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RESUMO

O cancer ¢ um problema de satde publica e a segunda causa de morte no mundo. Dentre 0s
variados tipos de neoplasias, 0 melanoma cutaneo destaca-se por sua crescente incidéncia, alta
agressividade e baixa sobrevida. Como alternativa terapéutica tem se investigado as vias de
sinalizacdo e mecanismos moleculares de genes e proteinas alvo-especificas do melanoma.
Levando-se em consideracdo a atividade antitumoral da biflorina, substancia isolada das
raizes da Capraria biflora, que ja possui comprovada atividade citotdxica in vitro em diversas
linhagens tumorais e in vivo em modelo de carcinoma de Erlich e sarcoma 180. O presente
trabalho objetivou mostrar a atividade da biflorina frente trés diferentes linhagens de
melanoma humano - SK-Mel 19, 28 e 103. O modelo de estudo com as trés linhagens
celulares proporcionou a comparagdo do efeito da biflorina em diferentes mutagdes comuns
em melanomas humanos quanto a sua capacidade citotoxica, mecanismo de morte celular,
capacidade genotoxica e alteracdo na expressdo dos genes BRAF, MELK, TYMS, RAD,
MGMT,DNMT1, DNMT3B, MBD1, MBD2, MBD3, MBD4, MeCP2. A biflorina, assim como
0s agentes quimioterapicos doxorrubicina e dacarbazina (controles positivos), inibiu a
proliferacdo celular das trés linhagens de melanoma humano estudados, sendo mais citotdxica
contra SK-Mel 103, seguida pela SK-Mel 19, e menos citotoxica a SK-Mel 28. A média da
Clsp da biflorina em todos os tempos e linhagens testados foi de 3,23 + 0,83 uM, variando de
1,54 uM a 9,2 uM pelo método alamar blue. Avaliando a citotoxicidade pelo teste de excluséo
por azul de tripan, a biflorina causou diminuic&o de células viaveis com consequente aumento
de células ndo-viaveis de forma concentracdo e tempo dependentes. Através da coloragédo
cristal violeta das células tratadas com biflorina, observaram-se alteracBes morfoldgicas de
citolise com aumento de restos celulares dispersos, vacuolizacdo do citoplasma, desarranjo da
cromatina com areas claras ou espaco nuclear vazio. Adicionalmente, na coloracdo diferencial
LA/BE, foi observado um aumento no nimero de células apoptéticas de forma concentracéo
dependente, entretanto, o ndmero de células em necrose ndo variou. No teste do cometa
evidenciou-se a producdo de quebras de fita simples e dupla de DNA pela biflorina nas
concentragdes de 2,5 e 5,0 uM. Ja no teste do cometa modificado observou-se inibicdo da
metilacdo em todas as concentracdes testadas nas SK-Mel 19 e 28, 0 mesmo ndo ocorreu na
SK-Mel 103. A biflorina também se mostrou capaz de diminuir a expressao de genes da
metilacdo DNMT1, DNMT3A, MBD1, MBD2, MBD3, MBD4, MeCP2, de progressdo do ciclo
celular MELK, replicagdo do DNA TYMS e reparo do DNA RAD e MGMT. Os resultados aqui
apresentados apontam a biflorina como um importante agente citotoxico em linhagem de
melanoma humano.

Palavras-chave: melanoma cutdneo, Capraria biflora, SK-Mel, citotoxicidade,
genotoxicidade, metilagdo



ABSTRACT

Cancer is a public health problem and the second cause of death worldwide. Among many
types of cancer, cutaneous melanoma has a notable increasing incidence, high aggressiveness
and poor survival. Alternative therapy has been investigated like signaling pathways and
molecular mechanisms of target specific genes and proteins of melanoma. Taking into
account the antitumor activity of biflorin, substance isolated from Capraria biflora roots,
which is cytotoxic in vitro in many tumor cell lines and antitumor activity in vivo like Erlich
and Sarcoma 180. This study aimed to show the activity of biflorin in three different strains of
human melanoma - SK -Mel 19, 28 and 103. The study model with three cell lines provided a
comparison of the effect of biflorin in different common mutations of human melanomas cell
lines. Were evaluated the cytotoxic capacity, cell death mechanism, genotoxic capacity and
changes in the expression of BRAF, MELK, TYMS, RAD, MGMT, DNMT1, DNMT3B, MBD1,
MBD2, MBD3, MBD4, MeCP2. The biflorin, as well as the agents doxorubicin and
dacarbazine (positive control), inhibited proliferation of the three human melanoma cell lines
studied and was more cytotoxic against SK-Mel 103, followed by SK-Mel 19 and SK-Mel 28.
The 1Cso mean of biflorin at all times and tested strains were 3.23 £ 0.83 uM, ranging from
1.54 to 9.2 uM. Through crystal violet staining of cells treated with biflorin revealed
morphological changes like cytolysis with increased of scattered cellular debris, cytoplasm
vacuolization, disruption of chromatin with empty nuclear space. Additionally, in the
differential staining LA /BE , we observed an increase in the number of apoptotic cells as
there was an increase in the concentration of biflorin, however, the number of necrotic cells
did not change. Comet assay revealed a production of single and double strand breaks after
treatment with biflorin at concentrations of 2.5 and 5.0 uM. At modified comet assay was
observed inhibition of methylation at all concentrations tested at SK-Mel 19 and 28. Biflorin
also have shown to decrease the expression of methylation genes DNMT1, MBD1, MBD2,
MBD3, MBD4 and MeCP2, genes of cell cycle progression MELK, gene of DNA replication
TYMS, and DNA repair genes RAD and MGMT. The results presented here may indicate the
biflorin as an important cytotoxic agent.

Keywords: cutaneous melanoma, Capraria biflora L., SK-Mel, cytotoxicity, genotoxicity,
methylation
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1 INTRODUCAO

O cancer compreende um conjunto de doencas que se caracterizam pela presenca de
células em crescimento continuo e descontrolado, com propriedades de migracéo, invasdo e
destruicdo do tecido adjacente, além de ser capaz de se proliferar em outros Orgaos
caracterizando o processo de metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Essas
propriedades sdo adquiridas através da desregulacdo da expressao de genes. Alguns genes tem
Sua expressao aumentada, enquanto outros sdo suprimidos ou até deletados. O nivel de
expressao génica associado com o cancer influencia os processos celulares de proliferagéo,
apoptose e invasdo. Sendo assim, se torna fundamental esclarecer quais genes tem sua
expressao aumentada ou diminuida nos tumores, ja que podem representar alvos terapéuticos

relevantes (SHEPHERD; PUZANOQV; SOSMAN, 2010).

Em contraste com a estabilizacdo ou declinio do nimero de casos na maioria dos
tipos de cancer, o melanoma de pele se destaca pela alta incidéncia, alto potencial metastatico,
agressividade e resisténcia aos tratamentos convencionais, caracterizando uma doenca com
alta morbimortalidade e baixa taxa de sobrevida. Tais caracteristicas justificam as diversas
pesquisas que tem sido feitas para entender a biologia e a genética molecular, identificando
vias de sinalizacdo criticas para a iniciacdo e progressdo dessa neoplasia. Significativamente,
esses passos tém resultado no desenvolvimento de novos alvos para o tratamento do

melanoma (KO; FISHER, 2011; SIEGEL et al., 2014).

Geneticamente, 0 melanoma apresenta alteracfes em trés vias moleculares: MAPK
(Mitogenic Activated Protein Kinase - proteina quinase mitogénica ativada), que resulta em
mutagdes em RAS, RAF e KIT; PI3K (Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate-3-Kinase

quinase - 3 fosfatidilinositol-4,5-bifosfato) /AKT (Murine Thymoma Viral Oncogene
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Homolog 1 - oncogene viral 1 de timoma homologo a murino), como consequéncia da
mutacdo em RAS, mutacGes ou perda de PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog -
homologo de fosfatase e tensina); desregulacdo na expressdo de AKT; e mutacdes em
CDKN2A (Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A - inibidor 2A quinase ciclina dependente),
ARF (Alternative Reading Frame - armacdo alternativa de leitura) e TP53 (Tumor Protein p53
— proteina tumoral p53). Tais alteracOes sdo consideradas importantes alvos para terapia do

melanoma (WANGARI-TALBOT; CHEN, 2013).

Levando-se em consideracdo o fato da quimioterapia ser uma terapéutica agressiva e
debilitante, estratégias que visam o desenvolvimento de moléculas com maior eficacia
terapéutica, menor incidéncia de efeitos adversos, seletivos e alvo-especificos vém sendo
estudadas. A biflorina, uma o-naftoquinona isolada das raizes da Capraria biflora, é apontada
em diversos estudos como uma droga potencialmente antitumoral tanto in vitro quanto in
vivo, em diferentes tipos de tumores e linhagens tumorais inclusive de melanoma murino e
humano, imunoestimulante, genotdxica, e ndo mutagénica (VASCONCELLOS et al., 2005;
AQUINO; LIMA, 2006; VASCONCELLOS et al., 2007; VASCONCELLOS et al., 2010;

VASCONCELLOS et al., 2011).

Esse trabalho prop6s-se a avaliar o potencial citotoxico da biflorina em células de
melanoma humano verificando o tipo de morte celular, genotoxicidade e capacidade de alterar
a expressdo de genes envolvidos nos mecanismos de progressao do ciclo celular, replicacdo
do DNA, reparo celular e na metilagdo do DNA dessas células, como forma de entender o
mecanismo de citotoxicidade da biflorina e favorecer a sua utilizagdo como futuro agente

antitumoral.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer

Danos ao DNA podem ocorrer de diversas maneiras (figura 1). O DNA pode sofrer
danos devido a acao de agentes exdgenos, tais como radiacdo ultravioleta, agentes alquilantes,
ou devido a agentes enddgenos, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, erros na replicacdo
do DNA. Cada tipo de dano ao DNA requer respostas celulares especificas para lidar com a
natureza peculiar do dano. Independentemente do tipo de dano ao DNA, a resposta envolve a
identificacdo do dano (sensores), ativacdo de pontos de checagem do ciclo celular, reparo das
lesGes ou inducdo de morte programada. O dano ao DNA resultante pode causar quebra de
fita simples (SSB) ou quebra de fita dupla (DSB), e a evasdo do reparo resulta na
transformacéo celular, podendo ser mutagénica, afetando a expressdao de multiplos genes e

ativando a carcinogénese (KHANNA; JACKSON, 2001; KASTAN; BARTEK, 2004).

/‘\/‘\
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Figura 1 - Esquema da organizacdo geral das respostas ao dano ao DNA. Adaptado de Khanna &
Jackson, 2001
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Em sintese, caso a célula ndo consiga reparar o dano sofrido e/ou ndo haja a inducéo
da morte celular programada, inicia-se o0 processo de carcinogénese. Tal processo € dividido
didaticamente em trés etapas: iniciacdo, promoc¢do e progressdo. A iniciacdo ocorre apos a
exposicdo a agentes mutagénicos e resulta em mudancas pequenas ou ndo observaveis na
morfologia celular ou tecidual, mas confere um aumento permanente na susceptibilidade a
formacgdo do cancer. A promocao € o processo de estimulacdo da proliferacdo das células
iniciadas com a eventual formagdo de tumores ndo invasivos (in situ). A subsequente
progressdo requer a interrupcdo adicional do tecido, as células sdo capazes de adquirir
mutacdes adicionais, tornando-as malignas e metastaticas, conferindo a essa populacgéo celular

vantagem seletiva em relacdo as células vizinhas (WILSON, 2012).

Efeitos mutagénicos e carcinogénicos resultantes de um dano ao DNA s&o sequelas
da genotoxicidade. A genotoxicidade é um processo pelo qual um agente interage com o DNA
ou outro alvo celular que controla a integridade do material genético. Isso inclui a inducédo de
adutos de DNA, quebras na fita de DNA, pontos de mutacdo, mudancas numéricas ou
estruturais nos cromossomos. Agentes genotdxicos podem ser definidos funcionalmente como
0s que possuem a habilidade de alterar a replicacdo do DNA e a transmissdo genética

(FAIRBAIRN; OLIVE; O°NEILL, 1995; GOLLAPUDI; KRISHNA, 2000).

Em consequéncia aos eventos anteriores, 0s canceres se originam a partir de uma
célula anormal que, burlando os mecanismos de reparo convencionais, desenvolvem a
capacidade de transmitir essa anormalidade as células filhas. A anormalidade adquirida ou
herdada € causada por uma alteracdo genética (na sequéncia de DNA) ou epigenética (no
padrédo de expressdo dos genes, sem que haja mudanca na sequéncia de DNA) que resulta no

desenvolvimento da neoplasia. Tais alteragcdes decorrem da acdo de um agente carcinogénico
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e/ou mutagénico com capacidade de causar danos ao DNA (HANAHAN; WEINBERG, 2011,

KHANNA,; JACKSON, 2001).

O tumor, além de ser uma massa de células em constante proliferacdo, é um tecido
complexo composto por multiplos tipos celulares que participam de interacdes heterotipicas e
contribuem para o desenvolvimento de capacidades inerentes do tecido tumoral. Dentre essas
caracteristicas destaca-se: (1) sinalizacdo celular sustentada, em que as células neoplésicas
produzem fatores de crescimento e se tornam hiper-responsivas, resultando em estimulacédo
proliferativa autdcrina; (2) instabilidade gendmica; (3) evasdo de supressores de crescimento;
(4) evasdo do mecanismo de inibi¢do do crescimento por contato; (5) inducao de angiogénese;

(6) ativacdo da invasdo e metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

A adaptacdo metabdlica a elevada exigéncia energética durante o desenvolvimento
do céncer € inerente as neoplasias. Células neoplasicas superam a dependéncia de fatores de
crescimento adquirindo mutacBes genéticas que funcionalmente alteram receptores de
iniciacdo de vias de sinalizagdo. Existe forte evidéncia de que algumas dessas vias ativam
constitutivamente a captacdo e metabolismo de nutrientes que promovem a sobrevivéncia e
crescimento celular. Mutagbes em oncogenes podem resultar na absorcdo de nutrientes,
particularmente glicose, que atendem ou excedem as demandas energéticas de crescimento e
proliferacdo celular. Um melhor entendimento sobre a ligacdo entre o0 metabolismo celular e o
controle do crescimento tem levado ultimamente a novas alternativas terapéuticas para o

cancer (MATTHEW G. VANDER HEIDEN, LEWIS C. CANTLEY, 2010).

O folato funciona primeiramente na transferéncia e processamento de uma unidade
de carbono, reacfes que sdo essenciais para a nova metilacdo da homocisteina para formar

metionina, para a sintese de timidilato e purinas, e para a provisdo de grupos metil necessarios
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para varias reacGes de metilacdo. Timidilato sintetase (thymidylate synthase — TYMS) é a
enzima chave na via metabdlica folato/homocisteina, pois catalisa a conversdo de
deoxiuridina monofosfato (dUMP) a deoxitimidina monofosfato (dTMP) proporcionando
assim a Unica fonte de dTMP. Essa reacdo é essencial para a sintese de pirimidinas e para a
replicacdo e reparo do DNA. O componente principal dessa via € o 5,10-
metilenotetrahidrofolato (5,10-metileno-THF), pois age como cofator das enzimas TYMS e
5,10-metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR). Quando a quantidade de folato esta
reduzida, 5,10-metileno-THF é capaz de restringir a producdo de 5-metil-THF, impedindo a
remetilacdo da homocisteina a metionina e resultando na elevagédo plasmatica de homocisteina
ou impedindo a biossintese de pirimidina e afetando o processo que proliferacdo dependente

de &cidos nucléicos (KEALEY et al., 2005).

A expressao do gene TYMS é controlada pelo fator de transcricdo E2F que esta ligada
a regulacdo do ciclo celular e proliferacdo, e a inibicdo da enzima timidilato sintase resulta na
parada do ciclo celular. Estudos indicam que a expressdo dessa enzima estd aumentada em
varios tipos de cancer, tais como: mama, bexiga, cervical, rins, pulméo e trato gastrintestinal.
O aumento da expressdo de TYMS também estd associado ao desfecho clinico indesejavel,
resultando em habilidades celulares invasivas e metastaticas, sugerindo a agdo de TYMS como
oncogene. Como consequéncia, TYMS tem sido reconhecido como alvo efetivo em terapias
anti-cancer, e alguns inibidores de TYMS tem sido testados clinicamente. Entre os
medicamentos descobertos, destaca-se a 5-fluouracil (5-FU) bastante efetiva apesar dos
diversos efeitos adversos (FURUTA et al., 2010; KOTOULA et al., 2012; RAHMAN et al.,

2004).

Outro gene envolvido no processo de tumorigénese é a quinase materna embrionaria
de leucina (maternal embrionic leucine zipper kinase — MELK). Tal gene codifica as proteinas

serina/treonina quinase 38 (MPK38) e Eg3 em murinos (GIL et al., 1997; CHARTRAIN;
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ROGHI; PHILIPPE, 2002). MELK é uma proteina quinase-dependente do ciclo celular
pertencente a familia KIN1/PAR-1/MARK participando de diversas atividades metabdlicas
tais como ciclo celular (DAVEZAC et al., 2002), proliferacédo celular (NAKANO et al., 2005;
KIM et al., 2012; JIANG; ZHANG, 2013), apoptose (JUNG et al., 2008; SEONG & HA,
2012), através da interacdo com diversas proteinas que afetam varias etapas da carcinogénese
(CHUNG; NAKAMURA, 2013). MELK é reativado e apresenta aumento na sua expressao
em células tronco neoplasicas, levando a vantagens de crescimento e proliferacdo celular

sendo, portanto, assim como o gene TYMS, um potencial alvo terapéutico.

2.2 Mecanismos de reparo aos danos ao DNA

A integridade do genoma enfrenta constantes ataques de diversos tipos de danos ao
DNA. Para que a célula permaneca viavel, sdo acionados mecanismos de parada do ciclo

celular, constituindo os pontos de checagem, e ativacdo de mecanismos de reparo ao DNA.

A atividade de quinase é o primeiro passo para ativacdo das vias de inibicdo da
progressdo do ciclo celular apds dano ao DNA. A introducdo de uma quebra de fita dupla
(DSB — double strand break) de DNA leva a mudanca de conformacdo na proteina ataxia
talanctesia mutada (ATM - ataxia telangiectasia mutated). Isso estimula a quinase a fosforilar
a serina 1981 (sitio de fosforilacdo induzida por dano), causando a dissociacdo do
homodimero. O monémero de ATM ativado pode entdo fosforilar seus inumeros substratos,
tais como a proteina p53 no ndcleo, ou as proteinas de quebra NBS1 (Nijmegen breakage
syndrome 1), BRCA1 (breast cancer 1) e SMC1 (structural maintenance of chromosomes 1)
nos sitios de quebra de DNA. Associado ao ATR (AMT- and Rad3-related), varias outras
proteinas ou complexos proteicos podem ser recrutados para a correcdo de quebras de fita

simples (single strand break — SSB). Dentre estas incluem RAD17, RSR, complexo RAD9-
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RAD1-HUS1 ligantes de cromatina. Todos esses eventos sdo requeridos para a ativacao
apropriada dos pontos de checagem do ciclo celular. Em especial a ATR ¢ ativada em
resposta a hipdxia e inibidores da replicacdo de DNA, sendo critica na resposta aos danos no
DNA que afetam a progressdo da forquilha de replicacdo, particularmente agentes que
introduzem adutos volumosos de DNA, tais como irradiacéo ultravioleta, agentes alquilantes

ou produtores de ligacdo cruzada (crosslinking) (KASTAN; BARTEK, 2004).

Dentre as vias de reparo acionadas ap6s danos a fita de DNA, existe o reparo por
excisdo, direto-reverso, reparo pos-replicacdo e a recombinacdo. Os dois tipos principais de
reparo por excisdo sdo: reparo por excisdo de bases (base excision repair - BER) e reparo por
excisdo de nucleotideo (nucleotide excision repair - NER). O BER ¢ a principal via de reparo
de danos oxidativos ao DNA. O mecanismo inicia pelo reconhecimento e excisdo da base
danificada por DNA-glicosilases especificas. Em seguida, AP-endonucleases hidrolisam
ligacbGes fosfodiéster na extremidade 5’ do sitio AP do DNA de fita simples resultante;
estimulam a excisdo bases danificadas, 8-0xoG e €C pelas glicosilases OGG1 e TDG; iniciam
a insercao do reparo, pela clivagem da ligacdo fosfodiéster adjacente ao nucleotideo da base
com dano. Apds a insercdo do reparo, BER pode continuar por duas vias alternativas: via
rapida (short patch base excision repair - SP-BER) ou via longa (long patch base excision
repair - LP-BER). Durante SP-BER somente um nucleotideo € incorporado pela DNA
polimerase-B que também remove a base na extremidade 5 danificada e reconstitui a fita. No
LP-BER um longo fragmento de 2 a 12 nucleotideos sdo retirados e sintetizados novamente.
Incialmente, a DNA-polimerase elonga a extremidade 3’ ¢ remove o fragmento de DNA que
contétm 5’deoxiribofosfato. Subsequentemente, a estrutura resultante ¢ clivada pela
endonuclease e o primeiro nucleotideo ¢ inserido pela DNA polimerase 3, enquanto que os
outros sdo inseridos pela DNA polimerase 6 e €. O ultimo estagio de BER ¢ a ligacdo dos

fragmentos reparados. Na SP-BER atua a ligase LIG3a e no LP-BER a ligase LIG1. Ambas
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atuam em conjunto com outras proteinas tais como XRCC1, OGG1, NEIL1, NEIL2, ANPG,
NTHI1, APEI, PNK, TDP1, PARP1, PARP2, POLpB. Dentre elas destaca-se a PARP1
(polyADP ribose polymerase — polimerase poli- ADP ribose) que se liga a extremidade livre
de DNA e a protege contra degradacdo, participa do relaxamento da cromatina e modula a
ligacdo das proteinas de reparo ao sitio com o dano pela interacdo com as cadeias poli-ribose-

ADP (TUDEK, 2007; NAG; SMERDON, 2009).

O reparo por excisdo de nucleotideo (NER) ocorre em quatro etapas: reconhecimento
do dano ao DNA, excisdo de um oligonucleotideo de 24 a 32 residuos contendo o dano ao
DNA pela incisdo dupla em cada lado da lesdo da fita danificada, preenchimento do espaco
resultante pela DNA-polimerase, ligacdo da incisdo. Em células humanas, a reacdo NER
requer pelo menos seis complexos de proteinas para o reconhecimento da incisdo dupla (XPA,
XPC-Hhr23b, RPA, TFIIH, XPG e XPF-ERCC1) e outros fatores de reparo para sintese e
ligagdo do DNA (PCNA, RFC, DNA-polimerase a ou 6 ¢ DNA ligasel). O NER consiste em
duas sub-vias: reparo genémico global (GG-NER- global genomic NER) que é transcricédo
dependente e remove lesdes do genoma inteiro, e reparo de transcri¢cdo acoplada (TC-NER).
Fotoprodutos de 6-4-pirimidona (6-4-pyrimidine photoproducts 6-4PPs) que disp6e de DNA
mais que dimeros de ciclobutano pirimidina (cyclobutane pyrimidine dimers CPDs), sdo

removidas rapidamente, predominantemente por GG-NER (URA; HAYES, 2002).

