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RESUMO

O cancer é a segunda causa de morte da populagao nos paises em desenvolvimento. Caracteriza-
se pelo desenvolvimento de células instaveis que tendem a nao responder aos estimulos internos e
externos que controlam a proliferagao, diferenciagao e morte celular. O crescente entendimento da
biologia tumoral tem fornecido alvos moleculares para a triagem orientada de quimioterapicos e de
agentes quimiopreventivos, geralmente de origem natural ou sintetizados com base em produtos
naturais. A partir do extrato bruto diclorometanico das folhas de Piper regnellii foram isolados dois
compostos, o eupomatendide-5 e o apiol. O eupomatendide-5 € uma neolignana cuja potencial
atividade anticancer foi demonstrada in vitro (cultura de células tumorais humanas) e in vivo (tumor
sélido de Ehrlich) em trabalhos anteriores publicados pelo nosso grupo. Dentre as linhagens mais
sensiveis, MCF-7 (mama) e 786-0 (rim) foram selecionadas para dar continuidade aos estudos de
mecanismo de agao deste composto. Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que o
eupomatenoide-5 possui agdo multialvo, uma vez que demonstraram claramente que existe um
mecanismo de agao diferente para cada linhagem celular. Sugere-se que o efeito antiproliferativo
do eupomatenodide-5 esteja associado com indugédo de apoptose em linhagem MCF-7 e necrose
programada em linhagem 786-0. O apiol, outro composto isolado, é um fenilpropandide com
conhecida acao bloqueadora dos canais de calcio. Sabe-se que a inibicdo de canais de célcio tem
relacdo com a reversao da resisténcia a multiplas drogas (MDR) e, por este motivo, o efeito do
apiol sobre a glicoproteina-P, uma das principais proteinas moduladoras dessa resisténcia, foi
avaliado; entretanto o apiol ndo inibiu sua agao. Por outro lado, neste estudo foi possivel evidenciar
que embora tenha apresentado atividade citostatica baixa para as linhagens tumorais, ele
potencializou a atividade especifica dos quimioterdpicos doxorrubicina e vincristina quando
associado a estes em linhagens tumorais com e sem fenétipo de resisténcia, sugerindo um efeito
sinérgico. Além disso, o apiol potencializou a atividade antiproliferativa do eupomatendide-5 e essa
associagdo reduziu a quantidade de células tumorais de Ehrlich em modelo in vivo, sem sinais de
toxicidade evidentes. Os resultados encorajam o aprofundamento desses estudos para a determinagao
dos mecanismos de agdo envolvidos nas atividades anticancer do eupomatendide-5 e de reverséo da

MDR do apiol.
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ABSTRACT

Cancer is the second leading cause of mortality worldwide. The loss of normal cell growth
control is the main event in the development of cancer and includes specific steps known as
cell proliferation, differentiation and apoptosis. Natural compounds are good source of new
anticancer agents, being the investigation into cell death mechanisms involved in this activity a
significant endeavor. From the crude dichloromethane extract of Piper regnellii leaves two
compounds were obtained: eupomatenoid-5 and apiole. Eupomatenoid-5 is a neolignan whose
in vitro (tumor cell lines culture) and in vivo (Ehrlich solid tumor) anticancer activity was
previously reported by our group. Among the cancer cell lines most sensible to eupomatenoid-5
treatment, MCF-7 (breast) and 786-0 (kidney) were chosen to continue the cell death
mechanism of action studies. The results obtained suggest that eupomatenoid-5 is a multiple-
target compound. Our findings support the possibility that eupomatenoid-5 might be acting in
both cell death via: apoptosis in MCF-7 cell line and programmed necroptosis in 786-0 cell line.
Apiole, the other compound isolated, is a phenylpropanoid and a calcium channel blocker.
Recent pharmacological studies have reported the ability of several calcium channel blockers to
reverse the multidrug resistance (MDR) and, therefore, the effect of apiole on P-glycoprotein (P-
gp), the main protein involved in MDR, was evaluated. Apiole did not inhibit P-gp and,
moreover, presented low cytotoxic activity for the most tumor cell lines. Nonetheless, the
combined therapy with chemotherapies (doxorubicin and vincristine) was efficient in
potentializing their antiproliferative action in tumor cell lines with or without resistance
phenotype, suggesting synergic effect. Furthermore, apiole potentiated the antiproliferative
activity of eupomatenoid-5 and this association reduced the in vivo tumor cell quantity with no
side effects. The results encourage further studies to be developed with the aim to determine
the mechanisms of action involved in the anticancer activity of eupomatenoid-5 and in the MDR

reversion by apiole.
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Introducdo

1. CANCER

Céncer € um conceito utilizado para determinar um conjunto de doencgas que tém
em comum o crescimento desordenado de células. Dividindo-se rapidamente, estas
células tem a capacidade de metastizar, determinando a formacao de tumores malignos
(INCA, 2014).

As causas de céancer sao variadas, podendo ser externas ou internas ao
organismo, estando inter-relacionadas. As causas externas referem-se ao meio ambiente
e aos habitos ou costumes proprios de uma sociedade. As causas internas sao, na
maioria das vezes, geneticamente pré-determinadas, e estdo ligadas a capacidade do
organismo de reparar as agressoes externas (WEINBERG, 2008).

Atualmente, o cancer € a segunda principal causa de morte nos paises em
desenvolvimento (NCI, 2014). A Organizacdao Mundial da Saude (OMS) estima que as
mortes por cancer em todo o mundo continuardo aumentando com uma estimativa de
13,1 milhdes de mortes e 27 milhdes de novos casos em 2030. No Brasil sdo esperados
580 mil casos novos da doenca no ano de 2014. Os canceres mais incidentes na
populacao brasileira no ano de 2015 serdo: pele ndo melanoma (182 mil), préstata (69
mil), mama (57 mil), célon-reto (33 mil), pulmao (27 mil) e estdbmago (20 mil) (INCA, 2014).

Em 2000, os pesquisadores Hanahan & Weinberg publicaram um artigo de reviséo
esclarecendo o comportamento das células tumorais. Nesse trabalho os autores
mostraram que as células cancerosas diferem das células normais por continuarem
crescendo e se dividindo, ndo obedecendo ao controle biolégico natural do organismo.
Dividindo-se rapidamente, estas células adquirem novas caracteristicas genéticas que as
tornam mais agressivas, determinando a formagao do cancer. Algumas alteragdes na
fisiologia das células que caracterizam o cancer sao: auto-suficiéncia na sinalizacdo de

fatores de crescimento, insensibilidade aos inibidores de crescimento, evasiao da morte
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celular programada (apoptose), potencial replicativo ilimitado, angiogénese, invasao
tecidual e metastase (HANAHAN e WEINBERG, 2000).

Apo6s 11 anos, estas caracteristicas foram revisadas (Figura 1) e foi constatado
que, além das alteracoes fisioldgicas descritas acima, também ocorrem instabilidades
gendmicas, que geram a diversidade genética e aceleram o processo de transformacgao
celular, inflamacgéo, reprogramacao do metabolismo energético e a evasao do sistema
imune (HANAHAN e WEINBERG, 2011). Além disso, a complexidade do microambiente
tumoral ndo deve ser ignorada, pois garante a manutencdo do meio adequado para a
implantagdo, manutencdo e desenvolvimento das células tumorais (JUNTILLA e
SAUVAGE, 2013). Portanto, o conhecimento aprofundado sobre as caracteristicas
tumorais ajuda no desenvolvimento de novos farmacos e em novos métodos de

tratamento para esta doencga.

Figura 1. Caracteristicas essenciais das células tumorais.
Autossuficiéncia de Resisténcia a sinais
sinais de crescimento antiproliferatives
Evasdo do sistema
% imune
Proliferagao

Inflamagao
Invasdo tecidual e
Angiogénese metdstase

Adaptado de HANAHAN e WEINBERG, 2011.

Resisteénciala morte!
celular:
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2. MECANISMOS DE MORTE CELULAR: APOPTOSE X NECROSE

A morte celular € um processo essencial para a manutengao do desenvolvimento dos
seres vivos, sendo importante para eliminar células supérfluas ou defeituosas, regulando o
desenvolvimento embrionario, a homeostase tecidual, a fungdo imunolégica e a supressao
tumoral (WALSH, 2014; GRIVICICH, REGNER e ROCHA, 2007). Os tipos de morte celular
mais bem estudados compreendem a autofagia, a apoptose e a necrose (GALLUZZI et. al.,
2012).

Como ja salientado, as células cancerosas perdem a capacidade de reconhecer os
sinais externos e internos que regulam a proliferacao celular, evitam os processos de apoptose
e diferenciacdo, sdo geralmente instaveis, deficientes no reparo de danos ao DNA e na
corregao de erros de replicagdo, tendendo a acumular mutagées. Tais alteracdes podem levar
a inativacao de proteinas supressoras de tumor (p53, Rb) e genes que induzem a apoptose
(como o FAS e o0 BAK); bem como ativagdo de oncogenes - Myc, Myb, Src, Ras, Fos e genes
gue inibem a apoptose, como o BCL-2 (ALBERTS et. al., 2008; WEINBERG, 2008).

O mecanismo anticancer mais estudado nos ultimos anos tem sido o de inducao
seletiva de apoptose, levando apenas células malignas a morte (SUBHASHINI, MAHIPAL
e REDDANNA, 2005). A apoptose e a proliferagcdo celular possuem uma participagéo
importante na tumorigénese, determinando o crescimento tumoral e, consequentemente,
sua agressividade. Sendo assim, sao consideradas mecanismos celulares bastante
regulados, através dos quais ha o controle entre a produgdo de novas células e a
capacidade individual das mesmas em se autodestruirem (TERZIAN et. al., 2007).

A apoptose é caracterizada pela externalizacdo de fosfatidilserina da membrana
plasmatica, além de ser um processo de morte celular que requer a ativagdo e a
execucdo de uma série de moléculas reguladoras (HENRY, HOLLVILLE e MARTIN,

2013). As mitocondrias sdo o principal local de origem para os sinais de iniciagao de
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apoptose, embora este tipo de morte celular possa ocorrer por uma via extramitocondrial.
Alguns dos sinais apoptéticos incluem alteragdo no sistema de transporte de elétrons,
perda do potencial de membrana mitocondrial (MMP), falha na homeostase do fluxo de
Ca*?, além de aumento na producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e liberacéo
de ativadores de caspases. O estagio inicial da apoptose é marcado por uma alteragcao no
MMP, que precede a fragmentacdo do DNA. A producdo de ROS endbégeno como
subproduto da respiragdo mitocondrial € rigidamente controlada pelo MMP. A interrupgéao
na homeostase de ROS desempenha um papel critico na regulagdo dos eventos
apoptéticos (KIM et. al., 2011a).

A atividade proteolitica exerce um importante papel na apoptose e a ativagéo de
proteases aspartato-especificas, conhecidas como caspases, parece ser essencial para a
execucao do processo apoptotico (FERRARO-PEYRET et. al., 2002). Essas enzimas sao
sintetizadas como precursores inativos e se encontram sollveis no citoplasma, no espaco
intermembrana mitocondrial e na matriz nuclear de todas as células. Seis das 14
caspases humanas conhecidas participam do processo de apoptose (3, 6, 7, 8, 9 e 10)
(NICHOLSON e THORNBERRY, 1997). As caspases sinalizam a apoptose ao clivar
substratos que contenham residuos de aspartato, causando a condensagao,
fragmentacao nuclear e a externalizacao de fosfolipidios de membrana que irdo sinalizar
para que as células sejam fagocitadas por macréfagos (GRIVICICH, REGNER e ROCHA,
2007). A indugao de morte por apoptose através de um sinal externo é uma das tentativas
da terapia contra o cancer (BROKER, KRUYT e GIACCONE, 2005; FADEEL e
ORRENIUS, 2005).

A morte celular por apoptose difere da necrose com base em diversos aspectos
bioquimicos e morfoldgicos (Figura 2). A apoptose € morfologicamente caracterizada pela
integridade das organelas celulares (incluindo a mitocéndria), condensag¢éao da cromatina,
fragmentacdo do DNA nuclear e formacdo de corpos apoptéticos. Por outro lado, a

6
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necrose esta relacionada a intensas agressdes nas células associadas com a inflamacao,
processo que resulta na queda da producao de ATP e ou lesdo da membrana celular.
Este processo é morfologicamente caracterizado por tumefagéao, rompimento celular e das
organelas, particularmente das mitocondrias, aparecimento de vacuolos, acidofilia
citoplasmatica e em suas etapas finais a necrose é responsavel pela degradagao total das

células (VANDENABEELE et. al., 2010).

Figura 2. Aspectos morfol6gicos da apoptose x necrose.

Microscopia eletronica de transmisséo de células em processo de morte celular por apoptose (com formagéo
de corpos apoptoticos) e necrose (com extravasamento de conteddo citoplasmatico), respectivamente.
VANDENABEELE et. al., 2010.

Pesquisas realizadas durante a ultima década ilustram a contribuicdo das formas
alternativas de morte celular no desenvolvimento e homeostase. Por um longo periodo, a
necrose era considerada uma forma incontrolada de morte celular, mas evidéncias atuais
sugerem que este tipo de morte celular é executado por mecanismos mais complexos e

regulados (BERGHE et. al., 2010).
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A natureza desregulada da necrose foi questionada em 1988, quando foi
descoberto que diversos tipos celulares morriam em resposta ao mesmo sinal ativador
(fator de necrose tumoral — TNF), ao passo que as células manifestavam ou os aspectos
morfolégicos caracteristicos da apoptose ou uma morfologia ‘balloon-like’, sem
desintegracao nuclear. Desde entéo, foi estabelecido o conceito de necrose programada,
culminando na introducao, em 2005, do termo “necroptose” para descrever uma morte
celular por necrose controlada, diferenciando-a da necrose acidental (VANDENABEELE
et. al, 2010). O metabolismo energético mitocondrial foi relacionado aos processos
necroéticos no inicio da década de 90, quando foi demonstrado que a producao de ROS
pelo complexo respiratério mitocondrial | era crucial para a resposta necrética (SCHULZE-
OSTHOFF et. al., 1992).

Recentemente, o termo necroptose tem sido usado para designar um tipo
especifico de necrose programada que € dependente da atividade da quinase
serina/treonina (RIP-1). Além de estar relacionada a essa enzima, a necroptose esta
associada a uma rapida disfungdo mitocondrial que leva a excessiva producao de ROS.
Assim, um colapso subito da funcdo mitocondrial (que provoca uma queda de ATP
intracelular), sustentado talvez pela ativagdo excessiva de polimerases poli-ADP-ribose
(PARP) que promovem deplecdo de NAD+, pode explicar a crise bioenergética que

constitui o passo final da necrose programada (GALLUZZI e KROEMER, 2008).

3. REVERSAO DA RESISTENCIA A MULTIPLAS DROGAS

Um dos maiores obstaculos do tratamento antitumoral é o desenvolvimento, por
parte das células tumorais, do fenbmeno de resisténcia aos farmacos, ndao havendo
resposta ao tratamento em cerca de 90% dos casos de cancer metastatico (LONGLEY e

JOHNSTON, 2005). Até o momento sdo reconhecidos dois tipos de resisténcia: a
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intrinseca, quando ndo ha resposta mesmo no primeiro ciclo do tratamento e a adquirida,
quando surge no segundo ciclo (pés-terapia) (HUBER, MARUIAMA e ALMEIDA, 2010).

A resisténcia a multiplas drogas (do inglés multidrug resistance - MDR) é um caso
de resisténcia adquirida, que consiste na auséncia de resposta aos quimioterapicos, tanto
aquele que foi utilizado inicialmente, quanto a outros empregados como alternativa. Uma
das caracteristicas mais intrigantes da MDR é que os quimioterapicos envolvidos nao tém
analogia estrutural nem farmacolégica entre si como, por exemplo, a vimblastina, que é
um alcaldide bisinddlico e a doxorrubicina, que é uma antraciclina (SALEH et. al., 2012;
DEWICK, 2009).

Os principais fatores envolvidos no mecanismo de resisténcia celular sédo: 1) a
diminuicdo da absorcdo de drogas sollveis em agua e que necessitam de transportadores
para adentrar as células; 2) alteragbes nas células que afetam a capacidade destas drogas em
maté-las, incluindo alteragdes no ciclo celular, aumento no reparo do DNA e incapacidade de
sofrer apoptose e 3) aumento do efluxo-dependente de energia de drogas hidrofdbicas que
podem facilmente adentrar as células por difusdo através da membrana plasmatica. Este
ultimo fator € mediado por uma familia de transportadores-dependentes de energia
conhecida como ATP-binding cassette (ABC) (SZAKACS et.al., 2006).

Transportadores ABC sdo uma familia de proteinas que translocam solutos pela
membrana celular. Muitas células tumorais em cultura superexpressam tais
transportadores sob pressdao seletiva. Dentre estas proteinas, destacam-se a
glicoproteina-P (P-gp), a proteina relacionada a multirresisténcia (MRP) e a proteina da
resisténcia a mitoxantrona (MXR). Essas proteinas funcionam como bombas de efluxo
dependentes de energia (Figura 3), capazes de translocar para o exterior da célula uma
ampla variedade de drogas quimioterapicas reduzindo sua concentragao intracelular para
niveis sub-letais (SALEH et. al., 2012; HUBER, MARUIAMA e ALMEIDA, 2010; SHUKLA et.

al., 2006).
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Figura 3. Mecanismo de efluxo de farmacos pela glicoproteina-P.

Farmaco . .
I glicoproteina-P

membrana
celular

citoplasma

= e

Um farmaco, representado nesta figura pela esfera, adentra a membrana celular, permanecendo no
citoplasma. Este farmaco ficaria retido dentro da célula se nao fosse a P —gp atuar como uma bomba que
expulsa o conteudo intracelular para fora da célula, por meio de um mecanismo dependente de energia (ATP).
Adaptado de CATTANEO, 2009.

A resisténcia a quimioterapicos promovida pela P-gp € a forma de resisténcia mais
estudada in vitro, in vivo e na clinica e, consequentemente, um grande nimero de farmacos e
compostos recentemente sintetizados sdo investigados por suas habilidades em inibi-la
(HUBER, MARUIAMA e ALMEIDA, 2010). Esta proteina pertence a subfamilia ABCB e se
destaca entre os transportadores ABC por conferir forte resisténcia a mais ampla variedade de
compostos incluindo alcaldides vinca, antraciclinas, epipodofilotoxinas e taxanos. A P-gp
encontra-se normalmente expressa no epitélio de figado, rim e trato gastrointestinal, atuando
como barreira farmacoldgica; além de estar presente em células-tronco e do sistema imune
(HUBER, MARUIAMA e ALMEIDA, 2010; SHAROM, 1997).

Os transportadores expelem uma grande quantidade de droga do citoplasma ou da
membrana celular, protegendo as células tumorais. A super-expressdo destes
transportadores € um dos maiores obstaculos na quimioterapia clinica. Muito esforgo tem
sido feito na tentativa de encontrar compostos reversores da MDR que bloqueiam a

atividade das bombas de efluxo, permitindo o acumulo intracelular da droga
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quimioterapica (SALEH et. al., 2012; HUBER, MARUIAMA e ALMEIDA, 2010; SHUKLA,
2006). Dentre eles, um numero elevado de produtos naturais tem sido relatado como bons
inibidores da P-gp. Entretanto, as células tumorais resistentes a multiplas drogas podem
expressar simultaneamente diferentes transportadores ABC (LI et. al., 2011).

As principais pesquisas estdo concentradas na exploragcéo direta do segundo uso
de farmacos, ou seja, ativos farmacéuticos que sao utilizados em funcdo de uma atividade
farmacologica principal, mas que tém como propriedade secundaria a capacidade de
reverter o fendbmeno MDR. Para exemplificar, pode-se citar o verapamil, utilizado na
clinica como antiarritmico por ser um potente bloqueador de canais de calcio. Seu efeito
sobre 0 mecanismo de reversdao da MDR é secundario (HUANG et. al., 2011, HUBER,
MARUIAMA e ALMEIDA, 2010).

Para uma pesquisa aprofundada sobre este mecanismo, varias areas de estudo
precisam ser exploradas, destacando-se o conhecimento do alvo, no caso a bomba de
efluxo; seu(s) sitio(s) ligante(s); o mecanismo de efluxo e, também, as propriedades

fisico-quimicas e requisitos estruturais importantes para a agao moduladora.

4. PRODUTOS NATURAIS E CANCER

A descoberta de medicamentos provenientes de plantas medicinais continua
exercendo um papel importante no tratamento do cancer (NEWMAN e CRAGG, 2012). A
utilizacao de plantas como fonte de produtos terapéuticos remonta os tempos antigos na
histéria da humanidade e, apesar do enorme desenvolvimento da sintese quimica, cerca
de 60% dos quimioterapicos sdo produtos naturais ou derivados desses (CRAGG e
NEWMAN, 2009).

