontal sem barreiras, a motilidade vertical
sem barreiras e, inibiu a capacidade de invadir tecidos adjacentes in vitro, das
células Sk-Mel. A acdo da AFNO1 sobre o gene mutante B-Raf da Sk-Mel-19 foi
otimizada pelos processos apoptéticos desencadeados por seu gene Tp53
selvagem.

A diferenca dos efeitos da AFNO1 sobre as linhagens estudadas esta ligada
aos diferentes genes mutados que essas células expressam. Em especial,

destacam-se os efeitos mais expressivos da AFNO1 sobre a SK-Mel-19, que possui
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0 gene B-Raf mutante, provavel alvo de acdo da AFNO1, e o Tp53 selvagem que

permite que os danos irreversiveis ao DNA celular resultem em morte.
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