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RESUMO

A fenstatina, quimicamente designada de 4-metoxifenil-3,4,5-trimetoxifenilmetanona,
denominada RRO7, ¢ uma bisarilcetona de esqueleto estilbendide que pode ser obtida a partir
da combretastatina A4, com reconhecida atividade citotoxica, por meio da oxidacdo de
Jacobsen. Dentre as muitas atividades desencadeadas pelos estilbenos destacam-se atividade
antiangiogénica, citotoxica e antitumoral. Para avaliar o seu potencial antineopldsico, um
estudo farmacoldgico de suas propriedades anticancer foi realizado em vérios modelos
biologicos. Utilizando o ensaio do MTT foi feito um estudo comparativo da citotoxicidade de
moléculas estilbendides com estruturas relacionadas ao composto RR07, onde foi observado
que a presenca do anel A (3.,4,5-trimetoxifenil) é essencial para a atividade citotoxica da
molécula. Determinou-se inicialmente a atividade citotoxica, frente a 13 linhagens tumorais
pelo ensaio de reducdo do MTT sendo testados 11 compostos, (RRO1, RR02, RR03, RR04,
RRO05, RR06, RR0O7, RR08, RR09, RR10, RR11), onde o estilbendide RR0O7 destacou-se
como um dos mais citotoéxicos apresentando valores de Clsy que variaram de 0,009 a 17,49
uM. Posteriormente, os estudos de mecanismo de acdo com o RR0O7 nas concentracdes de
0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e 4,00 uM, revelaram reducdo, de forma concentragdo-dependente, na
viabilidade celular pelos métodos do azul de tripan e de BrdU (bromodeoxiuridina). As
analises morfoldgicas feitas por hematoxilina/eosina mostraram niicleos metafasicos, onde no
ensaio de incorporacdo por brometo de etidio/laranja de acridina evidenciou-se morte celular
por apoptose nas concentragdes de 0,25 e 0,50 uM, com células em necrose nas concentragdes
de 1,00; 2,00 e 4,00 uM, destacando-se alteragdes como desintegragdo membranar e picnose
nuclear, nas concentragdes de 0,25 puM e 1,00 uM, respectivamente. Nos ensaios por
citometria de fluxo foi observado fragmentacdo do DNA com parada de ciclo na fase Go/M a
partir da concentragdo 0,25 uM. A andlise pelo ensaio do cometa, para o RR07 revelou
atividade genotoxica do tipo concentragdo-dependente entre células mononucleadas de sangue
periférico (PBMC), principalmente em 2,00 e 4,00 uM. A avaliagdo do RR07 no ensaio com
tubulina isolada revelou inibi¢do na polimerizagdo da mesma em uma concentragdo de 10
uM. A andlise antitumoral evidenciou inibi¢do de 30,9% e 48,19%, respectivamente, para as
doses de 20 e 40 mg/kg/dia de RRO7 por via intraperitoneal (ip), e 55,68% de inibigdo para a
associagdo de 10 mg/kg/dia de S5S-fluorouracil com 20 mg/kg/dia de RRO7 (ip), em
camundongos transplantados com Sarcoma 180, onde se verificou redu¢do no crescimento
tumoral e alteragdes renais iniciais e reversiveis. Desta forma, a fenstatina, RR07, apresenta-
se como uma proposta de ferramenta farmacologica 1til para a pesquisa de novos derivados.

Palavras-chave: Estilbenos. Tubulina. Citotoxicidade. Antineoplasicos.



ABSTRACT

The phenstatin, chemically known as 4-methoxyphenyl-3,4,5-trimetoxiphenylmethane,
was called in the present study as RRO7. This compound is a bisarylketone with stilbenoid
skeleton obtained from combretastatin A4, with recognized cytotoxic and antineoplasic
activities. Then, a detailed study of RRO7 anticancer properties was conducted in several
biological models. The cytotoxic activity of eleven compounds (RR01, RR02, RR03, RR04,
RRO5, RR06, RR0O7, RR0O8, RR09, RR10, RR11) was determined against thirteen tumor cell
lines by MTT assay. Structure-activity relationship pointed out that the presence of ring A
(3.,4,5-trimethoxiphenyl) is essential for the cytotoxic potential. The RR07 was one of the
most cytotoxic compounds, showing ICsy values ranging from 0.009 to 17.49 uM.
Investigations on mechanism of action (0.25, 0.50, 1.00, 2.00 and 4.00 puM) showed a
concentration-dependent manner cell viability reduction (trypan blue dye exclusion test) and
proliferation decreasing (BrdU assay). Morphological alterations determined by
hematoxylin/eosin and acridine orange/ethidium bromide fluorescent double staining methods
indicated an increased number of apoptotic cells at lowest concentrations (0.25 and 0.50 uM)
and necrotic cells at higher concentrations (1.00, 2.00 and 4.00 uM). Flow cytometry analyses
showed that RR07 induced DNA fragmentation and cell cycle arrest at G,/M starting at 0.25
uM. In the comet assay performed with human peripheral blood mononuclear cells (PBMC),
RRO7 caused DNA strand breaks only at higher concentrations (2.00 and 4.00 puM).
Experiments with isolated tubulin, RRO7 also induced tubulin polymerization inhibition in a
concentration of 10 pM. In vivo antitumor experiments showed that Sarcoma 180
transplanted-mice treated with RRO7 intraperitoneally (ip) presented a tumor growth
inhibition ratios of 30.9% and 48.19% (20 mg/kg/day and 40 mg/kg/day, respectively) and
inhibition of 55.68% in associated treatment (5-Fluoruracil 10 mg/kg/day + RRO7 20
mg/kg/day). Histopathological analyses of kidneys, spleen and livers revealed incipient and
reversible alterations. In summary, RR07 can be considered as a pharmacological useful tool
as well as a lead molecule to obtain novel compounds with low toxicity and promising
antitumor properties.

Key words: phenstatin, combretastatin A-4; tubulin; cytotoxic; antitumor activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 O céancer

O cancer ¢ definido como um conjunto de enfermidades complexas, de carater
mutacional, proliferativo, de crescimento celular anormal e descontrolado, em que células
animais, de diferentes tipos presentes em um mesmo microambiente, invadem os tecidos e
orgdos adjacentes, muitas vezes reduzindo os espagos internos, induzindo a compessdo entre
os 6Orgaos, quando ocorrem em estruturas solidas, podendo ainda se propagar para outras
regides do organismo, pelo processo denominado metastase (SILVA et al.,, 2007,
KLAUNING; KAMENDULIS, 2008).

Em um aspecto geral, para que uma célula evolua de seu estado normal até assumir as
caracteristicas de uma célula neoplasica, ¢ necessaria a ocorréncia de uma série de mutagdes,
envolvendo genes que expressem proteinas cuja acao esteja relacionada ao controle do ciclo
celular. Caso esta a¢do seja no sentido de estimular a divisdo celular, estes genes sdo
genericamente denominados como oncogenes e caso tenham por funcdo inibi-la serdo
considerados como genes supressores de tumor. Seja por fun¢do anormalmente exacerbada
dos oncogenes ou por inibicdo dos supressores, o resultado serd a obtengao de uma célula que
apresentara um ganho proliferativo em relagdo as demais, tornando-se insensivel aos
estimulos apoptoticos (PETTERS et al., 2005; SILVA et al., 2007).

As células mutadas tendem a ser benignas, quando simplesmente, hd uma massa
localizada de células que se multiplicam vagarosamente e se assemelham ao seu tecido
original, raramente constituindo um risco de vida para o organismo formado pelas mesmas.
Por outro lado, um tumor maligno ou neoplasma (novo crescimento) caracteriza-se pela
proliferacdo e acumulo de células muito agressivas e de crescimento incontrolavel, mesmo na
auséncia de fatores de crescimento. Porém, o que realmente distingue células benignas de
malignas, ¢ a capacidade destas ultimas invadirem outros tecidos, formando as metéstases
(GEIGER; PEEPER, 2007; LIOTTA; KOHN, 2001; KUMAR et al., 2005).

Assim, considera-se neoplasica a célula que adquire as seguintes “caracteristicas
metabdlicas” e capacidades bioldgicas: 1 — perda do controle da proliferagao e divisao celular;
2 — “imortalizacdo celular” devido a ativagdo da enzima telomerase; 3 — alteragdes
cromossomicas (de estrutura e niimero); 4 — perda das propriedades adesivas da membrana
plasmatica, que permite o reconhecimento célula-célula e a inibicdo por contato do

movimento e crescimento celular; 5 — perda de funcdo e da capacidade de diferenciagdao ou
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especializacao; 6 — capacidade para invadir tecidos vizinhos ou distantes e formar metéstases;
7 — capacidade de induzir a formagao de novos vasos sangiiineos (angiogénese). Dessa forma,
todos os casos de cancer estdo envolvidos com as vias de transmissdo de sinais bioldgicos e
no controle positivo e negativo do ciclo celular e da morte celular programada (LIOTTA;
KOHN, 2001; RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003).

No organismo humano, pode-se desenvolver quase 200 tipos de cancer que
correspondem aos varios sistemas celulares (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2008,
KLAUNING; KAMENDULIS, 2008). Em geral o processo de carcinogénese ¢ muito lento,
podendo levar varios anos para que uma célula cancerosa origine um tumor detectavel. Dessa
forma, os principais estagios desencadeados para a instalagdo de um cancer sdo: a iniciagao, a
promocdo e a progressdo, apresentando cada uma das etapas caracteristicas peculiares
(DONNICI et al., 2005; OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008).

A iniciagdo ¢é o primeiro estagio da carcinogénese. Nessa etapa, considerada
irreversivel e critica, as células sofrem o efeito dos agentes potencialmente carcinogénicos, os
quais provocam modificagdes em alguns proto-oncogenes ativando-os, porém ainda nao
detectavel clinicamente, ou seja, as células encontram-se "iniciadas", porém, "latentes" até
que um evento epigenético revele as alteragdes genéticas (OGA; CAMARGO;
BATISTUZZO, 2008).

Na fase seguinte, denominada promocao, as células “iniciadas” podem sofrer o efeito
de agentes oncopromotores, induzindo a expressdo dos proto-oncogenes, sendo necessario,
para isso, um longo e continuado contato com o carcinogeno (Tabela 1). A suspensdo do
contato muitas vezes interrompe o processo nesse estdgio. Sendo assim, a promog¢ao pode
compreender, pelo menos, dois mecanismos independentes: a ativacdo génica e a atividade
mitdtica (ESSERS; VERMEULEN; HOUTSMULLER, 2006; KLAUNING; KAMENDULIS,
2008).