A maioria das substancias ativas sdo compostos isolados de produtos naturais,

incluindo muitos alcaléides como morfina, codeina (analgésicos); papaverina (inibidor de
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fosfodiesterase); efedrina, cafeina (estimulantes); ajmalina, quinidina (antiarritmicos);
quinina (antimalarico); reserpina (antihipertensivo); capsaicina (dores reumaticas);
colchicina (tratamento de gota); yoimbina (afrodisiaco); entre outros (WINK et. al., 2005).
As plantas aparecem como um excelente recurso para o desenvolvimento de
potenciais farmacos, principalmente contra o cancer (GANESAN, 2013). De 1961 a 1999,
nove compostos foram aprovados como farmacos anticancer nos EUA, sendo eles:
vinblastina, vincristina, vinorelbina, etoposida, teniposida, paclitaxel, docetaxel, topotecan
e irinotecan (LEE, 1999). Entre 2006 e 2010, um numero significativo de agentes
antitumorais, antibacterianos e antifungicos também foi aprovado como farmacos. Em
2010, das vinte “moléculas-pequenas” aprovadas, metade era oriunda de produtos
naturais ou diretamente derivada destes, sendo a maioria delas relacionadas a atividade

antitumoral (NEWMAN e CRAGG, 2012).

Catharantus roseus

Os alcaléides da vinca (vinblastina, vincristina, vindesina — Figura 4), isolados da
planta Catharantus roseus (Apocynaceae) e seu composto semi-sintético vinorrelbina sao
utilizados no tratamento de leucemias, linfomas, cancer testicular avancado, mama e
pulm&o. Estes compostos sdo capazes de inibir o fuso mitético, induzindo uma parada na
metafase. Nesta fase da mitose esses agentes sdo capazes de se unir a tubulina
resultando na inibicdo de sua polimerizagdo para a formagdo dos microtubulos,
interrompendo, assim, a divisdo celular (FERNANDEZ—PEREZ et. al., 2013; BALUNAS e

KINGHORN, 2005).

Taxus brevifolia

Outro composto, denominado paclitaxel (Taxol®), é um triterpeno poliidroxilado que
foi isolado da planta Taxus brevifolia (Taxaceae) pela primeira vez em 1971. Este
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composto tornou-se um medicamento na década de 90, ap6s descoberta de sua acao
através da inibicao do fuso mitético. O paclitaxel (Figura 4) interfere na fungdo normal de
crescimento do microtubulo, impedindo a divisdo descontrolada da célula. Enquanto
drogas como a colchicina causam a despolimerizagdo dos microtubulos in vivo, o
paclitaxel combate suas fungbes se ligando a proteina tubulina dos microtubulos,
impedindo sua despolimerizacao. Estudos adicionais indicaram que o paclitaxel induz a
morte programada das células (apoptose) do cancer através da modulagdo da proteina
antiapoptética bcl-2, o que a impede de exercer sua funcdo (WAI-LENG, JENG-YUAN e
LIE-FEN, 2012; SOUZA, 2004; WANG, WANG e SOONG, 2000).

Dois analogos desta molécula foram semi-sintetizados, o docetaxel (Figura 4) e o
isotaxel. Enquanto o paclitaxel vem sendo utilizado no tratamento de cancer de mama,
ovario, pulméao e sarcoma de Kaposi, 0 doxetaxel é utilizado especificamente em casos de
cancer de mama e pulméao, sendo muito mais soluvel e eficaz que o anterior (CRAGG e

NEWMAN, 2005).

Podophyllum peltatum

O primeiro composto ativo de Podophyllum peltatum (Podophylaceae), a
podofilotoxina, foi isolado no ano de 1880, porém sua estrutura sé foi identificada no ano
de 1950 (CRAGG e NEWMAN, 2005). A podofilotoxina € uma lignana e seu maior efeito
citotoxico € a inibicdo da divisdo celular na fase metafase da mitose. Seus derivados
semi-sintéticos etoposideo e teniposideo (Figura 4) foram desenvolvidos em 1970 na
tentativa de obteng¢do de derivados com menor toxicidade gastrointestinal, permanecendo
até hoje como importantes quimioterapicos no tratamento do cancer (CHEN et. al., 2013;
NITISS, 2009).

Esses agentes antitumorais agem bloqueando as células nas fases S e G2 do ciclo
celular e inibindo a acdo da enzima topoisomerase |l, responsavel pela separagdo da
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dupla fita de DNA no processo de divisdo celular. A inibicdo desta enzima ocorre através
da ligagdo do composto antitumoral ao complexo DNA-topoisomerase Il causando a

quebra da dupla-fita de DNA e a subsequente morte celular (CHEN et. al., 2013).

Camptotheca acuminata

Da casca da arvore Camptotheca acuminata (Nyssaceae) foi extraido o alcaléide
camptotecina (Figura 4) que também apresenta propriedade antitumoral, principalmente
nos casos de tumores sélidos. O mecanismo de acdo deste composto se da através da
inibicdo da enzima topoisomerase |, responsavel pela quebra de uma das fitas de DNA,
sendo importante nos processos de replicagdo e empacotamento do DNA. A inibicdo
desta enzima ocorre porque a camptotecina é capaz de se ligar ao complexo formado
pelo DNA e a enzima topoisomerase | (RAHIER, THOMAS e HECHT, 2005).

Originalmente este composto apresentou uma mielossupressao inaceitavel
(BALUNAS e KINGHORN, 2005); em vista disso, outros analogos sintéticos menos
toxicos do que a camptotecina precisaram ser avaliados, sendo entdo aprovados para uso
clinico o topotecan (Hycamptin®) e o irinotecan (Camptosar®), Figura 4 (ORMROD e

SPENCER, 1999).

Um dos motivos que faz dos produtos naturais fontes ricas de compostos com
potencial terapéutico é que grande parte deles sdo metabdlitos secundarios produzidos
por organismos para defesa contra predacao e também para comunicag¢ao, sendo muitas
vezes toxicos e, portanto, com potenciais efeitos antiproliferativos (CRAGG e NEWMAN,
2009).

Diversos exemplos de compostos das classes flavondides, lignanas e alcal6ides
sao descritos como agentes quimioterapéuticos potenciais (RAVISHANKAR et. al., 2013;
URRA et. al, 2013; ZHAO, HUIl e ZHU, 2013). Estes compostos tém se mostrado
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potentes em inibir o crescimento de determinadas células tumorais através de varios
mecanismos. Muitos apresentam efeito ainda mais promissor contra o crescimento de
células tumorais quando combinados com outros agentes quimioterapéuticos. Dentre os
mecanismos envolvidos nestas atividades estdo a modulacdo do ciclo celular, efeito
antiangiogénico e indugao de apoptose (MEIYANTO, HERMAWAN e ANINDYAJAT,
2012). Tendo-se em vista a elevada incidéncia de cancer no mundo, estudos visando a
busca de novas drogas anticaAncer devem se intensificar, abordando a quimica dos

compostos, 0s mecanismos de acao e a seletividade.

Figura 4 — Estruturas dos principais compostos isolados ou derivados semi-sintéticos de

plantas com atividade anticancer.
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5. Piper regnellii E ATIVIDADE ANTICANCER

O género Piper pertence a familia Piperaceae, apresentando cerca de 700
espécies. As espécies deste género, amplamente distribuidas nas regides tropicais e
sub-tropicais do mundo, sdo usadas medicinalmente para diversos fins e apresentam
importancia econdmica, por constituirem o importante grupo das pimentas e serem
utilizadas mundialmente como “temperos picantes” (PARMAR et al., 1997). Além disso,
sao fontes de Oleos essenciais bioativos e de grande interesse para as industrias
farmacéuticas (SILVA e MACHADO, 1999).

Substancias isoladas de diferentes espécies de Piper ttm aumentado o interesse
por este género, devido as atividades biol6gicas apresentadas (PARMAR et. al., 1997).
Diversas substancias isoladas de espécies de Piper (inclusive outras variagbes da
espécie P. regnelliiy apresentaram atividades biolégicas como anti-PAF (fator de ativacéao
plaquetaria), antifungica, antimicrobiana, moluscicida, anti-inflamatéria, antiparasitaria e
inseticida (LEAL et. al., 2013; LEMOS et. al., 2013; PELIZZARO-ROCHA et. al., 2011;
ATJANASUPPAT et. al., 2009; CELINE et. al., 2009; LAGO et. al., 2009; SINGH et. al.,
2009; PESSINI et. al., 2005). Além disso, diversas substancias tém sido apresentadas
como agentes citotéxicos em varias linhagens tumorais evidenciando o potencial
anticancer deste género (OUYANG et al, 2013; MAJDALAWIE e CARR, 2010;
BEZERRA et. al., 2008; DECIGA-CAMPOS et. al, 2007; SELVENDIRAN, SINGH e
SAKTHISEKARAN, 2006; BALACHANDRAN e GOVINDARAJAN, 2005; TSAI et. al.,
2005; LAMPE, 2003).

Piper regnelli (Mig.) C. DC. var. regnelli € uma espécie herbacea conhecida
popularmente como caapeba e pariparoba e estd amplamente distribuida nas regides
tropicais e sub-tropicais (BENEVIDES, SARTORELLII e KATO, 1999). As folhas e raizes

séo utilizadas na forma de extratos, infusées ou emplastros para o tratamento de feridas,
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reducao de inchacos, irritacdes na pele e infecgdes (SCHIMIDT et. al., 2009; HOLETZ et.
al., 2002; CORREA, 1984). Dados da literatura apontam a atividade antimicrobiana do
extrato hidroalcodlico das folhas de P. regnelli (Miq) C. DC. sobre as bactérias
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis, sobre os fungos Candida
albicans, C. krusei, C. tropicalis e dermatofitos do género Trichophyton e Microsporum
(FELIPE et. al., 2008; KOROISHI et al., 2008; DUARTE et al., 2007; HOLETZ et al., 2002;
CONSTANTIN et al., 2001).

Ensaios in vitro realizados durante a execugdo do projeto de Mestrado
(LONGATO, 2010) revelaram que o extrato bruto diclorometanico (EBD) de P. regnellii foi
capaz de inibir o crescimento e provocar morte celular em oito linhagens tumorais
humanas. O EBD foi submetido a processo de fracionamento e, através de
biomonitoramento da fragdo enriquecida, foi possivel verificar a presenga de quatro
neolignanas, sendo identificadas 3 delas (eupomatendide-3, eupomatendide-5 e
conocarpano).

Através de precipitagdo da fracdo enriquecida, seguida dos processos de
cristalizagéo e recristalizagdo, o composto eupomatenodide-5 foi isolado e sua estrutura
(Figura 5) foi confirmada através de dados obtidos por cromatografia gasosa acoplada a
detector seletivo de massas (CG-EM) e espectros de ressonancia magnética nuclear
(RMN), aliados aos publicados em literatura (PESSINI et. al., 2005). Os resultados in vitro
indicaram que esta neolignana é um dos compostos responsaveis pela atividade
antiproliferativa do extrato (LONGATO, 2010). Os efeitos observados in vitro foram
comprovados em modelo in vivo de tumor sélido de Ehrlich, sendo que o eupomatenoide-

5 (80 mg/Kg) reduziu o volume tumoral em 30.4% (Figura 6).
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Figura 5. Estrutura do eupomatenoide-5.

Figura 6. Variagdo do volume tumoral (mL) induzido por células tumorais de Ehrlich em

coxim plantar de camundongos, ao longo do tratamento.
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*p<0,05; **p<0,01; **p<0,001 (em relagdo ao grupo salina).

Teste de Duncan (ANOVA). Longato et. al. 2011

Os resultados obtidos demonstraram a potencial atividade anticaAncer do composto
isolado e estimularam a busca por outros compostos que pudessem apresentar uma
resposta anticAncer promissora ou potencializar a acdo do eupomatendide-5, bem como
ensaios para determinacdo do mecanismo de a¢do dos compostos provenientes do EBD

de P. regnellii.
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Objetivos

OBJETIVO GERAL

% Avaliar a atividade anticAncer dos compostos isolados do extrato bruto

diclorometanico das folhas de Piper regnellii, em modelos experimentais de cancer

e investigar os mecanismos de agéo destes compostos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolamento de compostos ativos oriundos do extrato bruto diclorometanico das
folhas da espécie vegetal Piper regnellii através de fracionamento biomonitorado;
Avaliar os efeitos da associacdo entre quimioterapicos e os compostos isolados in
vitro, em linhagens tumorais humanas;

Avaliar o efeito do eupomatenoide-5 na atividade das topoisomerases | e l;
Investigar os mecanismos de morte celular in vitro desencadeados pelo
eupomatenoide-5;

Avaliar a participagdo do apiol no mecanismo de reversdo da resisténcia a
multiplas drogas;

Avaliar a atividade anticancer dos compsotos in vivo em tumor ascitico de Ehrlich

(murino).
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1. COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As folhas de Piper regnellii (Miq.) C. DC. var. regnellii (Figura 7) foram coletadas
no més de junho de dois espécimes (denominados acessos A e B) no campo
experimental do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biol6gicas e Agricolas
(CPQBA) da UNICAMP. A coleta foi supervisionada pela Dra. Glynn Mara Figueira e as
folhas identificadas pela Dra. Elsie Franklin Guimaraes. Sua exsicata esta depositada no

herbario do CPQBA (n? 221).

Figura 7. Espécime de P. regnellii (Miq.) C. DC. var. regnellii no campo experimental do
CPQBA.

A : arbusto B : folhas C : inflorescéncia do tipo espiga.

2. OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS

A obtencado dos extratos e as etapas de fracionamento foram realizadas na Divisao

de Fitoquimica do CPQBA, sob orientagcao da Dra. Mary Ann Foglio.
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Inicialmente foram coletados 3000 g de folhas frescas de P. regnellii de cada
espécime. Os procedimentos a seguir foram realizados separadamente para os diferentes
acessos. As folhas foram secas em estufa (Stephen, modelo UM40) a 45°C, moidas em
triturador de facas (Metalurgica Roma, modelo RM-20) e maceradas primeiramente com
hexano (Merck®, Darnstadt, Alemanha) na proporcao 1:5 (planta:solvente) durante 2h. Os
residuos vegetais deste processo foram retomados em diclorometano (Merck®,
Darnstadt, Alemanha) na mesma proporgéao durante 2h. Esse procedimento foi repetido 3
vezes sendo que, ao final de 6h, os volumes resultantes foram reunidos e filtrados. Os
solventes orgénicos foram eliminados sob vacuo a 37°C, fornecendo entdo os extratos

brutos hexanico (EBH) e diclorometanico (EBD), conforme Figura 8.

Figura 8. Fluxograma do processo de obtengao dos extratos brutos (EBH e EBD) das
folhas de Piper regnellii (Miq) C. DC. var. regnellii.

Material
Vegetal
Seco

Extracéo a frio com hexano (3x)

Filtrado
Evaporado sob vacuo
Residuo Vegetal Extrato Bruto
Extragao a frio com diclorometano (3x) Heéaan'fo
Filrado ( )
Evaporado sob vacuo

Extrato Bruto
Diclorometanico
(EBD)
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3. ISOLAMENTO DOS COMPOSTOS EUPOMATENOIDE-5 E APIOL

O EBD do acesso A (EBDa, 15 g) foi fracionado por meio de coluna filtrante. O
gradiente de solventes utilizado para elui¢do da coluna envolveu hexano, diclorometano e
metanol em propor¢des crescentes de polaridade, originando 52 fragdes (50 mL). Essas
fracoes foram agrupadas de acordo com o perfil da cromatografia em camada delgada
(CCD) e visualizadas com reagente anisaldeido (50 mL &cido acético, 0,5 mL acido
sulfdrico e 0,5 mL anisaldeido) seguido de aquecimento a 110°C.

As fragbes que continham a lignana eupomatendide-5 e apresentaram fatores de
retencao (Rf — retention factor) préximos foram agrupadas e submetidas a processos de
cristalizagao e recristalizacdo, com o objetivo de isolar o composto eupomatendide-5. Este
composto foi enviado para analise em cromatografia gasosa acoplada a detector seletivo
de massas (CG-EM). O cromatograma adquirido foi comparado com aqueles previamente
obtidos (LONGATO, 2010) para verificagao do teor relativo do composto isolado.

O EBD do acesso B (EBDDb, 15 g) foi submetido a fracionamento por coluna filtrante. O
gradiente de solventes utilizado para elui¢do da coluna envolveu hexano, diclorometano e
metanol em propor¢des crescentes de polaridade, originando 48 fragbes (50 mL). As
fracoes foram agrupadas de acordo com o perfil da cromatografia em camada delgada
(CCD) e visualizadas com reagente anisaldeido (50 mL &cido acético, 0,5 mL acido
sulfdrico e 0,5 mL anisaldeido) seguido de aquecimento a 110°C.

As fragcoes que apresentaram Rf proximos foram agrupadas, originando 7 novas
sub-fragdes (FRA a FRG) , sendo que a FRD continha o fenilpropanol apiol. Esta fragao foi
submetida a processo de refracionamento por coluna classica isocratica, tendo como fase
movel a mistura de hexano e acetato de etila (90:10). Deste processo foram obtidas 9

fracoes.
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As fracbes 5-8 foram enviadas para analise em cromatografia gasosa acoplada a
detector seletivo de massas (CG-EM), uma vez que os dados de CCD indicavam ser um
Unico composto. Este composto, denominado inicialmente de composto-2, foi testado in
vitro para avaliacao da atividade antiproliferativa, em cultura de células tumorais humanas
e a confirmacao de sua estrutura quimica foi realizada por ressonancia magnética nuclear

(RMN).

4. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram realizados no 1Q-
UNICAMP e obtidos em espectrometro Briker, modelo Avance DRX-500, operando a 500
MHz na frequéncia do hidrogénio e a 125 MHz na frequéncia do carbono-13. O sinal
residual do solvente ou do TMS foi usado como referéncia interna. O solvente utilizado na
dissolucado das amostras para obtencao dos espectros foi o cloroférmio deuterado (CDCls,
Isotec - INC). Os resultados foram comparados com dados espectrais descritos para

compostos isolados de Piper regnellii (BENEVIDES, SATORELLIlI e KATO 1999).

5. ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE ALTA RESOLUCAO COM
IONIZACAO POR "ELECTROSPRAY" (HRESIMS)

A amostra foi injetada por insergao direta no espectrémetro de massas com auxilio
de uma bomba seringa (Havard Aparatus) com fluxo de 10 pL.min"'. O tempo total para
aquisicao de cada espectro foi fixado em 1 min. Os espectros ESI-MS foram extraidos no
modo positivo através do equipamento QTof Micromass (Manchester - Reino Unido) de
configuracao ESI-QqTof. As condicbes de operacdo do equipamento foram: 2.5 kV de
voltagem do capilar, 100°C de temperatura da fonte, temperatura de dessolvatagéo de

100°C, e voltagem do cone de 20 V. Os espectros de full scanforam adquiridos na faixa
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de m/z50 a 1000. Este estudo foi realizado no Laboratério Thomson de Espectrometria

de Massas do IQ-UNICAMP.

6. ATIVIDADE FARMACOLOGICA IN VITRO

6.1 Triagem farmacoldgica

Principio do teste

O objetivo do screening in vitro € a busca por substancias que sejam capazes de
inibir a proliferagdo de células tumorais, direcionando os compostos ativos para estudos

em modelos experimentais de cancer em animais de laboratério (in vivo).

Procedimento experimental

Os compostos isolados foram avaliados quanto a potencial atividade
antiproliferativa em células tumorais humanas utilizando-se o ensaio da sulforrodamina B
(SRB Sigma®) para avaliacdo do crescimento celular, desenvolvido pelo Instituto Nacional
do Céancer (NCI) dos Estados Unidos (SKEHAN et al., 1990).

Foram empregadas até 10 linhagens de células tumorais humanas (Tabela 1).
Estas linhagens foram cedidas pelo NCI e mantidas no laboratério de cultura de células
em frascos de 25 cm? (Nunc®), com 5 mL de meio RPMI 1640 (Gibco®) suplementado com
5% de soro fetal bovino (SFB - Gibco®) e incubadas a 37°C em atmosfera imida com 5%
de CO,. Foram inoculados 100 plL/compartimento, em placas de 96 compartimentos
(Nunc®- Figura 9), da suspenséo celular com densidade de inoculagdo variando entre 4 a
7x10* céls/mL, de acordo com linhagem celular (Tabela 2) em meio RPMI/5%SFB
acrescido de 1% de penicilina/estreptomicina (LGC Biotecnologia). Apds 24h de

incubagdo a 37°C em atmosfera Uumida com 5% de CO,, foram adicionados 100
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puL/compartimento da amostra a ser testada em quatro concentragdes distintas: 0.25, 2.5,

25 e 250 pg/mL.

Tabela 1. Linhagens celulares tumorais utilizadas nos ensaios in vitro.

