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A pesquisa fitoquimica de espécies vegetais tem originado um grande nimero de novas
substincias e trabalha em conjunto com a pesquisa farmacolégica que é responsdvel por
apontar o potencial terapéutico dessas moléculas e ou de seus derivados. Trabalhos
anteriores revelaram que o extrato bruto diclorometanico das folhas de Calea pinnatifida
(Asteraceae) apresenta atividade antiproliferativa, em cultura de células tumorais humanas
e antitumoral em modelos in vivo de Tumor Ascitico e S6lido de Ehrlich. Os estudos
fitoquimicos revelaram a presenca de germacranolideos (lactonas sesquiterpénicas) entre os
principios ativos responsaveis pela atividade antitumoral. Este trabalho teve como objetivo
isolar e determinar o mecanismo de a¢do do arucanolideo. Primeiramente o arucanolideo
foi obtido através do fracionamento do extrato bruto diclorometinico e precipitacdo de
graxas e clorofila com o uso de uma solugdo de acetato basico de chumbo. Em cultura de
células tumorais humanas de diferentes origens o arucanolideo apresentou atividade
citocida para todas, com seletividade para melanoma e rim. Os estudos sobre o tipo de
morte celular revelaram que o arucanolideo € capaz de induzir apoptose, pela via intrinseca,
através da ativacdo de caspases, com geracdo de radicais livres em células de glioblastoma
U-118 MG e de melanoma SK-MEL-2. Ja nas células HelLa (adenocarcinoma de cervix) o
mecanismo pelo qual o arucanolideo atua pode ser diferente, pois a via intrinseca nao € tao
importante, nem a geracdo de radicais livres, sugerindo o envolvimento da via extrinseca de
apoptose. O uso de células HeLa transfectadas com o gene de Bcl-xI, ndo interferiu na
indugdo de apoptose pelo arucanolideo, comprovando a pouca importancia da mitocondria
no processo apoptotico nessa linhagem, enquanto nas células SK-MEL-2 Bcl-xL a inducao
de apoptose foi significativamente reduzida. Nas células melanoma murino B16-F10, o
arucanolideo induziu apoptose através da ativacdo das caspases. No entanto, em modelo
animal utilizando essa linhagem, a redu¢do do desenvolvimento tumoral nao foi dependente
do processo apoptético, sugerindo que outro mecanismo de acdo estd envolvido na
atividade in vivo. No modelo de metastase onde as células de melanoma B16-F10 foram
inoculadas diretamente na corrente sanguinea, foi observada uma tendéncia na redugao das
metdstases pulmonares no grupo tratado com arucanolideo, com poucos sinais de
toxicidade hepdtica. Com tudo isso, pode-se concluir que o arucanolideo € capaz de induzir
apoptose em células tumorais humanas e murinas, podendo atuar pela via intrinseca e ou
extrinseca de apoptose, dependendo do tipo celular avaliado. A atividade antitumoral in
vitro foi confirmada com a reducdo do crescimento tumoral in vivo, comprovando o
potencial farmacoldgico desse composto.
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Plants have provided a large number of new substances and many drugs have based for the
synthesis of them. The dichloromethane crude extract presented antiproliferative activity in
human tumor cell culture and in vivo antitumor activity against ascitic and solid Ehrlich
tumor models. The results obtained with Calea pinnatifida, species from Asteraceae family,
may result in the development of new chemotherapeutic agents by the presence of
germacranolides (sesquiterpene lactones) in their chemical composition. The arucanolide
was obtained by the fractionation of crude dichloromethane extract after the precipitation of
chlorophyll and graxes using a lead acetate basic solution. Arucanolide shows
antiproliferative activity in vifro against human tumor cells lines with selectivity for
melanoma and kidney. It was proved that the arucanolide is capable of inducing apoptosis,
by the intrinsic pathway, through caspase avtivation, generating free radicals in U-118 MG
glioblastoma and SK-MEL-2 melanoma cells. At the adenocarcinoma of cervix cells HeLa
the mechanism by which arucanolide acts may be different, because the intrinsic pathway
seems to be not as important as in the others cells, suggesting the involvement of the
extrinsic pathway of apoptosis. The use of HeLa cells transfected with the gene of Bcl-xI,
has not hindered the induction of apoptosis in these cells, showing the lack of importance of
mitochondria in this apoptotic process, while in SK-MEL-2 Bcl-xL cells, the arucanolide
treatment significantly reduced the apoptosis induction. In the B16-F10 cells, the
arucanolide induces caspase-dependent apoptosis in vitro and has antitumor activity in vivo
against the same cell line, in a subcutaneous melanoma model. The apoptosis induction was
not detected in vivo, suggesting that arucanolide could act by preventing the tumor cell
proliferation in vivo. At the model of experimental metastasis with the melanoma cell line
B16-F10 there 1s a tendency to reduce lung metastasis in mice treated with arucanolide,
showing few signs of liver toxicity. With all this results, we conclude that the arucanolideo
is able to induce apoptosis in human and murine tumor cells lines, and its death pathway,
depends on the cell type evaluated. This compound may act by intrinsic or extrinsic
apoptosis pathways. The arucanolide also reduces tumor growth in vivo and it is a
promising new chemotherapic for clinical research.
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5-FU: 5-Fluorouracil

7-AAD: 7-Amino-actinomycin D

786-0: linhagem celular de adenocarcinoma de rim

Akt: Protein Kinase B (PKB)

Apaf-1: Apoptotic Protease Activating Factor 1

ARU: Arucanolideo

ATP: Adenosina Trifosfato

B16-F10: linhagem celular de melanoma murino

Bad: Bcl-2-associated death promoter

Bak: Bcl-2 homologous-Antagonist-killer

Bax: Bcl-2-associated X protein

Bcl-2: B-cell lymphoma 2

Bcl-XL: B-cell Lymphoma-extra Large

BID: BH3 Interacting Domain Death Agonist

CCD: Cromatografia de camada delgada

CCCP: Carbonyl cyanide m-chlorophenyl

CDKs: Ciclinas dependentes de quinases

CEMIB: Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica
Cis-38: Cisteina na posi¢ao 38

c-Met: MET Transforming gene

COBEA: Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
COX-2: Ciclo-oxigenase-2

CPQBA: Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas
DAP3: proteina associada a morte 3

DFT: Divisao de Farmacologia e Toxicologia

DHE : dihidroetidina

DI: densidade de inoculacdo

DISCO: complexo de sinalizagdo indutor de morte
DMEN: Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DiOCg: 3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodido



DMSO: Dimetilsulféxido

DNA: Acido Desoxirribonucleico

DTT: Ditiotreitol

EBD: Extrato Bruto Diclorometénico

EDTA: Acido Etilenodiamino tetra-acético

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor

EMT: Epithelial to Mesenchymal Transition

FA: Fosfatase Alcalina

FAPESP: Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
Fas: TNF receptor superfamily, member 6

Fr. Act: Fragdo Acetato obtida do EBD

GADDI153: oxidative stress or anticdncer agent inducible gene
GSH: Glutationa

HE: Hematoxilina Eosina

HeLa: linhagem celular de adenocarcinoma de cervix

HeLa Bcl-xL: linhagem celular de adenocarcinoma de cervix transfectada com o gene de
Bcl-xL

HGF: Hepatocyte growth factor

HT-29: linhagem celular de adenocarcinoma colorretal

IxB: Inibidor do fator de transcri¢do NF-xB

IKK: Quinase de IxB

INCA: Instituto Nacional do Cancer

IP: Iodeto de Propidio

IPS-1:estimulador promotor de interferon-f 1

JNK: Jun-quinase N-terminal

LC-3: Microtubule-associated proteins 1A/IB light chain 3A
M14: linhagem celular de melanoma

mADb: Anticorpo monoclonal

NAC: N-acetil-cisteina

MALME-3: linhagem celular de melanoma

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase

MCF-7: linhagem celular de adenocarcinoma de mama
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NCI: National Cancer Institute

NCI-ADR/RES: linhagem celular de adenocarcinoma de ovario resistente a multiplas
drogas

NCI-H460: linhagem celular de adenocarcinoma de pulmao tipo ndo pequenas células
NF-«B: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

NO: Oxido Nitrico

OMS: Organizacdo Mundial da Saude

OVCAR-3: linhagem celular de adneocarcinoma de ovério

p33: proteina 53 (53 kDa)

PA: Persulfato de amonia

PARP: Poly (ADP-ribose) polymerase

PBS: tampao fosfato-salina

PC-3 linhagem celular de adenocarcinoma de prdstata

PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen

PMSEF: Phenylmethanesulfonyl fluoride

PVDF: Polyvinylidene fluoride

RE: Reticulo Endoplasmaético

RMN: ressonancia magnética nuclear

RNS: Espécies reativas de nitrogénio

RNA: Acido Ribonucleico

ROS: Reactive Oxygen Species

RPMI: meio de cultura Roswell Park Memorial Institute

SDS: Dodecil Sulfato de Sédio

SFB: Soro Fetal Bovino

Smac: Pequeno ativador de caspases derivado da mitocondria

SK-MEL-2: linhagem celular de melanoma

SK-MEL-2 Bcl-xL: linhagem celular de melanoma transfectada com o gene de Bcl-xL
SK-MEL-5: linhagem celular de melanoma

SK-MEL-28: linhagem celular de melanoma

SNC: Sistema Nervoso Central

SRB: Sulforrodamina B

SR-VAD-FMK: Sulforhodamine Derivative of Valylalanylaspartic Acid Fluoromethyl

Ketone
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STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription

T: média das absorbancias das células tratadas

TO : média das absorbancias das células controle

TBS: Tampao Tris Salina

TCA: Acido Tricloroacético

TEMED: Tetramethylethylenediamine

TGI: Total Growth Inhibition

TNF-a: Fator de Necrose Tumoral alfa

TRAIL: TNF-related Apoptosis-inducing Ligand

TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling
U-118 MG: linhagem celular de glioblastoma

U-251: linhagem celular de glioblastoma

UACC-62: linhagem celular de melanoma

UNICAMP: Universidade Estadual de Campinas

Vero: linhagem celular de fibroblasto normal de rim de macaco verde

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor
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Figura 19. Espectro de RMN* H x H (499,88 MHz) em CDCl; obtido na sequéncia de pulso
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Cancer e mecanismos de morte celular

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) o cancer é a segunda
causa de morte dos paises desenvolvidos e se tornou uma das mais importantes patologias
do mundo por apresentar mais de 10 milhdes de novos casos por ano. E o nome dado a um
conjunto de doengas que t€ém em comum o crescimento desordenado de células com
capacidade de invadir tecidos e 6rgdos, podendo espalhar-se para outras regides do corpo
(Weinberg, 2008; INCA, 2012).

No Brasil, as estimativas, para o ano de 2013 apontam para a ocorréncia de
aproximadamente 520.000 novos casos de cancer. Os tipos mais incidentes, a excecdo do
cancer de pele do tipo ndo melanoma, serdo os canceres de préstata e de pulmao para o
sexo masculino e os canceres de mama e de colo do tdtero para o sexo feminino.
Estendendo-se as previsdes para o mundo todo, a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) estima
que para o ano de 2030 podem se esperar 27 milhdes de casos de cancer (INCA, 2012).

A célula cancerigena se caracteriza por ignorar sinais que regulam a sua
proliferacdo, tendem a evitar o processo de apoptose e contornam os limites definidos para
a proliferacdo, escapando da senescéncia programada e evitando a diferenciacdo. Além
disso, o ambiente tumoral é composto por células instdveis, que podem apresentar
capacidade invasiva e que sobrevivem e proliferam em novos ambientes, produzindo
metastases (Alberts et al, 2002).

A formagdo de um tumor € um processo que frequentemente se estende por décadas
onde células consideradas normais evoluem para células com fendtipos denominados
neoplésicos por um processo chamado de progressdo tumoral. A progressdao tumoral é
dirigida por uma sequéncia de mutagdes que ocorrem aleatoriamente e alteragdes
epigenéticas do DNA que afetam genes de proliferacdo, sobrevivéncia celular e outras
caracteristicas associadas ao fenotipo celular maligno (Weinberg, 2008).

Essas caracteristicas presentes nas células tumorais conferem vantagens, que ficaram
conhecidas como os hallmarks do cancer. Como o préprio nome afirma, hallmarks sdo as
caracteristicas necessdrias para o desenvolvimento e manutencdo tumoral. Dentre essas
capacidades adquiridas estdo: a proliferacdo autossustentdvel, evasdo de sinais supressores de
crescimento, resisténcia a morte celular, replicacao ilimitada, indu¢do de angiogénese, ativagao
de invasdo e metéstase, reprogramacdo do metabolismo energético, instabilidade genomica,

evasdo da destruic@o pelo sistema imune e inflamagdo associada ao tumor. Cada caracteristica
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possui alvos para o desenvolvimento de novos quimioterdpicos (Fig. 1) (Hanahan & Weinberg,

2011).

Figura 1. Alvos terapéuticos dos Hallmarks do Cancer
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Alvos terapéuticos dos Hallmarks do Cancer. Drogas que interferem com cada um dos recursos
necessdrios para o crescimento e progressao tumoral. Os medicamentos listados sdo apenas alguns
exemplos, estdo em ensaios clinicos ou, em alguns casos aprovados para uso clinico no tratamento

de certas formas de cancer humano. (Modificado de Hanahan & Weinberg, 2011)

A sobrevivéncia de uma célula depende de multiplas moléculas sinalizadoras como
fatores de crescimento, nutrientes e adesdo as células adjacentes e aos componentes da
matriz extracelular. As células tumorais desenvolveram um efetivo mecanismo de ignorar
sinais externos e ativar mecanismos intracelulares que escapam do controle do crescimento
normal (Hehlgans et al, 2007). Essas moléculas sinalizadoras representam pontos criticos
no processo de formacgdo e progressdao tumoral, sendo amplamente estudadas como alvo
terapéutico em potencial (Bianco et al, 2006).

A falta de sinais para a sobrevivéncia da célula, aliada aos sinais de degeneracdo,
podem leva-la a morte celular programada, que € um evento natural, discreto e prevalente
nos organismos multicelulares A morte celular programada € essencial para o
desenvolvimento e a manutencao de organismos multicelulares (Plas & Thompson, 2002).

O classico processo apoptético € definido por alteracdes morfoldgicas, evidente
especialmente na compactagdo da cromatina, exposi¢do da fosfatidilserina na membrana

plasmatica, arredondamento celular, retragdo dos pseuddpodes, formacdo de “bolhas” na
4
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membrana plasmdtica e a formacdo de corpos apoptdticos com fragmentos nucleares.
Bioquimicamente se caracteriza pela ativacdo de caspases, em particular a caspase-3 (Leist
et al, 2001; Kroemer et al, 2009).

O processo apoptético € uma forma controlada de morte celular e pode ser iniciada
por dois processos diferentes: sinais de estresse intracelular ou ligantes extracelulares.
Sinais de estresse intracelulares, tais como falta de fatores de crescimento, danos no DNA,
estresse oxidativo ou a ativacdo de oncogenes, levam a permeabilizacdo da membrana
externa da mitocondria. Como consequéncia ocorre a liberacdo do citocromo ¢ e outras
proteinas pré-apoptoticas propagando o sinal apoptético. Embora seja discutivel a forma
como o citocromo c € libertado a partir da mitocondria, esse processo € regulado por
proteinas da familia Bcl-2, que € composta de proteinas pro e anti-apoptdticas.

Os multidominios pré-apoptoéticos Bax e Bak s@o essenciais para esse processo, pois
promovem a permeabilizacdo da membrana mitocondrial com a formacgdo de poros através
de oligomerizacdo. Os membros pré-apoptéticos da familia BH3-only como Bid, Bim, Bad,
Noxa e Puma ativam Bax e/ou Bak. A liberagdo do citocromo c leva a formacdo de um
complexo — o apoptossomo — composto pelo citocromo ¢, APAF-1 e pro-caspase-9. A
caspase-9 ativa cliva e entdo ativa as subsequentes caspases efetoras (Bruin & Medema,
2008).

Quando ligantes extracelulares, tais como Fas, TNFa ou TRAIL (Ligante indutor de
TNF-relacionado a apoptose) se ligam aos seus receptores, os dominios intracelulares de
morte destes receptores recrutam proteinas adaptadoras (tais como FADD e TRADD) e
iniciadores das caspases-8 e -10. Juntos eles compdem o complexo de sinalizacdo indutor
de morte (DISCO). Uma vez que ativa a caspase-8, ela propaga a apoptose através da
clivagem direta de caspases efetoras. No entanto, as vias intrinsecas e extrinsecas de
apoptose podem se cruzar na mitocondria, pois a caspase-8 pode clivar também a proteina
Bid na sua forma ativa tBid. Sendo um membro pré-apoptético da familia de proteinas Bcl-
2, tBid induz a permeabilizacio da membrana externa da mitocondria dependente de
Bax/Bak e liberacdo do citocromo c. Ambas as vias apoptéticas levam a ativacdo das
caspases efetoras, caspase-3, -6 e -7, que sdo as principais proteases responsaveis pela
degradacao celular (Bruin & Medema, 2008).

Outros tipos de morte celular programada podem ser induzidos por farmacos, como

a apoptosis-like que também apresenta condensacdo da cromatina e exposicdo de
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marcadores de fagocitose antes da lise da membrana plasmdtica. Qualquer grau e
combinacdo de outras caracteristicas apoptdticas podem ser encontrados, incluindo a
auséncia de caspases (Leist et al, 2001).

O fato das leveduras, aparentemente ndo possuirem uma via de apoptose cldssica,
suas células podem adquirir uma morfologia apoptdtica em resposta a estimulos letais,
aponta para a possibilidade de que as células de mamiferos podem similarmente sucumbir a
uma morte celular apoptética, sem efetores cldssicos de apoptose. Por exemplo, na via
independente de caspases, o efetor de morte filogeneticamente conservado AIF (fator de
inducdo de apoptose) € responsdvel pela condensagdo da cromatina e a inducdo da
exposicao de fosfatidilserina como um mecanismo de backup em células humanas quando a
ativacdo de caspases estd inibida. Em alguns paradigmas de morte celular em leveduras,
bem como em neur6nios de mamiferos, o AIF € importante para a indu¢do de morte celular,
sugerindo que a apoptose independente de caspases pode ser mediada, pelo menos em
alguns casos, por AIF (Yuan & Kroemer, 2010).

A denominacdo necrosis-like é usada para definir um tipo de morte celular
programada com auséncia de condensacdo da cromatina. Podem apresentar diversas
caracteristicas apoptéticas incluindo a exposi¢do de fosfatidilserina anterior a lise da
membrana. Geralmente apresentam vias independentes de ativacdo de caspases e em
algumas vezes podem ser chamadas de apoptose interrompidas, onde a apoptose € iniciada
e entdo bloqueada no nivel de ativagdo de caspases, terminando como uma morte
alternativa (Leist et al, 2001).

Em contraste com a apoptose, a necrose tem sido considerada como uma forma
descontrolada de morte celular. Morfologicamente, a necrose € caracterizada pela
vacuoliza¢do do citoplasma, perda da integridade da membrana e aumento no volume
celular. A consequente liberacdo de componentes intracelulares no microambiente pode
provocar uma resposta inflamatéria. Embora a necrose seja, geralmente, uma consequéncia
de traumas patoldgicos tais como infeccdo ou isquemia, também pode ser induzida pela
ligacdo de TNFa ou Faz nos seus respectivos receptores de morte (Bruin & Medema,
2008).

Nesse processo, a produ¢cdo de ROS parece desempenhar um papel central, uma vez
que captadores de ROS eficientemente previnem a necrose induzida por varios farmacos.

No entanto, pesquisas recentes estabeleceram que pelo menos parte do processo necrético
6
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pode ser executado através de um mecanismo programado denominado “necroptosis”
(Bruin & Medema, 2008; Yuan & Kroemer, 2010).

O termo necroptosis, que compartilha caracteristicas com a necrose e a apoptose,
provoca um interesse considerdvel, particularmente no que diz respeito as condicOes
clinicas, como infarto do miocardio e acidente vascular cerebral (Smith & Yellon, 2011).
Ainda se sabe muito pouco sobre o mecanismo de regulacdo da necroptosis. A producio de
espécies reativas de oxigénio (ROS) tem sido proposta como um mecanismo de regulacao
deste processo em certos tipos celulares. Células de fibrossarcoma (L.929) e fibroblastos
embriondrios (MEFs) produziram ROS em resposta a estimulacdo com TNFa. O tratamento
prévio com um antioxidante, como hidroxianisol butilado (BHA), bloqueia a producdo de
ROS e previne a morte celular em alguns tipos de células. No entanto, o tratamento
antioxidante € incapaz de impedir a necroptose em todas as linhagens celulares, sugerindo
que o envolvimento do ROS seja dependente do tipo celular para a execucdo desta
modalidade de morte celular (Yuan & Kroemer, 2010).

Autofagia é definida como um processo em que as proteinas e organelas sdo
degradadas por proteases lisossomais. A formacdo de autofagossomos — vesiculas de
membrana dupla contendo organelas citosdlicas - que se fundem com os lisossomos é uma
caracteristica importante da autofagia. Ao contrdrio da apoptose e da necrose, a autofagia é
essencialmente um mecanismo de sobrevivéncia que € ativado em resposta ao estresse, tais
como fome, hipoxia, disfun¢do mitocondrial e infec¢do (Smith & Yellon, 2011).

O processo autofagico promove a sobrevivéncia de tecido gerando aminodcidos e
acidos graxos necessdrios para manter a func¢do celular normal durante periodos de
deficiéncia nutricional, ou através da remocdo de organelas danificadas e agentes
patogénicos intracelulares. Autofagia pode, no entanto, promover a morte celular
descontrolada conduzindo a degradacdo excessiva de componentes celulares e ao
desenvolvimento de condi¢Oes patoldgicas (Smith & Yellon, 2011).

Autofagia também tem a capacidade de prevenir uma célula normal de se tornar
maligna através da degradagdo organelas danificadas e, assim, reduzir o estresse celular,
pela degradacio de proteinas especificas que participam do desenvolvimento tumoral E
composta por processos de regulacdo complexos envolvendo diversas etapas. Muitas destas
etapas parecem ser moduladas por espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio

(RNS) ou seus metabdlitos, incluindo os produtos de peroxidacdo lipidica (Lee et al, 2012).
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O papel da autofagia no céncer, no entanto, é mais complexo. Ha evidéncias de que
a autofagia pode ser oncogénica em alguns contextos, enquanto que em outros, contribui
claramente para a supressao tumoral. Como frequentemente € ativada para a manuten¢do da
sobrevivéncia celular pode aumentar, em muitas situagdes, a viabilidade das células
tumorais. Entretanto em outros casos, os sinais de morte sdo tdo fortes que ndo sao
capazes de conter este efeito e, portanto, a célula tumoral morre, levando a uma supressao
do crescimento tumoral (Rosenfeldt & Ryan, 2011). Uma das formas de deteccdo do
processo autofagico € a transformacao de LC3-I em LC3-II (Kroemer et al, 2009).