Tabela 1 — Etapas da Carcinogénese: Principais Caracteristicas.

Etapas Caracteristicas
Iniciacao Irrevers.ivgl
Requer fixagao (divisdo celular)
Promocdo Reversivel.
Modula¢ao ambiental
~ Irreversivel
Progressado e,
Cariotipo instavel
. ~ Infiltracdo de tecidos
Manifestagao Metastase

Fonte: Adaptado de DONNICI et al. (2005)
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Entretanto, aparentemente isto ndo ¢ suficiente para que esta célula dé origem a um
tumor com volume detectivel e capaz de ameacar a vida do individuo. Para que um
determinado grupo de células consiga manter um crescimento sustentado ¢ necessario que
exista uma fonte de suprimento sanguineo especifico e constante. H4 muitas décadas foi
percebido que os tumores apresentam uma vascularizagdo bastante proeminente em relacao
aos tecidos normais. Estes achados foram sempre considerados como uma conseqiiéncia do
processo inflamatoério decorrente das areas focais de necrose existentes na massa tumoral
(PETTERS et al., 2005; SILVA et al., 2007).

Em ultima instancia, ocorre a progressdo tumoral que envolve ciclos sucessivos de
mutacdo e selegdo, caracterizando-se por alteracdes metabolicas e morfologicas interpretadas
como perda de diferenciagdo, multiplicagdo descontrolada e irreversivel, e agressividade das
células alteradas. Nesse estagio o cancer ja estd instalado, evoluindo até o surgimento das
primeiras manifestagdes clinicas da doenca (AHMED; RAHMAN, 2006; ESSERS;
VERMEULEN; HOUTSMULLER, 2006).

1.2 Epidemiologia do cancer

A Sociedade Norte-americana de Cancer contabiliza anualmente mais 1,5 milhdes de
obitos. Nesse pais foram esperados para o ano de 2008, cerca de 1.437.180 de novas
ocorréncias, com estimativa de 565.650 mortes pela doenga (JEMAL et al., 2008).

Hé muitos anos, o cancer firmou-se como um importante fator de mortalidade em todo
o planeta, sendo a segunda causa de morte no Brasil, atrds apenas das doengas
cardiovasculares. As Ultimas estimativas referentes a populagdo brasileira apontam para o
surgimento de 466.730 novos casos de cancer, para o ano de 2009, onde o cancer de pele do
tipo ndo-melanoma representara cerca de 115 mil novos casos estimados, além deste, outros
tipos mais incidentes serdo os canceres de prostata (49 mil) e de pulmao (27 mil) no sexo
masculino e os canceres de mama (49 mil) e de colo do ttero (19 mil) no sexo feminino. Os
dados acompanham o mesmo perfil da magnitude observada no mundo (DONNICI et al.,

2005; INCA, 2008).

1.3 O ciclo celular e o cancer

O processo dindmico celular, que ocorre de forma ordenada, pode ser mais bem

compreendido avaliando-se o curso da vida, onde uma célula surge quando ocorre a fusdo ou
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divisdo de duas células. Esses eventos se iniciam por ocasido de um programa de replicagdo, o
qual envolve um periodo de crescimento seguido pela divisdo, sendo denominado ciclo
celular (ALMEIDA et al., 2005).

Howard e Pele (1951) descreveram pela primeira vez o ciclo celular e o dividiram
didaticamente em duas fases distintas respectivamente denominadas de mitose ¢ de interfase.
Com o passar dos anos, cada uma das fases foi mais bem caracterizada e os diferentes
mecanismos envolvidos paulatinamente desvendados. Resumidamente pode-se caracterizar a
mitose como uma fase distributiva e a interfase como uma fase preparatoria. Durante a
interfase ocorre a sintese do DNA e este periodo recebe a denominagdo de fase S. Aos dois
intervalos de tempo entre a fase M e a fase S atribuiram-se os nomes de fase G; e Gy,
respectivamente  (GOLIAS; CHARALABOPOULOS; CHARALABOPOLOS, 2004;
REHEN, 2007).

O ciclo celular é um processo evolutivo-conservativo, utilizado por todas as células
eucariotas para controlar o crescimento e divisao celular. A estimulagdo para o crescimento
inicia-se com a libera¢do de fatores, os quais se ligam a receptores na membrana da célula e
desencadeiam uma cascata de proteinas transdutoras de sinal. Essa seqiliéncia de eventos
impulsiona a célula através do ciclo celular, que ¢ constituido de quatro estagios: duas fases
de intervalos denominadas G; e G,, em que ocorrem a sintese de RNA e de proteinas; uma
fase S, onde acontece a formagdo e replicacdo do DNA, e uma fase dita M, onde a célula
executa o processo de divisdo em duas células filhas, conhecido por mitose (CRECZYNSKI-
PASA; PEDROSA, 2001; FOSTER, 2008).

Normalmente a proliferacdo ¢ ordenada finamente por uma série de mecanismos, o
que permite ou inibe a progressdo do ciclo em cada fase. Na fase G; (“gap”: intervalo), as
células monitoram o ambiente interno e externo, produzindo nucleotideos, enzimas,
descondensando cromossomos ¢ garantindo uniformidade morfolégica do nucleo, ou seja,
preparando-se para a sintese de DNA, ou a permanéncia no estado de quiecéncia (Gy), que €
um estagio de extensdo varidvel, onde a célula executa seu papel normal no organismo (célula
em repouso). Ainda no intervalo G; (fase de reentrada no ciclo), observa-se a sintese de RNA
e proteinas, geralmente, sendo considerado o periodo mais longo do ciclo (Figura 1). Antes
de progredir para a fase seguinte, a célula deve vencer um ponto critico (ponto de restricao)
conhecido por G;/S (FOSTER, 2008; MALUF; POMPEIA, 2005).

Em seguida, a célula progride para a fase S (sintese), que ¢ um processo lento e
irreversivel, onde ocorre efetivamente a replicacdo do conteido genético. Nessa etapa, a

enzima topoisomerase ¢ imprescindivel para o processo de separacao das fitas de DNA-filhas,
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sendo o momento em que se pode estudar o ciclo celular por meio da incorporacao de
timidina tritiada em tecido ou em cultura, pela técnica de BrdU, a qual, permite quantificar o
nimero de células em proliferacdo (ALBERT; LEHNINGER; NELSON, 2006; FOSTER,
2008; PELLEGRINI; PINTO; CASTILHO, 2008).

Tao logo se complete a duplicagdo do DNA, da-se inicio a fase G, na qual, a célula
produz proteinas e RNA, organizando-se para a separacao ou duplicacdo propriamente dita
que ocorrerd na fase M. Juntas, as fases G; e G, proporcionam um periodo adicional para a
célula crescer e duplicar suas organelas citoplasmaticas (KUMAR et al., 2005).

Dentre os sinais, o que aponta a entrada da célula na fase M ¢ a progressiva
condensagdo dos cromossomos, facilitando assim a separa¢io durante a mitose (PERDIGAO;

TAVARES, 2001; PINTO; FELZENSZWALB, 2003; REHEN, 2007).

1.4 O processo de divisao celular

Durante o crescimento embrionario e o desenvolvimento posterior, a divisdo celular
ocorre, em todo tecido. No organismo adulto, a maior parte dos tecidos torna-se quiescente. A
“decisdo” da célula em se dividir ou ndo ¢é de crucial importancia para o organismo. A divisdo
celular normal requer uma seqiliéncia precisamente ordenada e eventos bioquimicos que
garantam a cada célula-filha um complemento inteiro das moléculas requeridas para a vida.
Investigacdes sobre o controle da divisdo celular em diversas células eucaridticas tém
revelado mecanismos universais, sendo que as proteinas quinases € 0s mecanismos de
fosforilagdo de proteinas sdo considerados elementos centrais ¢ determinam o tempo de
entrada na divisdo celular garantindo a passagem ordenadamente através dos eventos que
formam todo o processo de divisao (ALBERT; LEHNINGER; NELSON, 2006).

A mitose ¢ o mecanismo utilizado para a partilha do genoma, em células eucaridticas,
de forma igualitaria. Nesse estagio, surgem dois eventos significativos, componentes da fase
M (mitose), do ciclo celular que correspondem a separagdo dos cromossomos filhos e a
divisdo da célula em duas (citocinese). Notadamente, o aparato mitdtico é uma estrutura
temporaria que existe apenas durante a mitose para distribuicdo do material genético, embora
alguns eventos desdobrem-se continuamente, eles se encontram divididos em quatro estagios,
representando fases do movimento cromossémico (MOGILNER et al., 2006; NAKAYAMA;
NAKAYAMA, 2006).

Durante o primeiro subestagio, préfase, os cromossomos replicados, (cada um

abrangendo duas cromatides idénticas), sao condensados dentro de arranjos compactos e
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entdo liberados para o citoplasma, quando a membrana nuclear ¢ rompida. Além disso, os
nucléolos ficam menos evidenes, ocorre ainda ganho de liquido pelo nacleo com
desorganiza¢do da carioteca, enquanto os centriolos comecam a organizar o fuso de divisdo
(MOGILNER et al., 2006; RUCHAUD; CARMENA; EARNSHAW, 2007).

No passo seguinte, metafase, os cromossomos atingem o grau maximo de
espiralizagdo, estando dispostos na regido equatorial da célula, nesse momento as fibras do
fuso prendem-se aos centromeros nos cromossomos. Na etapa da anafase, cada par de
cromatides, move-se para lados opostos devido ao encurtamento das fibras do fuso
(movimento anafésico). Finalmente, os cromossomos ja separados iniciam o processo de
desespiralizagao, ocorrendo também o reaparecimento dos nucléolos e a neoformacao de uma
membrana em torno de cada conjunto de cromossomos (carioteca), caracterizando assim a
tel6fase (Figura 1). A divisdo do citoplasma, denominada citocinese, produz, entdo, duas
células-filhas, cada uma com um complemento 2n do material genético original (SCHOLEY,

2003; REHEN, 2007).
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Figura 1 — Ilustragdo esquematica mostrando as fases do ciclo e divisdo celular. Evidenciam-se a duplicagdo do
DNA e segregacdo cromossOmica, as ciclinas e quinases ciclina-dependentes envolvidas na regulagdo da
transi¢@o entre as etapas do ciclo celular. Fonte: Adaptado de RUCHAUD, CARMENA ¢ EARNSHAW (2007);
PERDIGAO e TAVARES (2001).

