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RESUMO

As quinonas sdo metabolitos secundarios derivados de plantas que apresentam diversas
propriedades farmacoldgicas, incluindo atividades antibacterianas, antifingicas,
antivirais, antiinflamatorias, antipiréticas e anticancerigenas. No presente estudo, foi
avaliado o efeito citotoxico de uma nova naftoquinona 6b, 7-dihidro-5H-ciclopenta [b]
nafto [2,1-d] furano-5,6 (9aH) -diona (CNFD) em diferentes linhagens tumorais. CNFD
apresentou atividade citotdxica em todas as linhagens tumorais testadas, especialmente
em ceélulas de adenocarcinoma de mama humano - MCF-7, as quais apresentaram
valores de Clsg de 3,06 e 0,98 uM durante 24 e 48 horas de incubacéo, respectivamente.
Em ensaios de migracdo de cicatrizagdo de feridas, o CNFD exibiu inibicdo da
motilidade celular. Além disso, foi observado caracteristicas tipicas da apoptose, como
o encolhimento das células, condensacdo da cromatina, exposicdo a fosfatidilserina,
aumento da ativacdo das caspases 9 e 3, aumento da fragmentacdo do DNA
internucleosomal sem afetar a permeabilizacdo da membrana celular, aumento da
producdo de EROS e a perda do potencial da membrana mitocondrial. As experiéncias
de expressdo de genes indicaram que CNFD aumentou a expressdao dos genes
CDKN1A, FOS, MAX e RACL e baixou o nivel de transcritos de mRNA de vérios
genes, incluindo CCND1, CDK2, SOS1, RHOA, GRB2, EGFR e KRAS. O tratamento
de CNFD em células MCF-7 causou a ativacdo da proteina quinase c-jun ativada pelo
estresse (JNK) e da proteina quinase ativada por mitdgenos p38 e inativacdo da proteina
quinase 1/2 regulada por sinal extracelular (ERK1/2) . Em estudo in vivo utilizando o
modelo murino de melanoma, CNFD induziu potente atividade antitumoral. Neste
trabalho, descreveu-se pela primeira vez a citotoxicidade e atividade antitumoral de
CNFD e os mecanismos sequenciais de apoptose em células MCF-7. Esses resultados

sugerem que o CNFD é um candidato potencial para uso na terapia antitumoral.

Palavras chave: naftoquinona, Lausona, apoptose, antitumoral, carcionogénese, cancer

de mama



ABSTRACT

Quinones are plant-derived secondary metabolites that present diverse pharmacological
properties, including antibacterial, antifungal, antiviral, antiinflammatory, antipyretic
and anticancer activities. In the present study, we evaluated the cytotoxic effect of a new
naftoquinona 6b,7-dihydro-5H-cyclopenta[b]naphtho[2,1-d]furan-5,6(9aH)-dione)
(CNFD) in different tumor cell lines. CNFD had cytotoxic activity against different
tumor cell lines, especially in MCF-7 human breast adenocarcinoma cells, which
showed ICs values of 3.06 and 0.98 uM for 24 and 48 h incubation, respectively. In
wound-healing migration assays, CNFD exhibited inhibition of cell migration. Typical
hallmarks of apoptosis, such as cell shrinkage, chromatin condensation,
phosphatidylserine exposure, increase of the caspases 9 and 3 activation, increase of
internucleosomal DNA fragmentation without affecting the cell membrane
permeabilization, increase production of ROS and loss of mitochondrial membrane
potential were found. Moreover, gene expression experiments indicated that CNFD
increased the expression of the genes CDKN1A, FOS, MAX and RAC1 and lowered
the level of mMRNA transcripts of several genes, including CCND1, CDK2, SOS1,
RHOA, GRB2, EGFR and KRAS. The treatment of CNFD in MCF-7 cells caused the
activation of c-jun N-terminal kinase (JNK) and p38 mitogen-activated protein kinases
(MAPKSs) and inativation of extracellular signal-regulated protein kinase 1/2 (ERK1/2).
In in vivo study using a melanoma murine model, CNFD induced potent anti-tumor
activity. Here, we describe for the first time the citotoxity and anti-tumor activity of
CNFD and sequential mechanisms of apoptosis in MCF-7 cells were related. Our results
suggest that CNFD is potential candidate in the anti-tumor therapy.

Keywords: naphthoquinone, Lawsone, apoptosis, anticancer drugs, carcinogenesis,

breast cancer



SUMARIO

1 INTRODUGAO ....ooieeeeeeeeeee ettt 18
2 REVISAO DA LITERATURA ..ottt 20
2.1 CANCER ..ottt 20
22 O PAPEL DA MORTE CELULAR NA RESPOSTA A TERAPIA
ANTITUMORAL ...ttt ae e e sna e e e s e e e nnnes 24
A Y o To] o] (01 TP 25
2.2.2 INBCITOSE ... ettt ettt ettt et e st e bt e nbr e et e e b e e s e e nnneenns 28
R AT | (0] -1 T OSSP 30
2.2.4 Catastrofe MITOICA ......covveeiiieiiese s 33
2.3 ALVOS CELULARES DE COMPOSTOS ANTITUMORAIS ..o 35
2.3 L CICIO CRIUIAN ... e 35
2.3.2 Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e o estado Redox Celular................ 38
2.4 NAFTOQUINONAS COMO NOVOS AGENTES ANTITUMORAIS............... 43
BOBUIETIVOS......ocoeee et bbbttt nn s 48
3.1 ODJEtIVO GEIAL: ...ocvieeiceecceee e e 48
3.2 Objetivos ESPECITICOS: .....iviieieiiiieieie ettt 48
4. MATERIAIS E METODOS.......eoeeeeeeeeeeeeeeeeee et 49
4.1 Delineamento experimental ............coiiiiiiiiie e 49
4.2 ODEENGAD 08 AIOQA ....vvveeieerieiete ettt bbb 50
4.3 CUIIVO CRIUIAT......oeieee ettt 51
4.4. Avaliagdo do potencial CItOtOXICO IN VITIO......cceiveiiiiiiiiiiieeee e 51
4.4.1 Avaliacéo da citotoxicidade pelo método Alamar Blue®..............c.ccccoevinnne 51
4.4.2 Avaliacdo da citotoxicidade pelo método de exclusédo de azul de tripano..... 52
4.4.3 Anélise morfoldgica pela coloragéo por hematoxilina e eosina.................... 53
4.4.4 Avaliacdo da motilidade celular pelo método cicatrizacéo de feridas ........... 54
4.4.5 Avaliagdo do CIClo CElUIAr..........ccoiiiiiie e 54
4.4.6 Avaliacéo do tipo de morte celular — Externalizacédo de fosfatidilserina....... 55
4.4.7 Avaliacdo da atividade de CaSPASES........coueierriierierienieeie et 55

4.4.8 Determinacdo dos niveis de EROs wusando DCF-DA (2'-7'-
diclorodihidrofluoresceina diaCetat0)...........cceevuerverierierieereee e 56



4.4.9 Determinacéo da producéo do anion superéxido (02*).....cccceevvevvvvcevverennan. 57

4.4.10 Determinacdo da producgéo de 6xido nitrico (NO®) ......coevveevvreeviceeierene, 57
4.4.11 Ensaio de protecdo com N-acetilcisteina (NAC) .....cccccvvvevveveiiecececee 58
4.4.12 Avaliacdo do potencial transmembranico mitocondrial.............cccccoeeveenennen. 58
4.4.13 Avaliacdo da eXpreSSA0 GENICA........civverveiierrreiesieseeeseese e e e eesreeneas 59
4.4.13.1 Analise da expressao génica por PCR AITaY ........cccoerernienensienennnn. 59
4.4.13.2 I1solamento de RNA total e tranSCriGao reVersa ..........ccceeevenereeniennnn. 59
4.4.13.3 PCR AITAY ..ottt 60
4.4.14 Preparacdo de lisado e analise de Western blotting ..........c.ccocevvvniniinnn. 61
4.5 AvaliagOes do potencial antitumoral iN VIVO ..........cccooiririiiieieese e 62
A.5.1 ANIMAIS 1ottt e st e seesteeseeereesbeeseeeseesteeneeareenbeeneenneenes 62
4.5.2 Protocolo experimental ... 62
4.5.3 Avaliacdo da toxicidade SISTEMICA ..........ccerveririririsieie e 63
4.6 ANALISE EStALISICA. .. ..vcveieieiice st 64
S5 RESULTADOS ...ttt sttt e et e et e e e st e e e s e e s nnneeennaeas 65
5.1 Efeito citotoxico de CNFD em diferentes linhagens tumorais ............cccccceeeeee. 65
5.2 Efeito antiproliferativo de CNFD em células MCF-7 ........c.ccocoeviviiivevecieseene 67
5.3 Efeito de CNFD sobre a morfologia de células MCF-7 ........c..cccoviiviveiiieieene 69
5.4 Efeito de CNFD sobre a motilidade de células MCF-7 ..........ccooeveiiveiiiniienen, 71
5.5 Efeito de CNFD na fragmentacdo de DNA internucleossomal de células MCF-7
.................................................................................................................................... 72
5.6 Efeitos de CNFD na inducdo de apoptose em células MCF-7 ..........c.cccccovevvennnne 74
5.7 Efeito de CNFD na ativacdo de caspases em células MCF-7...........ccccoceevveinennnns 76
5.8 Efeitos de CNFD sobre a producdo de EROs em células MCF-7 .............cc..c...... 77
5.9 Efeitos de CNFD sobre a producéo de anion radial superéxido (O,*") em células
YL USRS PPSPSSPN 78
5.10 Efeitos de CNFD sobre a producéo de 6xido nitrico em células MCF-7 ........... 80

5.11 Efeito de CNFD com o co-tratamento utilizando o antioxidante N-acetilcist="~-
(NAC) €M CEIUIA MCF-7 ...t

5.12 Avaliacao do efeito de CNFD sobre a despolarizacdo da membrana mitocondrial
EM CEIUIAS IMIFC-7 ...ttt 82

5.13 Efeito de CNFD na expressao de genes relacionados a carcinogénese em células



5.14 Efeito de CNFD na ativacdo das vias de sinalizagdo das MPKs: p-38, JNK e
ERILIZ . ettt ettt bttt ne et 88

5.15 Efeito antitumoral de CNFD em modelo murino de melanoma experimental .. 90

5.16 Efeito de CNFD na toxicidade sisttmica de camundongos inoculados com

CEIUIAS BLOFLO ....c.viiiiiciiciieeie ettt bbb 91
5.16.1 Anélises histoldgicas dos tumores e 6rgéos relacionados ao metabolismo de
FAIMACOS ...t bbbttt et bbb ereas 94

B. DISCUSSAD ......ouiriiaiieiseseesesesess sttt sttt ssessneees 98
8. CONCLUSAD .......coiiuiieireieeisie ettt 113

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........cooieieieiereieeee e, 114



18

1 INTRODUCAO

O cancer, doenca classificada como neoplasia maligna ou tumor maligno, é o
termo genérico para definir um amplo grupo de doencas que acometem diversas células
e tecidos. As caracteristicas basicas do cancer consistem no rapido surgimento de
células anormais a um determinado tecido, capazes de se multiplicar desordenadamente,
de forma acelerada, com potencial para invadir e se multiplicar em tecidos adjacentes
e/ou distantes do seu local de surgimento (SEYFRIED et al., 2014).

Nas ultimas décadas apesar da reducdo da mortalidade por cancer observada em
paises desenvolvidos, 0 nimero de casos e de Obitos para os proximos 20 a 40 anos sera
0 dobro das estimativas atuais (BARBOSA et al., 2015). Recentemente, uma atenc¢édo
consideravel foi elaborada na busca de novas drogas anticancer, a fim de melhorar as
taxas de sobrevivéncia e bem-estar (PRACHAYASITTIKUL et al., 2014). Somando-se
a estes fatos, o incentivo as pesquisas oncolégicas sdo de grande relevancia,
principalmente no Brasil, pois embora alguns estudos mostrem o aumento da sobrevida
(por exemplo, no cancer de mama) (WEGWARTH, 2015)(WEGWARTH, 2015), na
maioria dos casos a sobrevida de uma pessoa com cancer no pais é em torno de 2 a 4
anos, enguanto nos paises desenvolvidos esse indice sobe para 12 a 16 anos (INCA,
2003).

A busca por medicamentos antitumorais tem aumentado com vistas a se
encontrar tratamentos mais efetivos e seletivos, ou que visem a descoberta de novas
estratégias que impecam a progressao da doencga. Baseadas em avancos significativos na
biologia do céncer, as pesquisas buscam moléculas que atuem com mecanismos

especificos para cada tipo da enfermidade, como inibigdo da polimerizacdo da tubulina
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atuacdo no DNA, blogueadores enzimaticos ou de microtdbulos celulares (KALIA,
2015). Para identificar novos compostos com possivel potencial antitumoral, foi
selecionada uma classe descrita como promissora para essa atividade, as naftoquinonas.
As naftoquinonas estdo amplamente distribuidas na natureza e desempenham papéis
fisioldgicos importantes em animais e plantas (KANAAN et al., 2009). Atualmente, ha
um grande interesse pelo conhecimento da farmacologia e do mecanismo de acdo das
naftoquinonas. Estudos mostram que compostos naturais e os derivados sintéticos de
naftoquinonas, demonstram ter atividade antibacteriana, antifngica, antiviral,
antitumoral, antimalarica, entre outras (DA SILVA ET AL., 2003; LOPEZ-LOPEZ et
al., 2014).

Derivados de quinonas podem ser toxicos para as células devido a varios
mecanismos, incluindo ciclos redox, arilacdo, intercalacao, inducéo de quebras de DNA,
geracdo de radicais livres e a alquilacdo através da formacdo de hidroquinona. Além
disso, um certo numero de analogos de naftoquinona como a plumbagina, shikonina e
naftzarina, bem como [-lapachona, também foram encontrados como inibidores da
topoisomerase, cuja a acdo provoca o desencadeamento da apoptose celular (KANAAN
etal., 2009).

Neste contexto, o presente trabalho propbe a investigacdo do potencial
antineoplasico de 6b, 7-dihidro-5H-ciclopenta [b] nafto [2,1-d] furano-5,6 (9aH) -diona,
denominada como CNFD. Este composto foi sintetizado a partir da 2-hidroxi-1,4-
naftoquinona (Lausona). Trabalhos anteriores comprovam a atividade antiflngica
exercida por CNFD, entretanto, até 0 momento ndo ha estudos envolvendo seu potencial
antitumoral. Portanto, este trabalho tem como objetivo avaliar a atividade citotoxica de
CNFD em modelos experimentais in vitro e in vivo e o possivel mecanismo envolvido

na morte celular.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER

Cancer € um grupo de doencas caracterizadas pelo crescimento descontrolado e
disseminacéo de células anormais, além disso novas evidéncias indicam que o cancer é
uma doenca metabolica envolvendo distirbios na producdo de energia através da
respiracdo e fermentacdo (KALIA, 2015; SEYFRIED et al., 2014).

Diversas alteracbes genéticas e epigenéticas direcionam células normais a
malignidade. Tais altera¢cfes participam em vias oncogénicas, permitindo a proliferacao
e disseminacdo das células malignas (MANUEL; VALDESPINO-CASTILLO;
EDMUNDO, 2010). Associados aos fatores genéticos existem componentes externos
que contribuem para a carcinogénese, como: 0 uso do tabaco, o consumo de alcool, o
habito alimentar e sedentarismo (FEIL; FRAGA, 2012). Além destes fatores, agentes
fisicos, como a radiacdo, e agentes bioldgicos, como os virus podem influenciar o
processo carcinogénico, induzindo mutacdes em genes que codificam oncoproteinas e
proteinas supressoras de tumor (LUO et al., 2013; RALPH et al., 2010).

Com base no document World Cancer Report 2014 da International Agency for
Research on Cancer (IARC) da Organizagdo Mundial de Satde (OMS), é inquestionavel
qgue o cancer € um problema de salude publica, especialmente entre 0s paises em
desenvolvimento, onde € esperado que, nas proximas décadas, o impacto do cancer na
populagéo corresponda a 80% dos mais de 20 milhdes de casos novos estimados para
2025. A estimativa para o Brasil, biénio 2016/2017, aponta a ocorréncia de cerca é de
600 mil casos novos de cancer. O perfil epidemioldgico observado assemelha-se ao da

América Latina e do Caribe, onde os canceres de prostata (61 mil) em homens e mama
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(58 mil) em mulheres serdo os mais frequentes. Os tipos mais frequentes em homens
serdo prostata (28,6%), pulméo (8,1%), intestino (7,8%), estdbmago (6,0%) e cavidade
oral (5,2%). Nas mulheres, os canceres de mama (28,1%), intestino (8,6%), colo do
utero (7,9%), pulmao (5,3%) e estbmago (3,7%) figurdo entre os principais (INCA,
2016). No estado do Amazonas a estimativa é de mais de 5 mil novos casos de cancer,
entre estes, 440 novos casos de cancer de mama, sendo 380 novos casos na cidade de
Manaus (INCA, 2015).

No tratamento do cancer as principais terapias utilizadas sdo a cirurgia, a
radioterapia e a quimioterapia citotdxica. Nas Ultimas décadas a hormonioterapia e a
imunoterapia, vem ganhando espaco no tratamento das diferentes formas da doenca
(ALVARENGA; CAIRES, 2014).

No inicio de 1900, o famoso quimico alemao Paul Ehrlich, comecou a
desenvolver medicamentos para tratar doencas infecciosas. Ele foi quem cunhou o
termo "quimioterapia” e definiu-o como o uso de compostos para tratar a doenca.
Também foi a primeira pessoa a documentar a eficacia de modelos animais para rastrear
uma série de compostos com potencial atividade contra doencas, uma realizacdo que
teve ramificacBes importantes para o desenvolvimento de medicamentos contra o
cancer. A cirurgia e a radioterapia dominaram o campo da terapia contra o cancer em
1960 até que se tornou claro que as taxas de cura apos tratamentos locais cada vez mais
radicais estabilizavam em cerca de 33%. Devido a presenga de micrometéstases e de
novos dados mostrando que a combinacgdo de quimioterapia poderia curar pacientes com
cancer avancado, possibilitou a oportunidade de aplicar medicamentos em conjunto com
a cirurgia e/ou radioterapia para lidar com a questdo de micrometastases, inicialmente
em pacientes com cancer de mama, surgindo desta forma a chamada quimioterapia

adjuvante, tornando-se pratica clinica normal (DEVITA; CHU, 2008).
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A descoberta de drogas antitumorais tem tradicionalmente focado em alvejar a
sintese de DNA e divisdo celular, resultando em medicamentos, tais como
antimetabolitos e agentes alquilantes. Embora estes farmacos mostrem eficacia, a sua
falta de seletividade para células tumorais podem resultar em efeitos colaterais graves.
No entanto, a crescente associacdo de genes especificos com os diferentes tipos de
cancer abriram portas para uma abordagem mais racional (ATKINS; GERSHELL,
2002).

Apesar do tratamento do céncer favorecer uma abordagem direcionada, a
eficacia da terapéutica difere em grande parte entre os individuos e o tipo do cancer.
Neste contexto, as células tumorais muitas vezes residem em microambientes Unicos
armados com uma variedade de respostas adaptativas e com presenca de mutacoes.
Assim, o0s principais objetivos no desenvolvimento de agentes anticancer hoje, é
melhorar a eficacia terapéutica; a seletividade e superar o fenbmeno de resisténcia aos
medicamentos (INDRAN et al., 2011a).

O sucesso de agentes direcionados molecularmente, tais como imatinib, levou a
expectativa de uma nova era no desenvolvimento de drogas anticancer, e a um aumento
na estratégia de terapia alvo. No entanto, o nimero de sucessos até a data é pequeno, e
resultados recentes sugerem que 0 sucesso de imatinib, por exemplo, no tratamento da
leucemia mieloide cronica e tumor estromal gastrointestinal podem ser a exce¢do e ndo
a regra. Desta forma, ha sempre uma necessidade constante de desenvolver farmacos
antineoplasicos, e essa busca precisa continuar em tantas frentes que possivel, e ndo ser
focada em uma estratégia por si s6 (HAMBLEY; HAIT, 2009). No quadro 1 estdo

sumarizados alguns agentes atuais usados na guimioterapia.



Quadro 1: Varios tipos de agentes antitumorais com
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Seus mecanismos e usos

clinicos.
Classe Subclasse com Mecanismos de Acéo Usos clinicos
exemplos
Antagonistas de folato: Inibe a di-hidrofolato redutase, Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA),
Metotrexato afetando o metabolismo Coriocarcinoma, Cancer de mama,
nucleosidico. cabega; pulméo; cervical.
Antagonistas de Bloqueia a formagao de Cancer de pele de células basais,

ANTIMETABOLITOS

pirimidina: 5-Fluorouracil;
Citarabina; Gemcitabina;
Capecitabina

nucleétidos de pirimidina por
incorporacdo em DNA recém-
sintetizado.

adenocarcinoma; Canceres de mama-
colon; estdmago; reto; pancreas; Cancer
de Prostata e bexiga.

Antagonistas de purina:
6-mercaptopurina;
6-Tioguanina

Agem como substrato falso para
reagBes bioquimicas e inibem a
fase S de replicacdo.

Leucemia mieléide aguda e cronica,
Leucemia linfocitica aguda, Leucemia
mielomonocitica aguda.

AGENTES
GENOTOXICOS
(Ligam-se ao DNA e
afetam direta /
indiretamente a
replicacéo que induz a

Agentes alquilantes:
Cisplatina; Ciclofosfamida
Melfalan; Temazolomida
Carmustina; Ifosfamida
Estreptozotocina

Introduzir grupos alquilo no DNA
e criar reticulacdo entre duas
cadeias de DNA e inibir a sintese
protéica.

Tumor cerebral, cancer testicular, cancer

da cabeca e pescoco, doenca de Hodgkin,

carcinoma do pancreas, cancer do ovario
e da bexiga.