O fato de a apoptose ndo ser a forma de morte celular mais predominante nos
tumores s6lidos pode ser consequéncia das acdes das terapias convencionais, tais como a
radioterapia, que ndo sdo especificamente delineados para induzir a apoptose. Estas terapias
podem resultar em apoptose como um efeito secundério, devido aos danos celulares
induzidos. Melhorar o potencial apoptdtico das terapias pode aumentar, em geral, a
quantidade de morte celular no tumor. Uma vez que a apoptose é uma forma eficaz e
“limpa” de eliminar células tumorais, a indu¢do direta de apoptose pode ter grande

potencial terapéutico (Bruin & Medema, 2008).

Modelos de Estudo de Cancer In vitro e In vivo

Para a descoberta de quimioterdpicos, tanto os testes in vitro quanto os in vivo sao
amplamente utilizados. Os testes de citotoxicidade in vitro, os quais direcionam a pesquisa
para moléculas com potencial de matar células neopldsicas em cultura s@o os mais
amplamente utilizados. (Holbeck, 2004; Skehan et al, 1990). Esse tipo de andlise, por ter
condicdes de avaliar grande ndmero de substincias em pouco tempo, aumenta a
possibilidade para descoberta de novas drogas anticancer. Além disso, o teste de
citoxicidade in vitro € uma técnica relativamente simples, barata, reproduzivel e, ainda,
providencia um provavel mecanismo de acdo da droga (Suggitt et al, 2005).

Porém a atividade citocida seletiva sobre células cancerosas observada em modelos
in vitro pode ndo se refletir necessariamente numa atividade in vivo. Nesse ultimo modelo,
as informagdes sobre a farmacocinética e farmacodinamica da droga em estudo sdo obtidas,

enquanto em testes in vitro esses dados ndo podem ser obtidos. Portanto, o estudo
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combinado desses dois modelos é muito indicado para uma conclusao apropriada a respeito
da atividade de uma nova substancia com potencial anticancer (Smith et al, 2005).

Para os testes anticancer in vitro, geralmente sdao utilizadas vdrias linhagens
celulares tumorais com o intuito de se obter uma visdo ampliada dos efeitos das drogas.
Essas linhagens devem ser de cénceres originados de diferentes tecidos com diferentes
origens embriondrias e com caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas distintas. Por isso, o
painel escolhido pela Divisdao de Farmacologia e Toxicologia do CPQBA/ UNICAMP,
possui dez linhagens com células de diferentes tecidos humanos, cedidas pelo National
Cancer Institute — EUA (Tabela 1).

H4 uma série de fatores que podem explicar o fato de que a pesquisa de novos
farmacos ou tratamentos anticancer apresentem  potentes efeitos  antitumorais em
estudos pré-clinicos em animais de laboratdrios que ndo se reproduzem em estudos clinicos
e, portanto sem beneficios clinicos em pacientes com cancer. Dentre eles estdo a variagdo
no metabolismode drogase farmacocinética, 0 uso frequente de tumores de
crescimento rapido, o uso de “endpoints” diversos Entretanto, € provavel que uma
das razOes mais importantes para as discrepancias entre os resultados pré-clinicos e
clinicos € o impacto da metastase avancada (Man et al, 2007).

Diversos modelos in vivo de estudo do cancer sao realizados atualmente, através do
uso de animais de laboratério, dentre eles a linhagem de melanoma B16-F10, que provoca
metdstase no pulmio quando injetada diretamente na corrente sanguinea do animal ou se
desenvolve na forma sélida quando inoculado no subcutineo (Yao et al, 2007; Teng et al,

2011).
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Tabela 1. Linhagens Celulares Tumorais utilizadas nos Ensaios in vitro.

Sigla Tecido Caracteristicas
U-251 Glioblastoma Astrocitoma. Expressa GFAP e vimentina'
- T
MCEF-7 ?denocarcmoma Produz proteinas insulina like (liga fatores de crescimento) ; e
€ mama 2 .. . !
superexpressa gene P2P-R ; TNF-a inibe seu crescimento
- T
NCI-ADR/ Aden?c.arcmoma Perdeu o receptor de estrégeno ; expressa altos niveis do gene
RES de ovirio isténcia multidroga (MDRI)  traduzind I ina-P
resistente a resisténcia multidroga ( 4) traduzindo para glicoproteina-
multiplas drogas  que confere essa capacidade ; proto- oncogene Raf-1 pode estar
envolvido na regulagdo da resisténcia a drogas
OVCAR-3 Adenocarcinoma  Possui receptores de estrégeno, andrégeno e progesterona e poucos
de ovério cromossomos normais representados; adequada em estudos de
1
cancer ovariano e avaliac@o da terapia hormonal ; alta producio da
6
enzima 24-OHase e baixa de 1-aOHase
PC-3 Adenocarcinoma Baixa atividade de fosfatase acida e 5-o redutase; sem cromossomo
2 1
de prostata Y normal detectado ; € uma das 3 linhagens classicas de tumores
7
prostaticos
786-0O Adenocarcinoma  Produz peptldeo semelhante em forma e acdo ao hormdnio
. 10
de rim paratlremdlano mutacdes no gene HVL e da prolina oxidase
propiciam a formag¢do do tumor
K-562* Leucemia Células altamente indiferenciadas (blastos multipotentes) que
Mieldide Cronica podem se diferenciar em progenitores das séries eritrocitica,
1
granulocitica e monocitica; hd o gene fusionado Bcr-abl
11
impedindo sua apoptose
1
UACC-62 Melanoma Origindria de melandcitos
HT-29 Adenocarcinoma  Possui microvilos, microfilamentos, mitocondrias vacuolizadas e
colorretal densas, alta expressao de receptores de uroquinase e antigenos p53,
mutacdes pro-tumorais no gene APC (adenomatous polyposis coli)
e COX-2
NCI-H460 Adenocarcinoma  Expressa altos niveis COX-2 que se associam ao fenétipo invasivo
- 13
d? pulmao, tipd ¢ met4stico : com caracteristicas de células endécrinas pulmonares
ndo pequenas ) ) 1w L
células altamente diferenciadas ; € deficiente em fator-1 de ativacdo da
15
protease do citocromo ¢ apoptético
HelLa Adenocarcinoma  Células positivas para queratina; Contém sequencias do
de Cervix. papilomavirus humano; Baixa expressdo de p53 e expressdo
normal de pRB (supressor do retinoblastoma)’
SK-MEL-2 Melanoma Proveniente de melanoma metastético na pele'
U-118 MG Glioblastoma Astrocitoma grau IV de morfologia mista’

*Células em suspensdo. 'Disponivel online no site do ATCC: www.atcc.org.org/SearchCatalogs Consultado
dia 18/07/2012. *Gao & Scott, 2003; 3Yang et al, 2003A; *Xu et al, 2002; SWeinstein-Oppenheimer et al,
2002; SMiettinen et al, 2004; "van Bokhoven et al, 2003; ¥Thiede et al, 1988; °lliopoulos et al, 1995;

10Maxwell & Riviera, 2003; ''Cen et al, 2002; 2His et al, 2000; *Takahashi et al, 2002; “Schiiller et al,
1987; Yang et al, 2003B; "°Liscovich & Ravid, 2007.
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Descoberta de Farmacos Anticancer

O cancer continua sendo amplamente estudado e uma de seus principais linhas de
pesquisa é o desenvolvimento de novos quimioterdpicos, que podem ser de origem natural,
sintética ou até mesmo biolégica, como anticorpos monoclonais (Slamon et al, 2001;
Czuczman et al, 1999).

Novos tratamentos para o cancer surgem diariamente e biofdrmacos e vacinas ja
somam 15% dos quimioterdpicos existentes. Além disso, grande parte dos novos
medicamentos € obtida através de: semi-sintese (moléculas sintéticas contendo grupo
farmacoforico derivado diretamente de produtos naturais), modelagem a partir de um uma
substancia ativa, produto natural, de um alvo molecular de interesse, ou mimetizam o
substrato endégeno do sitio ativo. Portanto, somente 40% dos novos farmacos podem ser
considerados totalmente sintéticos em sua origem. Na drea do tratamento de cancer, cerca
de 55% dos quimioterapicos sdo derivados ou inspirados em produtos naturais. (Newman &
Cragg, 2012)

Vérios tumores humanos compartilham uma série de alteragdes fisioldgicas
relacionadas ao crescimento maligno como autossuficiéncia em sinais de crescimento,
insensibilidade aos sinais de inibi¢do de crescimento, resisténcia a apoptose, potencial de
replicacdo ilimitado, angiogénese autossustentada, invasao tissular e metastase (Brown &
Attardi, 2005; Fadeel & Orrenius, 2005).

Os agentes terapéuticos hoje conhecidos sdo de dois tipos: os agentes bloqueadores
(quimiopreventivos), que inibem a iniciacdo do processo carcinogénico € 0s agentes
supressores, que inibem a proliferacdo de células malignas durante as fases de promocgao e
progressdao tumoral. A maior parte dos bloqueadores € encontrada nos alimentos, como os
diterpenos do café e os dcidos sulfidicos do alho. Estudos epidemioldgicos demonstraram a
relacdo entre consumo de frutas e vegetais e uma menor incidéncia de cancer, fato que
reforca a procura de agentes quimiopreventivos em alimentos (Seeram et al, 2005). Apesar
da comprovada acdo preventiva dos alimentos, os agentes supressores Sa0 0S mais
procurados para o desenvolvimento de novos farmacos, pois agem apds a instalacdo da
doenca (Duvoix et al, 2005).

Grande numero de fitofarmacos tem demonstrado acdo anticincer em diversos

modelos experimentais através de alteragdes nas vias de transducao de sinais que modulam
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a expressdo génica, a progressdo do ciclo celular, a proliferacdo, a morte celular, o
metabolismo e a apoptose (Hemalswarya & Doble, 2006). Como exemplos podem ser
citados a camptotecina e seus derivados (topotecan e irinotecan) extraidos da &arvore
ornamental chinesa Camptotheca acuminata, que atua na inibicdo da topoisomerase I e
atualmente ¢é utilizada no tratamento de cincer de ovdrio e cdlon. Semelhante a
camptotecina, as epipodofilotoxinas (etoposida e teniposida), isoladas de Podophyllum
peltatum, sdo substancias inibidoras da topoisomerase II. As topoisomerase I e II sdo
responsaveis por facilitar o descondensamento da dupla fita de DNA durante a divisdao
celular (Srivastava et al, 2005; Takimoto, 1997).

O paclitaxel, também conhecido como taxol, foi originalmente isolado da planta
Taxus brevifolia e atualmente existem mais de 300 taxdides isolados e caracterizados de
diferentes espécies do género Taxus. Enquanto os outros agentes anticincer desestabilizam
o fuso mitdtico, o taxol possui um mecanismo de acdo Unico agindo na estabilidade da
microtubulina, impedindo a separacdo do fuso na andfase. O taxol mostra-se eficiente
contra cancer de pulmao, ovario e mama (Srivastava et al, 2005, Rowinsky et al, 1997).

Os alcaldéides da vinca, vinblastina, vincristina e vinorelbina, foram isolados da
planta Catharanthus roseus e agem inibindo a formacdo dos heterodimeros de alfa e beta
tubulina que formam as fibras do fuso mitético. Dessa forma, essas substancias impedem a
migracdo de cada um dos cromossomos homoélogos para os polos opostos da célula,
impedindo a conclusdo da metafase celular (Rowinsky et al, 1997).

Diversos agentes anticincer provenientes de organismos marinhos foram isolados,
porém nenhum produto de origem marinha foi licenciado para o uso clinico como
quimioterdpico. Existem alguns agentes promissores como a Salinosporamida A,
Apratoxina A e a Briostatina (Vignesh et al, 2011). A briostatina 1, por exemplo, € isolada
do briozoario Bugula neritina, e apresenta atividade em diferentes tipos de cancer. Essa
susbtincia estimula o sistema imune, aumenta a expressao da proteina p53 e induz apoptose
em células cancerigenas. Essas atividades estdo associadas com a sua interacdo com vdrias
proteinas quinases C (Mann, 2002).

E importante salientar a expansio no ndmero absoluto de medicamentos
provenientes € baseados em produtos naturais, mesmo com o aprimoramento de novas

tecnologias de sintese e produgdo de biofarmacos e vacinas (Newman & Cragg, 2012). Por
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todos esses motivos, os produtos naturais ainda sdo e continuardo por um bom tempo,

sendo uma excelente fonte de novos medicamentos.

O género Calea e seu potencial farmacologico

Durante muitos séculos, as plantas originaram grande ndmero de agentes
terapéuticos, cujos compostos deram origem a medicamentos ou serviram de base para a
sintese dos mesmos (Rates, 2001). O Brasil € um pais que possui imensa biodiversidade,
com mais de 10% de todos os organismos descritos na Terra, sendo a flora medicinal
particularmente rica . Apesar disso, existe enorme nudmero de plantas brasileiras, que
permanecem sem quaisquer estudos quimicos ou biolégicos € que apresentam um enorme
potencial para o desenvolvimento de novos farmacos (Bolzani et al, 1999; Alves et al,
2000).

O Cerrado apresenta um tipo de vegetacdo brasileira genuina presente em diferentes
regides do Brasil, dentre elas o Estado de Sao Paulo. Sabe-se que plantas crescidas em
ambientes dridos ou semidridos mostram elevada capacidade fotossintética, que pode ser
associada com o seu metabolismo e a producdo de uma variedade de metabdlitos
secundérios, geralmente em grande quantidade, tornando-se fonte importante para o
desenvolvimento de farmacos (Alves et al, 2000).

O género Calea € constituido por aproximadamente 110 espécies encontradas em
regides tropicais e subtropicais, cuja presenca de germacranolideos aparece como
caracteristica comum (Pruski & Urbatsch, 1988; Ferreira ef al 1980; Yamada et al 2004).
Muitas atividades biolégicas foram descritas para os principios ativos encontrados nesse
género. A espécie Calea zacatechichi apresenta principios com atividade anti-inflamatoria
e antileishmanial, a Calea glomerata vasodilatadora, a Calea platylepis antimicrobiana, a
Calea uniflora antiparasitaria e antifingica, a Calea serrata acaricida e a Calea urticifolia
citotoxica in vitro com inducio de apoptose (Venegas-Flores et al, 2002; Nascimento et al,
2004a,b; Yamada et al, 2004; Nakagawa et al, 2005; Ribeiro et al, 2011; Wu et al, 2011).

Além das atividades descritas para as diferentes espécies do gé€nero Calea, os
germacranolideos também apresentam diversas atividades como indugdo de apoptose em
cultura de células tumorais, citoxicidade, atividade antiftingica e atividade inibitéria do

fator NF-«xB, tornando-se a substancia mais promissora para o desenvolvimento de drogas
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anticincer, dentre as descritas para a Calea pinnatifida (Matsuura et al, 2005; Yamada et

al, 2004; Bork et al, 1997; Rivero et al, 2003; Nakagawa et al, 2005).

Atividade anticancer de Calea pinnatifida

Calea pinnatifida, conhecida popularmente como cipd cruz do norte ou aruca, €
encontrada na regido do cerrado brasileiro e tem seu emprego popular como estomacal e
para o tratamento da disenteria amebiana. Pertencente a familia Asteraceae em suas folhas
foi encontrado os compostos: poliacetileno, 4cido anisico, glicosideo do 4cido p-
hidroxibenzdico, sitosterol e germacranolideos (Ferreira et al, 1980). Cultivada no campo
experimental do CPQBA as propriedades farmacoldgicas dos extratos e principios ativos

vém sendo estudadas hé alguns anos.

Figura 2. Foto de um espécime de Calea pinnatifida no campo experimental CPQBA.

3 A T S T N

O extrato bruto diclorometanico (EBD) de suas partes aéreas apresenta atividade
antiproliferativa contra linhagens tumorais de diversas origens (Fig. 3 e Tabela 2) com
seletividade para a linhagem de melanoma (UACC-62) e atividade antitumoral em modelos

de cancer murino (Marchetti, 2008).
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Figura 3. Atividade antiproliferativa do Extrato Bruto Diclorometanico de C.
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Griafico da atividade antiproliferativa do Extrato Bruto Diclorometanico (EBD) de C.

pinnatifida em cultura de células tumorais humanas, relacionando porcentagem de

crescimento versus concentragdo do extrato (Marchetti, 2008).

Tabela 2. Valores de TGI (inibicdo de crescimento total) do extrato bruto de C.

pinnatifida
Linhagem TGI (ug/mL)
UACC-62 (Melanoma) 8,46
MCF-7 (Mama) 66,27
NCI-ADR/RES (Ovario Resistente) 58,25
786-0O (Rim) 46,81
NCI-H460 (Pulmao) 41,89
PC-03 (Préstata) 69,46
OVCAR-03 (Ovario) 42,81
HT-29 (Célon) 50,67
K562 (Leucemia) 4291

Retirado de Marchetti, 2008.

No tumor ascitico de Ehrlich (TAE) o EBD aumentou a sobrevida dos animais

tratados uma vez por semana, com a dose de 200mg/Kg (fig). Ja no tumor sélido de Ehrlich

(TSE), um tumor menos agressivo, que dificilmente leva os animais a 6bito, o EBD
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apresentou atividade antitumoral na dose de 100mg/Kg, com tratamentos a cada dois dias

(Fig. 4 e Fig. 5) (Marchetti, 2008).

Figura 4. Atividade antitumoral do EBD de Calea pinnatifida em tumor ascitico de

Ehrlich.
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Curvas de sobrevivéncia do teste de Kaplan-Meier. Doxorrubicina p<0,001; EBD C.
pinnatifida 50mg/Kg p=0,973; EBD C. pinnatifida 100mg/Kg p=0,202; EBD C. pinnatifida
200mg/Kg p=0,009 (Marchetti, 2008).

Figura 5. Atividade antitumoral do EBD de Calea pinnatifida em tumor sélido de

Ehrlich
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Grafico de barras da atividade antitumoral do EBD em tumor sélido de Ehrlich. Os valores
estdo expressos em média + desvio padrdo. A: Peso Relativo do Tumor; B: Volume do
Tumor. *p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001 (Marchetti, 2008).
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Germacranolideos e seu potencial anticancer

Os terpenos formam uma grande familia de compostos estruturalmente distintos
derivados de unidades de isopreno (C5). As unidades de isopreno sdo originadas do
colesterol, compartilhando a mesma via biossintética dos esterdides (Dewick, 2006).
Diversos terpendides sdo conhecidos por sua atividade anticancer, sendo os taxdides os
mais famosos. Extraidos das espécies do género Taxus, sdo diterpenos (C20) usados no
tratamento de cancer de mama, pulmdo, ovdrio e prostata, que agem nos microtibulos,
impedindo a proliferacdo celular (Montero et al, 2005).

Mais de 200 farmacos derivados de produtos naturais estdo em desenvolvimento
pré-clinico ou clinico. Pesquisas sobre lactonas sesquiterpénicas de compostos naturais
(SLs) comecaram ha alguns anos no programa de triagem do NCI/EUA. Até o momento
cerca de 1500 publicagdes tém relatado as propriedades anticancerigenas e
antiinflamatorias das SLs, sendo que mais de 90% foram publicadas a partir de 1990
(Ghantous et al,2010).

Lactonas sesquiterpénicas sdo incolores, amargas e de uma estdvel subfamilia de
terpendides, classe de metabolitos secundarios de plantas com cardcter lipofilico. Eles sdo
quase exclusivamente provenientes da familia Asteraceae, mas sdo também encontrados em
Umbelliferae e Magnoliaceae em concentracOes frequentemente superiores a 1% da massa
seca da planta. SLs sdo compostos com 15 carbonos (15-C) consistindo de trés unidades de
isopreno (5-C) e um grupo lactona (éster ciclico). Eles podem ser categorizados, em relagao
ao seu esqueleto carbociclico, nos seguintes grupos principais: germacranolideos (Fig. 6)
(10-membros no anel); eudesmanolideos, eremofilanolideos, guaianolidos,
pseudoguaianolidos e hipocretenolides. Muitos membros desses grupos também tém
estruturas de anel aberto, como iso-seco-tanapartolideos. Alguns farmacos derivados de
SLs como a tapsigargina, a artemisinina € o partenolideo (Fig. 7) ja estdo em fase de
ensaios clinicos para o cancer (Ghantous et al, 2010).

Em 1969, Hartwell e Abbott revisaram mais de 50 SLs conhecidas por serem
citotoxicas para tumores e forneceram provas indiretas que ligam sua atividade biol6gica ao
radical (Fig. 8). A por¢do a-metileno-y-lactona reage na presenca de biomoléculas contendo
aminodcidos nucleofilicos ou residuos de guanina, pois atuam como um aceptor de Michael,

formando assim adutos estaveis (Barcelos et al, 2012; Ghantous et al, 2010).
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Figura 6. Estrutura quimica de um germacranolideo

Figura 7. Estrutura quimica do Partenolideo.

Figura 8. Estrutura de um grupo a-metileno-y-lactona.

B G
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O partenolideo (Fig. 7), uma lactona sesquiterpénica classificada de
germacranolideo devido a presengca de um grupo germacril, inibe o fator nuclear kB,
importante na inducdo da apoptose (Dewick, 2006, Bork et al, 1997). A liga¢ao obrigatdria
do DNA com o complexo NF-kB ¢ dependente dos residuos de cisteina das subunidades

pS0 e p65. Virios estudos tém demonstrado que especialmente o residuo Cis-38 na
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subunidade p65 € um alvo sensivel a alquilagao pelo partenolideo, proveniente da planta
Tanacetum parthenium (Garcia-Pineres et al, 2001).

Estudos tem demonstrado as propriedades anticancer do partenolideo através da
inducdo de morte celular por apoptose em células tumorais humanas. Multiplas vias podem
estar envolvidas na induc@o de apoptose pelo partenolideo, incluindo o estresse oxidativo, o
estresse do reticulo endoplasmatico (RE), a deple¢do intracelular de grupos thiol, a ativagao
de caspase, e disfuncdo mitocondrial. Partenolideo ativa a cascata das caspases através de
dano mitocondrial, liberando citocromo c, sem afetar os membros antiapoptéticos da
familia Bcl-2 (Bcl-2 e Bel-XL) (Zhang et al, 2004).

Verificou-se que apds ativacdo da caspase-8, o partenolideo desencadeia uma série
de alteracdes dos membros proapoptéticos da familia de proteinas Bcl-2, incluindo
clivagem proteolitica do Bid, a transformacdo e translocacdo de Bax e oligomerizacdo de
Bak, que eventualmente leva a perda de potencial membrana mitocondrial e a liberagdo de
citocromo ¢ e Smac (pequeno ativador de caspases derivado de mitocondria) (Zhang et al,
2004).