A duragdo de um ciclo celular varia muito de acordo com o tipo celular. Em células de
mamifero em cultivo, por exemplo, apresenta a fase G; tem duragdo de 5 horas
aproximadamente, a fase S ocorre em 7 horas, enquanto as fases G, ¢ M ocorrem em 3 e 1
hora, respectivamente. Os periodos S, G, e M sdo relativamente constantes para a maioria dos
tipos celulares, sendo G; o que mais varia, podendo durar dias, meses ou anos, isso dependera

da fase de laténcia, Go (REHEN, 2007).
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1.5 Os microtibulos — estrutura, fun¢io e importincia para as células

Microtubulos, juntamente com filamentos intermediarios e de actina sdo os principais
componentes de citoesqueleto em todas as células eucariodticas. Essas estruturas sdo unicas
para cada célula, estando rearranjadas em forma cilindrica (Figura 2), contendo, geralmente,

13 protofilamentos e apresentando um didmetro de 24 nm (MITRA; SEPT, 2008).
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Figura 2 — Formacao, estrutura e estabilizagdo dos microtubulos. Fonte: Adaptado de SOUZA (2004); JORDAN
e WILSON (2004).

Os microtibulos sdo estruturas tubulares rigidas, que se apresentam em longos
filamentos de actina e intermediarios, constituidos por polimeros de proteinas (tubulinas) de

aproximadamente 440 aminodcidos cada uma, com dimensdes de 4 nm X 5 nm X 8 nm ¢
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massa molecular de aproximadamente 50 kDa (McGROGAN et al.,, 2008; SCHIMIDT;
BASTIANS, 2007; ZHOU; GIANNAKAKOU, 2005a).

Presente em todas as células eucariotas, a tubulina existe sob a forma heterodimérica
af} ou microtubular, pertencendo a uma antiga familia de GTPases que polimerizam formando
um esqueleto de estrutura cilindrica oca associado a proteinas denominadas PAMs — proteinas
associadas aos microtubulos (MOGILNER et al., 2006).

Cada mondmero de ¢ e 3 tubulina consiste de trés dominios funcionais: o dominio N-
terminal (constituido de 206 residuos) o qual forma uma estrutura conhecida como Rossman
ligado a seis laminas [ paralelas e hélices (H1-H6) envolvido no nucleotideo ligando
(GDP/GTP) (McGROGAN et al., 2008; ORR; VERDIER-PINARD, 2003).

O dominio central (residuos 207-384) ¢ formado pela mistura de quatro laminas [ (S7-
S10) e trés hélices (H8-H10) e sdao envolvidos na porcao longitudinal e lateralmente
contactando os monomeros de o e 3 tubulina na formagao dos protofilamentos. Além disso, o
dominio central mostra ainda duas hélices antiparalelas (H11 e HI12) apresentando 385
residuos, o qual estd implicado na ligagdo de proteinas associadas aos microtibulos (PAMs)
como: a tau, a PAM2, a estatimina, a CENP-E (conhecida como quinesina 7) e a quinesina
mitdtica Eg5 (conhecida como KSP ou quinasina proteina do fuso) (MIYAMOTO et al.,
2003; ORR; VERDIER-PINARD, 2003).

As duas subunidades o e P, da tubulina sdo organizadas entre si por ligagdo de
hidrogénio pela regido —CO,H terminal da subunidade B e a regido terminal NH, da
subunidade o, sendo a formacdo dos microtibulos realizada pelo rearranjo regular em
cilindros flexiveis, obtidos em duas etapas: iniciacdo e elongagdo (HAMMEL et al., 1996;
JORDAN; WILSON, 2004; FOJO; MENEFEE, 2007).

Todos os protofilamentos num microtibulo estdo polarmente arranjados na forma
cabeca-com-cauda dos dimeros a e B-tubulina, ou seja, t€m a mesma orientagdo, enquanto
uma extremidade estd envolvida pela a-tubulina, a outra se encontra envolvida pela [3-
tubulina (Figura 3). As subunidades diméricas de o, ¢ (§ tubulina interagem longitudinalmente
para formar os protofilamentos, os quais se associam lentamente em microtubulos exibindo
polaridade estrutural e funcional (JORDAN; WILSON, 2004; BARTOLINI; GUNDERSEN,
2009; HAWKINS et al., 2009).
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Figura 3 — Processo de montagem e estruturagdo dos microtibulos em células eucaridticas de mamiferos. Fonte:

HAWKINS et al., 2009.

1.6 A dindmica dos microtiubulos

As interagdes que mantém o e [-tubulina num complexo heterodimérico sao
suficientemente fortes a ponto de ser rara a dissociacdo das subunidades das proteinas em
condi¢des normais. Cada subunidade de tubulina liga duas moléculas de GTP. Um sitio de
ligagdo do GTP localizado na a-tubulina liga-se irreversivelmente ao GTP e ndo hidrolisa
essa molécula enquanto o segundo sitio, denominado permutavel localizado na B-tubulina,
liga-se ao outro GTP reversivelmente, hidrolizando-o em GDP regulando a adi¢do de novas
subunidades de a ¢ B-tubulina aos microtibulos (MOGILNER et al., 2006; McGROGAN et
al., 2008).

Os centros de organizagdo dos microtubulos (MTOC), inclusive centromeros e corpos

basais nucleiam a montagem de microtibulos do citosol celular que pode oscilar entre as fases
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de crescimento e encurtamento. Logo que os microtubulos sdo montados a estabilidade da
estrutura fica na dependéncia da temperatura, assim, quando resfriados a temperatura até 4°C,
ocorre a despolimerizacdo dos dimeros estaveis de o e B-tubulina, e, quando aquecidos até
37°C em presenca de GTP, os dimeros se polimerizam em microtubulos (JORDAN;
WILSON, 2004; MOGILNER et al., 2006).

Além disso, a iniciagdo e elongacdo dos protofilamentos ocorrem na presenca de
proteinas associadas aos microtabulos (PAM), Mg e trifosfato de guanosina (TFP), sendo o
processo reversivel em presenga de Ca'™ a baixas temperaturas, em torno de 0°C — Figura 2 —
(SOUZA, 2004; MONGILER et al., 2006; McGROGAN et al., 2008; MITRA; STEP, 2008).

A montagem e desmontagem de microtubulos depende da concentragdo critica de
subunidades de a e B-tubulina, sendo um processo especificamente orientado e programado,
assim quando os mondmeros estdo acima da concentragdo critica ocorre a montagem da
estrutura, enquanto em baixas concentracdes observa-se o processo de desmontagem
(McGROGAN et al., 2008; PAMPALONI; FLORIN, 2008).

Vale salientar que a polimerizagdo dos microtibulos ¢ favorecida por uma
proteinoquinase dependente de AMP ciclico que promove a fosforilagdo dos mondmeros de
tubulina. A montagem de mondmeros de tubulina ¢ um fendmeno polarizado, isto ¢, dimeros
se unem a um dos extremos dos microtibulos enquanto se desprendem um do outro
(BARTOLINI; GUNDERSEN, 2009).

A estruturacdo polar dos microtubulos mostra duas extremidades distintas, uma
extremidade (+) de crescimento rapido e uma extremidade (-) de crescimento lento, a
extremidade (+) ¢ cineticamente mais dindmica que a extremidade (-). Além disso, a
organizagdo da estrutura microtubular ocorre pela adi¢do, as extremidades livres, de
moléculas de tubulina contendo GTP. A hidrolise do GTP em GDP acontece depois da
ligacdo da tubulina e enfraquece as pontes que mantém os microtubulos unidos (HADFIELD
etal., 2003; JORDAN; WILSON, 2004).

Os microtiibulos apresentam equilibrio instavel com o pool de dimeros de tubulina
soluveis presentes na célula. Por sua vez, os dimeros polimerizam e despolimerizam
constantemente (hd constantemente incorporagdao de dimeros livres nas estruturas
polimerizadas e libertagdo de dimeros para o pool de tubulina soluvel) e assim os
microtubulos podem sofrer ciclos rédpidos de formagdo ou desagregacdo. Desta forma, as
extremidades dos microtubulos t€ém a capacidade de permutar rapidamente entre os estagios
de crescimento e encurtamento, tanto em células in vivo e in vitro, este fendmeno,
denominado de instabilidade dindmica, constitui uma propriedade essencial dos microtibulos.
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A polimerizagdo dos dimeros de tubulina pode ser influenciada por fatores como a guanosina
trifosfato, o ambiente i6nico e as PAMs (McGROGAN et al., 2008; MITRA; STEP, 2008).

A primeira fase da formacdo dos microtiibulos (fase de nucleagdo) ¢ lenta. Na
presenca de Mg™ e GTP, a tubulina a e B agrega-se formando protofilamentos com as
subunidades o e P alternadas. A segunda fase (fase de elongacdo) ocorre de forma
relativamente rapida (JORDAN; WILSON, 2004; McGROGAN et al., 2008).

Para a heterodimerizagdo da tubulina e para a associag@o de tubulinas na formacao de
microtubulos, o GTP tem de estar ligado a ambas as subunidades a ¢ B. O GTP ligado a
tubulina ¢ hidrolisado a GDP durante ou imediatamente apds a polimerizagdo, o que
enfraquece a afinidade de ligacdo da tubulina a moléculas adjacentes e favorece a
despolimerizagdo contribuindo para o comportamento dindmico dos microtibulos. Os
heterodimeros podem associar-se ou dissociar-se a ambas as extremidades de um
microtubulo, no entanto ha uma maior tendéncia para a associagdo ocorrer na extremidade de
crescimento rapido onde a B-tubulina esta exposta (McGROGAN et al., 2008).

Os microtubulos podem sofrer um processo de formagdo e desagregacdo simultaneo,
em que as moléculas de tubulina (ligadas ao GDP) sdo continuamente libertadas da
extremidade (-), sendo repostas por ligagdo de moléculas de tubulina (ligadas ao GTP) a
extremidade (+) do mesmo microtiibulo, sendo que, este fendmeno parece ser critico para o
movimento polar dos cromossomos durante a andfase (JORDAN; KAMATH, 2007;
McGROGAN et al., 2008).

Durante a formagdo dos microtibulos, os ciclos alternados de formacdo e
desagregagdo promovem uma instabilidade dinamica que € critica para direcionar os
microtubulos para os locais alvos, como por exemplo: os cinetocoros. A instabilidade
dindmica, um fendmeno altamente regulado, ¢ particularmente critica na remodelagdo do
citoesqueleto durante a mitose (JORDAN; WILSON, 2004; McGROGAN et al., 2008).