Quebra de fita simples de DNA (single strand break - SSB) é a descontinuidade de
uma das fitas da dupla hélice e geralmente ¢ acompanhada pela perda de nucleotideo e dano
na terminacdo 5’ e/ou 3’ no sitio de quebra. Existem diferentes mecanismos de reparo de SSB
tais como BER e desintegracdo de agUcar. Porém a mais utilizada € a via de reparo global que
pode ser dividida em quatro etapas: detecgcdo, processamento da terminacdo do DNA,

preenchimento do espaco (gap) na fita de DNA e ligacdo do DNA. A deteccdo ocorre pela
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acao de PARP1 que é responsavel por promover a acumulacdo focal e estabilizacdo de
complexos proteicos no sitio de reparo de SSB. Outra molécula importante é a proteina
complementar de reparo (X-ray repair cross-complementing protein 1 - XRCC) que funciona
como esqueleto molecular que interage, estabiliza e estimula os maultiplos componentes
enzimaticos do processo de reparo de SSB. O preenchimento do espaco (gap) na fita de DNA
e ligacdo do DNA ocorre pela acdo de polinucleotideos quinases, fosfoglicolases,
endonucleases, polimerases, constituindo a etapa com a maior diversidade enzimatica

(CALDECOTT, 2008).

Quando duas quebras nas fitas de DNA estdo proximas uma da outra, mas em fitas
de DNA opostas, ocorre a quebra de fita dupla (duble-strand break - DSD). Ao ocorrer DSB,
como forma de proteger genes essenciais ou ativar a apoptose, as células ativam seus
mecanismos de reparo. Genes do grupo de epistase (quando o efeito de um gene depende da
presenca de um ou mais genes modificadores) do RAD52, tais como RAD50, RAD51, RAD52,
RAD54, RAD55-57, RAD59, MRE11, XRS2 e RFAL1 sdo responsaveis pelo reparo a danos de
fita dupla de DNA dependentes de recombinacdo. Para reparar quebras de fita dupla, a
terminacao de DNA é primeiramente processada para produzir fita simples 3> do DNA duplex
(ssSDNA). O ssDNA ¢ entédo canalizado para uma das varias vias de reparo (WU; KANTAKE;

KOWALCZYKOWSKI, 2008).

Existem dois mecanismos complementares de reparo: a recombinagdo homdloga
(HR) e a juncdo final ndo homologa (NHEJ) (Figura 2). Na HR a porcdo final do DNA ¢
retirada por nucleases na direcdo 5°-3’. A fita simples resultante invade a dupla hélice
homologa, molécula parceira sem dano, e é estendida pela DNA-polimerase, que copia a
informagdo da parceira. O cruzamento de DNA resulta em duas moléculas de DNA intactas.
Por outro lado, na NHEJ, o fim das duas fitas de DNA sdo simplesmente ligadas. Nesse

mecanismo ndo € necessaria uma fita parceira sem dano e nem depende de homologia entre 0s
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dois finais recombinantes. Tal processo estd susceptivel a erros, podendo ser introduzidas

pequenas sequencias com delecdo (KHANNA; JACKSON, 2001).
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Figura 2 - Vias de reparo de quebras de fita dupla. HR — reparo homologo; NHEJ — juncdo final ndo-
homdloga; RPA — proteina A de replicacdo; Rad 52 — proteina ligadora do DNA; Rad 51 — proteina
formadora de filamento de DNA para invasdo da fita. Adaptado de Wu et al., 2008).

Ambas as vias compartilham a resseccdo do DNA e a ligacdo da proteina RPA a
calda 3’-ssDNA. A interacdo sitio-especifica entre RPA e a proteina Rad52 recruta Rad52 e
Rad59 para o complexo RPA-ssDNA. Na via de juncdo final ndo-homologa (a esquerda),
Rad52 promove o anelamento de RPA-ssDNA com a sequéncia complementar da outra
terminacdo de DSB processada. Rad59 realiza um importante papel melhorando a atividade
de anelamento ao DNA pela Rad52 e neutralizando o efeito inibitorio da proteina Rad51. A

formacédo de um filamento de nucleoproteina inibe fortemente o anelamento de DNA mediado
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pela Rad52. Em seguida, a Rad51 é removida pela Rad54 e a replicagdo do DNA ¢ iniciada a
partir da fita invadida. Apds a sintese de DNA, o mesmo € desenrolado pelo deslocamento
circular (D-loop) e anelado a outra terminacdo de DNA processada Rad52-dependente. Apds
a sintese de DNA ha a migracao, clivagem e a ligacdo para o completo reparo de DSB (figura

2) (WU; KANTAKE; KOWALCZYKOWSKI, 2008).

Outra via de reparo é comandada pela O°-metilguanina-DNA metiltransferase —
MGMT. Essa via é responséavel por reparar adutos O°-alquilado, tais como: O°-metil-guanina
(O°MeG) e O°-metil-timina (O°MeT), implicados em lesdes carcinogénicas. A acdo da
enzima MGMT ocorre por uma reacdo de transferéncia do grupo alquil de um oxigénio no
DNA para um residuo de cisteina no sitio catalitico de MGMT, restaurando assim o DNA e
inativando MGMT. Cada molécula de MGMT € capaz de reparar um aduto alquil, sendo
assim a capacidade de remocao de adutos depende do numero total de MGMT por célula e da
taxa de sintese de MGMT. Caso ndo reparados, os danos podem levar a morte celular,

aberragOes cromossomicas, mutagdes e cancer (KAINA et al., 2007).

2.3 Apoptose

A morte celular é uma estratégia essencial para o controle do equilibrio do sistema
vivo. Pode resultar de processos patolégicos sendo iniciada apos a percep¢do de estimulos
especificos que levam a mudangas em cascatas intracelulares. O processo de morte pode ser
reversivel até que ocorra ativacdo massiva de caspases, perda do potencial transmembrana da
mitocondria, permeabilizagdo completa da membrana mitocondrial externa ou exposicdo de
residuos de fosfatidilserina. Sendo assim, uma célula pode ser considerada morta quando um
desses critérios é encontrado: perda de integridade de membrana, fragmentacéo da célula e/ou
do nucleo em pequenos corpos (corpos apoptoticos), incorporacdo dos restos celulares por

células vizinhas (KROEMER et al., 2005).
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A morte celular pode ocorrer por diversos mecanismos levando a morfologias
distintas. Dentre os tipos de morte existentes, apoptose, necrose, autofagia, oncose, catastrofe
mitotica, excitotoxicidade, degeneracdo walleriana, cornificacdo, as duas primeiras sdo as
mais estudadas. O processo de apoptose envolve uma sequéncia de lise do citoplasma,
aumento da densidade citoplasmatica, condensacao da cromatina e segregacao um uma massa
que engloba a membrana celular e pode formar uma protrusdo (budding), seguido do
aparecimento dos corpos apoptoticos, sendo que a membrana nuclear permanece intacta por
um longo periodo de tempo. Em contraste, células necréticas apresentam fragmentacdo da
cromatina em massas indefinidas, fragmentacéo das organelas, finalizando com o rompimento
da membrana e a desintegracdo celular (MAJNO; JORIS, 1995; SGONC; GRUBER, 1998;
SARASTE; PULKKI, 2000; VAN CRUCHTEN; VAN DEN BROECK, 2002;

RODRIGUEZ; SCHAPER, 2005; HUERTA et al., 2007).

Morte celular por apoptose é diferenciada da necrose pela compactacdo nuclear
inicial em massas definidas e densas para a periferia nuclear, condensacdo citoplasmatica,
fragmentacdo do nudcleo. A célula progressivamente se desintegra formando o0s corpos
apoptoticos com organelas intactas. O evento bioquimico mais claro da apoptose é a
fragmentacdo nucleossomal. Ao contrario das células necroticas, as células apoptdticas
mantém a integridade da membrana seguindo o evento de fragmentacdo nuclear

(FAIRBAIRN; OLIVE; O’NEILL, 1995).

Um dos eventos bioquimicos que marcam a apoptose é a quebra do DNA por
DNAses enddgenas, que corta as regides internucleossomais em fragmentos de fita dupla de
DNA produzindo multiplos fragmentos de aproximadamente 180 a 200 pb. Esse fendmeno é
0 mais frequentemente analisado em eletroforese em gel de agarose, cujo apresenta um padrédo

de fragmentacdo do DNA em formato de uma escada de DNA ou DNA ladder (MAJNO;
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JORIS, 1995; SGONC; GRUBER, 1998; SARASTE; PULKKI, 2000; HUERTA et al., 2007).
Por outro lado, os eventos de quebra do DNA durante a necrose € randémico e mostra a

degradacéo das histonas (ALLEN; HUNTER; AGRAWAL, 1997).

Quando lesdes ao DNA sdo irreparaveis ou existem defeitos no sistema de reparo, o
dano ao DNA ¢é normalmente relacionado a apoptose. Proteinas de reparo envolvidas em vias
de reparo especificas podem modular a funcdo e atividade de alguns fatores apoptoticos,
enfatizando a interligacdo entre dano ao DNA e morte celular. Todas as vias de sinalizacdo
desencadeadas por DSB convergem para o supressor tumoral p53 (figura 3). Este pode ser
ativado por todas as quinases de reparo (ATM, ATR, DNA-PK, ChK1/2) que levam a
estabilizacdo e acumulacdo de p53 no nucleo, onde ele age como fator de transcricdo ativando
genes alvos envolvidos no reparo ao DNA, parado do ciclo celular e apoptose (DE ZIO;

CIANFANELLI; CECCONI, 2013).
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Figura 3 - Ativacdo da p53 ap6s quebras de fita dupla. Adaptado de De Zio et al., 2013.
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2.4 Epigenética do cancer

Epigenética se refere a mudangas hereditarias na expressdo génica que ndo sdo
causadas por mudancas na sequencia de DNA. Os mecanismos mais estudados de regulagéo
epigenética sdo: a metilagdo do DNA e a modificagdes pos-transcricionais das histonas

(GREENBERG et al., 2014).

A metilagdo do DNA se refere a adi¢cdo de um grupo metil a uma das quatro bases
que constituem o codigo genético (figura 4), sendo um importante processo para transmissao
de informacdo genética e regulacdo da expressdo génica. Em humanos, o grupo metil é
normalmente adicionado ao carbono 5° da citosina seguido pelo nucleotideo guanina,
formando um dimero chamado CpG por meio da atividade da DNA metiltransferase
(DNMTs). Em geral, o genoma dos mamiferos sdo altamente metilados, cerca de 60% a 90%
em CpGs. Porém, existem regides ricas em CpGs chamadas “ilhas CpG” que podem fazer
parte ou estar proximas a regides promotoras e, geralmente, ndo estdo metiladas. A metilacdo
do DNA € uma das mais importantes modificacGes epigenéticas para o controle da transcricdo

e manutencio da cromatina (SOLIS-PAREDES et al., 2014).
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Cromatina
transcricionalmente
ativa com DNA nao-
metilado e histonas
acetiladas

Metila¢do do DNA
pelas DNMTs

MBDs se ligam ao DNA
metilado e recrutam HDAC.
Histonas sao desacetiladas,
cromatina condensada e
transcricao silenciada

DNMT tenta metilar o
sitetizado recentemente,
mas nio pode resolver as
ligacGes covalentes com
ADC

Diminui¢do da metilagdo do
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das histonas levam a
reativa¢do da transcricio
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Figura 4 — Diferentes padrfes de metilacdo, modificacdo das histonas e estrutura da cromatina entre
celulas normais e tumorais. Mecanismo dos inibidores de DNMT. Adaptado de Ren et al., 2011.

DNA metiltransferases sdo enzimas que metilam o DNA em locais com varias

funcBes tais como silenciamento génico, inativacdo do cromossomo X, reparo do DNA,

reprogramacao de elementos responsaveis pela carcinogénese. Essas enzimas usam como

substrato a S-adenosil-metionina, que € responsavel por doar o grupo metil para o nucleotideo

citosina. O mecanismo de acao requer a ligacdo da DNA metiltransferase a fita de DNA. Essa

interacdo projeta a dupla hélice causando a inversdo na base na citosina. O subsequente ataque

do nucleotideo conservado de cisteina no carbono 6 da citosina é seguido pela transferéncia

do grupo metil para a citosina no carbono 5 (ANDREOLI et al., 2013).
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Em mamiferos existem trés DNA metiltransferases — DNMTs chamadas: DNMT1,
DNMT3A, DNMT3B e DNMT3L. O gene DNMT1 é essencial no desenvolvimento
embrionario, assim como na proliferacdo e sobrevivéncia celular, sendo requerida na
inativacdo do cromossomo X, por exemplo. Por outro lado, DNMT3A e DNMT3B séo
responsaveis pelo estabelecimento de padrdes de metilacdo do DNA no desenvolvimento
inicial de mamiferos e de células germinativas. DNMTS3L é cataliticamente inativa e funciona
como fator de regulacdo de células germinativas, principalmente durante a gametogénese e

estagios embrionarios (JURKOWSKA; JURKOWSKI; JELTSCH, 2011).

O sinal epigenético da metilacdo do DNA ¢ interpretado pela familia de proteinas
ligadoras de metil-CpGs (methy-CpG binding proteins — MBPs) e formado pelas proteinas
MeCP1, MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3, MBD4, MBD5 e MBDG6. Tais proteinas
reconhecem regides metiladas simetricamente 5’-CpG- via dominio de ligagcdo metil-CpG
(HENDRICH; BIRD, 1998), e sdo capazes de recrutar complexos co-repressores que podem

inibir a transcricdo com a adi¢do de enzimas modificadoras de cromatina (HO et al., 2008).

O fundador da superfamilia de MBPs é a proteina MeCP2 que € repressor
transcricional global e também é capaz de recrutar complexos repressores para silenciar a
transcricdo via desacetilacdo das histonas (NAN et al., 1998). A proteina MBD1 possui um
padrdo complexo de expressdo e seu gene apresenta 13 isoformas, diferenciadas pelas suas
ligacOes ao zinco que vai caracterizar suas capacidades de reprimir promotores metilados ou
se ligar ao DNA independentemente do estatus de metilagdo (JORGENSEN; BEN-PORATH,;
BIRD, 2004). O MBD2 medeia a ligacdo dos complexos repressores ao DNA metilado
(GUEZENNEC et al., 2006), enquanto que a MBD3 atua como silenciador de genes

metilados (SAITO, MOTOKI; ISHIKAWA, 2002).
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Por outro lado, MBD4 ¢é uma proteina que apresenta dupla funcdo: suprimir a
mutacdo de sitios CpG, usando a regido N-terminal para ligar-se a regiGes metil-CpG; e
manter a regulacdo de DNA metilado, por meio da regido C-terminal glicosilase (homdloga
das proteinas de reparo por excisdo). Esta é responsavel por mediar o reparo de regides CpG
hipermutaveis, que sdo suscetiveis a incompatibilidades, tais como durante a desaminacéo
hidrolitica de 5-metilcitosina a timina ou deaminacdo de citosina a uracil (KONDO et al.,
2005). Por ultimo, as MBD5 e MBD6 sdo responsaveis por contribuir para a formacédo e

funcdo da heterocromatina (LAGET et al., 2010; PARRY; CLARKE, 2011).

O epigenoma das células neopléasicas apresenta numerosas alteragdes. Mudangas na
metilacdo do DNA incluem perdas gendmicas e ganho de DNA metilado. Isso causa, por um
lado, instabilidade gendmica e desregulacédo de tecidos especificos e, por outro lado, silencia
genes supressores tumorais que controlam ciclo celular, apoptose e reparo de danos ao DNA.
Adicionalmente, os tumores demonstram larga variabilidade de alteracGes epigenéticas que
podem fundamentar as vantagens seletivas das células neoplasicas (HASSLER; EGGER,

2012).

Células tumorais apresentam alta atividade das DNMTs que possuem como alvo o
aumento da metilacdo das ilhas CpGs do genoma tumoral. A hipermetilacéo das ilhas CpGs
em regides promotoras levam ao silenciamento génico através da inibi¢do da transcricdo ou
via recrutamento de remodelamento do complexo co-repressor da cromatina, sendo um dos
mecanismos responsaveis pela resisténcia a apoptose no cancer, pois resulta no silenciamento

de supressores tumorais e de genes pro-apoptoticos (GREENBERG et al., 2014).

Compostos para controlar o desequilibrio de modificacGes epigenéticas em células
tumorais tém sido desenvolvidos com a funcéo de inibir a metilagdo do DNA. Existem trés

classes de inibidores da metilagéo: (a) inibidores de nucleosideos; (b) inibidores fracos de ndo



35

nucleosideos; (c) inibidores racionalmente desenhados. A 5-azacitidina e a 5-aza-2’-
desoxicitidina sdo inibidores de nucleosidios analogos de citidina que se ligam as DNMTs e
as degradam. Em baixas doses, ndo inibem a proliferacdo e causam hipometilacdo

(SEYMOUR et al., 2010).

No presente trabalho, investigou-se as modificacbes na expressdao de genes
responsaveis pela metilacdo do DNA, tanto as DNMTs quanto as MBPs, em linhagens de

melanoma.

2.5 Melanoma

O melanoma cutaneo primario é definido como uma lesdo caracterizada por
diferentes formas clinicas. As lesdes geralmente se apresentam assimétricas, com bordas
irregulares, variacdo de cor, diametro de mais de 6 mm e alargamento ao longo do tempo. As
alteracdes sdo derivadas da transformacédo e proliferacdo de melandcitos, que normalmente

residem na camada basal da epiderme (DE BRAUD et al., 2003; BICHAKJIAN et al., 2011).

A etiologia do melanoma estad ligada a exposi¢do cronica ao sol e, dentre o0s
principais fatores de risco estdo: fenotipo do paciente (mais comum em homens, maiores de
45 anos de idade e pessoas ndo-brancas), genética, histérico prévio de melanoma na familia,
prévia manifestacdo de nevos (DE BRAUD et al., 2003). Os efeitos da exposicdo aos raios
ultravioleta por tempo prolongado causa um dano consideravel ao DNA dos melandcitos,
principalmente em caucasianos pela reduzida capacidade protetora da melanina, dai a grande
associagéo entre exposicdo ao sol e aumento no risco de desenvolver melanoma (GANDINI et

al., 2005).

Como prevencdo priméria preconiza-se a diminuicdo dos fatores de risco,

incentivando-se o uso de protetor solar e evitando longos periodos de exposi¢do ao sol ou ao
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bronzeamento artificial. Adicionalmente, a prevencdo secundaria constitui-se em diminuir o
tempo para a deteccdo da doenca com 0 objetivo de evitar a progressdo e aumentar a
expectativa de cura do paciente (DE BRAUD et al., 2003). A deteccdo rapida da leséo
primaria costuma ser decisiva para a progressdo da doenca considerando-se que cerca de 1/3
dos pacientes que descobrem a doenca na fase local ou regional conseguem ser curados

(FIELDS; COIT, 2011).

O curso clinico do melanoma é determinado pela sua disseminacdo (figura 5) e
depende do tipo, espessura, localizacdo, taxa de crescimento, tanto vertical quanto horizontal,
e histologia do tumor primario. O crescimento progressivo do melanoma tanto em diametro
guanto em profundidade resulta em lesbes ulcerosas e em disseminacdo local ou sistémica
resultando em metastases (DE BRAUD et al., 2003). O melanoma pode sofrer metastase por
via hematogénica ou linfatica, sendo esta a de maior ocorréncia. As metastases podem se
apresentar de varias formas: micro metastase (localizado dentro do linfonodo sentinela,
somente detectado via bidpsia), metastase satélite (acima de 2,0 cm a partir do tumor
primario), metastase em transito (localizada entre o tumor primario e o linfonodo) e metastase

clinicamente reconhecida (GARBE et al., 2011).



37

: Tecido normal
X - 7 R B
5 = Som D
Dano ao DNA Proliferac3o Fase radial Fase vertical

Ve e
v
Oy 1m0
)

_:';oo
4 k,/', /

N

Proliferagio = expansio clonal = migragio = invasio

Figura 5 — Desenho esquematico do desenvolvimento do melanoma cuténeo, através dos processos de
iniciacdo, promogéo e progressdo. Adaptado de DEMIERRE; SONDAK, 2005.

Melanomas diagnosticados na fase primaria sem metastase possui uma sobrevida de
10 anos em cerca de 75% a 85%. O progndstico piora com a idade, sexo masculino e lesdes
em cabeca, pescogo e tronco. Pacientes com micro metastase possui sobrevida de 10 anos em
30-70%, 30-50% em pacientes com metastase satélite ou em transito e, 20-40% em pacientes
com metastase em linfonodos regionais. Pacientes com metéstases distantes tem média de
sobrevivéncia de 6 a 9 meses dependendo do érgdo comprometido e dos niveis de lactado

desidrogenase no soro (GARBE et al., 2012).

2.5.1 Epidemiologia

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude atraves do projeto Globocan 2012
da agéncia IARC (International Agency for Research on Cancer — agéncia internacional para
pesquisa em cancer) houve 14,1 milhdes de casos novos de cancer e um total de 8,2 milhdes

de morte por cancer em todo 0 mundo, em 2012. Em 2030, prevé-se uma carga global de 21,4
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milhGes de casos novos de cancer e 13,2 milhdes de mortes por cancer, em consequéncia do
crescimento e envelhecimento da populacdo, bem como da reducdo na mortalidade infantil e
nas mortes por doencas infecciosas em paises em desenvolvimento. Em 2012, os tipos mais
frequentes de cancer no sexo masculino foram préstata, pulmao e colon e reto, enquanto que
0s mais frequentes em mulheres foram mama, célon e reto e pulmdo (CURADO et al., 2007;

JEMAL; BRAY; FERLAY, 2011).

O dado mais recente mundial € de Siegel e colaboradores (2014) que apontam as
estatisticas para os Estados Unidos. Neste pais o cancer € a segunda causa de morte, perdendo
apenas para problemas cardiovasculares. Sdo estimados 1.665.540 novos casos, cerca de
4.500 casos novos diagnosticados diariamente, além de 585.720 casos de morte por cancer,
1.600 mortes por dia. Destes destaca-se 62.570 casos de carcinoma de mama in situ e 63.770
novos casos de melanoma. Entre os homens destacam-se 0s tumores de préstata, pulmao e
brénquios, e colon e reto. Enquanto que os tumores de mama, pulmao e brénquios, e colon e

reto sdo os mais incidentes em mulheres (SIEGEL et al., 2014).