Agentes intercalantes:
Epirrubicina; Doxorubicina

Ligam-se ao DNA através da
intercalacdo entre pares de bases

Cancer de mama, leucemia aguda; Cancer
de endométrio, Cancer de tireoide; Tumor

apoptose.) Dactinomicina especificos, blogueando assima | de Wilm’s; Sarcoma de Ewing; Sarcoma
sintese de DNA. de Rabdomielo; Neuroblastoma
Inibidores enzimaticos: Etopdsido: Inibe a topoisomerase | Céancer de pulmdo de células pequenas,
Etoposido; Topotecano ] sarcoma de Kaposi; Cancer de mama.
Irinotecan Céancer de ovario, pulméo, colon e
Topotecan / Irinotecan: Inibe a | Céancer de pulméo de células pequenas
topoisomerase |
Alcaldides da vinca: Parada da divisao celular em Vincristina: Leucemia Linfocitica Aguda
Vincristina metafase ligando-se a tubulina. (ALL), tumor de Wilms, sarcoma de
Vinblastina Rabdomelo, Céncer de mama; cervical;
ovério.
Vinblastina: Carcinoma testicular, doenca
de Hodgkin, sarcoma de Kaposi, cancer
INIBI,DORES de mama; pulméo.
MITOTICOS Derivados taxanos: Estabilizar a polimerizagdo das Céncer de mama, ovario, pulmdes, cabeca
Paclitaxel; Docetaxel tubulinas e inibir a desmontagem € pescoco.
dos microtubulos.
Inibidores da proteina Inibindo esta enzima, inibe a Leucemia mieldide cronica (CML), tumor
tirosina kinase: Imatinib proliferacéo de células mieloides. de células estromais do trato
gastrointestinal
Inibidores do A ativacdo de EGFR induz Céncer de pulméo metastatico de células
fator do receptor do fator dimerizacdo e ativagdo ndo pequenas; Tumores sélidos.
de crescimento (EGFR): intracelular de proteina tirosina
Gefitinib; Erlotinib quinase (igual a anterior).
Inibidor do Proteosoma Previne a degradacéo da proteina | Mieloma multiplo refratéario e recidivante.
Bortezomib intracelular levando a ativacdo da
cascata de sinalizagdo, parada do
ciclo celular e apoptose
NOVOS AGENTES

Anticorpos Monoclonais:
Rituximab; Alemtuzumab;
Trastuzumab

Este agente tem como alvo CD20,
CD52, antigenos de células B que
ativa a apoptose.
Trastuzumab alveja contra a
proteina 2 do receptor do fator de
crescimento epidérmico humano
(HER-2) e induz a apoptose no
cancer de mama.

Linfoma de células B, leucemia
linfocitica crénica, linfoma de células T e
cancro da mama

Inibidores da Aromatase:
Anastrozol
Letrozole
Exemestano

Aromatase, responsavel pela
conversao da testosterona em
estradiol

Receptor de Estrogénio (ER) positivo
Cancer de mama metastatico no pos
Mulheres menopausicas que sdo
resistentes ao Tamoxifeno.

Fonte: Adaptado de (CHORAWALA,; OZA; SHAH, 2012)
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22 O PAPEL DA MORTE CELULAR NA RESPOSTA A TERAPIA
ANTITUMORAL

A morte celular desempenha um papel importante no crescimento e progressao
do cancer, bem como na eficacia da quimioterapia. Embora a apoptose seja geralmente
considerada como o principal mecanismo de morte celular programada, ha muitos
relatos que varios agentes anticancer nao induzem unicamente a apoptose, mas outras
formas de morte celular, tais como a necrose, autofagia e a catastrofe mitdtica, bem
como o estado de permanente perda de capacidade proliferativa conhecida como
senescéncia (MANSILLA; LLOVERA; PORTUGAL, 2012).

Em 2009, o Comité de Nomenclatura de Morte Celular (NCCD) propds um
conjunto de recomendacBes para a definicdo de morte celular baseada em critérios
morfologicos (KROEMER et al., 2009). Em 2012, uma nova classificacdo foi proposta
tendo em vista o progresso substancial na exploracdo bioquimica e de marcadores
moleculares, desta forma, outros modelos de morte celular foram descritos, incluindo a
necroptose, paraptose, piroptose, dentre outras, cujas as caracteristicas podem variar das
defini¢des atuais das principais vias de morte celular (GALLUZZI et al., 2012).

Em 2014, uma nova revisao foi realizada pelo NCCD no qual abordam novos
termos reacionados a morte celular, como por exemplo, a "morte celular acidental
(ACD) refere-se a células expostas a estimulos fisico-quimicos ou mecanicos extremos
e que morrem de forma incontrolavel, como resultado da sua ruptura estrutural imediata
e a “morte celular regulada (RCD) que pode ocorrer como parte de programas
fisiologicos ou pode ser ativada quando as respostas adaptativas a perturbacbes do
microambiente extracelular ou intracelular falharem (GALLUZZI et al., 2014).

Em uma tentativa de simplificar essa discussdo, apenas 0s eventos de morte

celular e os mecanismos bem compreendidos serdo aqui apresentados.
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2.2.1 Apoptose

O processo de apoptose é uma forma de morte celular programada que é
necessaria como um mecanismo complementar da proliferacdo celular para assegurar a
homeostase dos organismos vivos. A apoptose contribui para a sensibilidade em geral
de células a agentes quimioterapéuticos, tal como avaliado por ensaios in vitro ou
baseado em tratamentos in vivo (ELMORE, 2007).

As células submetidas a apoptose apresentam caracteristicas morfoldgicas e
bioquimicas, que incluem a condensacéo da cromatina; perda de pontes citoplasmaticas,
retracdo celular e surgimento de corpos apoptoticos. A fosfatidilserina, um fosfolipido
incorporado na membrana plasmatica, é exposto para o lado externo, age como meio de
sinalizacdo atraindo os macréfagos e as células sdo eficientemente fagocitadas
(CHAABANE et al., 2013).

Existem dois mecanismos apoptéticos parcialmente interligados: apoptose
classica dependente de caspase e a forma programada independente de caspase, as vezes
chamada necroptose . A apoptose classica dependente de caspase pode ser iniciada por
fatores extrinsecos ou intrinsecos (GALLUZZI et al., 2012).

e Apoptose via extrinseca: A morte celular por apoptose via extrinseca é
desencadeada por sinais extracelulares, os quais sensibilizam receptores especificos na
membrana plasmatica responsaveis por propagar 0s sinais. Os principais ligantes
envolvidos na iniciacdo destes sinais através de receptores de morte sdo: Fas-L (ligante
de Fas), TNF-a (fator de necrose tumoral a) e TRAIL (ligante indutor de apoptose
relacionado ao TNF) (CIRCU; AW, 2010).

e Apoptose via intrinseca dependente ou independente de caspases:

Diversos fatores podem desencadear a via apoptotica intrinseca, como danos ao DNA,
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estresse oxidativo, acimulo de Ca** no citosol, aumento de proteinas mal enoveladas no
reticulo endoplasmatico, entre outros. Embora os diferentes estimulos ativem uma
cascata de sinalizacdo celular, tanto de proteinas pro-apoptoticas (ex: BAK, BAX),
quanto antiapoptoticas (ex: Bcl-2, Bcl-XL), a via intrinseca se caracteriza pelo
envolvimento direto com a mitocéndria, por isso muitos autores denominam a via
intrinseca, como via mitocondrial (INDRAN et al., 2011b). Como conseqiiéncia das
alteracdes na permeabilidade mitocondrial pode se verificar: (i) Dissipacdo do potencial
de membrana mitocondrial (AY¥), (ii) liberacdo de proteinas mitocondriais para o
citosol, como €é o caso do citocromo ¢ e AlIF (fator indutor de apoptose), entre outras,
(iii) inibicdo da cadeia respiratoria, agravando e amplificando os sinais de morte celular
(KROEMER et al., 2009). Em alguns casos de apoptose via intrinseca, observa-se a
dependéncia do envolvimento de caspases (confirmado por inibicdo farmacoldgica
através do uso de inibidores quimicos ou genética, através de RNAI), caracterizando
assim a via intrinseca dependente de caspases. Ja em outros casos, se observa eventos
semelhantes aos citados acima, porém sem o envolvimento de caspases, caracterizando
a via intrinseca independente de caspases (GALLUZZI et al., 2012).

Na figura 1 pode-se observar a via proposta por Circu e Aw (2010), interligando
a via apoptdtica mitocondrial e a mediada por receptor de morte. Na via extrinseca 0s
ligantes reconhecem seus respectivos receptores ativando a sinalizacdo celular
culminando na ativacao do fator de transcricdo NF- xB. A ativagcdo de NF-«kB por essa
via aumenta a transcricdo de proteinas anti-apoptoticas, como a FLIPL ou MnSOD,
responsaveis pelo bloqueio da apoptose. Contudo, a via de morte celular via receptor de
morte pode envolver a caspase-8, que pode ativar a caspase-3 ou ainda ativar a via
mitocondrial. A via intrinseca da apoptose, com o envolvimento mitocondrial, pode ser

desencadeada por diferentes fatores, como por exemplo; EROs, mediando a
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permeabilizacdo mitocondrial e liberacdo de proteinas pré-apoptoticas. No citosol, o
citocromo c liberado, juntamente com Apaf-1 e ATP, formam o apoptossomo, um
complexo que vai ser o responsavel por ativar a caspase-9, que subsequentemente vai
ativar a caspase-3. A via dependente de caspases ainda pode ser potencializada pela
neutralizacdo de inibidores de caspases por proteinas apoptogénicas como a
Smac/Diablo e Omi/HtrA2, as quais sdo também liberadas da mitocondria. A proteina

AIF e a Endo G sdo cruciais na via independente de caspases, por mediar fragmentacao

do DNA.
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Figura 1 — Via apoptética mediada por receptor de morte e via mitocondrial
Fonte: Adaptado de CIRCUS;AW, 2010
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2.2.2 Necrose

Durante muito tempo, a necrose foi considerada meramente como um
mecanismo de morte celular acidental e foi definida pela auséncia de caracteristicas
morfologicas de apoptose ou autofagia. Morfologicamente as células em processo de
necrose exibem vacuolizacdo citoplasmatica, degeneracdo de organelas, danos aos
lipideos da membrana celular com o inchaco e ruptura, e inducdo da inflamacéo, devido
a liberacdo de contetdo celular (CHAABANE et al., 2013; DORN, 2013).

Hoje, sabe-se que a necrose pode ocorrer de uma forma regulada, sendo induzida
por diferentes maneiras, como danos ao DNA; exotoxinas e ligacdo de moléculas aos
receptores de morte, e pode ser controlada pela interacdo de diferentes vias de
sinalizacdo (FESTJENS; VANDEN BERGHE; VANDENABEELE, 2006; GOLSTEIN;
KROEMER, 2007). A proteina que interage com receptor de morte (RIP), bem como o
fator 2 associado ao receptor de TNF, sdo importantes reguladores da necrose celular
induzida por receptores de morte (HE et al., 2009; HOLLER et al., 2000). Quando RIP
é ativada, € translocada para a mitocéndria e promove o acumulo de espécies reativas de
oxigénio e deplecdo de ATP (TEMKIN et al., 2006).

Outra via que reduz a producdo de ATP em células com DNA danificado
envolve a ativacdo da poli-ADP-ribose polimerase a qual depleta o cofator da glicolise
NAD" (FOUQUEREL; SOBOL, 2008; YING et al., 2005). Como ilustra a figura 2, 0
subsequiente aumento do conteudo intracelular de calcio e de espécies reativas de
oxigénio promove a ativacdo de calpainas, proteases citoplasmaticas, e de fosfolipase
A2. A protedlise e a peroxidacdo das membranas que resultam da atividade dessas
enzimas levam a permeabilizacdo da célula e & morte por necrose (AMARAVADI;

THOMPSON, 2007).
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Figura 2 — Esquema simplificado da morte celular induzido por necrose.

Inicialmente danos causados por traumas (produtos quimicos toxicos, mecanico, térmico, hipoxia)
ocasiona a perda da capacidade de regular o ambiente interno; influxo de Ca™ acompanhado de
inchaco; alteracdo da atividade das proteina calpaina; catepsina; caspase, resulta na protetlise e a
peroxidagdo das membranas que levam a permeabilizacdo da célula e & morte por necrose.

Fonte: Adaptado de http://drrajivdesaimd.com/wp-content/uploads/2013/12/necrosis-cascade-1.png

acesso 10.11.2015 as 17:08 h.

Apesar de se sobrepor a apoptose em células submetidas ao tratamento com
radiacdo ionizante e quimioterdpicos, a necrose possui sistemas regulatorios e
conseqiiéncias diferentes da morte programada. Por exemplo, a resposta do sistema
imune a necrose € bastante diferente daquela que ocorre em consequiéncia da apoptose
(GALLUZZI et al., 2012). Durante a necrose ha liberacdo das chamadas alarminas,
moléculas enddgenas normalmente ausentes no meio extracelular (OPPENHEIM;
YANG, 2005). As alarminas podem ser moléculas de RNA, DNA gendmico, proteinas
de choque térmico ou acido Urico e recrutam macrofagos, células NK e dendriticas
iniciando um processo inflamatdrio no sitio da necrose (ROCK; LAI; KONO, 2005). As
células dendriticas, por sua vez, estimulam linfocitos T e a resposta imune adquirida
(TRINCHIERI; SHER, 2007). A estimulacdo da resposta imune pode favorecer o

controle do tumor. Entretanto, estudos com farmacos que interferem com estimuladores


http://drrajivdesaimd.com/wp-content/uploads/2013/12/necrosis-cascade-1.png%20acesso%2010.11.2015%20as%2017:08
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das vias de necrose ainda ndo estdo disponiveis, em parte devido a falta de marcadores

moleculares de necrose de utilidade comprovada (AMARAVADI; THOMPSON, 2007).

2.2.3 Autofagia

Com base nas caracteristicas morfoldgicas, o termo "morte celular autofagica™
tem sido amplamente utilizado para indicar casos de morte celular que séo
acompanhadas por uma vacuoliza¢do massiva citoplasmatica (SHIMIZU et al., 2014).

Brevemente, o processo autofagico envolve a formacdo de vacuolos ligados a
membrana dupla citoplasmaticas denominados autofagossomas, que sequestram carga
citosélica para enviar aos lisossomas. A via autofagica prossegue através de varios
passos definidos: (i) a fase de iniciacdo que envolve a formacdo de uma membrana de
isolamento ou fagdforo, (ii) o alongamento do fago6foro, (iii) a maturacdo de um
autofagossomo com assimilacdo de uma carga citosélica, (iv) a fusdo do autofagossomo
maduro para o lisossoma, e, finalmente, (v) a fase de degradacédo, onde os contetidos sdo
digeridos por proteases lisossomais (por exemplo, catepsinas) outras enzimas
hidroliticas (RYTER; MIZUMURA; CHOI, 2014).

O mecanismo celular da autofagia esta ilustrado na figura 3. O fagéforo inicia-se
com uma estrutura denominada PAS (“Phagophore Assembly Site”). As proteinas
envolvidas nesta etapa inicial sdo a PI3K Il (fosfatidilinositol 3-cinase de classe I11)
também designada Vps34, beclina 1 (mAtg6), p150 (subunidade reguladora da Vps34) e
mAtgl4L, entre outras. O complexo formado pelas proteinas beclina 1, p150, Vps34 e
Atgl4L leva a formacdo de fosfatidilinositol-3-fosfato, o que resulta no local de

nucleacdo do fagoforo (formacéo do PAS) (MURROW; DEBNATH, 2013). A partir do
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PAS, ocorre reconhecimento dos materiais a incluir no fagoforo e segue-se a fase de
alongamento (RAVIKUMAR et al., 2010).

O posicionamento do complexo beclina-1-p150-Vps34-Atgl4L esta sob o
controlo de Ulk-1/-2 (mAtgl), mAtgl3 e FIP200 (MURROW; DEBNATH, 2013). A
proteina mTOR, é um regulador da fase de iniciacdo. mTOR € um inibidor da autofagia
quando na forma ativada. Porém, em condicBGes de auséncia de nutrientes, mTOR ¢é
inibida, permitindo deste modo a ativacdo da proteina Ulk 1, o que conduz ao inicio do
processo de autofagia (DERETIC, 2010).

A expansdo da membrana autofagica é mediada pela interacdo inicial de Atg5
com Atgl2, a qual de seguida interage com Atgl0 e Atg7, conduzindo a formacédo do
complexo Atgl6Ll. A Atg7 e Atgl0, sdo também importantes para o recrutamento de
outras proteinas para a membrana, tal como a LC3 (equivalente ao Atg8). Esta proteina
(LC3) existe em duas formas, a LC3-I (citosol) e a sua derivada proteolitica LC3-I1
(membrana do fagoforo). Apds a fusdo do autofagossoma com o lisossoma, esta
proteina é degradada (GLICK; BARTH; MACLEOQOD, 2010).

Conforme mostra na figura 3, na fase de maturacédo, os autofagossomas movem-
se ao longo de microtabulos por meio do centro organizador dos mesmos, designado de
MTOC (“microtubule organizing center”), responsavel pela organizagdo e dire¢do dos
microtUbulos, de vesiculas e organelas. Sendo através da proteina motora - dineina, que
este transporte se realiza (RAVIKUMAR et al., 2010). Os autofagossomas, formados
aleatoriamente no citoplasma, fundem-se com organelas endossomais e lisossomais ou
recebem intermediarios produtores de lisossomas para formar um estado denominado
anfissoma que, eventualmente, torna-se num organela pleno de atividade litica
denominado autolisossomas. Os autofagossomas fundem primeiro com endossomas e

depois com lisossomas. A fusdo ocorre por atuacdo de diversas proteinas, tais como
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Rab7, SNAREs (“soluble NSF attachment protein receptors”), ESCRT (“endosomal
sorting complex required for transport”) e proteinas Vps (“vacuolar protein sorting”)
classe C. A proteina UVRAG recruta proteinas Vps da classe C e por via dessa
interacdo ativa Rab7, promovendo a fusdo com endossomas tardios e lisossomas. Na
fusdo também estd envolvida Rubicon, uma proteina que interage com Becl

(RAVIKUMAR et al., 2010).
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Figura 3 — Etapas gerais da autofagia
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Apols observarem (in vivo) que a autofagia pode mediar a morte celular em
certos organismos como D. melanogaster (NEZIS et al., 2010) e que a autofagia era
responsavel pela morte celular induzida por alguns quimioterapicos (in vitro), somado
ao aparecimento de marcadores bioquimicos que caracterizam a via (ex: mutacdes ou
RNAI de proteinas essenciais como AMBRAL, ATG5, ATG12 e beclina 1), hoje a

autofagia é considerada um mecanismo de morte celular (GALLUZZI et al., 2012).

2.2.4 Catéstrofe mitética

Durante a ultima década, varias tentativas tém sido feitas para delinear as vias
moleculares que levam a catdstrofe mitotica. Ocasionalmente, 0s pesquisadores
restringem empregar o termo para a morte celular que ocorre na mitose. Mais
frequientemente, refere-se a casos de morte celular que sdo acionadas e executadas por
mitose aberrante, quer durante a mitose ou na subsequente interfase. Conforme ilustra a
figura 4, brevemente, a catastrofe mit6tica pode ser representada pelas seguintes fases:
(i) é iniciada por perturbacdes do aparelho mitético; (ii) € iniciado durante a fase M do
ciclo celular; (iii) é acompanhada por algum grau de parada da mitose; e (iv), em Ultima
analise provoca a morte celular ou a senescéncia (GALLUZZI et al., 2012; KIMURA et
al., 2013).

Do ponto de vista morfoldgico, as células apresentam alteracGes caracteristicas
podendo observar a presenca de células gigantes, multinucleadas e com cromossomos
descondensados. No entanto, caracteristicas apoptoticas e necroticas também foram

detectadas em tais células (SINGH; GEORGE; SHUKLA, 2010).
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Figura 4 — Catastrofe mitotica
a) Na auséncia de perturbacdes genéticas as células progridem por todas as fases do ciclo celular. Caso
um defeito mitético seja detectado: b) As células morrem sem sair da mitose, ¢) células sofrem parada da
mitose, podendo sair (derrapagem mitética) e ao chegar em G; morrem ou d) Entram em senescéncia.
Fonte: Adaptado de GALLUZZI et al. 2012.

A catastrofe mitdtica pode ocorrer apds exposicdo a farmacos que induzem
hiperpolimerizagdo de microtibulos, como o0s taxanos, ou que causam
despolimerizacdo, como os alcaldides vincristina e vimblastina. A catastrofe mitética
representa um dos principais mecanismos de morte celular associado a radioterapia.
Além disso, a catastrofe mitotica pode resultar em morte celular por necrose (CHAN;
KOH; LI, 2012; MANCHADO; GUILLAMOT; MALUMBRES, 2012).

Embora a apoptose represente 0 mecanismo predominante pelo qual as células
cancerosas sdo eliminadas, outros modos de morte celular, tais como a necrose,
autofagia e catéastrofe mitético também sdo considerados como resposta a morte celular
as terapias citotoxicas. O que determina a forma da morte celular induzida por um
agente anticancer particular depende do tipo de célula, o genotipo da célula, o tipo de
dano celular que a droga induz, a dose do agente utilizado, assim como o
microambiente. Assim, uma melhor compreensao destes diversos tipos de morte celular
na terapia do cancer pode levar a novas abordagens para superar o fenbmeno de

resisténcia aos medicamentos (JAIN et al., 2013).
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2.3 ALVOS CELULARES DE COMPOSTOS ANTITUMORAIS

2.3.1 Ciclo celular

A divisdo celular ocorre por uma série de eventos bem elaborados, em que 0s
cromossomas e outros componentes sdo duplicados e uniformemente distribuidos em
duas células filhas. E um processo altamente ordenado e bem regulado, que provoca
uma mudanga irreversivel e unidirecional no estado da célula (PINHEIRO; SUNKEL,
2012). Essas reacdes bioquimicas complexas ocorrem em um periodo de cerca de 24
horas, dependendo do tipo de célula, sendo denominado ciclo celular (GARAY et al.,
2003). Este processo é divido em quatro fases sequenciais: G1 (fase de crescimento 1),
S (fase de sintese de DNA), G2 (fase de crescimento de 2) e M (mitose), que integram
as vias de sinalizacdo de crescimento e proliferacdo celular. A maioria das células
normais, diferenciadas, e ndo divididas, esta na fase GO, momento em que as células
permanecem em um estado de repouso, laténcia ou quiescéncia. A fase G1 representa o
periodo no qual a célula esta se preparando para a sintese de DNA, e precede a fase de
sintese (S). Nesta fase, ocorre a replicagdo dos cromossomos, resultando em uma fita
recém sintetizada, exatamente complementar a matriz. Apo6s a fase S, inicia-se a fase
G2, momento em que é sintetizado 0 RNA e muitas proteinas necessarias para as duas
células que serdo geradas, bem como a preparacao para a proxima etapa, a mitose (M).
Na mitose ocorre a condensacdo dos cromossomos, formacdo dos fusos mitoticos e
alinhamento dos microtubulos e finalmente, a citocinese: separacdo das células recém
formadas (GARRETT; WORKMAN, 1999). Em uma tipica divisao celular eucaridtica,

a fase G1 dura aproximadamente 12 horas, a fase S de 6 a 8 horas, a fase G2 de 3 a 6
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horas e a mitose cerca de 30 minutos, embora a duracao exata de cada etapa varie com o
tipo celular e com as condi¢6es de crescimento (GARAY et al., 2003).