Existe uma vasta literatura indicando que terpenos podem inibir a sinalizacio
através do sistema de NF-«xB e, portanto, possuem efeitos terapéuticos benéficos contra as
doencas inflamatérias e cancer. Contudo, devemos ser prudentes e conscientes de que as
plantas ndo sintetizam terpenos para o beneficio humano, mas sim para seu proprio
beneficio, através da defesa contra insetos e ameagas ambientais (Maggi et al, 2005).

Alguns terpenos sdo pesticidas agricolas, e muitos deles podem ter efeitos colaterais
toxicos, como as lactonas sesquiterpénicas. Uma questdo interessante € a razao pela qual as
plantas poderiam ter concebido terpenos, e acabaram suprimindo a sinalizagdo do NF-«B,
como uma forma de combater insetos predadores. Uma hipétese plausivel é que esses
terpenos estdo destinados a destruir o sistema imune dos invasores, € provavelmente
também perturbar a morfogénese mediada pelo NF-kB. A via do NF-«kB age na sinaliza¢do
anti-apoptética e no desenvolvimento da resisténcia celular contra apoptose. Além disso, o
NF-kB ¢ essencial para o desenvolvimento e funcdo de linfécito B e T (Salminen et al,
2008).

Os germacranolideos de Calea zacatechichi agem, em células HelLa, como inibidor
do fator nuclear kB (NF-xB), como ja salientado, um importante mediador da resposta

imune e inflamatéria (Bork et al, 1997). Na espécie Calea urtisifolia, um germacranolideo
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chamado de arucanolideo (Fig. 9) é responsdvel pela inducdo de apoptose, em células de
leucemia HL-60, através da perda de potencial da membrana mitocondrial e da ativagido do
fator indutor de apoptose (AIF) (Nakagawa et al, 2005). Devido as caracteristicas quimicas
e bioldgicas (acdo no metabolismo celular) dos germacranolideos, sugere-se que estes

podem estar envolvidos na atividade anticancer de C. pinnatifida.

Figura 9. Estrutura quimica do Arucanolideo

\ CH3

2-Acido Propenoico, 2-metil-, (3a5,45,5R,6R,8Z,10R,11aR)-4-(acetiloxi)-
2,3,3a,4,5,6,7,10,11,11a-decahidro-6-hidroxi-6,10-dimetil-3-methilene-2,7-
dioxociclodeca[b]furan-5-il ester.

20






22



@é’m‘m

Objetivo geral
Avaliar a atividade anticancer do Arucanolideo, germacranolideo isolados de Calea

pinnatifida Banks.

Objetivos Especificos

1. Isolar e identificar principios ativos do extrato bruto diclorometanico de Calea
pinnatifida;

2. Avaliar a atividade antiproliferativa in vitro do arucanolideo;

3. Avaliar a atividade anticancer in vivo do arucanolideo;

4. Avaliar o mecanismo de morte celular envolvido na atividade antiproliferativa.
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Fracionamento e isolamento do arucanolideo

Material Vegetal

Foram utilizadas partes aéreas (folhas) da espécie vegetal Calea pinnatifida Banks
de espécime cultivada pertencente a cole¢ao de plantas medicinais do CPQBA/UNICAMP,
depdsito n% 107. Apds secagem a baixa temperatura as folhas foram moidas com uso de

moinho de facas.

Obtencao do extrato bruto
O material vegetal (425g) foi extraido a quente, com diclorometano em aparelho de
soxhlet. Apds esgotamento o solvente foi evaporado com uso de rotaevaporador a 30°C,

dando origem ao extrato bruto diclorometanico (EBD).

Limpeza com Acetato de Chumbo

O EBD (m=4g) de C. pinnatifida foi dissolvido em 160mL de etanol P.A. (Merck®,
Darnstadt, Germany) com ajuda do ultrassom. Em seguida, adicionou-se 800mL de solucao
basica de acetato de chumbo a 10% (80g de acetato de Pb em 800 ml de dgua). A mistura
foi deixada na geladeira (4° C) durante 24h e em seguida foi filtrada a vacuo em funil de
placa porosa preenchido com 160g de celite. A fase aquosa foi extraida com acetato de etila

por 3x (V:V), dando origem a fracdo acetato.

Fracionamento por Cromatografia de Coluna Classica

Nesta metodologia foi usada uma coluna de vidro (didmetro dependente da massa),
sendo a fase estaciondria silicagel G60 (60x massa extrato), onde no seu topo foi aplicado o
extrato (Fr. Acetato CN= 260mg). A coluna foi eluida com um gradiente de eluentes
iniciando-se em hexano 100%, hexano/diclorometano, diclorometano/metanol até terminar
com metanol puro. Foram recolhidas duas fracoes de cada eluente, monitoradas por

cromatografia em camada delgada (CCD) sendo o solvente evaporado a vacuo.
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Analise Qualitativa e Quantitativa por Cromatografia Gasosa

As fragdes e substancias puras foram diluidas em acetato de etila ou metanol e
analisadas por cromatografia gasosa capilar acoplada a um detector de massas (CG Hewlett
Packard 6890, série II, diretamente acoplado a um detector seletivo de massa Hewlett
Packard 5975, equipado com uma coluna de silica fundida WCOT, 30m x 0.25 mmx 0.25
um). Temperatura: 60°C (3°C/min) — 240°C (60 min), injetor 220°C, detector 250°C. Gés
hélio foi usado como gés carreador (0,7 bar, ImL/min). O detector de massas foi usado a 70
eV. A velocidade de digitalizacdo foi 0,84 scans/s, de 40 a 550. O volume de amostra foi 1
pL. Split: 1: 40.

A concentracdo do arucanolideo no EBD e na Fragdo Acetato foi determinada
através de Cromatografia gasosa — espectrometria de massa utilizando o dibutilfitalato
(DBF) na concentragdo de 260ug/mL, como padrdo interno. A concentragdo final foi

calculada através de regressdo linear utilizando o programa excel.

Analise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
Foram utilizadas cromatoplacas de Silicagel 60 F254. Uma pequena fracdao da
amostra foi aplicada na base da placa e eluida com uma mistura de Metanol:Diclorometano

(2:98). A visualizacdo dos resultados foi feita utilizando-se 1ampada UV e anisaldeido.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressondncia magnética nuclear (RMN) 1D ('H, °C e DEPT) e 2D
(COSY, HSQC, HMQC) foram obtidos em espectrometro Inova 500, operando a 500 MHz
na freqiiéncia do hidrogénio e a 125 MHz na freqiiéncia do carbono-13. O sinal residual do
solvente ou do TMS foi usado como referéncia interna. O solvente utilizado na dissolugdo
das amostras para obtenc¢do dos espectros foi o cloroférmio deuterado (CDCls, Isotec -
INC). Os resultados foram comparados com dados espectrais descritos para compostos

isolados de Calea pinnatifida (Ferreira et al., 1980).
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Ensaios Farmacologicos “in vitro”

Cultivo celular

A maior parte das linhagens celulares (Tabela 3) foi mantida em meio RPMI 1640
(Gibco®) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB — Gibco®), a linhagem U-118
MG e Hela foram mantidas em meio DMEN (Gibco®) com 10% SFB, 2mM L-glutamina,
100U/mL penicilina e 100pug/mL streptomicina e as células SK-MEL-2 em RPMI (Gibco®)
com 10% SFB, 2mM L-glutamina, ImM piruvato de sédio, 1% aminodcidos ndo
essenciais, 100U/mL penicilina e 100pug/mL streptomicina a 37°C em atmosfera imida com
5% CO2. Quando a monocamada celular atingia cerca de 80% de confluéncia, as linhagens
foram subcultivadas, o que ocorreu geralmente uma vez por semana.

Para linhagens aderidas, o desprendimento celular foi realizado mediante acdo
enzimatica da tripsina. Para tanto, o meio de cultura foi aspirado, o frasco lavado com 500
uL de tampdo de Hank’s (Sigma®) para eliminar residuos de meio de cultura e apés
aspira¢do do tampao, foram adicionados 500 pL de tripsina-EDTA 2,5 g/L. (Vitrocell®) a
37°C até que as células se soltassem totalmente. A acdo da tripsina foi bloqueada com
RPMI + SFB 5% e uma aliquota dessa suspensdo foi transferida aos novos frascos,

completando-se o volume para 5 mL.

Descongelamento das células

O descongelamento das células foi realizado sempre que houve necessidade de
renovacao ou obtenc¢do de células em passagem adequada para os experimentos. Para tanto,
o criotubos foram descongelados a temperatura ambiente, seu contetiido transferido para um
tubo de centrifuga de 15 mL e, para lavagem do glicerol utilizado no congelamento, teve o
seu volume completado para 10 mL com meio de cultura RPMI-1640 (Gibco®) contendo
5% SBF (Gibco®). O tubo foi centrifugado a 2000 rpm por 4 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi aspirado e descartado e o precipitado de células foi ressuspendido
cuidadosamente em 5 mL do meio de cultura descrito. A suspensdo foi entdo transferida
para frascos de manutencdo de T25 e incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO2 em

ambiente umido.
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Tabela 3: Linhagens celulares utilizadas nos testes de atividade anticancer.

. ] Origem Densidade de Inoculacio
Tecido Origem Nome Embriologica (x10* células/ mL)*
Pulmao NCI-H460 Endoderme 4,0
Mama MCEF-7 Ectoderme 6,0
Ovario Resistente NCI-ADR/ RES Ectoderme 5,0
Coélon HT-29 Endoderme 4,0
Proéstata PC-3 Mesoderme 5,0
Melanoma UACC-62 Ectoderme 5,0
Ovirio OVCAR-3 Mesoderme 7,0
Renal 786-0O Mesoderme 4,5
Leucemia K-562 Mesénquima 5,0
Glioma U251 Ectoderme 4.0
Epitélio VERO Ectoderme 5,0
Melanoma UACC-257 Ectoderme 4,0
Melanoma Ml14 Ectoderme 4,0
Melanoma SKMEL-28 Ectoderme 4,0
Melanoma SKMEL-2 Ectoderme 4,0
Melanoma MALME-3 Ectoderme 4,0
Melanoma Murino B16-F10 Ectoderme 4,0

*Densidade de Inoculagdo usada para o ensaio da sulforrodamina B em placas de 96

compartimentos.

Congelamento das células

Para sua expansdo as células foram cultivadas em frascos de 75cm2 (T75) e o
volume final de suspensdo celular a ser congelado foi sempre de 1x10°cel/mL. Para células
aderidas, ap0s tripsiniza¢do com tripsina/EDTA (Sigma®), as células foram ressuspendidas
em 10 mL de meio suplementado com 30% de SFB, procedido pela contagem do nimero
de células em camara de Neubauer. A solugdo celular foi centrifugada a 2000rpm, por 4
minutos a 4°C, o sobrenadante foi aspirado e, a seguir, foi adicionado meio RPMI com 30%
de SFB e 20% de glicerol em volume calculado para obten¢do de uma concentracio final
de 1x106cel/mL. Cada criotubo contendo 1 mL da soluc¢do celular foi colocado na fase

gasosa do nitrogénio liquido por 24 horas, para depois serem imersos na fase liquida.
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Atividade antiproliferativa em cultura de células
Inéculo das células

No primeiro dia de experimento, a suspensdo celular foi preparada com meio RPMI
com 5% de SFB e penicilina-estreptomicina (2mg/L) e ajustada em sua respectiva
densidade de inoculacdo (Tabela 3). Foram inoculados 100ul de suspensdo celular em
placas de 96 compartimentos, que foram encubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera de
5% de CO;, e ambiente imido. Da mesma forma, foi também preparada uma placa controle
(placa T0), que continha todas as linhagens celulares utilizadas no experimento.

Preparo e aplicacdo das amostras — Ensaio da Sulforradamina B (SRB)

As amostras foram diluidas em solugdo estoque de dimetilsulf6xido (DMSO)
(Merck®) na concentracdo de 0,1g/mL. Para a adi¢do a cultura de células, estas solugdes
foram diluidas em pelo menos 400 vezes em RPMI com 5% de SFB e penicilina-
estreptomicina (2mg/L), o que evita a toxicidade do DMSO. As amostras foram
adicionadas nas concentracdes de 0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL, (100 pL/compartimento) em
triplicata, e a seguir foram incubadas por 48 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO2 e
ambiente Umido (Figura 10). Como controle positivo utilizou-se o quimioterdpico
doxorrubicina, nas concentracoes de 0,025; 0,25; 2,5 e 25 pg/mL (100 pL/compartimento)
em triplicata.

No momento de adi¢do das amostras, as células inoculadas em uma placa controle
TO foram fixadas com a adi¢do de 50 uL/compartimento de dcido tricloroacético (TCA) a
50% (Sigma®) para determinagdo da quantidade de células presentes no momento em que
as amostras foram aplicadas, sendo este o valor basal 0.

Apbs 48 horas de tratamento as células foram fixadas com 50 pL de 4cido
tricloroacético a 50% (TCA) e incubadas por 1 hora a 4°C. Em seguida, as placas foram
submetidas a quatro lavagens consecutivas com dgua corrente para a remocao dos residuos
de TCA, meio, SFB e metabolitos secunddrios. Apos isso foram mantidas a temperatura

ambiente até a secagem completa.

31



WMetodotogia

-—@oééizdé@

o

@

Figura 10: Placa de 96 compartimentos usados no ensaio da SRB
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Apé6s a secagem, foram adicionados 50uL/compartimento do corante protéico

sulforrodamina B (SRB) (Sigma®) a 0,4 % (peso/volume) dissolvido em &cido acético a 1

% e a seguir as placas foram incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos. As placas

foram entdo lavadas por 4 vezes consecutivas com solugcdo de dcido acético 1% e apds

secagem completa a temperatura ambiente o corante ligado as proteinas celulares foi

solubilizado com 150uL/compartimento de Trizma Base (10uM, pH 10,5) (Sigma®). A

leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em leitor de microplacas a 540nm

(Molecular Devices ®, modelo VersaMax).

A sulforrodamina B é um corante protéico que se liga aos aminodcidos basicos das

proteinas de células que estavam vidveis no momento da fixa¢do. Portanto, quanto maior a
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quantidade de SRB ligada ao compartimento, menor a atividade antiproliferativa da

amostra em teste (Skehan et al, 1990; Rubistein et al, 1990; Monks et al, 1991).

Andlise dos resultados

As médias das absorbancias foram calculadas descontando o valor de seus
respectivos brancos e através das formulas a seguir, foi determinada a porcentagem de
crescimento de cada amostra testada.
Se T > C a amostra estimulou o crescimento.
Se T >T0 e < C, a amostra foi citostatica e a formula utilizada foi 100 X [(T- TO)/ (C- TO)].
Se T< TO a amostra foi citocida e a féormula utilizada foi 100 X [(T- TO)/( TO)].
Sendo T a média da absorbancia da célula tratada, C o controle de célula e TO o controle
das células no dia da adi¢do das amostras, o resultado obtido foi subtraido de 100%,
obtendo-se entdo a porcentagem de crescimento. Os dados de absorbancia foram analisados
e compilados na elaboracio de gréficos relacionando a porcentagem de inibi¢do ou morte
celular com a concentragdo da amostra. As amostras foram consideradas ativas quando
apresentaram inibi¢do de crescimento maior que 50%.

Através do software Origin®, foi feita regress@o linear das curvas obtidas com as
médias da porcentagem de crescimento e foi calculado o TGI (total growth inhibition): a
concentracdo necessdria para inibir totalmente o crescimento celular (T=To). Esse parametro €

utilizado para comparar a poténcia das amostras e evidenciar a seletividade.

Citometria de Fluxo

Os estudos acerca do tipo de morte celular produzido pelo arucanolideo foram
realizados no citdometro de fluxo Guava EasyCiteTMMiniSystem Millipore® (FAPESP
09/51602-5) e no citdmetro de fluxo Becton Dickinson (San Jose, CA) FACSCalibur (CIC
— Salamanca). As linhagens tumorais avaliadas foram U-118 MG (glioblastoma), HeLa
(adenocarcinoma de cervix), HelLa transfectada com Bcl-XL, SK-MEL-2 (melanoma) e
SK-MEL-2 transfectada com Bcl-XL. O veiculo utilizado foi o DMSO, sendo que os
controles negativos receberam esse diluente no volume médximo correspondente ao usado

para as células tratadas (0,1% de DMSO).
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Analise do Ciclo Celular

Este teste quantifica o conteido de DNA, marcado com iodeto de propidio ou e 7-
amino-actinomicina D (7-AAD) com a finalidade de avaliar em que fase do ciclo celular as
células se encontram (GO/G1, S, G2). Essa andlise s6 é permitida apds a permeabilizacdo da
membrana com o etanol 70% a 4° C. Quando ha fragmentacdo de DNA, caracteristico de
processos apoptoticos, ha a presenca da fase sub-G1 (antes do pico de G1).

Células (1x10%compartimento) foram plaqueadas em placas de 6 compartimentos e
tratadas com arucanolideo 5, 10 e 20 ug/ml durante 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas. As células
foram ressuspendidas e centrifugadas a 1500 rpm durante 5 minutos. Lavadas com PBS e
fixadas com etanol 70% overnight a 4°C. A seguir foram centrifugadas e lavadas com PBS
para retirada do etanol e tratadas com 500uL de PBS com 2,5uL. de RNAse (solugdo de
Img/mL) e 2,5uL. de lodeto de Propidio (solucdo de 1mg/mL) mantidas em agitacdo
durante 1 hora no escuro. A andlise foi realizada em citometro de fluxo Becton Dickinson
(San Jose, CA) FACSCalibur. Ou as amostras fixadas foram marcadas com 200uL do
Guava cell cycle reagente (Millipore®). Foram coletados pelo menos 5.000 eventos de cada

amostra e analisados com auxilio do programa WinMID versao 2.9.

Avaliacio da externalizacio de fosfatidilserina e permeabilizacio da membrana
celular.

Este teste utiliza marcacao dupla por anexina V e Iodeto de Propidio (IP). A anexina
V € uma proteina ligante de fosfolipidio com elevada afinidade por fosfatidilserina que se
localiza na face interna da membrana plasmdtica de células vidveis. Na fase inicial do
processo apoptdtico, as moléculas de fosfatidilserina sdo translocadas para a face externa e
ficam disponiveis para a ligagdo com anexina V, marcando, portanto as células em
apoptose. O 7-AAD liga-se ao DNA da célula e atua como um indicador de integridade
estrutural de membrana ja que ndo € capaz de marcar células vidveis e em apoptose inicial.

Células (1x10%compartimento) foram inoculadas em placas de 6 compartimentos
numa meio RPMI correspondente, mantidas em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO2
e ambiente umido. Apds 24h de estabilizacdo, as células foram tratadas com arucanolideo 5
pg/ml durante 12 e 24 horas e a seguir ressuspendidas e centrifugadas a 1500 rpm durante 5

minutos. Posteriormente foram lavadas com PBS e marcadas com Annexin V- FITC e
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iodeto de propidio (IP) Sug/mL durante 15 minutos no escuro. As amostras foram lidas em
um citdmetro de fluxo Becton Dickinson (San Jose, CA) FACSCalibur. Foram coletados

10.000 eventos de cada amostra e analisados com auxilio do programa WinMID versdo 2.9.

Analise de Multicaspases

Este teste utiliza um inibidor de caspases conjugado a fluorocromo, o
sulforhodamine-valyl-analyl-aspartyl-fluoromethylketone ~ (SR-VAD-FMK), que ¢
permedvel a célula e ndo citotéxico. Uma vez no interior celular, o SR-VAD-FMK se liga
covalentemente as multiplas caspases, ficando retido na célula. O sinal vermelho-
fluorescente é proporcional ao nimero de caspases ativas presentes nessa c€lula, ou seja,
células acometidas pela via apoptotica. Nesse teste também se utiliza o 7-AAD, como
controle da integridade de membrana. Se ha marcagdao com 7-AAD, as células ja estdo em
estdgio de apoptose tardia ou até mesmo morte.

Células (1x106c:el/compartiment0) foram inoculadas em placas de 6 compartimentos
meio correspondente, mantidas em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO2 e ambiente
umido. Apdés 24h de estabilizacdo, as células foram tratadas com arucanolideo nas
concentragoes de 5, 10 e 15ug/mL, em duplicata ou triplicata. As leituras foram feitas apds
6,12 e 24 horas de tratamento.

Apés o tratamento, as células foram tripsinizadas e em 100uL da suspensdo celular
foram adicionados SuL do reagente SR-VAD-FMK 20X. As amostras foram incubadas por
1 hora a 37°C, em estufa de CO2 e protegidas da luz. Apés trés lavagens com tampao de
lavagem (solugdo estoque disponivel no kit) seguidas de centrifugacio, o pellet celular foi
ressupendido em 100uL de tampdo de lavagem e entdo se adicionou Sul. 7-AAD,
encubando-se por 20 minutos a temperatura ambiente, sob protecdo da luz. Foram coletados
5.000 eventos de cada amostra cujos resultados foram analisados com auxilio do programa

WinMID versdo 2.9.

Analise da geracao de ROS e perda de potencial mitocondrial por citometria de fluxo.
Esse teste avalia a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) através da
marcacdo com o dihidroetidina (DHE) e também da perda do potencial da membrana

mitocondrial com 3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodido (DiOCy).
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Células (1x106ce1/c0mpartimento) foram plaqueadas em placas de 6
compartimentos e tratadas com arucanolideo 5 pg/ml durante 12 e 24 horas. A seguir foram
ressuspendidas, centrifugadas a 1500 rpm durante 5 minutos e lavadas com PBS para
marcacdo com com 20 nM DiOCg e 2 uM DHE. A seguir foram incubadas a 37°C durante
15 minutos (U118) e 45 minutos (HeLa e SK-MEL-2). O desacoplante CCCP (Carbonyl
cyanide m-chlorophenyl hydrazone) foi usado como controle positivo para a perda de
potencial mitocondrial e o NAC (N-acetil-cisteina) foi usado como inibidor de ROS. As
amostras foram lidas em um citdmetro de fluxo Becton Dickinson (San Jose, CA)
FACSCalibur. Foram coletados 10.000 eventos de cada amostra cujos resultados foram

analisados com auxilio do programa WinMID versao 2.9.

Western Blotting

As linhagens tumorais avaliadas foram U-118 MG (glioblastoma), HelLa
(adenocarcinoma de cervix), Hela transfectada com Bcl-XL e SK-MEL-2 (melanoma). O
veiculo utilizado foi o DMSO, sendo que os controles negativos receberam esse diluente no

volume méaximo correspondente ao usado para as células tratadas (0,1% de DMSO).