E incontestavel a situacio do cancer como problema de saude publica no Brasil. S&o
estimados, para os anos 2014 e 2015, 576 mil casos novos de cancer (crescimento aproximado
de 11% em relacdo a 2012-2013), incluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma,
reforcando a magnitude do problema no pais. O cancer de pele do tipo ndo melanoma sera o
mais incidente na populacdo brasileira, 182 mil casos novos, seguido pelos tumores de
préstata (69 mil), mama feminina (57 mil), c6lon e reto (33 mil), pulmao (27 mil), estbmago
(20 mil) e colo do utero (15 mil). Em homens, os tipos mais incidentes serdo canceres de
prostata, pulméo, colon e reto, estbmago e cavidade oral; e nas mulheres, os de mama, célon e

reto, colo do Utero, pulmé&o e glandula tireoide (INCA, 2014).
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Em contraste com a estabilizacdo e tendéncia de declinio para maioria dos tipos de
cancer, as taxas de incidéncia de melanoma de pele tende a aumentar em 2014 nos Estados
Unidos, juntamente com o adenocarcinoma de eséfago, cancer de tireoide, figado, pulmao,

anus, pancreas e orofaringe HPV-positivo (SIEGEL et al., 2014).

No Brasil (figura 6), apesar da sua baixa incidéncia, o cancer de pele melanoma esta
no grupo de neoplasias cuja letalidade é bastante elevada. Estima-se para 2014 cerca de 2.960
casos novos em homens e 2.930 em mulheres, sendo que as maiores taxas estimadas em
homens e mulheres encontram-se na regido sul. Para a regido Norte, estimam-se 80 casos
novos de melanoma para homens e 70 para mulheres, sendo que desses apenas 30 casos NoOvos

sdo previstos para 0 Amazonas (INCA, 2014).

Homens

. 2,90-7,42

,06 - 2,89

Mulheres
‘J . 2,22-6,78
‘ % 1,38-2,21 ‘
Figura 6 — Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil habitantes homens e

mulheres, estimadas para 0 ano de 2014, segundo Unidade da Federacdo quanto ao melanoma maligno
da pele. Adaptado de INCA, 2014.

1,37-2,05

0,00- 1,36

2.5.2 Formas clinicas de melanoma cutaneo

Existem quatro principais subtipos de melanoma: melanoma expansivo superficial,
melanoma nodular, melanoma lentigo maligno e melanoma acral lentiginoso. O melanoma
expansivo superficial € o tipo de melanoma mais frequente (50% a 80% dos diagndsticos),
ocorre principalmente em &reas expostas ao sol, apresenta lesdes com borda irregular e

variacdo de cor do marrom ao rosa e, geralmente, estd associado & um bom prognostico. O
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melanoma nodular tem crescimento inicial vertical, apresenta-se nas coloracBes marrom,
preto ou azul escuro. O subtipo lentigo maligno acomete individuos mais velhos cronicamente
expostos ao sol, aparece na témpora, nariz, testa, pescoco e antebraco em cores escuras de
forma assimétrica e com bordas pouco definidas, histologicamente os melandcitos atipicos
estdo em proliferacdo e causam atrofia da epiderme. A forma acral lentiginosa é predominante
em populacdes ndo brancas, compromete regides subungueal, palmar e plantar (TUONG;

CHENG; ARMSTRONG, 2012).

O quadro a seguir resume algumas das principais formas clinicas de melanoma

cutaneo (DE BRAUD et al., 2003; KARAKOUSIS; CZERNIECKI, 2011; COCKERELL,

2012).
Formas clinicas Principais caracteristicas
Melanoma in situ O tumor se encontra confinado na epiderme formado por

melandcitos atipicos distribuidos de forma irregular e abaixo da
juncao derme-epiderme

Melanoma  expansivo Mostra melandcitos atipicos com citoplasma abundante abaixo da

superficial epiderme

Melanoma Lentigo Apresenta melandcitos pleomérficos espalhados na juncdo
Maligno derme-epiderme

Melanoma nodular Envolve a derme e forma papulas e nddulos

Melanoma Afeta palma das méos e sola dos pés e apresenta grande nimero
acrolentiginous de melandcitos dendriticos nas camadas superiores da epiderme
Melanoma E de dificil diagnostico por se apresentar de diversas formas
desmoplastico diferentes tais como: melandcitos delicados, pouco atipicos e

arranjados acima da derme ou, derme com colageno proeminente
com células epitelidides e lesdo semelhante a cicatriz ou fibroma.

Melanoma verrucoso LesBes papilares exofiticas com hiperplasia pseudoepitelidide e
hiperceratose

Melanoma nevoide Derivado de uma lesdo nevos que pode evoluir para natureza
maligna com pleomorfismo, assimetria e mitose

Nevos azul maligno Possui proliferacdo profunda de melandcitos, apresenta células

epitelidides, mitoses, necrose, atipia nuclear, pleomorfismo,
hipercromasia e ndcleos proeminentes

Melanoma infantil Possui crescimento rapido, sangramento, variacéo de cor, invasdo
de linfonodos, produgdo de massa subcutanea, dor e metastases
distantes.

Quadro 1 — Formas clinicas do melanoma cutaneo
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2.5.3 C(lassificacdo do tumor

O estadiamento do melanoma cutaneo é classificado segundo Tumor-Nddulo-
Metastase (TNM) seguindo as categorias descritas pelo American Joint Committee on Cancer
(AJCC) que se baseia na espessura do tumor primario, presenca de ulceracdo e taxa de mitose

(BALCH et al., 2009).

Categorias de estadiamento TNM do Melanoma Cutaneo

Classificacéo Espessura (mm) Ulceracao/mitoses
T
Tis NA
Tl <1 A: sem ulceracdo nem B: com ulceragdo
mitose < 1/mm? ou mitose > 1/mm?
T2 1,01 — A:sem ulceracéo B: com ulceracéo
2,00
T3 2,01 — A:sem ulceracéo B: com ulceracéo
4,00
T4 > 4,00 A: sem ulceracédo B: com ulceragéo
Classificacéo N° de nodos metastaticos Tipo de nodo metastatico
N
NO O NA
N1 1 A: B:macrometéstase
micrometastase
N2 2-3 A: B:macrometéstase
micrometastase
N3 4 Metéstases satélites ou em transito
Classificacao Sitio LDH no soro
M
MO Sem metéstases distantes NA
Mla Metastase distante na pele, subcutdnea ou Normal
nodal
M1b Metéstase no pulméo Normal
M1lc Metastases em outros 6rgaos Normal ou elevada

Quadro 2 — Categorias de estadiamento TNM do Melanoma Cuténeo. Adaptado de Balch et al, 2009.

2.5.4 Patogenia

Histologicamente (figura 7), quando ha um estimulo oncogénico, geralmente
radiacdo ultravioleta cronica, os melandcitos da epiderme na jun¢do dermo-epiderme sofrem
varios processos mutagénicos. Os melandcitos mutados se proliferam formando unidades

hipercroméaticas e com um halo ao seu redor (clinicamente sdo manchas claras, quase
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imperceptiveis) e que, ao longo do tempo, tornam-se melandcitos atipicos formando
grupamentos celulares e migram para as camadas superiores da epiderme (clinicamente leses
entre 3-6 mm com pigmento marrom a preto, assimétricas e com bordas irregulares). Ao
longo da progressdo, a epiderme e as estruturas ao redor passam a ser ocupadas pelos
melandcitos atipicos até atingir a derme papilar e estruturas mais profundas como derme
reticular e tecido subcutdneo (clinicamente aparecem ulceracdes, formacdo de nodulos,
coloracdo variadas de vermelho, azul e branco). O estagio final é caracterizado pelas
metastases que se inicia nos linfonodos podendo alcancar outros 6rgdos (COCKERELL,

2012).
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Figura 7 — A. melanoma inicial com proliferacdo de células hipercromaticas; B. lesdo
hiperpigmentada de melanoma intermediario com bordas irregulares produzidas por melandcitos
coalescentes formando agregados celulares; C. lesdo mais tardia com assimetria e variedade de
coloracdo apresentando melandécitos atipicos; D.lesdo macular ou papular causado pela invasdo da
derme papilar por melandcitos atipicos; E. melanoma avangcado com lesdo apresentando ulceracdo e
crescimento nodular decorrente de proliferacdo de melandcitos atipicos envolvendo estruturas mais
profundas da derme. Adaptado de Cockerell, 2012.



44

2.5.5 Genética e epigenética do melanoma

A alta frequéncia de mutacGes no melanoma pode estar relacionada as caracteristicas
da biologia do melandcito. O fator hormonal estimulador de a-melandcito (a-melanocite
stimulating hormone - a-MSH) e outros peptideos derivados de propiomelanocortina se ligam
ao receptor de melanocortina 1, ativando o AMP ciclico e levando ao aumento da proliferacao
e melanogénese em resposta a radiagdo UVB. Essa cascata de sinalizacdo dependente de
AMP ciclico ativa BRAF e ERK que causam a desregulacdo da proliferacdo de diferenciacdo

celular (DAVIES et al., 2002).

Levando-se em consideracdo que a ativacdo dessas vias de sinalizacdo esté
diretamente relacionada a proliferacdo, progressao e manutengdo do tumor, elas também tem
se tornado importantes alvos terapéuticos. O quadro 3 detalha a fungdo de cada gene e
proteinas envolvidas nas vias de sinalizacdo que possivelmente estdo alteradas no melanoma

(FISHER E., SHTIVELMAN K., T. FLAHERTY, 2014).
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Via de Componente Posicéo ~ Tipo de alteracéo N A
T . Funcéo Frequéncia Referéncias
sinalizacéo alterado cromossémica no melanoma
MAPKK- FISHERE.,
RAS/RAF/ MAPK-1 22q11.21 f'tera( 0 Cog‘portamerg.o celular Mutagao SHTIVELMAN K., T,
MEK/ERK rente &s mudangas ambientais FLAHERTY, 2014

Familia RAS: NRAS, HRAS,
KRAS. Ativadoras da familia W!ST(:TA’E‘SFHZ%T(E_R;
RAS 1p13.2 RAE rggulam sinais de Mutacgéo 20% AHMADIAN, 1997:
prollfera_(;ao, sobrevivéncia e OMHOLT et al., 2003
diferenciagéo.
Familia RAF: ARAF, BRAF,
RAF 7934 CRAF. Liberam sinais Mutacéo 50-65% BENNETT, 2008
mitogénicos.
MEK1/2 Un Fosforila residuos de tirosina e Mutag&o 3-8%  NIKOLAEVetal, 2012
treonina
Alteram 0] comportamento FISHERE.,
ERK-1/2 1p36.1-p35  celular frente a estimulos A;li(mreenstsoéga SHTIVELMAN K., T.
extracelulares como a luz UV P FLAHERTY, 2014
RASIPIKIPT GL1S, inibe apoptose ¢ aumenta
EN/AKT/ PI3K 3026.3  INIDE apop . Mutacéao SAMUELS et al., 2004
a sobrevida, libera sinais de
proliferagéo e sobrevivéncia
5 FISHER E.,
PTEN  logg3 AR como supressor tumoral  MUBGOOU  4o.q0  symivELMAN KT
regulando a via - elecOes FLAHERTY, 2014
% FISHER E.,
AKT1/2/3 14g32.32 ~ Modulador da - transformagdo 25% SHTIVELMAN K., T.

oncogénica,

FLAHERTY, 2014

Quadro 3 — Genes e proteinas envolvidas na via de sinalizagio MAPKK-RAS/RAF/MEK/ERK e RAS/PI3K/PTEN/AKT no melanoma cutaneo
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Via de Componente Posicéo ~ Tipo de alteracéo A A
e . Funcéo Frequéncia Referéncias
sinalizacéo alterado cromossémica no melanoma
Regulador negativo de TP53 e Perda alélica, 0 YANG; RAJADURAI;
CDKN2A CDKN2A 9p21 RB delecio ou mutagio 25-40%  15A0. 2005: CHIN, 2003
« . SHERR; ROBERTS,
016K Regu!agao do C|cI9 ) celular Metilacio génica 1999: RUBBEN et al.
através de RB na transicdo G1-S 2000
5 ZHANG; XIONG;
14ARF Estabilizador e regulador de p53 mo':jﬂil;itsgagooués_ YARBROUGH, 1998;
P pela ligagdo a proteina MDM?2 cao p DOBROWOLSKI etal.,

transcricional

2002

Quadro 4 — Genes e proteinas envolvidas na via de sinalizacdo CDKN2A no melanoma cutaneo

Via de Componente Posicéo x Tipo de alteracao N A
e . Funcéo Frequéncia  Referéncias
sinalizacdo alterado cromossémica no melanoma
_ ] FISHERE.,
Gene encontrado no linfoma de célula Aumento da 30% SHTIVELMAN
Apoptose BCL-2 18g21.3 B. codifica a proteina Bcl-2 supressora expressao e (BCL2A1) K., T.
da apoptose amplificacdo FLA;)EETY'
Murin duble minute 2. Codifica a S:#?\"/'EE,\EAN
MDM2/4  12q14.3-qis UPiquitina-ligase E3 - localizada no — p o yieacss 65% K. T.
nacleo e interage com proteinas FLAHERTY
supressoras de tumor tais como o p53. 2014
Codificador da proteina supressora RAGNARSSON
TP53 17p13.1 tumoral que atua na passagem da fase Mutacéo 10-20% -OLDING et al.,
2002

G1 para S do ciclo celular

Quadro 5 — Genes e proteinas envolvidas na via de sinalizacao de apoptose no melanoma cutaneo
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Via de Componente Posicéo ~ Tipo de alteracao A
o . Funcao Frequéencia
sinalizacdo alterado cromossomica no melanoma
Ciclo celular CDKA4 1214 Controla_a _pgssagem_pelo ponto de checagem em G1. AmpllflcaNan e 30
Pode ser inibido seletivamente pelo p16. mutacao
Amplificacdo ou
MYC 8g24.21 Pode ultrapassar o bloqueio G1 conferido pela p16 aumento de 20-40%
expressédo

Regula genes relacionados ao controle do ciclo celular
e melanogénese, media diferenciacdo e sobrevivéncia

MITF 3pl4.2-p14.1 de melandcitos e limita a progressdo incontrolada,
limita a expressdo de p16, p21 e genes antiapoptdticos
como BCL-2 e APEX-1

Quadro 6 — Genes e proteinas envolvidas na via de sinalizacéo do ciclo celular no melanoma cutaneo. Adaptado de Fisher et al., 2014

Via de Componente Posicéo Funcio Tipo de alteracao
sinalizacio alterado cromossémica ¢ no melanoma
Melanogénese POMC 20233 Proopiomelanocortina. I‘-|orn)on~|o estimulador de melandcito que é Atlv,agao, aumento

aumentado em resposta a radiacdo UV no nivel de ligantes
Melanocortin 1 receptor - Receptor 1 de melanocortina. Proteina  Ativacdo, aumento

Mclr 16924.3 X o . . .
transmembrana que pertence a familia de receptores de proteina G. no nivel de ligantes
4-MSH a-Melanocyte Stimulating Hormone - Hormonio estimulador de  Ativacdo, aumento
melanocito o. Age no aumento de eumelanina e feomelanina no nivel de ligantes

Hepatocyte growth fator - Fator de crescimento de hepatdcito.
Estimula a proliferacdo e motilidade de melandcitos e quebra a

HGF 7921.1 ligacdo entre melandcitos e queratindcitos pela inativacdo de E-
caderina e desmogleina-1 causando proliferacdo desreguladas das
celulas no melanoma

Ativacdo, aumento
no nivel de ligantes

Quadro 7 — Genes e proteinas envolvidas na via de sinalizacdo da melanogénese no melanoma cutaneo. Adaptado de Fisher et al., 2014
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Via de Componente Posicéo ~ Tipo de alteracao o
o . Funcao Frequéencia
sinalizacdo alterado cromossdmica no melanoma
Telomerase TERT 5p15.33 Regula o comprimento do teldmero e a capacidade Mutagio 20-80%

replicativa da célula

Proteina que age como receptor de fator de

Receptote_s de KIT 4912 crescimento em melanocitos, sendo importante para Muta_l(;_ao ou
superficie . L S amplificagdo
diferenciagéo e migragéo
Endotelina Fatores de crescimento que estimulam os receptors
1/3, a-MSH, GPCR e RTK que sinalizam para proliferacdo, Ativacdo, aumento
bFGF, HGF- diferenciacdo e sobrevivéncia na linhagem de no nivel de ligantes
SF melandcitos
Receptor de tirosina quinase que esta presente em Ativacdo, aumento
MET 7031 células epiteliais e melandcitos. Ativa fibroblastos a no nivel de ligantes
produzirem HGF no estroma
Metéstase E-caderina 16922.1 Proteina que controla a proliferacdo do melanoma. Sua  Delecédo ou perda
diminuicdo promove a diminuicao da adesdo de funcéo
queratindcito-melandcito que leva a invasdo para a
derme.

Quadro 8 — Genes e proteinas envolvidas nas vias de sinalizagcdo da telomerase, receptores de superficie, e metastase no melanoma cutaneo. Adaptado de
Fisher et al., 2014
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A via do supressor tumoral p53 também ativada em resposta aos danos dos RUV
(raios ultravioleta), a fosforilacdo dessa proteina leva a sua estabilizacdo que promove a
transcricdo de outros genes responsaveis pela parada da divisdo celular na fase G1/S para
induzir reparo ou levar a apoptose evitando assim a proliferacdo e expansédo clonal de células
anormais. A proteina p53 ndo é detectada em tecidos normais e tem gradativo aumento ao
longo da progressdo do melanoma, sendo mais frequente na metastase, o que esta relacionada
a mutacdo do gene TP53. A frequéncia de mutacao genética varia entre 10-25% no melanoma
existindo uma predominancia na transicdo CC-TT. Mutacdes concomitantes em TP53 e pl6
associado ao aumento na expressdo de p53, delecdo de CDKN2A e mutacdo de BRAF
caracteriza pacientes com baixa sobrevida (ANWAR; NORRIS; FUJITA, 2011; KANOKO et

al., 1996; RODOLFO; DANIOTTI; VALLACCHI, 2004).

O silenciamento de genes supressores de tumor pode ocorrer durante o
desenvolvimento do melanoma ou em estagios avancados da doenca. A inativacao epigenética
de genes relacionados ao tumor implica no estabelecimento de malignidade e na progressao e
metastase. Muitos desses genes estdo envolvidos no controle do ciclo celular, sinalizacéo
celular, migracdo e invasdo, apoptose, angiogénese e metastase. Do mesmo modo, existem
genes que podem estar ativados no melanoma e silenciados nos melandcitos. O aumento na
metilacdo esta relacionado ndo apenas com um mal prognostico no melanoma, mas também
pode ser usado para monitorar o desenvolvimento de resisténcia aos quimioterapicos

(GREENBERG et al., 2014).

O gene RAS é o gene codificador da familia de proteinas Ras. A proteina Ras é uma
proteina transmembrana ligada a proteina G que possui a funcdo de converter sinais da
membrana para 0 ndcleo. Esses sinais quimicos levam a sintese de proteinas e a regulacdo de

sobrevivéncia celular, proliferacéo e diferenciacdo. A familia Ras inclui as proteinas Ras (H,
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K, M, N e R), Rapl e Rap2, e Ral, que compartilham cerca de 50% de identidade da
sequencia, e tais proteinas sdo importantes no cancer pelo fato de uma mutacdo em RAS levar
a ativacdo constitutiva das proteinas Ras resultando na estimulacdo continua da proliferacédo

celular (ADJEI, 2001).

Proteinas Raf (Rapidly growing fibrosarcoma) constituem uma familia de serina-
treonina quinases (ARAF, BRAF e CRAF) e sdo moléculas intermediarias na via de
sinalizacdo RAS/RAF/MEK/ERK (figura 8). Essas moléculas enviam sinais extracelulares da
membrana celular para o nucleo via cascata de fosforilagdo. Tais sinais estimulam o
crescimento celular, invasdo e metastase, evasdo da apoptose, sobrevivéncia celular,
diferenciacdo e senescéncia, desenvolvimento vascular e angiogénese (SHEPHERD;

PUZANOQOV; SOSMAN, 2010).

Existem mais de cinquenta mutacbes em BRAF descritas, sendo que a mais comum
em melanoma ¢ a substituicdo de valina por acido glutdmico na posicdo 599. A aquisicdo da
mutacdo V600E desestabiliza a conformacdo da quinase inativa para a forma ativa levando a
atividade constitutiva. A identificacdo de mutacdes de BRAF no melanoma levou ao
desenvolvimento de algumas moléculas inibidoras de BRAF quinase que estdo em fase pré-
clinica e clinica de investigacdo. Os principais investigados sdo: SB590885, GSK2118436,
PLX4032 (vemurafenib), AZ628, XL281 e GDC-0879. Consistente com o papel da
sinalizacdo BRAF/MAPK na regulacdo do crescimento celular, o tratamento com inibidores
farmacoldgicos de BRAF das linhagens celulares de melanoma, com BRAF V600E mutante,
leva a parada do ciclo celular na fase G1 e ativacdo da cascata da apoptose (FEDORENKO;

PARAISO; SMALLEY, 2011).
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Figura 8 - LesOes genéticas no melanoma. Mdltiplas vias de sinalizacdo, perda de supressores
tumorais e amplificacdo de proteinas do ciclo celular s&o caracteristicas das células do melanoma. A
mutacdo BRAF V600E é um alvo importante para o desenvolvimento de novos medicamentos (caixa
vermelha). Adaptado de SHEPHERD et al., 2010.

Muitos avangos ocorreram decorrentes do surgimento dos inibidores alvo
especificos. PLX4032, por exemplo, induz regressdo completa ou parcial em 81% do
pacientes com melanoma com a mutagdo BRAF V600E e a resposta é observada em todos 0s
sitios da doenca, incluindo 0ssos, rins e intestino delgado (FLAHERTY; HODI; BASTIAN,

2010).

Apesar do sucesso clinico das terapias-alvo contra as quinases, numerosos desafios
tém sido enfrentados. Um deles € a ocorréncia de efeitos adversos como fadiga, artralgia e
aparecimento de carcinoma de células escamosas de pele em cerca de 30% dos pacientes
tratados com inibidores; e a possiblidade de desenvolvimento de resisténcia adquirida, com o
estabelecimento de feedback negativo ou ativacdo de vias alternativas da sinalizacdo RAS-
MEK-MAPK, outras muta¢Ges ou amplificacdes de BRAF, mutaces em K-RAS, N-RAS, H-

RAS, mutagdes em MEK1, ativagédo da via PI3K/AKT que causa proliferacdo descontrolada e
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resisténcia a apoptose, ativacdo de vias de fuga tais como MET, KIT, FGFR e EGFR

(BOLLAG et al., 2010; SHEPHERD; PUZANOV; SOSMAN, 2010).