Diferentes pontos de checagem (checkpoints), presentes no ciclo celular sdo os
responsaveis pela progressdo ou parada do ciclo (BERTHET; KALDIS, 2007). Na
figura 5 podem-se observar os checkpoints ¢ também o ponto de restrigdio “R”,
localizado entre 0 meio e o final da fase G1, onde a célula confere se todos os sinais de
crescimento necessarios estdo presentes e so entdo prossegue o ciclo celular para fase de
replicacdo (fase S). Existem 3 checkpoints descritos: checkpoint de dano do DNA, que
estd apto a bloquear o ciclo celular nas fases G1, S, G2 e mitose; checkpoint de
replicacdo do DNA, que monitora a progressdo atraves da fase S; checkpoint do fuso
mitotico (“mitotic spindle checkpoint™), que monitora a ligacdo dos cromossomos aos

microtibulos (GARRETT, 2001).
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Figura 5 - Fases do ciclo celular
Diferentes pontos de checagem (checkpoints) presentes no ciclo celular sdo os responsaveis
pela progressdo ou parada do ciclo. Fonte: Adaptado de GARRETT, 2001.
A transi¢é@o de uma fase do ciclo celular para outra ocorre de maneira ordenada e

é regulada por diferentes proteinas celulares. As principais proteinas reguladoras sao as

quinases dependentes das ciclinas (CDKSs), que correspondem a uma familia de proteina
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serina/treonina quinases ativadas em pontos especificos do ciclo celular. Os niveis de
proteinas CDK permanecem estaveis durante o ciclo celular, em contraste com suas
proteinas de ativacao, as ciclinas. As ciclinas sdo sintetizadas e destruidas em periodos
especificos durante o ciclo celular, regulando assim a atividade das quinases de uma
forma conveniente. Como mostra a figura 6, as trés ciclinas do tipo D (ciclina D1,
ciclina D2 e ciclina D3) se ligam a CDK4 e CDKG®, e os complexos CDK-ciclina D séo
essenciais para a entrada na fase G1. A ciclina E se associa com CDK2 para regular a
progressdo do ciclo da fase G1 para a fase S. A ciclina A se liga com CDK2 e esse
complexo é necessario para a fase S. No final da interfase (fase G2), a ciclina A se
complexa com CDK1 para promover a entrada na fase M. A mitose é ainda regulada
pela ciclina B em complexo com CDK1 (MALUMBRES; BARBACID, 2009;

VERMEULEN; VAN BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003).

Figura 6 - Distribuicéo de ciclinas/CDKs nas diferentes fases do ciclo celular
Fonte: Adaptado de GARRETT, 2001.

As células tumorais frequentemente desregulam o ciclo celular e induzem
divisbes celulares ndo programadas, por conseguinte, a inibicdo do ciclo celular

representa uma oportunidade para intervencdo terapéutica no tratamento de doencas
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proliferativas como o cancer (SENESE et al., 2014). Os esforcos na pesquisa estdo
focados na identificacdo de compostos que interrompem os pontos de verificacdo do
ciclo celular. Estas investigacdes incluem: (1) o desenvolvimento de inibidores
quimicos baseados na estrutura, design racional de medicamentos; (2) o uso de ensaio
de rastreio de alto rendimento; e (3) a manipulacdo de tecnologias de rastreamento de
origem genética para identificar novos tratamentos anticancerigenos (STEWART;
WESTFALL,; PIETENPOL, 2003).

Vérias drogas que alvejam o ciclo celular entraram em ensaios clinicos. Estes
agentes incluem o flavopiridol, indisulam, AZD5438, SNS-032, briostatina-1, seliciclib,
PD 0332991, e SCH 727965. Estudos de fase | tém demonstrado que estas drogas
podem geralmente ser administradas com seguranca. Estudos de fase Il tém mostrado
pouca atividade do unico agente em tumores solidos, mas os estudos de combinacéo
com quimioterapia citotoxica demonstram ser mais promissores. Estudos mostram que
aspectos farmacodindmicos como dose e cronograma dessas drogas Sdo cruciais para
permitir o efeito terapéutico méaximo (CICENAS; VALIUS, 2011; DICKSON;
SCHWARTZ, 2009; LE TOURNEAU et al., 2010; STONE; SUTHERLAND;

MUSGROVE, 2012).

2.3.2 Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e o estado Redox Celular

Radicais livres sdo atomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados e s@o capazes de desencadear diversos danos ao organismo
(WOJNAROVITS, 2011). Entretanto, existem compostos que ndo s&o radicais livres e
gue também podem ocasionar danos oxidativos as estruturas biologicas. Espécies

reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERNS) abrangem espécies radicalares como
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0 anion superdxido, radical hidroxila e oxido nitrico (O,*", OH®, NO® respectivamente)
e espeécies ndo radicalares como perdxido de hidrogénio e peroxinitrito (H,O,, ONOO")
(HALLIWELL, 2006).

A inducdo da morte em células tumorais pela producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) é um método direto, que esta sendo empregado como uma estratégia
anticancer. A figura 7 ilustra trés mecanismos existentes pelos quais EROs pode afetar
uma célula. O primeiro mecanismo envolve danos celulares causados por EROs que
sdo gerados como um subproduto de citotoxinas ou pela combinacdo com outro
mecanismo primario que pode envolver um agente anticancerigeno (exemplo a
cisplatina e a camptotecina). Neste caso as EROs produzidas durante o tratamento com
cisplatina, assim como a ligacdo cruzada de cisplatina e DNA, provavelmente
contribuem mas estas ndo sdo a causa primaria para a inducdo da morte celular. O
segundo mecanismo envolve a exposi¢do a compostos que induzem a producdo de uma
pequena quantidade de EROs, sendo o estimulo suficiente para a ativacdo da via de
inducdo da morte celular. O terceiro, mecanismo mais direto, ocorre quando
macromoléculas sdo danificadas por EROs, como resultado da reducdo e oxidacdo de
um composto, por exemplo menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona), no qual uma
quantidade suficiente de EROs sdo gerados e armazenados intracelularmente, as
moléculas antioxidantes sdo consumidas e as células ndo conseguem se recuperar dos

danos induzidos por EROs (WELLINGTON, 2015).
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Figura 7 - Trés mecanismos de morte celular induzido por EROs
Fonte: Adaptado de WELLINGTON, 2015
Estudos sobre o mecanismo de agdo bioldgica das quinonas destacam a
importancia do grupo quinonoidico como grupo farmacofoérico imprescindivel para a
geragdo de espécies reativas de oxigénio que induzem a apoptose (DA SILVA ET AL.,
2003). Conforme ilustra a figura 8, as quinonas podem sofrer ativacdo biorredutora por
duas vias, ou seja, pela redugdo de um ou de dois elétrons. A redugdo de um elétron de
quinona forma um radical semi-quinona e uma reducdo de dois elétrons formam o
radical hidroquinona. Ambos radicais podem ser reoxidados para a sua forma inicial
quinona por intermédio do oxigénio molecular da formacdo de espécies reativas de
oxigénio, formando desta forma um ciclo redox. Os anions de superoxido formados
durante o ciclo redox s&o conhecidos por causar danos no DNA, peptideos e proteinas.
Uma vez que as células sdo incapazes de reparar esses danos a apoptose entdo é

desencadeada. O ciclo redox pode ser facilitado por acdo de enzimas redutases celulares
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ou perda de elétrons a partir de mitocéndrias (SHRESTHA et al., 2015).
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Figura 8 - Processo ciclo redox de quinona
Fonte: Adaptado de (JIMENEZ-ALONSO; GUASCH, 2011; WELLINGTON, 2015)

O controle da homeostase do estado redox celular é realizado principalmente por
glutationa (GSH) e uma série de enzimas antioxidantes como: superoxido dismutase
(SOD) (que catalisa a dismutacdo de O,* em O e H,0,), catalase (que decompde o
peroxido de hidrogénio), glutationa redutase (que reduz a glutationa dissulfeto (GSSG)
para a forma sulfidril (GSH)), glutationa peroxidase (GPx) (que promove detoxificacdo
de perdxidos), tioredoxina (Trx) (que reduz pontes dissulfeto), entre outras (KLAUNIG;
KAMENDULLIS, 2004; LAU; WANG; CHIU, 2008). Apesar de varios sistemas de
defesa estar envolvidos na manutengédo do estado redox celular, em algumas situagdes,
ndo sdo suficientes para equilibrar o sistema, sendo que nesses casos onde a formacao
de EROs é maior que a capacidade das defesas celulares, observa-se um quadro de
estresse oxidativo (LAU; WANG; CHIU, 2008).

Em sistemas onde ocorre uma persisténcia do ciclo redox, ou entdo faltam
mecanismos de protecdo, ha aumento intracelular dos oxidantes O, e H,O,
promovendo a danificacdo de componentes celulares vitais como as membranas, através

da peroxidacdo dos lipidios e a diminuicdo da capacidade antioxidante celular. Em
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resumo, uma série de processos como a inducdo da apoptose e os danos provocados
pelo estresse oxidativo estdo entre os principais efeitos que as quinonas induzem em
sistemas bioldgicos (DA SILVA et al., 2003).

De fato, uma abordagem terapéutica usando agentes pro-oxidantes para o
tratamento do cancer pode ser promissora, no qual muitas estratégias tém sido
exploradas baseadas nessa ideia. Pode-se explorar o potencial de EROs em induzir
morte em células tumorais de duas maneiras: inducdo na geracdo de EROs diretamente
nas células tumorais ou pela inibicdo de sistemas de defesa antioxidante (enzimatico)
nas células tumorais. Desta forma, o uso de agentes moduladores dos niveis de EROs
tem aumentado consideravelmente (REUTER et al., 2010; WANG; Y1, 2008).

Véarios medicamentos antineoplasicos que sdo atualmente utilizados para
quimioterapia do cancer induzem altos niveis de estresse oxidativo. Drogas tais como
taxanos, alcaléides de vinca e antimetabolitos (anti-folatos) promovem a libertacdo de
citocromo ¢ das mitocondrias - que induz a morte celular - e também interfere com a
cadeia de transporte de eletréns , resultando na producédo de radicais superdxido. Outras
drogas, tais como complexos de platina (cisplatina, carboplatina e oxaliplatina) e
antraciclinas (doxorrubicina, epirrubicina e daunorrubicina) geram niveis extremamente
elevados de EROs. Por exemplo, a doxorrubicina penetra na membrana interna de
mitocondrias cardiacas e compete com a coenzima Q10 na cadeia de transporte de
eletrons para induzir a producédo do radical superoxido, que é a base da cardiotoxicidade
destas drogas. O trioxido de arsénio (As,O3) foi utilizado de forma eficiente para o
tratamento de leucemia promielocitica aguda. Induz a morte celular por apoptose em
varias tipos de cancer, incluindo leucemia, mieloma e cancer de pulméo através da
inducdo de EROs. 5-fluorouracilo (5-FU) gera EROs mitocondrial através de uma via

dependente de p53. As células tumorais que se adaptam ao estresse oxidativo,
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aumentando a producdo de SOD2, peroxiredoxina 1 e proteinas antiapoptéticas como a
BCL-2 tornaram-se resistentes ao 5-FU (GORRINI; HARRIS; MAK, 2013).

A atividade anticancerigena e pré-oxidantes de derivados de quinona tém sido
documentadas em diversos estudos, mas o papel potencial no ciclo redox pela producéo
de EROs ndo é sempre estabelecida. Por exemplo, a atividade anticancer do derivado de
naftoquinona plumbagina parece resultar da formacéo de EROs que induz a ativacéo das
vias de morte celular , incluindo a inibicdo da topoisomerase Il seguido por quebras na
cadeia de DNA e a inducdo de apoptose. Da mesma forma, shikonina, outra
naftoquinona natural, induz estresse oxidativo apoptogénico em células de hepatoma
humano; por ativacdo de EROs dependente da via JNK relacionadas com o stress e
subsequente disfuncdo mitocondrial, liberacdo de citocromo c, ativacdo de caspases e a

apoptose foram observados em células de LMC (WONDRAK, 2009).

2.4 NAFTOQUINONAS COMO NOVOS AGENTES ANTITUMORAIS

Os primeiros relatos da utilizacdo pelo homem de extratos de plantas que
possuem naftoquinonas datam do antigo Egito (cerca de 4000 anos). O extrato da folha
de Lawsonia inermis L.,popularmente conhecida como Mehndi ou Henna era
empregado como ‘“cosmético”. Alguns anos depois, o extrato também passou a ser
utilizado no tratamento de micoses e feridas (SINGH; LUQMAN, 2014).

A fitoquimica de henna foi amplamente estudada e revelou informagoes
interessantes. Em 1920 o principio do corante foi conhecido, a lausona, C;oHgOs3,
constituia 0 composto contido nas folhas de henna, que se fixava na I, seda e na pele.
Em 1973, quatro fragdes com atividade antibacteriana foram isolados por cromatografia

em camada fina do extracto de etanol de folhas Lawsonia inermis dos quais foram
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identificados o é&cido galico, lausona (2-hidroxi-1,4-naftoquinona) (I) e 1,4-
naftoquinona (EL BABILI, 2013). Vale ressaltar que o nome desse composto € acido
henotéanico, os fitoquimicos passaram a denominar de lausona devido a sua origem. A
lausona é utilizada como um material de partida na sintese de uma variedade de
compostos que apresentam em sua estrutura molecular o anel naftoquinononico
(SINGH; LUQMAN, 2014).

Do ponto de vista estrutural as quinonas podem ser divididas em varios grupos
por suas diferencas moleculares, usando-se como critério o tipo de anel quinonoidico:
benzoquinonas — um anel benzénico, naftoquinonas — um anel naftalénico;
antraquinonas — um anel antracénico linear ou angular. Em decorréncia de diferentes
arranjos isoméricos, pode-se ter com um mesmo anel e com carbonilas em diferentes
posicBes, diferentes quinonas. Estas formas isoméricas diferem muito em suas
propriedades fisicas, quimicas e quanto a sua atuacdo biolégica. Numa oservacao mais
apurada sobre a importancia das quinonas, pode-se citar o grande nimero de drogas
neste grupo que possuem aplicacbes praticas reconhecidas, algumas, inclusive,
chegaram a producdo industrial, como por exemplo, antraciclinas, daunorrubicina,
doxorrubicina, mitomicina, mitoxantrones, e saintopina, todos os quais sao utilizados na
terapia clinica de tumores solidos (DA SILVA ET AL., 2003; KOYAMA; MORITA;
YAMORI, 2010).

A seguir no quadro 2 serdo descritos resumidamente estudos mostrando a acéo

de naftoguinonas no combate ao cancer.



Quadro 2: Estudos publicados evidenciando a agdo naftoquinonas como agentes antitumorais.
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Estrutura quimica
[&]

Resultados

Referéncias

Juglona Reducdo na sobrevivéncia de células tumorais de melanona com um aumento nos niveis de
5-hidroxi-1, 4- l’rﬂ““w lactato desidrogenase. Aumento de células binucleadas micronucleos indicando o potencial de
naftoquinona [\, juglona induzir danos citogénicos. Além disso, os resultados do estudo de micronucleos indica
_ m L ] : x NS L (KIRAN AITHAL
OH O atraso na divisdo de células em proliferacdo, mostrando diminuicdo na citocinese. A apoptose e a et al., 2009)
S f"i'..'léu.ui..c . necrose induzida por juglona pode ser demonstrada pelo aumento da percentagem de Anexina V / N
Pl. A diminuicdodos niveis de glutationa e aumento de diclorofluoresceina confirmou a
capacidade de juglona em gerar espécies reativas de oxigénio intracelulares.
Biflorina i Biflorina apresenta potencial citotéxico, com valores de CI50 de 0,58 pug mL e 14,61 pg/mL em
5,7-dihidroxi-2- células NCI H23 e MDA-MB-231, respectivamente. Em células B16, biflorina reduziu a
metil-6- viabilidade celular, mas ndo provocou qualquer aumento significativo no nimero de células néo
[(2S,3R,4R,5S,6R)- vidveis. Além disso, a sintese de DNA foi inibida significativamente. A anélise por citometria de | (VASCONCELLO
3,4,5-trihidroxi-6- fluxo mostrou que a biflorina pode levar a uma morte por apoptose, induzir a fragmentacdo de Setal., 2011)
(hidroximetil)oxan- DNA e despolarizacdo mitocondrial, sem afetar a integridade da membrana. In vivo, a
2-il]cromen-4-one administracdo de biflorina (25mg / dia) durante 10 dias diminuiu o crescimento do tumor, e
também aumentou a taxa de sobrevivéncia médio dos animais.
2,3-dieno-1,4- 6 R Foram sintetizados dozes derivados de 2,3-dieno-1,4-naftoquinona. Os dienos foram avaliados
naftoguinona e FT\ i < como potenciais agentes citotdxicos contra trés linhagens de células tumorais; OVCAR-8, PC-3M (SIL%’?;)" al.,
derivados ~F = e NCI-H358M, com Clsy menores de 10 uM para todas as linhagens testadas. Estes resultados
O g ger K séo significativos para estudos continuos de citotoxicidade nesta classe de compostos bioativos.
Lapachol 0 Uma série de 17 derivados de 1,4-naftoquinonas semi-sintéticos e naturais foram sintetizados e a
(2-hidroxi-3- “ e sua atividade antiproliferativa foi avaliada in vitro. Os compostos foram testados em seis (FIORITO et al
isopentenil-1,4- o ) linhagens tumorais de cancer humano (U373; A549; Hs683; SKMEL-28; PC3 e LoVo), 2014) B
naphthoquinona) e I utilizando o ensaio colorimétrico de MTT. Os dados revelaram que dos compostos em estudo
derivados apenas o lapachol, o seu acetato e 3-geranillausona apresentaram maior potencial citotdxico, com
R = geranyl, styryl. benzy de valores de 1Csy médios que variaram de 15 a 22 uM.
Shikonima ]' Apbs o tratamento com 1 umol / L, durante 48 he 2,5 e 5 umol / L de shikonina para 24 e 48 h, a
5,8-diidroxi-2-(1- , N2 viabilidade das células BXPC-3 foi reduzida significativamente. A expressdo da proteina de LC3-
hidroxi-4-metil-3- .’_ | Il / LC3- | foi aumentada, enquanto a expressao das proteina p62, PI3K, AKT, p-PI3K e P-Akt | (SHI; CAOQ, 2014)
enil-naftaleno-1,4- Il estava diminuida. Estes resultados sugerem que sikonina promove autofagia em células BXPC-3
diona ‘ = e que 0 mecanismo subjacente pode estar associada com a via de sinalizacdo da via PI3K / Akt.
2-amino- p A citotoxicidade de uma série de aminonaftoquinonas resultante da reagdo de aminoécidos com (DE MORAES et
naftoquinona e L 1,4-naftoquinona foi avaliada nas seguintes linhagens tumorais: SF-295 (glioblastoma), al., 2014)
derivados i MDAMB-435 (mama), HCT-8 (célon), HCT-116 (célon), HL-60 (leucemia), OVCAR- 8 B
¥ (ovario), NCI-H358M (carcinoma do pulméo broncoalveolar) e PC3-M (prostata) e também em

PBMC (células mononucleares do sangue periférico).Cinco dos compostos exibiram elevada
citotoxicidade e seletividade contra as linhagens tumorais (ICs, = 0,49 a 3,89 ug - mL™). O



http://www.thegoodscentscompany.com/data/rw1681211.html#inchi1
http://www.thegoodscentscompany.com/data/rw1681211.html#inchi1
http://www.thegoodscentscompany.com/data/rw1681211.html#inchi1
http://www.thegoodscentscompany.com/data/rw1681211.html#inchi1
http://www.thegoodscentscompany.com/data/rw1681211.html#inchi1
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composto 2-amino-naftoquinona foi o menos toxicos para PBMC, com ICs, de 1,5 a dezoito
vezes maior (ICs; = 5,51 pg a 17,61 - mL™). O mecanismo de citotoxicidade e as relacdes
estrutura-atividade permanecem como um alvo para investigacdes futuras.

2-metoxi-1,4-
naftoquinona

Em ensaios de invasdo, houve diminuicdo do nimero de células que permeiam através de uma
barreira de Matrigel. Nos ensaios de migracdo para cicatrizacdo de feridas, exibiram inibicdo da
migracdo celular em que foi observada reducgdo significativa na zona de fecho, em comparacéo
com controles ndo tratados. Além disso, a atividade proteolitica da metaloproteinase de matriz-9
(MMP-9) foi também regulada negativamente como determinado por zimografia.

(LIEW et al., 2014)

Furano-1,2-
naftoquinona

Citotoxicidade com parada do cliclo celuar em G2/ M e apoptose em células Ca9-22. A parada
do ciclo celular foi correlacionada com uma diminuicdo marcada na expressao dos niveis de
ciclina A e ciclina B, e de CDK 1 e 2 (ativador quinases dependentes de ciclina) com a indugéo
concomitante de p27. A apoptose induzida por foi acompanhada por regulacéo de Bax e Bad, e a
regulacdo negativa da proteina Bcl-2, Bel-XL, Mcl-1, e inibidor de apoptose (XIAP), resultando
na libertacdo de citocromo C e a ativagdo sequencial de caspase 9 e caspase-3.

(LIN et al., 2014)

Naftoquinonas
glicoconjugadas

Uma nova série de naftoquinonas a base de hidratos de carbono foi sintetizada e avaliada quanto a
citotoxicidade em diferentes linhagens tumorais. Os compostos derivados de 5-hidroxi-1,4-
naftoquinona (juglona) apresentaram melhores perfis de citotoxicidade do que o composto
original nas células HCT-116, A-549 e MDA-MB 435. Os resultados sugerem que 0 grupo
hidroxilo no anel aromatico aumentou a atividade pré-oxidante destes novos derivados de
naftoquinona. Além disso, descobriu-se que os derivados eram mais ativos em células de
melanoma (MDA-MB435) do que o agente anticancerigeno clinicamente util doxorrubicina.

(CAMPOS et al.,
2015)

Novos derivados de
1,4 naftoquinona

Avaliacdo da citotoxicidade e seletividade de 4 derivados 2,3-triazole-1,4-naftoquinona (N1-N4)
nas linhagens CRC, HT-29 e células humanas normais. O ensaio de MTT mostrou que N1, N2,
N3 e N4 induziram uma potente acdo citotdxica, apresentando valores de ICsy de 40,6+1,0;
100,1+1,0, 241,9+1,2 e 101,9+1,1, respectivamente. Posteriormente, células HT-29 carregadas
com iodeto de propidio (5 uM), indicou a capacidade de N4 em induzir danos na membrana
celular. Realizaram-se experiéncias de imagiologia de calcio em células HT-29 carregadas com 5
UM Fluo-3 / AM para avaliar Ca®* intracelular. Os dados demonstraram que N4 induz um répido
e forte aumento de iCa’ * em células HT-29, mediada por tensdo-fechada L-tipo de canais de
tivagdo de Ca?".