A adicdo e a perda de subunidades ocorrem preferencialmente na extremidade (+),
onde o equilibrio entre o crescimento e o encurtamento depende do GTP permutével ligado a
B-tubulina ou se o GTP foi hidrolisado a GDP + Pi — Figura 4 — (JORDAN; WILSON, 2004;
McGROGAN et al., 2008; HOWKINS et al., 2009).
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Figura 4 — A dindmica de polimerizacdo e despolimerizagdo dos microtibulos. (A) Associa¢do dos
heterodimeros a e p da forma cabega-cauda. (B) Enlongamento da forma cilindrica apresentando os 13
protofilamentos com as por¢des terminais (+) e (-) onde heterodimeros o e B na presenca do GTP ligam-se a
porcao (+) com a formagdo de GDP + Pi e formagdo da por¢do terminal. (C) Estabiliza¢do da por¢ao terminal
dos microtubulos — efeito dos taxanos. (D) A despolimerizag@o ocorre quando a por¢ao terminal GTP/GDP + Pi
¢ perdida, o Pi liberado da tubulina promove desestabilizagdo e dissociagdo dos heterodimeros na porgdo
terminal (+) — efeito dos alcaldides da vinca. Fonte: Adaptado de JORDAN e WILSON (2004); McGROGAN et
al. (2008).

Os microtibulos apresentam inumeras fungdes incluindo manutencdo da arquitetura
celular, organizacao da estrutura e transporte intracelular, sendo absolutamente necessarios ao
processo de divisdo celular (mitose), usado para formar uma estrutura estatica chamada de
citoesqueleto, o qual da forma a célula e determina a posicdo das organelas, além disso, as
propriedades dindmicas dos microtubulos sdo usadas para transmitir sinais celulares,

reorganizar organelas, proporcionar mobilidade as células, intervir no processo de secrecao
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celular e angiogénese (LIEKENS; DE CLERCQ; NEYTS, 2001; HAIT et al., 2007;
MORRIS; FORNIER, 2008; SABBATINI; SPRIGGS, 2009).

Estes papéis tornam os microtubulos alvos altamente efetivos no tocante a descoberta
de agentes antimitoticos que possam ser utilizados no combate ao cancer incluindo neste rol
os taxanos, os alcaldides da vinca, os novos taxanos como as epotilonas, além da
combretastatina e seus derivados, incluindo as fenstatinas (ALVAREZ et al.,, 2008;
McGROGAN et al., 2008; PASQUIER; HONORE; BRAGUER, 2006).

1.7 As mitocondrias — importiancia como alvos terapéuticos

As mitocondrias ocupam aproximadamente 25% do volume do citoplasma celular,
sendo complexas estruturas que atuam como ‘“casas de forca” produzindo ATP durante o
metabolismo aerobico. Constituidas por duas membranas uma externa (permeavel a moléculas
de até¢ 10.000 Daltons), e outra interna (com grande quantidade de invaginagdes) — formada
pelas cristas mitocondriais (CHAN, 2006).

Essas organelas possuem na membrana externa o CVDA (canal de voltagem
dependente de anion) que regula a entrada e saida de diferentes componentes na organela, e
atuam no metabolismo energético celular onde os componentes da cadeia respiratoria
localizados na membrana interna da mitocondria sob a forma de quatro complexos proteina-
lipidos, o complexo I (NADHubiquinona oxidoreductase) com mais de 40 polipéptidos, o
complexo II (succinato-ubiquinona oxidoreductase), o complexo III (ubiquinolcitocromo ¢
oxidoreductase), o complexo IV (citocromo c¢ oxidase), bem como o complexo V, ATP
sintetase (Figura 5), formam o sistema de fosforilagdo oxidativa, que fornece o ATP

necessario a célula (PATHANIA; MILLARD; NEAMATI, 2009).
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Figura 5 — Esquema representando o transporte de elétrons e fosforilagdo oxidativa. Elétrons entre a cadeia
transportadora de elétrons (CTE) nos complexos I e 11, sob a forma de NADH e FADH,, respectivamente. No
processo, os complexos I, III e IV bomba de protons através da membrana mitocondrial interna. Acimulo de
prétons no espaco intermembranar cria um gradiente de carga que ¢ utilizada no V Complex (ATP sintase) para
conduzir a sintese de ATP em ADP e Pi. Inibidores especificos dos complexos sdo exibidos em negrito. Fonte:

PATHANIA; MILLARD; NEAMATI, 2009.

1.8 Os padroes de morte celular

Durante muito tempo, a morte celular foi considerada um processo passivo de carater
degenerativo, que ocorre em situagdes de lesdo celular, infeccdo e auséncia de fatores de
crescimento. Conseqiientemente, a célula altera a integridade da membrana plasmatica,
aumenta o seu volume e perde fun¢des metabolicas vitais. No entanto, nem todos os eventos
de morte celular sdo processos passivos. Os organismos pluricelulares sdo capazes de induzir
a morte celular programada como resposta a estimulos intracelulares ou extracelulares

(HANGEARTNER, 2000).
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Os processos de morte celular podem ser classificados de acordo com suas
caracteristicas morfologicas e bioquimicas em: autofagia, mitose catastrofica, senescéncia, e
em destaque apoptose e necrose (Figura 6). Vale salientar que alteragdes na coordenagdo
desses tipos de morte celular estdo implicadas em tumorigénese (CASTEDO et al., 2004;
OKADA; MAK, 2004; RICCI; ZONG, 2006).

A autofagia ¢ um processo adaptativo e conservado evolutivamente, sendo controlado
geneticamente. Ocorre em resposta a quadros de estresse metabdlico, resultando na
degradagdo de componentes celulares (DANIAL; KORSMEYER, 2005). O desencadeamento
do processo ocorre quando porgdes do citoplasma sdo encapsuladas pela membrana,
originando os autofagossomos, em seguida estes sdo fundidos aos lisossomos que os
degradam por acdo das hidrolases (KELEKAR, 2005).

O quadro de mitose catastrofica envolve uma mitose aberrante, resultando em
segregacdo cromossdmica erronea. E considerada um tipo de sinalizagio irreversivel para a

morte celular (WEAVER; CLEVELAND, 2005).
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Figura 6 — Vias de morte celular. As células saudaveis respondem aos estimulos de que conduzem ao
desencadeamento de eventos criticos alcangando o resultado final apropriado ao estimulo recebido. Em destaque
as mortes celulares por apoptose, autofagia, oncose (necrose) e piroptose. Fonte: Adaptado de FINK e

COOKSON (2005).

A senescéncia ¢ um processo metabodlico ativo essencial para o envelhecimento, ocorre
por ocasido de uma programagao genética que envolve deterioracdo dos telomeros e ativagado
de genes supressores tumorais. As células que entram em senescéncia perdem a capacidade
proliferativa apds um determinado niimero de divisdes (MOOI; PEEPER, 2006).

A necrose aparece como resultado de uma disfuncdo celular aguda em resposta a

condicdes severas de estresse ou depois da exposi¢do a agentes toxicos. E um processo
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relativamente passivo, associado com a rapida deple¢do de ATP celular (SERGEY et al.,
2003). Morfologicamente, a necrose ¢ caracterizada pelo aumento do volume celular e ruptura
da membrana plasmatica, em que todo o contetdo intracelular extravasa para o meio
intercelular (FINK; COOKSON, 2005). Esta saida do conteido de células mortas para o
espaco extracelular pode causar dano ao tecido, por afetar as células vizinhas ou por atrair
células pro-inflamatorias a lesao (RICCI; ZONG, 2006).

O conceito de morte celular programada foi proposto pela primeira vez por Lockshin e
Williams (1965), para indicar uma forma ndo acidental de morte celular, porém Kerr, Wyllie e
Currie (1972) sugeriram o termo apoptose, que € uma palavra de origem grega que quer dizer
“cair fora” ou “folhas caindo das arvores no outono”, para indicar esse tipo de morte, um tipo
de “suicidio celular’ (GREEN; KROEMER, 2004; MALUF; POMPEIA, 2005). Além disso,
este ¢ um mecanismo de defesa para remover células infectadas, mutadas, supérfulas ou que
sofreram algum dano, prevenindo processos patologicos como a imunodeficiéncia, a auto-
reatividade imune e o cancer (GUPTA, 2001; BAETU; HISCOTT, 2002; JOZA; KROEMER;
PENNINGER, 2002).

O fenomeno da apoptose pode ser reconhecido por algumas -caracteristicas
morfoldgicas marcantes e coordenadas, em pouco tempo, pode ser observado: retragdo celular
e conseqiiente perda de aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas. As organelas
mantém a morfologia, porém, em alguns casos as mitocondrias podem apresentar ruptura na
membrana externa. A cromatina sofre condensacdo, concentrando-se junto a carioteca, que até
esse ponto se mantém intacta. Além disso, na membrana plasmatica, formam-se
prolongamentos (blebs), os quais aumentam de tamanho e rompem, originando estruturas
contendo contetido celular (corpos apoptoticos), sendo rapidamente fagocitados por
macrofagos e removidos sem causar processo inflamatério (ZIEGLER; GROSCURTH,
2004). O nucleo se desintegra em fragmentos envoltos pela membrana celular, fragmentagao
internucleossdmica do DNA, a qual possui um padrdo caracteristico, fragmentos sempre
multiplos de 200 pares de base (SARASTE; PULKKI, 2000; MATTIOLI et al., 2006).