Sigla Tecido Caracteristicas
U251 Glioblastoma Astrocitoma. Expressa GFAP e vimentina'
1
UACC-62 Melanoma Originaria de melanécitos
’ 1
MCF-7 Qdenocarcmoma Produz proteinas insulina-like (liga fatores de crescimento) e
e mama
superexpressa gene P2P-R . TNF-a inibe seu crescimento
. 1
NCI-ADR/ Adenocarcinoma ;5 receptor de estrégeno esta ausente nesta linhagem . Expressa
RES de ovario o o . 3 ]
resistente a altos niveis do genf resisténcia multidroga (MDR1) traduzindo
multiplas drogas  para glicoproteina-P . Proto-oncogense Raf-1 pode estar envolvido
na regulacao da resisténcia a drogas
T [}
786-0 Qgerir:r(])carcmoma Produz peptideo semelhante a agéo do horménio paratireoidiano -
Mutacdes no gene HVL e da prolina oxidase propiciam a
formagé&o do tumor
NCI-H460 Adenocarcinoma  Expressa altgs niveis COX-2 que se associam ao fenétipo invasivo
de pulmdo, tipo o metastico . Apresenta caracteristicas de células endécrinas
nao pequenas ) ) 10 n
células pulmonares altamente diferenciadas e é deflcslente em fator-1 de
ativagao da protease do citocromo ¢ apoptético
PC-3 Adenocarcinoma Baixa atividade de1fosfatase acida e 5-a redutase, cromossomo Y
de prostata anormal detectado . E uma das 3 linhagens classicas de tumores
prostaticos
OVCAR-3 Adenocarcinoma  Possui receptores de estrogeno, andrégeno e progesterona e
de ovério poucos cromossomos normais representados. E adequada em
estudos de céancer ovariano e avaliagdo da terapia hormonal .
Apresen;tg alta producdo da enzima 24-OHase e baixa de 1-
aOHase
HT-29 Adenocarcinoma Possui microvilos, microfilamentos, mitocondrias vacuolizadas e
colorretal densas, alta expressao de receptores de uroquinase e antigenos
p53, mutacdes pré-tﬁjg'norais no gene APC (adenomatous
polyposis coli) e COX-2
K-562* Leucemia Células altamente indiferenciadas (blastos multipotentes) que

Miel6ide Cronica

podem se diferenciar em1progenitores das séries eritrocitica,
granulocitica e monoci’ghca. Possui o gene fusionado Bcr-abl
impedindo sua apoptose

*Célula em suspensido. 'ATCC, 2014; 2Gao e Scott, 2003; 3Yang et. al., 2003; *Xu et. al., 2002; *Weinstein-
Oppenheimer et. al., 2002; ®Thiede et. al., 1988; lliopoulos et. al., 1995; SMaxwell e Rivera, 2003; °Takahashi
et. al., 2002; "°Schiiller et. al., 1987; '"Van Bokhoven et. al., 2003; "*Miettinen et. al., 2004; "*His, Back e Eling,
2000; '“Cen et. al., 2002.
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Figura 9. Placa de 96 compartimentos utilizada no ensaio da SRB.
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Tabela 2. Densidade de inoculagéo das linhagens celulares tumorais .

Densidade de Inoculacao

Linhagem (x10* células/mL)*
U251 4.0
UACC-62 4.0
MCF-7 6.0
NCI-ADR/ RES 5.0
786-0 4.5
NCI-H460 4.0
PC-3 5.0
OVCAR-3 7.0
HT-29 4.0
K-562 5.0

* Placas de 96 compartimentos. Estas densidades foram previamente estabelecidas em nosso
laboratério por meio de ensaios de curva de crescimento.
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Para preparagédo das amostras, uma aliquota de 10 mg foi dissolvida em 100 pL de
dimetilsulféxido (DMSO Synth®). Em seguida, 50 pL dessa solugdo-méae foram dispersos
em 950 uL de meio RPMI/5% SFB, para preparagdo da solugdo de trabalho, que foi
diluida sucessivamente, em meio de cultura, para a preparagao das concentracoes finais
de 0,25, 2.5, 25 e 250 pug/mL. A concentragao final de DMSO (0,1%) nao interfere no
crescimento celular (SACOMAN et. al., 2008).

Como controles positivos foram utilizados os quimioterapicos Doxorrubicina
(Cloridrato de doxorrubicina® - Europharma) e Vincristina (Tecnocris Sulfato de
Vincristina® - Zodiac) nas concentragdes 0,025, 0,25, 2,5 e 25 ug/mL e Etoposideo
(Posidon® - Pierre Fabre) nas concentragbes 0,25, 2,5, 25 e 250 pg/mL. Uma placa
controle denominada T0, que continha todas as linhagens tumorais a serem avaliadas nas
densidades de inoculagdo previamente descritas, foi fixada no momento da adi¢gdo das
amostras, conforme descricdo abaixo, a fim de determinar qual a quantidade de células
no inicio do experimento.

Ao final de 48h de incubagéao, as células foram fixadas com 50 pL/compartimento
de TCA (acido tricloroacético Sigma®) a 50% e incubadas por 1h a 4°C. A seguir, as
placas foram lavadas quatro vezes consecutivas com agua destilada para remogao de
residuos de TCA, meio, SFB e metabdlitos secundarios. Depois de secas a temperatura
ambiente, as células fixadas foram coradas com 50 pL/compartimento de SRB 0,4% (p/v)
dissolvida em acido acético 1% e mantidas por 20 min. a temperatura ambiente. A seguir,
as placas foram lavadas quatro vezes com &cido acético 1% e secas a temperatura
ambiente. Finalmente, o corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com Trizma
Base (Sigma® 10mM e pH 10,5. A SRB é um corante protéico que se liga aos
aminodacidos basicos das proteinas de células viaveis no momento da fixagdo. Portanto,

quanto maior a quantidade de SRB ligada ao compartimento, menor a atividade

32



Materiais e Métodos

antiproliferativa da amostra em teste (MONKS et. al., 1991; RUBISTEIN et. al., 1990;

SKEHAN et. al., 1990).

Analise dos dados

A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada a 540 nm em leitor de
microplacas (Molecular Devices®, modelo VersaMax). As médias das absorbancias foram
calculadas descontando-se o valor de seus respectivos brancos e, através das formulas a
seguir, foi determinada a porcentagem de crescimento de cada amostra testada.

Se TA > T1, a amostra estimulou o crescimento.

Se T1 =TA>TO0, a amostra foi citostatica e a formula utilizada foi 100 X [(TA- TO)/
(T1- TO)].

Se TA< TO, a amostra foi citocida e a féormula utilizada foi 100 X [(TA- T0)/( T0O)].

Sendo TA a média da absorbancia da célula tratada, T1 o controle de célula e TO o
controle das células no dia da adicao das amostras, obteve-se entdo a porcentagem de
crescimento. Os dados de absorbancia foram analisados e compilados na elaboragéao de
gréficos relacionando a porcentagem de crescimento celular com a concentracdo da
amostra. Através do software Origin®, foi feita a regresséo linear das curvas obtidas com
as meédias da porcentagem de crescimento e foram calculados o TGl (tfotal growth
inhibition): a concentragdo necessaria para inibir totalmente o crescimento celular
(utilizado para amostras citocidas) e o GI50 (50% growth inhibition): concentragao
necessaria para inibir 50% do crescimento celular (utilizado para amostras citostéaticas).
Esses parametros sao utilizados para comparar a poténcia das amostras e evidenciar a

seletividade das mesmas.
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6.2 Avaliacido da associacdo entre quimioterapicos e compostos em

linhagens tumorais humanas

Principio do teste

O uso de medicamentos combinados com a finalidade de contornar a resisténcia
tumoral € um principio bem estabelecido da terapia contra o cancer (DANCEY e CHEN, 2006).
Considerando os resultados positivos que o0s estudos envolvendo associagbes entre
medicamentos na terapia contra cancer tém demonstrado, urgiu-se a necessidade de um

estudo de associagao entre os compostos isolados e quimioterapicos utilizados na clinica.

Procedimento experimental

A atividade antiproliferativa foi realizada por meio do ensaio da SRB, previamente

descrito, para avaliagao do crescimento celular.

Doxorrubicina, Vincristina e Apiol

O composto apiol e os quimioterapicos doxorrubicina e vincristina foram avaliados
quanto a atividade antiproliferativa em linhagem de ovario resistente a mdultiplos farmacos
(NCI/ADR-RES). Foram testados os compostos: apiol, nas concentragdes de 10, 25, 50,
100 uM e 1 mM (2,5 — 250 pg/mL); doxorrubicina, nas concentracées de 0,045, 0,45, 4,5
e 45 puM (0,025 - 25 pg/mL); vincristina, nas concentragdes de 0,03, 0,3, 3 e 30 uM (0,025
- 25 pg/mL) e tratamentos conjuntos entre apiol-doxorrubicina e apiol-vincristina, em 48h
de incubagdo. Também foram avaliados em linhagem tumoral de ovario (OVCAR-3),
sendo padronizada a concentracado de 100 uM para o composto apiol e os
quimioterapicos avaliados nas concentragdes de 1,25, 2,5, 5, 10 e 20 uM, bem como

tratamentos conjuntos entre apiol e quimioterapicos, em 48 h de incubagao.
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Eupomatendide-5 e Etoposideo

O composto eupomatendide-5 e o quimioterapico etoposideo foram avaliados
quanto a atividade antiproliferativa em linhagem tumoral de ovario resistente a multiplos
farmacos (NCI/ADR-RES). O eupomatendide-5 foi avaliado nas concentracdes de 2,5, 5,
10 € 20 uM (0,75 — 6 pg/mL) e o etoposideo em 2,5, 5 e 10 uM (1,5 — 6 pg/mL), além de

tratamentos conjuntos entre etoposideo e eupomatendide-5, sendo 48h de incubacao.

Eupomatendide-5 e Apiol

A associacdo dos dois compostos isolados também foi avaliada no teste de
atividade antiproliferativa in vitro, em linhagens tumorais de mama (MCF-7) e rim (786-0).
Os tratamentos consistiram nas concentragdes de 4,25, 8,5, 17, 34 e 68 uM (1,25 — 20
pug/mL) de eupomatendide-5, na presenga e na auséncia de 100 uM de apiol, sendo 15h

de incubacéo.

Analise dos dados

As leituras espectrofotométricas das absorbancias foram realizadas a 540nm em
leitor de microplacas (Molecular Devices®, modelo VersaMax). As médias das
absorbancias foram calculadas e, através do software Origin®, foi feita a regressao linear
das curvas obtidas com as médias da porcentagem de crescimento e foram calculados o
TGl e Glso, além de confeccionados os graficos.

De acordo com CHOU e CHOU (1988), a analise do efeito combinatério pode ser
realizada empregando-se o indice de redugdo de dose (DRI — dose reduction index),
também chamado de relacéo de reversdo. O DRI é uma medida de quantas vezes a dose
pode ser reduzida em comparagdo com as doses de cada farmaco isoladamente e é

calculada como se segue:
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DRI = Gilso* da droga citotéxica sozinha

Glso* da droga em combinag¢do com o parceiro

*Gl50, TGl

O DRI é importante em situacdes clinicas, em que a reducédo da dose conduz a
toxicidade reduzida, enquanto a eficacia terapéutica é mantida. DRI > 1 é benéfico,

indicando sinergismo.

6.3 Teste de inibicdo das topoisomerases | e ll-alfa

Principio do teste

As topoisomerases sdo enzimas nucleares requeridas durante a replicacao do
DNA e a disjungdo cromossdmica na mitose, devido a sua habilidade em alterar a
helicoidizacdo do DNA (WALSBY et. al., 2011). Alguns quimioterapicos agem inibindo
esta enzima, impedindo assim a progressao do crescimento tumoral. Esta metodologia foi
realizada em colaboracdo com o Departamento de Farmacia e Bioquimica do Centro de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, sob

orientacdo da Profa. Dra. Renata Trentin Perdomo.

Procedimento experimental

Teste de inibicdo da topoisomerase | humana

A atividade catalitica da topoisomerase | foi avaliada pela conversao de 0,125 g
de DNA plasmidial superenovelado (Invitrogen, Cat. n®. 15367-014) em DNA relaxado
quando incubado com 4 U de enzima topoisomerase | purificada (Sigma, EUA) por 30
minutos a 37°C em tampao (Tris-HCI pH 7,9 contendo 10 mM EDTA, 1,5 M NaCl, 1%
Albumina de Soro Bovino (BSA), 1 mM espermidina e 50% glicerol) na presenga ou
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auséncia do eupomatendide-5 nas concentracoes de 100 e 200 pM. A reacdo foi
interrompida com a adig&o, no gelo, de 4 pL de solugdo contendo 5% de dodecilsulfato de
sodio (SDS), 0,025% de azul de bromofenol e 40% de glicerol (ESTEVES-SOUZA et al.,

20086).

Teste de inibicdo da topoisomerase Il alfa humana

A atividade catalitica da topoisomerase |l foi avaliada pela conversao de 0,125 ug
de DNA plasmidial superenovelado (Invitrogen, Cat. n®. 15367-014) em DNA relaxado
quando incubado com 4 U de enzima topoisomerase Il (Sigma, USA) por 1h a 37°C em
tampao (Tris-HCI 50 mM pH 8,0 contendo KCI 120 Mm, MgCl, 10 Mm, DTT 0,5 Mm e ATP
10 mM) na presenca ou auséncia do composto eupomatendide-5 na concentracao de 200
MM. A reacgdo foi interrompida com a adi¢ao, no gelo, de 4 uL de solu¢ao contendo 5% de
SDS, 0,025% de azul de bromofenol e 40% de glicerol (ESTEVES-SOUZA et. al., 2006).

Como controle positivo foi utilizado o quimioterapico etoposideo (BALLOT et. al., 2012).

Analise dos dados

A atividade da enzima foi analisada pela presenca das bandas de DNA apds
eletroforese gel de agarose 1%, tampao TBE 1X por 45 min. a 80V (2,0 V/cm) e
visualizadas em luz U.V. pela presenca do intercalante no DNA (Gel Red™ 10X, diluido

1:500, 0,025% final).

6.4 Citometria de fluxo

Os estudos acerca do mecanismo de agcdo dos compostos foram realizados no
citdmetro de fluxo Guava EasyCyte Mini Flow Cytometry System, Millipore®, Billerica, MA,
EUA. Para otimizacdo dos ensaios, as concentragées celulares finais para leitura foram

padronizadas entre 5x10* e 5x10° células/mL. As concentracdes (17 e 51 pM) dos compostos
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escolhidas para avaliacdo basearam-se em testes antiproliferativos prévios, levando-se em
conta os valores de TGI. As linhagens escolhidas para os estudos do mecanismo de agao
foram 786-0 (rim) e MCF-7 (mama), por estarem entre as linhagens mais sensiveis ao

tratamento com eupomatendide-5.

6.4.1 Quantificacao de células em fases do ciclo celular

Principio do teste

Esse ensaio baseia-se na diferenciacao de células nos diversos estagios do ciclo
celular pela marcacdo do DNA com iodeto de propidio (Pl), um intercalante de DNA. Essa
andlise so é permitida apds a permeabilizacdo da membrana com o etanol 70% a 4°C.

As células na fase Gy/G; contém duas coOpias dos cromossomos, ou seja,
apresentam ploidia tipica (2n=2c) de células que ainda ndo entraram em mitose. J& as
células que entraram em processo de divisdo celular e iniciaram a sintese de material
genético na fase S, apresentam uma maior quantidade de DNA (>2c) e,
consequentemente, uma maior intensidade de marcagao. As células que ja tiveram seu
material genético duplicado (4c) e estdo prestes a sofrer citocinese (fase Go/M),
apresentam o dobro de fluorescéncia comparado a populacédo Go/G;.

Quando ha fragmentacdo de DNA, caracteristico de processos apoptoticos, ha a

presenca da fase sub-G1 (KAJSTURA et. al., 2007).

Procedimento experimental

Para este ensaio, foram utilizadas as linhagens MCF-7 e 786-0. Foram inoculados
1000 pL por compartimento, em placas de 6 compartimentos (Nunc®), de uma suspensao
com densidade de inoculacdo de 1x10° céls/mL em meio RPMI/5%SFB acrescido de 1%
de penicilina/estreptomicina. Ap6s 24h de incubagéo a 37°C em atmosfera umida com 5%
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de CO,, o meio foi aspirado e foi adicionado 1mL de meio RPMI sem SFB para o
carenciamento, ou seja, a sincronizagao das células para o inicio do ciclo celular. As
células foram mantidas em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e ambiente Umido
e, apbés 24h de sincronizacdo, foram tratadas com 12,5 e 25 yM do composto
eupomatenoide-5 em triplicata. Como controle positivo foi utilizado o quimioterapico
etoposideo, na concentragcdo de 10 uM, que causa parada do ciclo em S ou G2/M
(GONZALEZ-SARRIAS et. al., 2013; WALSBY et. al., 2011).

Apbs 24h de tratamento, o meio foi coletado em tubo para centrifuga de 15 mL, os
compartimentos foram lavados com 500 uL de PBS, o conteudo coletado e as células
aderidas foram desprendidas com auxilio de 500 uL de tripsina (0,25%), sendo posteriormente
inibidas com 1000 pL de meio com SFB 5%. As células soltas foram coletadas e o tubo levado
& centrifuga (Eppendorf ©® 5403) por 5 min. a 2500 rpm. O sobrenadante foi descartado e o
pellet celular ressuspenso em 500 uL de PBS e centrifugado nas mesmas condigdes. O
sobrenadante foi aspirado de forma a deixar 100 pL de PBS, o qual foi utilizado para
ressuspender o precipitado de células. Cuidadosamente essa solugdo de células foi
adicionada a outro microtubo contendo 500 pL de etanol 70% gelado. O microtubo foi
homogeneizado e mantido a 4°C por no minimo 12h antes do procedimento de marcagéo.
Procedeu-se entdo com a centrifugagdo das amostras a 2500 rpm por 5 min. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 500 pL de PBS, a fim de
retirar todo o etanol. As amostras foram centrifugadas novamente e o precipitado celular
foi ressuspendido em 200 pL do reagente Guava® Cell cycle (Merck/Millipore 4500-0220).
As amostras foram incubadas por 30 min. protegidas da luz e a seguir analisadas em

citbmetro de fluxo (5000 eventos adquiridos).
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Analise dos dados

A excitacao foi realizada por um laser de argbnio de operagao a 488 nm e a deteccao
de fluorescéncia foi realizada a 650-670 nm (PI). As células que nao tinham sido expostas ao
kit de ciclo celular foram utilizadas para determinar a autofluorescéncia sob estas mesmas
condicdes. A andlise da quantidade celular presente em cada fase permitiu a confecgéo dos

graficos.

6.4.2 Quantificacao de células em estagios de apoptose

Principio do teste

A técnica de citometria de fluxo foi utilizada para detectar a quantidade total de células
em apoptose, conforme descrito por Van Oostveldt (1999). Para este experimento, foi utilizado
o kit Guava® Nexin Reagent (Merck/Millipore 4500-0450), que contém anexina V-PE e 7-
AAD. Durante a apoptose, as células modificam a estruturade suas membranas
plasmaticas, o que sinaliza o inicio do processo de morte. A exposicao da fosfatidilserina
(PS) na superficie celular € uma das mudangas estruturais que ocorre, sendo reconhecida
pelos fagécitos, que captam este sinal e fagocitam a célula. Anexina V é uma proteina de
ligacao para fosfolipideos e, na presencga de ions de célcio, ela exibe alta afinidade para
ligacdo seletiva a PS. PE é um fluorocromo e esta acoplado a anexina V, portanto
evidencia as células que tem a PS exposta. O 7-AAD é um composto quimico fluorescente
que tem alta afinidade pelo DNA, se intercalando nas regides ricas em G-C. E impermeavel
quando a membrana plasmatica esta integra, ou seja, sua marcagdo evidencia o
comprometimento da estrutura celular, fato que estd associado com um estégio tardio de

apoptose ou necrose (TELFORD et. al., 2011).
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Procedimento experimental

As linhagens 786-0 e MCF-7 foram inoculadas (1 mL por compartimento) em placas
de 6 compartimentos (Nunc®), em uma densidade de inoculagdo de 1x10° céls/mL em
meio RPMI/5%SFB acrescido de 1% de penicilina/estreptomicina. Apés 24h de incubacao
a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO,, o meio foi aspirado e foram adicionados
2000 pL/compartimento do eupomatenédide-5 em duas concentragdes distintas (17 e 51
puM). Como controle negativo foram utilizadas apenas células e meio de cultura RPMI
contendo 0,25% de DMSO, diluente dos compostos.

As leituras em citdmetro de fluxo foram realizadas em dois tempos: 12 e 24h ap6s a
adicdo dos compostos. Apds este periodo de tratamento, o meio foi coletado em tubo para
centrifuga de 15 mL, os compartimentos foram lavados com PBS e as células aderidas foram
desprendidas com auxilio de 500 pL de tripsina (0,25%), sendo posteriormente inibidas com
1000 pL de meio com SFB. As células soltas foram coletadas e o tubo levado a centrifuga por
5 min. a 2500 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet celular ressuspenso em 300 L
de meio, dos quais 100 pL foram adicionados a 100 yL do Guava Nexin Reagent em tudo
eppendorf. A incubagao foi realizada por 20 min. em ambiente escuro, a temperatura ambiente

e a leitura feita em citdmetro de fluxo (2000 eventos adquiridos).