(GONGALVES et
al., 2016)
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A T7-dihidro-5H-ciclopenta [b] nafto [2,1-d] furano-5,6 (9aH) -diona (CNFD)
uma naftoquinona furano sintetizada a partir da 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (Lausona),
foi produzida pelo grupo de pesquisa do Departamento de Quimica Organica da
Universidade Federal Fluminense-UFF. Estudos pioneiros de avaliacdo da atividade
antifangica da CNFD demonstram que este composto exibe significativa acdo contra
seis espécies de Candida sp. isoladas da cavidade oral de pacientes com proteses
removiveis (FREIRE et al., 2010). Ferreira e seus colaboradores (2014) também
observaram que CNFD apresenta importante atividade antifungica contra dermatéfitos e
leveduras do género Cryptococcus sp. Além disso, foi relatado que a CNFD exibiu
atividade hemolitica significativa contra eritrocitos de rato, porém nao apresentou
citotoxicidade em fibroblastos humanos (FREIRE et al., 2010)

Geralmente as naftoquinonas sdo utilizadas como compostos modelo para o
desenvolvimento de quimioterapicos, sendo assim, inimeros estudos de identificacao e
avaliacdo de novos farmacos vém sendo realizados com compostos que possui em sua
estrutura a porcdo quinona (DA SILVA ET AL., 2003; MALLAVADHANI et al., 2014;
SACAU et al., 2003). Apesar dos relatos comprovarem a atividade antifingica exercida
pela CNFD, ndo foram identificados ainda na literatura estudos envolvendo seu
potencial antitumoral. Portanto, este trabalho tem como objetivo avaliar a atividade

citotoxica da CNFD e os possiveis mecanismos envolvidos na morte celular.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Investigar o potencial antitumoral de 6b, 7-dihidro-5H-ciclopenta [b] nafto

[2,1-d] furano-5,6 (9aH) -diona (CNFD) em modelos in vitro e in vivo.

3.2 Objetivos Especificos:

v Avaliar a citotoxicidade em linhagens tumorais humanas e murina e linhagem
ndo tumoral humana

v Analisar parametros relacionados ao mecanismo de morte celular,

v Avaliar o efeito de CNFD sobre a motilidade celular

v Verificar a modulagdo nos niveis de EROs

v Avaliar a modulacao da expresséo de genes relacionados a carcinogénese

v Auvaliar a toxicidade e o efeito de CNFD sob o desenvolvimento neoplasico

em modelo experimental de melanoma subcuténeo.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Fluxograma experimental
O trabalho foi executado conforme o fluxograma experimental da figura 9:
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Figura 9 - Delineamento experimental do presente estudo
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4.2 Obtencéao da droga

A sintese de CNFD foi realizada conforme descrito por Freire e seus
colaboradores (2010) e publicada no artigo “Synthesis and biological evaluation of
substituted a- and B-2,3 dihydrofuran naphtoquinones as potent anticandidal agents”.
De acordo com a publicacdo, a sintese da naftoquinona foi preparada a partir da
Lausona prontamente disponivel e olefinas na presenca de cério (IV) e nitrato de
amonio (CAN), sendo realizada em uma Unica etapa. Resumidamente, 0s compostos
(furano naftoquinona) foram obtidos por oxidacdo, ciclo-adicdo de 2-hidroxi-1,4-
naftoquinona (Lausona) para o alceno, mediada por céerio (IV) e CAN (Figura 10).
Todos os compostos foram obtidos com bons rendimentos (10-86% dos isolados de
produtos) e foram completamente caracterizados por espectroscopia de préton e

carbono, ressonancia magnética nuclear, espectroscopia de infravermelho e analise

elementar.
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Composto em estudo: 6b, 7-dihidro-5H-ciclopenta [b]
nafto [2,1-d] furano-5,6 (9aH) -diona) (CNFD)

Figura 10 - Via de sintese utilizada para a preparacgdo de a- e B-2,3 furano naftoquinonas.
Fonte: FREIRE et al., 2010.
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4.3 Cultivo celular

As linhagens celulares utilizadas neste estudo foram mantidas em garrafas de
polipropileno, contendo meio Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco by Life Technologies) e 50
pg/mL de penicilina/estreptomicina (Gibco by Life Technologies), em estufa
umidificada a 37° C e 5% de CO,. O crescimento celular foi acompanhado diariamente
com auxilio de microscépio 6ético invertido e a troca do meio de cultivo ocorreu
sempre que o limite de confluéncia das células fosse alcangado, ou houvesse
necessidade de repor nutrientes. Para a manutencao das linhagens, foi utilizada solucéo
de tripsina EDTA a 0,25% (Gibco by Life Technologies) para destacar as células das

garrafas de cultura.

4.4. Avaliacdo do potencial citotdxico in vitro

4.4.1 Avaliacdo da citotoxicidade pelo método Alamar Blue®

A avaliagdo da atividade citotoxica de CNFD foi realizada em diferentes
linhagens tumorais humanas: melanoma humano (SK-MEL 19, 28 e 103), melanoma
murino (B16F10) carcinoma colorretal humano (HCT 116); adenocarcinoma de mama
humano (MCF-7); sarcoma uterino humano resistente a doxorrubicina (MESA/Dx5), e
uma linhagem de fibroblastos humanos (MRC5).

O ensaio de Alamar Blue® foi realizado segundo metodologia descrita por
Ahmed e seus colaboradores (1994). As celulas foram semeadas na concentracdo de 5

x 10% células/poco em microplacas de 96 pocos. A fim de determinar os valores de
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Clsp, as células foram tratadas com a CNFD nas concentracfes que variaram de 0,312
- 10 uM (triplicata). O grupo controle recebeu 0,2% de Dimetilsulféxido (DMSO)
estéril. A doxorrubicina foi usada como controle positivo para todas as linhagens
tumorais e o paclitaxel foi utilizado apenas para a linhagem MCF-7. Apdés 24, 48 e 72
horas de tratamento, 10 uL da solu¢do de Alamar Blue® 0,4% foi adicionado em cada
poco da placa e apds 2h de exposicdo a fluorescéncia foi medida em leitor de
microplaca (DTX800 Beckman e Coulter). A determinacdo do valor de Clsg (indice de
citotoxidade que causa a morte celular de 50%) foi realizada por teste de regressao

ndo-linear através do software GraphPad Prism 6.0.

- Indice de Seletividade

O indice de seletividade (IS) pode indicar a seletividade de um composto entre
uma linhagem neoplésica e uma normal, indicando o potencial uso deste composto em
testes clinicos. Assim, neste estudo, o IS corresponde a divisdo entre o valor da Clso do
composto-teste (CNFD) na linhagem de células normais MRC-5 e o valor da Clsg do
composto na linhagem de células neoplasicas (IS= Clsg MRC-5/Clsy células
neoplasicas). Foi considerado significativo um valor de IS maior ou igual a 2,0
(SUFFNESS; PEZZUTO, 1990), ou seja, este valor significa que o composto é duas

vezes mais ativo na linhagem de células neoplasicas do que em células normais.

4.4.2 Avaliacdo da citotoxicidade pelo método de excluséo de azul de tripano

A avaliacdo da viabilidade de células MCF-7 foi realizada conforme descrito

por Tennant (1964), com a finalidade de confirmar o efeito antiproliferativo de CNFD,
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pelo método de exclusdo do corante azul de tripano. Neste ensaio, células da linhagem
MCF-7 (7x10* células/mL) foram tratadas com a CNFD nas concentraces de 1, 3 e
10 puM. Apds o periodo de incubacdo de 12, 24 e 48 horas, as células foram
tripsinizadas e retirada uma aliquota de 90 pL de suspensdo celular na qual foi
adicionado 10 pL do corante azul de tripano 0,4%. Em seguida, a contagem das
células foi realizada levando em consideracdo a exclusdo do tripano por ceélulas
viaveis, em camara de Neubauer, por meio de microscopio ético (Olympus CX41). O
controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO a 0,2%) utilizado para diluir a
substancia testada. Foi utilizado paclitaxel (3 uM) como controle positivo, pois trata-se
de um agente quimioterapéutico clinicamente util devido a sua elevada citotoxicidade
e vasto uso para induzir apoptose com elevada reprodutibilidade dos resultados. A

porcentagem de células viaveis foi determinada em relacdo ao controle ndo tratado.

4.4.3 Andlise morfol6gica pela coloracdo por hematoxilina e eosina

O estudo da morfologia celular foi realizado segundo metodologia descrita
por Wang e seus colaboradores (2009). As células foram semeadas em placas de 24
pocos (7x10* células/mL). Apds 24 horas, as células foram tratadas com CNFD nas
concentragfes de 1, 3 e 10 uM. Apos o periodo de incubacdo de 24 e 48 horas as
células foram tripsinizadas e uma aliquota (100 pL) de cada amostra foi
citocentrifugada a 2000 rpm por 5 minutos. A fixacdo das células foi realizada com
metanol por 1 minuto, as laminas foram coradas com hematoxilina e eosina. As
alterac6es morfoldgicas foram analisadas por microscopia optica (Eclipse Ni, Nikon)

utilizando o software Nis-Elements 4.30.01 (Nikon).
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4.4.4 Avaliacdo da motilidade celular pelo método cicatrizacdo de feridas

O ensaio de cicatrizacdo de feridas foi realizado como descrito por Liang el
al. (2007). Resumidamente, as células MCF-7 foram semeadas em placas de 12 po¢os
(4 x10° células por poco) e incubadas overnight para permitir que as células aderissem
a superficie da placa. Com uma confluéncia celular de 80%, fez-se um raspado em
linha reta na monocamada confluente de células utilizando uma ponta de pipeta de
plastico de 200 ul estéril. Para remover os detritos e alisar o bordo do arranhdo, as
células foram lavadas com 2 mL de DMEM isento de soro. Em seguida, as células
foram tratadas com concentracdes ndo citotoxicas de CNFD (0,1; 0,5 ¢ 1 uM). As
células ndo tratadas foram utilizadas como controle negativo. As imagens foram
recolhidas a 0, 6, 24 e 48 h ap6s o arranhdo, capturadas a uma ampliacdo de x 100
utilizando uma microscopia optica (Axiovert.Al, Carl Zeiss). A quantificacdo de areas

ndo cobertas foi realizada usando o software Zen 2 (Carl Zeiss).

4.4.5 Avaliacéo do ciclo celular

A determinacdo do conteudo de DNA nuclear da célula, que reflete as fases do
ciclo celular, foi avaliada por citometria de fluxo utilizando o PI (iodeto de propidio)
como agente fluorogénico, conforme descrito por Krishan (1975). As células MCF-7
foram privadas de SFB durante 24 h para a sincronizacdo do ciclo celular. Apds
tratamento com 1, 3 e 10 uM de CNFD durante 24 e 48 h, as células foram colhidas
numa solugdo de permeabilizagdo contendo 0,1% de triton X-100 (SigmaAldrich),

2ug/mL de iodeto de propidio (Sigma-Aldrich Chemical), 0,1% de citrato de sodio e
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100 pg/mL de RNAse (Sigma-Aldrich) e incubadas no escuro durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente, a fluorescéncia celular foi determinada por
citometria de fluxo no equipamento BD LSRFortessa (BD Biosciences) utilizando o
solftware BD FACSDiva (BD Biosciences) e analisado pelo Flowjo10 (Flowjo LCC).
Dez mil eventos foram avaliados por experimento e os detritos celulares foram

omitidos da anélise.

4.4.6 Avaliacéo do tipo de morte celular — Externalizacdo de fosfatidilserina

A avaliagéo do perfil de morte celular (apoptose / necrose) foi realizada pela
técnica de citometria de fluxo utilizando o kit FITC Annexin V Apoptosis Detection
Kit I (BD Biosciences), no qual foram executadas todas as recomendagOes exigidas
pelo fabricante. Resumidamente, as células tratadas foram recolhidas ap6s o tempo
indicado, lavadas duas vezes com PBS gelado e ressuspensas em 300 pL de tampao de
ligacdo. Em sequida, adicionou-se 5 uL. de tampéo de coloragdo com anexina V-FITC
e 5 uL de iodeto de propidio. A mistura foi incubada no escuro a 37° C durante 15
minutos. A fluorescéncia celular foi determinada por citometria de fluxo no citdmetro
BD LSRFortessa utilizando o Software BD FACSDiva e analisado pelo solftware
Flowjo10. Dez mil eventos foram avaliados por experiéncia e os detritos celulares

foram omitidos da analise

4.4.7 Avaliacéo da atividade de caspases

A atividade das caspase 8 e 9 foram avaliadas pelo kit colorimétrico de

protease (Merck Milipore) e foram seguidas todas as recomendagdes do fabricante. As
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células MCF7 (1,5 x 10°) foram tratadas com a CNFD nas concentracdes de 1, 3 e 10
UM durante 24 horas. Posteriormente, as células foram coletadas e sedimentadas por
centrifugacdo a 17000 G por 5 minutos e ressuspensas em 100 uL de tampao de lise. O
lisado celular foi incubado em gelo durante 10 minutos antes da centrifugacdo (17000
G, 10 min). 50 pL de cada lisado celular foram acondicionados em placas de 96 pocos,
no qual em seguida foram adicionados 20 pL do tampé&o de uso (5x), 20 pL de &gua
destilada e 10 pL do substrato (Ac-IETD-pNA) para a andlise da caspase 8 e do
substrato (Ac-LEHD-pNA) para a andlise da caspase 9. Em seguida, a reacdo foi
mantida a 37°C por 2 horas, e 0 produto foi medido a 405 nm no leitor de microplacas
SpectraMax 190 (Molecular Devices). Além disso, foi realizada a dosagem de
proteinas no lisado celular utilizando o método de Bradford. Os resultados foram

expressos em % de atividade/ mg de proteina.

4.4.8 Determinacdo dos niveis de EROs usando DCF-DA (2'-7'-

diclorodihidrofluoresceina diacetato)

A determinacdo dos niveis de EROs pela sonda DCF-DA foi realizada
conforme metodologia descrita por Eruslanov e Kusmartsev (2010). Em resumo, as
células MCF-7 (7x10* célula/pogo) foram tratadas com CNFD (1, 3 e 10 uM),
peroxido de hidrogénio (500 uM) e paclitaxel (3 uM) durante 3 h. Em seguida, as
células foram recolhidas, lavadas com solucdo salina e ressuspensas em tubos FACS
com PBS contendo 5 uM de DCF-DA durante 30 minutos. Finalmente, as células
foram lavadas com soro fisioldgico e a fluorescéncia celular foi determinada por

citometria de fluxo no citbmetro BD LSRFortessa utilizando o Software BD
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FACSDiva e analisado pelo software Flowjo10. Dez mil eventos foram avaliados por

experiéncia e os detritos celulares foram omitidos da anélise.

4.4.9 Determinacéo da producdo do anion superdxido (O,*)

A geracdo de superoxido foi estimada através da redugdo do “nitroblue
tetrazolium” (NBT), um composto amarelo lipossolivel que se torna insoluvel e de cor
azul no seu estado reduzido (MADHAVI et al., 1994). Para este ensaio, as células
MCF-7 (1x10* célula/poco) foram incubadas com CNFD (1; 3 e 10 pM) por 1, 3 e 6
horas. Em cada pogo foi adicionado 20 puL de NBT a 0,1%. Ap6s o tempo de
incubacéo, o sobrenadante foi retirado e os cristais de formazan foram dissolvidos em
200 pL de DMSO. A absorbéncia foi medida a 560 nm utilizando um leitor de
microplaca (DTX800 Beckman e Coulter). Os resultados foram expressos em
absorbéncia (D.O.). As imagens foram captadas utilizando por meio de microscopio

invertido (LEICA).

4.4.10 Determinacéo da producdo de 6xido nitrico (NO®)

Para a quantificagdo indireta da producéo de NO® as células MCF-7 (1x10*
células/pogo) foram tratadas com CNFD nas concentracGes de 1, 3 e 10 uM por 1, 3 e
6 horas. Apos a incubacgdo, a concentragdo de nitrito (NO;) foi determinada no
sobrenadante da cultura celular utilizando a reacdo de Griess, conforme metodologia
descrita por Green e seus colaboradores (1982). Em resumo, aliquotas de 50 pL dos

sobrenadantes foram incubadas com 100 pL de reagente de Griess (1% de
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sulfanilamida com 0,1% de a-naftil etilenodiamina, preparado no momento do uso)
por 10 minutos a temperatura ambiente. A absorbancia de cada amostra foi
determinada em leitor de microplaca (DTX800 Beckman e Coulter) com comprimento
de onda de 560nm. A concentracdo de NO, das amostras foi determinada a partir de

uma curva padrao de nitrito de sodio (NaNO5).

4.4.11 Ensaio de protecdo com N-acetilcisteina (NAC)

O ensaio de protecdo utilizando o antioxidante NAC foi realizado como
descrito por Yedjou e Tchounwou (2007). Em resumo, antes do ensaio de viabilidade,
as células foram tratadas durante 1 h com NAC 10 mM (Sigma-Aldrich), depois
incubadas com CNFD nas concentracGes estabelecidas durante 24 e 48 h. As células
foram entdo completamente tripsinizadas e o ensaio de exclusdo do corante de azul de

tripano foi conduzido como descrito anteriormente.

4.4.12 Avaliacdo do potencial transmembranico mitocondrial

JC-1 é uma sonda fluorescente sensivel, usada como um indicador do potencial
mitocondrial em uma variedade de tipos de células. A despolarizagdo mitocondrial foi
medida pelo kit MitoScreen JC-1 (BD Biosciences) de acordo com as instrugdes do
fabricante. As células MCF-7 foram semeadas em placas de 24 pocos, tratadas com
CNFD (1, 3 ¢ 10 uM). FCCP (carbonil cianeto rtrifluoro-metoxi fenilhidrazona) foi
usado como controle positivo. Apods 24 h de incubacdo, o meio de cultura foi

substituido por um meio contendo 0,5 mL de corante JC-1 e incubado durante 15
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minutos a 37°C no escuro. A fluorescéncia celular foi determinada por citometria de
fluxo no citdmetro BD LSRFortessa utilizando o software BD FACSDiva e analisado
pelo Flowjo10. Dez mil eventos foram avaliados por experiéncia e os detritos celulares

foram omitidos da analise.

4.4.13 Avaliacdo da expressao génica

4.4.13.1 Analise da expressdo génica por PCR Array

O experimento seguinte foi realizado para estudar o efeito de CNFD sobre a
expressao génica de genes alvos relacionados a proliferacdo, ciclo celular, morte
celular e invasdo em células MCF-7. Em todos os experimentos, 5 mL de uma solucdo
de células MCF-7 (7 x 10* células/mL) foram inseridos em garrafas para cultura
celular de 25 cm? incubadas por overnight para permitir a adesdo das células na placa.
As células foram tratadas por 12 horas como a CNFD (3 uM). O controle negativo foi
tratado com o veiculo (DMSO 0,2%) usado para diluir as substancias teste. Paclitaxel
(3 uM) foi usado como controle positivo. Os experimentos foram realizados em
duplicatas e repetidos pelo menos trés vezes. Um pool de cDNA obtido de trés

experimentos independentes realizados em duplicata foi utilizado para a analise.

4.4.13.2 Isolamento de RNA total e transcricdo reversa

Todos os experimentos foram realizados em condigdes DNAse/RNAse free.

Para o procedimento de extracdo de RNA, foram utilizadas microcolunas de silica-

Rneasy Plus Mini Kit (QIAGEN). Apos o tempo de tratamento, 0 meio de cultura foi
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aspirado e as células lavadas trés vezes com PBS gelado. Em seguida, as células foram
novamente lavadas com PBS/Tripsina 1%, a fim de que fossem separadas. Ap0s
adicdo de meio de cultura contendo soro fetal bovino para inativacao da tripsina, as
células foram transferidas para um microtubo e centrifugadas a 300 x g, durante 5
minutos. O sobrenadante foi aspirado e, em seguida, 350 pL do tampéo de lise RLT
foi transferido para o pellet e a amostra foi misturada durante 1 minuto, com auxilio do
vortex. Para homogeneizacdo o lisado foi passado 10 vezes, através de uma agulha de
0,9 mm, acoplada a uma seringa. Em seguida, o lisado foi transferido para a
microcoluna contendo Dnase, a fim de eliminar o DNA genémico. Em seguida, foi
adicionado 350uL de etanol 70% e o mesmo misturado gentilmente a amostra, com
auxilio de pipeta. Apds a passagem por nova microcoluna de silica, lavagens com
tampdes do kit (RW1 e RPE), o RNA foi eluido com 50 pL de agua Rnase/Dnase Free
pH 7,4 e armazenado em temperatura de -80°C.

A quantidade e pureza do RNA extraido de cada amostra foi analisada em
aparelho de fluorimetria (QuBit™, Life Technologies, USA) e a integridade das
amostras testada em condic¢des desnaturantes, em gel de agarose 1%, contendo Syber
Safe (0,5mg/mL) e formaldeido 37%. A transcricdo reversa foi realizada com a
enzima transcriptase Superscript VILO™ (Invitrogen Corporation, USA) e as

amostras de cDNA armazenadas em temperatura de -20°C.

4.4.13.3 PCR Array

Para as reagdes de PCR quantitativo em tempo real foram utilizados TagMan

Gene Expression Assays'™ (Life Technologies) inventoriados para TagMan Array

Human Molecular Mechanisms of Cancer 96 plate (Life Technologies®). As reacdes
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foram conduzidas no aparelho ABI ViiA7 (Applied Biosystems™). O programa de
amplificacdo consistiu de um ciclo inicial de 50°C por 2 minutos e 95°C por 10
minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Todos 0s

experimentos foram realizados em condicbes DNAse/RNAse free.

4.4.14 Preparacdo de lisado e analise de Western blotting

As células MCF-7 ap0s o periodo de tratamento pré-determinado foram lisadas
utilizando o tampéo de lise (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, nonidet P-40 a
1%, desoxicolato de sodio a 0,5% e SDS a 0,1%) na presenca de mistura de inibidores
de protease. As quantidades de proteina foram quantificadas com o reagente de ensaio
Bradford de Bio-Rad (Bio-Rad). Os extratos de proténa (50 ug) foram separados por
eletroforese num gel desnaturante de poliacrilamida-SDS de 10-12% e
electrotransferidos para membranas de nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas
durante 1 h com PBS contendo leite seco desnatado a 5% (p/v) e tween 20 a 0,1%,
lavadas trés vezes com PBS contendo Tween 20 a 0,1% e depois incubadas com
anticorpos primarios especificos p-ERK1/2 (Thr202/Tyr204), p-p38 (Thr180/Tyr182),
p-SAPK/INK (Thr183/Tyr185), caspase clivada 3 (Aspl75) e anti-B-actina
(8H10D10) (Cell Signalling Technology) utilizando uma dilui¢do de 1:1000 em PBS
contendo 5% (p/v) de BSA e 0,1% de tween 20. Apds lavagem, as membranas foram
incubadas com anticorpo secundario conjugado com HRP apropriado (Cell Signalling
Technology) (1:3000). As bandas imunorreativas foram visualizadas utilizando o

sistema de deteccdo ECL, tal como descrito pelo fabricante (GE Healthcare).
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4.5 AvaliacOes do potencial antitumoral in vivo

4.5.1 Animais

Um total de 44 camundongos C57BL/6 isentos de patdgenos especificos
(fémeas, 20-30 g) foram obtidos e mantidos em instalacbes do Instituto Gongalo
Moniz-FIOCRUZ / BA (Salvador, Bahia, Brasil). Os animais foram alojados em
gaiolas com acesso livre a alimentos e agua. Todos os animais foram mantidos sob um
ciclo luz-escuro de 12:12 h (luzes acesas as 6:00 da manhd). Os animais foram tratados
de acordo com os principios éticos para experimentacdo animal da SBCAL
(Associacdo Brasileira de Zootecnia Animal), Brasil. O Comité de Etica Animal da
Fundagcdo Oswaldo Cruz (Salvador, Bahia, Brasil) aprovou o protocolo experimental

(nimero 001/2013- Anexo I).