As alteragcdes morfoldgicas observadas (Tabela 2) sdo conseqiiéncias de uma cascata
de eventos moleculares e bioquimicos especificos e geneticamente regulados, onde a apoptose
pode ser deflagrada por estimulos externos, por meio de receptores especificos, denominados
receptores de morte ou por estimulos internos de estresse intracelular, tais como, lesdo do

DNA, ou perturbagdes no ciclo celular ou nas vias metabolicas (KUMAR et al., 2005).
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Tabela 2 — Diferencas basicas entre apoptose e necrose

APOPTOSE

VERSUS

NECROSE

Estimulo

Fisiologico (Ativagdo de vias bioquimicas,
geneticamente reguladas) ou patologico

Patologico (Ambiente hostil ou agressao)

Ocorréncia

Acomete células individuais, desencadeando a
eliminagao seletiva de células patologicas

Acomete um grupo de células. Fenomeno
degenerativo, conseqiiéncia de lesdo celular
severa e irreversivel

Reversibilidade

Fenomeno torna-se irreversivel apds o “ponto
de retorno”, com a deposicdo de material
floculento e amorfo na matriz mitocondrial
(liberagao do citocromo c)

Irreversivel, apos ativacao de endonucleases

Liberacio de enz

imas lisossOmicas

Ausente

Presente

Caracteristicas bioquimicas

Processo envolvendo ativagdes e muitas vias
enzimaticas

Perda de regulacdo i6nica com severas
alteracdes homeostaticas

Dependente de energia (ATP) Processo Passivo (sem necessidade de
energia)
Fragmentacao de DNA definida Digestao do DNA por endonucleases
Pré fragmentacdo de DNA Pos fragmentacdo de DNA
Caracteristicas morfolégicas
Membrana plasmatica intacta; a estrutura|Membrana plasmatica  danificada com

encontra-se  alterada,
orientacao dos lipidios
Agregacdo da cromatina a membrana celular
Condensacgao celular (encolhimento celular)
Formagao de vesiculas com membrana
(corpos apoptoticos)

Sem desintegracdo das organelas

especialmente  a

conseqiiente perda de integridade
Floculacdo da cromatina
Inchago da célula seguido de lise (edema)

Lise completa sem formacdes de vesiculas

Desintegracdo das organelas

Caracteristicas fisiologicas

Morte de células individuais induzida por

estimulos fisiologicos; (atividade
programada)
Fagocitose por células adjacentes ou
macrofagos

Resposta ndo inflamatoéria

Morte de grupos celulares evocado por
disturbios nao fisioldgicos

Fagocitose por macréfagos

Resposta inflamatoria freqiiente

Adaptado de KUMAR et. al. (2005)

As caspases (cysteine-dependent aspartate-specific proteases) pertencem a familia das

cisteinas proteases que tem a capacidade de reconhecer e clivar substratos que possuam
residuos de aspartato, levando a condensacdo, fragmentacdo nuclear e externalizacdo de
fosfolipidios de membrana que irdo sinalizar para estas células serem fagocitadas por

macrofagos (BOATRIGHT; SALVESEN, 2003; NICHOLSON; THORNBERRY, 1997).
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As caspases encontram-se divididas em duas classes: as caspases iniciadoras (2,8,9 ¢
10) e as caspases efetoras (3,6 e 7), sendo essa classificagdo baseada na estrutura e
funcionalidade (BOATRIGHT; SALVESEN, 2003). Ap6és um sinal de morte celular as
caspases sdao ativadas por clivagem proteolitica, onde podem interagir com receptores de
membrana ou moléculas adaptadoras que contenham dominios de morte (death domain).
Além disso, as caspases recebem denominacdes de acordo com o pré-dominio apresentado e
fun¢do no evento apoptdtico (DIMRI, 2005). Caspases ditas iniciadoras possuem pro-
dominios longos (envolvidos na iniciacdo da cascata proteolitica), enquanto as efetoras
apresentam pro-dominios curtos ou inexistentes, os quais sdo responsaveis pela clivagem de
substratos (RUPNARAIN et al., 2004). Alguns substratos como a proteina p53 ao sofrerem
clivagem pelas caspases, se translocam para o ntcleo, ativando a transcricdo de genes pro-
apoptdticos como, por exemplo, a proteina Bax (SCHULER; MAURER; GOLDSTEIN,
2003; DEBATIN, 2004).

Embora o cancer exiba caracteristicas muito heterogéneas, todos os tumores malignos
adquiriram a propriedade de crescer além dos limites impostos as células normais. A
expansdo clonal de uma célula transformada depende de um descontrole da sua capacidade
proliferativa e de uma crescente incapacidade de morrer por apoptose.

Portanto, apesar da enorme variabilidade do cancer, evidéncias demonstram que a
resisténcia a apoptose ¢ uma das caracteristicas mais marcantes da maioria dos tumores
malignos (DIMRI, 2005; OKADA; MAK, 2004).

Resultados de diferentes estudos indicam que a survivina ¢ um fator celular envolvido
na quimiorresisténcia e radiorresisténcia em tumores humanos, sugerindo que a inibicdo dessa
proteina pode levar a uma sensibilizagdo aos tratamentos contra o cancer (ZAFFARONI;

PENNATI; DAIDONE, 2006).

1.9 Vias de ativacido da apoptose

Dentre os eventos bioquimicos mais frequentemente observados durante a apoptose,
estdo: ativagdo de caspases, permeabilizacdo das membranas mitocondriais com vazamento de
diversas moléculas, ativacdo de fosfatidilserina e promog¢do da interligagdo de proteinas
(crosslinking) (PELLEGRINI; PINTO; CASTILHO, 2008).

Existem muitos fatores que podem desencadear o processo apoptdtico, suprimindo
genes antiapoptoticos e ativando genes pro-apoptoticos, entre eles destacam-se: ligagdo de

moléculas a receptores de membrana, agentes quimioterapicos, radiacao ionizante, danos no
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DNA, choque térmico, privacao de fatores de crescimento, baixa quantidade de nutrientes e
niveis aumentados de espécies reativas do oxigénio. A deflagracdo da apoptose pode ser
iniciada de duas diferentes maneiras: pela via extrinseca (citoplasmatica) ou pela via
intrinseca (mitocondrial). Ambas apresentam trés fases: a iniciagdo, a decisdo e a degradagao

(BAETU; HISCOTT, 2002; HANGEARTNER, 2000).

1.9.1 Via extrinseca do processo apoptotico

A via extrinseca ¢ mais especializada sendo desencadeada pelo acoplamento de
ligantes especificos a um grupo de receptores de membrana pertencentes a duas superfamilias
de proteinas: a familia dos receptores de fatores de necrose tumoral (rTNF) e a dos receptores
destes ligando (FULDA; DEBATIN, 2006). Esta ligacdo ¢ capaz de ativar a cascata das
caspases (BROKER; KRUYT; GIACCONE, 2005). Os membros da familia rTNF possuem
um subdominio extracelular rico em cisteina, o qual permite que eles reconhecam seus
ligantes. Isso ocorre devido a trimerizagdo e conseqiiente ativacdo dos receptores de morte
especificos, em seguida, a sinalizacdo ¢ mediada pela por¢ado citoplasmatica desses receptores
que contém uma seqiiéncia de 65 aminoacidos, chamada "dominio de morte" sendo, por isso,
conhecidos por "receptores de morte celular" (FULDA; DEBATIN, 2006). Alguns membros
envolvidos na inducdo de apoptose sdo: FasL (Fas ligante), fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), ligante do receptor de TNF indutor de apoptose (HENGARTNER, 2000).

Quando os receptores de morte celular reconhecem um ligante especifico, os seus
dominios de morte interagem com moléculas conhecidas como FADD/MORT-1. Essas
moléculas podem recrutar entdo a caspase-8 que por sua vez poderd ativar pode clivar o Bid,
uma proteina pro-apoptdtica da familia Bcl-2, convertendo-a para a forma truncada e ativa
(tBid) desencadeando o processo de homo-oligomerizagdo e translocacdo de proteinas pro-
apoptoticas da familia Bcl-2 (Bak e Bax), para a mitocondria, ativando a via intriseca —

Figura 7 — (LI et al., 1998; JIANG; WANG, 2004; BAETU; HISCOTT, 2002).
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Figura 7 — Vias extrinseca e intrinseca da apoptose. Fonte: HANGEARTNER (2000).

1.9.2 Via intrinseca do processo apoptotico

A via intrinseca inicia-se na mitocondria podendo ser representada também pelo
reticulo endopalsmatico. Hé varias teorias que tentam explicar como os mais variados agentes
podem ativar por estresse intracelular ou extracelular como a auséncia de fatores de
crescimento, danos no DNA, hipdéxia ou ativagdo de oncogenes. Os sinais que sao
transduzidos em resposta a estes insultos convergem principalmente para a mitocondria,
disparando a fase de iniciag@o. Inimeros estudos sobre apoptose apontam a mitocondria como
o principal mediador desse tipo de morte. Essa organela integra os estimulos de morte celular,

induzindo ao aumento da permeabilizagdo mitocondrial e conseqiiente liberagdo de moléculas
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pro-apoptdticas nela presentes, porém o mecanismo de origem ainda permanece controverso
(ELMORE, 2007; WALLACE, 2008).

Quando sinais de morte alcangam a mitocondria, alteram o potencial da membrana
mitocondrial interna (AY) devido a forma¢do de megaporos, bem como a uma transi¢do da
permeabilidade mitocondrial (TPM). Ao mesmo tempo, a 4gua do espago entre membranas
passa para a matriz mitocondrial, levando ao aumento do volume e a ruptura da organela e
conseqiiente liberagdo de componentes internos mitocondrias, (citocromo ¢ € Smac/Diablo)
proteinas pro-apoptoticas para o citoplasma (KIM et al., 2007). O Smac/Diablo ¢é capaz de
inativar inibidores endogenos da apoptose. (MALUF; POMPEIA, 2005).

Além da liberacdo de moléculas pela mitocondria, ocorre o colapso do potencial
transmembranico de mitocondria (A¥,,) e da TPM levam a perda da homeostasia celular,
interrompendo a sintese de ATP (devido a interrupcdo de forma indireta da cadeia
transportadora de elétrons) e aumentando a producdo de espécies reativas do oxigénio
(EROS). O aumento nos niveis de EROS leva a oxidagdo de lipidios, proteinas e acidos
nucléicos, causando o colapso do potencial transmembranico de mitocondria (AY,,) — Figura
7 — (ELMORE, 2007; PELLEGRINI; PINTO; CASTILHO, 2008).

A resposta mitocondrial ao dano oxidativo ¢ uma importante via para o gatilho incial
apoptotico. Além disso, as espécies reativas de oxigénio (EROS) induzem a ativagdo das
caspases -9 e -3, enquanto, estudos indicam que durante a apoptose ocorre a formagdao de um
megaporo que contém diversas proteinas e abrange as membranas interna e externa da
mitocondria (GOTTLIEB, 2001; BROKER; KRUYT; GIACCONE, 2005; YAMAGUCHI;
PERKINS, 2009).

Inumeros sinais indutores de apoptose estimulam a mitocondria, fazendo com que
ocorra um desacoplamento da cadeia respiratoria e conseqiiente liberagdo de citocromo c e
proteinas ativadoras da apoptose para o citosol, o qual forma um complexo com a APAF-1 e a
caspase-9, o chamado apoptossomo, que promove a clivagem da pro-caspase-9, liberando a
caspase-9, que uma vez estimulada ativa a caspase-3 que deflagrard o fenomeno apoptotico
(SCHULER; MAURER; GOLDSTEIN, 2003; RUPNARAIN et al., 2004; KIM et al., 2007,
YAMAGUCHI; PERKINS, 2009).

Mais recentemente, foi descrita a participagdo, na via mitocondrial, de uma
flavoproteina conhecida por Fator Indutor de Apoptose (AIF). A AIF migra da mitocondria

para o nucleo apdés um estimulo de apoptose e induz a condensagdo da cromatina e
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fragmentacdo do DNA (pares de base) em fragmentos de 50 kDa, independente da ativagdo
das caspases (KIM et al., 2007).