Analise dos dados

A excitacgao foi realizada por um laser de argénio de operagao a 488 nm e a deteccao
de fluorescéncia foi realizada a 525-575 nm (PE) e 650-670 nm (7-AAD). As células que nao
tinham sido expostas ao kit de anexina foram utilizadas para determinar a autofluorescéncia
sob estas mesmas condi¢coes. A analise da quantidade celular presente em cada quadrante

permitiu a confecgao dos graficos, conforme Figura 10.
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Figura 10. Representagado esquematica dos quadrantes do grafico de apoptose.
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Quadrante inferior esquerdo: duplo negativo; quadrante inferior direito: AnexinaV-PE(+)/7AAD(-); quadrante

superior direito: duplo positivo; quadrante superior esquerdo: AnexinaV-PE(-)/7AAD(+).

6.4.3 Deteccao de caspases ativas

Principio do teste

As enzimas caspases tém papel central no processo de morte celular por apoptose.
Essas proteases formam uma familia de enzimas que iniciam a cascata apoptotica
(caspases -2, -8, -9 e -10), sado responsaveis pelo colapso celular (-3, -6 e -7) e
processam citocinas (-1, -4, -5, -11 a -14) (SALVESEN e DIXIT, 1997). O kit Guava®
Multicaspase Detection Kit (4500-0101) utiliza um inibidor de caspase conjugado a um
fluorocromo denominado sulforhodamine-valyl-alanyl-aspartyl-fluoromethylketone (SR-
VAD-FMK). Este inibidor € permedvel a célula e nao citotéxico. Uma vez dentro da célula,
este inibidor se liga covalentemente as caspases que foram ativadas pela via apoptoética
(BUTEAU, SPATZ e ACCILI, 2006). Células com marcacao positiva para SR-VAD-FMK
correspondem a células em estagio de apoptose. Incluido neste kit esta também o corante
7-AAD, que é impermeavel as células viaveis, mas permeavel as células em estagio final

de apoptose.
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Procedimento experimental

As linhagens 786-0 e MCF-7 foram inoculadas (1 mL por compartimento) em placas
de 6 compartimentos (Nunc®), numa densidade de inoculagdo de 1x10° céls/mL em meio
RPMI/5%SFB acrescido de 1% de penicilina/eestreptomicina. Apés 24h de incubacéo a
37°C em atmosfera imida com 5% de CO,, o meio foi aspirado e foram adicionados 2000
puL/compartimento do eupomatendide-5 em duas concentragdes distintas (17 e 51 uM).
Como controle negativo foram utilizadas apenas células e meio de cultura RPMI contendo
0,25% de DMSO, diluente dos compostos.

Apds 6h de tratamento, o0 meio foi coletado em tubo para centrifuga de 15 mL, os
compartimentos foram lavados com PBS e as células aderidas foram desprendidas com
auxilio de 500 uL de tripsina (0,25%), sendo posteriormente inibidas com 1000 uL de meio
RPMI/5%SFB. As células soltas foram coletadas e o tubo levado a centrifuga por 5 min. a
2500 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet celular ressuspenso em 300 uL, dos quais
100 pL foram adicionados a 10 uL de Guava Caspase Reagent Working Solution em tubo
eppendorf. A incubagao foi realizada por 60 min. em ambiente escuro, a temperatura
ambiente. Apés incubagéo, 100 pL de 1x Apoptosis Wash Buffer foram adicionados para cada
amostra. Posteriormente, os eppendorfs foram centrifugados a 300xg, por 5 min., sendo o
procedimento repetido trés vezes. O sobrenadante foi descartado e o pellet celular
ressuspenso em 200 pL de Caspase 7AAD Reagent Working Solution, sendo as amostras
incubadas por 10 min. a temperatura ambiente no escuro. A leitura foi realizada em citdbmetro

de fluxo (2000 eventos adquiridos).

Analise dos dados

A excitacgao foi realizada por um laser de argénio de operagao a 488 nm e a deteccao
de fluorescéncia foi realizada a 525-575 nm (SR-VAD-FMK) e 650-670 nm (7-AAD). As células
que ndo tinham sido expostas ao kit foram utilizadas para determinar a autofluorescéncia sob
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estas mesmas condi¢cdes. A andlise da quantidade celular presente em cada quadrante

permitiu a confecgao dos graficos, conforme Figura 11.

Figura 11. Representagao esquematica dos quadrantes do grafico de multicaspase.
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Quadrante inferior esquerdo: duplo negativo; quadrante inferior direito: SR-VAD-FMK(+)/7AAD(-); quadrante

superior direito: duplo positivo; quadrante superior esquerdo: SR-VAD-FMK (-)/7AAD(+).

6.4.4 Determinacao do potencial transmembranico mitocondrial

Principio do teste

Este teste baseia-se na capacidade da mitocdndria em sequestrar o corante
fluorescente rodamina 123. Quando esta organela apresenta potencial transmembréanico
inalterado, as células que sequestram a rodamina emitem alta fluorescéncia. Alteragdes
no potencial transmembranico levam ao efluxo da rodamina de dentro da mitocondria,
gerando eventos com menor fluorescéncia quando comparados as células que possuem

mitocondrias que nao sofreram alteracao de potencial (PETIT, 1992).

Procedimento experimental

As linhagens 786-0 e MCF-7 foram inoculadas (1 mL por compartimento) em placas

de 6 compartimentos (Nunc®), numa densidade de inoculagdo de 1x10° céls/mL em meio

44



Materiais e Métodos

RPMI/5%SFB acrescido de 1% de penicilina/estreptomicina. Ap6s 24h de incubagao a
37°C em atmosfera imida com 5% de CO,, o meio foi aspirado e foram adicionados 2000
pL/compartimento do eupomatendide-5 em duas concentragdes distintas (17 e 51 uM).
Como controle negativo foram utilizadas apenas células e meio de cultura RPMI contendo
0,25% de DMSO, diluente dos compostos.

As placas foram incubadas em estufa a 37°C ao longo de 1,5h, 3h e 4,5h e,
posteriormente, 1 ug/mL de rodamina-123 (Sigma®) em meio RPMI acrescido de 10% de SFB
foi adicionado aos compartimentos. Apdés um periodo de 15 minutos de incubacéo a 37°C, o
conteudo foi aspirado e os compartimentos lavados 3 vezes com RPMI + SFB 10%, sendo
posteriormente as células tripsinizadas e recolhidas em meio RPMI para a leitura do acumulo

de rodamina intracelular (5000 eventos), realizada em citbmetro de fluxo.

Analise dos dados

A excitagao foi realizada por um laser de argdnio de operagao a 488 nm e a andlise de
fluorescéncia a 550 nm. As células que ndo tinham sido expostas a rodamina-123 foram
utilizadas para determinar a autofluorescéncia sob estas mesmas condicdes. Através da

analise dos dados de intensidade de fluorescéncia, foi possivel confeccionar os graficos.

6.4.5 Producao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Producéo de peroéxidos de hidrogénio (H20o)

Principio do teste

As células constantemente geram ROS durante o metabolismo aerdbico, exercendo
papel protetivo e funcional importante no sistema imune e equiliboram esta produgéo por meio
de um sistema de defesa que combate a sua producéo excessiva. ROS e estresse oxidativo
desenvolvem papéis importantes em doencas como cancer, arterosclerose e diabetes.
Portanto, para estabelecer seu papel preciso € necessario mensurar a quantidade de ROS
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presente na célula, bem como o dano oxidativo causado por estes compostos quimicos
(ERUSLANOV e KURSMATSEV, 2010).

Existem muitos métodos que mensuram a producéo de radicais livres na célula. Uma
das técnicas mais utilizadas para quantificar o estado redox da célula envolve o uso de uma
sonda fluorescente denominada 2'-7'-Dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA). Esta
sonda é estavel, fluorogénica, apolar e pode ser rapidamente difusa nas células e desacetilada
por esterases intracelulares em uma molécula de DCFH nao fluorescente, que é
posteriormente oxidada por peréxido de hidrogénio intracelular a DCF, que é altamente
fluorescente. Portanto, a intensidade da fluorescéncia é proporcional a quantidade de peréxido

de hidrogénio intracelular (MAHALINGAIAH e SINGH, 2014).

Procedimento experimental

As linhagens 786-0 e MCF-7 foram inoculadas (1 mL por compartimento) em placas
de 6 compartimentos (Nunc®), em uma densidade de inoculagdo de 1x10° céls/mL em
meio RPMI/5%SFB acrescido de 1% de penicilina/estreptomicina. Ap6s 24h de incubagao
a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO,, o meio foi aspirado e foram adicionados
2000 pL/compartimento do eupomatendide-5 nas concentragdes de 17 uM de 51 uM,
diluido em meio HBSS (Hank’s Buffered Salt Solution), sendo as placas novamente
incubadas em estufa ao longo de 1,5h, 3h e 4,5h. Ap6s este periodo, as células foram
lavadas com tampao HBSS, sendo novamente incubadas por 30 min. com 10 uM de
DCFH-DA (Molecular Probes/Invitrogen), tomando o cuidado de protegé-las da luz. Para a
leitura da quantidade de ROS intracelular (5000 eventos), o conteudo foi aspirado, os
compartimentos lavados com tampao HBSS e as células tripsinizadas e ressuspensas em
HSBB. Como controle negativo foram utilizadas apenas células e meio de cultura RPMI

contendo 0,25% de DMSO, diluente dos compostos.
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Analise dos dados

A excitagao foi realizada por um laser de argdnio de operagao a 488 nm e a andlise de
fluorescéncia a 530 nm. As células que nao tinham sido expostas a sonda foram utilizadas
para determinar a autofluorescéncia sob estas mesmas condigfes. Através da andlise dos

dados de intensidade de fluorescéncia, foi possivel confeccionar os gréficos.

Producédo de anions superdxido (0»-)

Principio do teste

A mitocdndria exerce um papel critico no balango energético das células, na
regulacdo de proteinas apoptéticas e sédo fontes de ROS (ARONIS et. al, 2003). A
producdo de ions superoxido ocorre durante as etapas de fosforilacdo oxidativa da
respiragdo celular, em um processo de reducdo do oxigénio molecular pela cadeia
transportadora de elétrons (LAMBERT e BRAND, 2009). Os ions superéxido produzidos
podem iniciar uma cascata de reagdes que levam a produgao de peroxinitrito, peréxido de
hidrogénio e radicais hidroxil. Estresse oxidativo e danos as estruturas celulares podem
levar a morte celular por apoptose ou a um declinio celular energético, culminando em
senescéncia (CADENAS e DAVIES, 2000).

MitoSOX Red é um corante fluorescente permeavel as células vivas, ligando-se
seletivamente as mitocéndrias. Este corante é rapidamente oxidado pelo ion superoxido,
mas nao por outras espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS). Portanto, a
intensidade de fluorescéncia é proporcional a quantidade de radicais superéxido presentes

nas células (MUKHOPADHYAY et. al. 2007).

Procedimento experimental

As linhagens 786-0 e MCF-7 foram inoculadas (1 mL por compartimento) em placas

de 6 compartimentos (Nunc®), em uma densidade de inoculagdo de 1x10° céls/mL em
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meio RPMI/5%SFB acrescido de 1% de penicilina/estreptomicina. Apés 24h de incubacao
a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO,, o meio foi aspirado e foram adicionados
2000 pL/compartimento do eupomatendide-5 nas concentracdes de 17 e 51 uM, sendo as
placas novamente incubadas em estufa ao longo de 1,5h, 3h e 4,5h. Apds este periodo, as
células foram lavadas com tampao 1x Assay Buffer HSC, sendo novamente incubadas
por 15 min. com 100 puL de MitoStress Working Solution [2 puL de Mitosox Red Reagent
(Merck/Millipore 4700-1335) + 98 uL de 1x Assay Buffer HSC (Merck/Millipore 4200-
0131)], tomando o cuidado de protegé-las da luz. Para a leitura da quantidade de radicais
superéxido (5000 eventos), o conteudo foi aspirado, os compartimentos lavados com
tampao HSC e as células tripsinizadas e ressuspensas em 200 uL de HSC. Como
controle negativo foram utilizadas apenas células e meio de cultura RPMI contendo 0.25%

de DMSO, diluente dos compostos.

Analise dos dados

A excitagao foi realizada por um laser de argdnio de operagao a 488 nm e a andlise de
fluorescéncia a 550-580 nm. As células que néo tinham sido expostas a sonda foram utilizadas
para determinar a autofluorescéncia sob estas mesmas condi¢des. Através da analise dos

dados de intensidade de fluorescéncia, foi possivel confeccionar os graficos.

6.4.6 Teste do efluxo de rodamina-123 intracelular por meio da
glicoproteina-P (P-gp)

Principio do teste

A resisténcia aos quimioterapicos promovida pela P-gp é a forma de resisténcia mais
estudada in vitro, in vivo e na clinica e, consequentemente, um grande nimero de farmacos e

compostos recentemente sintetizados € investigado pelas suas habilidades em afetar o
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fenébmeno (HUBER, MARUIAMA e ALMEIDA, 2010). A atividade da P-gp foi determinada pelo
efluxo de rodamina-123, corante fluorescente que serve como substrato para P-gp, através da
técnica de citometria de fluxo, em linhagem tumoral de ovario que expressa fenétipo de
resisténcia a multiplos farmacos (NCI-ADR/RES), caracterizada pela alta expresséo de P-gp

em suas membranas celulares (LISCOVITCH e RAVID, 2007).

Procedimento experimental

Células da linhagem NCI/ADR-RES numa densidade de 1x10° céls/mL foram
semeadas (1 mL/compartimento) e incubadas em meio RPMI/5%SFB acrescido de 1% de
penicilina/estreptomicina a 37°C por um periodo de 24h em placas de 6 compartimentos.
Ap6s este periodo, 2.5 pg/mL de rodamina-123 (Sigma®) em meio RPMI acrescido de 10% de
SFB foram adicionados aos compartimentos, sendo as placas incubadas por mais 30 min. a
37°C. Posteriormente o contetdo foi aspirado e os compartimentos lavados 3 vezes com RPMI
+ SFB 10%. Finalmente, as células foram tratadas, sendo o controle positivo verapamil
utilizado na concentragdo de 10 uM e o composto apiol na concentragéo de 100 uM. As placas
foram mantidas em estufa a 37°C e a leitura do acumulo de rodamina intracelular (5000

eventos) foi realizada apds 60 e 90 min. do tratamento.

Analise dos dados

A excitagao foi realizada por um laser de argdnio de operagao a 488 nm e a andlise de
fluorescéncia a 550 nm. As células que ndo tinham sido expostas a rodamina-123 foram
utilizadas para determinar a autofluorescéncia sob estas mesmas condicdes. Através da

analise dos dados de intensidade de fluorescéncia, foi possivel confeccionar os graficos.
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6.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Principio do teste

O microscépio eletronico de varredura (MEV) utiliza um feixe de elétrons no lugar
de fétons utilizados em um microscépio Optico convencional, o que permite solucionar o
problema de resolugao relacionado com a fonte de luz branca. O MEV é um aparelho que
fornece rapidamente informagdes sobre a morfologia e identificagdo de elementos
qguimicos de uma amostra sélida. Sua utilizagdo € muito comum em biologia celular. Esta
metodologia foi realizada em colabora¢do com o Laboratério de Microscopia Eletronica do
Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da Universidade Federal de
Pernambuco — UFPE, sob responsabilidade do prof. Dr. Luiz Carlos Alves e técnico

Rafael José R. Padilha.

Procedimento experimental

Células das linhagens 786-0 e MCF-7 na concentracdo de 1x10° céls/mL foram
plaqueadas e no dia seguinte tratadas com 51 uM de eupomatenoide-5 por 6h a 37°C. As
células foram recolhidas e centrifugadas por 5 min. a 2500 rpm a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o pellet celular lavado com PBS até total remog¢ao do meio de cultura, sendo
centrifugado novamente. O precipitado foi entdo fixado overnight em 2,5% de
glutaraldeido e 4% de paraformoldeido em tampéao fosfato (0,1 M pH 7.4) a 4°C. Apés
fixagdo o material foi lavado com tampao cacodilato de sédio (0,1 mol/L, pH 7,2) e pos-
fixado com 1% (p/v) de tetréxido de ésmio por 1h. Posteriormente o material foi
desidratado em concentracdes crescentes de etanol (30, 50, 70, 90 e 100%) e seco ao
ponto critico em dessecador de CO, (Hitachi HCP-2). O espécime seco foi montado em

suporte (stub) ajustando-se a melhor orientagdo em relagdo ao feixe de elétrons e ao
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coletor e posteriormente coberto com ouro (QUORUM Q150T ES - Quorum Technologies

Ltd, UK).

Analise dos dados

Os espécimes foram analisados usando microscopio de varredura EVO LS15 ZEISS

(Carl Zeiss Microscopy - Jena, Germany) operando a 5 kV.

7. ATIVIDADE FARMACOLOGICA IN VIVO — Tumor ascitico de Ehrlich

Principio do teste

O tumor de Ehrlich & de origem murina, transplantavel, originado de um
adenocarcinoma mamario. De crescimento rapido, é capaz de se desenvolver tanto na

forma ascitica quanto na forma sélida (NASCIMENTO et. al., 2006).

Procedimento experimental

O ensaio farmacolégico in vivo foi previamente aprovado pela Comisséo de Etica em
Experimentacdo Animal (CEUA/Unicamp 2163-1, ANEXQOS II).

As células de Ehrlich foram descongeladas, ressuspensas em tampao fosfato-
salina (PSB) e centrifugadas por 5 min. a 2500 rpm a 4°C. O sobrenadante foi descartado
e o pellet celular novamente ressuspendido em PBS, em um volume suficiente para que
cada animal recebesse 8,75x10° células em uma proporgéo de 10 mL/kg (via i.p.). Dois
animais receberam essas células e foram considerados doadores. ApoOs sete dias
sofreram eutanasia por deslocamento cervical e seu liquido ascitico foi coletado e
submetido a processamento.

Foram coletados 2 mL de liquido ascitico, adicionados a 2 mL de ficoll e a mistura

foi centrifugada a 2500 rpm por 15 min., a 18°C, para precipitar granuldcitos e eritrécitos
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e obter as células tumorais. Nessas condi¢cdes formou-se um anel celular, que foi
coletado em PBS e submetido a centrifugagéo, nas mesmas condigées. O sobrenadante
foi descartado e o pellet livre de hem@cias e células brancas ressuspendido em PBS em
quantidade suficiente para a inoculagdo de 1x10* células/ 100 uL, via i.p., em cada
animal.

Foram utilizados 35 camundongos fémeas da linhagem BALB/C, pesando entre 20-
25 g, com 90 dias de idade, oriundos do Biotério Central (CEMIB) da Universidade
Estadual de Campinas. Os grupos experimentais foram mantidos em gaiolas individuais
identificadas, sendo fornecidas rag¢éo e agua ad libitum.

Os animais foram pesados e divididos em grupos (n=7), sendo tratados com os
compostos por via intraperitoneal (i.p.) 4 dias ap6s a inoculagédo das células. Os grupos
foram divididos em: controle negativo (PBS), controle positivo (5-Fu) na dose de 10 mg/Kg
e 0s grupos experimentais eupomatendide-5 na dose de 10 mg/Kg, apiol na dose de 30
mg/Kg e um grupo de tratamento conjunto entre eupomatendide-5 e apiol. Os tratamentos
foram feitos diariamente ao longo de 1 semana. As doses do eupomatendide-5 e do apiol
foram escolhidas de acordo com os resultados obtidos com os ensaios de toxicidade

aguda previamente realizados.

Analise dos dados

No 11° dia de teste, os animais foram submetidos a eutandsia por deslocamento
cervical e o volume ascitico coletado. Foram avaliadas a contagem do numero de células

tumorais utilizando o citémetro de fluxo e a variagdo do peso corporal dos animais.
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8. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos testes in vitro e in vivo foram expressos como médias + erro
padrdo das médias (EPM). As diferencas estatisticas entre os grupos experimentais foram
detectadas com andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Valores de p
menores que 0.05 (p<0.05) foram considerados estatisticamente significantes. Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.
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Resultados

1. ISOLAMENTO DOS COMPOSTOS EUPOMATENOIDE-5 E APIOL

O EBDa foi fracionado em 52 fracdes (Figura 12). As fracdes 27-39 continham a
lignana eupomatendide-5 e apresentaram Rf proximos, podendo ser agrupadas
(denominada FRF). A FRF foi submetida a processos de cristalizagéo e recristalizagéo, com o
objetivo de isolar o composto eupomatendide-5, resultando em 841,6 mg de composto puro.
Este composto foi enviado para analise em cromatografia gasosa acoplada a detector
seletivo de massas (CG-EM). O cromatograma adquirido (Figura 13) foi comparado com
aqueles previamente obtidos (PESSINI et. al., 2005) para verificagcdo do teor relativo do

composto isolado, confirmando tratar-se do eupomatendide-5.