Extracao de Proteinas

As células foram plaqueadas em placas de petri de 10cm e tratadas com
arucanolideo Sug/mL durante 1, 6, 12 e 24 horas. Apds o tratamento, o meio foi recolhido,
as cé€lulas ressuspendidas e a placa lavada com PBS. Foram centrifugados a 1500 rpm
durante 5 minutos e lavados com PBS. Apds nova centrifugagdo as mesmas condigdes
foram ressuspendidas em 1mL de PBS e passadas para um eppendorf. Apds centrifugacao a
14000 rpm durante 30 segundos, o sobrenadante foi descartado e ao pellet foi adicionado
60uL de Solucdo de Lise* com 1,2 pL de aprotinina (Img/mL), 1,2 uL de leucopectina
(Img/mL) e 0,6 uL de PMSF (100mM). A amostra com a solucdo de lise foi mantida, em
gelo, por 20-30 minutos, e armazenadas a -20°C.
*Solucdo de Lise:
- SmL HEPES pH7,5 200mM
- ImL EDTA 500mM
- 2mL B-glicerofosfato 1M

- 0,5mL 1% NP-40
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- 125uL Cloreto de Magnésio (MgCl,) 25mM
- 200uL ortovanadato 1M

-DTT 1M

- Agua deionizada q.s.p 50mL

Dosagem de Proteinas

As amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por 30 minutos a 4°C e o
sobrenadante, rico em proteinas, foi colocado em outro eppendorf previamente identificado
e o pellet desprezado. Quando armazenadas, as proteinas sdo sempre mantidas a -20°C, e
quando retiradas para serem utilizadas, sempre sdo mantidas em gelo. Para a dosagem de
proteina foi utilizado o ensaio colorimétrico de Bradford, um ensaio colorimétrico, lido em
um espectrofotdmetro. Em uma cubeta foram colocados 798uL de dgua MilliQ, 2uL de
amostra e 200uL de Bio-rad® protein assay. O Branco é lido sem amostra. A curva de
padronizacdo ja estava feita e o resultado foi expresso em pg de proteina a cada 2ug de

amostra.

Preparacio de géis

Para a preparacdo do gel separador a quantidade de acrilamida e 4gua milliQ varia
de acordo com a concentragdo do gel desejado. Além disso, sdo usados 4,48 mL/gel Tris
HCI 1,5M pHS,8, 120uL/gel de SDS 10%, 20uL/gel de TEMED e 50uL/gel de Persulfato

de amonia (PA — catalisa a polimerizacao do gel, portanto € o ultimo a ser adicionado).

Tabela 4: Quatidade de Acrilamida e Agua Deionizada necessario para cada

porcentagem de gel.

Acrilamida Agua Deionizada
Gel 8% 3,2 mL/gel 4,13 mL/gel
Gel 10% 4,0 mL/gel 3,33 mL/gel
Gel 12% 4,8 mL/gel 2,53 mL/gel
Gel 15% 6,0 mL/gel 1,33 mL/gel

Todo o volume foi homogeneizado e aplicado rapidamente entre os vidros até 4/5

do volume. Depois de solidificado o gel concentrador foi aplicado. O gel concentrador foi
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produzido com 0,47 mL de Tris HCI 0,5M pH®6,8, 37uLL de SDS 10%, 10uL de TEMED,
0,75 mL de acrilamida, 2,47 mL de dgua deionizada e 25uL de PA. Esse gel concentrador
foi aplicado apés a total polimerizacdo do gel separador até transbordar e o pente enterrado

lentamente. Enquanto o gel concentrador solidificava, as amostras foram preparadas.

Preparacao da amostras (proteinas)

A concentracdo das proteinas foi ajustada para que fosse carregado 50ug de proteina
de cada amostra, por gel. Em cada amostra, incluindo o padrdo, foram adicionados 7uL de
tampao de carga*, aquecidas a 95°C por Smin, centrifugadas a 14000 rpm por 30 segundos
e aplicadas no gel. O gel foi corrido em solucao de SDS—Page# em voltagem variada (120V-
60V), dependendo do tempo disponivel.

Tampao de Carga

- 0,001g Azul de Bromofenol
- 2mL glicerol

- 2,5mL Tris HC1 0,5M pH6,8
- 4mL SDS 10%

- 0,5mL B-Mercaptoetanol

- ImL 4gua deionizada

" SDS PAGE

- 15g Tris Base

- 72g Glicina

-2,5¢ SDS

- Agua deionizada q.s.p. 1L

Transferéncia a membrana

Foram usadas membranas PVDF, permeabilizadas com metanol para a
transferéncia. As membranas foram posicionadas no polo positivo e o gel no polo negativo
cobertas com solugdo de transferéncia* overnight a 70 mA a 4°C.
*Solucdo de Transferéncia
- 800mL Tampdo de Transferéncia *
- 200mL metanol

*Tampao de Transferéncia
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- 4,8g Tris base
- 23,6g glicina
- Agua deionizada q.s.p. 1,6L

Imunoblotting

Ap6s a transferéncia a membrana foi lavada com TBST e incubada com os
respectivos anticorpos primdrios e secundarios conjugados a HRP (Cell Signaling®).
Anticorpos primdrios utilizados: Cleaved Caspase-3 (Asp 175), Caspase-8 (1C12), Cleaved
Caspase-9 (Asp330) e LC3B (Cell Signaling®); Mouse Anti-PARP (BD®); Caspase-4 p20 e
NF-«B p65 (Santa Cruz®).

Revelacao da membrana

As membranas marcadas foram lavadas 3x com TBST para completa retirada dos
anticorpos ndo aderidos e reveladas com o Amersham ECL Western Blotting Detection
Reagente (GE®). Posteriormente foram colocadas em caixa escura junto com os filmes de
raio X (Fuji medical x-ray film - FujiFilm®) e expostas pelo tempo necessario. Os filmes
foram entdo revelados em um processador de raio-x (AGFA®, classic E.O.S, modelo €

G3341).

Microscopia dos cultivos celulares

A células (U-118 e SK-MEL-2) foram plaqueadas em placas de 6 compartimentos e
cresceram normalmente até atingir 80% de confluéncia e foram tratadas com arucanolideo
na concentracdo de Spug/mL durante 6 e 12h. Quando desejado foi realizado o pré-
tratamento com o inibidor geral de caspases Z-VAD-FMK na concentracdo de 50uM 1h
antes do tratamento com o arucanolideo. Apds isso 1uL de Dapi, diluido em 100uL de PBS
foram adicionados as células durante 5 minutos. As células também foram marcadas com
iodeto de propidio para verificar a integridade da membrana, portanto 1uL de IP (solucdo
de Img/mL) foi adicionado diretamente ao meio de cultura durante 5 minutos. As células

foram entdo lavadas com PBS e observadas em microscépio de fluorescéncia.
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Ensaios Farmacologicos “in vivo”
Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6J, cujos grupos experimentais
foram mantidos em gaiolas individuais identificadas com temperatura constante de 22°C +
3°C e unidade relativa do ar entre 30 e 70%, com ragdo e dgua fornecidos ad libitum. Todos
os protocolos atenderam as normas éticas de pesquisa e foram aprovados pelo Comité de
ética Animal do Instituto de Biologia (CEEA) sob os protocolos 1438-1 e 1439-1 de
fev/2008 (anexos).

Avaliacido da Atividade Anticincer em Modelo Murino: Melanoma

B16F10

Modelo de Tumor sdlido

Grupos de oito camundongos C57BL/6J fémeas, receberam 1x10° células B16F10
por via subcutinea no flanco do animal. O tratamento foi realizado a cada trés dias, durante
20 dias e teve inicio no quarto dia. Um grupo recebeu solug¢do tampao fosfato salina (PBS)
(controle negativo) e outro o quimioterdpico 5-Fluoracil na dose de 15mg/Kg (controle
positivo), além do arucanolideo nas doses de 5, 10 e 15mg/Kg. Apds esse periodo os
animais foram submetidos a eutandsia por deslocamento cervical, para as avaliacOes
macroscopicas do peso relativo do tumor. Parte dos tumores foi processada
histologicamente e realizada imunohistoquimica para fragmentacdo de DNA, seguindo

normas do fabricante (FragEL™ DNA Fragmentation Detection Kit, Calbiochem®) (Geran,

Rl et al 1972, Henry, RJ, 1974).

Modelo experimental de metastase no pulmao

Para induzir a metdstase no pulmao, 2,5)(105 células B16-F10 foram injetadas via
endovenosa na safena de camundongo C57BL/6 fémea. Apds isso, os animais foram
divididos aleatoriamente em grupos de 10 animais que foram tratados a partir do dia 2, a
cada trés dias, via intraperitoneal, com PBS (controle negativo), com o 5-Fluoracil nas
doses de 15mg/Kg (controle positivo) e com o arucanolideo na dose de 5, 10 e 15mg/Kg.
Os animais foram eutanaziados no dia 21 e o ndmero aparente de metastases avaliado. O
pulmdo foi processado para a dosagem da melanina e a diferenca na quantidade de
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melanina foi utilizada para quantificar a atividade antimetastatica. Os resultados foram
apresentados graficamente como média = erro padrdo da média, para cada grupo de
tratamento e a andlise estatistica foi realizada através do ANOVA — teste Duncan para

p<0,05.

Dosagem de Melanina

Ap6s a retirada, o pulmao foi pesado e homogeneizado em SmL de dgua destilada
com a ajuda de um sonicador. A amostra foi centrifugada a 10000g por 20 min e o
precipitado (ppt) lavado com 5SmL de tampao fosfato pH 6,5 para remocdo de materiais
soliveis e nova centrifugacdo nas mesmas condi¢des. A seguir o precipitado foi extraido
com uma mistura de cloroférmio: metanol 2:1 (1x) e depois com etanol: éter 3:1 (2x), para
retirada dos lipidios, centrifugando e descartando o sobrenadante apds cada etapa.

O residuo, apds secagem, foi tratado com 1mL solu¢do de lise contendo 0,3% de
saponina em soluc¢do salina (NaCl) 0,9%, durante 30 min para remog¢do das hemoproteinas.
Ap6s centrifugacdo o ppt foi lavado com SmM MgCl, em 0,15M NaCl (2x) e tratado com
0,01M Tris-HCI (pH 7,8) contendo 0,5% SDS; 0,01M EDTA; 100 pg/mL Proteinase K
incubado a 56° C por 2h. O produto dessa digestdo foi lavado com solu¢do salina (NaCl)
0,9% e depois com agua destilada. O ppt foi dissolvido em 400uL de uma solugdo de
NaOH 0,IN a 56° C por 30 min para completa solubilizacdo. A solucdo foi a seguir
aplicada em placa de 96 compartimentos e a concentracdo de melanina determinada a

450nm.

Avaliacao dos parametros sanguineos e bioquimicos dos animais

Ao final de alguns experimentos foi determinado o hemograma de cada animal. Para
tanto, o animais foram anestesiados (100 mg ketamina + 5 mg xilazina) e o sangue coletado
através do plexo retro-orbitdrio com capilares de vidro. O sangue foi colocado em
microtubos com EDTA (ImL de sangue para 50 pL de EDTA) e lido em aparelho
veterindrio para andlise de hemograma (Sysmex®, modelo pocH-100iV), avaliando-se:
leucécitos totais (WBC), eritrécitos (RBC), hemoglobina (Hbg) e plaquetas (Pt). O sangue
foi centrifugado a 5.000 rpm durante 30 minutos para a obtencdo do soro, utilizado para
determinacdo de: transaminase glutdmica oxalacética (TGO), transaminase glutimica

pirivica (TGP), Fosfatase Alcalina (FA), Gamma-Glutamil transpeptidase (GGT)
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relacionadas com a toxicidade hepdtica e de Uréia e Acido Urico para avaliacio de

toxicidade renal.
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Isolamento do Arucanolideo

Preciptacao com acetato de chumbo

A adicdo de uma solucdo bdsica de acetato de chumbo 10% no extrato bruto
diclorometanico (EBD), onde estdo presentes os principios ativos anticincer, gerou a
precipitacdo de graxas e clorofila juntamente com o chumbo, arrastando também os
compostos fendlicos (Fig. 11). A solucdo resultante foi extraida com acetato de etila que
deu origem a uma fracdo acetato (FrAct), rica em terpenos. O EBD e a FrAct foram

avaliados em cultura de células tumorais humanas (Fig. 12).

Figura 11. Cromatografia em camada delgada (CCD) do EBD e da fracio acetato
(FrAct).

<%0

Cromatografia em camada delgada (CCD) do EBD e da fracdo acetato (FrAct) obtida na
limpeza com acetato de chumbo. FM: Diclorometano/metanol 98:2. Revelador: Anisaldeido.

Figura 12. Atividade antiproliferativa das amostras A: EBD e B: FrAct.
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Atividade antiproliferativa do EBD (A) e da FrAct (B) em cultura de células tumorais
humanas, relacionando porcentagem de crescimento versus concentragdo da amostra.
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Esse processo facilita muito o isolamento e a identificacdo de compostos, mas tem
um rendimento muito baixo, de apenas 9,75%. Além disso, outra desvantagem desse
procedimento € a quantidade gerada de residuo de chumbo, metal pesado, altamente toxico,
de dificil descarte. No entanto, os grificos da figura 11 demonstram que a atividade
especifica dessa nova fracdo (FrAct) aumentou em dez vezes, demonstrando que o processo

de precipitacdo com acetato basico de chumbo concentrou os principios ativos.

Purificacao da Fracao Acetato (FrAct)

A fracdo acetato foi submetida a uma coluna cromatografica clédssica, gerando 36
novas fracdes que foram reunidas em 8 grupos devido suas similaridades quimicas
avaliadas em CCD. O rendimento total desse processo foi de 87,07%. Esses grupos foram
submetidos ao ensaio de atividade antiproliferativa in vitro, que revelou algumas fracdes de

elevada poténcia e seletividade para as linhagens de rim, melanoma, prdstata e ovério

(Tabela 5).

Tabela 5. Valores de TGI (Total Growth Inhibition) das amostras obtidas no

fracionamento da Fracao Acetato (FrAct).

Linhagem EBD FrAct FrAct FrAct FrAct FrAct FrAct FrAct FrAct FrAct

1 2 3 4 5 6 7 8
U251 25,56 41,25 64,70 12,33 12,73 56,93 38,32 38,40 90,85 46,34
UACC62 13,77 3,70 72,47 8,19 1,83 28,28 15,39 55,38 55,99 19,08
MCF-7 204,85 17,17 7599 6,64 17,85 80,44 34,95 92,45 64,42 160,04
NCI-ADR 228,58 132,71 74,22 117,50 137,91 >250 >250 192,27  >250 95,95
786-O 8,41 0,99 36,45 1,44 1,02 14,85 12,60 9,52 35,52 10,08
NCI-460 44,22 35220 85,90 22,51 7,19 30,10 53,61 82,94 67,92 168,01
PC-3 24,35 3,38 37,67 4,60 1,48 10,55 20,43 14,76 38,53 29,21
OVCARO3 28,08 3,60 32,52 3,27 5,70 21,96 21,55 34,97 61,80 49,72
HT-29 50,45 19,69 58,70 4,27 9,34 13,35 37,10 68,51 63,34 123,82
K562 >250 183,32 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
VERO 18,28 3,12 43,46 3,27 1,50 14,03 11,61 26,35 57,67 22,44

Os valores de TGI, isto é, a concentragdo necessdria para inibir totalmente o

crescimento celular (Tabela 5), duas fragdes tiveram destaque, as fracdes 2 e 3. E por isso
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foram submetidas a cromatografia gasosa acoplada a um detector de massas. A fracdo 3
estava praticamente pura, composta por uma substincia com 85% de pureza que a
ressonancia magnética nuclear (RMN) (Figs. 13-19 e Tabela 6) identificou como
arucanolideo, um dos germacranolideos ja descritos para essa espécie (Ferreita et al, 1980).
A fracdo 2 também possui o arucanolideo em sua composi¢do, porém em menor
quantidade.

Figura 13. Fragmentograma (espectrometro de massas) do Arucanolideo.

S can 3760 (29 .001 min): Fr-18.D Vdata.m s

ol sl “\\ J
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Figura 14. Espectro de RMN'H(499,88 MHz) em CDCl; para o composto

Arucanolideo.

10 9 8 7 6 5 a 3 z 1 ppm

Figura 15. Espectro de RMN"C (125,69 MHz) em CDCl; para o composto

Arucanolideo.
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Figura 16. Espectro de RMN"C (125,69 MHz) em CDCl; obtido na sequéncia de

pulso DEPT para o composto Arucanolideo.

Figura 17. Espectro de RMN'H (499,88 MHz) x C (125,69 MHz) em CDCl; obtido

na sequéncia de pulso HSQC para o composto Arucanolideo.
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Figura 18. Espectro de RMN' H (499,88 MHz) x *C (125,69 MHz) em CDCl; obtido

na sequéncia de pulso HMBC para o composto Arucanolideo.
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Figura 19. Espectro de RMN' H x 'H (499,88 MHz) em CDCI; obtido na sequéncia de

pulso COSY para o composto Arucanolideo.
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Tabela 6. Dados espectrais de RMN'H e *C do Arucanolideo (C21H2605) (11 Tesla,

CDCly).
6C O0H OH
6C
Carbono (Ferreira et al., (mult; JH,H in Hz) (mult; JH,H in Hz)
(experimental)
1980) (experimental) (Ferreira et al., 1980)
N\ cHs
(0]
OAc

1 204.69 204.1 - -
2 125.39 125.5 6.61(d;11.7) 6.61(d;12)
3 148.23 148.3 6.03 (t;11.5) 6.03(dd;12,11.5)
4 28.31 28.3 3.12 (m) 3.13(ddd;12,7,5)
5 1.86 (m) 1.83 (dd, 14.5)

40.28 40.3
5 1.44 (m) 1.44 (dd; 14,12)
6 76.35 76.4 4.62 (dd; 4.9,11.7) 4.62%*
7 41.26 41.3 2.65 (brs) 2.66%*
8 74.43%* 74.0%* 5.61 (br s) 5.62%
9 73.94%* 74.5%* 5.61 (brs) 5.62%
10 79.26 79.3 - -
11 134.63 134.7 - -
12 168.75 168.9 - -
13 5.84 (d; 1.46) 5.84%

126.53 126.6
13’ 6.32(d; 1.0) 6.32%
14 23.63 23.6 1.35 (s) 1.35%
15 19.73 19.7 1.14 (d;6.35) 1.14*
16 165.35 165.4 - -
17 134.93 135.0 - -
18 5.62 (d;1.46) 5.54%

127.13 127.3
18’ 6.01 (d;1.0) 6.01%
19 18.09 18.1 1.83 (t; 1.0) 1.83%
20 170.31 170.4 - -
21 20.37 20.4 2.01 (s) 2.01%*

*Dados ndo apresentados na referéncia; **Dados intercambidveis.
51



- R
g{?’d////(/(/m’ e Qj/a'(‘lldo'(i("

Dosagem do Arucanolideo

A dosagem do arucanolideo no extrato bruto e na fracdo acetato foi feita por
cromatografia gasosa — espectrometria de massas com o DBF (dibutilftalato) como padrao
interno (PI). Foi feito uma curva de diferentes concentragdes do Arucanolideo (Pd) com
concentracdo conhecida do PL. O grifico, concentragdo versus razdo area Pd/PI foi

construido no Excel, gerando uma equacao de reta (Fig. 20).

Figura 20. Curva de diferentes concentracoes do arucanolideo.
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As amostras testadas (EBD e Fr. Act.) foram diluidas em Img/mL e a razao das
areas (Pd/PI) foi substituida na equagao da reta (y=0,0359x-0,5566) encontrando 3,17% de
arucanolideo no EBD (31,7ug de arucanolideo em 1mg de EBD) e 25,1% na Fr. Act.
(251,1pg de arucanolideo em 1mg de Fr. Act.).

Ap6s o isolamento do arucanolideo, o partenolideo, germacranolideo mais estudado,
isolado da planta Tanacetum parthenium, foi submetido ao teste de atividade
antiproliferativa com o objetivo de analisar o perfil de atividade desse composto frente as
linhagens celulares usadas nesse trabalho, como um controle positivo (Fig. 21).

A planta Tanacetum parthenium, popularmente conhecida como feverfew, tem seu
uso popular para o tratamento de enxaquecas, dores de estdmago, dores de dente,
irregularidades menstruais e artrite reumatoide, com atividade antiinflamatéria confirmada
(Parada-Turska et al, 2007; Sur et al, 2009). Em sua composi¢ao possui o germacranolideo
partenolideo, com atividade antiproliferativa e anticincer amplamente estudada. Apresenta
atividade antiproliferativa em células de meduloblastoma (TE671), carcinoma de pulmao

(A549), adenocarcinoma de célon (HT-29) e células endoteliais da veia umbilical
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(HUVEC) e in vivo contra cancer de pele induzido por UV e em modelos de tumor

xenografico de cancer de mama (Parada-Turska et al, 2007).

Figura 21. Atividade antiproliferativa do Arucanolideo e Partenolideo
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Atividade antiproliferativa do arucanolideo, isolado de C. pinnatifida (A) e do
Partenolideo (Sigma®) (B) em cultura de células tumorais humanas, relacionando
porcentagem de crescimento versus concentragao da amostra.

Tabela 7. Valores de TGI (Total Growth Inhibition) do Arucanolideo e do

Partenolideo.
Linhagem Arucanolideo Partenolideo
U251 12,73 11,24
UACC-62 1,83 1,62
MCF-7 17,85 25,18
NCI-ADR/RES 137,91 1,08
786-0O 1,02 1,08
NCI-460 7,19 9,53
PC-3 1,48 2,60
OVCARO03 5,70 4,03
HT-29 9,34 8,87
K562 >250 168,36
VERO 1,50 49,72
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Diversos estudos a respeito do mecanismo de acao do partenolideo foram realizados
mostrando ativacdo da Jun-quinase N-terminal (JNK), reducdo da atividade da MAP
quinase e geracdo de ROS. Além disso, também funciona como inibidor do fator de
transcricdo NF-kappaB, prevenindo a degradagao de IkB-a e IxB-p (Pajak et al, 2008).

O fator de transcricio NF-kB ¢ importante na expressdo de genes de citocinas
envolvidos na resposta inflamatéria celular, na resposta imune e também na regulacdo da
proliferacdo celular, transformacdo e desenvolvimento tumoral. Também regula genes
responsaveis pela invasdo tumoral, metastase e quimiorresisténcia (Parada-Turska et al,
2007; Pajak et al, 2008; Sweeney et al, 2005).