Na verdade, a via responsavel pela sinalizagdo entre o rompimento/estabilizacdo dos
microtibulos e a via mitocondrial permanece em grande parte desconhecida (VITALE et al.,
2009). Neste sentido, foi levantada a hipétese que existem varios fatores que induzem
mudangas na polimerizagao dos microtubulos disponiveis para interagir com alvos especificos
(KROEMER; MARTIN, 2005). Agentes estabilizadores de microtiibulos, tais como
paclitaxel, sdo capazes de ativar a apoptose por via extrinseca em células de cancer de pulmao
(H460), envolvendo ativagdo de receptores de morte, na fase inicial do tratamento, e caspase-
8 (VITALE et al., 2009).

Outros agentes como os alcaldides da vinca e a colchicina modificam o citoesqueleto
afetando o sistema de tubulina/microtubulos. Em células cancerosas, ambas as classes
suprimem a dindmica dos microtibulos causando instabilidade na formagao da tubulina,
ativando o mecanismo de morte celular por via intrinseca ou mitocondrial (ESTEVE;

CARRE; BRAGUER, 2007).

1.10 Novos agentes citotéxicos

Em meados de 1950 foi realizada uma das primeiras pesquisas sistematicas em larga
escala com rastreamento de drogas anticancer, organizada naquela ocasido pelo Instituto
Nacional do Cancer (NCI) nos Estados Unidos (HOTTA; UEOKA, 2005).

No ultimo século, o desenvolvimento de agentes citotoxicos tem revolucionado a
terapia anticancer, elevando as taxas de sobrevivéncia e qualidade de vida de pacientes
acometidos por varios tipos de tumores (ISMAEL et al., 2008).

Muitas drogas quimioterapicas utilizadas na clinica atualmente incluem agentes que
atuam sobre o ciclo celular inibindo o estado de hiperproliferacdo das células tumorais e
conseqliente estimulando a inducdo de apoptose, que ¢ o resultado esperado da quimioterapia.
Baseando-se no mecanismo de acdo, estas drogas podem ser subdivididas nos seguintes
grupos: (I) drogas que interferem na sintese de DNA; (II) drogas que induzem dano ao DNA;
(IIT) drogas que inibem a fun¢do do fuso mitdtico (SCHIMIDT et al., 2007). Este tltimo
grupo de drogas tem obtido bons resultados na clinica e sdo classicamente conhecidos como
venenos do fuso (MOLLINEDO; GAJATE, 2003; JORDAN; WILSON, 2004; ZHOU;
GIANNAKAKOU, 2005a; PASQUIER; HONORE; BRAGUER, 2006).
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Tradicionalmente, drogas que se ligam aos microtibulos sdo classificadas em 2
grupos: os agentes estabilizadores dos microtibulos onde estdo inseridos os varios taxanos e
epotilonas e agentes que desestabilizam os microtibulos incluindo os varios alcaloides da
vinca, colchicina, combretastatinas com derivados e analogos como as fenstatinas — Quadro 1

— (ALVAREZ et al., 2007; SCHIMIDT; BASTIANS, 2007).
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Quadro 1 — Alguns estabilizadores e desestabilizadores de microtubulos

Estrutura das Classe Acio Estagu? de Referéncia
desenvolvimento
Liga-se ao
dominio da
Alcaloide da vinca vinca na GUPTA, 2003;
(desestabilizador B tubulina Fase clinica ATTARD
de microtubulos) (adjacente et al., 2006
Vinblastina ao sitio de
(816,01) ligagdo GTP)
Liga-se ao
Taxanos t;:(t;?loiorsla KAVALLARI:
(estabilizadores interface Fase clinica VERRILLS;
de microtibulos) lateral dos HILL, 2001
P(?;?;’l(;l microtibulos
m k)
!
N,
E// ' Liga-se a
o Colchicina B tubulina HADFIELD
(desestabilizador na interface Fase clinica etal 2003
0\ 0\ 0— de microtubulos) | entre os mono- B
Colchicina meros o. ¢ B
(399,43)
Liga-se ao
sitio dos
Epotilonas taxanos na ATTARD
(estabilizadores interface Fase 11 etal 2006
T de microttabulos) lateral B
Epotilona B .
(493,65) interna dos
’ microtiibulos
) Atuam na
H,CO. - OH despolimerizagﬁo
. O O Combretastatinas e em baixas HADFIELD
* den, *™| (desestabilizador | concentragdes Fase I et al. 2003
Combretastaina A-4 | de microtibulos) | na supressio B
(316,34) da dindmica
dos microtubulos
o Possivelmente
atuam na
e O O . despolimerizagdo
Bisarilcetona .
HsCO ocrs | (desestabilizador ©em baIXilS Fase pré-clinica HADFIELD
. de microtibulos) concentrag(zes etal., 2003
Fenstatina na supressao
(302,32) da dindmica

dos microtabulos
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1.10.1 Os novos inibidores dos microtubulos

Muitas drogas utilizadas na terapéutica com propriedade anticdncer ligam-se em pelo
menos 3 locais distintos na subunidade 3 da tubulina: dominio da colchicina, da vinca e dos

taxanos — Figura 8 — (ALVAREZ et al., 2008).

(a) (b) (c)
Vincristina Dominio dos
alcalgides da Colchicina

TiHCa

Paclitaxel
(interior do microtibulo)

Terminacio ( +)
B - tub ulina

. - tub ulina
Terminacio (- )

Vincristina
Sitio de Hgacio
da Colchicina Paclitaxel
Dominio dos Colchirina Paclitaxel
alcaléides da Sitio de lizacdo dos taxanos

ViHCa

Figura 8 — Diferentes sitios de ligagdo de drogas antimitoticas em locais diferentes no heterodimero de tubulina.
(a) Vincristina ligando-se ao dominio da vinca no microtibulo — por¢do final (+) conduzindo a uma
despolimerizagdo (b) Complexacdo da colchicina com os dimeros de tubulina no dominio de colchicina
localizado na interface entre a o e a B-tubulina suprimindo a dindmica do microtibulo (c) Paclitaxel liga a
superficie interior do microtiibulo no sitio de ligagdo dos taxanos, suprimindo a dindmica dos microtibulos.

Fonte: McCGROGAN et al.(2008).

A descoberta de novas moléculas capazes de interferir com a polimerizagdo e
despolimerizagdo dos microtibulos tem chamado a atengdo de muitos grupos de pesquisa, os
quais trabalhando com a tubulina como uma proposta de alvo farmacoldgico, buscando novas

alternativas na terapéutica do cancer (HADFIELD et al., 2003; ROMAGNOLI et al., 2006).
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Compostos que possuem em sua arquitetura o esqueleto estilbeno como o resveratrol
(3.,4,5 -trihidroxi-trans-estilbeno) e analogos, apresentam semelhancas estruturais e funcionais
com as combretastatinas (cis-estilbeno) e derivados, além disso, podem ser precursores de
varios produtos sintéticos como as fenstatinas (PETTIT et al., 1998; HADFIELD et al., 2003;
ALVAREZ et al., 2008; LIMA et al., 2009).

Dentre os muitos agentes ligantes da tubulina, as combretastatinas destacam-se devido
a potente atividade citotdxica frente a células tumorais, bem como acdo de maneira seletiva na

diminui¢io da vasculatura tumoral (ALVAREZ et al., 2008).

1.10.2 Fenstatina, a molécula desse estudo

As fenstatinas sdo bisarilcetonas, onde uma das rotas sintéticas utilizada para sua
obtengao refere-se a oxidacdo de Jacobsen sofrida pela combretastatina A-4 em meio basico
(PETTIT et al., 1998; HADFIELD et al., 2003). A combretastatina A-4 foi isolada pela
primeira vez em 1982, do arbusto da Combretum caffrum. Sendo que o fostafo de
combretastatina A-4 ¢ uma prodroga, a qual atualmente vem sendo estudada na fase I da
pesquisa clinica nos Estados Unidos e também no Reino Unido, dando espago para o
desenvolvimento de diversos andlogos (ROMAGNOLI et al., 2006; VEGA-AVILA;
VELASCO-LEZAMA; JIMENEZ-ESTRADA, 2006; MADDIKA et al., 2007; ALVAREZ et
al., 2008). Desse modo, para a obtencdo da fenstatina — RR07 — (Figura 9) pela reagdo
conhecida como oxidagdo de Jacobsen, ¢ necessaria a presenga de compostos aromaticos,
sendo a reacdo limitada a anéis de benzeno, apresenta pelo menos 4 substituintes os quais
podem ser combinagdes de grupos alquil ou halogénios, onde os grupamentos alquis podem
ser metil, etil ou os halogénios: iodo, bromo ou cloro. A reacao pode ainda ser utilizada como
meio de rearranjar polialquilbenzenos (PETTIT et al., 1998; HSIEH; LIOU; MAHINDROO,
2005). A molécula para a realizagdo desse trabalho foi cedida pelo Prof. Dénis Pires de Lima,

do Departamento de Quimica Inorganica da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul.
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Figura 9 — Estrutura da fenstatina

Uma das estratégias utilizadas para a concepcdo racional de droga ¢ baseada na
utilizacdo de uma substancia conhecida como modelo para novas moléculas com certas
caracteristicas estruturais que lhes permitam interagir com o mesmo receptor hipotético
(DOUGLAS, 1994; LORENZO; GUZMAN; MARQUEZ, 2002).

Compostos com semelhangas estruturais como colchicina, combretastatina A-4,
fenstatina e resveratrol compartilham semelhancas estruturais e farmacologicas (Quadro 2),
apesar de algumas diferencas no mecanismo de agdo (PETTIT et al., 2000; LORENZO;
GUZMAN; MARQUEZ, 2002).
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Quadro 2 — Semelhangas estruturais e funcionais entre alguns estilbenos.