Figura 12. CCD das fra¢des obtidas apds fracionamento por coluna filtrante do EBDa.

|
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20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52

(Fase mével: Hexano/acetato de etila 40:60 e revelador: anisaldeido) *Eup-5
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Figura 13. Cromatograma observado por CG/EM (HP 6890/HP 5975) para o
eupomatendide-5.
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O EBDb foi primeiramente fracionado em 48 fracdes (Figura 14). As fracGes que
apresentaram Rf proximos foram agrupadas, originando 7 novas sub-fragbes (FRA a
FRG), sendo que a FRD continha um composto de cor roxa. Esta fracdo foi submetida a
processo de refracionamento, originando 9 fracdes (Figura 15). As fracées 5-8 foram
enviadas para andlise em cromatografia gasosa acoplada a detector seletivo de massas
(CG-EM). As fracdes foram agrupadas, resultando em 345 mg de composto com elevado

grau de pureza.

Através dos dados espectrais, HRESI-MS e da biblioteca NIST (Anexos 1-7 e
Tabela 3) aliados aos dados publicados por BENEVIDES, SARTORELLIlI e KATO (1999),
o composto-2 foi identificado como sendo o apiol, pertencente a classe de
fenilpropandides. De acordo com dados da literatura (NEUHAUS-CARLISLE, VIERLING e
WAGNER, 1997) o apiol é um bloqueador de canal de calcio. Sua atividade
antiproliferativa, bem como sua atividade associada a quimioterapicos, foi comparada com
o composto Verapamil (hydrochloride verapamil Sigma®), por ser um bloqueador classico

dos canais de calcio, utilizado na clinica como antiarritmico (MOLENTO et. al., 2013).
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Figura 14. CCD das fragdes obtidas ap6s fracionamento por coluna filtrante do EBDDb.
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Figura 15. CCD das fragdes obtidas apds fracionamento por coluna classica da FRD.

.

i

.“...-, *

(Fase movel: Hexano/acetato de etila 40:60 e revelador: anisaldeido). *apiol

Tabela 3. Dados espectrais de RMN'H e RMN'®C observados para o composto-2 isolado
(11 Tesla, CDCI3).

Carbono Tipo 3'H) 3"°C) HMBC
1 CH. 3,32 34,01 5,4,6,7
CHs 3,84 56,78 3,10
3 CH;s 3,87 60,03 2,10
4 CH. 5,94 101,43 5
5 CH 6,30 108,17 4
6 CH, 5,01 115,27 o
7 cP - 125,68 &
8 c° - 135,06
9 c® - 136,19 e
10 CH 5,94 137,28 o
11 cO - 138,66 O
12 c° - 139,00
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2. ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DO EUPOMATENOIDE-5

A investigacéo da atividade anticancer do eupomatendide-5 (eup-5) teve inicio com a
avaliacédo da atividade antiprolifertaiva em cultura de células tumorais humanas. Os resultados
obtidos demonstraram que o eupomatendide-5 apresentou atividade antiproliferativa com
valores de TGl menores para mama, préstata, rim e ovario. O etoposideo também
apresentou inibicdo de crescimento e morte celular com seletividade para linhagens de
glioma, melanoma, rim e pulméao. Os valores de TGl das linhagens de ovario resistente,
préstata, ovario e célon tratadas com o eupomatendide-5 foram menores que os obtidos

com o tratamento pelo quimioterapico etoposideo (Figura 16 e Tabela 4).

Figura 16. Graficos da atividade antiproliferativa do composto eupomatendide-5 (A) e do
quimiotergpico etoposideo (B) em cultura de células tumorais humanas, relacionando

porcentagem de crescimento versus concentracao, apos 48h de incubagao.
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U251 — glioma, UACC-62 — melanoma, MCF7 — mama, NCI/ADR-RES — ovario resistente a multiplos farmacos, 786-
0 —rim, NCI-H460 — pulm&o, PC-3 — préstata, OVCAR-3 — ovario, HT-29 — cdlon.
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Tabela 4. Atividade antiproliferativa do eupomatendide-5 e do etoposideo em cultura de
células tumorais humanas?, apés 48h de incubagéo, expressa em TGI®.

Linhagens EUP-5° ETOP®

Glioma (U251) 27,21 11,79
Melanoma (UACC-62) 27,89 12,69
Mama (MCF7) 21,32 23,61

Ovario resistente (NCI/ADR-RES) 47,62 110,32
Rim (786-0) 24,00 10,46

Pulmé&o (NCI-H460) 34,89 12,26
Prostata (PC-3) 22,00 49,19

Ovério (OVCAR-3) 18,70 45,82

Célon (HT-29) 59,93 233,23

 Método colorimétrico - SRB

®Os valores de TGl representam a concentracdo minima necessaria (UM) para inibi¢cdo total do crescimento
celular. Os valores foram determinados através de andlise de regress@o nao-linear usando o ORIGIN 7.5®
(OriginLab Corporation). “Eupomatendide-5 (0,5 a 500 pM). “Etoposideo (0,425 a 425 uM).

Os experimentos foram realizados em triplicata.

2.1 Associacgao entre eup-5 e etoposideo em NCI/ADR-RES

De acordo com a Figura 17A, a associacao entre as duas maiores concentracdes
de eupomatendide-5 (10 e 20 uM) e etoposideo ndo potencializou o efeito antiproliferativo
do proprio composto isolado. Da mesma forma a associagdo entre as duas menores
concentracdes de eupomatendide-5 (2,5 e 5 uM) e o etoposideo nao potencializou o efeito
antiproliferativo do quimioterapico (Figura 17B), sugerindo que eles estdo competindo pelo

mesmo sitio de ligacao (Tabela 5).

Tabela 5. Atividade antiproliferativa® do etoposideo/eupomatendide-5 em cultura de
células tumorais humanas (NCI/ADR-RES), apés 48h de incubacéo, expressa em Gls,’.
Eup-55 uM + Eup-52.5 uM
Etoposideo  +Etoposideo
2,18 £ 0,06 7,66 £ 2,68 9,20 £ 1,48

2 Método colorimétrico — SRB °Os valores de Glsy representam a concentracdo minima necessaria (UM) para

Etoposideo

inibir 50% do crescimento celular. Os valores foram determinados através de andlise de regressao nao-linear
usando o ORIGIN 7.5° (OriginLab Corporation). Concentragbes avaliadas: 2.5 e 5 yM (etoposideo). Os

experimentos foram realizados em triplicata.

63



Resultados

Figura 17. Gréaficos (A e B) da atividade antiproliferativa do quimioterapico Etoposideo em
associacao ao composto Eupomatendide-5 em NCI-ADR/RES, apés 48h de incubacao.
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***p<0,001 (em relagédo ao grupo tratado apenas com eupomatendide-5).

Teste de Tukey (ANOVA). Os experimentos foram realizados em triplicata.
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2.2 Teste de inibicao das enzimas topoisomerase | e |l

Por serem compostos pertencentes a classe das lignanas, era esperado que 0s
perfis de atividade antiproliferativa in vitro do eupomatendide-5 e do etoposideo fossem
semelhantes. Embora os perfis de atividade apresentados na Figura 16 ndo tenham muita
semelhanca, a hipétese de que o eupomatendide-5 poderia agir nas fases do ciclo celular
inibindo a enzima topoisomerase IlI, assim como o composto semi-sintético (NITISS,
2009), ndo foi descartada. Para essa avaliacao foi realizado teste de atividade sobre as
enzimas topoisomerases | e Il humanas, na presenga e na auséncia do eupomatenoide-5.

De acordo com a Figura 18, o eupomatendide-5, nas concentracdes de 100 e 200
MM, ndo promoveu inibigdo da atividade da enzima topoisomerase |. Na presenca deste
composto, e sob agdo da topoisomerase |, o DNA assumiu um estado topoldgico
relaxado. A molécula de DNA em estado relaxado tende a ocupar maior espaco, 0 que
dificulta sua translocagao entre os intersticios do gel, ficando retida neste.

Ja na Figura 19 é possivel observar que tanto o quimioterapico etoposideo quanto
0 eupomatendide-5, ambos na concentragdéo de 200 pM, inibiram a atividade da
topoisomerase ll-alfa, de modo que o DNA superenovelado migrou através do gel de

agarose.
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Figura 18. Produtos do relaxamento do DNA plasmidial com topo | purificada.
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& 0 03 w3
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Relaxado

Enovelado

Banda 1: apenas 0,125 ug de pBR322; Banda 2: 0,125 pg de pBR322 + 4U de topo |; Bandas 3 e 4: 0,125 ug
de pBR322 + 4U de topo | + Eupomatendide-5 nas concentragdes de 100 e 200 pM, respectivamente.

Figura 19. Produtos do relaxamento do DNA plasmidial com topo |l purificada.

pBR322
TOPO Il 4U

ETO (200 pM)
EUP-5 (200 pM)

Relaxado

Enovelado

Banda 1: apenas 0.125 pg de pBR322; Banda 2: 0.125 yg de pBR322 + 4U de topo II; Banda 3: 0.125 ug de
pBR322 + 4U de topo Il + Etoposideo, na concentragcdo de 200 uM; Banda 4: 0.125 yg de pBR322 + 4U de

topo Il + Eupomatendide-5 na concentragdo 200 M.
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2.3 Quantificacdo de células em fases do ciclo celular

Como os resultados do ensaio de inibicdo da topoisomerase-Il apontaram para
uma atividade bloqueadora do eupomatendide-5 e, considerando que esta enzima esta
intimamente relacionada as fases de progressao do ciclo celular, urgiu-se a necessidade
de um estudo envolvendo a quantificacao de células nas estapas G1, S e G2/M do ciclo
celular nas linhagens 786-0 e MCF-7, apds 24h de tratamento com eupomatendide-5 nas
concentracdes de 12,5 uM e 25 uM.

Como controle positivo deste teste foi utilizado o quimioterapico etoposideo na
concentracao de 10 uM. Conforme esperado, o tratamento com etoposideo levou a um
aumento do numero de células na fase S da linhagem 786-0 (de 13,62% para 43%, Figura
20), bem como da linhagem MCF-7 (de 14,33% para 24,08%, Figura 21).

Diferentemente dos resultados obtidos para o quimioterapico, o eupomatendide-5
nas concentragdes avaliadas (12,5 uM e 25 puM) nao elevou o nimero de células 786-0 e
MCF-7 na fase S (Figuras 20 e 21). Entretanto, é possivel observar pela Figura 21 que
houve um aumento significativo da populagéo de células MCF-7 tratadas com 25 pM de
eupomatenoide-5 em sub-G1 (de 5,24 para 48,22%), o que reflete em fragmentagao de

DNA, indicativo de apoptose.
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Figura 20. Histogramas representativos do contetdo de DNA em células 786-0.
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a) CONTROLE b) ETOPOSIDEO (10 pM)
sub-G1: 1,98 £ 0,17 G1: 55,72 +1,30 sub-G1: 6,32 + 1,19*** G1: 29,36 * 1,35***
S:13,62 + 0,64 G2/M: 28,68 % 0,48 S:43,00 £ 2,16™" G2/M: 21,32 £ 0,38™*
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0 1024 2048 3071 4095 i 1024 2043 3071 4095
DMA& Corttert (PM2) DM& Cortert (PM2)
c) EUP-5(12.5 uM)

d) EUP-5 (25 uM)
sub-G1: 3,55 + 0,45 G1: 53,86 + 1,12 sub-G1: 4,89 + 0,45** G1: 63,52 + 0,67***
S: 12,58 + 0,57 G2/M: 30,01  0,09* S: 11,66 + 0,31 G2/M: 19,94 % 0,79***

Apés 24h de tratamento o conteddo de DNA foi quantificado e as fases do ciclo celular determinadas.
marrom — sub-G1, rosa — G1, verde — S, azul — G2/M. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (em relag@o ao controle).
Teste de Tukey (ANOVA). Os experimentos foram realizados em ftriplicata.
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Figura 21. Histogramas representativos do contetdo de DNA em células MCF-7.
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sub-G1: 9,58 + 2,80 G1: 54,00 * 3,64

sub-G1: 48,22 + 11,57*** G1: 34,26% 5,04**

S: 14,95 + 2,76 G2/M: 21,47 + 3,68 S:9,41£2,77 G2/M: 8,12 + 3,76™

Apds 24h de tratamento o contetdo de DNA foi quantificado e as fases do ciclo celular determinadas.
rosa— G1, verde — S, azul — G2/M. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (em relagao ao controle).
Teste de Tukey (ANOVA). Os experimentos foram realizados em triplicata.
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Resultados

2.4. Quantificacao de células em estagios de apoptose

Eupomatendide-5 em 786-0 apds 24h de incubacéo

Apés 24h de tratamento, a concentragdao de 17 pM de eupomatendide-5 néao
aumentou a quantidade de células da linhagem 786-0 em apoptose, sendo
estatisticamente semelhante ao controle de células. A concentragcdo de 51 puM de
eupomatendide-5 diminuiu a quantidade de células viaveis (de 91,2% para 20,3%) e
elevou tanto a quantidade de células duplamente marcadas com anexina e 7-AAD (de
5,6% para 50,4% - apoptose tardia) quanto células marcadas apenas com 7-AAD (de
0,7% para 28,7%), o que evidencia que, no tempo avaliado, esta concentracdo foi
citotoxica, provocando dano celular, sem evidenciar células em estagio inicial de apoptose

(Figura 22).

Figura 22. Percentuais de células 786-0 marcadas com anexina-PE e 7-AAD.
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Os valores indicam a porcentagem de células em cada estagio ap6s 24h de incubagéo.
Controle DMSO (A), Eupomatenéide-5 17 uM (B), Eupomatendide-5 51 uM (C).
**p<0,01, ***p<0,001 (em relagdo ao controle). Teste de Tukey (ANOVA).

Os experimentos foram realizados em triplicata.
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Eupomatendide-5 em 786-0 apds 12h de incubacéo

Com o intuito de detectar um aumento do estagio inicial de apoptose, a
concentracdo de 51 uM de eupomatendide-5 foi mantida e o tempo de exposi¢cdo ao
tratamento foi reduzido para 12h; entretanto, assim como no tempo de 24h, esta
concentracdao causou um aumento tanto da quantidade de células duplamente marcadas
com anexina e 7-AAD (de 5,9% para 37,3% - apoptose tardia) quanto de células
marcadas apenas com 7-AAD (de 0,6% para 21,0%), sem evidenciar células em estagio

inicial de apoptose.

Figura 23. Percentuais de células 786-0 marcadas com anexina-V-PE e 7-AAD.
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Os valores indicam a porcentagem de células em cada estagio, apos 12h de incubagao.
Controle DMSO (A), Eupomatenoide-5 51 uM (B).
**p<0,01, ***p<0,001 (em relagdo ao controle). Teste de Tukey (ANOVA).
Os experimentos foram realizados em triplicata.
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Eupomatendide-5 em MCF-7 apés 24h de incubacéo

Através da Figura 24 € possivel inferir que a concentragdo de 17 uM de
eupomatenoide-5 aumentou a quantidade de células da linhagem MCF-7, tanto em
processo inicial (de 3,2% para 10,5%) quanto tardio (4,2% para 8,1%) de apoptose. Nao
foi possivel avaliar o efeito da concentracao de 51 uM de eupomatendide-5, uma vez que
apds 24h de exposicao todas as células encontravam-se desfragmentadas, corroborando

com os dados de citotoxicidade observados anteriormente.

Figura 24. Percentuais de células MCF-7 marcadas com anexina-V-PE e 7-AAD.
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Os valores indicam a porcentagem de células em cada estagio, apos 24h de incubagao.
Controle DMSO (A), Eupomatenoide-5 17 uM (B).
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (em relagao ao controle). Teste de Tukey (ANOVA).
Os experimentos foram realizados em triplicata.
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Eupomatendide-5 em MCF-7 apés 12h de incubacéo

Com o intuito de detectar um aumento do estagio inicial de apoptose, a
concentracdo do eupomatendide-5 foi elevada e o tempo de exposigao ao tratamento foi
reduzido para 12h.

Através da Figura 25 é possivel afirmar que a concentragdo de 51 uM de
eupomatenoide-5 aumentou tanto a quantia de células duplamente marcadas com
anexina e 7-AAD (apoptose tardia, de 6,9% para 46,4%) quanto células marcadas apenas
com 7-AAD (de 2,2% para 27,8%), 0 que evidencia que, no tempo avaliado, esta
concentracdo foi bastante citotoxica, levando a um comprometimento da membrana

celular, sem evidenciar células em estagio inicial de apoptose.

Figura 25. Percentuais de células MCF-7 marcadas com anexina-V-PE e 7-AAD.
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Os valores indicam a porcentagem de células em cada estagio, apos 12h de incubagao.
Controle DMSO (A), Eupomatenoide-5 51 uM (B).
**p<0,01, **p<0,001 (em relagdo ao controle). Teste de Tukey (ANOVA).
Os experimentos foram realizados em triplicata.
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2.5 Deteccao de caspases ativas

Este ensaio teve como principal objetivo verificar se a morte celular observada nas
linhagens MCF7 e 786-0 estava relacionada a ativacao da cascata de caspases, enzimas
importantes no processo de apoptose. Para isto, foram consideradas as concentracées de
17 e 51 uM de eupomatenodide-5 e em tempo de tratamento de 6h.

De acordo com a Figura 26 é possivel inferir que o eupomatendide-5, nas
concentracdes de 17 e 51 pM, ndo elevou significativamente o numero de células da
linhagem 786-0 marcadas com SR-VAD-FMK evidenciando, portanto, a auséncia de
caspases ativas.

Diferentemente do observado para 786-0, o eupomatendide-5 na concentragdo de
17 uM elevou o numero de células da linhagem MCF-7 marcadas apenas com SR-VAD-
FMK (de 2,5% para 9,3%) e na concentracdo de 51 uM elevou significantemente o
numero de células duplamente marcadas com SR-VAD-FMK e 7AAD (de 6,0% para
82,2%, Figura 27). Esses dados corroboram com o resultado obtido por meio da
marcagao da fosfatidilserina pela anexina-V (Figuras 24 e 25) e evidenciam a agao do
eupomatenoide-5 sobre as enzimas caspases durante o processo de morte celular das

células MCF-7.
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Figura 26. Percentuais de células 786-0 marcadas com SR-VAD-FMK e 7-AAD.
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Os valores indicam a porcentagem de células 786-0 em cada quadrante, apds 6h de incubacgéo.
Controle DMSO (A), Eupomatenéide-5 17 uM (B), Eupomatendide-5 51 uM (C).
Os experimentos foram realizados em triplicata.

75



Resultados

Figura 27. Percentuais de células MCF-7 marcadas com SR-VAD-FMK e 7-AAD.
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Os valores indicam a porcentagem de células MCF-7 em cada quadrante, apds 6h de incubacgéo.
Controle DMSO (A), Eupomatenéide-5 17 uM (B), Eupomatendide-5 51 uM (C).
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (em relagéo ao controle). Teste de Tukey (ANOVA).

Os experimentos foram realizados em triplicata.
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2.6 Determinacao do potencial transmembranico mitocondrial

Neste ensaio, a perda da intensidade da fluorescéncia verde reflete a perda de
potencial de membrana mitocondrial e despolarizagdo de membrana, com consequente
saida do conteudo de rodamina-123 de dentro da mitocondria, baseado na capacidade
gue esta organela tem em sequestrar este corante (PETIT, 1992).

De acordo com a Figura 28 é possivel afirmar que o tratamento com
eupomatendide-5 levou a perda do potencial mitocondrial em ambas as linhagens e a
intensidade da perda foi concentragdo e tempo-dependentes. Apds 4,5h de tratamento
com a maior concentracdo de eupomatenodide-5 (51 uM), o percentual de células com
elevada intensidade de fluorescéncia (10*) caiu de 85,7% para 65,4% em células da
linhagem 786-0 e de 92,3% para 80,0% em células da linhagem MCF-7.