4.5.2 Protocolo experimental

O efeito antitumoral in vivo foi avaliado em camundongos C57BL/6 inoculados
com melanoma B16-F10 como previamente descrito por Costa et al. (2015). Células
tumorais (2x10° células por 500 pL) foram implantadas subcutaneamente na regiéo
axilar esquerda dos camundongos. Os animais foram divididos em cinco grupos
diferentes: grupo 1 - animais que receberam injec6es do veiculo (2% de DMSO + 2%
de kolifor em soro fisiologico, controle negativo, n = 9); Grupo 2 - animais que
receberam injec6es de doxorrubicina (0,5 mg/Kg/dia, controle positivo, n = 9); Grupo
3 - animais que receberam injecdes de solucdo de CNFD (10 mg/Kg/dia, n = 10);

Grupo 4 - animais que receberam injecOes de solugdo de CNFD (30 mg/Kg/dia, n = 8);
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Grupo 5 - animais que receberam injecdes de solucdo de CNFD (60 mg/Kg/dia, n = 8).
Os tratamentos foram iniciados um dia apds a inoculagdo do tumor. Os animais foram
tratados intraperitonealmente (200 uL por animal) uma vez por dia durante 13 dias
consecutivos. Amostras de sangue periférico foram colhidas a partir do plexo retro-
orbital sob anestesia para analise bioquimica e hematoldgica no dia 14, conforme
descrito abaixo. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, e 0s
tumores foram excisados e pesados. Os efeitos do farmaco foram expressos como

percentagem de inibicdo em relacdo ao controle.

4.5.3 Avaliacdo de parametros bioquimicos; hematolégicos e analise histolégica

Os efeitos toxicologicos sistémicos foram investigados conforme descrito
previamente por Costa et al. (2015). Os camundongos foram pesados no inicio e no
final do experimento. Os animais foram observados quanto a sinais de anormalidades
ao longo do estudo. Figados, rins, pulmdes e coracBes foram removidos, pesados e
examinados para detectar quaisquer sinais de lesfes graves ou alteracdes de cor e
hemorragia. As analises bioquimicas de amostras de soro foram realizadas utilizando
um rotor Vet-16 e quantificadas utilizando um sistema analitico de laboratdrio
(Hemagen Diagnostics Inc.). As analises hematologicas foram realizadas por
microscopia oOptica. Ap0s exame macroscopico, tumores, figados, rins, pulmdes e
coragdes foram fixados em tampé&o de formalina a 4% e incorporados em parafina. As
seccOes dos tecidos foram coradas com hematoxilina e eosina, e um patologista

realizou a analise sob microscopia optica.
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4.6 Andlise Estatistica

Os dados séo apresentados como média * erro padrdo da média e/ou Clsy e
seus intervalos de confianga de 95% (Cl 95%) obtidos por regressao ndo linear. As
diferencas entre os grupos experimentais foram comparadas através da analise de
variancia (ANOVA) seguida do teste de Student-Newman-Keuls (p <0,05). Todas as
andlises estatisticas foram realizadas usando GraphPad (Intuitive Software for Science,

San Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito citotoxico de CNFD em diferentes linhagens tumorais

Vérias linhagens de células tumorais foram tratadas com concentrac6es
crescentes de CNFD durante 24, 48 e 72 horas e analisadas por ensaio de alamar blue.
CNFD apresentou citotoxicidade contra todas as linhagens tumorais testadas,
mostrando valores de Clsp na escala de micromolar, que variaram de 7,25 uM para
células SK-MEL 19 (24 horas) a 0,63 uM para células MCF-7 (72 horas). As tabelas 1
e 2 mostram os valores de Clsy obtidos. A doxorrubicina foi utilizada como controle
positivo e também apresentou citotoxicidade contra todas as linhagens celulares
tumorais testadas.

Ao analisar a atividade citotoxica de CNFD sobre células normais de
fibroblasto humano (MRC5) foram encontrado valores de Clso que variaram de 4,39
UM e 3,76 UM nos tempos de 24 e 72 horas, respectivamente, mostrando que CNFD
apresentou-se menos toxico que a doxorrubicina, cuja Clsy foi de 3,90 uM e 0,14 UM,
nos mesmos tempos. Nos ensaios subsequentes foi utilizado o paclitaxel como
controle positivo, uma vez que se trata de um agente quimioterapéutico clinicamente
util devido a sua elevada citotoxicidade e vasto uso para induzir apoptose com alta
reprodutibilidade dos resultados. Os valores de Clsy de paclitaxel na linhagem MCF-7

foram mostrados na tabela 2.
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Tabela 1 - Atividade citotoxica de CNFD sobre linhagens de células neoplasicas e
em célula normal.

Linhagem 1Cs0 (M)

celular 24 horas 48 horas 72 horas
HCT116 3,13 (2,69 - 3,64) 3,01 (2,30 - 3,95) 1,17 (0,81 - 1,69)
MCF7 3,06 (2,77 - 3,37) 0,98 (0,27 - 1,08) 0,63 (0,58 - 0,69)
SK-Mel-19 7,25 (5,48- 9,61) 3,43 (3,14 - 3,75) 2,91 (2,68 - 3,17)
SK-Mel-28 2,28 (1,49 - 3,50) 3,04 (1,88 - 4,90) 2,72 (2,38 - 3,11)
SK-Mel-103 3,28 (2,15 — 5,01) 2,11 (1,63 - 2,73) 1,42 (1,33 - 1,52)
MESA/DX5 2,8 (2,26 - 3,47) 2,35 (1,98 — 2,75) 1,85 (1,82 - 1,89)
B16F10 3,77 (3,09 - 4,61) 1,24 (0,92 - 1,68) 1,52 (1,43 - 1,61)
MRC5 4,39 (2,64 - 7,31) 3,44 (3,13 - 3,77) 3,76 (3,38 — 4,18)

Os valores estéo representados como ICs (intervalo de confianga de 95%).

Tabela 2 - Atividade citotoxica de doxorrubicina sobre linhagens de células

neoplasicas e em célula normal e paclitaxel em células MCF7.

I1Cs0 doxorrubicina (uM)

Linhagem
celular 24 horas 48 horas 72 horas
HCT116 3,32 (1,83 - 6,02) 1,00 (0,78 - 1,27) 0, 52 (0,27 - 0,97)
MCF7 1,97 (0,95 - 2,09) 1,39 (0,56 - 2,45) 0,84 (0,50 - 1,43)
SK-Mel-19 1,2 (0,84 - 1,69) 0,72 (0,51 - 1,01) 0,10 (0,01 - 0,68)
SK-Mel-28 2,13 (1,70 - 2,67) 0,27 (0,17 - 0,42) 0,22(0,05 - 0,88)
SK-Mel-103 1,09 (0,33 - 3,52) 0,53 (0,35 - 0,80) 0,90 (0,29 — 1,80)
MESA/Dx5 8,23 (6,67 — 10,16) 3,91 (3,56 - 4,39) 0,42 (0,20 - 0,87)
B16F10 1,95 (1,71 - 2,22) 0,55 (0,29 - 1,05) 1,41 (1,23 -1,61)
MRC5 3,90 (3,15 -4,83) 1,00 (0,59 - 1,71) 0,14 (0,10-0,17)
I1Csp paclitaxel (UM)
Linhagem
celular 24 horas 48 horas 72 horas
MCF7 12,04 (10,72 - 14,91) 2,03 (1,10 - 3,72) 1,67 (1,61 -1,73)

Os valores estdo representados como ICs (intervalo de confianca de 95%).
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Com bases nos valores de Clsg, foram calculados os indices de seletividade (SI)

mostrados na tabela 3. Foi observado que os maiores indices de seletividade referiam-

se a linhagem MCF-7 com valores de 1,43; 3,51; 5,96 nos tempos de 24, 48 e 72

horas, respectivamente. Uma vez que as células MCF-7 foram especialmente sensiveis

ao efeito citotoxico do CNFD, foram realizados estudos adicionais com esta linhagem

celular.

Tabela 3 - Indice de seletividade (1S*) para o composto CNFD e doxorrubicina

Linhagem

indice de Seletividade

celular tumoral CNFD Doxorrubicina
24 horas | 48 horas | 72 horas | 24 horas 48 horas 72 horas

HCT116 1,40 1,14 3,21* 1,17 1,00 0,26
MCF7 1,43 3,51* 5,96 * 1,97 0,71 0,16
SK-Mel-19 0,60 1,00 1,29 3,25* 1,38 1,40
SK-Mel-28 1,92 1,13 1,38 1,83 3,70* 0,63
SK-Mel-103 1,33 1,63 2,64 * 3,57* 1,88 0,15
MESA/Dx5 1,16 1,46 2,03* 0,47 0,25 0,33
B16F10 1,16 2,77* 2,47 * 2,00* 1,81 0,09

*1S significativo para valores maiores ou iguais a 2

5.2 Efeito antiproliferativo de CNFD em células MCF-7

O ensaio de viabilidade com base na excluséo do corante azul de tripano foi

realizado com a finalidade de se confirmar o efeito citotdxico observado no ensaio do

alamar blue.

De acordo com a grafico 1 A, é possivel observar uma reducao

significativa do nimero de células viaveis a partir de 12 horas de incubacdo. Apos 24 e

48 horas, CNFD reduziu o nimero de células viaveis em 45% e 58% e 95% e 98%,

respectivamente, nas concentracdes de 3 UM e 10 uM, quando comparado ao controle
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negativo. Em contrapartida, ao analisar a porcentagem de células nao-viaveis, grafico
1 B, verificou-se um aumento significativo no tratamento de CNFD com 10 pM em

todos os tempos testados e em 3 UM apenas no tempo de 48 horas.
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Gréfico 1 - Efeito de CNFD na viabilidade de células MCF-7 de adenocarcinoma de mama
humano

(A) Numero de células viaveis (B) Nimero de células ndo-viaveis determinado pelo método de exclusdo
do corante azul de tripano ap6s 12, 24 e 48 h de incubagdo. Os dados apresentam a média + desvio
padrdo de trés experimentos independentes realizados em duplicata. *p < 0,05 quando comparado ao
grupo controle por ANOVA seguido por teste de comparacao multipla de Newman-Keuls.
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5.3 Efeito de CNFD sobre a morfologia de células MCF-7

Para estudar as alteragdes morfoldgicas das células de adenocarcinoma de
mama (MCF-7) , as células foram tratadas com CNFD nas concentragdes de 1; 3 e 10
UM e com paclitaxel (3 uM) durante 24 e 48 horas, posteriormente foram coradas com
hematoxilina e eosina e analisadas em microscopio oOptico. Foram analisados
parametros como forma, tamanho, alteracdes nucleares e citoplasmaticas.

Na figura 11 é possivel observar, as alteraces morfolégicas que ocorreram
apos 24 horas. Os grupamentos celulares apareceram mais frouxos e com células
isoladas; as células apresentaram formato redondo com ocoréncia de retracdo tanto
com reducdo da célula e do volume nuclear; intensa condensacdo e marginalizacao da
cromatina (picnose) e presenca de corpos apoptéticos, todas essas alteracbes
morfologicas sdo sugestivas de um processo apoptotico. As células tratadas com
paclitaxel apresentaram inimeras figuras de mitose.

Em 48 horas, foram observadas células com cromatina distribuida de forma
irregular, acumulando-se em grumos na membrana nuclear; sendo figuras tipicas de
cariorrexe com presenca de cariolise caracterizada pelo desparecimento do nucleo e da
cromatina. Em células tratadas com 3 uM e 10 uM de CNFD, foi possivel observar
perda do contetdo citoplasmatico. A presenca da forma poligonal pode ser
identificada pela ocorréncia de alguns detritos celulares. Essas alteragdes morfologicas

sdo inespecificas, porém sugere-se que se trata de um processo apoptético tardio.

24 horas 48 horas
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controle (DMSO)

Paclitaxel (3 pM)

CNFD

Figura 11 - Efeito de CNFD na morfologia de células MCF-7 de adenocarcinoma de mama
humano.

As células foram coradas com hematoxilina-eosina e analisadas por microscopia Optica apos 24 h e 48 h
de incubacdo com CNFD a diferentes concentracdes. O controle negativo foi tratado com o veiculo
(DMSO a 0,2%) utilizado para diluir a substancia testada. Foi utilizado paclitaxel (3 uM) como controle
positivo. As setas indicam as alteracBes observadas.
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5.4 Efeito de CNFD sobre a motilidade de células MCF-7

CNFD foi capaz de retardar a migracdo de células MCF-7 no ensaio de
cicatrizacdo de feridas. A capacidade das células para se moverem e repovoar a regiao
da ferida riscada foi suprimida por CNFD. Os registros fotograficos nos diferentes
tempos observados, conforme mostra a figura 12 A, pode-se observar que houve
inibicdo principalmente no tempo de 48 horas, quando comparados os valores das
distancias dos pocos tratados com o controle negativo. Na concentragdo de 0,5 uM, o
tratamento com CNFD reduziu o fechamento da ferida em 40% em comparagdo com

as células ndo tratadas (figura 12 B p < 0,05)

A

Controle

CNFD | O5HM
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Figura 12 - Efeito de CNFD na motilidade de células MCF-7 de adenocarcinoma de mama
humano.

(A) Fotografias do ensaio de cicatrizagdo de ferida (B) A migracdo relativa de cada amostra foi
calculada a partir da diferenca na area da regido da ferida ndo fechada medida entre 0 e 48 h em
comparacdo com as do controle ndo tratado. Os dados sdo apresentados como valores médios + desvio
padrdo. A partir de trés experiéncias independentes realizadas em duplicata. * p <0,05 em comparacédo
com controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls.

5.5 Efeito de CNFD na fragmentacdo de DNA internucleossomal de células
MCF-7

Para investigar melhor os mecanismos envolvidos na atividade citotoxica de
CNFD, o seu efeito na progressao do ciclo celular foi avaliado utilizando citometria de
fluxo. A Tabela 3 mostra a distribuicdo do ciclo celular obtida. O tratamento com
CNFD, em todas as concentragdes, resultou num aumento significativo no nimero de
células no sub-G1 em comparag¢do com o controle negativo (p <0,05). No controle, a
porcentagem de células correspondente as fases Go/G; foi de 42,2% e 36,6%, para a
fase S foi de 42,5% e 27,7%, para as fases G,/M foi de 14,9% e 26% nos tempos de 24
e 48 h, respectivamente. As células com fragmentacdo de DNA internucleossomal

(sub-G1) corresponderam a 0,4% e 9,7%, respectivamente, para 0S mesmos tempos.
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Para as células tratadas com CNFD, a percentagem de células correspondentes ao sub-
G1 foi 41,2% e 35,6% (1 uM), 38% ¢ 63,7% (3 uM) e 69,3% e 72,2% (10 pM) nos
tempos de 24 e 48 h, respectivamente, 0 que corresponde a uma maior fragmentacgéo
do DNA internucleossomal. O paclitaxel levou a detencdo do ciclo celular nas fases
Go/M.

Tabela 4 - Efeito de CNFD sobre a distribuicdo de DNA em células MCF-7 de
adenocarcinoma de mama humano apos 24 e 48 h de incubacao.

Tratamento Concentragéo Distribuicdo DNA (%)
(M)
sub-G; Go/Gs S Go/M

Ap0s 24 h de incubagéo
Controle negativo  0,2% DMSO 0,4+0,44 42,2+2,16 42,5+0,11 14,9+1,78
Paclitaxel 3 25,3+2,31* 13,3+1,30* 4,8+1,54* 56,6+3,51*
CNFD 1 41,2+0,97* 12,840,38* 31,7+1,12 14,4+161
3 38,0+£0,69* 10,8+1,5* 35,0+0,82 16,3+1,01

10 69,3+2,10* 13,5+1,66* 3,2+1,77* 14,020

Apos 48h de incubagéo
Controle negativo  0,2% DMSO 9,7¢1,36  36,6%5,32 27,748,61 26,0+4,65
Paclitaxel 3 9,5£1,67 14,0+1,65* 1,1+0,98* 75,4+4,03*
CNFD 1 35,618,04* 25,240,96* 23,6+2,76 15,6+4,78*
3 63,7x4,77* 20,0+7,20* 8,2+5,22* 8,1+2,80*
10 72,2+8,81* 10,945,31* 2,8+2,42* 14,2+6,13*

Os dados sdo apresentados como valores médios + desvio padrdo. A partir de trés
experiéncias independentes realizadas em duplicata. O controle negativo foi tratado
com o veiculo utilizado para diluir a substancia testada. Foi utilizado paclitaxel como
controle positivo. Dez mil eventos foram avaliados por experimento e os detritos
celulares foram omitidos da andlise. Cada fase foi calculada usando o programa
Flowjo v.10. * p <0,05 em comparagdo com controle negativo por ANOVA seguido
pelo teste de Student-Newman-Keuls.
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5.6 Efeitos de CNFD na inducéo de apoptose em células MCF-7

O perfil de morte celular foi avaliado a partir da externalizagdo da
fosfatidilserina. Os resultados do presente estudo conforme o grafico 2 A mostram que
o tratamento com CNFD resultou em um amento na porcentagem de células marcadas
com Anexina-V (quadrante inferior direito), no periodo de 24 horas. No gréafico 2 C é
possivel observar que o aumento foi significativo com a porcentagem de células
marcadas de 18,98%, 27,62%, 51,18% nas concentragGes de 1, 3 e 10 uM de CNFD
qguando comparadas com paclitaxel (20,17%) e com o controle n&o tratado, indicando
a ocorréncia de apoptose.

No periodo de 48 horas de tratamento com CNFD (gréfico 2 B) observou-se
que na concentracdo de 1 uM a porcentagem de células marcadas com anexina-V
manteve-se em torno de 18%, na concentracédo de 3 uM foi de 32,51% e em 10 pM foi
de 21,17%. Tal fato deve ter ocorrido devido ao aumento de células marcadas com a
dupla marcacdo de anexina-V + iodeto de propidio, caracterizadas como apoptose
tardia e 0 aumento de células marcadas somente com iodeto de propidio em 12% e
20% nas concentragdes de 3 e 10 UM, respectivamente, considerando estas células em

necrose (gréafico 2 D).
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Grafico 2 - Padrdo de morte celular induzido por CNFD em células MCF-7 de adenocarcinoma de
mama humano.

Células foram tratadas com diferentes concentragdes de CNFD por 24 e 48 horas e a externalizacdo da
fosfatidilserina foi determinada por citometria de fluxo. O controle negativo foi tratado apenas com o
veiculo utilizado para diluir as substancias. O paclitaxel foi usado como controle positivo (3 puM).
Painel A e B: Anélises de citometria de fluxo usando dupla coloracdo AnnexinV-FITC/PI. As células
em quadrante inferior direito (AnnexinV-FITC (+)/PI1 (-)) representa a populacdo apoptética; células no
quadrante superior direito (AnnexinV-FITC (+) / PI (+)) representa a populagdo em apoptose tardia e;
células no quadrante superior esquerdo (AnnexinV-FITC (-) / Pl (+)) representa a populacdo em
necrose. Dez mil eventos foram analisados em cada experimento. Painel C: Representagdo grafica do
efeito de CNFD na indugdo de apoptose. Painel D: Representacdo grafica do efeito de CNFD na
inducdo de necrose. Cada barra corresponde a média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes. * p < 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA (andlise da
variancia) seguido por teste de comparagdo multipla de Newman-Keuls.

v
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5.7 Efeito de CNFD na ativacgdo de caspases em células MCF-7

A fim de saber se a apoptose induzida pelo tratamento com CNFD era mediado
pela via extrinseca ou intrinseca, foram avaliadas a ativacdo das caspases-8 e 9. Os
dados apresentados no gréafico 3 A mostram que ndo houve alteracdo na ativacdo da
caspase-8.

Em contrapartida, o gréfico 3 B demonstra que houve ativacao significativa da
caspase-9 nas células tratadas com CNFD nas concentragdes de 1, 3 e 10 pM ap6s 24
horas, da mesma forma em que a droga de referéncia, paclitaxel a 3 pM também
promoveu a ativacdo da caspase-9. Estes resultados sugerem que CNFD pode induzir
apoptose pela via intrinseca, portanto, foram necessarios outros experimentos que
avaliassem parametros que confirmassem esta hipétese.

Além disso, observou-se aumento da expressdo da caspase 3 clivada no
tratamento com CNFD a concentragdes de 3 ¢ 10 uM apos 24 horas, a qual foi

analisada por western blotting, conforme mostra a imagem no grafico 3 C-D.
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Gréfico 3 - Efeito de CNFD na ativagédo de caspases em células MCF-7 de adenocarcinoma de
mama humano

(A-B) Atividade da caspase 8 e caspase 9 determinadas por kits de ensaio de protease colorimétricos.
(C) As anélises de Western blot de caspase-3 clivada a partir dos lisados celulares totais realizados
apos tratamento com CNFD e paclitaxel durante 24h. (D) Respostas (unidades arbitrérias) de caspase
3 clivada e sua respectiva beta-actina. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 0,2%)
utilizado para diluir a substancia testada. Foi utilizado paclitaxel (3 uM) como controle positivo. Os
dados sdo apresentados como valores médios + desvio padrdo. a partir de trés experiéncias
independentes realizadas em duplicata. * p <0,05 em comparagdo com controlo negativo por ANOVA
seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls.

5.8 Efeitos de CNFD sobre a producédo de EROs em células MCF-7

Uma das formas de induzir a morte celular por apoptose é através do aumento
de espécies reativas de oxigénio (EROs) intracelular. Sabe-se que as naftoquinonas
podem levar ao aumento de EROs em diversas linhagens tumorais (FARIAS et al.,
2014; GONG,; LI, 2011).

Para avaliar o possivel envolvimento de EROs no mecanismo de morte celular
induzido por CNFD, foi utilizada uma sonda fluorescente chamada DCF-DA (2'-7'-
diclorodihidrofluoresceina diacetato) e realizado ensaios de citometria de fluxo para
detectar os niveis intracelulares de EROs. Como apresentado no grafico 4, o
tratamento das células MCF-7 com CNFD nas concentragdes de 3 uM e 10 uM por 3
horas induziu de forma significativa em 30,27% e 35,77%, respectivamente, 0

aumento nos niveis de EROs, quando comparadas com o controle positivo H,0,
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(500uM) e a droga de referéncia paclitaxel (3uM) que foi de 50,03% e 29,05%,

respectivamente.
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Grafico 4 - Efeito de CNFD nos niveis de EROs intracelulares em células MCF-7 de
adenocarcinoma de mama humano.