2.5.6 Diagnéstico

O primeiro passo para o diagnéstico de melanoma é a bidpsia que é a remocédo de
parte da lesdo (bidpsia incisional) ou lesdo inteira (bidpsia excisional). Apds a bidpsia,
associa-se 0s achados laboratoriais, tais como exames de sangue e testes soroldgicos
(quantificacdo de LDH — lactato desidrogenase, faz deteccdo de metastases), a dermoscopia,
as informacgGes clinicas (histérico de sinais e sintomas nos principais sistemas bioldgicos —
neuroldgico, respiratdrio, hepético, gastrointestinal, musculoesquelético, pele e linfético) e os
exames de imagem como tomografia computadorizada, tomografia de emissdo (PET-
Positron Emission Tomography) e SLNB (mapeamento linfatico por linfocintilografia com
injecdo intraoperativa de radioisotopo e corante azul para identificacdo de metastases para o
sistema linfatico) posteriormente, observando os critérios de: espessura da lesdo, presenca de
ulceracdo, taxa de mitose, presenca de fase de crescimento vertical, infiltracdo linfocitaria,
regressdo da derme e invasdo angiolinfatica pode-se prever o prognéstico do paciente

(BICHAKJIAN et al., 2011; GARBE et al., 2012; KARAKOUSIS; CZERNIECKI, 2011).

Associado ao diagndstico clinico, histopatoldgico, dermoscopico e bioquimico, o
diagnostico molecular tem sido utilizado, principalmente por ja existir inibidores para
proteinas de genes mutados. Dentre esses existem a deteccdo de BRAF V600, para eleger
pacientes para o tratamento com inibidores de BRAF e MEK, NRAS para confirmar a mutacéao
em BRAF e, CKIT para pacientes com melanoma acral ou de mucosa e que podem ser tratados

com inibidores de CKIT (GARBE et al., 2012).
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2.5.7 Tratamento

Como formas de tratamento para o cancer, o padrdo ouro para tumores solidos
continua sendo a cirurgia que pode ser associada a radioterapia, quimioterapia, terapia
hormonal e terapia-alvo. Diferente da radioterapia que incide radioisétopos sobre os tumores,
a quimioterapia faz uso de farmacos que induzem a morte celular por interferir na estrutura ou

em processos Vitais para as células (FLAHERTY, 2006).

Os quimioterapicos tradicionalmente utilizados objetivam a inibicdo da proliferacdo
celular e/ou inducdo da morte das células neoplasicas por influir diretamente no ciclo celular.
Sdo divididos em ciclo-celular especificos e ciclo-celular ndo especificos. Dentre o0s
especificos existem o0s agentes antimetabolicos (analogo do &cido félico, antagonistas de
pirimidinas, analogos das purinas e inibidores correlatos); agentes hormonais
(adrenocorticosterdides, progestinas, estrogénios, antiestrogénio, antiandrogénio, analogo de
horménio liberador de gonadotropina, inibidor de aromatase, inibidor de horménio peptidico);
produtos naturais (alcaloides da vinca, podofilotoxinas, taxol e enzimas). Os agentes ciclo-
celular ndo especificos sdo divididos em produtos naturais (antibidticos antraciclinas,
mitociclinas, dactinomicina, plicamicina, bleomicina e alcaloides pirrolizidinicos), complexos
de coordenacdo de Platina (cisplatina e carboplatina) e agentes alquilantes (mostardas

nitrogenadas, nitrossuréias, triazenos, alquil sulfonatos) (ALMEIDA et al., 2005).

Para o tratamento do melanoma primario, a excisdo da lesdo continua sendo o padrédo
ouro considerando a margem de seguranca indicada para cada peculiaridade dos tumores. A
radioterapia também € indicada em alguns casos especificos, como o de metastase em
linfonodos, lesdo cutdnea muito extensa, metastase cerebral ou dssea (DE BRAUD et al.,

2003; GARBE et al., 2011).
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O melanoma é considerado uma doenca resistente a quimioterapia sistémica em que
0 paciente torna-se refratario ao longo do tempo tornando o tratamento paliativo. Em suma
tem sido utilizado agentes alquilantes tais como Dacarbazina e Termozolomida, nitrosuréias
(carmustine, lomustine e fotemustine), compostos de platina (cisplatina e carboplatina);
inibidores de microtubulos tais como o alcaloide da vinca vimblastina e os taxois, paclitaxel e

docetaxel (TREISMAN; GARLIE, 2010).

A Dacarbazina é o medicamento padrdo utilizado para o tratamento sistémico
melanomas malignos, objetivando a regressdo do tumor e diminuicdo dos sintomas
relacionados. Dacarbazina - 5-(3,3-dimetiltraiazeno)imidazol-4-carboxamida € um derivado
imidazol-carboxamida estruturalmente relacionado a purinas, ¢ uma pr0 droga cujo
mecanismo de acdo nao é ciclo celular especifico, sendo ativo durante todo o ciclo celular.
Sua acdo antitumoral esta relacionada a producdo de adutos de metil no DNA através da
producdo de ions metildiazonium que reagem com as bases purinicas causando o pareamento
incorreto das bases e, consequentemente, distorcdo na dupla hélice do DNA (MARCHESI et
al., 2007). Recentemente, demonstrou-se o efeito imunoestimulatério da Dacarbazina pela
inducdo da ativacdo local de células natural killer e linfocitos T sugerindo uma iniciagdo de

resposta imune tumoral (GRIEWANK et al., 2013).

A termozolomida é uma imidazoletetrazina que possui a mesma acao alquilante da
Dacarbazina com as vantagens de se ativar em pH fisiolégico normal, possuir 100% de
biodisponibilidade, distribui¢do extensa pelos tecidos, ser de administracdo oral e ter uma taxa

de resposta completa de 8% (Dacarbazina é de 4%) (PATEL et al., 2011).

Uma alternativa promissora que tem sido investigada € a terapia-alvo. Por meio dela,
objetiva-se atingir uma proteina ou gene especifico de forma a obter uma terapia mais efetiva.

As principais vias de sinalizagdo envolvidas séo MAPK, AKT, ERK e PI3K. O bloqueio
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simultaneo das vias ERK-MAPK e PI3K seria a terapia ideal por inibirem tanto a progressao

celular quanto induzirem a apoptose (TREISMAN; GARLIE, 2010).

O gene BRAF é um importante alvo terapéutico por estimular proliferacéo,
sobrevivéncia e manutencdo dos tecidos neoplasicos. Partindo dessa idéia, a primeira geracao
de inibidores especificos de BRAF V600: GDC 0879, PLX 4720, sorafenib BAY 43-9600 foi
criada, ndo obtendo sucesso na fase clinica I11, mas servindo para o lancamento da 22 geragédo

PLX-4032 que ainda esta em fase Il dos testes (WELLBROCK; HURLSTONE, 2010).

Outros inibidores seletivos como o Dabrafenib (inibidor de BRAF) e Trametinib
(inibidor MEK) tem mudado o manejo de melanomas de fase 11l e IV diminuindo a progressao
do tumor e aumentando a expectativa de vida dos pacientes (FLAHERTY, 2006; GARBE et
al., 2011). Alvos em proteinas anti-apoptoticos BCL-2 (expressar em 90% dos melanomas)
como o medicamento Oblimersen e Genasense estdo em testes clinicos e sdo capazes de
diminuir a expressdo de BCL-2 intensificando a citotoxicidade de quimioterapicos como a
Dacarbazina aumentando sua taxa de resposta e sobrevida dos pacientes (GREMEL et al.,
2009). Outros estudos tem mostrado moléculas pleiotrdpicas, que agem em multiplas funcGes
celulares, como inibidores de proteossomo indutores de apoptose e, moléculas inibidoras de c-
Kit que vem sendo efetivas em melanomas incomuns de mucosa e acral (MARTI;

SOROLLA; YERAMIAN, 2012).

A bioguimioterapia também vem sendo usada como terapia adjuvante que agrega um
farmaco imunoadjuvante a um quimioterapico para aumentar o tempo de remissdo.
Alternativas como Interferon-a e Interleucina-2. As evidéncias atuais mostram que o IFN-a
ndo confere vantagem significativa na sobrevida, porém produz importante melhora na taxa
de recorréncia e no tempo livre da doenca (PETRELLA et al., 2012). Apesar de ja ser

aprovada nos Estados Unidos e da Europa, a IL-2 também néo tem trazido melhoras nas
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respostas clinicas dos pacientes além de ter comprovada toxicidade nos sistemas
gastrintestinal, cardiovascular, pumonar, renal, hepatico e neurolégico o que convém
acrescentar que os pacientes que recebem essas terapias devem ser bem acompanhados e a
selecdo do paciente para 0 uso dos mesmos deve ser bem analisada (HAMM et al., 2008;

PETRELLA et al., 2012).

Outro alvo imunoldgico que tem sido estudado séo inibidores da proteina CTLA-4.
Sua funcéo na célula normal é competir pela ligacdo aos receptores das células apresentadoras
de antigenos diminuindo o reconhecimento de moléculas estranhas pelos linfécitos T. Os
farmacos Tremelimumab e Ipilimumab sdo anticorpos monoclonais anti-CTLA-2 que
estimulam o reconhecimento das células neoplasicas pelo sistema imune (O’DAY; HAMID;
URBA, 2007). Por outro lado também tem sido desenvolvidas moléculas indutoras de estresse
oxidativo como o Elesclomol e os inibidores de angiogénese por inibicdo de VEGF (fator de
crescimento epidérmico e vascular), Bevacizumab (MARTI; SOROLLA; YERAMIAN, 2012;

O’DAY; HAMID; URBA, 2007).

Concomitante a busca molecular de alternativas terapéuticas, o século XX apresentou
um avango extraordindrio na pesquisa de produtos naturais, especialmente de plantas e
microrganismos (bactérias, fungos, actinomicetos, organismos marinhos) no campo da
oncologia propiciando a descoberta de diversas substancias utilizadas atualmente na
terapéutica antineoplasica. Apesar da alta complexidade quimica, a maioria dos farmacos
anticancer introduzida na terapéutica nas Ultimas décadas tem sua origem nos produtos
naturais. No periodo de janeiro de 1981 a dezembro de 2010, cerca de 128 novos
medicamentos contra o cancer foram criados a partir de produtos naturais (HARVEY, 2008;

NEWMAN; CRAGG, 2007, 2012).
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2.6 Biflorina

Produtos naturais ou também chamados compostos bioativos puros possuem um
papel dominante nas descobertas que levam ao desenvolvimento de medicamentos para o
tratamento das doencgas humanas. Entre 2006 e 2010, metade das substancias aprovadas como
antitumorais, antibacterianas e antifingicas eram de origem natural ou derivadas diretamente
dela (NEWMAN; CRAGG, 2012). Produtos naturais tem inspirado o desenvolvimento da
quimica organica, levando a avangos nas metodologias de sintese e possibilitando a produgéo
de anélogos do composto original para o melhoramento de propriedades farmacéuticas e
farmacoldgicas. As fontes podem ser variadas, desde espécies vegetais até actinomicetos
marinhos e cianobactérias, e tem crescido principalmente o interesse na pesquisa sistematica
de moléculas inibidoras de processos bioquimicos de interesse que levam a mudancas
fenotipicas devido a alteracdes na expressdo génica ou na fungdo de proteinas (HARVEY,
2008). Exemplos classicos sdo o0s agentes quimioterdpicos alcaloides da vinca, taxanos e
camptotecinas e 0s exemplos mais atuais sdo inibidores de proteina quinase tais como o
Gleevec, aprovado pela FDA em 2001, e o Sorafenib, aprovado em 2005 (CRAGG;

GROTHAUS; NEWMAN, 2014).

A Capraria biflora L. (figura 9) é uma espécie de arbusto perene pertencente a
familia Schrophulariaceae, originaria das Antilhas e América do Sul, que habita zonas
temperadas e areas de clima tropical. A espécie é amplamente distribuida pelo continente
americano. Na América do Sul é encontrada em paises como Venezuela, Peru, Guiana
Francesa e Brasil. No Brasil esta presente nos estados de Goias, Minas Gerais e na faixa
litordnea entre o Piaui, até o Espirito Santo. Na América Central pode ser encontrada em El
Salvador, Trinidad-Tobago, Bahamas, Panama, Curagao, Guatemala e Porto Rico; na América
do Norte: Estados Unidos e México, na Asia: india e China. No continente Europeu é muito

usada como ornamento (CORREA, 1931; MATOS, 1988).
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Figura 9 - Capraria biflora. A) folhas e flor; B) raizes. Fonte: VVasconcellos et al., 2007.

A planta C. biflora é usada popularmente contra dor de estdmago, dispepsia, febre,
resfriado, vomito, diarréia, hemorrdida, reumatismo, dentre outros (AQUINO; LIMA, 2006).
Gongcalves de Lima e colaboradores em 1953 foram os responsaveis por realizar os primeiros
trabalhos fitoquimicos com a Capraria biflora, sendo inicialmente isolada a substancia
biflorina. Quimicamente, a biflorina (figura 10) € uma o-naftoquinona (6,9-dimetil-3-(4-metil-
3-pentenil)nafta[1,8-bc]-pran-7,8-diona) prenilada de origem natural que pode ser facilmente
obtida das raizes da C.biflora L., os dados de RMN de **C foram registrados pela primeira
vez por Fonseca e colaboradores (2002) (GONGCALVES DE LIMA et al., 1953; FONSECA et

al., 2002).

Dentre as atividades comprovadas, a biflorina possui acdo antimicrobiana contra
bactérias gram-positivas e alcool-acido-resistentes (FONSECA et al., 2003), citotdxica,
analgésica e anti-inflamatéria (ACOSTA et al., 2003; NASCIMENTO; MELLO;
CHIAPPETA, 1985). Recentemente constatou-se a atividade larvicida contra larvas de Aedes
aegypti utilizando o 6leo essencial e o hidrolato de C. biflora com concentracdo letal 50 de

73,39 (+ 2,27 pg/mL) (DE SOUZA et al., 2012).
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Figura 10 — Estrutura molecular da biflorina, uma o-naftoquinona (6,9-dimetil-3-(4-metil-3-
pentenil)nafta[1,8-bc]-pran-7,8-diona) prenilada

A atividade antitumoral da biflorina foi primeiramente estudada por Vasconcellos e
colaboradores (2005). A citotoxicidade in vitro da biflorina apresenta-se de forma inespecifica
agindo sobre diversas linhagens: melanoma murinho (B16), melanoma humano (UACC-62,
UACC-257, MDA-MB-435, M14), leucemia humana (CEM, HL-60, K562), carcinoma e
adenocarcinoma de mama humano (MCF-7, MDA-MB-231, MX1), carcinoma e
adenocarcinoma de pulmdo humano (NCI H266, NCI H23), carcinoma de préstata (PC-3),
glioblastoma (SF-295), c6lon (HCT-8) e sistema nervoso central (VASCONCELLOS et al.,

2005, 2011).

Apoés a avaliagdo da citotoxicidade em linhagens celulares, foi demonstrado que a
Biflorina ndo causa lise de membrana eritrocitaria de camundongo, possui acdo antioxidante
na auto oxidacéo do acido oleico (VASCONCELLOQOS et al., 2005), e contra radicais hidroxila
(VASCONCELLOS et al, 2010) induzindo protecdo contra danos oxidativos.
Adicionalmente, a Biflorina tembém possui atividade imunoestimulante in vivo, aumentando

a concentracao de anticorpos no soro de animais (VASCONCELLOS et al., 2007).

A atividade anti-tumoral in vivo foi realizada em modelo murinho de carcinoma de
Erlich e Sarcoma 180 (VASCONCELLOS et al., 2007) e de melanoma murino B16
(VASCONCELLOS et al., 2011), em que foi possivel observar a diminui¢do do volume e do

peso da massa tumoral e, em analise histolégica e de imunohistoquimica visualizou-se
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reducdo na necrose coagulativa e na proliferacdo celular associado ao aumento no tempo de
sobrevida do camundongo (VASCONCELLOS et al., 2011, 2007). Recentemente, Andrade e
colaboradores (2013) demonstrou que a biflorina foi capaz de reduzir até 71% o numero de
metastases pulmonares de melanoma murinho e aumentou também a sobrevida dos

camundongos (ANDRADE et al., 2013).

Aliado a isso, a associacdo da biflorina com o quimioterdpico 5-fluoracil em
camundongos com sarcoma 180 e carcinoma de Erlich causou aumento na resposta
antitumoral, significativamente em relacdo ao controle negativo e aos tratamentos com as
substancias separadas, e aumentou a sobrevida dos animais (VASCONCELLOS et al., 2007).
O sinergismo entre um quimioterapico padrdo e a quimica dos produtos naturais possui um
importante potencial para a melhora das propriedades bioldgicas e farmacocinéticas do

composto bioativo (CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 2014).

O mecanismo de acdo da biflorina continua desconhecido, porém ja se conhece sua
importante interagdlo com o DNA, devido a sua genotoxicidade em celuas V79
(VASCONCELLOS et al., 2010) e, diminuicdo na sintese de DNA, além de induzir morte
celular por apoptose associado a fragmentacao internucleossomal no DNA e despolarizagdo
mitocondrial em linhagem de melanoma murinho B16 que podem sugerir mecanismo de

morte por dano direto a0 DNA (VASCONCELLOS et al., 2011).

Aliada a atividade anti-tumoral significativa, a biflorina ndo parece ser teratogénica,
pois ndo inibe o desenvolvimento de embrides de ourico do mar (VASCONCELLOS et al.,
2005) e nem induz mutagenicidade em diferentes modelos biologicos, tais como bactérias
Salmonella typhimurium e fungos Saccharomyces cerevisiae, sendo assim, a biflorina néo
causa mutacdo locus ndo-especifica, nem locus especifica e nem frameshift

(VASCONCELLOS et al., 2010).
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Associado a esses resultados, a biflorina também possui atividade anti-clonogénica,
inibidora de migracéo celular, redutora da amplificacdo de MYC e tem indicativo de inibir a
atividade da telomerase in vitro em células de adenocarcinoma gastrico (BARBOSA, 2011); é
capaz de diminuir a expressaio de EGFR em células neoplasicas de mama SK-Br3
(MONTENEGRO et al., 2013a) e a expressao de N-caderina via inibicdo da expressao de
AKT1 de forma concentracdo dependente, levando a inibicdo da invasdo em células de
melanoma MDA-MB-435 (MONTENEGRO et al., 2013b); e diminui a adesdo, a migragéo e

a invasao de células de melanoma murino B16F10 (ANDRADE et al., 2013).

Esse trabalho se propde a avaliar o potencial citotoxico da biflorina em linhagens de
melanoma humano com caracteristicas genéticas distintas e verificar alteracdes em genes
envolvidos nos mecanismos de progressdo do ciclo celular, replicacdo do DNA, reparo celular

e na metilacdo do DNA dessas células.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial citotoxico da biflorina em linhagens de melanoma humano e
alteracdes nos genes envolvidos nos mecanismos de progressao do ciclo celular, replicacdo do

DNA, reparo celular e na metilagdo do DNA dessas células.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a citotoxicidade da biflorina em linhagens de melanoma humano;

e Determinar o mecanismo de morte celular causado pela biflorina em
linhagens de melanoma humano;

e Avaliar a genotoxicidade da biflorina em linhagens de melanoma humano;

e Avaliar a alteracdo na expressdo génica nas linhagens de melanoma humano
apos tratamento com biflorina, especificamente, do oncogene BRAF; gene
MELK, envolvido na progressdo do ciclo celular; TYMS, envolvido na
replicacdo do DNA; RAD e MGMT, envolvidos no reparo ao DNA; DNMT1,
DNMT3B, MBD1, MBD2, MBD3, MBD4 e MeCP2 envolvidos nos

mecanismos de metilagcdo do DNA.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo de estudo

Estudo transversal utilizando modelos experimentais in vitro.

4.2 Obtencédo da biflorina

A biflorina foi cedida pela professora Telma Leda Gomes de Lemos da Universidade
Federal do Ceard — Departamento de quimica organica e inorganica. A biflorina foi extraida
das raizes da Capraria biflora utilizando o solvente éter de petréleo seguido da secagem por
air-dried por 2 dias. O extrato foi parcialmente evaporado a temperatura ambiente até a
formacdo de um material sélido. Posteriormente, foi filtrado até ser obtido um pé parpura. O
po foi submetido a cromatografia em silica gel usando uma mistura binaria éter de petréleo-
acetato de etila 9:1 (v/v). A pureza e a estrutura (figura 10) foram confirmadas por analise
espectroscopica, incluindo ressonancia magneética nuclear de uma e de duas dimensdes,
infravermelho, propriedades fisicas e comparacdo com as informacGes da literatura
(FONSECA et al., 2003). Devido a sua baixa hidrossolubilidade, a biflorina é geralmente

diluida em DMSO.

4.3 Linhagens celulares

Foram utilizadas as linhagens de melanoma humano metastatico SK-Mel-19, SK-
Mel-28 e SK-Mel-103 gentilmente doadas pela Profa. Dra. Sylvia Maria Stuch-Engler da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo — USP.

O modelo de estudo com as trés linhagens celulares proporcionou a comparacéo do
efeito da droga teste em diferentes mutagbes em melanomas humanos, como mostrado no

quadro 10 (SANTOS, 2011).
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Linhagem
Componente SK-Mel 19 SK-Mel 28 SK-Mel 103 Referéncia
alterado
TP53 Wt R273H Wt SANTOS, 2011
p53 induzido + - + SANTOS, 2011
p14 (RNAmM) + ND + SANTOS, 2011
p16 (RNAM) + + + SANTOS, 2011
Apaf-1 (prot) ++ -1+ - SANTOS, 2011
Casp8 (prot) ++ ++ + SANTOS, 2011
Bcl-2 (prot) +++ ++ ++ SANTOS, 2011
Bcl-xL (prot) ++ ++ ++ SANTOS, 2011
Mcl-1 (prot) ND ++ ++ SANTOS, 2011
B-RAF (V**E) V600E V600E Wt XING et al., 2012
N-RAS (éxon 3) Wt Wt Q61R XING et al., 2012
PTEN wt R130Q, T167A NA XING et al., 2012
RB1 wt wt NA XING et al., 2012
CDKN2A P113, R58 wt NA XING et al., 2012

Quadro 9 - Caracteristicas genéticas das linhagens utilizadas. Wt - wild-type (tipo selvagem); mRNA
— RNA mensageiro; prot - proteina; Q61R - mutagdo no codon 61, presente no éxon 3, ocasionada pela
substituicdo de adenina por guanina no nucleotideo 182, que resulta na substituicdo de guanina por
arginina; p53 R273H: mutacdo hot spot da proteina, resultando na substituicdo de arginina por
histidina no cdédon 273; V600E - substitui¢cdo de valina por &cido glutdmico na posi¢ao 599; ND — néo

detectado. NA — informagdo ndo disponivel. Fonte: adaptado de M. Santos, 2011.