A perda de potencial foi mais intensa no caso da linhagem 786-0. Ap6s 1,5h de
tratamento o percentual de células com elevada intensidade de fluorescéncia (10%) ja
havia reduzido de 92,7% para 81,2%. No caso da MCF-7, é possivel notar um gradual
aumento da perda de potencial de membrana ao longo dos tempos de tratamento com

eupomatenoide-5.
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Figura 28. Histogramas representativos do conteido de rodamina-123 (M2) em células

786-0 e MCF-7 em relagéo ao tempo de incubagao.
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Células no gate M2 apresentam fluorescéncia entre 10° e 10, referente ao contetido de rodamina-123

intracelular. Os valores referem-se, respectivamente: Controle, Eup-5 17 pM e Eup-5 51 pM.
**p<0,01, ***p<0,001 (em relagdo ao controle). Teste de Tukey (ANOVA).
Os experimentos foram realizados em triplicata.
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2.7 Producgao de perdxido de hidrogénio (H20,)

Muitos quimoterapicos induzem a morte celular em linhagens tumorais em parte
por promoverem um aumento da produgao de ROS intracelular (KIM et. al., 2011b). Com
o intuito de determinar se a morte celular induzida pelo tratamento das células 786-0 e
MCF-7 estaria, em parte, relacionada a producao de ROS, a quantidade de peréxido de
hidrogénio foi mensurada com auxilio de uma sonda fluorescente (DCF) em trés tempos
distintos.

Os gréficos das Figuras 29 e 30 mostram o percentual de células das linhagens
786-0 e MCF-7, respectivamente, com intensidade de fluorescéncia entre 10° e 10%
consideradas positivas para a marcagdo com a sonda DCF. De acordo com esses
graficos, o tratamento das células 786-0 e MCF-7 com 51 uM de eupomatendide-5 elevou
a concentracao intracelular de ROS em relagéo ao controle negativo ja no primeiro tempo
avaliado, sendo mais discrepante este aumento apdés 3h de tratamento, elevando o
nuamero de células com fluorescéncia de 24,14% para 41,43% em 786-0 e de 3,98% para

12,90% em MCF-7.
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Figura 29. Percentual de células 786-0 marcadas com a sonda DCF ao longo do tempo
de incubacéo.
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Marcagéao com sonda DCF esta diretamente relacionada a quantidade de per6xido de hidrogeno intracelular.
***p<0,001 (em relagdo ao controle). Teste de Tukey (ANOVA).

Os experimentos foram realizados em triplicata.

Figura 30. Percentual de células MCF-7 marcadas com a sonda DCF ao longo do tempo
de incubacéo.
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Marcagéao com sonda DCF esta diretamente relacionada a quantidade de per6xido de hidrogeno intracelular.
**p<0,01, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (em relagéo ao controle). Teste de Tukey (ANOVA).
Os experimentos foram realizados em triplicata.
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2.8 Producéo de anions superoéxido (O,-)

A fim de complementar o estudo relacionado a producao de ROS, a quantidade de
anions superoéxido foi mensurada com auxilio de uma sonda fluorescente (Mitosox Red)
em trés tempos distintos.

Os graficos das Figuras 31 e 32 mostram o percentual de células das linhagens
786-0 e MCF-7, respectivamente, com intensidade de fluorescéncia entre 10° e 10%
consideradas positivas para a marcagao com a sonda Mitosox Red. De acordo com esses
graficos, o tratamento das células 786-0 e MCF-7 com 51 uM de eupomatendide-5 elevou
a concentracao intracelular de anions superéxido em relagao ao controle negativo ja no
primeiro tempo avaliado. Apds 4,5h de tratamento com 51 uM de eupomatendide-5, o
numero de células com fluorescéncia aumentou de 13,46% para 59,37% em 786-0 e de

12,24% para 85,91% em MCF-7.

Figura 31. Percentual de células 786-0 marcadas com a sonda Mitosox Red ao longo do
tempo de incubacao.
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Marcagéao com Mitosox Red esta diretamente relacionada a quantidade de anions superoéxido intracelular.
*p<0,05, ***p<0,001 (em relagdo ao controle). Teste de Tukey (ANOVA).

Os experimentos foram realizados em triplicata.
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Figura 32. Percentual de células MCF-7 marcadas com a sonda Mitosox Red ao longo do
tempo de incubacao.
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O percentual de células marcadas com Mitosox Red se refere a quantidade de anions superoxido.
*p<0,05, ***p<0,001 (em relagdo ao controle). Teste de Tukey (ANOVA).

Os experimentos foram realizados em triplicata.

2.9 Alteracdoes ultramorfolégicas das células 786-0 e MCF-7

observadas por meio de microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

Os resultados obtidos pela microscopia eletrénica de varredura para as células
tratadas com 51 uM de eupomatendide-5 ap6s 6h revelaram, de maneira geral, uma
densidade de microvilosidades reduzida. As imagens comprovam que houve
extravasamento do conteudo celular das células 786-0 tratadas, caracteristico de células
em processo de necrose (Figura 33) e, no caso das células MCF-7 tratadas, foram
observadas alteragdes morfoldgicas como arredondamento da célula e fragmentagéo
celular (blebbing da membrana) com evaginagdo da membrana plasmatica,

caracteristicas de células em estagio de apoptose (Figura 34).
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Figura 33. Fotoeletromicrografia de varredura do controle de células 786-0 (A) e de
células 786-0 expostas a 51 yM de eupomatendide-5 por 6 h (B e C).
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As setas indicam o conteudo celular que foi liberado devido ao rompimento da membrana celular.

Figura 34. Fotoeletromicrografia de varredura do controle de células MCF-7 (A) e de
células MCF-7 expostas a 51 uM de eupomatendide-5 por 6 h (B e C).
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As setas apontam para evaginagdo da membrana plasmatica e a imagem em detalhe evidencia a formagao

das denominadas “blebs” na membrana plasmatica.
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3. ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DO APIOL

Nas Figuras 35-38 encontram-se os graficos da atividade antiproliferativa dos
compostos e quimioterdpicos, relacionando o crescimento celular versus a concentragéo
de cada composto, enquanto a Tabela 6 apresenta os valores de Gls, (concentragéo

minima necessaria para inibir 50% do crescimento celular) destas amostras.

Figura 35. Gréafico da atividade antiproliferativa do composto apiol em cultura de células
tumorais humanas, relacionando porcentagem de crescimento versus concentragao, apds 48h
de incubacao.
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U251 - glioma, MCF7 — mama, NCI/ADR-RES — ovario resistente a multiplos farmacos, 786-0 — rim, NCI-H460 —
pulmao, PC-3 — prostata, OVCAR-3 — ovario. Concentragdes avaliadas: de 1 a 1000 uM.
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Figura 36. Gréafico da atividade antiproliferativa do quimioterapico vincristina em cultura de
células tumorais humanas, relacionando porcentagem de crescimento versus concentragao,
apos 48h de incubagao.
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pulmao, PC-3 — préstata, OVCAR-3 — ovario, HT-29 — c6lon). Concentragdes avaliadas: de 0,03 a 30 puM.

Figura 37. Grafico da atividade antiproliferativa do quimioterapico doxorrubicina em cultura de
células tumorais humanas, relacionando porcentagem de crescimento versus concentragao,
apos 48h de incubagao.
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U251 — glioma, MCF7 — mama, NCI/ADR-RES — ovario resistente a mdltiplos farmacos, 786-0 — rim, NCI-H460 —
pulmao, PC-3 — préstata e HT-29 - colon. Concentragdes avaliadas: de 0,045 a 45 uM.
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Figura 38. Gréafico da atividade antiproliferativa do composto verapamil em cultura de células

tumorais humanas, relacionando porcentagem de crescimento versus concentragao, apds 48h
de incubacao.
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U251 — glioma, MCF7 — mama, NCI/ADR-RES - ovario resistente a mdltiplos farmacos, 786-0 — rim, NCI-H460 —
pulmao, PC-3 — préstata, OVCAR-3 — ovario, HT-29 - colon. Concentragdes avaliadas: de 0,5 a 500 uM.

Tabela 6. Atividade antiproliferativa® dos quimioterapicos doxorrubicina e vincristina e dos
blogueadores de canais de calcio verapamil e apiol em cultura de células tumorais
humanas, ap6s 48h de incubacdo, expressa em Glsq°.

Linhagens Doxo Vincristina Verapamil Apiol
Glioma (U251) <0,045 <0,03 52,21 357,63
Mama (MCF7) 0,045 <0,03 59,83 271,69

Ovério resistente 0.27 1.02 19,76 687 63
(NCI/ADR-RES) ’ ’
Rim (786-0) <0,045 0,59 50,73 529,87
Pulméo (NCI-H460) 0,20 <0,03 1,8 711,04
Prostata (PC-3) 0,20 0,04 4,32 423,26
Ovério (OVCAR-3) - 1,22 7,52 190,62
Colon (HT-29) 0,10 <0,03 39,48 -

2 Método colorimétrico - SRB

®Os valores de Glso representam a concentragdo minima necessaria (UM) para inibir 50% do crescimento
celular. Os valores foram determinados através de analise de regressédo nao-linear usando o ORIGIN 75°
(OriginLab Corporation).

- Linhagem em que a amostra n&o foi avaliada. Os experimentos foram realizados em triplicata.
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De maneira geral, os valores de Glsq para o apiol sdo elevados (Tabela 6), o que
demonstra atividade citostatica de baixa poténcia para as linhagens em que este
composto foi avaliado. O verapamil, na maior concentragao, apresenta atividade citotoxica
para todas as linhagens (Figura 38 e Tabela 6). A vincristina apresenta atividade
citostatica de alta poténcia com valores baixos de Glsy para todas as linhagens (Figura 36
e Tabela 6), sendo as linhagens NCI/ADR-RES e OVCAR-3 as mais resistentes. A
doxorrubicina também apresenta valores baixos de Gls para todas as linhagens (Tabela
6), sendo a linhagem NCI/ADR-RES a mais resistente.

A atividade antiproliferativa do apiol em linhagem de adenocarcinoma colorretal
(COLO205) tem sido relatada (LIEN et. al., 2011). Embora a sua atividade antiproliferativa
ndo tenha sido promissora, este relato aliado as informacdes da literatura sobre a
atividade bloqueadora de canais de calcio do apiol (NEUHAUS-CARLISLE, VIERLING e
WAGNER, 1997) e a capacidade dos bloqueadores classicos (fenilaquilaminas e di-
hidropiridinas) em reverter o processo de resisténcia as drogas antitumorais (CHIU et. al.,
2010) estimularam o desenvolvimento de metodologia para avaliar a associagao entre apiol e
os quimioterapicos doxorrubicina e vincristina em linhagens tumorais com ou sem resisténcia a

multiplas drogas.

3.1 Associacao entre apiol e doxorrubicina em NCI/ADR-RES

Os valores de Glso (Tabela 7) obtidos demonstram que o apiol na concentracao de
1 mM aumentou a atividade especifica da doxorrubicina em 100 vezes. De forma similar,
100 uM de apiol aumentou essa atividade em 10 vezes, comprovando a reversdo da
resisténcia a doxorrubicina. A menor concentragdo de apiol (10 uM) nao reverteu a

resisténcia, demonstrando uma clara correlagao entre concentracao e efeito.
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Tabela 7. Atividade antiproliferativa® do apiol, da doxorrubicina e da associagdo entre eles
em linhagem de ovério resistente a multiplos farmacos (NCI/ADR-RES), ap6s 48h de

incubacao, expressa em Gls’.

. Apiol TmM + Apiol pM + Apiol 10pM +
Apiol Doxo
Doxo Doxo Doxo

436,52 +27,38"** 4,63 + 0,61 <0,045*** 0,55 + 0,28** 5,85+ 1,60

#Método colorimétrico - SRB
®Os valores de Glso representam a concentragdo minima necessaria (UM) para inibir 50% do crescimento
celular. Os valores foram determinados através de andlise de regressdo nao-linear usando o ORIGIN 7.5®

(OriginLab Corporation). 10 a 1000 pM para o composto apiol e 0,045 a 45 uM para doxorrubicina. *p<0,05,
**p<0,01 (em relagdo ao quimioterapico). Teste de Tukey (ANOVA). Os experimentos foram realizados em

triplicata.

O DRI da associacao entre apiol na concentracdo de 1 mM e doxorrubicina foi de
102,88, ao passo que o DRI da associacao de 100 yM de apiol e a doxorrubicina foi de
8,41, ambos maiores que 1, o que evidencia efeito sinérgico. Ja4 a concentragéo de 10 uM
de apiol ndo aumentou a atividade especifica da doxorrubicina, com DRI de 0.79.

De acordo com os resultados obtidos, o grafico da Figura 39 foi construido,
considerando as 2 maiores concentragdes de apiol utilizadas: 1 mM e 100 pM em
conjunto com as 4 concentragées de doxorrubicina. Além disso, um isobolograma foi
confeccionado para avaliar a resposta do tratamento conjunto entre apiol e doxorrubicina.

De acordo com a curva obtida, pode-se afirmar que a resposta foi sinérgica (Figura 40).

88



Resultados

Figura 39. Efeito da associacao entre apiol (1 mM e 100 uM) e doxorrubicina sobre o
crescimento celular da linhagem tumoral de ovério resistente a mudltiplos farmacos
(NCI/ADR-RES), apds 48h de incubacéo.
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*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (em relagéo a doxorrubicina). Teste de Tukey (ANOVA).

Os experimentos foram realizados em triplicata.

Figura 40. Isobolograma da associagéo entre apiol e doxorrubicina em linhagem NCI-
ADR/RES, apdés 48h de incubacéao.
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Isobolograma relacionando a CE50 do apiol (concentragado efetiva para se obter 50% da resposta esperada) e
a concentracdo de doxo (uM). A curva em azul € a isobole e a curva em vermelho representa o tratamento

conjunto entre apiol e doxorrubicina.
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3.2 Associacao entre apiol e vincristina em NCI/ADR-RES

Os valores obtidos e expressos na Tabela 8 demonstram que o apiol nas
concentracdes de 50 e 100 uM aumentou a atividade especifica da vincristina, diminuindo
o Glso de 4,71 uM para 0,75 e 2,70 yM, respectivamente, comprovando a reversao da
resisténcia a este quimioterapico. A menor concentracdo de apiol utilizada (25 pM) nao
conseguiu reverter a resisténcia (Glsp = 4,90 uM), demonstrando uma clara correlagao
entre concentracao e efeito.

O DRI da associagao entre apiol na concentragcao de 100 uM e a vincristina foi de
6.27, ao passo que o DRI da associacdo entre apiol na concentracdo de 50 uM e a
vincristina foi de 1,75, ambos maiores que 1, evidenciando sinergismo. Como esperado, 0
DRI da associagao entre apiol na concentracao de 25 uM e a vincristina foi menor que 1.

A Figura 41 demonstra esses efeitos, considerando as duas maiores
concentracdes de apiol testadas: 50 e 100uM e a curva do quimioterapico vincristina.
Pode-se observar que o apiol na maior concentragcao potencializou o efeito da vincristina nas
concentragdes menores. Nas concentragdes mais elevadas de vincristina o apiol ndo produziu
efeito adicional, provavelmente pelo quimioterapico estar nas concentragbes que produzem
efeito maximo. Um isobolograma foi confeccionado para avaliar a resposta do tratamento
conjunto entre apiol e vincristina. De acordo com a curva obtida (Figura 42), pode-se

afirmar que a resposta foi sinérgica.
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Tabela 8. Atividade antiproliferativa® da vincristina, do apiol e da associagao entre eles em
células tumorais humanas (NCI/ADR-RES), ap6s 48h de incubagao, expressa em Glso’.

Apiol 100 pM + Apiol 50 pM + Apiol 25 pM +
Vincristina Vincristina Vincristina
>100*** 4,71 +1,14 0,75 +0,08* 2,70 £0,21* 4,90 +£ 0,77

Apiol Vincristina

& Método colorimétrico — SRB

®Os valores de Glso representam a concentragdo minima necessaria (UM) para inibir 50% do crescimento
celular. Os valores foram determinados através de andlise de regressdo nao-linear usando o ORIGIN 7.5®
(OriginLab Corporation). Concentragdes avaliadas: 25 a 100 yM para o composto apiol € 0,03 a 30 uyM para

vincristina. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (em relagéo ao quimioterapico). Teste de Tukey (ANOVA).

Os experimentos foram realizados em triplicata.

Figura 41. Efeito da associagao entre apiol e vincristina sobre o crescimento celular da
linhagem tumoral de ovario resistente a multiplos farmacos (NCI/ADR-RES), ap6s 48h de
incubacéo.

1204 —=— Vincristina

110 —e— Apiol 100puM + Vincristina
1004 —A— Apiol 50uM + Vincristina

90—-
80—-
70_. *%*
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Crescimento celular NCI-ADR/RES (%)

10

0,1 1 10

Concentragéo de Vincristina (UM)

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (em relacdo & vincristina). Teste de Tukey (ANOVA).

Os experimentos foram realizados em triplicata.
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Figura 42. Isobolograma da associagdo entre apiol e vincristina em linhagem NCI-
ADR/RES, apdés 48h de incubacao.
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Isobolograma relacionando a CE50 do apiol (concentragado efetiva para se obter 50% da resposta esperada) e
a concentragdo de vincristina (UM). A curva em azul é a isobole e a curva em vermelho representa o

tratamento conjunto entre apiol e vincristina.

3.3 Associacao entre verapamil e vincristina em NCI/ADR-RES

Com o intuito de comparar a atividade do apiol com um modulador da reversao a
resisténcia, um teste de associagao entre o verapamil e a vincristina foi realizado, da mesma
forma como descrito acima.

Os valores obtidos e expressos na Tabela 9 demonstram que o verapamil
aumentou a atividade especifica da vincristina, reduzindo o Glso de 4,98 uM para um valor
abaixo da concentracdo de 0,03 uM, sem correlacao entre concentracao e efeito. O DRI
da associacdo entre verapamil e vincristina foi de 164, o que significa que nas
concentracdes de 25, 50 e 100 uM de verapamil avaliadas, a concentragéo da vincristina

pode ser reduzida em 164 e, ainda assim, promover efeito sinérgico.

92



Resultados

Tabela 9. Atividade antiproliferativa® da vincristina, do verapamil e da sua associagdo em
cultura de células tumorais humanas (NCI/ADR-RES), apds 48h de incubacao, expressa
em Gls,".

. o Verapamil 100 yM  Verapamil 50 pM  Verapamil 25 pM
Verapamil Vincristina

+ Vincristina + Vincristina + Vincristina
>100*** 4,98 £ 0,56 <0,03*** <0,03*** <0,03***

#Método colorimétrico — SRB

®Os valores de Glso representam a concentragdo minima necessaria (UM) para inibir 50% do crescimento
celular. Os valores foram determinados através de andlise de regressdo nao-linear usando o ORIGIN 7.5®
(OriginLab Corporation). Concentragdes avaliadas: 25 a 100 uyM para o composto verapamil e 0.03 a 30 yM

para vincristina. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (em relacdo ao quimioterapico). Teste de Tukey (ANOVA).

Os experimentos foram realizados em triplicata.

A Figura 43 demonstra também que o verapamil consegue aumentar a atividade
especifica das baixas concentragdes de vincristina. Como observado com o apiol, o

verapamil também ndo aumentou a atividade das concentragdes maiores de vincristina.

Figura 43. Efeito da associagdo entre verapamil e vincristina sobre o crescimento celular
da linhagem tumoral de ovario resistente a multiplos farmacos (NCI/ADR-RES), apés 48h
de incubacéo.
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*0<0,05, ***p<0,001 (em relagdo & vincristina). Teste de Tukey (ANOVA).

Os experimentos foram realizados em triplicata.
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3.4 Teste do efluxo de rodamina-123 intracelular por meio da
glicoproteina-P (P-gp)

De acordo com a Figura 44, o tratamento com verapamil, na concentracdo de 10
uM, foi capaz de reter a rodamina no interior celular, em virtude do elevado numero de
células com fluorescéncia entre 10" e 10°. Apés 60 e 90 minutos de tratamento, 75,7 e
70,6%, respectivamente, das células tratadas com verapamil continham rodamina em seu
interior, ao passo que o apiol, na concentragdao de 100 uM, reteve a rodamina em apenas
19,7 e 22,6% das células, respectivamente, ao longo deste periodo. Na auséncia de
verapamil e considerando os mesmos tempos, apenas 22,2 e 17,8% das células sem
tratamento estavam nesta faixa de fluorescéncia, evidenciando uma acao da P-gp em
bombear a rodamina para fora da célula. Nas condi¢cdes avaliadas, pode-se afirmar que o

apiol nao inibiu a acao desta proteina.
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Figura 44. Histograma da fluorescéncia de rodamina intracelular em fun¢do do numero de

células NCI/ADR-RES em diferentes tempos de exposi¢ao ao tratamento.
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Células no gate M2 (azul) apresentam fluorescéncia entre 10" e 10*, referente ao contetido de rodamina-123

intracelular. *** p< 0,001 (em relagdo ao controle negativo). Teste de Tukey (ANOVA).

Os experimentos foram realizados em triplicata.
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3.5 Associacao entre apiol e quimioterapicos em OVCAR-3

Os valores obtidos e expressos na Tabela 10 demonstram que a concentracao de
100 uM de apiol aumentou tanto a atividade especifica da doxorrubicina quanto da
vincristina em células da linhagem OVCAR-3.