As células foram tratadas com as concentracGes indicadas de CNFD, durante 3 horas. A producgdo de
EROs foi determinada por citometria de fluxo utilizando a DCF-DA. H,0, (500 uM) foi utilizado como
controle positivo. Dez mil eventos foram analisados em cada experimento. Cada barra corresponde a
média £ E.P.M de trés experimentos independentes. * p < 0,05 quando comparado com 0 grupo
controle negativo por ANOVA (anélise da variéncia) seguido por teste de comparacdo multipla de
Newman-Keuls

5.9 Efeitos de CNFD sobre a producdo de anion radial superéxido (O;*) em
células MCF-7

Com o intuito de investigar as espécies reativas de oxigénio geradas apos
tratamento com CNFD, avaliou-se a producéo de anion radical superoxido. Assim, as
células foram incubadas por 1, 3 e 6 horas com DMSO 0,1% (controle negativo),
paclitaxel a 3 UM (controle positivo) e CNFD nas concentracGes de 1, 3 e 10uM. A
figura 13 A, mostra que CNFD estimulou significativamente o aumento na producao
de anion radical superdxido em todas as concentracfes testadas e no periodo de tempo
determinado, quando comparados ao controle negativo. Por outro lado, o paclitaxel
utilizado como droga de referéncia ndo induziu a produgdo de anion superéxido nas

condicdes de concentracdo e tempo definido. As imagens (figura 13 B) revelam a
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Figura 13 - Efeito de CNFD sobre a producédo de O,* em células MFC-7 de adenocarcinoma de mama
humano.
(A) As células foram tratadas com os compostos e incubadas com solucéo de 0,1% de NBT por um periodo de 1,
3 e 6 horas. Os cristais de formazan foram solubilizados e a absorbancia do sobrenadante foi determinada a 560
nm em espectrofotdmetro. (B) As imagens foram obtidas por microscopio invertido e mostram os cristais de
formazan, resultantes da reducdo do NBT pelo superéxido. Os valores correspondem a média + desvio padréo.
de trés experimentos independentes realizados em triplicata. * P < 0,05 quando comparado com o grupo controle
negativo por ANOVA (analise da variancia) seguido por teste de comparagdo multipla de Newman-Keuls.
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5.10 Efeitos de CNFD sobre a producéo de 6xido nitrico em células MCF-7

O 6xido nitrico é um radical livre produzido por uma variedade de células e esta
envolvido em processos fisiologicos, tais como controle de infeccdes e regulacdo da
citotoxicidade mediada por células. Todavia, o descontrole na sintese de NO esta
envolvido na patogénese de doencas cardiovasculares, inducdo do cancer,
genotoxicidade e inflamacdo (LOBO et al., 2010).

No ensaio realizado com a linhagem MCF-7, o grafico 5 mostra que CNFD nao
induziu a producéo de 6xido nitrico, nas concentracdes e no intervalo de tempo testado,
portanto, o éxido nitrico ndo participa da morte celular mediado por EROs, hipotese que

foi sendo investigada como acdo de CNFD.
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Gréfico 5 - Efeito de CNFD sobre a producdo de NO em células MCF-7 de adenocarcinoma de mama
humano

As células foram tratadas com os compostos e incubadas por um periodo de 1, 3 e 6 horas. A concentracdo de
nitrito foi determinada utilizando a reacdo de Griess, em espectrofotdmetro a 560 nm, com base em curvas
padrdes utilizando diferentes concentracdes de NaNOs. Os valores correspondem a média +desvio padrdo de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. *p < 0,05 quando comparado com o grupo controle
negativo por ANOVA (analise da variancia) seguido por teste de comparagdo multipla de Newman-Keuls.
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5.11 Efeito de CNFD com o co-tratamento utilizando o antioxidante N-
acetilcisteina (NAC) em célula MCF-7

A morte celular induzida por CNFD foi evitada quando as células foram co-
tratadas com o antioxidante N-acetilcisteina (NAC). Nos graficos 6 A-B, pode-se
comparar os efeitos de CNFD sozinho e quando adicionado NAC e foi possivel
observar 0 aumento da sobrevivéncia celular em 18,0% e 12,1% (CNFD - 3 uM), 33,7%
e 9,4% (CNFD - 10 uM) ap0s tratamento de 24 h e 48 h, respectivamente. Assim, 0S
dados demonstram que CNFD induz efeito citotoxico pela geracdo de espécies reativas

de oxigénio, porém ndo é o unico mecanismo pelo qual o CNFD promove a morte

celular.
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Gréfico 6 - Efeito de CNFD na inducdo de morte celular com o co-tratamento utilizando o
antioxidante N-acetilcisteina (NAC) em células MCF-7 de adenocarcinoma de mama humano.

(A) Viabilidade celular determinada pelo método de exclusdo do corante azul de tripano apés 24 e 48 h de
incubacdo com CNFD sozinho. (B) Viabilidade celular apés co-tratamento com 10 mM de NAC durante
60 minutos antes do tratamento com CNFD a diferentes concentragfes durante 24 a 48 h. Os dados s&o
apresentados como valores médios + desvio padrédo, a partir de trés experiéncias independentes realizadas

em duplicata. * p <0,05 em comparacdo com controlo negativo por ANOVA seguido pelo teste de
Student-Newman-Keuls.
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5.12 Avaliagdo do efeito de CNFD sobre a despolarizacdo da membrana
mitocondrial em células MFC-7

Sabe-se que a perda do potencial da membrana mitocondrial € um dos primeiros
eventos que ocorrem durante a apoptose. Assim investigou-se se o efeito citotoxico de
CNFD pode estar relacionado a esse evento bioquimico. O potencial transmembranico
mitocondrial foi determinado pela probe fluorescente JC-1 e analisado por citometria de
fluxo. Como mostrado no grafico 7, CNFD induziu a despolarizacdo mitocondrial em
células MCF-7, sugerindo a morte celular por apoptose intrinseca dependente da
mitocondria (gréfico 7A). A despolarizacdo mitocondrial ocorreu em 44% e 64% das

células nas concentragdes de 3 e 10 uM, respectivamente (grafico 7 B).
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Gréfico 7 - Efeito de CNFD sobre a despolarizacdo da membrana mitocondrial em células MCF-7
de adenocacinoma de mama humano

As células foram tratadas com as concentraces indicadas de CNFD, durante 24 horas e o potencial
transmembrénico foi determinado por citometria de fluxo. (A) Histogramas representativos que mostram
a percentagem de despolarizagdo mitocondrial. (B) Quantificacdo do potencial de membrana mitocondrial
utilizando sonda JC-1. O controle negativo foi tratado apenas com o veiculo utilizado para diluir as
substancias. O paclitaxel (3 pM) foi usado como droga de referéncia e o FCCP (100 pM) como controle
positivo do teste. Dez mil eventos foram analisados em cada experimento. Os valores correspondem a
média £ desvio padrdo. de trés experimentos independentes, em duplicatas.* p < 0,05 quando comparado
com o grupo controle negativo por ANOVA (anélise da variancia) seguido por teste de comparagdo
multipla de Newman-Keuls

5.13 Efeito de CNFD na expressdo de genes relacionados a carcinogénese em
células MCF-7

O efeito do CNFD sobre a expressdo de genes envolvidos em diferentes
mecanismos celulares, incluindo proliferacdo celular, ciclo celular, apoptose, metéstase
e angiogénese, foi detectado usando o TagMan® Array Human Molecular Mechanisms
of Cancer. A tabela 4 mostra 0s genes que apresentaram aumento e diminui¢do da
expressdao em células MCF-7 tratadas com CNFD. Os genes 18S e HPRT1 foram
utilizados para a normalizacdo da expressdo génica. Os genes foram considerados para
ser regulados positivamente se RQ > 2, o que significa que a expressdo do gene em
células tratadas com CNFD foi pelo menos duas vezes mais se comparado com o
controle negativo. De forma semelhante, considerou-se que os genes estavam regulados
negativamente se RQ < 0,5, o que significa que a expressao do gene em ceélulas tratadas

com CNFD era metade ou menos da metade do que em celulas do controle negativo.
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Tabela 5 - Efeito de CNFD sobre a expressao de genes relacionados a carcinogénese
em células MCF-7 de adenocarcinoma de mama humano.

Gene Descricdo RQ
simbolo CNFD _Paclitaxel
Genes com regulagdo negativa - RQ <0,5 quando comparado ao controle DMSO

AKT1 V-AKT murino timoma viral oncogene homologo 1 0,236 0,250
BCAR1 Cancer de mama anti-estrogeno resisténcia 1 0,328 0,123
BCL2 CLL de células B/ linfoma 2 0,000 0,219
BID Agonista de morte no dominio de interagdo BH3 0,2939 0,000
CASP9 Caspase 9, cisteina peptidase relacionada com a apoptose 0,000 0,000
CCND1 Ciclina D1 0,386 0,687
CCND2 Ciclina D2 0,000 0,000
CDH1 Caderina 1, tipo 1 0,000 0,000
CDK?2 Cinase dependente de ciclina 2 0,456 0,392
CDKN1B Inibidor de cinase dependente de ciclina 1B (p27, Kip1) 0,500 0,520
CDKN2A Inibidor de cinase dependente de ciclina 2A 0,000 0,000
CDKN2B Inibidor de cinase dependente de ciclina 2B (p15, inibe CDK4) 0,000 0,000
COL1A1 Colageno, tipo |, alfa 1 0,000 0,000
DVL1 Proteina de polaridade do segmento desalinhado 1 0,260 0,289
E2F1 fator de transcricdo E2F1 0,347 0,374
EGFR Receptor do fator de crescimento epidérmico 0,358 0,475
ELK1 ELK1, membro da familia de oncogenes ETS 0,424 0,326
FADD Fas (TNFRSF6) - associado via dominio de morte 0,354 0,000
FASLG Fas (superfamilia de TNF, membro 6) 0,000 0,000
FGF2 Fator de crescimento fibroblastico 2 0,180 0,000
FzD1 Classe frizzled receptor 1 0,143 0,224
GRB2 Proteina 2 ligada ao receptor do fator de crescimento 0,307 0,357
HGF Fator de crescimento de hepatécitos (hepapoietina A, fator de 0,000 0,000
dispersao)
HRAS Harvey rato sarcoma viral oncogene homologo 0,000 0,000
IGF1 Fator de crescimento semelhante a insulina 1 (somatomedina C) 0,000 0,000
ITGA2B | Integrina, alfa 2b (glicoproteina plaquetaria I1b do complexo Ilb / 0,000 0,000
Illa, antigénio CD41)
ITGAV Integrina, alfa V 0,359 0,233
ITGB1 Integrina, beta 1 (receptor de fibronectina, polipéptido beta, 0,447 0,392
antigenio CD29 inclui MDF2, MSK12)
KDR Receptor de dominio de insero de quinase 0,000 0,000
KIT V-kit Hardy-Zuckerman 4 homoélogo do oncogene viral do 0,000 0,000
sarcoma felino
KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene homologo 0,484 0,327
LEF1 Fator 1 de ligacdo do intensificador linfoide 0,323 0,205
MAP3K5 Proteina ativada por mitdgeno quinase, quinase, quinase 5 0,280 0,423
MAPK1 Proteina quinase ativada por mitogeno 1 0,453 0,343
MAPK14 Proteina quinase ativada por mitogeno 14 0,162 0,333
MAPK3 Proteina quinase ativada por mitégeno 3 0,300 0,147
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Continuacéo da Tabela n° 5:
Gene simbolo Descricéo RQ
CNFD  Paclitaxel
MDM?2 MDMZ2 proto-oncogene, E3 ubiquitina proteina ligase 0,366 0,408
NRAS Neuroblastoma RAS oncogene viral homologo 0,231 0,805
PIK3CA Fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-quinase 0,185 0,263
subunidade catalitica alfa
PIK3R1 Fosfoinositide-3-quinase regulador subunidade 1 0,173 0,419
(alfa)
PTK2 Proteina tirosina quinase 2 0,305 0,526
PTK2B Proteina tirosina quinase 2 beta 0,000 0,000
RELA 0,000 0,000
RHOA Ras membro familiar homologo A 0,0000 0,0000
SOS1 Edicdo do homologo sem série 1 (Drosophila) 0,417 0,870
TCF3 Fator de transcricdo 3 0,226 0,252
TP53 Proteina tumoral p53 0,000 0,000
Genes sem alteracdo na expressdo - RQ > 0,5 < 2 quando comparado ao controle DMSO
ABL1 proto-oncogene 1 de ABL, néo receptor de tirosina 1,582 1,922
cinase
AKT2 V-AKT murino timoma viral oncogene homologo 2 0,915 0,578
APC Polipose adenomatoso coli 0,709 0,321
BAX Proteina X associada a BCL2 0,916 0,191
BCL2L1 BCL2-like 1 0,725 0,624
BCL2L11 BCL2-like 11 (facilitador de apoptose) 0,874 0,959
BRAF B-Raf proto-oncogene, serina / treonina cinase 0,715 0,911
CASP8 Caspase 8, cisteina peptidase relacionada com a 0,715 0,907
apoptose
CCND3 Ciclina D3 1,063 0,734
CCNE1 Ciclina E1 0,630 0,503
CDC42 Ciclo de diviséo celular 42 1,488 0,964
CDK4 Cinase dependente de ciclina 4 0,992 0,891
CRK V-CRK virus do sarcoma aviario CT10 oncogene 0,652 0,517
homologo
CTNNB Catenina (proteina associada a caderina), beta 1,88 0,563 0,588
kDa
CYCS Citocromo C, somatico 0,000 0,000
ERBB2 Erb-b2 receptor tirosina quinase 2 0,600 0,728
FAZ Fas receptor da morte da superficie celular 0,634 0,000
FN1 Fibronectina 1 0,828 0,598
FYN FYN proto-oncogene, Src familia tirosina quinase 0,856 0,853
GSK3B Glicogénio sintase quinase 3 beta 0,877 0,481
GUSB Glucuronidase, beta 1,500 0,657
IGF1R Receptor do fator 1 de crescimento tipo insulina 0,526 0,526
ITGB3 ITGB3 integrina, beta 3 (glicoproteina plaquetaria 0,643 0,461
I1la, antigénio CD61)
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Gene simbolo Descricéo RQ
CNFD Paclitax
el

JUN Proto-oncogene jun 1,799 0,934

MAP2K1 Quinase cinase 1 ativada por mitogénio 0,856 0,981

MAPKS Proteina quinase 8 ativada por mitogénio 0,591 0,745

MYC V-myc myelocytomatosis aviario oncogene viral 0,689 0,588

homélogo
NFKB1 Fator nuclear do promotor do gene polipeptidico leve 0,718 0,701
kappa nas células B 1
NFKB2 Factor nuclear do promotor do gene polipeptidico leve 0,825 1,641
kappa em células B 2 (p49 / p100)
NFKBIA Fator nuclear do promotor do gene polipeptidico leve 0,507 0,694
kappa no inibidor das células B, alfa

PTEN Fosfatase e tensina 0,603 0,268

RAF1 proto-oncogene Raf-1, serina / treonina cinase 0,904 1,773

RB1 Retinoblastoma 1 0,719 0,468

SHC1 SHC (dominio de homologia Src contendo 2) proteina 0,643 1,243

transformadora 1

SMADA4 SMAD membro da familia 4 0,722 0,964

SPP1 Fosfoproteina 1 segregada 1,586 0,873

SRC SRC proto-oncogene, ndo-receptor tirosina quinase 1,540 1,698

TGFB1 Fator de crescimento transformante, beta 1 0,645 1,236

TGFBR1 Fator de crescimento transformante, receptor beta 1 0,502 1,961

TGFBR2 Fator de crescimento transformante, receptor beta Il 0,637 0,565

VEGFA Fator de crescimento endotelial vascular A 1,227 1,283

Genes com regulacgo positiva - RQ > 2 quando comparado ao controle DMSO

CDKN1A Inibidor de cinase dependente de ciclina 1A (p21, Cipl) 3,0829 2,0539

FOS Fos proto-oncogene, AP-1fator de transcri¢gdo subunidade 5,2459 1,7519
MAX MY C associado ao fator X 3,2269 122.650,

406
RAC1 Substrato 1 de toxina botulinica C3 relacionado com ras 2,5859 1,0620

(Familia RHO, pequena proteina de ligacdo a GTP Racl)

As células MCF-7 foram tratadas com 3 uM de CNFD ou paclitaxel durante 12 h. Apds o tratamento, 0 RNA
total foi isolado e transcrita inversamente. A expressdo génica foi detectada utilizando a placa TagMan® Array
Human Molecular Mechanisms of Cancer 96. Os genes 18S e HPRT1 foram utilizados como gene enddgeno
para normalizacdo. Os valores representam a quantificacdo relativa (RQ) em comparacdo com o calibrador
(controle negativo, DMSO a 0,2%, RQ = 1,00). Os genes foram considerados regulados positivamente se RQ > 2
e foram considerados regulados negativamente se RQ < 0,5.

Na expressdo génica de ciclinas (CCNDs), as moléculas que estdo envolvidas na

progressao do ciclo celular (LIM; KALDIS, 2013), foi observada baixa regulacdo de CCND1

(RQ = 0,386) apds tratamento com CNFD, enquanto que o controle positivo, paclitaxel, ndo

foi capaz de reduzir a expressdo deste gene (RQ = 0,687). Nos tumores, a amplificacdo e
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hiperativacdo das quinases dependentes de ciclina (CDKs) € um dos mecanismos que
contribui para a desregulacdo do ciclo celular, culminando na proliferacdo celular
(PEYRESSATRE et al., 2015). Os tratamentos com CNFD e pacitaxel causaram uma sub-
regulacdo de CDK2 (CNFD RQ = 0,456, paclitaxel RQ = 0,392). Aléem disso, o inibidor de
quinase dependente de ciclina 1A (CDKNZ1A) foi regulado positivamente em células tratadas
com CNFD (RQ = 3,083), ao passo que foi superior ao tratamento com paclitaxel (RQ =
2,054).

As familias MAPK desempenham um papel importante em programas celulares
complexos como proliferacdo, diferenciacdo, desenvolvimento, transformacdo e apoptose
(ZHANG; LIU, 2002). O tratamento com CNFD e paclitaxel reduziu a expressao de
oncogenes importantes desta familia, incluindo MAPK1 (CNFD RQ = 0,453, RQ paclitaxel =
0,343), MAPK3 (CNFD RQ = 0,300, RQ paclitaxel = 0,147), MAPK14 (CNFD RQ = 0,162,
paclitaxel RQ = 0,333) e MAP3K5 (CNFD RQ = 0,281, paclitaxel RQ = 0,423).

A familia RAS é composta de oncoproteinas GTPases, que participam na regulacao de
vias envolvidas no crescimento celular e motilidade (CASTELLANO; DOWNWARD, 2011).
SOS1, um membro desta familia, teve uma baixa regulacdo em células tratadas com CNFD
(RQ = 0,417), enquanto paclitaxel ndo alterou a expressdo deste gene (RQ = 0,870). Além
disso, o tratamento com CNFD e paclitaxel inibiu a expressdo do gene RHOA (CNFD RQ =
0,0, paclitaxel RQ = 0,0), que codifica uma proteina envolvida na motilidade celular.

Os tratamentos com CNFD e paclitaxel também causou uma diminui¢do na expressao
de genes relacionados com a sobrevivéncia da célula, como tal AKT1 (CNFD RQ = 0,236;
paclitaxel RQ = 0,251), PIK3R1 (CNFD RQ = 0,173; paclitaxel RQ = 0,419) e PIK3CA
(CNFD RQ = 0,185, paclitaxel RQ = 0,263). As células tratadas com paclitaxel apresentaram
menor expressdo do gene anti-apoptotico BCL2 (RQ = 0,219), enquanto que no tratamento

com CNFD, ndo foram detectados transcritos para este gene; contudo, o gene BID pro-
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apoptotico, antagonista de BCL2, teve a expressdao diminuida nas células tratadas com CNFD
(RQ =0,294) e ndo foi detectado em células tratadas com paclitaxel.

O tratamento com CNFD também induziu a regulagéo positiva dos genes FOS (RQ =
5,24) e MAX (RQ = 3,22). FOS é relacionado a resposta imediata e é rapidamente expresso
(BAHRAMI; DRABLOS, 2016), enquanto o gene MAX é capaz de formar homodimeros e
heterodimeros com membros da familia, que incluem MAD, MXL1 e MYC, esses dimeros
transcritos ativos podem promover a proliferacédo celular, bem como a apoptose (BANERJEE;

HU; GOSS, 2006).

5.14 Efeito de CNFD na ativacdo das vias de sinalizacdo das MAPKSs: p-38, JNK e
ERK1/2

Em seguida, foi explorado as vias de transducdo de sinal subjacentes a apoptose
induzida por CNFD. ERK1/2 sdo preferencialmente ativados por fatores de crescimento,
enquanto que a proteina quinase NH,-terminal de JNK e a p38 sdo preferencialmente ativadas
por sinais indutores de stress celular, tais como stress oxidativo, stress ambiental e insultos
quimicos toxicos (SUI et al., 2014). Assim, estudou-se cuidadosamente se a apoptose mediada
por CNFD era regulada por proteinas quinases ativadas por stress, JNK e p38. Determinou-se
o0 efeito de CNFD sobre as agdes das MAPKs: JNK, p38 e ERK1/2. A Figura 14 mostra a
fosforilagdo de JNK, p38 e ERK1/2 em células MCF-7 tratadas com CNFD num curto
periodo de tempo (15-45 min) mostrando uma diferenca significativa quando comparadas
com o controle ndo tratado. O aumento dos niveis de proteina fosfo-p38 e fosfo-JNK em
células MCF-7 tratadas com CNFD atingiu um pico aos 30 minutos ap0s o tratamento,
posteriormente 0s niveis comegaram a diminuir gradualmente, enquanto o seu efeito na

inibicdo de ERK1/2 ocorreu apds 45 minutos com o tratamento com CNFD. Assim, 0s
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resultados mostraram que a exposicdo de células MCF-7 a CNFD resultou numa rapida

ativacdo das vias de sinalizacdo JNK e p38 e diminuicdo da via de sobrevida ERK1/2,
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Figura 14 - Efeito de CNFD na expressdo de fosfo-MAP quinases em células MCF-7 de adenocarcinoma
de mama humano.