As linhagens foram mantidas em garrafas de cultura com meio de cultura Dulbeco’s
Modified Medium (DMEM) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de
antibidtico Ampicilina-Estreptomicina, condicionadas em estufa com 5% de CO, e a 37° C.
Foi feita a observacdo do crescimento celular com ajuda de microscopio de inversdo (Leica
Microsystems) a cada 24 horas. Quando necessario, as células foram replicadas em meio de

cultura novo, em uma concentraco de 0,5 — 1,0 x 10° células por mililitro.

4.4 Avaliacao da citotoxidade

441 Ensaio Alamar Blue

O teste in vitro ideal para a quantificagdo da proliferacdo celular ou citotoxicidade é
simples, rapido, eficiente, reprodutivo, sensivel, seguro, de baixo custo e que ndo interfira na
acdo do composto a ser testado. O Alamar Blue, no entanto, é um reagente estvel e ndo

toxico que monitora a atividade metabolica das células. Sua acéo consiste num indicador de
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oxido-reducdo que leva a uma mudanca colorimétrica e de intensidade de fluorescéncia em
resposta a atividade metabdlica celular, sendo que a fluorescéncia é 10 vezes mais sensivel a
proliferacdo que a coloracdo. A proliferacdo celular caracterizada pelo aumento no consumo
de oxigénio induz a reducdo quimica do meio o que resulta na mudanca da cor original azul
ndo fluorescente para rosa fluorescente. A intensidade da cor rosa reflete proporcionalmente a
proliferacdo celular. Resarzurina é o nome original do Alamar Blue e a reducéo da resazurina
a resorufina € o que baseia 0 mecanismo de acdo desse método de quantificacdo da

proliferacdo de células vivas (AHMED; GOGAL; WALSH, 1994; O’BRIEN et al., 2000).

O teste do Alamar Blue foi realizado conforme metodologia descrita por Ahmed e
colaboradores (1994). As células foram transferidas para placas com 96 cavidades na
concentracdo de 0,5 x 10*células por poco. Essa placa foi entdo mantida durante 24 horas em
estufa a 37°C com 5% de CO,. Apds 24 horas, as células foram tratadas com diluicBes
seriadas 1:2 v/v de biflorina a partir da concentracéo de 20 uM a 0,3125 uM e em diferentes
intervalos de tempo de tratamento: 24,48 e 72 horas. A Dacarbazina e a Doxorrubicina foram
utilizadass como controle positivo. Os pocos controle receberam DMSO (diluente da amostra)
0,1%. Quatro horas antes do final de cada tempo de tratamento foi acrescentado 10 pL do
Alamar Blue na concentracdo de 0,02% e foi realizada a leitura das placas em Leitor de
microplaca na regido da fluorescéncia nos comprimentos de onda em 465 nm e 540 nm

(AHMED; GOGAL; WALSH, 1994).

Foram realizados trés experimentos em triplicata e os dados foram analisados no
programa GraphPad prism 5.0 usando regressdo ndo linear para a determinacdo da CI50
(concentracéo inibitdria de 50% da viabilidade celular) considerando o intervalo de confianga

de 95%.
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4.4.2 Teste de exclusdo por Azul de Tripan

O ensaio de exclusdo por azul de tripan é utilizado para a determinacdo da
viabilidade celular presente em uma suspensdo celular tendo como base que as células
metabolicamente ativas possuem membrana celular intacta e a capacidade de expulsar o
corante, ao contrério das células inviaveis. Nesse ensaio, as células em suspensdo sdo
misturadas ao corante e visualizadas ao microscopio para serem diferenciadas em viaveis (nao

coradas) e inviaveis (coradas de azul) (STROBER, 2001).

O teste de Exclusdo do Azul de Tripan foi realizado de acordo com Strober (2001).
As células foram colocadas em placas de 24 pocos na concentracdo de 3,0 x 10* células por
poco e incubadas em estufa a 37° C com atmosfera de 5% de CO, por 24h. Apds esse periodo,
as células receberam o tratamento com biflorina nas concentragdes de 1,0 uM, 2,5 uM e 5,0

pM.

A Dacarbazina e a Doxorrubicina a 5,0 uM foram utilizadas como controle positivo e
0 DMSO como controle negativo. Apds 24, 48 e 72 horas de tratamento, as células foram
colhidas e centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
concentrado de células foi ressuspenso com 1000 puL de meio DMEM completo. Deste foram
retirados 90 pL aos quais foram adicionados 10pL de Tripan Blue. Decorridos 2 minutos,
10pL da suspensao de células coradas foi aplicado em uma camara de Neubauer e foram
contadas as células viaveis e as nao-viaveis. Foram realizados trés experimentos em triplicata
e os resultados foram analisados por ANOVA two-way seguido de Bonferroni posttests.

Considerou-se estatisticamente significativos *p < 0,05 comparando com o controle negativo.
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4.5 Avaliacdo da morfologia celular

45.1 Coloragdo por cristal violeta

O cristal violeta pertence a classe dos triarilmetanos e apresenta amplas aplica¢des
comerciais, tecnologicas e médicas. Apresenta coeficiente de particdo baixo (2,4), porém tem
apropriado carater hidrofilico e lipofilico para garantir uma eficiente permeacdo em

membranas celulares possibilitando a coloragdo de células (OLIVEIRA et al., 2011).

As células foram cultivadas em placas para microcultivo com 6 pogos, sendo
colocado em cada poco o0 equivalente a 2 x 10° células. Ap6s a confluéncia, as células foram
tratadas com biflorina nas concentragdes 1,0 uM, 2,5 uM e 5,0 uM e foram incubadas em
estufa a 37°C e 5% de CO, por 24 horas. Apos 24h, as células foram lavadas com tampédo com
sais de fosfato (PBS), e, posteriormente, foram fixadas em solucdo de paraformaldeido a 4%
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Passados 30 minutos, as células foram lavadas
trés vezes com &gua destilada e, em seguida, a solucédo de cristal violeta a 0,1% foi adicionada
em cada poco da placa seguido de incubagdo por 20 minutos a temperatura ambiente e na
auséncia de luz. Entdo, os pocos foram lavados com agua destilada para remover o0 excesso de
corante para depois secar a temperatura ambiente. Por fim fotografou-se a placa por inteiro e
cada poc¢o individualmente. Foram realizados 3 experimentos independentes para cada

linhagem.

4.6 Mecanismo de morte celular

4.6.1 Coloracao diferencial Laranja de acridina- Brometo de Etidio

A morte celular é uma estratégia essencial para o controle do equilibrio do sistema
vivo. Pode resultar de processos patolégicos sendo iniciada apos a percepgdo de estimulos

especificos que levam a mudangas em cascatas intracelulares. O processo de morte pode ser
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reversivel até que ocorra ativacdo massiva de caspases, perda do potencial transmembrana da
mitocondria, permeabilizacdo completa da membrana mitocondrial externa ou exposicdo de
residuos de fosfatidilserina. Sendo assim, uma célula pode ser considerada morta quando um
dos seguintes critérios sdo encontrados: perda de integridade de membrana, fragmentacéo da
célula e/ou do nucleo em pequenos corpos (corpos apoptéticos), incorporacdo dos restos

celulares em células vizinhas (KROEMER et al., 2005).

Como forma de diferenciar os tipos de morte celular apoptose e necrose das células
de melanoma tratadas com biflorina, foi utilizado o método de coloracdo diferencial com
laranja de acridina — brometo de etidio. Para tal, as células foram cultivadas em placas de 24
pogos e tratadas com biflorina a 1,0 uM, 2,5 uM e 5,0 uM, e, adicionalmente usou-se
dacarbazina e doxorrubicina a 5,0 uM como controles positivos € DMSO como controle
negativo. Decorridos 24h, 48h e 72h de tratamento, coletaram-se o sobrenadante e as células
aderidas obtendo-se uma suspensdo celular. Esta suspensédo de células foi centrifugada a 3000
rpm por 5 minutos, descartou-se o0 sobrenadante e o concentrado celular foi misturado com 1
ML da mistura de laranja de acridina e brometo de etidio a 100 pg/mL. Apos coradas, 25 uL
foram transferidas para uma lamina e cobertas com laminula para que as células fossem
observadas em microscépio de fluorescéncia no aumento de 400x sob filtro de excitacdo de

360 nm.

A deteccdo do tipo de morte celular foi baseada nas caracteristicas morfolégicas e da
fluorescéncia das células coradas. Células viaveis foram identificadas por citoplasma e nicleo
verdes, células apoptéticas por nucleo vermelho/laranja e citoplasma verde, e células
necroticas por nacleo e citoplasma vermelhos. A quantificacdo foi feita pela contagem de
trezentas células em de cinco a dez campos diferentes da lamina. Foram realizados trés

experimentos em triplicata e os resultados foram analisados por ANOVA 2way seguido de
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Bonferroni  posttests utilizando o programa GraphPad Prism 5.0. Considerou-se

estatisticamente significativos os resultados com *p < 0,05, frente ao controle negativo.

4.7 Avaliacdo da genotoxicidade pelo ensaio do cometa

4.7.1 Ensaio de eletroforese em gel de célula anica em pH alcalino

A eletroforese em gel de célula Unica (teste do cometa) € uma técnica simples e
sensivel que permite a detec¢do das quebras na fita de DNA. Células com quebras na fita de
DNA produzem fragmentos que migram em um campo elétrico e, quando coradas, aparecem
com o formato de um cometa e o comprimento da calda do cometa representa a extensdo do
dano ao DNA. Este teste e suas modificacbes possuem diversas aplicacGes tais como
verificagdo da genotoxicidade de novos compostos quimicos e farmacéuticos,
biomonitoramento ambiental e monitoramento de populacbes humanas (ROJAS; LOPEZ,

VALVERDE, 1999; TICE et al., 2000).

O ensaio de eletroforese em gel de célula unica em pH alcalino foi feito conforme
metodologia descrita por Singh (1988) modificada. As células foram contadas em camara de
neubauer e 2 x 10° células foram colocadas em placas de 6 pocos com 2 mL de meio DMEM
completo. A placa foi incubada em atmosfera de 5 % de CO, a 37° C por 24 h. Apds esse
periodo, as células foram tratadas com biflorina nas concentragdes de 1,0 uM, 2,5 uM e 5,0
uM durante 3 h. Foram utilizados DMSO como controle negativo, Doxorrubicina e
Dacarbazina a 5,0 uM como controles positivos. Apos as 3 horas de tratamento, obteve-se o
concentrado celular o qual foi misturado com agarose de baixo ponto de fusdo (LMP) a 1% e
colocado sobre uma lamina de microscopia pré-cobertas com agarose com ponto de fusdo
normal (NMP). Apos a solidificacdo, as laminas ficaram em uma solucdo de lise (EDTA
100mM, NaCl 2,5 M, Tris 10 mM, 1% de Trton X-100 e 10% de DMSOQO) em over night, para

que ocorresse a desnaturacdo da parede celular e nuclear, restando o DNA ocupando 0 espago
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que antes seria o nucleo da célula, agora chamado nucleodide. As laminas foram removidas da
solucéo de lise e dispostas horizontalmente na cuba de eletroforese a qual foi preenchida com
solucéo de eletroforese (EDTA 1 mM, NaOH 300 mM, pH>13) por 20 minutos para permitir
0 desempacotamento do DNA. Passados 20 minutos, a eletroforese foi conduzida na auséncia

de luz por 20 min, a 20 V e 300 mA (N. P. SINGH, M. T. MCCOY, R. R. TICE, 1988).

4.7.2 Ensaio de eletroforese em gel de célula Gnica em pH neutro

O ensaio de eletroforese em gel de célula Gnica em pH neutro foi realizado conforme
metodologia descrita por Wojewodzka e colaboradores (2002). Os procedimentos de
tratamento das células, preparacdo da lamina e lise foram iguais ao cometa alcalino. Porém,
para o0 cometa neutro a solucdo de eletroforese é preparada com acetado de sodio a 300 mM e
100 mM Tris-HCI, no pH 8,5 e a corrida foi conduzida na auséncia de luz por 20 min, a 25 V

ou corrente de 300 mA (WOJEWODZKA; BURACZEWSKA; KRUSZEWSKI, 2002).

Tanto no cometa alcalino quanto no neutro, apos eletroforese, as laminas foram
retiradas da solucdo de eletroforese e submetidas a lavagem de 15 min com solucdo de
neutralizacdo Tris 0,4 M com pH 7,5. Em seguida, as laminas foram fixadas em etanol P.A e
secas a temperatura ambiente. Posteriormente, a leitura foi realizada em microscopio de
fluorescéncia, aumento de 400x, adicionando-se quarenta microlitros da solucdo de Brometo
de Etidio (20 pug/mL) sobre as l&minas cobrindo-as com laminula. Utilizou-se filtro de

fluorescéncia no comprimento de onda de 510 nm a 560 nm.

Para cada amostra foram preparadas duas laminas, sendo contados 50 cometas por
lamina. Os mesmos foram classificados de acordo com a quantidade de DNA na cauda do
cometa, indicando o grau de fragmentacdo do DNA. A analise dos cometas foi realizada de
acordo com o padrdo de escores previamente determinados pelo tamanho da cauda e do

nucledide.



72

O ensaio do cometa, tanto alcalino quanto neutro, foi realizado trés vezes em cada
linhagem, em duplicata. Para a quantificacdo do dano foram feitos dois calculos: indice de

dano e frequéncia de dano, conforme exemplificacdo nas férmulas abaixo:

indice de dano grauo = 0 X nlimero de cometas grau 0

Frequéncia de dano grau o = 100-(50-n° de cometas grau 0)*100/50

A analise estatistica dos resultados foi realizada utilizando o programa GraphPad
Prism 5.0. Para o indice de dano usou-se ANOVA oneway seguido do teste de Tukey
(Multiple Comparison Test). Para a frequéncia de dano usou-se ANOVA 2way seguido de
Bonferroni posttest. Considerou-se estatisticamente significativos os resultados com *p <

0,05.

4.7.3 Ensaio de eletroforese em gel de célula Unica modificado para deteccao de sitios de
metilacio no DNA

A diferenca de sensibilidade a metilacdo do DNA da endonuclease de restricdo Hpall
foi usada no cometa modificado considerando-se que: alto nivel de metilacdo dos
dinuocleotidios CpG resultam em aumento na quantidade de DNA na calda do cometa nos
nucledides digeridos com Hpall. Teoricamente a porcentagem de cauda do DNA no caso do
tratamento com Hpall representa todos os sitios de CCGG metilados no DNA das células. O
dano ao DNA prioritéario ao tratamento enzimatico representa a quantidade de DNA metilado

na amostra digerida (WENTZEL et al., 2010).

O teste do cometa modificado foi executado sob condi¢cdes alcalinas conforme
descrito em J. F. Wentzel e colaboradores (2010). As células foram tratadas com DMSO,
biflorina 1,0, 2,5 ¢ 5,0 uM e com 5-AZA 10 uM por 24 horas a 37°C, sendo o DMSO e a 5-
AZA o controle negativo e controle positivo, respectivamente. Uma aliquota de 50 uL de
concentrado celular foi homogeneizado com 100 pL de agarose de baixo ponto de fusao 0,5%

seguido pela aplicacdo dessa suspensdo em uma lamina pré-coberta com agarose ponto de



73

fusdo normal a 1%. As laminas foram deixadas a temperatura ambiente para solidificar. As
laminas foram entdo submergidas em solucdo de lise contendo 5 M de NaCl, 0,4 M de acido
etilenodiaminotetracetico (EDTA), 10% de dimetil suféxido e 1% de Triton X-100 a 4° C por
16 horas para preparar 0s nucleodides. Para assegurar as condicGes favoraveis a digestdo
enzimatica, as laminas foram postas em contato com tampdo 10 mM Tris-HCI, 10 mM de
NaCl, 1 mM de mercaptoetanol e 2 mM de EDTA por 10 minutos. A cada lamina foi entéo
adicionado 100 pL da enzima Hpall a 1,5 U/100 uL e coberta com laminula, seguido de
incubacdo em camara umida a 37° C por uma hora. Apos a incubacdo e remocdo das
laminulas, as laminas foram colocadas na cuba de eletroforese e cobertas com a solugédo de
eletroforese (5M NaOH e 0,4 M EDTA). A corrida eletroforética ocorreu a 30 V e 300 mA
por 45 minutos a 4° C, ap6s o qual as laminas foram colocadas em solucdo de neutralizacéo
(0,4 M Tris-HCI) com pH 7,5 por 15 minutos. Finalmente, os nucledides foram corados com

brometo de etidio (10pg/mL) e lidos em microscopio de fluorescéncia.

Foram contados 100 cometas por lamina, sendo classificados de acordo com a
quantidade de DNA na cauda do cometa, indicando o grau de quebra do DNA. A analise dos
cometas foi realizada de acordo com o padrédo de escores previamente determinados pelo

tamanho e intensidade da cauda.

O ensaio do cometa modificado foi realizado trés vezes em cada linhagem, em
duplicata. A andlise estatistica dos resultados foi realizada no programa GraphPad Prism 5.0.
Para o indice de dano usou-se ANOVA oneway seguido do teste de Tukey (Multiple
Comparison Test). Consideraram-se estatisticamente significativos os resultados com *p <
0,05. Os resultados foram expressos como indice de dano e calculados usando o seguinte

calculo:

indice de dano grau0 = 0 x nimero de cometas grau 0
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4.8 Analise da expressao de genes por RT-PCR

PCR Tempo Real (Real Time Polimerase Chain Reaction — RT-PCR) é um método
que amplifica uma sequencia alvo-especifica em uma amostra de DNA complementar
(cDNA), seguido do monitoramento do processo de amplificagcdo usando sondas que emitem
fluorescéncia. Dentre as diversas sondas existentes comercialmente, a sonda TagMan, sonda
de identificacdo interna ndo extensivel, sofre clivagem pela enzima Taq Polimerase (Thermus
aquaticus) durante a fase de extensédo do PCR. Na degradacéo da sonda pela Taqg polimerase,
as marcacdes repdrter e de terminagdo sdo separadas resultando no aumento da emissdo da
fluorescéncia, que € detectado em tempo real durante o curso da reacdo sendo uma
consequéncia direta da amplificacdo do gene alvo durante a PCR (GIBSON; HEID,;
WILLIAMS, 1996; GINZINGER, 2002; GIULIETTI et al., 2001; VALASEK; REPA, 2005;

WONG; MEDRANO, 2005).

As células das linhagens de melanoma foram transferidas para placas de petri de
poliestireno tamanho 60x16 mm, com &rea de crescimento de 22,1 cm® sendo 1x10° células.
Apos obtencdo de aproximadamente 90% de confluéncia, as células foram tratadas com
biflorina nas concentragdes de 1,0 uM, 2,5 uM ¢ 5,0 uM por 24h. Finalizado o periodo de
tratamento, as células foram coletadas para obtencdo do concentrado celular. Posteriormente
foi extraido o RNA como o reagente Qiazol (Qiagen) de acordo com as instrucbes do
fabricante. O RNA obtido foi homogeneizado em 30-50 pL de agua livre de RNAse e foi

quantificado em espectrofotdmetro NanoDrop 8000 (Thermo scientific).

A conversdo de RNA das linhagens celulares para DNA complementar (cDNA) foi
realizada utilizando-se o High-Capacity® cDNA Reverse Transcription Kit (Life
Technologies®) em termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Life Technologies®),

seguindo as instrucdes do fabricante.



75

Para quantificacdo relativa da expressdo dos genes foram utilizados ensaios ja
validados com sonda de hidrélise TagMan® e fluorescéncia FAM™ MGB (Life Technologies®)
em termociclador 7500 Fast (Life Technologies®). Cada reacdo de qRT-PCR foi realizada em
triplicata técnica e constituiu um volume final de 12 pL, contendo 5,4 pL de cDNA (com
aproximadamente 20 ng), 6,0 pL de Master Mix TagMan Fast (Qiagen®) e 0,6 pL de ensaio
com sonda de hidrélise TagMan® (Life Technologies®). As condi¢des de ciclagem foram:
desnaturacdo inicial por 10 min a 94 °C, seguida de 40 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 15

seg, anelamento e extensdo a 60 °C por 60 seg.

Para normalizacdo dos niveis de expressdo desses genes, foi utilizado o gene de
referéncia B2M, como determinado previamente (WISNIESKI et al., 2013). O quadro 11
demonstra os ensaios com sonda de hidrélise TagMan® adquiridos comercialmente para os

genes estudados.

Gene Ensaio Tagman

Gene de referéncia B2M Hs00984230 m1
BRAF Hs00269944 m1l

DNMT1 Hs00154749 _ml

DNMT3B Hs00171879 ml

MBD1 Hs00242770_m1

MBD2 Hs00187506_m1

Genes alvos MBD3 Hs00172710_m1
MBD4 Hs00187498 ml

MeCP2 Hs00172845 ml

MELK Hs01106440 ml

MGMT Hs00172470_m1

RADS54L Hs00269177_ml

TYMS Hs00426586 m1

Quadro 10 - Ensaios com sonda de hidrolise TagMan® para analise de expressdo dos genes

selecionados por microarray

O meétodo escolhido para quantificacdo da expressdao génica foi o metodo Ct
comparativo, o qual se baseia nos valores de cycle threshold (Ct) dos genes de referéncia e
genes alvos. O Ct ¢ o ciclo de amplificacdo onde a fluorescéncia gerada dentro de uma reagao

cruza a linha threshold, o qual fixa a fase exponencial de amplificacdo para a coleta de dados
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pelo pI‘OgI’ama de al’lélise. OS VaIOI‘GS de ACt (Ct gene alvo — Ct genes de referéncia) € AACt (Act teste —
ACt caiibrador) foram calculados e o valor de quantificaco relativa (RQ = 2"*“") foi utilizado de
acordo com o método de (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Nesse método, as amostras das

linhagens celulares controles foram consideradas calibradoras.

Foram realizados trés experimentos independentes para cada linhagem estudada,
estando cada um em triplicata. Para a analise estatistica dos resultados utilizou-se o programa
GraphPad Prism 5.0 usando ANOVA 2way seguido de Bonferroni posttest em comparacao ao
controle negativo (sem tratamento, adicdo do diluente DMSO). Consideraram-se

estatisticamente significativos os resultados com *p < 0,05.



77

5 RESULTADOS

5.1 Avaliagéo da citotoxicidade

Para verificar a viabilidade das células de melanoma humano SK-Mel e determinar
as concentragdes ideais para os testes posteriores, realizou-se o0 ensaio de citotoxicidade por
Alamar Blue e teste de exclusdo por Azul de Tripan. Os resultados obtidos pelo método
alamar blue apresentados estdo apresentados na Tabela 1. A média da Clsp em todos os
tempos e linhagens testados foi de 3,23 uM + 0,83, variando de 1,54 uM (IC 95% 1,38-1,72)
a 92 uM (IC 95% 6,89-12,36). Por outro lado, os controles positivos Doxorrubicina e
Dacarbazina apresentaram média de Clsp de 2,16 uM + 0,67 ¢ 37,14 uM =+6,44,
respectivamente. A biflorina, assim como o0s agentes quimioterapicos Doxorrubicina e
Dacarbazina, inibiu a proliferagéo celular das trés linhagens de melanoma humano estudadas,
sendo a citotoxicidade mais pronunciada na SK-Mel 103, seguida pela SK-Mel 19, e menos

citotoxica a SK-Mel 28.