O DRI da associacdo entre apiol e doxorrubicina foi de 2,5, ou seja, a
concentracao da doxorrubicina pode ser 2,5 vezes reduzida quando associada com 100
UM de apiol e promover o0 mesmo resultado de quando administrada isoladamente. O DRI
da associagao entre apiol e vincristina foi de 15, ou seja, a concentragdo da vincristina
pode ser 15 vezes reduzida quando associada com 100 uM de apiol e promover 0 mesmo
resultado de quando administrada isoladamente. Com os resultados obtidos, o gréfico da

Figura 45 foi elaborado.

Tabela 10. Atividade antiproliferativa® dos quimioterapicos doxorrubicina e vincristina e da
associacdo com o composto apiol em cultura de células tumorais humanas (OVCAR-3),
apos 48h de incubagao, expressa em TGI®.

Apiol 100 pM + Apiol 100 pM
Doxorrubicina Vincristina
Doxorrubicina + Vincristina

6,10 £ 0,87 2,29 + 0,22** 6,32 =+ 0,91 0,42 +0,27***

# Método colorimétrico — SRB

®Os valores de TGl representam a concentragdo minima necessaria (uM) para inibir 100% do crescimento
celular. Os valores foram determinados através de andlise de regressdo nao-linear usando o ORIGIN 7.5°
(OriginLab Corporation). Concentragdes avaliadas: 1,25 a 20 uM para os quimioterapicos.

**p<0,01 (em relagdo aos quimioterapicos). Teste de Tukey (ANOVA).

Os experimentos foram realizados em ftriplicata.
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Figura 45. Efeito da associacdo entre os quimioterapicos doxorrubicina e vincristina
associados a 100 uM de apiol sobre o crescimento celular da linhagem tumoral de ovario
(OVCAR-3), ap6s 48h de incubacao.
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*p<0,05,** p<0,01,***p<0,001 (em relagdo aos quimioterapicos). Teste de Tukey (ANOVA).

Os experimentos foram realizados em triplicata.

4. ASSOCIACAO ENTRE EUPOMATENOIDE-5 E APIOL EM MCF-7
E 786-0

Dentre as linhagens sensiveis ao eupomatendide-5 (Tabela 11), MCF-7 e 786-0
foram selecionadas para avaliar a associagao entre os dois compostos isolados, a fim de
identificar uma possivel acao de sinergismo.

De acordo com a Figura 46 é possivel inferir que o tratamento associado ao apiol
(na concentragao fixa de 100 uM) foi capaz de intensificar a atividade antiproliferativa do
eupomatendide-5, tanto em 786-0 quanto em MCF-7, atingindo o efeito maximo ja para as

concentracdes mais baixas de eupomatendide-5.
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Figura 46. Atividade antiproliferativa resultante da associa¢éo entre eupomatendide-5 e apiol
em linhagens 786-0 e MCF-7 (A e B), apds 15h de incubagao.
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Os experimentos foram realizados em triplicata.
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5. ATIVIDADE ANTITUMORAL EM MODELO EXPERIMENTAL IN
VIVO - TUMOR ASCITICO DE EHRLICH

O tratamento diario com 10 mg/Kg de eupomatendide-5 reduziu, ao final de 7 dias,
75,2% da quantidade de células tumorais de Ehrlich presentes no peritbneo do animal
(Figura 47). Conforme esperado, o tratamento diario com 30 mg/Kg de apiol nao reduziu
de forma significativa o niumero de células tumorais; porém, o tratamento conjunto entre
apiol e eupomatendide-5 reduziu em 85,2% o numero de células, apresentando uma
resposta estatisticamente semelhante a do quimioterapico 5-fluoracil.

Os animais foram pesados a cada trés dias e o grafico da média de peso corporal
dos animais encontra-se na Figura 48. Os animais ndo perderam peso ao longo do
tratamento de uma semana.De acordo com MARIZ et al. (2006), alguns dos parametros
que evidenciam sinais de toxicidade sao: piloeregéo, prostragdo, contorcdo abdominal,
paralisia do tremposterior, ptose palpebral, dispneia, aumento da evacuacao e perda de

peso. Nenhum destes sinais foi observado para os animais tratados (Figura 48).
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Figura 47. Atividade anticancer dos compostos eupomatendide-5 e apiol sobre o tumor

ascitico de Ehrlich, apds 7 dias de tratamento.
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Figura 48. Evolucao do peso corporal (g) dos animais pelos dias de tratamento.

[ 1¢ dia de tratamento

[132 dia de tratament
V22 72 dia de tratamento

(6) srewiue sop |e1odiod 0sad

Os experimentos foram realizados em triplicata.
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Dentre os muitos desafios da medicina, nenhum teve um inicio tdo controverso
quanto o da cura para o cancer. Embora o processo neoplasico tenha sido reconhecido
ha séculos, os conhecimentos sobre os mecanismos biolégicos de transformagao e
progressao tumoral eram escassos até o advento da biologia molecular em meados do
século 20 (CHABNER e ROBERTS JR, 2005).

O controle e o tratamento do cancer, a segunda maior causa de morte por
doengas nos paises em desenvolvimento, tém apontado para a busca de novas diretrizes
voltadas para o aprimoramento das terapias anticancer (SIEGEL, NAISHADHAM, JEMAL,
2013). Farmacos e terapias imunolégicas se transformaram no foco dos esforgos para a
cura do cancer e, desde entdo, a pesquisa cientifica tornou-se multidisciplinar e tem
trabalhado em conjunto na busca por medicamentos com maior eficacia e baixa
toxicidade para o tratamento de tumores (CHABNER e ROBERTS JR, 2005).

As espécies vegetais fazem parte da terapéutica medicamentosa ha milhares de anos
e a continua descoberta de novas drogas anticancer de origem vegetal e microbiolégica tem
incentivado as pesquisas nessa area (CRAGG e NEWMAN, 2013; MALHOTRA e SINGH,
2009). O género Piper pertence a familia Piperaceae, amplamente distribuida nas regides
tropicais e sub-tropicais do mundo (PARMAR, 1997) possuindo uma diversidade enorme de
principios ativos com diversos efeitos farmacolégicos, entre eles os antitumorais (MARQUES

et al., 2013; WIDOWATI et. al., 2013)

Dentre as espécies do género Piper, a Piper regnelli é uma planta herbacea
conhecida popularmente como caapeba e pariparoba (CORREA, 1984). As folhas e raizes sdo
usadas na forma de extratos, infusbes ou emplastros para o tratamento de feridas, redugéo de
inchagos, irritagées na pele e infecgdes (SCHIMIDT et. al,, 2009). A triagem in vitro de extratos
dessa espécie revelou a atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico obtido das folhas

(KOROISHI et. al., 2008; DUARTE et. al., 2007).
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Durante o desenvolvimento do projeto de mestrado, foi possivel verificar que o extrato
bruto diclorometanico (EBD) da P. regnellii (Miq.) C. DC. var.regnellii produziu efeito
antiproliferativo em cultura de células tumorais humanas (LONGATO, 2010). Deste EBD foi
isolado o composto eupomatendide-5, que reproduziu o efeito antiproliferativo in vitro de
seu extrato, apresentando valores de TGl baixos para a maioria das linhagens, dentre
elas, 786-0 (rim) e MCF-7 (mama). Os efeitos observados in vitro foram comprovados em
modelo in vivo de tumor sélido de Ehrlich, sendo que a dose de 30 mg/Kg reduziu o tumor
em 30,4% (LONGATO et. al., 2011).

O composto eupomatendide-5 pertence a classes das neolignanas e, dentre as
lignanas conhecidas, pode-se citar a podofilotoxina, cujos derivados Etoposideo e
teniposido sao inibidores da topoisomerase |l, enzima nuclear essencial para a
sobrevivéncia da célula, sendo, portanto, ferramentas importantes na quimioterapia do
cancer (NITISS, 2009; WINK et. al., 2005)

Por pertencerem a mesma classe de compostos, a atividade antiproliferativa in
vitro do eupomatenoide-5 foi comparada a do quimioterapico etoposideo (Figura 16). O
tratamento associado entre o composto isolado e o quimioterapico ndo promoveu
sinergismo por adi¢do, tampouco sinergismo por potenciagdo (Figura 17), permitindo
inferir a hipétese de que ambos poderiam estar competindo pelo mesmo sitio de ligacao.
Este fato, aliado ao conhecimento do mecanismo de agao do etoposideo, direcionou os
estudos para a avaliagdo da atividade do eupomatendide-5 sobre as enzimas topo | e Il.

O eupomatendide-5 n&o inibiu a atividade da topo |, fato que péde ser comprovado
pelo estado topoldgico relaxado do DNA ap6s tratamento com este composto; porém,
assim como o etoposideo, inibiu a atividade da topo Il, mantendo o DNA superenovelado
(Figuras 18 e 19).

A analise do ciclo celular € um passo importante para a compreensao das vias de
ativacdo e proliferacdo das células, sendo necessario o conhecimento de suas fases
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(ALVES e GUIMARAES, 2010). Como o etoposideo inibe a topoisomerase |l, agindo
principalmente nas fases S e G2 do ciclo celular (GONZALEZ-SARRIAS et. al., 2013;
WALSBY et. al,, 2011), estudos envolvendo a quantificacdo de células nas fases do ciclo
celular, ap6s tratamento com eupomatendide-5, foram realizados a fim de elucidar melhor
seu mecanismo de acao.

Diferentemente do esperado, o eupomatendide-5 nas concentracdes avaliadas
(12,5 e 25 pM) néao elevou o ndmero de células 786-0 e MCF-7 nas fases S e G2/M,
demonstrando, portanto, que a atividade antiproliferativa observada para estas linhagens
nao estava relacionada a parada do ciclo celular nestas fases (Figuras 20 e 21). Quando
incubado diretamente em meio tamponado contendo apenas DNA e a enzima
topoisomerase Il, o eupomatendide-5 inibiu a atividade catalitica da enzima; entretanto,
este resultado nao foi reproduzido quando a atividade do eupomatendide-5 foi analisada
indiretamente em meio contendo as células das linhagens MCF-7 e 786-0, uma vez que
nao houve aumento de populacdo nas fases S e G2/M, resultado esperado para um
composto com agado topoll-bloqueadora. Portanto, o mecanismo de acdo do
eupomatendide-5 nao estaria relacionado a parada do ciclo celular.

Um resultado deste experimento que chamou a atengdo foi o aumento da
populacao de células MCF-7 tratadas com 25 uM de eupomatendide-5 em sub-G1 (Figura
21d), o que reflete a fragmentagédo de DNA, caracteristico de apoptose. De acordo com
KAJSTURA e colaboradores (2007), células apoptoticas podem ser identificadas nesta
fase devido ao baixo peso molecular dos fragmentos de DNA e, consequentemente,
menor fluorescéncia.

A importancia da apoptose na regulacdo da homeostase celular tem guiado o
desenvolvimento de estudos apurados capazes de avaliar este processo. Os estudos com
citometria de fluxo para deteccdo do tipo de morte celular induzido por drogas
antiproliferativas tém sido particularmente Gteis, porque séo testes rapidos e quantitativos.

105



Discussdo

A natureza multiparamétrica da citometria de fluxo também permite a detec¢do de mais de
uma caracteristica de morte celular a ser combinada em um Unico experimento. Por
exemplo, testes que utilizam marcadores de DNA como indicadores da permeabilidade de
membrana plasmatica podem ser combinados com outros que acessam diferentes
respostas celulares associadas com a morte celular, incluindo a ligagao da anexina V a

fosfatidilserina (TELFORD et. al., 2011).

A técnica de citometria de fluxo foi utilizada para detectar a quantidade total de células
induzidas a apoptose pelo tratamento com o eupomatendide-5. Conforme observado na Figura
22, a concentracao de 51 uM de eupomatendide-5 em linhagem 786-0 elevou tanto o numero
de células duplamente marcadas com anexina e 7-AAD (apoptose tardia) quanto células
marcadas apenas com 7-AAD, o que evidencia que, no tempo avaliado, esta
concentracao foi bastante citotoxica, provocando dano celular sem evidenciar células em
estagio inicial de apoptose. A reducao do tempo de exposi¢cdo ao eupomatendide-5 de 24

para 12h também n&o identificou estagios iniciais de apoptose nesta linhagem (Figura 23).

Diferentemente, a concentragéo de 17 uM de eupomatendide-5 em linhagem MCF-7
triplicou o niumero de células em estagio inicial de apoptose e duplicou 0 numero de
células em apoptose tardia, sem elevar o numero de células marcadas com 7-AAD, apés
24h de exposigao (Figura 24). Com o intuito de detectar um aumento do estégio inicial de
apoptose, a concentragdo do eupomatendide-5 foi elevada (51 pM) e o tempo de
exposicao ao tratamento foi reduzido para 12h, porém sem sucesso, uma vez que esta
concentracao provocou apenas aumento de células em estagio tardio de apoptose, bem
como células marcadas apenas com 7-AAD (Figura 25).

Estudo recente (GARCIA et. al, 2013) revelou efeitos semelhantes para o
eupomatenoide-5 (85 uM) em espécie de Leishmania, com aumento de células

duplamente marcadas com anexina e 7-AAD (37,5% versus 4,0% do controle de células),
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sem evidenciar células marcadas apenas com 7-AAD e células em estagio inicial de
apoptose (marcadas apenas com anexina-V).

A partir desses resultados, urgiu-se a necessidade de verificar se a morte celular
observada nos ensaios in vitro de atividade antiproliferativa para as linhagens 786-0 e
MCF7 estava relacionada a ativagdo da cascata de caspases, enzimas importantes no
processo de apoptose. Para isto, foi utilizado o kit Guava Multicaspase para deteccao das
caspases ativas, por meio da técnica de citometria de fluxo.

A ativacdo de caspases, na maioria dos casos, precede a degradacdo da
permeabilidade celular, a fragmentacdo do DNA, o colapso citoesquelético e a
externalizagado da fosfatidilserina (GRIVICICH, REGNER E ROCHA, 2007). A combinagéao
de estudos de ativacdo de caspase com 0s responsaveis pela deteccdo das
caracteristicas tardias de morte celular (como externalizagdo da fosfatidilserina e perda da
integridade da membrana) provém informagdes importantes sobre o tipo de morte celular.
Para o ensaio de deteccdo de caspases ativas foram consideradas as concentracdes de
17 e 51 pM de eupomatendide-5 e o tempo de tratamento foi reduzido em relagéo ao
considerado para o ensaio de anexina-V para 6h.

O tratamento das células da linhagem MCF-7 com 51 uM de eupomatendide-5
resultou na ativacado das enzimas caspases, fato que pode ser comprovado pelo aumento
de células marcadas com o inibidor SR-VAD-FMK (Figura 27). Os resultados obtidos por
meio do teste de anexina-V, que revelaram a exposicao de fosfatidilserina em células da
linhagem MCF-7 tratadas por 12h com 51 pyM do composto, aliados aos dados positivos
para marcagdo de caspases ativas com 6h de tratamento, permitem inferir que o
composto eupomatendide-5 induz apoptose nas células desta linhagem.

A inducao de apoptose pelas drogas anticancer pode ocorrer pelas vias extrinseca
ou intrinseca. A via extrinseca da apoptose esta associada a unido de alguns ligantes
especificos aos seus receptores de morte correspondentes, presentes na membrana
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celular. As duas vias de receptor de morte mais bem compreendidas incluem o receptor
Fas e o receptor de morte DR-5, que s&o acoplados aos ligantes extracelulares Fas e o
TRAIL, respectivamente. A agao dos ligantes deflagra a ativagéo da caspases -8 e -10,
que, indiretamente, leva a liberagdo de citocromo ¢ da mitocondria e, eventualmente, a
apoptose (BORNER e ANDREWS, 2014; SAWAI, 2014).

A via intrinseca, denominada mitocondrial, é independente de receptor e esta
relacionada com a permeabilidade da membrana externa da mitocdndria, provocada pela
translocagcéo de moléculas pré-apoptéticas pertencentes a familia Bcl-2 (bax, bak, bcl-Xs)
do citoplasma para a mitocdndria e inibicdo das moléculas antiapoptéticas, causando
dano a mitocéndria e liberagdo do citocromo ¢ para o espago intermembrana da
mitocondria no citoplasma. O citocromo c, por sua vez, se associa a Apaf-1 e procaspase-
9 para formar o complexo denominado apoptossoma, resultando na ativagcao da caspase-
9, que ativa proteolicamente as caspases executoras -3, -6 e -7 (BORNER e ANDREWS,
2014; SAWAI, 2014).

Conforme relatado, a ativagcdo da enzima caspase-3 é extremamente importante
para a promoc¢ao da apoptose, estando entre as enzimas (juntamente com caspase-6 e -
7) que sado ativadas apds a abertura do poro mitocondrial (KAGAWA et. al., 2001; LIANG,
YAN e SCHOR 2001). As células da linhagem MCF-7 perderam a expressao desta
enzima, como resultado da delecéo do par-de-base 47 dentro do exon 3 do gene CASP-3.
O que ocorre nesta linhagem é que a reducao dos niveis de bcl-2 e 0 aumento dos niveis
de bax permitem a abertura do poro de transicdo da permeabilidade mitocondrial, com
consequente liberagdo de citocromo c. Este, por sua vez, se associa ao apoptossoma,
resultando na ativagdo da caspase-9, que induz a ativagao sequencial das caspases -7 e-
6, respectivamente, levando a apoptose nestas células (LIANG, YAN e SCHOR 2001).

A caspase-3 é uma enzima fundamental que participa das alteragées apoptoéticas
nucleares, entretanto esta enzima parece nao estar relacionada a morte celular
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desencadeada pela superexpressdao de Bax, demonstrando que Bax pode mediar
apoptose independente da ativagdo de caspase-3 (KAGAWA et. al., 2001). O mecanismo
de acdo do composto eupomatendide-5 em linhagem MCF-7 provavelmente esta
relacionado a ativagcdo das caspases efetoras -6 e -7 por meio de Bax. Entretanto,
estudos mais aprofundados devem ser realizados.

A liberacao do citocromo c esta frequentemente associada a inibicao da respiragao
mitocondrial, perda do potencial de membrana e ao estimulo da geragdo de espécies
reativas de oxigénio, que levam ao estresse oxidativo (KIM et. al., 2011b). Com o intuito
de investigar se a geracdao de ROS estaria diretamente associada a apoptose induzida
pelo eupomatenoide-5, dois experimentos foram realizados para avaliar a produgéo de
peroxido de hidrogénio e anions superodxido, dois membros ROS.

Houve um aumento significativo do conteddo de ROS intracelular das células
MCF-7 tratadas com 51 uM de eupomatendide-5 em comparacdo ao controle negativo,
principalmente dos anions superoxido (Figuras 30 e 32). Pesquisas tém mostrado que
ROS pode induzir a apoptose por ativar a via de sinalizagdo de JNK (Jun N-terminal
kinases), que pertence a familia das MAP-quinases. Estas enzimas exercem papel
fundamental na apoptose tanto intrinseca quanto extrinseca. Elas ativam a via da
apoptose por regularem fatores de transcricdo de genes pré-apoptéticos ou diretamente
por modularem as atividades das proteinas pro e anti-apoptéticas através de fosforilagoes
(MA et. al., 2014).

Os membros pré-apoptéticos da familia Bcl-2 sdo normalmente encontrados no
citosol e quando ativados se translocam para a mitocéndria, alterando a permeabilidade
da membrana dessa organela. A abertura do poro de permeabilidade mitocondrial causa,
simultaneamente, liberagdo de citocromo c¢ e ativagdo das caspases (potencialmente
levando a apoptose) e deplecdo de ATP (potencialmente causando necrose). Essa
disputa entre a ativacdo das caspases e a deplecao de ATP ira orientar a morte celular,
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seja por apoptose, seja por necrose. Quando o poro de permeabilidade se abre em
apenas algumas mitocéndrias, permitindo que as demais sintetizem ATP, a célula entra
no processo de apoptose. Por outro lado, se o poro de permeabilidade é aberto
rapidamente e a célula nao pode obter energia suficiente a partir da glicélise anaerébia, a
deplecdo do ATP impede que a apoptose de instale (por ser um processo ativo que
requer energia) e a célula morre por necrose (RASOLA e BERNARDI, 2011; PAROLIN e
REASON, 2001).

No caso da linhagem MCF-7, é possivel notar um gradual aumento da perda de
potencial de membrana ao longo dos tempos de tratamento com eupomatenoide-5 (Figura
28). No caso da linhagem 786-0, é possivel observar uma perda brusca de potencial de
membrana, que ja se inicia apés 1,5h de tratamento (Figura 28). Estes resultados
corroboram com os resultados obtidos para o teste de anexina-V e de caspase e
demonstram claramente que existe um mecanismo de agéo diferente para cada linhagem
celular.

Considerando os resultados obtidos e previamente discutidos, 0 mecanismo de
acao do eupomatendide-5 proposto para as células da linhagem MCF-7 é o apresentado

na Figura 49.
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Figura 49. Esquema proposto para o mecanismo de agdo do composto eupomatendide-5

em células da linhagem MCF-7.
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O eupomatenoide-5 provoca aumento dos niveis de ROS intracelular, ativando Bax pela via JNK. A ativagao
de Bax e a abertura dos poros de transicdo da permeabilidade mitocondrial, com consequente queda do
potencial de membrana, liberam citocromo-c para o citosol, que por sua vez ativa a caspase promotora 9 e as
caspases efetoras 6 e 7, culminando em apoptose. Adaptado de Kim et. al., 2011 (b).