(A) As andlises de transferéncia de western blotting de fosfo-p38, fosfo-JNK e fosfo-Erk1/2 dos lisados celulares
totais foram realizadas apds tratamento indicado por CNFD (3 uM) e Paclitaxel (3 uM). (B) Respostas (unidades
arbitrérias) de fosfo-p38 e sua respectiva beta-actina. (C) Fosfo-JNK e sua respectiva beta-actina. (D) Fospo-
ERK 1/2 e a sua respectiva beta-actina. Topo: imagem digitalizada de uma das trés experiéncias separadas.
Abaixo: resumo semi-quantitativo de trés experimentos separados usando valores obtidos por analise
densitométrica usando o software Image J. * p <0,05 em comparagdo com controlo negativo por ANOVA
seguido por Student-Newman-Keuls



5.15 Efeito antitumoral de CNFD em modelo murino de melanoma experimental

90

Os camundongos C57BL6 foram inoculados subcutaneamente com células de

melanoma B16-F10 e tratados (intraperitonealmente) diariamente durante 13 dias

consecutivos com CNFD para investigar a sua atividade antitumoral in vivo. A tabela 6

apresenta o peso dos tumores e o percentual de inibicdo observado apds o tratamento com

CNFD. Pode-se observar que o crescimento tumoral in vivo apresentou inibicdo de 46,8%,

50,7% e 52,9% nas doses de 10, 30 e 60 mg/Kg/dia, respectivamente. O controle positivo da

doxorrubicina na dose de 0,5 mg/kg/dia inibiu o crescimento tumoral em 24%. Vale ressaltar,

que apesar da dose de doxorrubicina utilizada ser menor que as doses de CNFD, esta é uma

dose considerada segura, pois doses maiores de doxorrubicina sdo tdxicas aos animais.

Tabela 6 - Efeito de CNFD sobre a massa tumoral em camundongos inoculados com

células B16F10

Tratamento Dose Sobrevida Tumor Inibicdo
(mg/Kg) (9) tumoral (%)
Veiculo - 9/10 4,89+2,69 -
Doxorrubicina 0,5 9/10 3,72+1,93* 24,0
CNFD 10 10/10 2,60+0,82* 46,88
CNFD 30 8/10 2,41+£0,72* 50,71
CNFD 60 8/10 2,30+0,80* 52,95

Os valores do tamanho tumoral correspondem a média + desvio padrdo. O controle negativo foi tratado com o
veiculo (salina + DMSO 2% + 2% Koliffor) utilizado para solubilizar e diluir as substancias testes. A
doxorrubicina foi usada como controle positivo. *p < 0,05 quando comparado ao grupo controle negativo por

ANOVA (andlise de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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5.16 Efeito de CNFD sobre a massa corpOrea e massa Umida dos orgdos e nos
parametros hematolégios e bioquimicos de camundongos inoculados com células
B16F10

O efeito toxico sisttmico de CNFD em camundongos inoculados com células B16F10
foi avaliado apds 13 dias de tratamento diario. A tabela 7 apresenta os resultados encontrados
em relagdo a massa corpoOrea e massa Umida dos 6rgdos dos animais tratados. Nenhuma
diferenca foi encontrada na massa corpdrea final dos animais tratados quando comparados
com o grupo controle. Em relagcdo a massa Umida dos 6rgéos (figado, rins, pulmé&o e coracao),
também ndo foram observadas alteracfes significantes (p > 0,05). A tabela 8 apresenta 0s
resultados encontrados em relacdo aos parametros hematoldgicos. Contudo, ndo foram
encontradas diferencas entre os grupos em relacdo a quantidade de eosinofilos, basofilos,
neutrdfilos, linfocitos e mondcitos. Em relacdo aos parametros bioquimicos, ndo foram
encontradas alteracGes significantes nos niveis plasméaticos dos pardmetros bioquimicos

analisados em nenhum dos grupos tratados, conforme mostra a tabela 9.
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Tabela 7 - Efeito de CNFD sobre a massa corporea e a massa Umida dos 6rgaos de camundongos inoculados com células B16F10

Tratamento Dose N Figado Rins Pulméao Coracao Peso inicial Peso Final
(mg/Kg/dia) (9/100g de (9/100g de (9/100g de (9/100g de (9) (9)
massa massa massa massa
corpdrea) corpdrea) corpdrea) corpdrea)
Veiculo - 9 4,23+0,45 1,03+0,20 0,54+0,05 0,39+0,04 17,15+1,20 21,83+2,04
Doxorrubicina 0,5 9 4,86+0,97 0,99+0,17 0,65+0,08 0,39+0,06 17,05+1,75 20,94+1,82
CNFD 10 10 4,69+0,50 1,05+0,28 0,59+0,05 0,41+0,06 16,85+1,63 22,85+1,24
CNFD 30 8 4,81+0,83 1,28+0,20 0,56+0,18 0,45+0,12 20,15+1,17 21,85+1,87
CNFD 60 8 4,63+0,87 1,03+0,09 0,66+0,05 0,47+0,08 13,5+1,58 15,81+0,99

Os valores correspondentes a média + desvio padrdo. O controle negativo foi tratado com o veiculo (salinat DMSO 2% + Koliffor 2%)
utilizado para solubilizar e diluir as substancias testes. A doxorrubicina foi usada como controle positivo.

Tabela 8 - Efeito de CNFD sobre os parametros hematolégicos de sangue periférico de camundongos inoculados com células B16F10

Dose N Eritrocitos  CcUcocitos Contagem diferenciada de leucécitos (%6)
Tratamento . 6 - totals
(mg/Kg/dia) (10° cel./uL) (10° cél./uL)  Basofilos Eosindfilos Neutrofilos Linfécitos Mondcitos

Veiculo - 9 4,06+0,80 2,70+2,03 0,0+0,0 0,2+0,44 25,8+4,26 71,6+2,60 2,4+2,50
Doxorrubicina 0,5 9 3,73+0,57 2,96+1,02 0,0+0,0 0,0+0,0 27,6+5,54 71,6+6,54 0,8+1,09
CNFD 10 10 3,72+1,56 2,34+5,53 0,0+0,0 0,2+0,44 27,0+6,28 68,8+6,76 4,0+1,87
CNFD 30 8 3,67+2,27 2,44+6,69 0,0+0,0 0,0+0,0 31,0£9,84  67,6+10,06 1,4+2,60
CNFD 60 8 3,00+0,82 3,35+1,73 0,0+0,0 0,2+0,44 29,0£13,3 66,8+10,8 4,0+£2,0

Os valores correspondem a média + desvio padrdo. O controle negativo foi tratado com o veiculo (salinat DMSO 2% + Koliffor 2%)
utilizado para solubilizar e diluir as substancias testes. A doxorrubicina foi usada como controle positivo. *p < 0,05 quando comparado ao
grupo controle negativo por ANOVA (anélise de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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Tabela 9 - Efeito de CNFD sobre os parametros bioquimicos de sangue periférico
de camundongos inoculados com células B16F10

Parametro Veiculo Doxorrubicina CNFD CNFD CNFD
0,5 mg/Kg/dia 10 mg/Kg/dia  30mg/Kg/dia 60 mg/Kg/dia
n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
TGP (ALT) 146,0+49,93 120,4+38,27 95,6+27,75 90,8+45,0 116,6+28,58
Gama-GT 13,245,80 12,4+7,73 7,6+£2,30 7,0+£1,58 10,6+3,50
Fosfatase alcalina 32,4+9,23 30,2+3,42 26,045,0 29,6+7,23 34,4+8,90
Bilirrubina total 0,2+0,07 0,1+0,09 0,12+0,04 0,22+0,08 0,2+0,1
Amilase 1426,2+168,89 1853,4+303,43  1857,4+384,10 2178,2+533,39 1834,25+483,76
BUN (uréia nitrogenada) 24,98+5,11 26,78+4,27 33,3849,23 59,18+27,42 22,18+8,45
Creatinina 0,62+0,04 0,64+0,11 0,68+0,17 0,82+0,19 0,6+0,07
BUN/Creatinina 40,1846,91 32,1+8,76 52,4+21,17 73,48+30,47 37,82+17,49
Glicose 195,0+36,04 156,6+32,05 128,2+49,32 177,78+46,46 173,25+59,63
Fosforo 13,0+2,27 15,32+1,10 15,38+2,16 13,62+2,89 16,04+2,49
Calcio 8,9+1,10 9,67+1,90 9,32+1,68 9,34+1,39 8,18+1,03
Ac. Urico 1,05+0,07 1,30+0,14 1,85+0,88 1,36+0,28 1,10+0,42
Colesterol 74,25+£22,17 109,0+29,81 79,6+21,86 80,2+14,97 91,6+21,38
Albumina 2,48+0,16 3,2+0,57 2,96+0,36 3,06+0,27 2,84+0,47
Proteinas totais 2,50+0,28 2,90+0,55 3,1+0,50 3,02+0,23 2,25%0,05

Os valores correspondem a média + desvio padrdo. O controle negativo foi tratado com
o veiculo utilizado para solubilizar e diluir as substancias testes. A doxorrubicina foi
usada como controle positivo.



94

5.16.1 Andlises histoldgicas dos tumores e drgédos relacionados ao metabolismo de

farmacos

Todas as analises foram realizadas através de microscopia de luz, nos aumentos
finais de 4x, 100x, 200x e 400x (quando necessario). Além da coloracdo de rotina
(H/E), os cortes de figado foram submetidos a coloracdo pelo PAS, de forma a
demonstrar que os vacUolos citoplasmaticos observados nos cortes tratavam-se
efetivamente de degeneracéo hidrdpica e ndo "arraste de glicogénio™.

Em cada grupo, foram analisados os tumores e 6rgdos de 5 animais, sendo que
as descricOes abaixo consideram a totalidade das alteracfes encontradas em cada grupo.

Tumor: Em todos os grupos analisados, observou-se presenca de neoplasia
maligna cujas células tumorais exibem intenso pleomorfismo, variando de ovais a
poliédricas, arranjadas em pequenos aglomerados ou raros corddes de células. Estas
células exibiram ainda cromatina grumosa, abundante, bem como citoplasma volumoso
e pigmento melanico intracelular sendo um achado frequente. Mitoses atipicas foram
visualizadas. O estroma, por sua vez, era escasso, porém bem vascularizado, exibindo
muitos vasos congestos e areas de inflamagdo. Em todos 0s grupos, observou-se invasdo
muscular.

Nos grupos tratados com CNFD (10, 30 e 60 mg/Kg/dia) e doxorrubicina, foi
visualizada extensa necrose tumoral, inflamagdo e inclusive &reas de microabcesso.
Além disso, no grupo CNFD 60 mg/Kg/dia, as células tumorais pareciam arranjadas de
forma mais organizada e o tumor estava mais delimitado.

Figado: O controle negativo foi tratado com o veiculo (salina) + DMSO 2% +
Koliffor 2%. De forma geral, observou-se uma desestruturacdo arquitetural em todos os

figados analisados, inclusive com dilatacdo dos vasos que compdem o sistema porta.
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Outros achados bem evidentes e frequentes foram: necrose de coagulacdo centro-
lobular, congestéo, inflamacéo e degeneracdo hidrépica. Ressalta-se que estas alteracfes
foram importantes, dispersas pelo 6rgao e proeminentes.

No grupo tratado com o controle positivo doxorrubicina (0,5 mg/Kg/dia), o
tecido hepéatico também encontrava-se com a sua anatomia comprometida, sendo
observada necrose de coagulacdo, inflamagdo mista, congestdo e degeneracdo hidropica.
Esses eventos estavam distribuidos de forma dispersa pelo 6rgdo. Ressalta-se que, dos 5
animais analisados, trés mostravam esses aspectos mais proeminentes.

No grupo tratado com CNFD (10 mg/Kg/dia), a arquitetura do tecido hepatico
estava mais preservada. Contudo, necrose de coagulacao, inflamacdo aguda, congestédo e
degeneracdo hidrdpica foram observadas nos figados deste grupo. Ressalta-se que as
alteracdes histologicas observadas foram mais discretas quando comparadas aos grupos
controle negativo, doxorrubicina, CNFD (30 e 60 mg/Kg/dia).

No grupo tratado com CNFD (30 mg/Kg/dia), as alteracGes histologicas
(necrose, inflamacgdo, congestdo) foram menos evidentes quando comparadas aos
grupos controle negativo, doxorrubicina, CNFD (60 mg/Kg/dia).

No grupo tratado com CNFD (60 mg/Kg/dia), as alteracBes histologicas
(necrose, inflamacgdo, congestdo) foram menos evidentes quando comparadas aos
controles positivo e negativo. Entretanto, hemorragia focal foi um achado frequente.

Pulmdo: Os aspectos histologicos (hemorragia, atelectasia, congestdo)
observados neste 6rgao foram bem distribuidos em todos os animais e, portanto, pode
estar relacionado a forma de morte dos animais.

No grupo controle negativo, as alteragdes arquitetural/morfoldgica significante
foram moderadas. Observou-se, com frequéncia, atelectasia, enfisema, inflamacéo

aguda importante, congestdo e hemorragia, além de nodulos tumorais em trés animais.
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No grupo controle positivo, as alteraces arquitetural/morfoldgicas significantes
foram moderadas. Observou-se, com frequéncia, atelectasia, enfisema, inflamacéo
aguda importante, congestdo e hemorragia. Somente em um animal observamos nédulo
e émbolos tumorais.

Nos grupos tratados com CNFD (10 e 30mg/Kg/dia), as alteracGes arquiteturais/
morfologicas significantes foram moderadas. Observou-se, com frequéncia, atelectasia,
enfisema, inflamacdo aguda importante, edema, congestdo e hemorragia.

No grupo tratado com CNFD (60mg/Kg/dia), as alteragdes arquiteturais/
morfologicas significantes variaram de moderadas a intensas. Observou-se, com
frequéncia, atelectasia, enfisema, inflamacao aguda importante, congestao e hemorragia.
Somente em um animal observou-se nddulo tumoral.

Coracdo : Em todos os grupos, ndo havia alteracGes arquitetural e morfoldgicas
dignas de nota, para todos os 6rgdos analisados, independente do grupo experimental.
Contudo, émbolo tumoral foi observado obstruindo uma das cAmaras cardiacas de um
animal do grupo CNFD (60 mg/kg/dia).

Rins : Em todos os grupos, de forma geral ndo houve diferenca morfologica. As
alteracdes descritas, neste oOrgao, foram; congestdo focal, hemorragia, esclerose
glomerular, dilatacdo tubular, inflamacdo focal, além de vacuolizacdo de células
epiteliais tubulares e necrose glomerular e tubular. Ressalta-se que estas caracteristicas
foram menos acentuadas nos grupos doxorrubicina e CNFD (10 mg/Kg/dia).

A figura 15 mostra fotografias representativas da coloracdo de hematoxilina e
eosina e as principais alteracfes morfologicas observadas nos diferentes tipos de

tratamento.
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Pulméao

Controle

Doxorrubicina
0,5 mg/Kg/dia

CNFD
10 mg/Kg/dia

CNFD
30 mg/Kg/dia

CNFD
60 mg/Kg/dia

Figura 15 - Histopatologia de tumores extirpados, pulmdes, figados e rins de camundongos tratados com CNFD.
Fotografias representativas da coloragdo de H & E. Ampliagdo de microscopia Optica, 400x. Barra de escala 100 pm. A
doxorrubicina (0,5 mg/kg/dia) foi utilizada como controle positivo. O controlo negative foi tratado com o veiculo
utilizado para diluir a substancia testada (2% de DMSO + 2% de Kolifor em solucéo salina).
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6. DISCUSSAO

Apesar dos avangos no campo da descoberta de farmacos, a prevencdo e o
controle do cancer ainda representam um desafio, devido as caracteristicas particulares
de cada tipo de cancer, aos mecanismos de resisténcia e ao amplo espectro de efeitos
colaterais (VENDRAMINI-COSTA et al., 2016).

Embora a demanda por novos compostos quimicos e moléculas biologicamente
ativas continuem a crescer, 0s quimicos medicinais comecaram a explorar o vasto
conjunto de compostos potencialmente ativos (AGALAVE; MAUJAN; PORE, 2011), e
que podem servir como exemplo desta estratégia, destacam-se as naftoquinonas. Foi
nesse contexto que este trabalho, teve como objetivo avaliar o potencial citotoxico de
uma nova naftoquinona sintetizada a partir da Lausona.

Os testes de citotoxicidade in vitro sdo importantes para verificar a toxicidade de
novos compostos nos estagios iniciais de desenvolvimento de um farmaco. Também séo
Uteis e necessarios tanto para definir a toxicidade basal, como para definir o limite de
concentracdo para os testes in vitro posteriores. Além de também fornecer informagdes
significativas sobre outros parametros celulares a serem pesquisados (PUTNAM;
BOMBICK; DOOLITTLE, 2002).

Neste trabalho, foi utilizado o método alamar blue e 0 composto em estudo 6b,
7-dihidro-5H-ciclopenta [b] nafto [2,1-d] furano-5,6 (9aH) -diona) (CNFD) mostrou-se
um potencial agente antitumoral sendo capaz de inibir a proliferacdo celular em
diferentes linhagens tumorais, como SK-MEL 19, 28 e 103, HCT-116, MCF-7,
MESA/Dx5 e B16F10, conforme dados mostrados na tabela 1. Destaca-se os valores de
Clsp de CNFD na linhagem MCF-7 foram menores quando comparados ao controle

positivo doxorrubicina.
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O efeito citotdxico observado por CNFD corrobora com intmeros trabalhos
descritos na literatura nos quais citam o potencial antitumoral de uma série de
naftoquinonas e seus derivados.

Como é o caso do trabalho realizado Jimenez-Alonso e seus colaboradores
(2011) no qual relatam em seu estudo a sintese de novos derivados de 2-amino-nafto
[2,3-b] furan-4,9-diona. Foi observado pelo ensaio da sulforrodamina B, que apos 48
horas de tratamento o composto 4 (2-tert-butilamino-3-etil-nafto[2,3-b]furan-4,9-diona
mostrou seletividade para a linhagem hormonio-dependente MCF-7/BUS com um valor
de Clso de 9,2 uM. E os compostos 6 e 8 (2-tert-butilamino-3-furan-3-il-nafto[2,3-
b]furan-4,9-diona e 2-benzilamino-3-ciclohexil-nafto[2,3-b]furan-4,9-diona) mostraram
relativa citotoxicidade contra as linhagens MCF-7, MCF-7/BUS e SK-BR-3. O menor
valor de Clsq foi observado para o composto 6 em células SK-BR-3 que foi igual a 1,6
MM,

Sete naftoquinonas e nove antraquinonas foram isolados a partir das raizes de
Aloe dawei no estudo realizado Abdissa e seus coladoradores (2014). Apés tratamento
de 48 horas (MCF-7) e 72 horas (MDA-MB-231) os efeitos citotdxicos foram avaliados
pelos métodos Presto Blue (MCF-7) e Alamar Blue (MDA-MB-231) e foi verificado
que dois dos compostos isolados, 5,8-di-hidroxi-3-metoxi-2-metil-naftaleno-1,4-diona e
1-hidroxi-8-metoxi-3-metilantraquinona, mostraram elevada atividade citotoxica (Clsg
1,15 uM e 4,85 uM) na linhagem MCF-7.

Evidenciando a atividade citotdxica de compostos naftoquinénicos Zhang e seus
colaboradores (2015) sintetizaram uma série de furanonaftoquinonas com base na
estrutura molecular da nafto [2,3-b] furano- 4,9-diona obtida a partir do extrato aquoso
da entrecasca da Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb. O potencial citotdxico foi

avaliado pelo método MTT ap0s 72 horas de incubagdo, os compostos 5-hidroxi- 2-(1-
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hidroxi-etil)-nafto[2,3-b]furano-4,9-diona e  2-(1,2-diidroxi-1-metil-etil)-5-hidroxi-
nafto[2,3- b]furano-4,9-diona produziram citotoxicidade nas linhagens tumorais A549,
MCF-7 e SiHa, em especial destaca-se a citotoxicidade em células MCF-7 cujos 0s
valores de Clsyp dos compostos foram de 0,89+0,11 e 1,89+0,40 nmol/mL,
respectivamente.

Ao analisar os valores de Clsp; foi observado que CNFD apresentou
citotoxicidade menor que a doxorrubicina na linhagem MRC5. Este resultado estd de
acordo com o trabalho de Freire e seus colaboradores (2010), o qual apresentou
resultados semelhantes quanto a citotoxicidade de CNFD, ao mostrar que este composto
na concentracdo de 52,5 uM induziu em 20% a morte celular em fibroblastos murinos
(NIH 3T3) ao comparar com o controle positivo doxorrubicina que promoveu 36% de
morte celular na concentracdo de 23 uM apds 72h de tratamento, sendo a doxorrubicina
mais citotoxica que CNFD nessas condices.

Por meio dos dados obtidos pelo ensaio de alamar blue, foi observado que
CNFD apresentou maior seletividade para a linhagem MCF-7. Nos ensaios posteriores,
o efeito antiproliferativo de CNFD em células MCF-7 foi confirmado pelo teste de
exclusdo do corante azul de tripano, no qual foi possivel observar uma reducédo
significativa do namero de células viaveis quando tratadas por 12, 24 e 48 horas na
presenca de 3 UM e 10 uM de CNFD. Desta forma, certifica-se que esta naftoquinona
apresenta de fato atividade citotoxica em células de adenocarcinoma de mama humano.
E com base em diferentes ensaios, foi realizada a tentativa para se investigar 0s
mecanismos envolvidos na morte celular induzida por CNFD.

A andlise morfologica das células tratadas durante 24 horas com diferentes
concentragdes de CNFD, coradas com hematoxilina e eosina e analisadas por

microscopia de luz mostrou condensacao e/ou fragmentacdo da cromatina, presenca de
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corpos apoptéticos que sdo considerados como caracteristicos de apoptose. Apoés 48
horas de tratamento foram observadas alteracbes morfoldgicas como cariorrexe e
cariolise, fragmenacdo celular e presenca de nucleos desnudos. Levando em
consideracdo que este estudo esta sendo realizado com cultura de células, ndo ha a
presenca de macrofagos e, portanto ndo existe a possibilidade das células sofrerem
fagocitose, por esse motivo as células podem entrar num processo conhecido como
apoptose tardia/necrose.

O estudo de revisdo realizado por Cruchten e Broeck (2002)descreve 0 processo
de apoptose tardia /necrose, e afirma que esta terminologia parece estranha, porque
necrose e apoptose sdo muitas vezes consideradas como duas formas opostas de morte
celular. Os autores descrevem que a necrose € marcada por inchaco celular, muitas
vezes acompanhada de condensacdo da cromatina e que leva a lise celular e nuclear.
Aparentemente, as células em apoptose que ndo sdo fagocitadas mostram vérias dessas
caracteristicas necroticas.