Figura 22. Mecanismos de atividade pré-apoptéticas do Partenolideo

PARTENOLIDEO

“MITOCONDRIA |
U

—\F’A
Sobrevivéncia

Sobrevivéncia

Transcri¢cdo de Gene Antiapoptotico

Modelo para os mecanismos de inducio de apoptose do partenolideo. Inibi¢do do NF-kB e
da atividade de transcri¢ao das STATS resulta na regulacdo da transcricdo de genes anti-
apoptoticos. Como consequéncia, as células cancerosas tornam-se sensiveis a inducao de
apoptose por via extrinseca. Além disso, o estresse oxidativo induzido pelo partenolideo

media a disfun¢ao mitocondrial e inicia a apoptose por via intrinseca. (modificado de Pajak

et al, 2008).
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Analisando o grafico do partenolideo (Fig. 21) e os valores de TGI na tabela 7
verificamos similaridades no perfil de atividades, com grande seletividade para as linhagens
de melanoma (UACC-62) e rim (786-0), sugerindo que eles possam estar agindo da mesma
maneira nessas células. E essa atividade pode estar relacionada ao nicleo comum destas
moléculas, incluindo o grupo a-metileno-y-lactona. Além disso, o partenolideo apresenta
elevada poténcia para a linhagem de ovdrio resistente a multiplas drogas. J4 o arucanolideo
¢ mais potente que o partenolideo para a linhagem VERO, sugerindo que o arucanolideo
apresente uma toxicidade maior, ji que esta € uma linhagem ndo tumoral. No entanto,
somente estudos em modelos utilizando animais de laboratério podem determinar a
toxicidade desses compostos. As similaridades encontradas podem sugerir que o
arucanolideo tenha o mesmo mecanismo de acdo do partenolideo, pelo menos em algumas

células (Fig. 22).
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Atividade do Arucanolideo em células de glioblastoma U-118

MG

Um glioma é um tumor maligno origindrio de células da glia, que sdo constituintes
do tecido que sustenta e rodeia os neurdnios no Sistema Nervoso Central. Sdo tumores
agressivos, invasivos € com baixo progndstico de tratamento. As células U-118 sao
derivadas de um glioma maligno, classificado como um astrocitoma de grau IV
(glioblastoma multiforme) (OMS, 2012; ATCC, 2012). O arucanolideo apresenta um baixo
TGI para a linhagem de glioma U-251 (TGlyzs=12,73ug/mL), devido a isso, seu
mecanismo de morte celular foi avaliado usando a linhagem U-118 MG, disponivel no
laboratério do Dr. Faustino Mollinedo, no Centro de Investigacion del Cancer, da

Universidad de Salamanca, Salamanca, Espanha.

Figura 23. Ciclo celular das células U-118
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Histograma representativo do conteido de DNA da células U118, A: sem tratamento;
tratadas com arucanolideo Spug/mL durante B: 6h; C: 12h; D: 24h, marcados com lodeto de
propidio (IP) obtidos em citometro de fluxo.
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Tabela 8: Porcentagem das fases do ciclo celular das células U118 tratadas com
arucanolideo Spg/mL, em diversos tempos.
Controle  06h 12h 24h
Sub-G1 1,317 1,533  19,63%%* 39 5]***
G1 75,67 75,18 69,69 45,03
S 1532 15,75 9,24 11,47
G2/M 8,977 8,41 3,575 5,29

Esses resultados mostram claramente o aumento da porcentagem de células em sub-
G1 que de 1,3% nas células ndo tratadas, chega em quase 40% nas células tratadas com
arucanolideo Sug/mL durante 24h (Figs. 23, Tabela 12), caracterizando a presenca de
fragmentacdo de DNA. Essa fragmentacdo de DNA ¢ tipica de morte celular induzida por
apoptose (Leist et al, 2001). Para confirmar a indu¢do de apoptose nas células U-118 foi
analisada a exposi¢do de fosfatidilserina pela marcacdo com anexina-V através de
citometria de fluxo e também foi avaliada a presenga de proteinas apoptéticas por western

blotting.

Figura 24. Exposicao de fosfatidilserina e permeabilizacio da membrana plasmatica

das células U-118
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Grafico representativo estilo dotplot das células U118, A: sem tratamento e tratadas com

arucanolideo Spg/mL durante B: 12h; C: 24h marcados com Anexina-V (y) e lodeto de

propidio (IP) (x) obtidos em citdmetro de fluxo com as porcentagens de células de cada
quadrante.
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Tabela 9. Porcentagem de células U118 tratadas com arucanolideo Spg/mL, marcadas
com Anexina-V e Iodeto de Propidio.
Controle 12h 24h
Apoptose Inicial 2,69 19,105*  20,735%*
Apoptose Tardia 10,47 22,335  31,065*
Mortas 8,015 17,475 16,135

Esses resultados (Figs. 24, Tabela 9) confirmam a indu¢do de apoptose, pelo menos
para a maioria das células mortas, ja que a marcacdo do iodeto de propidio sé € possivel
quando a membrana plasmatica ja4 perdeu sua integridade, o que caracteriza células nado
vidveis. A marcacdo com apenas a anexina-V (Tabela 9) ainda pode caracterizar os tipos
“apoptose-like” e “necrose-like” de morte celular, apesar de a hipdtese apoptose ainda ndo
ser descartada, principalmente pelo fato de a exposicdo de fosfatidilserina ser uma etapa

inicial da apoptose (Leist et al, 2001).

Figura 25. Western Blotting nas células U-118 tratadas com arucanolideo Spg/mL em

diversos tempos
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A

Proteinas extraidas de células U-118 sem tratamento (C) e tratadas com arucanolideo
Spg/mL durante 1, 6, 12 e 24h. A: PARP (Poly (ADP-ribose) polymerase) e B-actina; B:
Caspase-9 e B-actina; C: Caspase-3 e B-actina.

Os resultados de Western Blotting confirmam a indug¢do de apoptose, pelo
arucanolideo, na dose de Sug/mL, a partir de 6h de tratamento. A clivagem do PARP, a
ativacdo de caspase-9 e caspase-3 (Fig. 25) demonstram o envolvimento da mitocondria
nesse processo, através da via intrinseca da apoptose. Nao foi provado o envolvimento da

via extrinseca, ja que ndo foi detectada a ativagdo de caspase-8 (dados ndo mostrados).
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Sabe-se que o Partenolideo possui vérias rotas de inducdo de apoptose, entre eles a
inibicdo do fator de trascricdo NF-kB, através da alquilacio na subunidade p65 e da
inibicdo do IKK, que impede a fosforilacio de seu inibidor, ikB, inibindo sua ativacao
(Garcia-Pineres et al, 2001, Pajak et al,2008). Devido a similaridade de estrutura quimica e
do perfil de atividade frente as linhagens tumorais avaliadas, o arucanolideo poderia estar
inibindo producdo de fatores anti-apoptéticos pela célula através da inibi¢do do fator de
transcrigdo NF-xB.

Zanotto-Filho e colaboradores, em 2011, mostraram que o partenolideo, bem como
outros inibidores de NF-xB, apresentou baixa toxicidade para os astrcitos normais,
indicando selectividade para células cancerosas. No entanto, em glioblastomas (células U-
138 MG, U-87, U-373 e C6), produziu disfungdo mitocondrial (despolarizagdo da
membrana, downregulation da bcl-xL e liberagdo do citocromo c) e parada na fase G2/M
nas etapas iniciais do tratamento com partenolideo. Estes eventos foram seguidos da
presenca de sub-G1, formagdo de corpos apoptéticos e ativacdo da caspase-3. Por outro
lado, Anderson & Bejcek, em 2008, demonstraram que o partenolideo € capaz de induzir

apoptose, com ativagcdo de caspase-3/7, sem afetar o fator de transcricdo NF-xB em células

U-87.

Figura 26. Western Blotting para subunidade p65 do NF-kB ¢ B-actina nas células U-

118 tratadas com arucanolideo Sug/mL em diversos tempos.

C 1h 6h 12h 24h
4 p65 NF-xB

P /) [(-actina

Proteinas extraidas de células U-118 sem tratamento (C) e tratadas com arucanolideo
Sug/mL durante 1, 6, 12 e 24h.

O fator de transcricdo NF-xB é formado de duas subunidades, uma p65 e outra p50.
Essas subunidades unidas funcionam como fator de transcri¢do, se ligando diretamente ao
DNA, sendo responsdvel pela transcricdo de diversos fatores anti-apoptéticos, fatores de
crecimento e citocinas inflamatdrias. No citoplasma o NF-kB estd ligado diretamente ao

seu inbidor o ikB, que impede sua translocacdo ao nucleo. Ao ser fosforilado por uma
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quinase, denominada IKK, o ikB libera o NF-xB, que serd translocado para o nucleo,
funcionar como um fator de transcricdo. A liberagdo do ikB no citoplasma, o direciona
diretamente para a degradacdo proteassomica (Maeda & Omata, 2008).

Nesse caso apenas a subunidade p65 do NF-kB foi avaliada, em extrato de proteinas
totais. Nota-se uma reducdo dessa proteina a partir de 12h de tratamento com o
arucanolideo Sug/mL (Fig. 26). Esse resultado pode sugerir uma reducdo do fator de
transcricdo NF-kB apds o tratamento com o arucanolideo, porém esse resultado s6 pode ser
confirmado com outras avalia¢des. Essa redu¢do nao pode ser afirmada quando avaliada no
extrato de proteinas totais, podendo gerar, neste caso, um falso positivo. Uma forma inicial
de avaliacdo da inibicdo deste fator de transcri¢do pode ser feita detectando seu inibidor, o
ikB, pois quando este ndo estd ligado ao NF-kB, ele é rapidamente degradado. Como outra
opc¢do a avaliagdo de suas subunidades como a p65, deveria ser feita separadamente nos
extratos de proteinas citoplasmaticas e nucleares. Os testes para confirmar a inibi¢do do
NF-kB pelo aucanolideo ainda nao foram realizados.

Outro aspecto importante na indug¢io de apoptose por lactonas sesquiterpénicas € a
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), levando as células a morrerem por
apoptose. Por isso, as células U-118 MG foram submetidas a marcagao com o DHE e Diocg

apos o tratamento com arucanolideo Sug/mL (Figs. 27 e Tabela 14).

Figura 27. Geracao de ROS e avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial das
células U-118
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Dotplot das células U118, A: sem tratamento e tratadas com arucanolideo Sug/mL durante
B: 12h; C: 24h, marcados com DHE (y, FL3) e Diocg (x, FL1) obtidos em citometro de
fluxo com as porcentagens de células de cada quadrante.

60



6\/(5;@’////(/(/('0’ e Q%M/&)’(?ﬁ

Figura 28. Geracao de ROS e avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial das

células U-118 tratadas com CCCP 100uM durante 24h.
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Dotplot das células U118, tratadas com CCCP 100uM/mL durante 24h, marcados com
DHE (y, FL3) e Dioc¢ (x, FL1) obtidos em citdmetro de fluxo com as porcentagens de
células de cada quadrante.

O CCCP (Carbonil cianido m-clorofenil hidrazona) é um inibidor da fosforilacio
oxidativa. Ele provoca um desacoplamento do gradiente de prétons, que € estabelecido
durante a atividade normal dos transportadores de elétrons na cadeia transportadora de
elétrons. Foi usado como controle positivo para a perda de potencial mitocondrial (Park et

al, 1997).

Tabela 10. Porcentagem de células U118 tratadas com arucanolideo Spg/mL,

marcadas com DHE (ROS) e Dioc6 (A¥,, - Potencial membrana mitocondrial).

Controle 12h 24h CCCp
ROS 29,37 30,01  50,385%***  62,99%*
AY,, 2,29 10,42%* 5,195 5,38
Dupla 1,975 6,515 2,045 10,92

Em se tratando de um experimento altamente sensivel, o controle apresenta uma
grande quantidade de radicais livres, porém € notdvel o aumento apds o tratamento com o
arucanolideo Spg/mL e com o CCCP apds 24h (Figs 27-28, Tabela 10). Apesar de ndo

haver um aumento significativo na porcentagem de células que perderam potencial de
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membrana mitocondrial, € notdvel o deslocamento celular para essa dire¢ao, comprovando
a importancia da mitocdndria na indu¢do de apoptose pelo arucanolideo (Fig. 27).

Nesse experimento, mesmo o CCCP sendo um desacoplante da membrana
mitocondrial, ndo houve grande aumento no nimero de células que perderam o potencial
mitocondrial, mas sim um grande aumento na quantidade de radicais livres gerados,
confirmando a a¢do do arucanolideo na mitocondria (Fig. 28).

Para avaliar se essa geracdo de radicais livre era essencial para a inducdo de
apoptose pelo arucanolideo, as células U-118 foram previamente tratadas com um
antioxidante, o N-acetil-cisteina (NAC) na dose de 10mM/mL 1 hora antes do tratamento
com o arucanolideo e foram avaliados quanto a geracdo de radicais livres, potencial de

membrana mitocondrial e ciclo celular.

Figura 29. Geracao de radicais livres, avaliacao do potencial de membrana

mitocondrial e ciclo celular das células U-118
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Mesma aliquota de células U-118, A: sem tratamento; B: tratadas com com arucanolideo
Sug/mL durante 24h; C: tratadas com NAC 10mM/mL; D: tratadas com NAC 10mM/mL
seguidas pelo tratamento com arucanolideo Spug/mL durante 24h.Grafico estilo dotplot das
células marcadas com DHE (y, FL3) e Diocg (x, FL1) lidos em citdmetro de fluxo com as
porcentagens de células de cada quadrante. Histograma do conteido de DNA marcados
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com lodeto de propidio (IP) obtidos em citometro de fluxo.
Tabela 11: Porcentagem de células U118 tratadas com arucanolideo Sug/mL,

marcadas com DHE (ROS) e Diocg (A¥,, - Potencial membrana mitocondrial).

NAC 10mM +
Arucanolideo Arucanolideo

Controle NAC 10mM  Spg/mL 24h Sug/mL 24h

ROS 19,15 15,79 16,18 23,12
AY,, 4,98 8,89 15,09%* 9,1
Dupla 0,09 0,67 3,01 0,335

Tabela 12: Valores das fases do ciclo celular das células U118 tratadas com

arucanolideo Spg/mL.

NAC 10mM +
NAC Arucanolideo Arucanolideo

Controle 10mM  5pg/mL24h  Spg/mL 24h

Sub-G1 2,81 3,04 32,85%%* 6,31*
G1 63,88 65,61 45,38%* 52,32
S 10,64 9,78 8,51 18,07
G2/M 25,02 22,07 7,92%% 26,87

Esses resultados mostram que o tratamento prévio com um antioxidante como o

NAC reduziu o nimero de células em fase sub-Gl, isto € com DNA fragmentado,

sugerindo uma reducdo da indugdo de apoptose pelo arucanolideo Sug/mL durante 24h

(Fig. 29 e Tabelas 11 e 12).

Nao se pode afirmar que o pré-tratamento com o NAC reduziu a morte celular

provocada pelo arucanolideo, pois esse composto pode ter a capacidade de induzir a morte

celular por outras vias, quando sua via principal, nesse caso a geracdo de ROS, estd

bloqueada. Além disso, seria importante também avaliar a ativagdo de caspases nesse

processo e também o uso de diferentes antioxidantes como pré-tratamento para melhor

avaliar o mecanismo de acdo do arucanolideo nas células de glioblastoma U-118 MG.
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Como a perda do potencial da membrana mitocondrial ndo foi tdo evidente, € o
reticulo endoplasmdtico também € capaz de gerar radicais livres, a atividade do
arucanolideo na caspase-4, caspase ativada com o aumento de estresse do reticulo
endoplasmatico, foi avaliada através de western blotting.

A caspase-4 se localiza predominantemente na membrana externa do reticulo
endoplasmadtico, e desempenha papéis importantes na apoptose induzida pelo estresse de
reticulo endoplasmdtico. Sabe-se que indutores farmacoldgicos de estresse de reticulo
endoplasmdtico como a tunicamicina e tapsigargina induzem a apoptose em linhagens
celulares de melanoma humano por ativagdo da caspase-4. Contudo, estd claro que a
ativacdo da caspase-4 por essas moléculas em células de melanoma € independente da
ativacdo de caspase-8, e sim dos eventos mitocondriais apoptéticos e de ativagdo da
caspase-9 e -3 (Mao et al, 2010).

Figura 30. Western Blotting caspase-4 e -actina nas células U-118 tratadas com

arucanolideo Spg/mL em diversos tempos.

C 1h 6h 12h 24h
p50 Pro Caspase-4

wm p42 B-actina
Proteinas extraidas de células U-118 sem tratamento (C) e tratadas com arucanolideo
Sug/mL durante 1, 6, 12 e 24h.

Os resultados mostram ndo haver ativagdo da caspase-4 visto que apenas a pré
Caspase-4 foi detectada, sugerindo a auséncia de estresse de reticulo endoplasmatico (Fig.
30). Além disso, ndo foi identificada a indu¢do de autofagia pelo arucanolideo na dose de
Sug/mL, pois ndo foi detectado a presenga da proteina LC-3BII (p14), apenas a constitutiva
LC-3BI (p16) (Fig. 31).

Figura 31. Western Blotting LC-3B e -actina nas células U-118 tratadas com

arucanolideo Sug/mL em diversos tempos.

C 1h 6h 12h 24h

pl4a

S 1> (-actina

Proteinas extraidas de células U-118 sem tratamento (C) e tratadas com arucanolideo

Sug/mL durante 1, 6, 12 e 24h.
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Outro aspecto importante a ser levado em consideragdo nos tipos de morte celular é
a morfologia celular. A apoptose apresenta alteracdes morfoldgicas caracteristicas,
especialmente evidente no nucleo, onde a cromatina se condensa e compacta em figuras
geométricas e aparentemente simples (globular, em forma de lua crescente). Outras
caracteristicas tipicas incluem a retragdo citoplasmética, o blebbing de membrana
(protuberancia irregular da membrana plasmatica de uma célula ao morrer, andlogo ao
borbulhamento de fermentacdo por leveduras) e a formacdo de corpos apoptdticos (com
fragmentos nucleares). A necrose é frequentemente associada com edema celular (inchaco

de organelas) e auséncia de blebbing de membrana (Leist et al, 2001).

Figura 32. Fotomicrografia nas células U-118

D

Fotomicrografia das células U-118. A: sem tratamento (Campo claro e Dapi — Aumento
400x); B: tratadas com arucanolideo Sug/mL durante 6h (Campo Claro e Dapi — Seta preta:
Blebbing — Aumento 400x); C: tratadas com arucanolideo Sug/mL durante 12h (Campo
Claro- Seta Preta: Blebbing — Aumento 200x); D: tratadas com arucanolideo Sug/mL
durante 12h (Dapi — Sera amarela: Compactacdo DNA, Seta branca: Fragmentacdo DNA —
Aumento 200x).
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Resuttados ¢ Didensiio

As fotomicrografias apresentadas demonstram a morfologia apoptética das células
U-118 tratadas com arucanolideo Sug/mL a partir de 6 horas de tratamento. Comparadas
com as células sem tratamentos, as células tratadas com arucanolideo apresentam
compactagdo e fragmentagdo de DNA e zeiosis (Figs. 32) (Leist et al, 2001).

A inducdo de apoptose pelo arucanolideo, parece ser caspase despendente, j4 que
ativa a Caspase-9 e a Caspase-3 apds seu tratamento (Figs. 32). Para verificar essa
caracteristica, as células U-118 foram pré tratadas pelo inibidor geral de caspases Z-VAD-
FMK (Enzo®), 50uM/mL seguidas pelo tratamento com o arucanolideo Spug/mL durante 12
horas. Esse pré tratamento fez com que as células tratadas com o arucanolideo Sug/mL
perdessem a maior parte das caracteristicas morfoldgicas de apoptose e inclusive adquirisse
uma morfologia necrética, com deslocamento do nicleo para a lateral celular e formacao de
uma grande “bolha” (seta vermelha, Fig. 33B). As células tratadas apenas com Z-VAD-
FMK (Fig. 33) tem a morfologia semelhante ao controle (Fig. 32).

Figura 33. Fotomicrografia nas células U-118 tratadas com Z-VAD-FMK

Fotomicrografia das células U-118. A: tratadas com Z-VAD-FMK 50uM/mL (Dapi —
Aumento: 200x); Tratadas com com arucanolideo5ug/mL durante 12 horas, apds o
tratamento com Z-VAD-FMK (B: Campo claro - Seta Vermelha: “Bolha” caracteristico de
necrose — Aumento 200x e 400x); (C: Dapi — Aumento 200x)

Apesar de ainda existir uma compactacao de DNA em algumas células pré tratadas
com o Z-VAD-FMK, houve a redu¢do do nimero de células com caracteristicas de
apoptose (ndo quantitativo), e inclusive houve o aparecimento de algumas caracteristicas
necroticas (Fig. 33, seta vermelha), sugerindo que o arucanolideo pode induzir outro tipo de

morte celular quando a via apoptoética estd bloqueada.
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Portanto, o arucanolideo, na dose de Sug/mL é capaz de induzir apoptose nas
células de glioblastoma U-118, a partir de 6 horas de tratamento. Essa inducdo ocorre pela
ativacdo da via intrinseca, caspase dependente e apds a geracdo de espécies reativas de
oxigénio. Os resultados encontrados em glioblastoma diferem dos resultados ja publicados
em células de leucemia HL-60, onde o arucanolideo induz apoptose independente da
ativacdo de caspases, via ativacdo do fator de inducdo de apoptose (AIF) (Nakagawa et al,

2005).
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Resuttados ¢ Didensiio

Atividade do Arucanolideo nas células de adenocarcinoma de

cervix HeLa e HeLa transfectadas com BCL-XL

O arucanolideo induz apoptose por via intrinseca em células de glioblastoma (U-
118) e para avaliar a real importancia da mitocondria nesse processo, as c€lulas Hela e as
células Hela transfectadas com o gene da proteina BCL-XL foram usadas para essa
avaliacdo. Esses testes foram realizados no laboratério do Dr. Faustino Mollinedo, no

Centro de Investigacion del Céncer, da Universidad de Salamanca, Salamanca, Espanha.

Figura 34. Ciclo celular das células HeL.a
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Histograma representativo do conteudo de DNA da células HeLa. A: sem tratamento e
tratadas com arucanolideo Spug/mL durante B: 24h; C: 48h; D: 72h , marcados com lodeto

de propidio (IP) obtidos em citometro de fluxo.
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Tabela 13. Porcentagem das diversas fases do ciclo celular das células HeLa tratadas
com arucanolideo Spg/mL, em diversos tempos.
Controle 24h 48h 72h
Sub-G1 8,515 12,61 13,26 18,6*
G1 54,48 44,17*%* 40,6%*  39,24%*
S 18,8 16,71 13,92 11,61
G2/M 18,53 24,66  34,34*%  3281*

Diferente dos resultados encontrados nas células de glioblastoma, o arucanolideo
demora muito mais tempo para matar as células HeLa, apds uma parada em G2/M, muito
notdvel a partir de 48 horas de tratamento (Fig. 34, Tabela 13). Diferente do encontrado nos
resultados do ciclo, as células Hela tratadas com arucanolideo Spug/mL perdem a aderéncia
e encontam-se em suspengdo com 24 horas de tratamento (observacdo microscépica). Por
isso, 0 arucanolideo pode atuar diretamente na aderéncia celular e essa perda de aderéncia
provoca a morte celular por anoikis. Anoikis € uma forma particular de apoptose que €
desencadeada por o desprendimento de células a partir da matriz extracelular (Kepp et al,
2011).