Estilbeno Estrutura quimica Atividades Referéncia
H - Interage com a porg¢ao o tl;llangg_
Combretastatina A-4 : Q B e " i iﬁzzzggggrisc’o HAD%IELIS
MM = 316,34 (o) OCH, | (it g et ;];T?f?"?}’
o (Clso em nM); etal., 2005;
ge NHL/ Tl Interage com a porgio HADFIELD
odiana . | €D Bdas tbulinas: | %14y
’ ’ . - Parada em mitose; etal. 2007:
0‘ HADFIELD
: etal., 2003;
. @ - Parada em Mitose; T xr )
v |l t) (2l |- Clotone S oon
’ @ ocHs | - Nao hemolitico; JL&N G ’
@ et al., 2008;
OH

PETTIT
/ Citotoxico etal., 2002;
Resveratrol e i ALVAREZ
_ (Clso > 10 mM); i
MM = 228,24 a - Ndo hemolitico; et ilﬁégm’
<D et al., 2009;
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O cancer ou neoplasia maligna ¢ uma patologia multifatorial desencadeada pelo
acimulo de mutagdes no material genético, que regula os processos de crescimento e
proliferacdo celular. Assim, as células adquirem caracteristicas como: perda dos limites de
replicacdo, inibicdo do processo apoptotico (morte celular programada), aquisicao de auto-
suficiéncia no tocante a sinalizacdo dos fatores de crescimento, perda dos limites dos tecidos
de origem e aumento do poder para a formacao de novos vasos (angiogénese), sendo capazes
de modificar o ambiente que as cerca, desrespeitando fronteiras e migrando pelos diversos
tecidos do corpo, podendo estabelecer os surgimento de novos tumores (metastases), quando
conseguem se fixar em locais distantes do ponto de origem (SILVA et al., 2007). No Brasil,
em 2008, cerca de 230 mil novos casos de cancer entre homens € 0 mesmo numero entre as
mulheres, acarretou no Sistema Unico de Saude — SUS — demandas hospitalares superiores a
400 milhdes de reais, sendo crescente o numero de Obitos, que somente em 2008 vitimou
cerca de 40 mil pessoas (BRASIL, 2009).

A descoberta de novas substancias naturais ou sintéticas capazes de interferirem em
eventos celulares especificos como na polimerizagdo ou despolimerizagdo dos microtibulos,
tem proporcionado a busca por moléculas com atividade cada vez mais especifica como, por
exemplo, algumas Dbisarilcetonas, dentre elas a fenstatina (4-metoxifenil-3,4,5-
trimetoxifenilmetanona) designado no presente estudo por RR0O7, e que em um futuro
préoximo podera ser utilizada como uma alternativa terapéutica para farmacos ja consagrados
como a vincristina, a vimblastina, o paclitaxel, a doxorrubicina, o etoposido, o topotecan,
dentre outros (KAVALLARIS; VERRILLS; HILL, 2001; ROMAGNOLI et al.,2006;
ALVAREZ et al., 2008).

Diante do supracitado, este trabalho foi motivado pelo crescente aumento dos casos de
cancer e por ndo haver ainda uma droga que seja eficaz neste tratamento sem apresentar

efeitos colaterais importantes.

53



3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar as propriedades anticancer do composto estilbendide 4-metoxifenil-3,4,5-

trimetoxifenilmetanona, uma fenstatina que neste trabalho foi denominado RR07, em vérios

modelos bioldgicos.

3.2 Especificos

Estudar a atividade citotoxica do composto RRO7 em diferentes linhagens

tumorais, no desenvolvimento embrionario do ourigo do mar Lytechinus

variegatus, bem como a atividade hemolitica em eritrocitos de camundongos;

Avaliar a seletividade deste composto em relagdo as células mononucleares do

sangue periférico (PBMC);

Avaliar o mecanismo de acdo citotoxico do composto RR07, utilizando como

modelo a linhagem HL-60 (leucemia promielocitica):

0]

Avaliar a viabilidade, bem como, a cinética de crescimento de células
leucémicas (HL-60) tratadas com o composto RR07;

Investigar as alteragdes morfologicas (em HL-60) desencadeadas pelo
composto RRO7, por meio da coloragdo hematoxilina/eosina,

Avaliar o efeito do RR07 sobre a inducdo de morte celular pelo ensaio de
fluorescéncia laranja de acridina/brometo de etidio (LA/BE);

Averiguar a acdo antiproliferativa (em HL-60) do RR07 por meio da inibigao
de sintese de DNA;

Estudar, por meio de citometria de fluxo, o efeito do RR07 sobre a viabilidade
celular, o ciclo celular, a atividade das caspases 3, 7 e 8, inducao de apoptose
inicial pelo ensaio da Anexina-V, além de investigar o potencial
transmembranico de mitocondria (A¥,,) de células tratadas com o composto

RRO7;

Avaliar o potencial genotoxico do composto RR07 em células PBMC, pelo teste

do cometa;
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Comparar a agdo do RRO7 sobre a indugdo de aberragdes cromossOmicas em
células PBMC, comparando ao efeito desencadeado pela colchicina;

Determinar a interferéncia do RRO7 sobre a polimeriza¢do da tubulina (em
microtubulo isolado);

Estudar o potencial antitumoral do RR07;

Analisar as caracteristicas histopatologicas dos orgdos (rim, figado e baco) de
camundongos (Mus musculus) Swiss transplantados com o tumor Sarcoma 180,

tratados por 7 dias com RRO7.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais utilizados

4.1.1 Equipamentos

e Agitador de placa, MLW Modelo Thys 2®

e Agitador de tubo, Donner AD 8850®

e Banho-maria, DELLTA Modelo 105Di®

e Centrifuga Centimicro, FANEN Modelo 212®

e Centrifuga Excelsa Baby, | FANEN Modelo 206®

e Centrifuga de placas, Eppendorf Modelo Centrifuge 5403®

e Centrifuga de laminas, Shandon Southern Cytospin®

e Citometro de fluxo, Guava EasyCyte mini®

e Deonizador de 4gua Milli-Q, Milipore®

e Espectrofotometro de placa DTX-880, Beckman Coulter®

e Fluxo laminar, VECO®

e Incubadora de células, (CO, Water-Jacket Incubator) NUAIRE TS Autoflow®

e High Throughput Screening (HTS)/Laboratory Automation Workstation, Biomek
3000, Beckman

e Coulter®

e Maquina fotografica digital, Olympus C-7070®

e Microondas, Panasonic®

e Microscdpio Optico, Metrimpex Hungary/PZO-Labimex Modelo Studar lab®

e Microscopio Optico de inversdo, Nikon Diaphot®

e Microscopio de fluorescéncia, Olympus®

e Microtomo, Slee Mainz®

e pHmetro, Micronal B474®

e Pipetas automaticas, Gilson®

e Sistema de Eletroforese Horizontal mini Submarine, Amersham Biosciences®
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4.1.2 Solugoes, Reagentes e Farmacos

Acido Acético Glacial

Acido Cloridrico

Alcool Etilico

Agarose 1%

Agarose LMP 1,5%

Agarose NMP 0,5%

Anticorpo anti-BrdU

Anticorpo biotinilidado
anti-imunoglobulina de

camundongo

Azul de tripan 10%

BrdU 10 mM

Brometo de Etidio
100 pg/mL

Citrato de Sodio

0,5 g de agarose
Agua deionizada qsp 50 mL

1,5 g de agarose
PBS gsp 100 mL

0,5 g de agarose
PBS gsp 100 mL

1 uL de anticorpo anti-BrdU
BSA 5% gsp 500 pL de solugao

1 uL de anticorpo anti-imunoglobulina

BSA 5% gsp 100 pL de solugdo

10 mg de azul de tripan
PBS gsp 100 mL de solugao

1 mg de brometo de etideo

PBS gsp 10 mL de solugdo

Vetec®

Vetec®

Vetec®

FMC -
Bioproducts®

Gibco®

Gibco®

Sigma®
Dako®

Sigma®

Sigma®

Sigma®

Sigma®

Quimica®
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Cloreto de Sodio (NaCl)

Colchicina

Diaminobenzidina

(DAB)

Dimetilsulfoxido

(DMSO)
Doxorrubicina —
fornecida pelo Instituto
do Cancer do Ceara —

ICC

EDTA

Eosina 0,5%

Estreptavidina —

peroxidase

Ficoll

Fitohemaglutinina

Formaldeido 10%

5 uL de DAB
I mL de Tris-HCI (Tris 0,05 M) pH= 7,6
2 pL de H,0,

0,5 g de Eosina

80 mL de Alcool etilico
0,5 mL de Acido acético
20 mL de H,O

1 uL de Estreptavidina — peroxidase
BSA 5% gsp 100 pL de solucao

100 mL de formaldeido
H,Oqsp1L

Labsynth®

Sigma®

Immunotech®
Proquimios®

Proquimios®

Vetec®

Zodiac®

Qeel®

Doles®

Sigma®
Dako®

Sigma®

Sigma®

Dinamica®
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Hematoxilina 0,1%

Hidroxido de Sodio
(NaOH)

Iodeto de propideo
50 pg/mL

Laranja de Acridina

Meio de cultura de

células RPMI 1640

MTT

N-Lauroylsarcosine

Paclitaxel

Penicilina —

estreptomicina

0,5 g de Hematoxilina

10 mL de Glicerina

25 g de Sulfato de aluminio
0,1 g de Iodeto de potassio
H,0 gsp 500 mL de solugdo

1 mg de iodeto de propideo
PBS gsp 50 mL

1 g de laranja de acridina (100 pg/mL)
H,O gsp 10 mL de solugao

Diluido em dagua deionizada e esterelizada,
filtrado em filtro millipore (0,22 um) e
complementado com SBF 10%, 1% de
glutamina, 1% de antibidticos, 1% de
bicarbonato de sodio (0,75%) e 25 mM de

HEPES

20 mg de MTT
PBS gsp 100 mL de solugdo

25 mg

Penicilina 10.000 Ul/mL

Estreptomicina 10 mg/mL

Doles®
Labsynth®
Labsynth®
Labsynth®

Vetec®

Boehringer®

Fluka®

Cultilab®

Sigma®

Sigma®

Sigma®

Cultilab®
Cultilab®
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Ringer-lactato

Sulfato de Gentamicina

Solucao de Eletroforese

Solugdo de Lise

Solu¢ao de

Neutralizagao

Solugao desnaturante

(para analise de

incorporagao de BrdU)

Soro fetal bovino

Solugdo salina

(para hemolise)

SSC 10X

Cloreto de S6dio = 0,600 g
Cloreto de Potassio = 0,030 g
Cloreto de Calcio 2H,O = 0,020 g
Lactato de S6dio =0,30 g

Agua gsp 100 mL

EDTA 1 mM, NaOH 300 mM, pH > 13

NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM
Tris 10 mM, N-Lauroyl sarcosine 1%

pH = 10, Triton X-100 1%, DMSO 10%

Tris 0,4 M, pH=17,5

Formamida 70%

2x SSC (pH entre 6,5 ¢ 7,5 a 70 °C)

8,5 g de Cloreto de sédio (0,85%)
1,11 g de Cloreto de calcio (10 mM)
H,O gsp 1 L de solugdo

Cloreto de sodio 1,5 M
Citrato de sodio 0,15 M
H,0O

Laboratorios

Biosintética®

Gentamicin

Novafarma®

Vetec®

Cultilab®

Labsynth®
Reagen®
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Tampao de corrida