Considerando as Clsg apresentadas na tabela 1, foram utilizadas para 0s experimentos
subsequentes as concentragdes de 1,0, 2,5 ¢ 5,0 uM de biflorina e de 5,0 uM de Dacarbazina e

Doxorrubicina.
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SKMEL 19 SKMEL 28 SKMEL 103
Linhagem CI50 (uM) CI50 (uM) CI50 (uM)
(1C 95%) (1C 95%) (IC 95%)
Tempo (h) 24 48 72 24 48 72 24 48 72
Biflori 2,32 1,97 1,6 9,2 3,73 4,8 1,85 1,54 2,10
iflorina
(1,94-2,77) (1,77-2,19) (1,33-1,89) (6,89 -12,36) (2,8-4,96) (4,09-5,64) (1,62-2,10) (1,38-1,72) (1,94-2,28)
4,19 0,14 0,14 5,68 1,08 1,06 4,16 1,75 1,31
Doxorrubicina
(3,28-5,36) (0,06-0,28) (0,07-0,27) (4,73-6,83) (0,90-1,29) (0,94-1,19) (3,48-4,98) (1,14-2,68) (1,01-1,26)
56,59 40,96 30,46 21,73 21,51 21,45 78,85 34,05 28,64

Dacarbazina

(49,88-64,20)

(37,36 — 44,90)

(25,76 — 36,02)

(18,15-26,02)

(16,89-27,40)

(20,76-22,81)

(63,09-98,54)

(27,37-42,35)

(26,38-31,10)

Tabela 1 — Clsy da Dacarbazina, Doxorrubicina e biflorina nas linhagens SK-Mel 19, 28 e 103 apds 24, 48 e 72 horas de tratamento obtidas pelo método

Alamar Blue. O resultado representa a média das Cls, de trés experimentos independentes. Utilizou-se regressdo ndo linear para obtengdo das CI50

considerando intervalo de confianca de 95%.
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Gréfico 1 - Inibicdo do crescimento celular da SK-Mel 19 em (a) 24 horas, (b) 48 horas e (c) 72 horas
de tratamento com biflorina, DAC-dacarbazina 5uM e DOX-doxorrubicina SuM. Os resultados foram
analisados por ANOVA 2way seguido de Bonferroni posttests. Considerou-se estatisticamente
significativos os resultados com *p < 0,05, comparando com o controle negativo.



80

O grafico 1 apresenta os resultados de inibicdo do crescimento celular da SK-Mel 19
pelo método de exclusdo por azul de Tripan. Observa-se que nas concentracGes de 2,5 e 5,0
uM houve diminuicdo significativa de células viaveis e, consequentemente, aumento
significativo de células ndo-viaveis em 48 e 72 h de tratamento (p<0,05). Apds 72 horas de
tratamento a 5,0 uM a biflorina apresentou 43,78% +9,70 de células viaveis e 56,22% +9,70
de células ndo-viaveis, ndo sendo significativamente diferente da Doxorrubicina nas mesmas

condicOes (42,44% + 4,02 de células vidveis e 57,67% + 3,95 de ndo-viaveis).

Os resultados de inibigdo do crescimento celular da SK-Mel 28 (gréfico 2) mostram
que houve diminuigdo significativa de células vidveis e aumento significativo de células ndo-
viaveis, em 48 h e 72 h de tratamento, com biflorina na concentracdo de 5,0 uM. Novamente a
biflorina apresentou atividade equivalente a Doxorrubicina. Em 72h a biflorina exibiu 82,00%
+ 4,60 de células viaveis e 18,00% * 4,60 de ndo-viaveis, enquanto que a Doxorrubicina

mostrou 89,11% + 3,47 de viaveis e 10,89% + 3,47 de nao-viaveis.

A biflorina induziu inibi¢do significativa do crescimento celular na linhagem SK-
Mel 103 nas concentracdes de 2,5 e 5,0 uM causando 100% de morte celular na concentragao
de 5,0 uM em 72 horas (grafico 3), em contraposicdo a 76,11% + 4,86 da Doxorrubicina nas

mesmas condices.
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Gréfico 2 - Inibicdo do crescimento celular da SK-Mel 28 em (a) 24 horas, (b) 48 horas e (c) 72 horas
de tratamento com biflorina, DAC-dacarbazina 5uM e DOX-doxorrubicina 5uM. Os dados
apresentam o0s resultados em triplicata de trés experimentos independentes (xdesvio padrdo). Os
resultados foram analisados por ANOVA 2way seguido de Bonferroni posttests. Considerou-se
estatisticamente significativos os resultados com *p < 0,05 comparando com o controle negativo.
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Grafico 3 - Inibi¢do do crescimento celular da SK-Mel 103 em (a) 24 horas, (b) 48 horas e (c) 72
horas de tratamento com biflorina, DAC-dacarbazina SuM e DOX-doxorrubicina 5uM. Os dados
apresentam o0s resultados em triplicata de trés experimentos independentes (xdesvio padrdo). Os
resultados foram analisados por ANOVA 2way seguido de Bonferroni posttests. Considerou-se
estatisticamente significativos os resultados com *p < 0,05 comparando com o controle negativo.
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Pelo ensaio de exclusdo por Azul de Tripan, verificou-se a diminuicéo da viabilidade
celular e 0 aumento da citotoxicidade de forma proporcional e dose dependente nas linhagens
SK-Mel 19 (grafico 1), SK-Mel 28 (grafico 2) e SK-Mel 103 (grafico 3) tratadas com

biflorina nas concentragdes de 1,0, 2,5 ¢ 5,0 uM.

Comparando os diferentes tempos de tratamento em uma mesma linhagem celular
verificou-se que houve diferenca estatistica significativa na porcentagem de viabilidade nas
células tratadas com biflorina. Ap6s 72 h, a linhagem SK-Mel 19 apresentou diferenca
estatistica significativa em todas as concentracdes testadas comparando com o tempo de 24 h;
enquanto que nos tempos de 48 h e 72 h houve diferenca apenas nas concentracoes de 2,5 e
5,0 uM. Na linhagem SK-Mel 28 somente ap6s 48 h de tratamento houve diferenca
significativa na concentracdo de 5,0 uM, em relacdo ao tempo de 24h. Entretanto, na
linhagem SK-Mel 103, somente em 48 h a 2,5 uM houve diferenca estatistica significativa,

também em comparacédo ao tempo de 24 horas (gréafico 4).
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Gréfico 4 - Inibicdo da proliferacdo celular das linhagens SK-Mel 19, SK-Mel 28 e SK-Mel 103 em
diferentes tempos de tratamento (24, 48, 72h) com biflorina, DAC-dacarbazina 5pM e DOX-
doxorrubicina 5uM. Os dados apresentam os resultados em triplicata de trés experimentos
independentes (xdesvio padrdo). Os resultados foram analisados por ANOVA 2way seguido de
Bonferroni posttests. Considerou-se estatisticamente significativos os resultados com p < 0,05, sendo
que *comparando com 24 horas de tratamento e * comparando com 48 horas de tratamento.
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Em relacdo a porcentagem de morte celular, a linhagem SK-Mel 19, assim como a
SK-Mel 103 apresentaram morte celular significativa nas concentragdes de 2,5 ¢ 5,0 uM em
todos os tempos de tratamento. Na linhagem SK-Mel 28 a biflorina a 5,0 uM causou morte

celular significativa apenas apds 48 e 72 horas de tratamento (grafico 5).

Entretanto, a linhagem SK-Mel 28 em relacdo a SK-Mel 19 apresentou sensibilidade
maior a biflorina ao longo do tempo de tratamento, sendo assim, em 24 horas existe diferenca
significativa apenas em 5,0 uM; em 48 horas, nas concentragdes de 2,5 ¢ 5,0 uM e; em 72
horas, em todas as concentracfes testadas. Quanto a comparacdo da SK-Mel 103 com a SK-
Mel 19, verifica-se diferenca estatistica nas concentra¢des de 2,5 ¢ 5,0 uM em 24 horas ¢ em
1,0, 2,5 ¢ 5,0 uM em 48 ¢ 72 horas. Adicionalmente, comparando as SK-Mel 28 e 103 houve

diferenca significativa em todas as concentracdes e tempos de tratamento testados.
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Gréfico 5 -Porcentagem de morte celular em (a) 24 horas de tratamento; (b) 48 horas de tratamento
e; (c) 72 horas de tratamento com biflorina, DAC-dacarbazina 5uM e DOX-doxorrubicina 5uM. Sao
apresentadas as médias dos resultados de trés experimentos independentes (xdesvio padrdo). Os
resultados foram analisados por ANOVA 2way seguido de Bonferroni posttests. Consideraram-se
estatisticamente significativos os resultados com p < 0,05 sendo *comparacdo dos tratamentos com o
controle negativo na mesma linhagem; * comparacao dos tratamentos das SK-Mel 28 e 103 com a SK-
Mel 19 e; ° comparagdo dos tratamentos entre SK-Mel 28 e 103.
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5.2 Avaliagéo da morfologia celular

5.2.1 Coloragdo por cristal violeta

Para visualizar a inibicdo da proliferacdo e a morfologia celular ap6s tratamento de
24 horas com biflorina 1,0, 2,5 ¢ 5,0 uM, realizou-se a coloracdo com cristal violeta das
células em monocamada em placas de 6 pocos. Morfologicamente as células ndo tratadas
(figura 11A) apresentam critérios de malignidade tais como aumento da relacéo
ndcleo/citoplasma, hipercromasia nuclear, contorno nuclear irregular, multinucleacéo,
cromatina granulosa, halo perinuclear. Apés o tratamento com a biflorina observa-se citolise
(figua 11- B1) com aumento de restos celulares dispersos, vacuoliza¢do do citoplasma (figura

11-B2), desarranjo da cromatina com fragmentacao (figura 11-B3).

Nas Figuras 12, 13 e 14 observa-se a diminuigdo discreta do nimero de células a
medida que ha o aumento da concentracdo de biflorina. Isso pode ser verificado tanto pela
diminuicdo da intensidade da cor azul de um pogo para o outro, macroscopicamente, quanto
pela visualizagdo dos campos em cada pogo microscopicamente. Tais observagdes ndo séo téo
evidentes devido ao fato que a biflorina ndo causa morte celular expressiva em 24 horas de

tratamento.

A linhagem SK-Mel 28 apresenta pouca diferenca entre as concentragdes de biflorina
apos tratamento de 24 horas, quando comparado com as linhagens SK-Mel 19 e 103, em que a

diferenca pode ser observada mais facilmente.
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Figura 11 — AlteracBes morfoldgicas encontradas nas linhagens SK-Mel ap6s 24 horas de tratamento
com biflorina. As fotos séo representativas de trés experimentos independentes. A — células apds 24h
de exposicdo ao DMSO representando o controle negativo de A.1 SK-Mel 19, A.2-SK-Mel 28, e A.3
SK-Mel 103, ambas no aumento de 400x apresentando auséncia de restos celulares dispersos e aspecto
celular integro. B — células apds tratamento com biflorina, aumento de 200x. B.1 apresenta SK-Mel 19
lisadas ap6s tratamento com biflorina 5,0 uM por 24 horas com perda de citoplasma e aparecimento de
restos celulares dispersos. B.2 apresenta SK-Mel 28 apds tratamento com biflorina a 5,0 uM por 24
horas com frequente aparecimento de vacuolos no citoplasma. B.3 apés tratamento com 2,5 uM da
biflorina, seta vermelha mostra célula SK-Mel 103 apresentando nucleo com fragmentacdo da
cromatina.
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DAC

Figura 12 -Morfologia da SK-Mel 19 ap6s 24 horas de tratamento com biflorina. DMSO é o controle
negativo, DOX — Doxorrubicina 5uM e DOX-doxorrubicina SuM. As fotos séo representativas de trés
experimentos independentes e foram obtidas no aumento de 400x.
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Figura 13 -Morfologia da SK-Mel 28 ap6s 24 horas de tratamento com biflorina. DMSO é o controle
negativo, DOX — Doxorrubicina 5,0 uyM e DAC — Dacarbazina a 5,0 uM. As fotos séo representativas
de trés experimentos independentes e foram obtidas no aumento de 400x.
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'DACA
Figura 14 -Morfologia da SK-Mel 103 apds 24 horas de tratamento com biflorina. DMSO é o controle
negativo, DOX — Doxorrubicina 5,0 uM e DAC - Dacarbazina a 5,0 uM. As fotos sdo representativas
de trés experimentos independentes e foram obtidas no aumento de 400x.
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5.3 Mecanismo de morte celular

5.3.1 Coloragao diferencial Laranja de Acridina- Brometo de Etidio (LA/BE)

A coloragdo de células apoptéticas com corantes fluorescentes tais como laranja de
acridina e brometo de etidio é considerado um método correto para avaliar a mudan¢a na
morfologia nuclear (D. BASKIC et al., 2006). Conforme mostrado na figura 15, através da
morfologia (condensacdo da cromatina, colapso nuclear e fragmentacdo eventual) é possivel

distinguir diferentes populacdes de células viaveis, apoptoéticas e necroticas.

A

Figura 15 - Imagens de células da linhagem SK-Mel 19 coradas com LA/BE tratadas com biflorina
durante 24h. (a) células viaveis em verde (seta verde); (b) células apoptéticas apresentando nucleo
laranja/vermelho e citoplasma verde em “blebbing” (seta vermelha); (c) células necréticas com nucleo
e citoplasma vermelhos (seta azul).

Os resultados de inducdo de morte celular da SK-Mel 19 (grafico 6) mostram que
houve diminuicdo significativa de células viaveis e aumento significativo de células
apoptéticas, em 24h, 48 h e 72 h de tratamento, com biflorina em todas as concentraces
testadas. Em 72h a biflorina a 5,0 uM exibiu 98,67% de células apoptdticas, enquanto que a

Doxorrubicina mostrou 97,15%, ndo havendo diferenga significativa entre ambas.

Os resultados de indugdo de morte celular na SK-Mel 28 (grafico 7) mostram que
houve diminuicdo significativa de células vidveis e aumento significativo de células

apoptdticas, em 24h, 48 h e 72 h de tratamento, com biflorina nas concentraces de 2,0 e
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5,0uM. Em 72h a biflorina a 5,0 uM exibiu média de 72,22% de células apoptoéticas, ¢
novamente ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa da Doxorrubicina (média

de 75,93% de apoptose).
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Grafico 6 - Tipo de morte celular induzida pela biflorina, dac-dacarbazina 5uM e dox-doxorrubicina
5uM nas células SK-Mel 19 ap6s tratamento por (a) 24 horas; (b) 48 horas; (c) 72 horas. S&o
apresentados os resultados de trés experimentos independentes (+ desvio padréo). Os resultados foram
analisados por ANOVA 2way seguido de Bonferroni posttests. Considerou-se estatisticamente
significativos os resultados com *p < 0,05 frente ao controle negativo.
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Gréfico 7 - Tipo de morte celular induzida pela biflorina, dac-dacarbazina 5uM e dox-doxorrubicina
5uM, nas células SK-Mel 28 ap6s tratamento por (a) 24 horas; (b) 48 horas; (c) 72 horas. Sdo
apresentados os resultados de trés experimentos independentes (xdesvio padrdo). Os resultados foram
analisados por ANOVA 2way seguido de Bonferroni posttests. Consideraram-se estatisticamente
significativos os resultados com *p < 0,05 frente ao controle negativo.
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Gréfico 8 -Tipo de morte celular induzida pela biflorina, dac-dacarbazina 5uM e dox-doxorrubicina
5uM, nas células SK-Mel 103 tratamento de (a) 24 horas; (b) 48 horas; (c) 72 horas. S&o apresentados
os resultados de trés experimentos independentes (xdesvio padrdo). Os resultados foram analisados
por ANOVA 2way seguido de Bonferroni posttests. Considerou-se estatisticamente significativos os
resultados com *p < 0,05 frente ao controle negativo.
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Os resultados de inducdo de morte celular na SK-Mel 103 (grafico 8) mostram que
houve diminuicdo significativa de células vidveis e aumento significativo de células
apoptoticas, em 24h, 48 h e 72 h de tratamento, com biflorina nas concentragdes de 1,0, 2,5 e
5,0 uM. Em 72h a biflorina (5,0 uM) exibiu média de 97,03% de células apoptoticas, e
novamente ndo apresentou diferenca estatistica da Doxorrubicina (média de 89,00% de

apoptose).

Nas linhagens SK-Mel 19 e 103 foi observado que houve uma diminuicdo das células
viaveis de forma inversamente proporcional ao aumento da concentracdo de biflorina.
Adicionalmente, houve o aumento no nimero de células apoptoticas, havendo diferenca
estatisticamente significativa em todas as concentracdes testadas. Por outro lado, o nimero de
células necréticas ndo variou significativamente em nenhum dos tratamentos. De forma
diferenciada, a linhagem SK-Mel-28 demonstrou nimero de células vidveis semelhante ao
controle negativo, e ndo apresentou apoptose significativa na concentragdo de 1,0 uM em

nenhum dos tempos de tratamento avaliados.

Comparando a porcentagem de células em apoptose entre as linhagens (grafico 9),
houve diferenca estatisticamente significativa entre as linhagens SK-Mel 19 e 28 nas
concentragdes de 1,0, 2,5 e 5,0 uM em 24 horas, e apenas nas concentragdes 1,0 e 2,5 uM em
48 e 72 horas. Entre as SK-Mel 28 e 103 houve diferenca significativa em todas as
concentragdes testadas, com excecdo a 2,5 uM em 48 horas de tratamento. Entre as SK-Mel
19 e 103 houve diferenca a 5,0 uM em 24 horas e a 1,0 pM em 48 e 72 horas de tratamento.
Por meio dessa comparacéo é possivel visualizar que a SK-Mel 28 foi a que causou menos de
80% de apoptose mesmo na maior concentragdo (5,0 pM) e periodo de tempo testado (72 h),
o0 que reafirma uma menor susceptibilidade dessa linhagem & acdo da biflorina, e corrobora

com os resultados de citotoxicidade.
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Grafico 9 — Comparacdo da porcentagem de apoptose entre as linhagens SK-Mel 19, 28 e 103 ap6s o
tratamento de (a) 24 horas; (b) 48 horas; (c) 72 horas com biflorina, dac-dacarbazina 5uM e dox-
doxorrubicina SuM. Séo apresentadas as médias dos resultados de trés experimentos independentes
(xdesvio padrdo). Os resultados foram analisados por ANOVA 2way seguido de Bonferroni posttests.
Considerou-se estatisticamente significativos os resultados com p < 0,05 sendo *comparacdo dos
tratamentos com o controle negativo na mesma linhagem; * comparagéo dos tratamentos das SK-Mel
28 com 19, e SK-Mel 103 com a SK-Mel 19 e; ° comparag&o dos tratamentos entre SK-Mel 28 e 103.
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5.4 Ensaio de eletroforese em gel de célula Unica — Teste do Cometa

5.4.1 Cometa em pH alcalino e neutro

A atividade genotoxica de inducdo de dano ao DNA de quebra de fita simples e
dupla foi avaliada pelo ensaio do cometa alcalino e neutro. Avaliando o dano induzido pela
biflorina em células de melanoma humano tratadas nas concentragdes de 2,5 ¢ 5,0 uM pelo
teste do cometa em pH alcalino e pH neutro observou-se que houve um aumento significativo
(p < 0,05) no comprimento da calda do cometa formada de fragmentos de DNA que migraram
apos a eletroforese, em relacdo ao controle negativo. Em ambas as condicdes eletroforéticas
utilizadas, ocorreu pequena migracdo de DNA nas células tratadas com DMSO (controle

negativo), sendo visualizado apenas cometas grau O e 1, e alguns grau 2 esporadicos.

Por outro lado, as células tratadas Dacarbazina e Doxorrubicina (5,0 uM) observa-se
elevada frequéncia de dano graus 3 e 4. No entanto, no cometa alcalino a biflorina (5,0 pM)
apresentou frequéncia de dano grau 4 superior a Dacarbazina e Doxorrubicina na mesma
concentracdo. Porém, o inverso foi verificado no cometa neutro, demonstrando que a biflorina
causou maior frequéncia de dano a quebras de fita dupla, simples e alcali-labeis que os

controles positivos.

A biflorina a 5 uM apresentou, aproximadamente, indice de dano (ID) no cometa
alcalino trés vezes maior em comparagdo ao controle negativo. Em relacdo as linhagens
celulares, a biflorina causou ID médio a 5 uM de 105,60 +5,74 na SK-Mel 19 , 112,88 £13,48
na SK-Mel 28, e 130,90 +7,47 na SK-Mel 103. Adicionalemente, no cometa neutro a biflorina
(5 uM) causou ID médio de 100,00 £3,95 na SK-Mel 19, 99,38 + 5,50 na SK-Mel 28, e

105,75 £6,48 na SK-Mel 103.
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Figura 16 Andlise de fragmentacdo do DNA as células SK-Mel 28 apds tratamento por 3 horas com:
A -DMSO 0,1% (controle negativo); B - Dacarbazina 5,0 uM; C - Doxorrubicina 5,0 uM; D- biflorina
1,0 uM; E — biflorina 2,5 uM; e F - biflorina 5,0 uM.

O gréfico 10 apresenta os resultados de indice de dano e frequéncia de dano causados
pela biflorina a SK-Mel 19 pelo ensaio do cometa. Observa-se que, tanto no cometa alcalino
quanto no neutro, nas concentracdes de 2,5 e 5,0 uM houve aumento significativo de dano ao
DNA, em relacdo ao controle negativo, ap6s 3 horas de tratamento. A frequéncia de dano,
tanto no cometa alcalino quanto no neutro, demonstrou que a medida que ha o aumento da
concentracdo de biflorina ocorre aumento na frequéncia de dano graus 3 e 4 e diminuicédo dos

graus 0 a 2, sendo essa mudanca significativamente diferente do controle negativo.
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Grafico 10 - Fragmentacdo do DNA causado pela biflorina, dacarbazina (dac) 5uM e doxorrubicina
(dox) 5uM, as células da linhagem SK-Mel 19. A. indice de dano em cometa alcalino e neutro; B.1 -
frequéncia de dano por cometa alcalino; B.2 - frequéncia de dano por cometa neutro. Para o indice de
dano usou-se ANOVA oneway seguido do teste de Tukey (Multiple Comparison Test). Para a

frequéncia de dano usou-se ANOVA 2way seguido de Bonferroni posttest.

Considerou-se

estatisticamente significativos os resultados com *p < 0,05, ambos em relagéo ao controle negativo.