A apoptose tem sido estabelecida como um mecanismo de morte celular
programado e evolutivamente conservado, entretanto, muitos estudos tém mostrado que
este ndao é o Unico mecanismo que regula a morte celular. Um outro mecanismo, até
pouco tempo atras considerado como uma forma passiva de morte celular, tem sido
bastante considerado. O termo “necroptose” tem sido usado para descrever uma morte

celular por necrose controlada, diferenciando-a da necrose acidental.
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Durante a necroptose, a exposicdo de fosfatidilserina coincide com a
permeabilizacdo da membrana celular externa. Consequentemente, as células
imediatamente passam do quadrante inferior esquerdo (controle de células, duplo
negativo) para o quadrante superior direito (duplo positivo), sem passar pelo estagio
intermediario (apoptose inicial, anexina-V positivo/7AAD negativo) (KRYSKO et. al,
2008). Diferentemente dos resultados obtidos para MCF-7, os tratamentos da linhagem
786-0 com eupomatendide-5 ndo evidenciaram populagdo de células neste quadrante
intermediario, mesmo com as tentativas de variagcdées de tempo e concentragdes (Figuras
22 e 23) e tampouco induziram ativacdo de caspases (Figura 26), descartando a via
apoptotica dependente de caspases como mecanismo de morte celular para esta
linhagem.

As caspases séo as enzimas executoras da apoptose. Entretanto, estas proteases
nao tem nenhum papel positivo na necroptose. Sabe-se que a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) esta intimamente relacionada a este processo de morte
celular, e tem sido proposto que ela seja dependente do tipo celular e ndo um mecanismo
geral de execucao (CHRISTOFFERSON e YUAN, 2010).

Houve um aumento significativo do contetdo de ROS intracelular das células 786-
0 tratadas com 51 uM de eupomatendide-5 em comparagédo ao controle negativo, tanto
dos radicais perdxido de hidrogénio (Figura 29) quanto dos anions superéxido (Figura 31).
A entrada desta sonda na mitocéndria é ditada pelo equilibrio de Nerst, ou seja, é
necessario que a membrana mitocondrial esteja intacta para que estas sondas possam se
acumular internamente na matriz mitocondrial (ROGERS et. al., 2014). A produgéo de
anions superoxido foi relativamente menor em 786-0 quando comparada aos resultados
obtidos com MCF-7, entretanto, os resultados para 786-0 podem ter sido subestimados,

uma vez que as mitocdndrias estavam despolarizadas.
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A necroptose esta intimamente associada a perda de potencial de membrana, mas
nao apresenta nenhuma relacdo com ativagdo de Bak/Bax ou calcineurina, como a
apoptose (SAWAI, 2014). A necroptose pode ser ativada pelos mesmos ligantes que a
apoptose, sendo eles: TNFalfa, FasL e TRAIL. O mecanismo que dita a decisao celular de
seguir a via da apoptose ou da necroptose ainda estd em estudo (WALSH, 2014;
VANDENABEELE et. al., 2010; GALLUZZI E KROEMER, 2008); entretanto, sabe-se que
TNFalfa pode ativar a resposta necrética por meio da inibicdo das caspases
(principalmente a -8) e consequente acumulo das quinases RIP-1 e RIP-3, que séo entao
fosforiladas, levando ao aumento da formacao de necrossomo (BORNER e ANDREWS,
2014; KACZMAREK, VANDENABEELE e KRYSKO, 2013). O necrossomo, por sua vez,
leva a producao de ROS (VANDENABEELE et. al., 2010).

Os resultados obtidos pela microscopia eletrbnica de varredura para as células
tratadas com 51 uM de eupomatendide-5 revelaram uma densidade de microvilosidades
reduzida. Além disso, as imagens comprovam que houve extravasamento do conteudo
celular das células 786-0 tratadas (Figura 33), caracteristico de células em processo de
necrose; e evaginagao da membrana plasmatica das células MCF-7 tratadas (Figura 34),
caracteristico de células em estagio de apoptose.

O cancer é uma doenca complexa, portanto a descoberta de compostos com agéao
multiplo-alvos tem sido uma estratégia terapéutica bastante atraente (CHEN et. al., 2013).
Considerando os resultados obtidos, € possivel inferir que o eupomatendide-5 pode atuar
nestas duas vias de morte celular distintas, apoptose ou necroptose, dependendo da
ativacao/inibicao de caspases, porém o mecanismo exato de escolha por determinada via
ainda é incerto. A Figura 50 mostra as vias de ativacao desses dois tipos de morte celular
pelo receptor TNF, pelas quais o eupomatendide-5 pode estar atuando. Estudos mais

aprofundados devem ser realizados a fim de elucidar estas respostas.
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Figura 50. Esquema das vias de ativagdo da necroptose e apoptose pelo receptor TNF.
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A ativacdo da necroptose pelo TNF requer inativagdo de caspases e organizagdo do complexo de proteinas
RIP (RIP1-RIP3), também denominado necrossomo. O necrossomo, por sua vez, leva a produgéo de ROS,
culminando em morte celular. Havendo ativacdo de caspases, a morte celular ocorre pela via apoptotica.

Na tentativa de isolar outros compostos previamente identificados no EBD de Piper
regnelli (LONGATO, 2010) o mesmo passou pelas etapas de fracionamento e
refracionamento biomonitorado e de uma de suas fragdes foi isolado o composto apiol.
Pertencente a classe dos fenilpropanéides, um estudo revelou que o apiol bloqueia os
canais de calcio (NEUHAUS-CARLISLE, VIERLING e WAGNER,1997). Nesse sentido, a
literatura tem relatado a capacidade dos bloqueadores de canais de calcio em reverter a

resisténcia celular a multiplas drogas (JUNG et. al., 2012; CHIU et. al, 2010). No caso do
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cancer, principalmente, o fendmeno da resisténcia a quimioterapicos tem sido foco de
intensa pesquisa, cujo objetivo € compreender seu mecanismo e descobrir novas terapias
para supera-la, uma vez que essa resisténcia € a maior causa de falhas na quimioterapia
(RAGUZ e YAGUE, 2008).

O desenvolvimento do fenémeno de resisténcia a multiplas drogas (MDR) € um
dos principais entraves no tratamento quimioterapico contra tumores (SALEH et. al.,
2012). Essa resisténcia é multifatorial, podendo resultar, entre outros fatores, da ativagao
ou superexpressdo de proteinas da familia de transportadores ABC (ATP Binding-
Cassette). Tem sido intensa a busca de novos quimioterapicos que nao sejam substratos
das proteinas transportadoras e de substancias que possuam atividade reversora (SALEH
et. al., 2012; HUBER, MARUIAMA e ALMEIDA, 2010; SHUKLA, 2006).

Muitas drogas, incluindo bloqueadores de canais de célcio, interagem com a proteina
transportadora P-gp e blogueiam esse mecanismo de resisténcia, fazendo com que o
quimioterapico volte a produzir o seu efeito antiproliferativo (ADOVELANDE, DELEZE e
SCHREVEL, 1998). Dentre os bloqueadores de canais de célcio que sdo potencialmente
moduladores de 12 geracao, o verapamil € o mais importante (CHIU et. al., 2010).

Considerando os resultados positivos que os estudos envolvendo associagbes de
medicamentos na terapia contra cancer tém relatado (ONESCHUK e YOUNUS, 2008), urgiu-
se a necessidade de um estudo associando o apiol e os quimioterapicos doxorrubicina e
vincristina, quimioterapicos empregados frequentemente na clinica, em linhagem NCI/ADR-
RES que expressa o fendtipo de resisténcia a multiplos farmacos, caracterizada pela alta
expressao da proteina P-gp (LISCOVITCH e RAVID, 2007).

De maneira geral, o apiol promoveu sinergismo tanto quando associado a
doxorrubicina (Figura 40), quanto a vincristina (Figura 42), de maneira concentragao-
dependente (Tabelas 7 e 8), com indices de DRI maiores que 1 para as concentragcdes mais
elevadas de apiol avaliadas (100 upM e 1 mM). O verapamil, utilizado como controle positivo,
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também promoveu sinergismo (Tabela 7), mas sem correlacdo entre concentracao e efeito,
uma vez que os indices de DRI foram iguais para as trés concentracbes de verapamil
avaliadas (25, 50 e 100 puM).

Segundo dados da literatura (LIU, LU e FAN, 2011), a concentragédo efetiva de
verapamil para reverter a MDR esté entre 6-10 uM; no entanto, os efeitos adversos sobre
o sistema cardiovascular ja& podem ocorrer com concentracées séricas em humanos de 1
a 2 uM. Esses efeitos sdo significativos e, por este motivo, o uso do verapamil ainda é
limitado na clinica (HUANG et. al., 2011). Dessa forma, a busca por sensibilizadores
menos cardiotoxicos € necessaria na tentativa de reversdo da resisténcia a multiplas
drogas em cancer.

Tem sido relatado que o verapamil aumenta o acumulo intracelular de drogas e a
retenc@o de agentes quimioterapéuticos pela competitiva ligagéo a P-gp, o que resulta em
um aumento da absorgéo de farmacos pelas células tumorais. O verapamil age impedindo
a fosforilacdo da P-gp, necesséria para a sua funcao de bombeamento (LIU, LU e FAN,
2011).

A resisténcia a quimioterapicos promovida pela glicoproteina-P é a forma de resisténcia
mais estudada in vitro, in vivo e na clinica e, consequentemente, um grande numero de
farmacos e compostos recentemente sintetizados sao investigados pelas suas habilidades em
afetar o fenbmeno (HUBER, MARUIAMA e ALMEIDA, 2010).

Por ser um bloqueador de calcio (NEUHAUS-CARLISLE, VIERLING e WAGNER,
1997), o apiol poderia estar agindo pelo mesmo mecanismo de a¢do que o verapamil, ligando-
se a P-gp presente na membrana das células NCI/ADR-RES, inibindo o mecanismo de
extrusdo dos quimioterapicos, e consequentemente, potencializando sua atividade
antiproliferativa. Porém, nas condi¢des experimentais avaliadas, o apiol ndo conseguiu reter o
conteudo de rodamina-123 no interior celular (Figura 44), sugerindo o ndo envolvimento da P-
gp na associacao entre apiol e quimioterapicos. Conforme relatado, existem outras proteinas
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envolvidas na modulagdo da resisténcia, bem como outros fatores nao diretamente
relacionados com as bombas de efluxo (HAIMEUR et. al., 2004) e, portanto, 0 mecanismo de
acao do apiol ainda deve ser esclarecido.

Considerando que o apiol néao inibe a enzima P-gp, os estudos da associacdo entre
quimioterapicos e apiol deram continuidade em linhagem de células tumorais de ovario
(OVCAR-3), que nao apresenta fenétipo de resisténcia (ATCC, 2014). De maneira geral, o
apiol (100 pM) também promoveu sinergismo em células OVCAR-3 tanto quando associado a
doxorrubicina, quanto a vincristina (Tabela 10 e Figura 45), com indices de DRI maiores que 1.

Em virtude desses efeitos, o apiol foi avaliado em combinagdo com o
eupomatenoide-5 nas linhagens 786-0 e MCF-7. Analisando os resultados obtidos (Figura
46) é possivel inferir que a associagcdo eupomatendide-5/apiol foi capaz de intensificar a
atividade antiproliferativa, principalmente nas concentragdes menores de eupomatenoide-
5.

O uso de medicamentos combinados com a finalidade de contornar a resisténcia
tumoral € um principio bem estabelecido da terapia do cancer. Com poucas excegoes, 0
sucesso dos tratamentos com quimioterapicos tem sido resultado da combinagao de agentes
com atividades conhecidas, com diferentes mecanismos de resisténcia e minima sobreposigao
de efeitos citotdxicos nas doses consideradas 6timas (DANCEY e CHEN, 2006). Estudos para
elucidar o mecanismo de reversdo da MDR pelo apiol devem se intensificar, a fim de que
ocorra, a curto prazo, a introdugao de um bloqueador de canal de calcio adjuvante na terapia
contra o cancer.

A atividade citocida seletiva sobre células tumorais observada em modelos in vitro
pode nao se refletir necessariamente em uma atividade in vivo. Muitas substancias
apresentam excelente atividade em cultura de células, porém, quando administradas em
animal, perdem sua atividade por metabolizacdo ou problemas de biodisponibilidade. O
modelo in vivo permite a obtencdo de informacbes sobre a farmacocinética e
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farmacodinamica do novo composto. Portanto, um estudo combinado desses dois
modelos é muito indicado para uma conclusdo apropriada a respeito do potencial
anticancer de uma nova substancia (ALVES e GUIMARAES, 2010).

Diversos modelos in vivo de estudo do cancer foram desenvolvidos com o uso de
animais de laboratério para confirmacao dos efeitos obtidos em cultura de células. O
modelo de tumor de Ehrlich € um exemplo de metodologia pratica e transponivel para a
andlise de efeitos antineoplasicos de diversas moléculas e compostos. E um tumor
murino, transplantavel, originado de um adenocarcinoma mamario (NASCIMENTO et. al.,
2006), utilizado nas suas formas ascitica e sélida (SAKAI et. al., 2010).

A atividade anticancer do eupomatendide-5 ja havia sido avaliada em modelo de
Ehrlich sélido com a inoculacdo das células no coxim plantar e avaliacdo do
desenvolvimento tumoral pela medida do volume da pata (LONGATO, 2010; LONGATO
et. al., 2011). O modelo de Ehrlich ascitico proposto para esta fase do trabalho permitiu
um diferencial na avaliagcao da atividade, por mensurar a quantidade de células tumorais
presentes na cavidade peritoneal. O tratamento diario com eupomatendide-5 (10 mg/Kg)
reduziu em 75% a quantidade celular, ao passo que o tratamento associado ao apiol (30
mg/Kg) reduziu em 85,2% (Figura 47), sugerindo que novos experimentos devam ser
realizados com diminuicdo da dose do eupomatendide-5 e manutencao ou aumento da
dose de apiol, para verificar se esta interagao realmente ocorre.

Embora seja um modelo de avaliagdo da atividade anticancer, a administragcao dos
compostos pela via i.p., local onde as células tumorais foram inoculadas, néao favorece as
conclusbes sobre o metabolismo e a farmacocinética dos compostos em questao.
Geralmente esta € a via escolhida para tratamento dos animais devido a facilidade de
administragdo. Tentativas de tratamento pela via intravenosa (veia femural) foram feitas

porém, ja na segunda administragdo, observou-se edema com aspecto necrotico nas
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patas, o que inviabilizou a continuidade do estudo. Para a repeticdo deste estudo, a
escolha da via de administracdo deve ser melhor discutida.

Um dos resultados positivos deste estudo foi a avaliacao de alguns sinais visiveis
de toxicidade. Os dados de toxicidade de uma amostra sdo muito importantes e
relevantes, uma vez que as neoplasias sao responsaveis por elevadas taxas de
mortalidade e muitos dos tratamentos utilizados nessas neoplasias, como o0s
radioterapicos e quimioterapicos, tém efeitos colaterais indesejaveis, que podem levar o
paciente a ébito (MACHADO et. al, 2008). Portanto, ha uma incessante busca de
farmacos eficientes, que tenham baixa toxicidade e, consequentemente, causem o
minimo de efeitos adversos (VERCOSA JR et. al.,, 2007). O composto eupomatenoide-5 e
sua associacao com apiol foram eficientes em reduzir a quantidade de células tumorais,
sem apresentar sinais de toxicidade nos animais. Considerando também o crescente
interesse por novas drogas que, em associacao a quimioterapicos ou outros compostos,
potencializem sua atividade anticAncer com menor incidéncia de efeitos adversos,
estudos mais aprofundados sobre 0 mecanismo de acdo do apiol deverdo ser realizados.

Ao longo dos tempos, as plantas tem sido um excelente recurso para o
desenvolvimento de potenciais farmacos, principalmente contra o cancer. Embora
diversas propriedades farmacolégicas da Piper regnellii C.DC. var.regnellii tenham sido
relatadas, o artigo ”In vitro and in vivo anticancer activity of extracts, fractions and
eupomatenoid-5 obtained from Pijper regnellii leaves” publicado pelo nosso grupo foi o primeiro
a relatar a atividade anticancer (in vitro, em linhagens tumorais e in vivo, em tumor sélido de
Ehrlich) do eupomatendide-5 (LONGATO et. al., 2011). Além disso, ndo existem registros de
trabalhos envolvendo a associacdo entre o apiol e quimioterapicos. Os resultados aqui
apresentados encorajam o aprofundamento desses estudos visando a elucidagdo dos
mecanismos de agao dos principios ativos identificados e a introdugéo destes compostos
na quimioterapia contra o cancer num futuro préximo.
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Conclusoes

O presente trabalho investigou a atividade antiproliferativa de dois compostos
isolados da espécie vegetal Piper regnellii C.DC. var. regnellii.

Os resultados obtidos sugerem que o eupomatenoide-5 atua em diversos alvos,em
virtude da existéncia de mecanismos de agao diferentes para cada linhagem celular. Os
estudos indicam que o efeito antiproliferativo do eupomatendide-5 estd associado com
inducao de apoptose em linhagem MCF-7 (mama) e indugcao de necrose programada em
linhagem 786-0 (rim).

A associacao de apiol com quimioterapicos doxorrubicina e vincristina, bem como
com o eupomatenoide-5 promoveu sinergismo tanto em linhagem resistente (NCI/ADR-
RES) quanto nao-resistentes (OVCAR-3, MCF-7, 786-0) sendo que esta agcao nao esta
relacionada a inibicdo da glicoproteina-P. A associacao apiol/eupomatendide-5 reduziu a
quantidade de células tumorais de Ehrlich sem sinais de toxicidade evidentes.

Os resultados obtidos estimulam a continuidade dos estudos com os compostos
eupomatenoide-5 e apiol, com a finalidade de desenvolver novos quimioterapicos para o

tratamento do cancer.
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ANEXOS | - Espectros de RMN e dados de HRESI-MS do composto apiol.

Anexo 1. Espectro de RMN1H (499,88 MHz) em CDCI3.
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Anexo 2. Espectro de RMN13C (125,69 MHz) em CDCI3.
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Anexo 3. Espectro de RMN13C (125,69 MHz) em CDCI3 obtido na sequéncia de pulso
DEPT.
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Anexo 4. Espectro de RMN1 H (499,88 MHz) x 13C (125,69 MHz) em CDCI3 obtido na

de pulso HSQC.
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Anexo 5. Espectro de RMN1 H (499,88 MHz) x 13C (125,69 MHz) em CDCI3 obtido na

de pulso HMBC.
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Anexo 6. Espectro de RMN1 H x 1H (499,88 MHz) em CDCI3 obtido na sequéncia de
pulso COSY.
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Anexo 7. Dados de HRESI-MS do apiol. a) Exp([M + H]" =m/z 223.0956 = C1,H504") b)
Calculado ([M + H]" = m/z223.0970 (m/z 223.0970 = C1,H504") erro de E = 6.28 ppm.
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ANEXO Il - Protocolo Comité de Etica em Experimentacdo Animal

DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins que o conteudo de minha tese de Doutorado intitulada “Atividade
anticancer e mecanismo de agéo de compostos isolados das folhas de Piper regnellii (Miq.) C. DC.
var. regnelli’

() nao se enquadra no § 4° do Artigo 1° da Informagao CCPG 002/13, referente a bioética e
biossegurancga.

Tem autorizagéo da(s) seguinte(s) Comissao(des):
() ClBio — Comisséo Interna de Biosseguranga , projeto No. , Instituig&o:

( x ) CEUA- Comisséo de Etica no Uso de Animais |, projeto No. 2163-1, Instituicgo: UNICAMP
() CEP - Comisso de Etica em Pesquisa, protocolo No. , Instituigdo:

" Caso a Comissdo seja externa ao IB/UNICAMP, anexar o comprovante de autorizagdo
dada ao lrabalho. Se a autorizag5o néo tiver sido dada diretamente ao trabatho de tese
ou dissertagéo, deverd ser anexado também um comprovante do vincuio do trabalho do
aluno com o que constar no documento de autorizagdo apresentado.

/ 70 W
Aluno: Giovapha Barbarini Longato
47

Orientagor—Jode-Emesto-de.Carvalho

Para uso da Comissao ou Comité peftinente:
(%) Deferido () Indeferido ~

‘ {
Carimbo ¢ assinatura *"M.N?(lm\lmmsum
Presidente da Comiss3o de Etica mo Uso de

Animais CEUAURICAMP
Para uso da Comissao ou Comité pertinente:
( ) Deferido ( ) Indeferido

Carimbo e assinatura
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