Por ser uma forma de apoptose, esse processo de morte celular compartilha as
caracteristicas apoptoticas. Portanto as células tradas com arucanolideo foram marcadas

com Anexina-V para verificar a exposi¢ao de fosfatidilserina.

Figura 35. Exposicao de fosfatidilserina e permeabilizacio da membrana plasmatica
das células HeLa
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Grifico estilo dotplot das células HeLa, A: sem tratamento e tratadas com arucanolideo
Sug/mL durante B: 12h; C: 24h marcados com Anexina-V (y) e lodeto de propidio (IP) (x)
obtidos em citdometro de fluxo com as porcentagens de células de cada quadrante.
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Tabela 14. Porcentagem de células HeLa tratadas com arucanolideo Spg/mL,

marcadas com Anexina-V e Iodeto de Propidio.

Controle 12h 24h

Apoptose Inicial 1,03 11,8* 6,64
Apoptose Tardia 2,1 5,55% 4,94%*
Mortas 3,35 8,88 24 ,5%*

Esses resultados ndo podem confirmar a inducdo de apoptose, pois a porcentagem
de células que expuseram a fosfatidilserina € baixa (Fig. 35, Tabela 14). Os resultados
mostram que a inducdo de apoptose pelo arucanolideo nas células Hela parece ser um
processo inicial e ndo unico, podendo haver outros tipos de morte, incluindo a necrose. Isso
porque a marcagdo com apenas anexina-V, sugerindo uma apoptose inicial é maior apés 12
horas de tratamento do que 24 horas. E apds 24 horas, o que aumenta € nimero de células
marcadas apenas com IP, ndo a dupla marcacdo que seria esperado para uma apoptose

tardia (Tabela 14).

Figura 36. Western Blotting nas células HeLa tratadas com arucanolideo Sug/mL em diversos

tempos
C 1h 6h 12h 24h C 1h 6h 12h 24h C th 6h 12h 24h
%ESS PARP - '921573 Caspase-3 pS8 Pro-Caspase-8
| e e e ) ;. ctin: C
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Protefnas extraidas de células HeLa sem tratamento (C) e tratadas com arucanolideo Sug/mL
durante 1, 6, 12 e 24h. A: PARP (Poly (ADP-ribose) polymerase) e B-actina; B: Caspase-3 e -
actina; C: Caspase-8 e B-actina.

Figura 37. Western Blotting para L.C-3B ¢ f-actina nas células HeLa tratadas com
arucanolideo Sug/mL em diversos tempos
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Proteinas extraidas de células HelLa sem tratamento (C) e tratadas com arucanolideo
Sug/mL durante 1, 6, 12 e 24 horas.
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Os resultados de western blotting confirmam a indug@o de apoptose nas células
HeLa pelo arucanolideo, através da clivagem do PARP e ativacdo da caspase-3 (Fig. 36).
Porém esse processo de morte celular € mais lento do que o encontrado para as células U-
118, ja que a clivagem do PARP apenas inicia apés 6 horas e a ativacdo da caspase-3
ocorre a partir das 12 horas de tratamento.

Nao foi detectada a ativacdo de caspase-9 para essas células (dado ndo mostrado)
mas foi observado uma redug¢do na pro-caspase-8 (Fig. 36), o que pode sugerir uma
ativacdo da via extrinseca ao invés da via intrinseca observada nas células U-118. Porém
essa reducdo s6 € observada a partir de 24 horas de tratamento, enquanto a ativacdo da
caspase efetora (caspase-3) ocorre a partir de 12 horas (Fig. 36). Nao foi observada
presenca de caspase-8 ativa, mas problemas técnicos ndo estdo descartados nesse caso.

Como a indugdo de apoptose nao foi muito evidente, a inducdo de autofagia foi
avaliada atraves da deteccao da proteina LC-3B. Nao foi detectada a forma LC-3B II que
caracteriza autofagia, apenas a LC-3B I, constitutiva (Fig. 37). Como o arucanolideo gera
radicais livres em glioblastoma, esta caracteristica também foi avaliada nas células de

adenocarcinoma de cervix.

Tabela 15. Porcentagem de células HeLa tratadas com arucanolideo Sug/mlL,
marcadas com DHE (ROS) e Diocg (A¥,, - Potencial membrana mitocondrial).

Controle CCCp 12h 24h

ROS 3,03 5,925 10,49  19,51*
AYy, 14,36 53,92%% 22,59  37,31*
Dupla 3,52 13,15% 797  18,58%*

Tabela 16. Valores das fases do ciclo celular das células HeLa tratadas com
arucanolideo Spg/mL.

Controle CCCp 12h 24h

Sub-G1 8,15 15,79%* 10,60  13,60%*

G0/G1 64,70 52,28%**  58,15%* 50,80%*
S 15,17 17,60 13,63 10,89

G2/M 15,84 19,82 18,11  25,46%*
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Figura 38. Geracao de radicais livres, avaliacao do potencial de membrana

mitocondrial e ciclo celular das células HeLa
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Mesma aliquota de células Hela, A: sem tratamento; tratadas com com arucanolideo
Sug/mL durante B: 12h; C: 24h; D: tratadas com CCCP 100uM. Griéfico estilo dotplot das
células marcadas com DHE (y, FL3) e Diocg (x, FL1) lidos em citdmetro de fluxo com as

porcentagens de células de cada quadrante e histograma do conteido de DNA marcados
com lodeto de propidio (IP) obtidos em citometro de fluxo.

Os resultados confirmam a geracdo de radicais livres pelo arucanolideo também nas
células HeLa, porém isso nado € sufiente para induzir a apoptose (fragmentar o DNA) nessas
células, nessas condi¢des (Fig. 38, Tabelas 15-16). Nessas células o arucanolideo, além de
gerar radicais livre, também propicia a perda de potencial da membrana mitocondrial,
muito mais evidente que nas células U-118 (Tabela 15). E nem o tratamento com o CCCP,
com mais de 50% das células que perderam o potencial da membrana mitocondrial,
aumentou significativamente a quantidade de células em fase Sub-G1 (Fig. 38),

comprovando que essa via parece ter pouca importancia para a indu¢do de apoptose nessa
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linhagem celular. Com esses resultados, a inducdo de apoptose nas células HelLa pelo
arucanolideo, parece ser um processo minoritdrio e, de alguma forma envolvendo a via
extrinseca da apoptose.

Embora via intrinseca ndo estar muito ativa nas c€lulas HelLa, foram usadas células
HeLa previamente transfectadas com o gene de Bcl-xL (10/12/2001) disponiveis no
laboratério do Dr. Faustino Mollinedo, para avaliar se a mitocondria estaria pouco ou nada
envolvida na morte celular induzida pelo arucanolideo.

A familia de proteinas Bcl-2, composta por membros pré-apoptoticos e anti-
apoptoticos, atua como um checkpoint das caspases e disfun¢do mitocondrial. A familia
Bcl-2 compartilha homologias, agrupadas dentro de quatro regides conservadas, as
proteinas homdlogas a Bcl-2, posssuem os quatro dominios BHI1-4, que controlam a
capacidade destas proteinas para dimerizar e funcionam como reguladores da apoptose. As
proteinas Bcl-xL, Bcl-2, e BAX sdo capazes de formar poros condutores de ions em
membranas. A proteinas BID e BAD possuem apenas o dominio BH3, conhecidos como
BH-3 only, e a fosforilagdo de BAD liga os sinais de sobrevivéncia a familia de proteinas
Bcl-2 (Chao & Korsmeyer et al, 1998).

A ativacdo da molécula pré-apoptotica BAX parece envolver a translocacio
subcelular e dimerizacio. Em células vidveis uma porcdo substancial da BAX ¢
monomérica e encontrada tanto no citosol ou fracamente ligada as membranas. Apds um
estimulo de morte, a citosdlica e monomérica BAX € translocada para a mitocondria onde
se torna um proteina de membrana integral e reticuldvel, como um homodimero. A
presenca de uma molécula anti-apoptética, tais como Bcl-2 ou Bcl-xlI pode inibir a
activacdo de BAX em sequéncia a um sinal de morte (Gross et al, 1999).

A clivagem da proteina BID citosélica p22 pela caspase-8 gera um fragmento
carboxi-terminal p15 que se transloca para a mitocondria. O BID truncado p15 (tBID) se
insere na membrana e é necessdrio para liberacio do citocromo ¢ da mitocondria. E
importante salientar que, na presenga de BCL-2 ou Bcl-xL, a clivagem e a translocacdo de
BID sequencial a ativacao da caspase-8 ainda pode ocorrer (Gross et al, 1999).

Alguns trabalhos relatam que a molécula anti-apoptética Bel-xL € um ligante de
Apaf-1 (fator apoptético de ativacdo de protease-1) e alguns membros proapoptéticos BCL-
2 t€m sido demonstrados como dissociadores deste complexo. Estas observacdes levaram a

hipétese de que um dos papeis pro-apoptéticos dos membros de BCL-2 é deslocar o Apat-
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1, permitindo a ativacdo da caspase-9 (Gross et al, 1999). A Figura 39 resume as vias pro e

anti-apoptoéticas das proteinas da familia BCL-2, incluindo a Bcl-xL.

Figura 39. Vias Pro- e Anti-Apoptoticas das proteinas da familia BCL-2.
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Modelo de sinalizagdo das vias de apoptose e de sobrevivéncia envolvendo os membros da
familia Bcl-2 (Modificado de Gross et al, 1999).

Tabela 17. Porcentagem das diversas fases do ciclo celular das células HeLa Bcl-xL
tratadas com arucanolideo Sug/mL, em diversos tempos.

Controle 24h 48h 72h 96h

Sub-G1 7,36 9,86 8,305 5,85  58,93%**
G0/G1 69,17 61,92 54,27 58,46 29,48
S 12,65 19,54 18,96 20 9,48

G2 13,06 9,15 19,01 19,06 6,83

74



) o Bl
g/l)(fd////(/(/(/c)’ e @?)’ﬁ/{dr)’(iﬁ

Figura 40. Ciclo celular das células HeLa Bcl-xL
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Histograma representativo do conteudo de DNA da células HeLLa Bcl-xL. A: sem
tratamento e tratadas com arucanolideo Sug/mL durante B: 48h; C: 72h; D: 96h , marcados

com lodeto de propidio (IP) obtidos em citometro de fluxo.

Os resultados com as células HelLa Bcl-xL comprovam a importancia da
mitocondria no processo de morte celular induzido pelo arucanolideo (Fig. 40, Tabela 17)
ja que nas células HeLLa normais a morte ocorre com 72 horas, nas células transfectadas elas

s6 ocorrem com 96 horas, quando o ciclo celular esta totalmente desfeito (Fig. 40).
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Figura 41. Exposicao de fosfatidilserina e permeabilizacio da membrana plasmatica

das células HeLa Bcel-xLL
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Grifico estilo dotplot das células HeLLa Bcl-xL, A: sem tratamento e tratadas com
arucanolideo Spg/mL durante B: 12h; C: 24h marcados com Anexina-V (y) e lodeto de
propidio (IP) (x) obtidos em citdmetro de fluxo com as porcentagens de células de cada

quadrante.

Tabela 18. Porcentagem de células HelLa Bcl-xL tratadas com arucanolideo Sug/mlL,

marcadas com Anexina-V e Iodeto de Propidio.

Controle 12h 24h

Mortas 3,15 13,66 48,4%*
Apoptose Inicial 0,87 4,13 3,64
Apoptose Tardia 0,46 1,15 6,95

Esses resultados comprovam a importancia da mitocondria na inducio de apoptose
pelo arucanolideo, visto que 48% dessas células perderam a integridade da membrana
plasmatica, sem exposi¢cao de fosfatidilserina, sugerindo morte por necrose (Fig. 41, Tabela
18).

Os resultados de western blotting para as células HeLa Bcl-xLL demonstram
clivagem de PARP a partir das 24 horas de tratamento com arucanolideo Sug/mL e
ativacdo de caspase-3 a partir de 48 horas de tratamento (Fig. 42). E apesar de a maior parte
da células HeLa Bcl-xLL morrerem por necrose, uma parte delas parece morrer por

apoptose, porém esse processo € mais lento.
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Figura 42. Western Blotting nas células HeLa Bcl-xL tratadas com arucanolideo

Sug/mL em diversos tempos
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Proteinas extraidas de células HelLa Bcl-xL sem tratamento (C) e tratadas com arucanolideo
Spg/mL durante 1, 6, 12 e 24h. A: PARP (Poly (ADP-ribose) polymerase) e B-actina; B:
Caspase-3 e B-actina.

Portanto os resultados obtidos até agora evidenciam a importancia do tipo e
caracteristicas celulares para indu¢do de morte celular pelo arucanolideo. Nas células de
glioblastoma U-118, fica notdvel a indu¢do de apoptose, via intrinseca. Ja nas células de
adenocarcinoma de cervix Hela, a apoptose ainda estd presente, porém a via extrinseca
parece estar envolvida. O mais curioso deste processo € a integridade mitocondrial que
parece essencial para o processo apoptotico induzido pelo arucanolideo, ja que nas células
HeLa transfectada com o gene Bcl-xL, uma proteina anti-apoptética da familia Bcl-2, ha
pouca indugdo de apoptose e a maioria das células morrem por necrose. Esses resultados
cofirmam a protecao das células transfectadas com Bcl-xL a inducao de apoptose.

Diversos relatos tem sugerido o envolvimento do partenolideo em multiplas vias de
morte celular induzida por apoptose em células cancerosas humanas, incluindo: o estresse
oxidativo, estresse de reticulo endoplasmatico, a ativacdo de caspases e a disfungdo
mitocondrial. Sabe-se que o partenolideo e algumas outras lactonas sesquiterpénicas sao
capazes de ativar caspase-8, e essa ativacdo pode atuar diretamente na proteina da familia
Bcl-2, BID, gerando o tBID que € translocado a membrana mitocondrial, desencadeando a
via intrinseca da apoptose através da liberacdo de citocromo ¢ ao citosol (Zhang et al,
2004).

A proteina BID ndo foi avaliada nas células Hela, apds o tratamento com o
arucanolideo, porém, assim como o germacranolideo partenolideo, o arucanolideo pode
iniciar a inducdo de apoptose pela via extrinseca e terminar ou apenas amplificar sua

atividade pela via intrinseca.
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Atividade do arucanolideo em células de melanoma

O melanoma cutaneo € um tipo de cancer de pele que tem origem nos melandcitos
(células produtoras de melanina) e tem predomindncia em adultos brancos. Segundo
GLOBOCAN, no ano de 2008 no Brasil o melanoma teve incidéncia de 1,1% com
mortalidade de 0,7% resultando em 63% de mortalidade relativa. Portanto, apesar de pouco
incidente, o melanoma se torna altamente perigoso devido a sua alta capacidade de
metastizar. Para o ano de 2012, estima-se que serdo 6.230 novos casos de melanoma no
Brasil (INCA, GLOBOCAN).

Desde a avaliacao da atividade antiproliferativa do extrato bruto diclorometinico de
Calea pinnatifida, existe uma tendéncia a seletividade para a linhagem de melanoma
UACC-62 (Marchetti, 2008) que também foi observada com o composto isolado
arucanolideo e como controle positivo partenolideo. Por esse motivo, um experimento
usando sete linhagens de melanoma humano foi realizado. A cisplatina, comumente usada
no tratamento quimioterdpico de melanomas em humanos, foi utilizada como controle
positivo.

Figura 43. Atividade antiproliferativa do Partenolideo e Cisplatina
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Atividade antiproliferativa dos controles positivos Partenolideo (Sigma®) (A) e Cisplatina
(B) em cultura de células tumorais humanas de melanoma, relacionando porcentagem de
crescimento versus concentragdo da amostra.
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Figura 44. Atividade antiproliferativa do Arucanolideo
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Atividade antiproliferativa do arucanolideo, isolado de C. pinnatifida em cultura de células
tumorais humanas de melanoma, relacionando porcentagem de crescimento versus
concentragdo da amostra.

Tabela 19. Valores de TGI (Total Growth Inhibition) nas linhagens de melanoma.

Linhagem Cisplatina Partenolideo Arucanolideo

SK-MEL-2 9,15 5,55 0,65
SK-MEL-28 110,35 18,77 >250
MALME-3M >250 152,01 82,31
UACC-62 23,99 155,25 3,59
UACC-257 16,45 1,56 12,60
M14 5,58 1,49 21,33
B16-F10 1,14 0,36 1,25

Os resultados comprovam a seletividade dos germacranolideos para as linhagens de
melanoma inclusive com poténcia mais elevada do que a cisplatina, para a maioria das
linhagens. (Figs. 43-44, Tabela 19). Nesse experimento o arucanolideo foi mais potente

para a SK-MEL-2, UACC-62 e B16-F10 (Fig. 44, Tabela 19).
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Atividade do arucanolideo na linhagem de melanoma SK-MEL-2 e SK-

MEL-2 transfectadas com BCL-XL
As células SK-MEL-2 sdo originadas de um melanoma metastatico de pele (ATCC)

e estavam disponiveis no laboratério do Dr. Faustino Mollinedo.

Figura 45. Ciclo celular das células SK-MEL-2
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Histograma representativo do contetido de DNA da células SK-MEL-2. A: sem tratamento
e tratadas com arucanolideo Sug/mL durante B: 12h; C: 24h, marcados com lodeto de

propidio (IP) obtidos em citdmetro de fluxo.

Tabela 20. Valores das fases do ciclo celular das células SK-MEL-2 tratadas com
arucanolideo Spg/mL, em diversos tempos.
Controle 12h 24h
Sub-G1 3,82 9,69 36,2*
Gl 48,74 41,47 28925
S 13,58 16,39 11,155
G2/M 36,22 3428 24,485

Esses resultados mostram claramente o aumento da porcentagem de células em sub-
G1 de 3% das células nao tratadas, para quase 37% das células tratadas com arucanolideo
Sug/mL durante 24h (Fig. 45, Tabela 20), caracterizando a presenca de fragmentacdo de
DNA, indicativo de apoptose. Para confirmar a indu¢do de apoptose nas células SK-MEL-2

foi analisada a exposicdo de fosfatidilserina pela marcagdo com anexina-V através de

80



6\/?;‘0’////(/(/(@’ e %ﬁ/{&)’(fﬁ

citometria de fluxo e também foi avaliada a presenca de proteinas apoptéticas por western

blotting.

Figura 46. Exposicao de fosfatidilserina e permeabilizacio da membrana plasmatica

das células SK-MEL-2
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Grifico estilo dotplot das células SK-MEL-2, A: sem tratamento e tratadas com
arucanolideo Spg/mL durante B: 12h; C: 24h marcados com Anexina-V (y) e lodeto de
propidio (IP) (x) obtidos em citdmetro de fluxo com as porcentagens de células de cada

quadrante.

Tabela 21. Porcentagem de células SK-MEL-2 tratadas com arucanolideo Sug/mL,
marcadas com Anexina-V e Iodeto de Propidio.
Controle 12h 24h
Mortas 11,85 31,7* 21,36
Apoptose Inicial 7,42 13,58*%  12,58%*
Apoptose Tardia 7,24 33,37*%  33,02%

Esses resultados (Fig. 46, Tabela 21) confirmam a inducdo de apoptose, pelo menos
em parte das células mortas, ja que a maioria das células nao estavam marcadas apenas com
a anexina-V. A marca¢do do iodeto de propidio s6 € possivel quando a membrana
plasmdtica ja perdeu sua integridade, o que caracteriza células ndo vidveis, nesse caso
muito caracteristico de apoptose tardia (dupla marcacdo). Nao hd grandes diferencas na
marcacio encontrada nas células tratadas 12 ou 24 horas, e também hd uma populacdo

celular que ndo expde fosfatidilserina, podendo morrer por necrose.

81



Resuttados ¢ Didensiio

Figura 47. Western Blotting nas células SK-MEL-2 tratadas com arucanolideo

Sug/mL em diversos tempos
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Proteinas extraidas de células SK-MEL-2 sem tratamento (C) e tratadas com arucanolideo
Sug/mL durante 1, 6, 12 e 24h. A: PARP (Poly (ADP-ribose) polymerase) e -actina; B:
Caspase-9 e B-actina; C: Caspase-3 e -actina.

Os resultados de Western Blotting confirmam a inducdo de apoptose, pelo
arucanolideo, na dose de Sug/mL, a partir de 6h de tratamento. A clivagem do PARP, a
ativacdo de caspase-9 e caspase-3 demonstram o envolvimento da mitocOndria nesse
processo, através da via intrinseca da apoptose (Fig. 47). Nao foi provado o envolvimento
da via extrinseca, ja que ndo foi detectada a ativacdo de caspase-8 (dados ndo mostrados).

Células de melanoma superexpressam varias proteinas anti-apoptoticos e a eficicia
da terapéutica anti-melanoma depende da inibicdo da expressdo de genes anti-apoptoticos
regulados pelo NF-kB. Neste contexto, o partenolideo poderia mediar as suas propriedades
pré-apoptéticas em dois niveis: a nivel da mitocondria através da regulagdo da expressao de
Bcl-XL ou através da regulacdo da expressdo de survivina. As diferengas das linhagens de
melanoma na expressdo basal de Bcl-XL, survivina ou outras proteinas anti-apoptoticas,
bem como a dependéncia de vias de sinalizacdo do IKK/NF-kB, podem contribuir para a
resposta apoptética do partenolideo observada nas linhagens de melanoma A375, 1205Lu e
WM793 (Czyz et al, 2010).

Czyz e colaboradores, em 2010 mostraram que o partenolideo apresenta atividades
anti-metastéticas e pré-apoptoticas em células de melanoma, e que estes efeitos, embora
ndo exclusivamente, estdo associados com a supressdao da atividade do NF-kB e que o
partenolideo € capaz de neutralizar a ativacdo de alguns genes dependentes de NF-kB
induzidos por cisplatina ou TNFa. Os mecanismos envolvidos incluem a regulacdo de
genes que expressam as proteinas anti-apoptoticas Bcl-xLL e survivina, bem como ciclina

D1, MMP-9 e IL-8. Portanto, a diversidade de resultados nessas linhagens de melanoma
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sugere uma dependencia do contexto celular, e evidencia as propriedades poli-
farmacoldgicas do partenolideo.