102

O indice de dano e frequéncia de dano causados pela biflorina a SK-Mel 28 pelo
ensaio do cometa estdo apresentados no grafico 11. Observa-se que, no cometa alcalino todos
os tratamentos utilizados apresentaram indice de dano estatisticamente significativo em
relacdo ao controle negativo. No cometa neutro, apenas a biflorina na concentracao de 1,0 uM
ndo apresentou diferenca estatistica significativa. Adicionalmente, a frequéncia de dano, tanto
no cometa alcalino quanto no neutro, apresentou diminuicdo da frequéncia de grau 1 e
aumento na frequéncia de grau 2 e 3, enquanto que o grau 4 ndo foi significativamente

diferente.

O grafico 12 apresenta os resultados de indice de dano e frequéncia de dano causados
pela biflorina & SK-Mel 103 pelo ensaio do cometa. Observa-se que, tanto no cometa alcalino
guanto no neutro, nas concentracdes de 2,5 e 5,0 uM houve diferenca significativa no indice
de dano ao DNA, em relacdo ao controle negativo, devido ao aumento de dano ocasionado
pelos tratamentos. No tratamento com a biflorina, a diferenca foi concentracdo dependente.
Em relagéo a frequéncia de dano, no cometa alcalino a biflorina a 5,0 pM causou o0 aumento
significativo na frequéncia de dano graus 3 e 4. Tal frequéncia né&o foi observada no cometa

neutro.
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Gréfico 11 - Fragmentacdo do DNA causado pela biflorina, dacarbazina (dac) 5uM e doxorrubicina
(dox) 5uM, as células da linhagem SK-Mel 28. A. indice de dano em cometa alcalino e neutro; B.1 -
frequéncia de dano por cometa alcalino; B.2 - frequéncia de dano por cometa neutro. Para o indice de
dano usou-se ANOVA oneway seguido do teste de Tukey (Multiple Comparison Test). Para a
frequéncia de dano usou-se ANOVA 2way seguido de Bonferroni posttest. Considerou-se
estatisticamente significativos os resultados com *p < 0,05, ambos em relagéo ao controle negativo.
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Graéfico 12 - Fragmentacdo do DNA causado pela biflorina, dacarbazina (dac) 5uM e doxorrubicina
(dox) 5uM, as celulas da linhagem SK-Mel 103. A. indice de dano em cometa alcalino e neutro; B.1 -
frequéncia de dano por cometa alcalino; B.2 - frequéncia de dano por cometa neutro. Para o indice de
dano usou-se ANOVA oneway seguido do teste de Tukey (Multiple Comparison Test). Para a
frequéncia de dano usou-se ANOVA 2way seguido de Bonferroni posttest. Considerou-se
estatisticamente significativos os resultados com *p < 0,05, ambos em relagéo ao controle negativo.
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Comparando-se as linhagens de SK-Mel quanto ao indice de dano no cometa
alcalino, verificou-se que de uma forma geral, ndo houve diferenca estatistica, com excecéo a
1,0 uM na SK-Mel 28 e 5,0 uM na SK-Mel 103. No entanto, no cometa neutro, a linhagem
SK-Mel 28 difere no seu controle ¢ na concentragdo de 1,0 uM de biflorina quando
comparada com a SK-Mel 19. De forma semelhante, a SK-Mel 103 apresentou indice de dano
do controle e da doxorrubicina estatisticamente diferente da SK-Mel 19. Por outro lado,
comparando a SK-Mel 28 com a SK-Mel 103, observa-se gque sao estatisticamente diferentes
os tratamentos com dacarbazina, doxorrubicina e biflorina a 1,0 uM. Portanto, nas
concentragdes de 2,5 e 5,0 uM a biflorina apresenta capacidade genotoxica equivalente em

todas as linhagens estudadas (grafico 13).
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Gréfico 13 - indice de Dano causado pela biflorina, dacarbazina (dac) 5SuM e doxorrubicina (dox)
5uM, as células da linhagem nas SK-Mel 19, 28 e 103 (a) por cometa alcalino; (b) por cometa neutro.
Para o indice de dano usou-se ANOVA twoway seguido do teste de Bonferroni. Considerou-se
estatisticamente significativos os resultados com p < 0,05, sendo * comparagdo SK-Mel 28 e 103 com
SK-Mel 19, e * comparagdo SK-Mel 28 com 103.
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Com base nos resultados obtidos, a biflorina se revela genotdxica nas linhagens de
melanoma humano nas concentragdes de 2,5 ¢ 5,0 uM apos 3 horas de tratamento, causando
tanto dano as fitas simples, duplas e sitio alcali-labeis de DNA. Nao havendo especificidade

por alguma linhagem.

5.4.2 Cometa modificado

O grafico 14 apresenta os resultados de indice de dano causado pela biflorina as SK-
Mel 19, 28 e 103 pelo ensaio do cometa modificado. Observa-se que, nas linhagens SK-Mel
19 e 28, em todas as concentracOes testadas a biflorina foi estatisticamente diferente dos
controles negativos, mas semelhante ao controle positivo, inibindo, portanto a metilacdo. Por

outro lado, na SK-mel 103, a biflorina ndo apresentou atividade na metilacdo do DNA.

A biflorina a 5 uM apresentou, aproximadamente, indice de dano (ID) no cometa
alcalino 1,4 vezes menor em comparagdo ao controle negativo (DMSO). Em relacdo as
linhagens celulares, a biflorina causou ID médio a 5 uM de 190,33 £5,93 na SK-Mel 19 ,
156,17 £10,43 na SK-Mel 28, e 179,83 +5,67 na SK-Mel 103. Tais indices foram semelhantes
aos encontrados no tratamento com 5-azacitidina (5-AZA) a 10 uM. Sendo assim, o ID
causado apds o tratamento com 5-AZA para SK-Mel 19 foi de 159,17 + 18,58, 120,50 + 7,00
para a SK-Mel 28, e 124,75 + 2,25 para a SK-Mel 103, sendo este: 1,51; 2,00 e 1,67 vezes

menor que o seu controle negativo (ST-sem tratamento).
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Gréfico 14 -indice de Dano causado pela biflorina 1,0, 2,5 e 5,0 uM e 5-azacitidina (5-aza) 10 uM nas
SK-Mel 19, 28 e 103 ap6s 24h de tratamento (a) SK-Mel 19; (b) SK-Mel 28; (c) SK-Mel 103. Para o
indice de dano usou-se ANOVA oneway seguido do teste de Tukey (Multiple Comparison Test).
Considerou-se estatisticamente significativos os resultados com p < 0,05, sendo * comparagédo com o

sem tratamento (ST); ¥ comparacdo com o DMSO; ® comparagao com 5-azacitidina.
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5.5 Analise da expressdo de genes por RT-PCR

5.5.1 Expressao dos genes de progressao do ciclo celular, replicacao do DNA e reparo

Foi realizado a quantificacdo relativa da expressdo do gene de progressdo do ciclo
celular MELK, replicacdo do DNA TYMS, e reparo RAD e MGMT nas linhagens SK-Mel 19,

28 e 103, respectivamente.

Na linhagem SK-Mel 19 (grafico 15), os genes analisados apresentaram sua
expressao génica diminuida em todas as concentracfes de biflorina, sendo estatisticamente
significativos em relacdo ao controle negativo. Entretanto, a diminuicdo da expressdo nao

depende diretamente da concentracao.
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Gréfico 15 - Quantificagdo relativa da expressdao dos genes MELK, RAD, TYMS e MGMT apds
tratamento com biflorina a 1,0, 2,5 e 5,0 uM nas células SK-Mel 19 por 24h. Para andlise estatistica
usou-se  ANOVA twoway seguido do teste de Bonferroni. Considerou-se estatisticamente
significativos os resultados com *p < 0,05 em relacdo ao controle negativo.

No tratamento da linhagem SK-Mel 19 com biflorina 5,0 uM obteve-se os valores de
RQmedio para MELK de 0,780 +£0,056, para RAD 0,383 +0,041, para TYMS 0,188 £0,012 e para

MGMT 0,114 +0,008.

Na linhagem SK-Mel 28 (grafico 16), houve reducdo na expressao génica de MELK,

estatisticamente significativa em relagdo ao controle negativo, no tratamento com 5,0 uM de
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biflorina (RQmedio 0,309 £0,024). Os genes RAD, TYMS e MGMT apresentaram expressao
aumentada apds tratamento com 1,0 uM de biflorina (RQmedgio 2,294 £0,141; RQmedgio 1,792
10,115; RQmedgio 1,935 +0,132, respectivamente). Enquanto que nas outras concentragoes,
RAD e TYMS néo sofreram alteracdo na expressdo e MGMT apresentou aumento na expressao

tratando com biflorina 5,0 uM (RQmedio 10,418 £0,673).
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1
] 1[]'p.LI"u'1
=

r * i

g T T We

Quantificagao relativa

Gréfico 16 - Quantificagdo relativa da expressdao dos genes MELK, RAD, TYMS e MGMT apds
tratamento com biflorina a 1,0, 2,5 e 5,0 uM nas células SK-Mel 28 por 24h. Para andlise estatistica
usou-se  ANOVA twoway seguido do teste de Bonferroni. Considerou-se estatisticamente
significativos os resultados *p < 0,05 em relacdo ao controle negativo.

Na linhagem SK-Mel 103 (grafico 17), os genes MELK, RAD e TYMS apresentaram
reducdo na expressao génica apos tratamento com biflorina a 1,0 uM (RQmedio 0,403 +0,034;
RQmedio 0,328 +0,020; RQmegio 0,312 +0,020, respectivamente). No entanto, 0s genes RAD
(RQ2s5um 3,027 £0,130; RQsoum 1,905 +£0,067), TYMS (RQ25,m 2,552 £0,104; RQs om 1,565
+0,053) e MGMT (RQ2sum 1,779 +0,194; RQsov 1,939 £0,091) apresentaram aumento
significativo da expressdao nas concentracdes de 2,5 e 5,0 uM de biflorina. Entretanto, a
diminuicdo da expressdo ndo depende diretamente da concentragdo. Adicionalmente, a
expressdao do gene MELK ndo foi significativamente diferente do controle negativo no

tratamento com biflorina nas concentracdes de 2,5 € 5,0 uM.
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Gréfico 17 - Quantificagdo relativa da expressdao dos genes MELK, RAD, TYMS e MGMT apds
tratamento com biflorina a 1,0, 2,5 e 5,0 uM nas células SK-Mel 103 por 24h. Para analise estatistica
usou-se  ANOVA twoway seguido do teste de Bonferroni. Consideraram-se estatisticamente
significativos os resultados com *p < 0,05 em relagdo ao controle negativo.

5.5.2 Expressao dos genes da metilacao

Para determinar a influéncia do tratamento da biflorina sobre a expressdo dos genes

envolvidos na metilagcdo do DNA, realizou-se o RT-PCR.

Na linhagem SK-Mel 19 (grafico 18), os genes da metilagdo DNMT1, DNMT3B,
MBD1, MBD2, MBD3, MBD4 e MeCP2 apresentaram redugdo na expressao génica em todas
as concentracGes de biflorina testadas, sendo a diminuicdo da expressdo diretamente
proporcional a concentragdo da biflorina e estatisticamente significativa em relagdo ao

controle negativo, exceto na expressdo de MBD1 com biflorina a 1,0 uM.
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Gréfico 18 - Quantificacdo relativa da expressdo dos genes DNMT1, DNMT3B, MBD1, MBD?2,
MBD3, MBD4, MeCP2, MGMT ap6s tratamento com biflorinaa 1,0, 2,5 e 5,0 uM nas células SK-Mel
19 por 24h. Para analise estatistica usou-se ANOVA twoway seguido do teste de Bonferroni.
Considerou-se estatisticamente significativos os resultados com *p < 0,05 em relagdo ao controle
negativo.



111

No tratamento da linhagem SK-Mel 19 com biflorina 5,0 uM obteve-se o0s valores de
RQmedio para DNMT1 de 0,084 + 0,010, para DNMT3B 0,027 + 0,003, para MBD1 0,032 +
0,003, para MBD2 0,166 + 0,007, para MBD3 0,005, para MBD4 0,078 + 0,003 e para MeCP2
0,151 + 0,005.

Na linhagem SK-Mel 28 (grafico 19), os genes da metilacdo DNMT1, DNMT3B e
MBD3 apresentaram reducdo na expressao génica em todas as concentracfes de biflorina
testadas, sendo a diminuicdo da expressdo diretamente proporcional a concentracdo da
biflorina e estatisticamente significativa em relacdo ao controle negativo. Por outro lado, 0s
genes MBD2 e MeCP2 apresentaram diminuicdo significativa apenas nas concentracdes de

2,5 ¢ 5,0 uM, e a expressdo de MBD1 néo foi alterada durante o tratamento.
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Gréfico 19 - Quantificacdo relativa da expressdo dos genes DNMT1, DNMT3B, MBD1, MBD?2,
MBD3, MBD4, MeCP2, MGMT ap6s tratamento com biflorina a 1,0, 2,5 e 5,0 uM nas células SK-Mel
28 por 24h. Para andlise estatistica usou-se ANOVA two-way seguido do teste de Bonferroni.
Considerou-se estatisticamente significativos os resultados com *p < 0,05 em relagdo ao controle
negativo.

No tratamento da linhagem SK-Mel 28 com biflorina (5,0 uM) obteve-se 0s valores
de RQmedio para DNMT1 de 0,336 + 0,024, para DNMT3B 0,106 + 0,010, para MBD1 1,105 +
0,087, para MBD2 0,436 + 0,055, para MBD3 0,174 + 0,012, para MBD4 0,744 + 0,130 e
para MeCP2 0,383 + 0,054. Realcando que o gene DNMT3B, o de menor RQ, apresentou 9
vezes menos expressao génica em relacdo ao controle negativo. Além disso, a biflorina
causou diminuicdo na expressao génica de DNMT1, DNMT3B, MBD2, MBD3, MBD4 e

MeCP2 de forma concentracdo dependente.
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Na linhagem SK-Mel 103 (grafico 20), os genes DNMT3B, MBD1, MBD3 e MeCP2
apresentaram aumento da expressdo génica na concentracao de 1,0 uM de biflorina e reducgéo
da expressdo nas concentracdes de 2,5 e 5,0 uM, por outro lado, os genes DNMT1le MBD2
ndo tiveram suas expressdes modificadas e o gene MBD4 teve aumento de expressdo em 1,0 e
2,5 uM, mas nao em 5,0 uM .
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Gréfico 20 - Quantificacdo relativa da expressdo dos genes DNMT1, DNMT3B, MBD1, MBD?2,
MBD3, MBD4, MeCP2, MGMT ap0s tratamento com biflorina a 1,0, 2,5 e 5,0 uM nas células SK-Mel
103 por 24h. Para analise estatistica usou-se ANOVA twoway seguido do teste de Bonferroni.
Considerou-se estatisticamente significativos os resultados com *p < 0,05 em relacdo ao controle
negativo.

No tratamento da linhagem SK-Mel 103 com biflorina (5,0 uM) obteve-se os valores
de RQmedio para DNMT1 de 0,347 £0,031, para DNMT3B 0,106 0,010, para MBD1 1,063 +
0,000, para MBD2 0,796 + 0,055, para MBD3 0,174 + 0,024, para MBD4 1,733 + 0,129 e para
MeCP2 0,342 + 0,041. Realcando que o gene DNMT3B, o de menor RQ, apresentou 9 vezes

menos expressao génica em relagcdo ao controle negativo.

5.5.3 Expressao génica do BRAF

Quanto a expressdo génica do gene BRAF, na linhagem SK-Mel 19 (gréafico 21) foi
observada reducdo da expressdo apenas na concentra¢do de 1,0 uM (RQpmegio 0,582 + 0,020) e
2,5 uM (RQmgedio 0,403 £0,016), enquanto que a 5,0 uM (RQmegio 1,833 £0,146) houve

aumento significativo (*p<0,05) (grafico 21).



113

15- BRAF
g
® 1.0 I C
£ 05 1 1,0 uM
'S = 2,5 uM
o
E 0.0 — ; E:GI.LM
E ——
S 0.5 - _
<} R

-1.0-

Gréfico 21 - Quantificacdo relativa da expressdo do gene BRAF apos tratamento com biflorina a 1,0,
2,5 e 5,0 uM nas células SK-Mel 19 por 24h. Para andlise estatistica usou-se ANOVA twoway seguido
do teste de Bonferroni. Considerou-se estatisticamente significativos os resultados com *p < 0,05 em
relacdo ao controle negativo.

Na linhagem SK-Mel 28 (gréfico 22), foi observado aumento da expressdo do gene
BRAF apds 24 horas de tratamento com 1,0 uM (RQmegio 4,386 £0,234) e 5,0 uM (RQmédio
3,336 +0,190) de biflorina sendo significativo (*p <0,05) em relacdo ao controle negativo,

enquanto que na concentragdo de 2,5 pM, a expressdo permaneceu semelhante ao controle

negativo.
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Gréfico 22 - Quantificacdo relativa da expressdo do gene BRAF apos tratamento com biflorina a 1,0,
2,5 e 5,0 uM nas células SK-Mel 28 por 24h. Para analise estatistica usou-se ANOVA twoway seguido
do teste de Bonferroni. Considerou-se estatisticamente significativos os resultados com *p < 0,05 em
relagdo ao controle negativo.
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Na linhagem SK-Mel 103 (grafico 23), foi observado aumento significativo da
expressao do gene BRAF ap0s o tratamento com biflorina nas concentracdes de 2,5 ¢ 5,0 uM
(RQmédio 2,305 %0,105; RQmedgio 2,156 +0,074, respectivamente) em relagdo ao controle

negativo. No entanto, ndo foi observado diferenca estatistica na concentragdo de 1,0 uM

(RQmedio 1,052 £0,049).
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Gréfico 23 -Quantificacdo relativa da expressdo do gene BRAF apos tratamento com biflorina a 1,0,
2,5 e 50 uM nas células SK-Mel 103 por 24h. Para analise estatistica usou-se ANOVA twoway
seguido do teste de Bonferroni. Considerou-se estatisticamente significativos os resultados com *p <
0,05 em relagdo ao controle negativo.
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6 DISCUSSAO

Quinonas continuam sendo uma das maiores familias de agentes antitumorais
(RAJASEKAR et al., 2012). Quinonas e naftoquinonas de ocorréncia natural e seus analogos
s&0 compostos citotdxicos importantes. E o caso, por exemplo, das quinonas dactinomicina,
antraciclinas (daunorrubicina, doxorrubicina, idarrubicina e mitoxantrona), bleomicinas e
mitomicina-C, que tém sido usadas clinicamente para o tratamento do cancer, e das
naftoquinonas lapachol e PB-lapachona. Tais substancias agem no ciclo redox da célula
levando ao estresse oxidativo; ou atuam como agentes intercalantes de DNA; ou como
inibidores de enzimas essenciais para duplicacdio ou biossintese de nucleotideos

(SALUSTIANO et al., 2010; SUNASSEE et al., 2013).

A Biflorina, uma o-naftoquinona isolada das raizes de Capraira biflora L, demonstra
atividade antitumoral promissora (VASCONCELLOS et al., 2007). Estudos prévios
demonstraram sua citotoxicidade contra diversas linhagens tumorais (MCF-7, MDA-MB-231,
MX1, CEM, HL-60, K 562, NCIH266, NCIH23, PC-3, SF295, HCT-8, ACP-02, AGP-01)
inclusive linhagens de melanoma murinho (B16) e humano (UACC-62, UACC-257, MDA-
MA-435, M14) (VASCONCELLOS et al.,, 2005, 2011). Adicionalmente, a atividade
antitumoral in vivo contra tumores de Erlich, Sarcoma 180 e melanoma murinho B16 também
foi descrita (VASCONCELLOS et al., 2011). Associado a estas atividades, a Biflorina possuli
comprovada acdo antioxidante, imunoestimulante, genotoxica e ndo-mutagénica

(VASCONCELLOS et al., 2005, 2007).

O estudo atual propds identificar a acdo da Biflorina contra células de melanoma
humano verificando a citotoxicidade, as mudangas morfoldgicas, o tipo de morte celular, a
capacidade de fragmentacdo do DNA, inibicdo da metilacdo do DNA e/ou alteragbes nos

genes da metilagdéo DNMT1, DNMT3B, MBD1, MBD2, MBD3, MBD4, MeCP2, alteracdo na
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expressao de genes de progressdo do ciclo celular MELK, de replicacdo do DNA TYMS, de

reparo RAD e MGMT e o oncogene BRAF.

Para a avaliacdo preliminar da viabilidade celular ou citotoxicidade utilizou-se o
Alamar Blue®. Por meio deste, ap6s 24 horas de tratamento, a biflorina apresentou as Cls, de
2,32 uM (ICgs5 1,94-2,77) para a SK-Mel 19, 9,20uM (ICys 6,89-12,36) para a SK-Mel 28 e
1,85 uM (ICg5 1,62-2,10) para a SK-Mel 103. De forma complementar, no ensaio de exclusdo
por azul de Tripan, apos 24h de tratamento e na maior concentragdo testada (5,0 uM) as
porcentagens de células vivas na SK-Mel 19 foi de 70,89% +7,65, na SK-Mel 28 94,33%
11,70, e na SK-Mel 103 66,22% £10,45. Sendo assim confirma-se a viabilidade celular acima

de 60% em 24 horas de tratamento, o que viabilizou os experimentos seguintes.

Conforme Vasconcellos e colaboradores (2011) e Montenegro e colaboradores
(2013), a Biflorina possui capacidade citotdxica contra melanoma murinho B16 (Clsy 16,86
uM) e melanoma humano nas linhagens M14 (Clsy 7,02uM), UACC-257 (Clsg 4,44uM),
UACC-62 (Clsg 5,01uM) e MDA-MB-435 (Clsg 2,10uM). Sendo assim, os valores das Clsg
das SK-Mel séo semelhantes ao encontrado na linhagem MDA-MB-435 (MONTENEGRO et

al., 2013b; VASCONCELLOS et al., 2011).

Em relagcdo a outras quinonas, a biflorina mostrou-se mais ativa em melanoma. O
sesquiterpeno quinona derivado da linhagem F00120 do género Penicillium, encontrada no
solo marinho, € citotdxica contra linhagens de melanoma A375 e B16, Clsy 22,88 e 27,37
ug/mL, respectivamente (LIN et al., 2012). J& em Massaoka e colaboradores (2012) mostram
as Clsp da quinona jacaranone [metil (1-hidroxi-4-oxo-2,5-ciclohexandienyl) acetato] de 23
uM na SK-Mel 28, 30 uM na A2058 (melanoma humano) ¢ 17 pM na B16F10-Nex2

(melanoma murinho) (MASSAOKA et al., 2012).
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Durante a analise da morfologia das SK-Mel apds tratamento por 24 horas com
biflorina, observou-se que a mesma causou citolise com aumento de restos celulares
dispersos, vacuolizacdo do citoplasma, desarranjo da cromatina, o que segundo Takano

(2010) sugere caracterizar a inducdo de apoptose.