Tem sido reconhecido que a regulacéo alterada do ciclo celular € uma indicagéo
do crescimento tumoral por isso constitui um importante alvo no tratamento do cancer
(GHOBRIAL; WITZIG; ADJEI, 2005). A analise do ciclo celular apresentada na tabela
4, mostrou que no intervalo de 24 e 48 horas, CNFD induziu o acimulo de células
MCF-7 em sub-G;. Além disso, foi observado no ensaio de expressdo génica o aumento
da expressdo do gene CDKN1A (ciclina dependente quinase inibidor 1A), importante
regulador do ciclo celular, seu produto genético p21 (wafl/cipl) medeia varias
atividades biologicas principalmente por ligacdo e inibicdo da atividade das cinases
dependentes de ciclina (CDKs) conduzindo a parada do crescimento em estadios
especificos no ciclo celular (ABBAS; DUTTA, 2009). Sabe-se que a fase sub-G;

corresponde a um grupo de células com dano no material genético, ou seja, formacdo de
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células apoptoticas. Isso sugere uma possivel inducédo de apoptose com fragmentacéo do
DNA internucleossomal como um dos mecanismos de acdo de CNFD.

Corroborando nossos resultados Kretschmer e seus colaboradores (2012)
demonstram que dois derivados da shikonina (dimetilacrilshikonina e uma mistura de a-
metilbutirilshikonina e isovalerilshikonina) isolados de raizes de Onosma paniculata
conduziram a um numero crescente de células na regido sub-G1 em células de
diferentes linhagens de melanoma, causada possivelmente por morte celular apoptética.
Da mesma forma Sagar e seus colaboradores (2014) relatam o aumento da fracdo
apoptotica sub-G1 detectada apoOs tratamento de 24 horas com plumbagina e
acetilplumbagina (5 uM e 10 uM) em células MCF-7.

A inducdo da apoptose é usada como estratégia para o tratamento do cancer. A
compreensdo da apoptose forneceu a base para novas terapias direcionadas para a
quimioterapia do cancer (GHOBRIAL; WITZIG; ADJEI, 2005). A apoptose € uma
forma de morte celular, que desempenha papel importante durante o desenvolvimento e
a homeostasia dos organismos multicelulares. Muitas evidéncias mostram que a
apoptose requer maquinario especializado (GERL; VAUX, 2005; GHOBRIAL;
WITZIG; ADJEI, 2005).

A fosfatidilserina ocorre exclusivamente na camada interna da membrana
plasmatica em células vidveis, mas fica exposta na camada externa normalmente
durante as fases iniciais da apoptose e antes da perda da integridade da membrana
(MARINO; KROEMER, 2013). A externalizacio da fosfatidilserina foi verificada nas
células MCF-7 tratadas com CNFD, conforme os resultados obtidos e descritos no
grafico 2, observou-se que apds 24 horas, houve um aumento no namero de células
marcadas com anexina-V FITC, indicando um processo de apoptose. Apds 48 horas, as

células passaram a receber a dupla marcacéo de anexina-V FITC (+)/PI(+), indicando


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kretschmer%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22530779
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que o processo apoptotico evolui para o estagio de apoptose tardia e posteriormente para
necrose. De fato, no trabalho de Hussein e seus colaboradores (2013)foi demonstrado
que as naftoquinonas possuem capacidades de interagir com os fosfolipidios da
membrana plasmatica e induzir sua desorganizacéo.

Estes resultados corroboram com o trabalho realizado por Kiran Aithal e seus
colaboradores (2009) no qual demonstram que ap6s 12 horas de tratamento com 5 pM
de juglona (5-hidroxi-1, 4-naftoquinona), a maioria das células B16F1 eram
positivamente marcadas com anexina-V FITC, e apds 24 horas esse processo mudou
drasticamente devido o aumento de células duplamente marcadas com anexina-V FITC
(+)/PI(+), revelando desta forma, que a morte celular causada por juglona é devido tanto
a apoptose como a necrose.

De forma semehante, Kumar e seus colabradores (2009) relataram que o
tratamento de células de melanoma (B16F1) com 5 uM; 10 uM e 20 uM de 1,4-
naftoquinona durante 12 e 24 horas resultou em aumento da porcentagem de Anexina V
(+) e Pl (+) em um tempo e concentracdo de modo dependente indicando a
possibilidade de morte celular por apoptose e necrose.

A capacidade das naftoquinonas em induzir apoptose e necrose, também foi
evidenciada no trabalho realizado por Marinho-Filho e seus colaboradores (2010), ao
verificar que (+)-cordiaquinona J , uma 1,4-naftoquinona isolados a partir das raizes de
Cordia leucocephala, nas concentragdes de 1,5 UM e 3uM apos 3 horas de tratamento
em células HL-60, promoveu uma rapida inducdo de apoptose, tal como indicado pela
externalizacdo da fosfatidilserina, e uma rapida inducéo da necrose, como indicado pela
perda da integridade da membrana e por alteracbes morfoldgicas.

Lee e seus colaboradores (2014)observaram que em células gastricas humanas o

tratamento com 1, 2 e 4 UM de shikonina por 6 horas aumentou significativamente as
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células marcadas com iodeto de propidio (Pl-positivas e anexina V-negativa). No
entanto, apos 24 horas de tratamento, shikonina induziu necrose e apoptose (anexina V-
positiva) de um modo concentracdo dependente.

A iniciagdo da apoptose resulta de sinais de duas vias distintas, mas
convergentes: as vias extrinseca e intrinseca. A via intrinseca é muitas vezes referida
como a morte celular mediada pela mitocéndria, e resulta na ativacdo do iniciador
caspase-9. A caspase-8 é a caspase iniciadora da via extrinseca, que também é
conhecida como a via induzida pelo receptor de morte (FULDA; DEBATIN, 2006). As
caspases sdo sintetizadas em sua forma inativa (pro-caspase) que quando clivadas em
seus residuos de cisteinas tornam-se ativas e vao fosforilar outros substratos
intracelulares formando uma cascata que culmina na morte celular (CHEUNG;
ARORA; KORNELUK, 2006)

Conforme mostrado no grafico 3, no presente estudo foi verificado que o
composto CNFD promoveu a ativacdo da caspase-9, sugerindo que a apoptose
observada nos ensaios anteriores pode ter sido induzida pela via intrinseca. Além disso,
no experimento de expressao proteica por western blotting foi confirmado aumento da
expressao de caspase-3 clivada apds o tratamento de células MCF-7 com CNFD nas
concentracdes de 3 e 10 uM por 24 horas.

Este resultado corrobora com varios estudos que mostram que a agao citotoxica
de outras naftoquinonas, também envolve a ativagdo de caspases, como € o caso do
trabalho realizado por Su e seus colaboradores (2010) no qual observaram que a furano-
1,2-naftoquinona apds 12 horas promoveu apoptose em células de carcinoma de pulméo
(A549) pela via intrinseca envolvendo a modulacdo de proteinas da familia Bcl-2,
libertagdo de citocromo c, e a subsequente ativacdo de caspase-9. Da mesma forma,

dois trabalhos relatam que o composto nafto[1,2-b]furan-4,5-diona (NFD) induz
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apoptose em células de carcinoma de mama (MDA-MB-231) e carcinoma hepatocelular
(Hep3B) com externalizacdo de fosfatidiserina e ativacdo de caspase-3 e caspase-9 de
um modo dependente do tempo (CHIU et al., 2010; LIN et al., 2010).

Baloch e seus colaboradores (2015) pesquisaram uma série de novos derivados
de shikonina e observaram que o composto 40 denominado 1-(5,8-diidroxi-1,4-dioxo-
1,4-dihidronaftalen-3-il)-4-metilpent-3-en-1-il-2-((3aR,4S,7S,7aS)-1,3-dioxo03a,4,7,7
tetrahidro-1H-4,7-metanoisoindol-2(3H)-il)-3-fenilpropanoato  exibia efeitos anti-
proliferativos maiores que a skinonina. Para uma investigacdo mais aprofundada dos
mecanismos, foram realizados experimentos de western blotting e descobriram que a
caspase-9 era ativada por clivagem, mas a caspase-8 mantinha-se inalterada.

Sabe-se que as quinonas participam de um ciclo redox, em que sofrem uma
reducdo a hidronaftoquinona e subsequente oxidacdo, gerando EROs e conduzindo
assim ao estresse oxidativo (WELLINGTON, 2015). O estresse oxidativo é considerado
uma condicao importante para promover a morte celular em resposta a ativacdo de uma
série de vias de sinalizacdo e também de mediadores da apoptose por meio de um
mecanismo dependente da mitocondia (BIRONAITE et al., 2004; FLEURY;
MIGNOTTE; VAYSSIERE, 2002).

No presente trabalho, conforme os resultados obtidos e descritos no gréafico 4,
observou-se que apos 3 horas, CNFD (3 e 10 uM) apresentou um perfil de aumento na
producdo de EROs. Além disso conforme mostra o grafico 6, o efeito do CNFD na
viabilidade celular foi parcialmente protegido pelo antioxidante NAC, corroborando
com esta hipétese; contudo, isto é improvavel que seja o Unico mecanismo pelo qual o
CNFD promove a morte celular.

O aumento na producdo de EROs observado por CNFD corrobora com inimeros

trabalhos descritos na literatura nos quais citam a capacidade indutora de uma série de
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quinonas, em destaque as naftoquinonas e seus derivados na producdo de EROs
(CRIDDLE et al., 2006; FARIAS et al., 2014; ROSS et al., 2011; SU et al., 2005; TIAN
etal., 2012).

A capacidade das naftoquinonas produzirem EROs estd associada a varias
propriedades da molécula, tais como: o seu potencial de redugdo, os substituintes
presentes, bem como a posicdo em que se encontram. Ollinger e Brunk (1991)
avaliando a presenca do substituinte hidroxila ligado em diferentes posicGes na
molécula 1,4-naftoquinona em hepatdcitos de rato observaram que: (i) a capacidade de
induzir EROs ¢ influenciada pela quantidade de substituintes presentes na molécula, (ii)
a substituicdo no anel quinénico com hidroxila diminui a toxicidade, enquanto no anel
benzeno aumenta, (iii) a polaridade da molécula interfere no consumo de oxigénio, (iv)
0s compostos com hidroxila no anel benzeno causam alta oxidacdo da glutationa,
formando a glutationa dissulfeto, diminuindo a capacidade da célula na remoc¢édo de
radicais livres.

Su e seus colaboradores (2005) verificaram que um derivado de antraquinona
natural isolado de Rheum palmatum L., a emodina (1,3,8-trihidroxi-6-metil
antraquinona) na concentracdo de 50 UM aumentou a geracdo de EROs em células
A549, nos tempos de 0,5; 1; 2; 4 e 6 horas. Os niveis relativos de EROs eram elevados
nos primeiros 30 minutos ap6s o tratamento de emodina e persistentemente
aumentavam com o tempo de exposicao.

Criddle e seus colaboradores (2006) relataram em seu trabalho as agOes de
menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona; vitamina K) na producdo de EROs em tempo real
utilizando microscopia confocal em células acinares pancreaticas murina. Estavel
fluorescéncia basal foi observada em células carregadas com CM-H,DCFDA, indicando

auséncia de auto-oxidacdo do corante. A aplicacdo de menadiona (30 uM) induziu o


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Criddle%20DN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17088248
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aumento claro e significativo de fluorescéncia que foi generalizada em toda a célula,
indicativo de uma elevacdo de EROS, este aumento de EROS comecou imediatamente
apos exposicdo a menadiona e continuou até a um nivel maximo que foi atingido apds
aproximadamente 5 minutos da sua aplicacéo.

Ross e seus colaboradores (2011) observaram que 10 puM das naftoquinonas
diméricas BiQ2 e BiQ11, induziram aumento de EROs em células de cancer de préstata
(PC-3, DU-145, LNCaP, 22RV1) ap06s 2 horas de tratamento verificou-se a marcacao de
ceélulas fluorescentes.

Tian e seus colaboradores (2012) demonstraram que o tratamento de plumbagina
(5-hidroxi-2-metil-1,4-naftoquinona) em diferentes concentracdes (2,5; 5,0; 7,5 e 10
uM) apds 24 horas induziu significativamente a producdo de EROs em células de
osteossarcoma humano (MG63 e U20S).

Derivados de naftoquinonas também apresentam a capacidade de induzir
producdo de EROs conforme demonstra o trabalho de Farias e seus colaboradores
(2014) no qual analisaram derivados de 3-acil-2-fenilamino-1,4-naftoquinona e
observaram que apds 2 horas de exposi¢cdao com 0s compostos DPB4 e DPB1, houve um
aumento significativo na producdo de EROs em células MCF-7 de 10 e 8 vezes maior
guando comparado com o controle negativo.

A citotoxicidade das naftoquinonas é explicada pela capacidade destas
substancias de produzirem espécies reativas de oxigénio (EROs) como superéxido (0,*
), peroxido de hidrogénio (H,O>) e por tltimo o radical hidroxila (OH®) (DA SILVA et
al., 2003). Neste trabalho foi possivel obsevar na figura 13, que de fato que CNFD nas
concentragdes de 1, 3 e 10 uM induziu significativamente a producdo de anion radical
superdxido apos 1, 3 e 6 horas de tratamento em células MCF-7. Os resultados obtidos,

somados aos trabalhos previamente realizados mostram evidéncias que as naftoquinonas



108

geram anion radical superoxido, como mostra a pesquisa realizada por Cojocel e seus
colaboradores (2006) observaram um aumento na producdo de O,* dependente da
concentracdo e do tempo quando microssomas de figado, rim e pulméo foram incubados
com 5, 15, 30 e 50 nmoles/mL de menadiona.

Klaus e seus colaboradores (2010)observaram a formacdo de superdxido em
células HaCaT expostas a 50 UM de diferentes naftoquinonas durante 60 minutos
analisada por meio de oxidacdo de hidroetidina a oxietidio. Curiosamente, a formacéo
de oxietidio foi mais evidente em células expostas a menadiona, seguido de plumbagina,
1,4-naftoquinona, juglona e quase nenhuma geracdo de superdxido foi detectada em
células expostas a lausona e lapachol.

Vérias mudancas na biogénese e na funcdo da mitocondria estdo associadas com
a inducdo de apoptose (DAM; MITCHELL; QUADRILATERO, 2013). A queda do
potencial da membrana mitocondrial ocorre antes da fragmentacdo do DNA em
fragmentos oligonucleossomal (OSELLAME; BLACKER; DUCHEN, 2012). Desta
forma, verificou-se que CNFD apresentou efeito na despolarizacdo mitocondrial na
linhagem MCF-7, conforme dados mostrados no gréafico 7.

O efeito de despolarizagdo mitocondrial observado pela acdo de CNFD
corrobora com outros trabalhos discutidos na literatura, como € o caso de Hallak e seus
colaboradores (2013) que relatam o efeito de uma nova cloronaftoquinona na indugéo
de inchaco de mitocondrias de figado isolado de rato e uma reducdo precoce do
potencial de membrana mitocondrial em células intactas, indicativo de um efeito direto
sobre as mitocéndrias, além disso, o efeito foi seguido por liberacdo de citocromo C e
ativacdo de caspase-3.

Da mesma forma, Pedroza e seus colaboradores (2014) verificaram que uma

naftohidroquinona provocou despolarizacdo das mitocondrias e ativacdo de caspase-3
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em células de linfoma, implicando assim a via intrinseca apoptética como mecanismo
para a morte celular induzida pela naftohidroquinona.

A experiéncia de expressao génica indicou que CNFD aumentou a expressao dos
genes CDKN1A, FOS, MAX e RAC-1 e reduziu a expressao do gene inibitorio de
apoptose BCL2, dados mostrados na tabela 5.

Pode-se associar o resultado observado pelo aumento da expressao de RAC-1 e
correlaciond-lo com a ativacdo de p-JNK, mostrado na figura 14. Sabe-se que a
expressao constitutiva de RAC ativado induz a ativacdo da N-terminal-Jun-quinase
(JNK), que fosforila e ativa o fator de transcricdo Jun (PARRI; CHIARUGI, 2010). Os
genes celulares c-FOS e c-JUN dimerizam para formar o complexo do fator de
transcricdo da proteina ativadora 1 (AP-1). Estes genes podem ser expressos poucos
minutos apos a exposicdo das células a farmacos, agentes quimicos ou a privacao do
fator de crescimento e 0s produtos resultantes participam em varios processos
metabolicos (APPIERTO et al., 2004; LU et al., 2005; MARKOPOQULOU et al., 2009;
SANTOS et al., 2015).

O gene MAX codifica uma proteina que interage especificamente com a proteina
Myc para formar um heterodimero com alta afinidade para o local de ligacdo do DNA
cognato especifico de Myc (HOFFMAN; LIEBERMANN, 2008). O aumento da
expressdo dos genes MAX e FOS observado no tratamento com CNFD, pode estar
relacionado com a ativacdo da proteina quinase p38 (figura 14), pois esses dados
corroboram com o trabalho realizado por Kalra e colaboradores (2004) que descobriram
que cFos é um mediador da via apoptética induzida por cMyc através da via de proteina
quinase p38 ativada por mitdgenos.

O efeito de CNFD sobre a inibi¢do da motilidade em células MCF-7, observado

na figura 12, pode estar relacionado com a diminuicdo da expressdo de genes
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envolvidos na sinalizacdo RAS tal como os genes SOS1, GRB2 e KRAS. SOS1 codifica
uma proteina que troca nucleotideos de guanina e prepara o local de ligacdo de GTP
para proteinas Ras que se ligam a via do receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR). Geralmente, uma estimulacéo na via de EGFR iniciaria a ativacao de proteinas
adaptadoras tais como a proteina contendo o dominio SH-2 e a proteina ligada ao
receptor de fator de crescimento 2 (GRB2) que recruta a proteina SOS1 para a
membrana celular. A associacdo com SOS1 ativaria KRAS e ambas as quinases RAF e
PI3Ks das vias MAPK e PI3K/AKT, respectivamente (CASTELLANO et al., 2016;
YONG; LAW; WANG, 2013). Vale ressaltar, que o tratamento com CNFD também
causou diminuicao na expressao dos genes da familia AKT; PIK3 e MAPK.

Além disso, observou-se aumento da expressdo do gene RAC-1 e diminuicdo da
expressao do gene RHOA, ambos os quais também estdo envolvidos na migracédo
celular. RAC-1 impulsiona a motilidade mesenquimal orientada, protrusdo de borda de
ataque e formacdo de lamelipideos, e € um alvo molecular chave regulada por EROS
intracelulares. A ativacdo de RHO é responsavel pela motilidade ameboide, um
movimento ndo-orientado que permite a célula se espremer entre lacunas de matriz
extracelular em vez de degradacdo proteolitica (PARRI; CHIARUGI, 2010;
RAFTOPOULOU; HALL, 2004). O efeito antagonista na regulacdo de RAC-1 e RHOA
pode ser explicado pela presenca de EROS induzida no tratamento de CNFD. No0ssos
estudos continuam para avaliar os possiveis efeitos antimetastaticos induzidos pelo
CNFD.

Além do mecanismo de morte celular induzido por CNFD em células MCF-7
mediado por ROS, foi investigado as vias MAPK. A familia de MAPKSs incluindo a
proteina quinase ativada por fatores extracelulares (ERK1/2), proteina C-Jun N-terminal

quinase/ proteina quinase ativada por stress (SAPK/JNK) e MAPK p38 desempenham
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papéis centrais nas vias de sinalizacdo de proliferacdo celular, sobrevivéncia e apoptose
(YANG; SHARROCKS; WHITMARSH, 2013). ERK1/2 sédo ativados por mitdgenos e
fatores de crescimento levando ao crescimento celular e sobrevivéncia, enquanto JNK e
p38 sdo preferencialmente ativados por citocinas pro-inflamatdrias e estresse oxidativo
resultando em diferenciacdo celular e apoptose (CHEN, 2012; JR, 2012; ZARUBIN;
HAN, 2005). Neste estudo, observou-se que JNK e MAPK p38 foram fosforilados,
indicando ativacdo dessas vias de sinalizacdo celular, enquanto a fosforilagdo de
ERK1/2 que é uma via de sobrevivéncia celular teve sua expressdo diminuida apos 30
minutos de exposi¢cdo com CNFD. A ativacdo das vias de sinalizacdo JNK e p38 pode
estar relacionada com o aumento da expressdo de genes especificos e que ja foram
explicadas anteriormente.

A evidéncia de citotoxicidade num sistema de cultura de células é uma
propriedade apresentada pelos agentes antitumorais mais utilizados clinicamente
(RAJASEKAR et al., 2012). Para além do efeito citotdxico in vitro de CNFD, este
composto também demonstrou efeitos benéficos num modelo de melanoma murino
B16F10. CNFD mostrou uma reducéo significativa do crescimento do tumor e do peso
do tumor in vivo, com menor toxicidade quando comparado com doxorrubicina. A
regressao de tumores em animais, a reducao do crescimento de tumores sensiveis e / ou
0 aumento da expectativa de vida sdo fatores diretamente relacionados a atividade
antineoplasica (FERREIRA et al., 2016). O potencial anticancerigeno de naftoquinonas
também ja foi determinado em modelos animais xenoenxertos in vivo, como exemplo
pode-se citar a plumbagina, uma naftoquinona extensivamente estudada, que tem
demonstrado exercer um potencial efeito anticancerigeno em varios modelos animais e
protocolos in vitro (AZ1Z; DRECKSCHMIDT; VERMA, 2008; KAWIAK et al., 2007;

NIU et al., 2015; RAGHU; KARUNAGARAN, 2014), incluindo o modelo de cancer de



112

mama (AHMAD et al., 2008; MANU et al., 2011; SUNG; OYAJOBI; AGGARWAL,

2012).

Dessa forma, este estudo demonstrou que CNFD pode ser considerado como

prototipo de moléculas antitumorais. O esquema representativo para 0 mecanismo de

acao de CNFD utilizando modelos in vitro e in vivo é mostrado na figura 16.

Modelo in vitro
utilizando células
MCF-7
(adenocarcinoma de
mama humano)

Modelo in vivo
utilizando células B16F10
(melanoma murino)
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Figura 16 — Mecanismo proposto pela acdo de CNFD.

CNFD promoveu a morte celular pela apoptose com possivel envolvimento da via
intrinseca e ativacdo das MAPKSs de JNK e p38. Em modelo in vivo, CNFD promoveu
reducdo do tamanho do tumor com menor toxicidade quando comparado com

doxorrubicina.
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8. CONCLUSAO

A partir dos resultados desse trabalho, pode-se concluir que:

e O CNFD foi citotoxico para diferentes linhagens tumorais, apresentando maior
seletividade para células de adenocarcinoma de mama humano (MCF-7).

e O CNFD apresentou menor efeito citotdéxico na linhagem de fibroblasto humano
MRC-5 quando comparado ao padrdo doxorrubicina.

e O tratamento de células MCF7 com CNFD induziu mudancas morfoldgicas e a
ativacdo de vias carateristicas da morte celular por apoptose inibindo também a
motilidade celular.

e O tratamento de células MCF7 com CNFD promoveu a ativacdo de JNK e p-38

aumentando a expressdo de genes indutores de apoptose.

e Em modelo in vivo murino de melanoma, o tratamento com CNFD induziu
potente atividade antitumoral, com menor toxicidade quando comparado ao padrdo
doxorrubicina.

e O CNFD pode ser considerado um candidato potencial para uso na terapia

antitumoral.
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