Lesiak e colaboradoes, em 2010, também avaliou a atividade antitumoral do
partenolideo nas linhagens A375, 1205Lu e WM793 de melanoma. A morte celular
acompanhada pela despolarizacdo da membrana mitocondrial e ativacao da caspase-3 foi
observada como o resultado desse tratamento. Interessantemente, melandcitos sao menos
suscetiveis a morte celular induzida pelo partenolideo que as células metastéticas. O nivel
de espécies reactiva de oxigénio nao foi significativamente aumentado nessas células. No
entanto, a pré-incubacdo de NAC protegeu as células de melanoma da morte celular
induzida pelo partenolideo, sugerindo como o mecanismo responsdvel pela atividade do
partenolideo, a rea¢do com tidis intracelulares.

Embora os estudos anteriores relatem que o partenolideo induz a morte celular em
véarias células tumorais por um mecanismo dependente de caspase, para as células de
melanoma humano SK-MEL-28 o partenolideo estimula a morte por um mecanismo
caspase-independente. A morte celular € dependente de estresse oxidativo, pois foi
impedida pelo tratamento prévio com o NAC, enquanto o Z-VAD-FMK e outros inibidores
de caspases nao foram capazes de impedi-la, revelando um mecanismo caspase-
independente (D’Anneo et al, 2012).

O partenolideo induz a morte celular em células SK-MEL-28 pela ativacdo de um
mecanismo de caspase-independente, mediado por AIF (Fator de indu¢do de apoptose). O
AIF parece ser responsdvel ndo s6 pela condensacdo da cromatina, mas também por
eventos necroticos. Estudos recentes demonstram que o AIF desempenha papel-chave na
necrose programada, por sua capacidade em organizar um complexo degradante de DNA
(D’Anneo et al, 2012).

Esses estudos a respeito da atividade antitumoral do partenolideo em linhagens de
melanoma estimulam ainda mais o estudo da atividade antitumoral do arucanolideo nessas
linhagens. Mesmo o partenolideo apresentando diversos mecanismos de agdo, frente a
diferentes linhagens, a relacdo da mitocondria, e a producdo de radicais livres parecem ser
pontos-chave em comum na atividade antitumoral deste germacranolideo, embasando a
andlise de geracdo de radicais livres e perda de potencial mitocondrial pelo arucanolideo

nas células SK-MEL-2.
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Figura 48. Geracao de radicais livres, avaliacao do potencial de membrana
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Mesma aliquota de células SK-MEL-2, A: sem tratamento; B: tratadas com com
arucanolideo Spug/mL durante 24h; C: tratadas com NAC 10mM/mL; D: tratadas com NAC
10mM/mL seguidas pelo tratamento com arucanolideo Sug/mL durante 24h.Gréfico estilo
dotplot das células marcadas com DHE (y, FL3) e Diocg (x, FL1) lidos em citdmetro de

fluxo com as porcentagens de células de cada quadrante. Histograma do contetido de DNA
marcados com Iodeto de propidio (IP) obtidos em citdmetro de fluxo.

Ao contrario do encontrado por Lesiak, no tratamento com o arucanolideo na
células SK-MEL-2, hd uma grande aumento na geracdo de ROS, porém ndao ha
despolarizacdo da membrana mitocondrial (Fig. 48). Como o NAC parece ser um
importante inibidor da morte celular induzida pelo partenolideo (Lesiak et al, 2010,
D’Anneo et al, 2012), também foi usado em pré-tratamento do arucanolideo nas células

SK-MEL-2.
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Tabela 22. Porcentagem de células SK-MEL-2 tratadas com arucanolideo Spg/mL,

marcadas com DHE (ROS) e Diocg (A¥,, - Potencial membrana mitocondrial).

NAC 10mM +
NAC Arucanolideo Arucanolideo
Controle 10mM Sug/mL 24h Sug/mL 24h
ROS 18,29 17,84 72,03 %%k 20,055
AY,, 1,85 1,87 0,68 1,745
Dupla 0,36 0,45 1,39%* 0,75

Tabela 23. Valores das fases do ciclo celular das células SK-MEL-2 tratadas com

arucanolideo Spg/mL.

NAC 10mM +
Arucanolideo NAC Arucanolideo
Controle Sug/mL 24h  10mM Sug/mL 24h
Sub-G1 6,31 49,70%%** 5,47 8,04
G1 71,38 41,47* 69,66 71,88
S 13,06 6,93** 17,9 14,62
G2/M 10,06 2,44%* 8,74 8,2

Assim como ocorre com o tratamento do partenolideo nas células de melanoma, o
arucanolideo induz apoptose na células SK-MEL-2 pela via intrinseca e a geracdo de
radicais livres parece ser essencial para esse processo, visto que o pré-tratamento com o
NAC, impediu a morte celular induzida pelo arucanolideo (Fig. 48, Tabelas 22-23).

Figura 49. Western Blotting L.C-3 ¢ f-actina nas células SK-MEL-2 tratadas com

arucanolideo Sug/mL em diversos tempos.
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Proteinas extraidas de células SK-MEL-2 sem tratamento (C) e tratadas com arucanolideo
Sug/mL durante 1, 6, 12 e 24h.
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Figura 50. Fotomicrografia nas células SK-MEL-2
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Fotomicrografia das células SK-MEL-2. A: sem tratamento; tratadas com B: arucanolideo

Sug/mL durante 12h; C: Z-VAD-FMK 50ug/mL seguidas do tratamento com arucanolideo

Sug/mL durante 12h, campo claro (1), iodeto de propidio -IP (2) e Dapi (3). Aumento 200x
ou 400x (B3). Seta branca: Fragmentacdo de DNA.

As células tratadas com arucanolideo Spug/mL também foram avaliados quanto a
inducdo de morte celular por autofagia. Nas células de melanoma SK-MEL-2, o
arucanolideo induz autofagia a partir de 1 hora de tratamento (Fig. 50). Essa ativacio
ocorre antes de qualquer sinal de morte celular, mostrando, nesse caso, a autofagia como
tentativa de sobrevivéncia celular (Rosenfeldt & Ryan, 2011).

As células foram marcadas com iodeto de propidio durante 5 minutos, para avaliar a

integridade da membrana plasmdtica, como sinal de viabilidade celular. As
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fotomicrografias das células SK-MEL-2 tratadas com arucanolideo S5ug/mL comprovam a
inducdo de apoptose, ja que a fragmetacdo de DNA ¢ evidente (Seta amarela, Fig. 50), e a
maior parte das células que ja estavam com a membrana permedvel também tem seu DNA
fragmentado como sinal de apoptose tardia (Fig. 50).

As células tratadas com o inibidor geral de caspases mantém a morfologia do
controle, provando que apenas o tratamento com o Z-VAD-FMK ndo atera a viabilidade
celular (Dados nao mostrados).

O pré-tratamento como inibidor geral de caspases Z-VAD-FMK parece ter
bloqueado a indug¢do de apoptose pelo arucanolideo, ja que as células perderam as
caracteristicas apoptdticas, como a fragmentacdo de DNA. Além disso, o bloqueio da
apoptose parece induzir um outro tipo de morte pelo arucanolideo, a necrose, ja que a
maioria das células perderam a integridade de membrana, ndo estando mais vidveis (Fig.
50). Além disso, as células perderam a morfologia, principalmente os prolongamentos, se
tornando mais arredondadas (Fig. 50). Com isso, pode-se dizer que a inducdo de apoptose
pelo arucanolideo nas células SK-MEL-2 € caspase-dependente.

Para confirmar a real interferéncia da mitocondria na inducido de apoptose pelo
arucanolideo, nas células SK-MEL-2, células SK-MEL-2 transfectadas com o gene Bcl-xLL
foram usadas para avaliacdo. Essas células foram gentilmente cedidas pelo Dr. Faustino

Mollinedo a Divisao de Farmacologia e Toxicologia, CPQBA, UNICAMP.

Figura 51. Ciclo celular das células SK-MEL-2 Bcl-xLL

Histograma representativo do conteido de DNA da células SK-MEL-2 Bcl-xL. A: sem
tratamento e tratadas com arucanolideo Spug/mL durante B: 12h; C: 24h, marcados com
Iodeto de propidio (IP) obtidos em citdometro de fluxo.
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Tabela 24. Valores das fases do ciclo celular das células SK-MEL-2 Bcl-xL tratadas
com arucanolideo Sug/mL, em diversos tempos.

Controle 12h 24h

Sub-G1 0,99 1,74 1,26
G0/G1 58,57 56,495 55,715
S 7785 8,095 5,93

G2/M 31,765 31,04 34,26

Os resultados (Fig. 51, Tabela 24) mostram a auséncia de fragmentacdo de DNA
nessas condi¢des, evidenciando a importancia da mitocondria na indug¢io de apoptose pelo

arucanolideo nas células SK-MEL-2. Por esse motivo, a dose de 10 ug/mL foi avaliada.

Figura 52. Ciclo celular das células SK-MEL-2 Bcl-xLL
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Histograma representativo do conteido de DNA da células SK-MEL-2 Bcl-xL. A: sem
tratamento e tratadas com arucanolideo 10ug/mL durante B: 12h; C: 24h, marcados com
Iodeto de propidio (IP) obtidos em citdmetro de fluxo.

Apenas com 10ug/mL e durante 48 horas de incubacdo que o arucanolideo parece
induzir apoptose nas células SK-MEL-2 transfectadas com Bcl-xL, mostrando que a
mitocOndria é muito importante para o processo apoptotico induzido pelo arucanolideo,
porém esse germacranolideo ainda parece capaz de induzir apoptose nessas condi¢des (Fig.

52, Tabela 25).
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Tabela 25. Valores das fases do ciclo celular das células SK-MEL-2 Bcl-xL tratadas
com arucanolideo 10ug/mL, em diversos tempos.

Controle 24h 48h

Sub-G1 0,99 2,82 13,5%%*
G0/G1 58,57 4796 41,18
S 7,785 11,96 5,7

G2/M 31,765 33,3 39,06

Figura 53. Ativacao de multicaspases das células SK-MEL-2 Bcl-xL
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Griéfico estilo dotplot das células SK-MEL-2 Bcl-xL. A: sem tratamento e tratados com
arucanolideo 10ug/mL durante B: 12h; C: 24h, marcados com SR-VAD-FMK (x) e 7-AAD
(y) obtido em citometro de fluxo com as porcentagens de células de cada quadrante.

Tabela 26. Porcentagem de células SK-MEL-2 Bcl-xL tratadas com arucanolideo
10pg/mL marcadas com SR-VAD-FMK e 7-AAD
Controle 12h 24h

7-AAD 1,32 1,01 0,91
Caspases 1,03 1,81 2,54%*
Dupla 7,38 33,25%* 34,1 1%**

Os resultados de multicaspases confirmam a inducdo de apoptose pelo arucanolideo
nas células SK-MEL-2 Bcl-xL, jd que n@o hd um aumento na marcacdo tnica de 7-AAD
nas células tratadas, quando comparadas ao controle (Figs. 53, Tabela 26). Como o teste

marca todas as caspases, pois o fluorocromo estd ligado a um inibidor geral de caspases,
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ndo se pode avaliar por qual via de apoptose (intrinseca ou extrinseca) o arucanolideo estara
agindo nessas condi¢des. Um teste especifico de caspase-9, caspase-8 ou mesmo o western

blotting para essas proteinas serdo as etapas subsequentes desse trabalho.

Inducio de Apoptose pelo arucanolideo

Os produtos naturais oferecem grande diversidade estrutural, e as técnicas modernas
de separagdo, elucidagdo estrutural, a triagem e a sintese combinatéria, tem levado a
revitalizagdo dos produtos vegetais como fontes de novos medicamentos (Issa et al, 2006).
Dentre os produtos naturais, as lactonas sesquiterpénicas estdo entre as moléculas mais
promissoras para o desenvolvimento de medicamentos antitumorais. Algumas propriedades
quimicas das lactonas sesquiterpénicas podem ser as responsdveis por atividades
antitumorais e anti-inflamatorias, dentre elas o centro alquilante de reatividade, a cadeia
lateral e lipofilicidade e a geometria molecular (Ghantous et al, 2010).

O arucanolideo ¢ um germacranolideo com um grupo a-metileno-y-lactona, que tem
a capacidade de reagir na presenca de biomoléculas contendo aminoacidos nucleofilicos ou
residuos de guanina, pois atuam como um aceptor de Michael, formando assim adutos
estaveis (Barcelos et al, 2012).

Segundo Nagakawa e colabores, em células de leucemia HL-60, a inativagdo do NF-
kB, que tem sido geralmente observada na apoptose induzida pelo partenolideo, ndo
ocorreu na inducdo de apoptose pelo arucanolideo. Além disso, os resultados por eles
obtidos indicam que a apoptose induzida pelo arucanolideo se deve principalmente a
dissipacdo de potencial de membrana mitocondrial, provocando inducdo de apoptose via
AIF, independente de caspases (Nagakawa et al, 2005).

Além do partenolideo, isolado de Tanacetum parthenium, outros germacranolideos
sdo conhecidos por inibirem a via do fator de transcricio NF-kB dentre eles o 2a,5-epoxy-
5,10-dihydroxy-6a-angeloyloxy-9p-(3-methylbutyloxy)-germacran-8a,12-olide, isolado de
Carpesium triste . (Lee et al, 2011, Pajak et al, 2008). O NF-kB é um fator de transcricao
que regula diversos genes responsaveis por fungdes vitais. Regula genes que controlam a
apoptose, a proliferacdo, a diferenciagdo celular, a resposta imunitdria e a inflamacao

(Pajak et al, 2008).
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Com isso, células tratadas com os inibidores desse fator de transcricdo sdo mais
sensiveis a morte celular, principalmente pela inibi¢do da transcricio de moléculas anti-
apoptoticas. Essa caracteristica também confere certa seletividade as linhagens tumorais
frente outras ndo tumorais que geralmente tem apenas niveis basais de NF-kB (Czyz et al,
2010). Umas das proteinas anti-apotéticas reguladas pela via do NF-xB € a survivina,
membro da familia de proteinas inibidoras de apoptose (IAPs). A survivina aumenta a
sobrevivéncia de linhagens de células pela capacidade de suprimir a apoptose através da
ligacdo direta com a caspase-9 ou por interagdo com smac-DIABLO (McLaughlin et al,
20006).

Sabe-se que a proteina survivina estd super expressa em melanomas, incluindo a
linhagem SK-MEL-2 e também em glioblastomas, como nas linhagens U-251 e U-87
(Tamm ez al, 1998, McLaughlin et al, 2006, Czyz et al, 2010) sendo um importante alvo
para o desenvolvimento de novas drogas . Portanto a seletividade do arucanolideo para as
linhagens de melanoma e glioblastoma pode estar relacionada ao bloqueio da survivina pela
inibi¢do da via do NF-kB.

Uma das principais vias de ativacdo do NF-kB € a ligacdo do TNF-a ao seu receptor
(TRAF1). Sabe-se que o partenolideo sensibiliza células para a inducdo de apoptose via
extrinseca do TNF-a, tanto por inibir a ativacdo do NF-kB, quanto por inibir a JNK
(proteina quinase c-Jun N-terminal), uma das MAPK (proteinas quinases ativadoras de
mitégeno) (Pajak et al, 2008).

A ativacdo da caspase-8 também € possivel apds a inducdo de anoikis. O
desprendimento celular, através da perda de adesdo celular com a matriz extracelular ativa a
caspase-8 via IPS-1 (estimulador promotor de interferon-f3 1) e DAP3 (proteina associada a
morte 3) (Li et al, 2009). Como o arucanolideo induziu apoptose em células HelLa através
da ativacdo de caspase-8, e apOs a perda de aderéncia dessas células, esse composto pode
atuar nessa célula através da inducdo de anoikis.

Ja nas células de melanoma (SK-MEL-2) e glioblastoma (U-118) a ativacdao de
caspase-8 ndo foi observada. Nessas linhagens, o estresse oxidativo € o responsavel por
disparar o processo apoptético. O estresse oxidativo refere-se ao aumento da produgdo
intracelular de espécies reativas de oxigénio (ROS) e/ou disfuncdo do sistema antioxidante

de defesa celular (Pajak er al, 2008).
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Em células de carcinoma hepatocelular (SH-J1), durante a inducdo de apoptose pelo
partenolideo nota-se, a deplecdao de glutationa, a geracdo de espécies reativas de oxigénio,
reducgdo do potencial transmembrana mitocondrial, a ativacao de caspases (caspases-7, -8 e
-9) e a superexpressdo de GADDI153 (oxidative stress or anticancer agent inducible gene).
Esta inducdo de apoptose foi inibida ou abolida pelo antioxidante N-acetil-cisteina,
enquanto o antioxidante L-butionina-(S, R)-sulfoximina parece reforcar a inducdo de
apoptose (Wen et al, 2002).

A 1inibi¢do da indugdo da apoptose produzida pelo arucanolideo nas células SK-
MEL-2 e U-118, pelo tratamento prévio com o antioxidante N-acetil-cisteina, sugere que o
estresse oxidativo mediado pelo arucanolideo pode estar relacionado com a deplecdo de
glutationa. Essa hipétese € corroborada pelo fato de que o arucanolideo, assim como o
partenolideo contém uma o-metileno-y-lactona insaturada que € capaz de participar em

uma adi¢do de Michael com compostos contendo um grupo-SH (Wen et al, 2002).

Figura 54. Sugestao de Via apoptoética nas células HeLa
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Portanto o arucanolideo € capaz de induzir apoptose, por diferentes vias, nas
diferentes linhagens celulares avaliadas. As figuras A e B sintetizam as vias sugeridas de
apoptose induzida pelo arucanolideo, nas células HelLa (Fig. 54) e SK-MEL-2 e U-118
(Fig. 55).

Figura 55. Sugestao de via apoptética nas células SK-MEL-2 e U-118
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Atividade antitumoral do arucanolideo nas células de melanoma murino

B16-F10

Muito se sabe sobre os mecanimos envolvidos na atividade antitumoral in vitro do
partenolideo, porém pouco se estudou sobre seus mecanismos in vivo. E isso € uma
constante nos trabalhos publicados com germacranolideos, a maioria deles s6 avaliam
mecanismos in vitro. O arucanolideo, por exemplo, induz apoptose, via AIF, independente
de caspases, em células de leucemia HL-60, porém ndo hd nenhum estudo sobre sua
atividade em modelo de leucemia in vivo (Nagakawa et al, 2005), por isso, as células de

melanoma murino B16-F10 foram utilizadas para avaliar a atividade do arucanolideo in

vitro € in vivo.

Figura 56. Ciclo celular das células B16-F10
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Histograma representativo do conteido de DNA da células B16-F10. A: sem tratamento e
tratadas com arucanolideo Sug/mL durante B: 12h; C: 24h, marcados com lodeto de
propidio (IP) obtidos em citdometro de fluxo.

Tabela 27. Valores das fases do ciclo celular das células B16-F10 tratadas com
arucanolideo Sug/mL, em diversos tempos.

Controle 6h 12h 24h

Sub-G1 3,16 3,27  5,73%  54,53%**
G0/G1 53,37 55,22 43,27  26,02%*
S 19,33 18,14 21,06 13,22

G2/M 23,65 24,11 30,28 6,24+
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Nesse modelo, fica evidente a fragmentacdo de DNA gerada pelo arucanolideo
Sug/mL nas células de melanoma murino B16-F10 apds 24 horas (Fig. 56, Tabela 27). Para
confirmar a inducdo de apoptose pelo arucanolideo nessas células, o teste de multicaspases

foi aplicado.

Figura 57. Ativacao de multicaspases das células B16-F10
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Grifico estilo dotplot das células B16-F10. A: sem tratamento e tratados com arucanolideo
10ug/mL durante B: 12h; C: 24h, marcados com SR-VAD-FMK (x) e 7-AAD (y) obtido

em citdmetro de fluxo com as porcentagens de células de cada quadrante.

Tabela 28. Porcentagem de células B16-F10 tratadas com arucanolideo 5ug/mL
marcadas com SR-VAD-FMK e 7-AAD
Controle 6h 12h 24h

7-AAD 0,54 0,84 0,125 0,055
Caspases 4,685 4,19  15,58*** 11,63**

Dupla 23,73 16,53  48,75%*% 61,15%**

Nesse teste o controle apresenta uma grande porcentagem de células marcadas para
ativacdo de caspases e perda de integridade de membrana (células mortas por apoptose),
provavelmente isso foi resultado de um tempo excessivo com a tripsina, ou um excesso de
crescimento. Apesar deste pequeno problema técnico, o nimero de células com caspases

ativa € muito notdvel a partir de 12 horas de tratamento (Fig. 57, Tabela 28). A auséncia de
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células marcadas somente com 7-AAD (menor 1%) indica auséncia de morte necrdtica e o
fato de a fragmentacdo de DNA s6 ser evidente a partir das 24 horas € normal, visto que a
ativacdo de caspases € anterior a fragmentacdo de DNA no processo apoptético.

Para a avaliacdo das vias apoptédticas envolvidas nesse processo, sa0 necessarios
testes especificos. Testes especificos sobre caspase-9, caspase-8 ou mesmo o western
blotting para essas proteinas serdo as etapas subsequentes desse trabalho.

Como as células B16-F10 sdo proveniente de um melanoma murino, elas foram
usadas em experimentos in vivo em camundongos C57Bl/6. Dois modelos de experimentos
foram utilizados para avaliar a atividade in vivo do arucanolideo em modelos de melanoma,

um subcutianeo (sélido) e outro metastatico.

Figura 58. Peso Relativo do Tumor subcutianeo tratado com o arucanolideo
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Graéfico de barras do peso relativo do tumor subcutaneo B16-F10 tratados com veiculo
(controle negativo), 5-FU (controle positivo) e arucanolideo nas doses de 5, 10 e 15mg/Kg.
*p<0,05; p<0,01. (p=0,02)

Os resultados comprovaram a atividade antitumoral in vivo do arucanolideo que
inibiu o crescimento tumoral nas doses de 10mg/Kg (53%; p=0,03) e 15mg/Kg (48%,
p=0,04). O controle positivo, o quimioterdpico 5-Fluoracil na dose de 15mg/Kg foi capaz
de inibir em 65% o tumor (p=0,009) (Fig. 58). Como o arucanolideo tem a capacidade de
induzir apoptose nas células B16-F10 in vitro, os tumores tratados foram processados
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histologicamente e realizada imunohistoquimica para TUNEL, que detecta fragmentagdo de

DNA.