Mudancas morfoldgicas causadas pela biflorina também foram observadas por
Vasconcellos e colaboradores (2011) em células de melanoma murinho B16 por coloragédo
com hematoxilina-eosina em que, em todas as concentracdes testadas (3,95, 7,89 e 15,79 uM),
as celulas apresentaram morfologia consistente com apoptose tais como reducao de volume,

condensacgédo da cromatina e fragmentacdo do nucleo (VASCONCELLOS et al., 2011).

Corroborando com o indicativo de inducdo da apoptose, realizou-se a coloragédo
diferencial laranja de acridina e brometo de etidio. As analises das células tratadas com
biflorina por 24, 48 e 72 horas, realizadas através da coloracdo com a mistura LA/BE a 100
pg/mL, permitiu diferenciar as células em vidveis, apoptdticas e necroticas. Em todas as
linhagens tratadas com biflorina (1,0 2,5 ¢ 5,0 uM), foi observado um aumento no niumero de
células apoptéticas a medida que houve o aumento na concentracdo de biflorina, entretanto, o

namero de células em necrose ndo variou, sempre comparado ao controle negativo.

Todas as SK-Mel tratadas com Doxorrubicina a 5,0 uM apresentaram caracteristicas
apoptéticas, porém o mesmo nao foi observado no tratamento com Dacarbazina a 5,0 uM, que
apresentou perfil semelhante ao controle negativo. Em Vasconcellos e colaboradores (2011) a
Biflorina também causou apoptose na linhagem de melanoma murino B16 nas concentra¢des
de 7,89 e 15,79 uM. Nestas mesmas concentracdes a biflorina causa diminui¢édo da populagéo
celular na fase G,/M do ciclo celular o que corrobora com fragmentagéo internucleossomal do

DNA com consequente morte por apoptose (VASCONCELLOS et al., 2011).
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De acordo com Rajasekar e colaboradores (2012), naftoquinonas isoladas do extrato
de jichi de Lithospermum erthrorhizon Siebold & Zucc, LE) apresentam Clsg 2,73 pg/mL em
linhagem de melanoma B16F10 e 0,89 ug/mL em linhagem de melanoma humano A375SM.
Sua citotoxicidade esta ligada a parada do ciclo celular na fase G1-S e G2-M e na regulacao
de proteinas apoptoticas, tais como a reducdo na expressdao de Bid e aumento de Bax e Bad.
De forma semelhante, Kretschmer e colaboradores (2012) naftoquinonas isoladas de Onosma
paniculata Bureau & Franchet apresentaram Clso nas linhagens isoladas de melanoma
humano WM35, WM9 e WM164 de 2,3 £ 0,1 uM, 2,7 =+ 0,3 uM, e 83 = 0,3 uM,
respectivamente; além de induzir parada na fase G1-S e apoptose (KRETSCHMER et al.,
2012). A proliferacdo celular é governada pelo ciclo celular e a habilidade dos agente
quimioterapicos de induzir parada no ciclo celular e apoptose é importante para determinar

sua relevancia terapéutica (TSENG et al., 2002)

Montenegro e colaboradores (2010) demonstraram que Juglona (5-hidroxi-1,4-
naftoquinona) e seus derivados apresentam Clsg variando entre 3,8-28,7 uM contra linhagem
de melanoma MDA-MB-435, superior ao encontrado no tratamento com biflorina, além disso,
tais compostos foram capazes de causar mudancas morfolégicas ap6s coloracdo com
hematoxilina-eosina, o que posteriormente indicou a inducdo de apoptose apos coloragdo com
laranja de acridina/brometo de etidio. Andlises de fragmentacdo do DNA, externalizacdo de
fosfatidilserina, despolarizacdo mitocondrial e ativagdo de caspases confirmaram a inducdo de
apoptose por essas substancias (MONTENEGRO et al., 2010). A biflorina, no entanto,
apresentou Clso proxima a das naftoquinonas isoladas de O. paniculata Bureau & Franchet e,
de forma semelhante, também causou apoptose, porém outros metodos devem ser feitos para

determinar qual a via da apoptose que esta sendo ativada.

Comparando os tratamentos nas diferentes linhagens verifica-se que a célula mais

susceptivel a morte induzida pela Biflorina é a SK-Mel 103, seguida pelas SK-Mel 19 e 28,
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sendo a 28 a mais resistente (grafico 6). Tal comportamento pode ser justificado pelas
caracteristicas genéticas das células. Levando em consideracdo que a SK-Mel 19 e 103
possuem TP53 selvagem, ou seja, 0 gene permanece com sua capacidade de parada no ciclo
celular para reparo aos danos ou inducdo a apoptose quando necessario e, que a SK-Mel 28
possui TP53 mutante, podendo burlar a indugdo da apoptose, reconhece-se que a Biflorina
pode estar agindo em alguma via de sinalizacdo paralela ao TP53 por causar, além da
diminuicdo da viabilidade das SK-Mel 19 e 103, também a morte da SK-Mel 28, sendo mais
significativo utilizando 5,0 uM de Biflorina e 72 horas de tratamento (MULLER,;

VOUSDEN, 2013).

Mayola e colaboradores (2011), ao comparar a atividade de witaferina (WFA) A
contra células de melanoma cutaneo M14, Mel501, Lul205 e SK-Mel 28, verificou que esta
linhagem € mais resistente a inducdo da apoptose, possivelmente devido tanto a sua
resisténcia a danos causados por radicais livres quanto a expressdo da proteina anti-apoptética
Bcl-2 (MAYOLA et al., 2011). A atividade de WFA resulta da elevacéo de espécies reativas
de oxigénio. A atividade da biflorina, por outro lado, possui atividade antioxidante
(VASCONCELLOS et al., 2005), sugerindo que a resisténcia da SK-Mel 28 a biflorina possa

estar relacionada a expressao de proteinas antiapoptéticas tais como a Bcl-2.

Estudos recentes tém demonstrado que a desregulacdo de TP53 no melanoma pode
ocorrer pelo aumento na expressdo de MDM4 (ligante de p53), cerca de 65% ocorrem nos
estagios I-1V de melanoma. Tendo como alvo a via MDM4-p53, a inibicdo da formacdo deste
complexo pode resultar em inibicdo do crescimento tumoral e sensibilizagdo aos
quimioterapicos, inclusive inibidores de BRAF (GEMBARSKA et al., 2012; WANGARI-

TALBOT,; CHEN, 2013).
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A via de sinalizacdo RAS-RAF-MEK-ERK ¢ altamente conservada e tem importante
papel nas neoplasias melanociticas. A ativacdo dessa via nos melandcitos cutaneos pode
ocorrer por varios mecanismos, tais como: estimulacdo autdcrina de fatores de crescimento e
mutacdes nos oncogenes NRAS e BRAF. A proteina RAS ativa numerosas cascatas de
sinalizacdo envolvidas no controle do crescimento celular. A interacdo de RAS com BRAF
causa a transducdo de sinais regulatérios para MEK1/2, que consecutivamente, fosforila
ERK1/2, levando a ativacdo dessas quinases que ativam diversos fatores de transcricdo de
forma a regular expressdo génica, metabolismo, morfologia celular e determinar diversas
respostas celulares de proliferacdo, diferenciacdo, senescéncia e sobrevivéncia

(BLOETHNER et al., 2009; GOEL et al., 2006; HEIDORN et al., 2010).

A mutacdo do gene BRAF exerce muitos efeitos oncogénicos levando ao descontrole
no crescimento das células de melanoma (FEDORENKO; PARAISO; SMALLEY, 2011).
Levando-se em consideracdo a mutacéo do gene BRAF na regido V°°°E nas linhagens SK-Mel
19 e 28, ressalta-se que a biflorina foi capaz de diminuir a expressio de BRAF nas
concentragdes de 1,0 uM e 2,5 uM na SK-Mel 19, porém houve aumento da expressdo na SK-
Mel 28 e 103. Tal comportamento pode ser justificado pelo fato de a SK-Mel 28 apresentar
mutacdo em TP53 enquanto que a SK-Mel 103 apresenta mutacdo em NRAS, o que séo
mutuamente excludentes ja que a mutacdo Q61K em NRAS coopera para a perda da p53 na

geracdo do melanoma (DOVEY; WHITE; ZON, 2009).

De forma intrigante, a analise do conjunto de resultados da linhagem SK-Mel 103,
verifica-se sua maior susceptibilidade a diminuicdo da viabilidade celular e morte por
apoptose. Por outro lado, a mesma linhagem, ao contrario das outras, apresentou aumento na
expressao do gene BRAF, além de ter aumentado a expressao dos genes RAD, TYMS e MGMT

e ndo ter sofrido influéncia na expressdo de genes da metilagao.
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E conhecido que muitos genes especificos no cancer que afetam o controle do
crescimento celular sdo hipermetilados e epigeneticamente silenciados. O oncogene RAS
silencia diretamente um complexo envolvendo 28 componentes efetores do silenciamento
epigenéticos de RAS, incluindo a DNMT1 (GAZIN et al., 2007). A inibicdo da proteina Ras
obriga o0 aumento dos niveis da proteina DNMTL e restringe a hipermetilacdo global do DNA,
apontando o envolvimento da via de sinalizacdo da Ras com alteracbes no padrdo de
metilacdo durante os eventos iniciais da transformacdo maligna associado ao estresse
sustentado (MOLOGNONI et al., 2013). A identificacdo de novos componentes que agem
inibindo RAS e, que sdo requeridos para o silenciamento epigenéticos e completa

transformacdo maligna, sdo potenciais alvos para a terapia do cancer.

Muitos genes supressores de tumor se tornam hipermetilados no céncer devido,
geralmente, ao aumento na expressdo do gene DNMT1 (WU et al., 1993). Sendo assim,
supde-se que a ativacdo da via de sinalizacdo do RAS/BRAF, representada pelo aumento na
expressao de BRAF e mutacdo de NRAS na linhagem SK-Mel 103, pode estar envolvida com
a reprogramacao epigenética em resposta aos danos ao DNA causados pela biflorina, ja que
ndo houve diminuicdo na expressdo dos genes da metilacdo, diferentemente do encontrado nas
outras linhagens celulares analisadas. Sustentando essa hip6tese, alguns autores demonstram
que danos intracelulares, tais como aumento de niveis de radicais livres, induzem morte
celular e modificacdes em genes responsaveis pela metilagdo do DNA (MOLOGNONI et al.,

2013).

Associada proliferacdo descontrolada inerente as células neoplésicas, hé a progresséo
do ciclo celular e a indugéo do aumento na replicagdo do DNA (HANAHAN; WEINBERG,
2011). Para manter o equilibrio entre proliferacdo e sobrevivéncia o gene MELK age na
regulacdo do ciclo celular, proliferacao celular e apoptose. Adicionalmente, a proteina MELK

interage fisicamente com p53 e contribui para a apoptose dependente de p53 e parada do ciclo
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celular (JIANG; ZHANG, 2013). De forma complementar, o gene TYMS também esta
relacionado a proliferacédo e regulacédo do ciclo celular (KOTOULA et al., 2012).Sendo assim,
apos o tratamento com biflorina em duas linhagens de SK-Mel estudadas, ocorreu a
diminuicdo na expressdo de MELK e TYMS. Na linhagem SK-Mel 103 essa diminui¢do nédo
foi observada, o que pode justificar parcialmente a inducdo de inviabilidade celular por

apoptose.

A importancia bioldgica dos danos ao DNA ¢ evidenciada pelo largo cometimento da
protecdo do genoma quanto a integridade da informacdo, tal como as redes de genoprotecdo
incluem sequestradores eletrofilicos, complexos de recombinacdo que permite a tolerancia a
lesbes no DNA, polimerases especializadas que ultrapassa a lesdo e uma grande bateria de
proteinas de reparo do DNA. Perda de uma ou mais dessas ferramentas resultam na perda da
integridade informacional e, por fim, o inicio da doenca (SHRIVASTAV; LI; ESSIGMANN,
2010). Portanto, ensaios que caracterizem danos induzidos ao DNA, tais como os de

genotoxicidade, sdo importantes nessa avaliacao.

A biflorina causou tanto quebras de fita simples quanto quebras de fita dupla de
DNA pelo ensaio do cometa. Comparando-se o indice de dano entre as linhagens testadas,
tanto no cometa alcalino quanto no neutro, observou-se que as linhagens SK-Mel 19 e 28, e
28 e 103 apresentam indice de dano estatisticamente diferentes. Tal resultado corrobora tanto
com os resultados da citotoxicidade e da coloracdo laranja de acridina-brometo de etidio, em
que se visualiza uma maior sensibilidade das linhagens SK-Mel 19 e 103 e, maior resisténcia
da linhagem SK-Mel 28. O dano existente pode ser justificado pelo fato da biflorina ter a
capacidade de interagir com o DNA e causar apoptose, conforme visualizado pela laranja de

acridina-brometo de etidio.
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Compostos quinoides policiclicos, tais como naftoquinonas e antraguinonas,
comumente produzem quebras na fita de DNA, e essa interacdo ao DNA (intercalado ao DNA
ou alquilacdo) pode contribuir para a citotoxicidade. O derivado clorado da 2-hidroxi-3-
(aminometil)-1,4-naftoquinona, apresentou Clsy 6,4uM apoés tratar a linhagem de melanoma
MDA-MB-435, sendo justificada a baixa Clsy devido aos niveis significantes de quebras de
DNA que resultou em dano irreparavel e consequente inducdo de morte celular (NEVES et
al., 2013). Tal comportamento é bastante semelhante ao da biflorina no tratamento das

linhagens SK-Mel apresentadas no presente estudo.

Bai e colaboradores (2010), analisando uma série de bis(catecol) derivados de
amonio quaternario, demonstraram que tais substancias sintéticas induziram citotoxicidade
em linhagem de melanoma B16F1 com Clso de 7,29 & 0,75 uM através da formacdo de bis(o-
quinona) com consequente formacdo de ligacdo cruzada com o DNA via oxidacéo tirosinase-
dependente presente na célula (BAI et al., 2010). A formacdo de ligacbes cruzadas com o
DNA causa bloqueio na replicacdo e transcricdo, exigindo reparo, e caso ndo sejam
removidas, promovem quebras cromossdmicas, rearranjos e morte celular (MUNIANDY et
al., 2011). A biflorina, de forma semelhante, possivelmente esta induzindo citotoxicidade por
interacdo direta com o DNA, formacéo de ligacdes cruzadas e/ou DSB que foram detectados

no cometa alcalino e neutro.

A integridade do genoma enfrenta agressbes de varios tipos, de forma que
mecanismos eficientes de reparo sdo constantemente ativados para que tal dano ndo cause
inviabilidade celular. Considerando que em 3 horas de tratamento a biflorina causa
fragmentacdo do DNA, detectada pelo cometa, mas que em 24 horas a viabilidade celular é
maior que 80% e a inducdo de apoptose € menos expressiva que nos outros tempos de

tratamento, deduziu-se estar havendo a ativacédo de genes de reparo.



124

De acordo com os resultados obtidos na expressdao dos genes de reparo RAD e
MGMT, observa-se diminuicdo da expressao na SK-Mel 19, diferentemente das linhagens SK-
Mel 28 e 103, em que ocorreu aumento na expressdo desses genes. Estudos genéticos
mostram que a perda de vias de reparo RAD dependentes comprometem a eficiéncia do reparo
e a delecdo de RAD51, RAD54, RAD55 ou RAD57 resulta em elevada utilizacdo das vias de
anelamento de fita simples, que ocorre pela anelamento da fita simples complementar seguido
pela remocdo da fita heter6loga e ligagdo dos espacos vazios (WU; KANTAKE;
KOWALCZYKOWSKI, 2008). Tal reducédo de expressao de genes de reparo pela SK-mel 19

justifica sua maior susceptibilidade a morte.

O gene MGMT ¢ chave para a defesa contra agentes alquilantes, sendo importante
para a elucidacdo dos seus efeitos genotoxicos, que geralmente causam o0 aumento da sua
expressao mediando a protecdo do genoma (KAINA et al., 2007). Entretanto, a presenca de
mutacdo no gene KRAS em tumores malignos estd correlacionada com a inativacdo
epigenética de MGMT, mostrando forte associacdo entre a inativacdo de MGMT pela
hipermetilagdo e aparecimento de mutacdo G-A em KRAS, reforcando o fato de a
hipermetilagdo/inativagdo de MGMT estar relacionado com o controle do céancer, pelo
aumento de respostas parciais e estabilizacdo da doenca (AMATU; SARTORE-BIANCHI;

MOUTINHO, 2013; ESTELLER et al., 2000).

Associada a diminuicdo na expressao de genes de reparo, a biflorina também reduziu
significativamente a expressdo de genes envolvidos na maquinaria de metilacdo de DNA:
DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, MBD1, MBD2, MBD4 e MeCP2. Dar-se importancia a tal fato
ao se considerar que as ilhas CpG da regido promotora de genes supressores tumorais e genes

de reparo frequentemente encontram-se hipermetiladas em cancer.
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As alteracOes epigenéticas sdo potencialmente reversiveis, diferentemente das
alteracdes genéticas. Desse modo, estudos que avaliam o perfil epigenético de tumores,
complementares aos modelos genéticos, constituem uma poderosa ferramenta para um melhor
entendimento dos mecanismos de acdo de substancias com potencial terapéutico. Varios
trabalhos tém demonstrado a expressdo de genes silenciados por metilacdo por meio de
agentes desmetilantes como 5-aza-2-deoxicitidina, 5-azacitidina ou zebularina. Atualmente, o
uso em baixa dosagem dessas drogas tem mostrado uma significante atividade antitumoral e a
FDA (Food and Drug Administration) aprovou o uso de 5-azacitidina como tratamento

eletivo para doencas pré-leucémicas e sindromes mielodisplasicas (ESTELLER, 2006).

Essa area continua sendo interesse da industria farmacéutica para o desenvolvimento
de medicamentos menos toxicos e de maior especificidade contra o cancer. Por outro lato, a
deteccdo da hipermetilacao esta relacionada com a piora do prognostico e pode ser usado para

monitorar o desenvolvimento de resisténcia a quimioterapia (GREENBERG et al., 2014).

No presente trabalho, para detectar o nivel global de DNA metilado em células
Unicas, as células de melanoma estudadas foram expostas a Biflorina e ao agente 5-AZA, e
posteriormente tratadas com a enzima de restricdo Hpall com sitio alvo na metilagcdo dos
nucleotideos CpG.

A diferenca de sensibilidade a metilacdo do DNA da endonuclease de restricdo Hpall
foi usada no cometa modificado considerando-se que: alto nivel de metilacdo dos
dinuocleotidios CpG resultam em aumento na quantidade de DNA na calda do cometa nos
nucleoides digeridos com Hpall. Teoricamente a porcentagem de cauda do DNA no caso do
tratamento com Hpall representa todos os sitios de CCGG metilados no DNA das células. O
dano ao DNA prioritario ao tratamento enzimatico representa a quantidade de DNA da

amostra digerida (WENTZEL et al., 2010).
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Associada a diminuicdo da expressdo dos genes da metilacdo nas linhagens SK-Mel
19 e 28, também houve inibicdo da metilagdo pela Biflorina em todas as concentragdes
testadas. Tal resultado é de grande importancia ao se considerar que a azacitidina melhora
significativamente a sobrevida de pacientes em comparacdo com a maioria dos regimes

terapéuticos convencionais (SEYMOUR et al., 2010).

Assim como as vias de sinalizacdo da apoptose, do dano e do reparo do DNA
parecem ser determinantes nas respostas celulares aos tipos de agentes citotoxicos que
podemos usar no tratamento dos tumores, como a biflorina, os resultados aqui apresentados
podem apontar novas formas mais efetivas de tratar tumores. Semelhantemente, vias de
reparo aos danos ao DNA parecem ser 0s maiores protetores do desenvolvimento do cancer.
O estudo dessas vias pode levar a novas abordagens terapéuticas para a reducdo do
desenvolvimento tumoral. O advento do tratamento guiado pelas caracteristicas genéticas do
cancer tem levado ao avanco na terapia, melhorando as taxas de sobrevida e limitando a

toxicidade dos medicamentos.
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7 CONCLUSAO

Frente aos resultados obtidos pode-se concluir que:

A partir de 48 horas de tratamento com biflorina a 5,0 uM houve citotoxicidade extensa
nas linhagens SK-Mel 19 e 103, de forma concentracdo e tempo dependentes. Entretanto,
a associacdo da mutacdo TP53 e BRAF na linhagem SK-Mel 28 foi significativa na
resisténcia a morte apds tratamento com biflorina, mesmo a 5,0 uM e apds 72 horas de
tratamento, quando comparado ao mesmo tratamento nas outras linhagens, tal resultado
realca o papel do gene TP53 mutado como importante fator de resisténcia a morte celular;
Em comparagdo a outras quinonas, a biflorina apresentou citotoxicidade superior em
melanoma, destacando-se a Clsp de 1,85 uM (ICgs 1,62-2,10) na SK-Mel 103 ap6s 24
horas de tratamento;

A morte celular por apoptose induzida pela biflorina de forma concentragéo e tempo
dependentes, associada a fragmentacdo do DNA, causando tanto quebras de fita simples
quanto dupla de DNA pelo ensaio do cometa, se mostram importantes para determinar o
nivel de interacdo da biflorina com o DNA;

De modo particular, a mutacdo em NRAS na SK-Mel 103 ndo influiu na citotoxicidade da
biflorina, tornando esta linhagem a mais suscetivel a acdo dessa substancia, quando
comparado as outras SK-Mel. Por outro lado, apds tratamento com biflorinaem 2,5 uM e
50 uM, a SK-Mel 103 apresentou aumento na expressdo de RAD, TYMS, MGMT e
BRAF, entretanto ndo houve alteracdo na expressdo dos genes envolvidos na metilacdo
nem inibicdo da metilacdo pelo cometa modificado, sugerindo uma reprogramacao
epigenética em resposta aos danos ao DNA,;

A biflorina foi capaz de alterar genes envolvidos nas vias de sinalizacdo MAPK e de

apoptose, tais como NRAS e BRAF,;



128

e De forma complementar ao que ja era conhecido da acdo da biflorina, 0 mecanismo de
acdo da mesma néo envolve apenas a indugdo de morte por acdo direta no DNA, mas
também pela capacidade de interagir com a maquinaria epigenética relacionadas a

metilacdo do DNA.

O presente estudo contribuiu para o conhecimento mais aprofundado do mecanismo
de acdo da biflorina de forma a promover sua utilizacdo futura na terapia do cancer. Além
disso, suscitou futuras investigagdes quanto ao mecanismo de morte por apoptose verificando
a alteracBes de proteinas envolvidas nesse processo, além da verificagdo da influéncia em

mecanismos epigenéticos especificos.
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