Figura 59. Fotomicrografia do tumor subcutineo de B16-F10 do controle negativo

Fotomicrografia do tumor subcutdneo de B16-F10 do controle negativo, apds 15 dias.
Coradas com Hematoxilina-Eosina. Aumento 400x (A e B). Corte com imunohistoquimica
para TUNEL, contracorado com verde de metila. Aumento 400x (C e D) Seta: marcagdo
tunel.
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Figura 60. Fotomicrografia do tumor subcutineo de B16-F10 do controle positivo

Fotomicrografia do tumor subcutaneo de B16-F10 do controle positivo, apds 15 dias.
Coradas com Hematoxilina-Eosina. Aumento 100x (A) e 400x (B). Corte com
imunohistoquimica para TUNEL, contracorado com verde de metila. Aumento 40x (C),

400x (D).
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Figura 61. Fotomicrografia do tumor subcutineo de B16-F10 tratado com

arucanolideo 15mg/Kg

D

Fotomicrografia do tumor subcutaneo de B16-F10 tratado com arucanolideo 15mg/Kg,
apo6s 15 dias. Coradas com Hematoxilina-Eosina. Aumento da ocular: 10x. Aumento 400x
(A e B). Corte com imunohistoquimica para TUNEL, contracorado com verde de metila.
Aumento da ocular: 10x. Aumento 40x (C), 400x (D).

Em todos os tumores nota-se uma coloragdo castanho, ndo origindria da revelagcdao
da imunohistoquimica, visto que essa colora¢do também € notada nos cortes corados com
HE (Figs 59-61). Essa coloragdo marrom € citoplasmadtica, e devido as caracteristicas dessa
linhagem, esse pigmento pode ser melanina, porém, para a confirmagdo, € necessirio uma
coloragdo especifica.

O teste de imunohistoquimica para TUNEL marca fragmentagdo de DNA, portanto
a técnica de imunohistoquimica gera um precipitado marrom no nicleo da célula. Essa
marcacao foi encontrada somente no tumor do grupo controle positivo (seta — Fig. 59),
mostrando que, provavelmente, parte das células podem morrer quando o tumor atinge um

determinado volume. No caso dos grupos tratados com o 5-FU (controle positivo) € com o
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arucanolideo 15mg/Kg a fragmentacdo de DNA ndo foi observada, sugerindo que esses
tratamentos podem ndo estar induzindo apoptose in vivo, € que, provavelmente, eles
estejam atuando impedindo o crescimento tumoral, sem interferéncia direta na morte
celular.

Para confirmar essa hipdtese, testes especificos que avaliam a proliferagao celular,
como o PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) serdo necessarios. Além disso, a
imunohistoquimica foi realizada em apenas 1 dos tumores como uma primeira andlise
qualitativa. Para a andlise quantitativa, em um proximo experimento, todos os tumores
deveriam ser analisados e todas as células marcadas quantificadas.

Uma das maiores criticas sobre a pesquisa e o tratamento de cancer é a frequente
falha em reproduzir clinicamente os promissores resultados obtidos em estudo pré-clinicos,
geralmente usando tumores singé€nicos de camundongos ou tumores xenograficos humanos
(Francia et al, 2011).

H4 uma série de fatores que podem explicar o fato de que a pesquisa de novos
farmacos ou tratamentos anticancer apresentem  potentes efeitos  antitumorais em
estudos pré-clinicosem  camundongos, enquanto  apresentam  efeitos  muito
menos impressionantes ou até mesmo nenhum beneficio clinico em pacientes com
cancer. Dentre eles estdo a variacdo no metabolismo de drogas e farmacocinética, o uso
frequente de tumores de crescimento rdpido e o uso de diversos endpoints. Entretanto, é
provavel que uma dasrazdes mais importantes paraas discrepancias entre 0s
resultados pré-clinicos e clinicos € o impacto da metdstase avancada (Man et al, 2007).

Com isso, hd a necessidade de desenvolver modelos de doenca metastética
avancada que pode ser usado para avaliacdo de novos farmacos anticincer. Embora tais
modelos provavelmente nao sejam praticos para uma triagem rotineira in vivo de farmacos
candidatos a novos medicamentos, eles poderiam ser utilizados para refinar a decisdo sobre
se um novo farmaco ou tratamento, que ja se mostrou ativo nos modelos tradicionais, deve
avancgar para a avaliacdo em ensaios clinicos. Em caso afirmativo, qual o tipo de
malignidade seria o alvo  “ideal”. Além disso, o usodesses modelos em
pesquisas experimentais podem revelar firmacos altamente eficazes para o tratamento de
doenca metastdtica avancada (Francia et al, 2011).

O modelo de metdstase experimental € amplamente utilizado nesses casos para

avaliar a atividade de novos farmacos. O modelo de metdstase experimental consiste em
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inocular a células origindrias de uma metdstase na corrente sanguinea e avaliar sua
implantacao nos locais preferenciais. Nesse modelo o firmaco pode atuar na célula, quando
ainda na corrente sanguinea, na implantacio da célula no tecido alvo e na célula apds
desenvolvimento do nédulo metastético. Diferente do modelo de metdstase espontinea, no
qual as células sdo inoculadas ortotopicamente, isto €, no 6rgdo original da linhagem
tumoral, e migram para a corrente sanguinea para atingir novos 6rgios (Francia et al,
2011). Esse dltimo modelo € mais completo, porém as células B16-F10 ndo tem capacidade
de migrar do tumor subcutaneo original para a corrente sanguinea, com isso, 0 modelo
utilizado nesse trabalho foi 0 modelo de metastase experimental.

O modelo de metastase experimental com células B16-F10 é amplamente estudado
e, apOs a inoculacdo pela veia safena, via de inoculacdo diferente da via geralmente usada
(veia da cauda), as células de melanoma produzem metdstases no pulmao (Hem et al,
1998). Como essas c€lulas de melanoma produzem melanina, as metastases possuem cor
negra na superficie pulmonar (Fig. 125), que facilita a avaliagdo da eficicia de um novo
farmaco através da dosagem do conteddo total de melanina no pulmao. Dessa forma, o
arucanolideo foi avaliado nesse modelo experimental através da dosagem de melanina do
pulmao.

Figura 62. Fotografias de metastases pulmonares causadas pelas células B16-F10.

Fotografias de metdstases pulmonares causadas pelas células B16-F10 dos grupos veiculo
(controle negativo - A), 5-FU (controle positivo - B) e arucanolideo nas doses de Smg/Kg
(C), 10mg/Kg (D) e 15mg/Kg (E).
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Figura 63. Dosagem da melanina extraida dos pulmdes
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Graéfico de barras expressando média + desvio da leitura espectrofotométrica da
melanina extraida dos pulmdes, dividido pelo peso pulmonar. *p<0,05; **p<0,01 (em
relacdo ao controle negativo). Teste ndo estatistico p=0,11.

Apesar desse experimento ndo ter sido estatisticamente valido (p=0,11), devido ao
grande desvio presente no grupo controle negativo (veiculo), os grupos tratados com
arucanolideo 5mg/Kg com 62% de reducdo na quantidade de melanina (p=0,01) e 10mg/Kg
com 55% de reducdo na quantidade de melanina (p=0,05) reduziram as metdstases
pulmonares, quando comparados com o controle negativo (veiculo). Esse ensaio necessita
ser refeito, porém mostra a capacidade antimetastitica do arucanolideo, melhor que o
controle positivo (5-FU) que reduziu 39% da quantidade de melanina (p=0,08).

O alvo especifico de atividade do arucanolideo na geracdo de metdstases € incerto.
O arucanolideo poderia atuar matando parte das células ainda na corrente sanguinea,
poderia dificultar a invasdo da celila B16-F10 no tecido pulmonar, ou até mesmo atuar na
proliferacdo ou gerar morte das células j& no nddulo metastitico. Esses resultados
evidenciam o potencial do arucanolideo como um novo quimioterdpico com atividade in
vivo, principalmente para o tratamento de melanomas.

Além da avaliacdo da atividade antitumoral, durante os experimentos de atividade
antimetastdtica in vivo, alguns parametros toxicoldgicos foram determinados, pois uma das
etapas para o desenvolvimento de um novo medicamento envolve a realizacido de estudos
de toxicidade pré-clinica. Como o arucanolideo se mostrou eficiente para o tratamento de
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melanoma, alguns aspectos dos estudos de como evolucdo de ganho de peso, peso de

orgaos, parametros hematoldgicos e bioquimicos foram avaliados.

Figura 64. Ganho de peso dos animais tratados com arucanolideo apés 18 dias
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Grifico de linha dos grupos do experimento de atividade antimetastdtica. Grupo normal que
nao recebeu células B16-F10(Controle). Grupo normal tratado com ARU 15mg/Kg.
Grupos com metdstases, receberam 1x10° células B16-F10 via endovenosa, Veiculo: grupo
controle negativo; 5-FU: grupo controle positivo; ARU 5, 10 e 15mg/Kg.

Os grupos que perderam peso na primeira semana se recuperaram na semana
seguinte, porém na terceira semana de tratamento apenas o controle ndo perdeu peso. Isso
mostra que o proprio modelo gera perda de peso, um sinal de toxicidade, porém o
tratamento com arucanolideo parece agravar essa situacdo, j4 que o grupo tratado com o
arucanolideo, sem células de metéstase, também teve perda de peso, porém nenhuma perda
de peso foi superior a 10% (Fig. 64).

Os grupos que nado receberam células t€m seus valores de leucdcitos dentro da faixa
normal, sugerindo que o esquema de tratamento i.p., duas vezes por semana, com O
arucanolideo 15mg/Kg nao gera leucopenia, uma carateristica comum de quimioterdpicos.
Ja nos grupos que receberam as células B16-F10, mesmo no grupo controle negativo, um
dos animais apresentou leucopenia, que nesse caso pode ser uma caracteristica do modelo,
porém o arucanolideo parece ndo ser capaz de reverter esse quadro ji que na dose de
10mg/Kg, um dos animais também apresenta leucopenia (Tabela 29). J4 na dose de
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15mg/Kg, dois dos animais apresentam valores acima da faixa normal, o que nesse caso
poderia significar uma reacdo inflamatéria, que poderia inclusive prejudicar a atividade
metastdtica nessa dose, explicando a auséncia de atividade nesse modelo, com a dose maior
(Tabela 29, Fig. 63).

Tabela 29. Numero Total de Leucocitos (109/L) dos animais tratados com

arucanolideo
Sem Metastases Com Metastases
Controle Tox Veiculo  5-FU ARU ARD ARD
15mg/Kg Smg/Kg 10mg/Kg 15mg/Kg
10,7 9,1 4,5 10,9 9,1 11,2 11,6
9,6 11,1 10,6 9,8 10,3 8,2 13,5%
11 8,8 10,2 11,7 9,9 8,8 9,5
12 6,2 3,2% 8,2 7,7 9,2 8,7
10,7 10,2 12,2 9,5 5,9 7,1 11,2
10,9 8,2 7,2 6,1 7,6 2% 14,1*

Valores normais: 4 a 12x10°/L. *valores fora da faixa normal. Grupos sem metastases nio
receberam as células B16-F10, Controle: serve como pardmetros normais; TOX 15mg/Kg:
recebeu 0 mesmo padrdo de tratamento com arucanolideo. Grupos com metastases,
receberam 1x10° células B16-F10 via endovenosa, Veiculo: grupo controle negativo; 5-FU:
grupo controle positivo; ARU 5, 10 e 15mg/Kg: grupo tratado com arucanolideo nas
respectivas doses.

O modelo de metdstases com a B16-F10 também parece reduzir o nimero de
eritrocitos causando anemia em dois dos animais do grupo veiculo, e em quatro dos grupos
tratados. Os animais tratados com arucanolideo 15mg/Kg que ndo receberam células B16-
F10 n3o tem alteracdo no nimero de eritrécitos, reforcando a hipétese que a anemia €

consequéncia do modelo experimental (Tabela 31).

104



) o Bl
L(/()ﬁc)/////(((/(/c)/ e @?)’M/r})’(iﬁ

Tabela 30. Contagem de Eritrécitos (10'%/L) dos animais tratados com arucanolideo

Sem Metastases Com Metastases

Controle Tox Veiculo 5-FU ARU ARU ARU
15mg/Kg Smg/Kg 10mg/Kg 15mg/Kg

9,9 9,1 2,18% 9,46 9,36 10,81 10,96
11,05 11,1 9,5 9,48 9,31 9,61 10,59
9,8 8,8 9,8 10,14 10,09 10,01 11,24
11,15 6,2 5,7* 9,51 9,9 11,14 11,73
11,41 10,2 10,39 8,53 5,17% 5,95% 6,08%*
10,86 8,2 10,5 9,73 9,88 6,47* 9,09

Valores normais: 7 a 11x10'%/L. *valores fora da faixa normal. Grupos sem metdstases nio
receberam as células B16-F10, Controle: serve como pardmetros normais; TOX 15mg/Kg:
recebeu 0 mesmo padrdo de tratamento com arucanolideo. Grupos com metéstases,
receberam 1x10° células B16-F10 via endovenosa, Veiculo: grupo controle negativo; 5-FU:
grupo controle positivo; ARU 5, 10 e 15mg/Kg: grupo tratado com arucanolideo nas
respectivas doses.

Tabela 31. Contagem de Plaquetas (10°/L) dos animais tratados com

arucanolideo

Sem Metastases Com Metastases

Controle Tox Veiculo 5-FU ARU ARU ARU

15mg/Kg Smg/Kg 10mg/Kg 15mg/Kg

1127 1136 120% 1352 1187 702% 751%*
1300 1188 1166 1180 1208 1131 1076
1122 1401 1207 1245 1302 1163 1115
1268 976 134%* 1237 1288 480* 746*
976 689* 1151 1440 578* 1003 683*
868 1034 1180 495%* 549* 152%* 1354

Valores normais: 800 a 1600x10°/L. *valores fora da faixa normal. Grupos sem metéstases
nao receberam as células B16-F10, Controle: serve como parametros normais; TOX
15mg/Kg: recebeu o mesmo padrdo de tratamento com arucanolideo. Grupos com
metdstases, receberam 1x10° células B16-F10 via endovenosa, Veiculo: grupo controle
negativo; 5-FU: grupo controle positivo; ARU 5, 10 e 15mg/Kg: grupo tratado com
arucanolideo nas respectivas doses.
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Ja nas contagens de plaquetas, o tratamento do arucanolideo, em camundongos sem
receber células estd alterado, com uma reducdo em relagdo a faixa normal, gerando
plaquetopenia. No entanto esse modelo de metastase com as células B16-F10 também gera

plaquetopenia. Essa caracteristica também é comum na quimioterapia (Tabela 31).

Figura 64. Peso Relativo dos ()rgﬁos (%)
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Graéfico de barras do peso relativo dos 6rgaos: Pulmao. Figado, Rim e Baco dos animais
tratados. *Valor diferente do controle. Grupos sem metastases nao receberam as células
B16-F10, TOX 15mg/Kg: recebeu o mesmo padrao de tratamento com arucanolideo.
Grupos com metdstases, receberam 1x10° células B16-F10 via endovenosa, Veiculo: grupo
controle negativo; 5-FU: grupo controle positivo; ARU 15mg/Kg: grupo tratado com
arucanolideo.

N3ao h4 diferenga no peso relativo dos 6rgaos dos animais tratados com arucanolideo
(Fig 64). TGO e TGP sao transaminases que catalisam a conversdo da por¢do nitrogenada
de um aminodcido para um residuo de aminodcido. Essas enzimas sdo liberadas no sangue
em grandes quantidades quando hd dano a membrana do hepatécito, resultando em
aumento da permeabilidade. Sdo encontrados niveis elevados de TGP e TGO em desordens
que causam a morte de numerosas c€lulas (necrose hepdtica extensa). Isto acontece nas

hepatites agudas A ou B, no dano produzido por drogas como o de uma overdose de
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paracetamol, ou quando o figado € privado de sangue arterial, que traz oxigé€nio e

nutrientes.

Tabela 32. Valores de transaminase glutamica oxalacética (TGO) dos animais (IU/1)

Sem Metastases Com Metastases
TOX 15mg/Kg | Veiculo 5-FU ARU 15mg/Kg
171 96,1* 105 182
206 169 315% 182
124 116 303* 88,7
259 164 541%* 235%
90,9 132 2112% 224
302 297 1068 165

Faixa de valores determidada pela média + 2xDesvio Padrdo. Valores normais segundo a
literatura (Loeb ef al, 1999): 43 a 104IU/L. *Valores dentro da faixa normal. Os animais
controle apresentavam valores de TGO fora da faixa normal, por isso uma nova faixa foi
calculada, da mesma forma, para comparacao dos grupos tratados. Valores controle: 75 a
2261IU/L. *Valores fora da faixa controle. Grupos sem metastases nao receberam as células
B16-F10, TOX 15mg/Kg: recebeu o mesmo padrio de tratamento com arucanolideo.
Grupos com metastases, receberam 1x10° células B16-F10 via endovenosa, Veiculo: grupo
controle negativo; 5-FU: grupo controle positivo; ARU 15mg/Kg: grupo tratado com
arucanolideo.

Alguns animais tratados com o arucanolideo apresentam alteragdes nos valores de
TGO, e a maioria deles apresentam alteracdes nos valores de TGP, representando sinais de
toxicidade hepdtica. No entanto o grupo tratado com o veiculo também apresentou
alteracdes dessas enzimas, sugerindo que modelo experimental de atividade metastitica é
capaz de gerar essa hepatotoxicidade, confirmada pelo aumento no peso relativo do figado.
O controle positivo 5-FU parece ser mais toxico que o arucanolideo, j4 que todos os
animais tratados com 5-FU apresentam os valores de TGP alterados. Essa toxicidade ainda
precisa ser mais explorada com testes toxicoldgicos completos (Tabelas 32-33). A

toxicidade renal também foi avaliada.
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Tabela 33. Valores de transaminase glutamica piravica (TGP) dos animais (IU/L)

Sem Metastases Com Metastases

TOX 15mg/Kg | Veiculo 5-FU ARU 15mg/Kg
59,5* 48,1*  91,6* 59,5%
88,8%* 32,5 61% 85°%*
34,7 49,6*  108* 26,6
82,8%* 97,7*  954* 39,7
32,9 51,5%  80,9* 20,1
82,1°% 119%  72,1%* 132%

Faixa de valores determidada pela média + 2xDesvio Padrdo. Valores normais segundo a
literatura (Loeb et al, 1999): 15 a 43IU/L. Os animais controle apresentavam valores de
TGP dentro da faixa normal. Valores controle: 23 a 42IU/L. *Valores fora da faixa normal.
Grupos sem metdstases ndo receberam as células B16-F10, TOX 15mg/Kg: recebeu o
mesmo padrio de tratamento com arucanolideo. Grupos com metéstases, receberam 1x10°
células B16-F10 via endovenosa, Veiculo: grupo controle negativo; 5-FU: grupo controle
positivo; ARU 15mg/Kg: grupo tratado com arucanolideo.

Tabela 34. Valores de uréia dos animais (mg/dL)

Sem Metastases Com Metastases
TOX 15mg/Kg | Veiculo 5-FU ARU 15mg/Kg
27,2 66,1*  50,9*% 45,9
38,5 60,7* 39,7 40,7
44.4 71,7* 37,9 36,5
42,8 47,2 44.4 47,6
49,5 54,9% 35,2 32
52,4% 53,6* 39,3 43,7

Faixa de valores determidada pela média + 2xDesvio Padrao. Valores normais segundo a
literatura (Loeb ez al, 1999): 13 a 34mg/dL. *Valores dentro da faixa normal. Os animais
controle apresentavam valores de TGO fora da faixa normal, por isso uma nova faixa foi
calculada, da mesma forma, para comparacao dos grupos tratados. Valores controle: 24 a
49mg/L. *Valores fora da faixa controle. Grupos sem metéstases ndo receberam as células
B16-F10, TOX 15mg/Kg: recebeu o mesmo padrio de tratamento com arucanolideo.
Grupos com metastases, receberam 1x10° células B16-F10 via endovenosa, Veiculo: grupo
controle negativo; 5-FU: grupo controle positivo; ARU 15mg/Kg: grupo tratado com
arucanolideo.
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De uma forma geral os valores de uréia estiveram no intervalo de normalidade, com
algumas elevagdes. Quando comparados com os dados de literatura os valores obtidos estao
elevados. No entanto, isso tem sido o padrdo observado nas espécies utilizadas pela Divisdao
de Farmacologia e Toxicologia do CPQBA, podendo estar relacionado com o tipo de ra¢do
consumida, que possui teores de proteina mais elevados. Os valores de Fosfatase alcalina,
GammaGT, creatinina e acido udrico também foram determinados estando na faixa de
normalidade para todos os grupos.

Com esses resultados, o arucanolideo parece ter toxicidade hepatica, menor que o
quimioterdpico usado de controle 5-FU, mantendo seu potencial para o encaminhamento

para pesquisa clinica ap6s um estudo toxicolégico completo.
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O arucanolideo é um dos compostos envolvidos na atividade antitumoral de Calea
pinnatifida, com concentracdo de 3% no extrato bruto.

O arucanolideo apresenta atividade antiproliferativa semelhante a atividade do
partenolideo (germacranolideo isolado de Tanacetum parthenium), com seletividade
para as linhagens de melanoma (UACC-62) e rim (786-0); induzindo apoptose por
ativacdo de caspases em todas as linhagens avaliadas (U-118, HeLa, SK-MEL-2, B16-
F10).

Nas linhagens de glioblastoma U-118 e melanoma SK-MEL-2 o arucanolideo induziu
apoptose pela geracdo de radicais livres utilizando a via intrinseca da apoptose. A
ativacdo dessa via foi confirmada através do tratamento prévio com N-acetil-cisteina
que inibiu o processo apoptético.

Nas células HeLa o arucanolideo induz apoptose pela via extrinseca da apoptose.

A pouca indugdo de apoptose nas células HeLLa Bcl-xL sugerem que o envolvimento da
mitocondria nesse processo ¢ importante, porém ndo essencial.

A reducdo significativa da apoptose em células SK-MEL-2 Bcl-xL evidenciam a
importancia da mitocondria na inducao de apoptose pelo arucanolideo nessas células.

O arucanolideo também induziu apoptose nas células B16-F10 in vitro através da
ativacdo de caspases. No entanto, essa caracteristica nao foi reproduzida em modelo
experimental (in vivo) de cancer.

O arucanolideo apresenta atividade antitumoral in vivo em tumor subcutaneo B16-F10,
e aparente atividade antimetastatica em modelo de metéstase experimental com células
B16-F10;

Os animais tratados com arucanolideo na dose de 15mg/Kg apresentam toxicidade

hepatica.
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e Todos os resultados obtidos in vitro e in vivo estimulam a continuidade dos estudos
com o arucanolideo, com a finalidade de desenvolver um novo quimioterdpico,

principalmente para o tratamento de melanomas.
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