50X (TAE)

Tampao fosfato (PBS)

Tampao Tris (TBS) 10X

Taxol®
fornecido pelo Instituto

do Cancer do Ceara —

ICC

Tripsina 0,25%

Triton X-100

Velban®
fornecido pelo Instituto

do Cancer do Ceara —

ICC

Xilol 10%

5- Fluorouracil

242 g de TRIS
57,1 mL de acido acético glacial

100 mL de EDTA 0,5 M

8,766 g de Cloreto de sodio

2,14 g de NaHPO47H,0O

0,276 g de NaHPO4H,0

H,0 gsp 1 L de solugdo (pH = 7,2)

Cloreto de sodio 1,5 M
Tris 0,5 M (pH= 7,6)
H,O

6 mg/mL

50 mL de Tripsina 2,5%
0,125 gde EDTA
450 mL de PBS

10 mg/mL

100 mL de formaldeido
H,O gspl L

2,5 mg/1 mL

Labsynth®
Labsynth®
Labsynth®

Labsynth®
Proquimios®

Bristol-Myers
Squibb®

Cultilab®

Proquimios®

Isofar®

Ely Lilly®

Dindmica®

ICN

Farmacéutica®
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4.1.3. Modelos utilizados na pesquisa

4.1.3.1. Biologicos

Camundongos albinos (Mus musculus) da linhagem Swiss

Linhagens celulares tumorais mantidas em cultura

PBMC humanos isolados de voluntarios sadios

AN NI NN

Gametas de ouri¢o do mar da espécie Litechinus varietatus
4.1.3.2 Comité de Etica

Todos os procedimentos envolvendo a utilizagdo de animais realizados no presente
estudo seguiram as recomendagdes do Conselho Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA), respeitando a legislagdo vigente, e sob autorizagdio do Comité de Etica em

Pesquisa com Animais (CEPA) da Universidade Federal do Ceara (protocolo n°® 52/08).
4.2 Metodologia Experimental
4.2.1 Obtencgdo do composto RRO7 e outros derivados estilbendides

As substancias utilizadas na execugdo deste trabalho foram cedidas pelo Prof. Dénis
Pires de Lima do Departamento de Quimica Inorganica da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul. Os andlogos estilbendides foram obtidos no Laboratério de Sintese e
Transformacdes de Moléculas Organicas para Emprego Bioldgico (SINTMOLB) da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. As moléculas foram sintetizadas a partir da
Reacdo de Perkin’, a qual possibilitou também a obtencao do estilbeno resveratrol, enquanto a
bisarilcetona fenstatina ou 4-metoxifenil-3,4,5-trimetoxifenilmetanona, neste trabalho
denominada RRO7 (Tabela 3) foi obtida pela oxidagdo de Jacobsen a partir da
Combretastatina A-4 (PETTIT et al.,, 1998; HADFIELD et al., 2003; HSIEH; LIOU;
MAHINDROO, 2005; LIMA et al., 2009).

* A Reagio de Perkin é uma reagdo organica desenvolvida por William Henry Perkin que pode ser usada na
produgdo de acidos cindmicos pela condensagdo aldol de aldeidos aromaticos e anidridos acidos na presenca de
um sal alcalino de acido.
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Tabela 3 — Nome quimico, sigla utilizada, massa molecular e estrutura quimica do resveratrol

e derivados estilbenoides’

Substancia (nome quimico) Sigla | MM? Estrutura Quimica
Acido 3-(3,4-dimetoxifenil)-2-fenil acrilico | RRO1 | 284,30 O O
HsC—O0 HC/O
- OH
T . . . . H3C/O X \O
Acido 3—(4—acetox1—3,—metox1fen11)—2—fen11 RRO2 | 314,28 O
acrilico o O
A
CHy
(@)
X
1,2-dimetoxi-4-[(Z)-2-fenil-1-etenil] benzeno | RRO3 | 240,29 O
O
28e
CHj
A AN O
1,2-dimetoxi-4-[(E)-2-fenil-1-ctenil] benzeno | RRO4 | 244,32 | "° O
(0]
b
Acido 3-(3,4-metoxifenil)-2-fenil acrilico RROS5 | 254,28
Acido 3-(4-h1drox1-3,-metox1fen11)-2-fen11 RRO6 | 270.28
acrilico
4-Metoxifenil-3,4,5-trimetoxifenilmetanona | RR0O7 | 302,32
4-(1,8-dimetoxi-9H-xantenila-9)-2- RRO9 | 368.42

metoxifenol
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Substancia (nome quimico) Sigla MM Estrutura Quimica

HO

Acido 3-(2-hidroxifenil)-2-fenil acrilico RR10 | 240,25

9-(4-hidroxi-3-metoxi)-3,4,5,6,7,9-

hexahidro-2H-xantene-1,8-diona RRIT | 340,37

5-[2-(4-hidroxifenil)-vinil]-benzeno-1,3-diol | RESV | 228,24

'0s estilbenos sido compostos ndo flavonodides que contem o grupo funcional 1,2-difeniletileno possuindo ligago
dupla conjugada no sistema. Tais compostos sdo denominados fitoalexinas, dentre os quais destaca-se o

resveratrol (RIBEREAU-GAYON, 2002). ’MM = Massa Molecular; RESV = Resveratrol;
4.2.2 Manutencao das células

No presente trabalho, utilizou-se dois tipos de linhagem celular, as linhagens em
suspensdo (CEM, HL-60, JUKART e K-562) e as linhagens aderidas (B-16, B-16-F10, HCT-
8, MDA-MB 231 MDA-MB-435, MX-1, PC-3 e SF-295), todas obtidas através de doagao do
Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (Bethesda, MD). As linhagens celulares que
foram utilizadas nos experimentos estdo em destaque na Tabela 4. As células eram cultivadas
em frascos plésticos para cultura (Corning, 25 cm?, volume de 50 mL para células aderidas e
75 em?, volume de 250 mL para células em suspensdo), utilizando o meio de cultura RPMI
1640 complementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos
(penicilina/estreptomicina). As células foram mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de
5% de CO;, e 95% de umidade, seguido da observacdo do crescimento celular com ajuda de
microscopio de inversdo a cada 24 horas. Quando necessario as células eram repicadas em
meio de cultura nova, numa concentracio de 0,5-1,0 x 10° céls/mL (BUTLER; DAWSON,
1992).
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Tabela 4 — Linhagens celulares tumorais utilizadas no ensaio de citotoxicidade in vitro,

através do método do MTT.

Concentracao de
Linhagem Celular Tipo Histologico do Cancer / Origem plaqueamento
(células/mL)
HL-60 (%) Leucemia promielocitica humana 0,3x 10°
K-562 (*) Leucemia mielocitica cronica humana 0,3 x 10°
CEM (%) Leucemia linfocitica humana 0,5x 10°
JUKART (%) Leucemia 0,3 x 10°
MDA-MB 231 (*¥%) Carcinoma de mama humano 0,1x 10°
MDA-MB 435 (*%) Carcinoma de mama humano 0,1x 10°
MX-1 (¥%) Carcinoma de mama humano 0,1x 10°
HCT-8 (*%) Carcinoma de c6lon humano 0,7 x 10°
PC-3 (*%) Carcinoma de prostata humano 0,1x 10°
SF-295 (**) Glioblastoma 0,7 x 10°
B-16-F10 (**) Glioblastoma 0,7x 10°
B-16 (*%) Melanoma murino 0,6 x 10°

(*) Linhagem de células em suspensio; (**) Linhagem de células aderidas

4.2.3 Avaliacdo da atividade citotoxica em células tumorais in vitro pelo método do MTT

4.2.3.1 Principio do teste

A andlise de citotoxicidade pelo método de reducdo do MTT, [3-(4,5-dimetiltiazol-
2yl)-2,5-difeniltetrazolium bromida], vem sendo utilizada no programa de screening do
National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), sendo testadas mais de 10.000 amostras
a cada ano (SKEHAN et al., 1990), podendo ser utilizado para determinar citotoxicidade,
proliferacdo e ativacdo celular. O método baseia-se na reducdo do sal [3-(4,5-dimetiltiazol-
2yl)-2,5-difeniltetrazolium bromida] ou MTT, um composto de cor amarela, a formazan,
composto de coloragdo purpura, pelos substratos celulares NADH, NADPH e succinato,
presentes na mitocondria de células viaveis, seguida de analise colorimétrica (MOSMANN,
1983; BERRIDGE; TAN, 1993). No presente trabalho, este ensaio foi utilizado para sele¢ao

das substancias mais ativas.

4.2.3.2 Procedimento experimental

As células foram plaqueadas em concentra¢des variadas de acordo com a Tabela 4

para células suspensas e aderidas. O resveratrol, o RR0O7 e os outros compostos analogos
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(RRO1, RR0O2, RR03, RR04, RRO5, RR06, RR09, RR10 e RR11), de esqueleto estilbendide
foram acrescidos em concentragdes, que variaram desde 1,70 até 67,85 uM.

Inicialmente, fez-se a diluicdo das substancias em DMSO puro e estéril em uma
concentragdo estoque de 5 mg/mL, onde foram obtidas as concentra¢des finais 0,17 a 67,85
uM e adicionadas em placa de 96 pogos (100 pL/pogo). O quimioterapico doxorrubicina foi
usado como controle positivo. Apds um periodo de incubagdo de 72 horas, as placas foram
retiradas e centrifugadas a 1500 rpm/15 minutos. O sobrenadante foi aspirado e foi adicionado
200 pL de uma solug¢ao contendo RPMI 1640 com 10% de MTT, sendo a placa colocada na
estufa a 5% de CO; por 3 horas. Em seguida, as placas foram novamente centrifugadas a 3000
rpm/10 minutos, tendo o sobrenadante aspirado e seu precipitado ressuspendido em 150 pL de
DMSO e agitado por cerca de 10 minutos, até completa dissolucdo dos cristais de formazan.

As placas foram lidas no espectrofotometro de placas a um comprimento de onda de 595 nm.

4.2.3.3 Analise dos dados

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos EPMs. As
substancias foram testadas em dilui¢do do tipo seriada, em duplicata ou triplicata, foi montado
o grafico absorbancia versus concentragdo e determinado as suas Clsy (concentracao inibitéria
média capaz de provocar 50% do efeito maximo) e seus respectivos intervalos de confianga
(IC 95%) determinados a partir de regressdao nao-linear no programa GraphPad Prism versao

5.0 (Intuitive Software for Science, San Diego, CA, EUA).

4.2.4 Avaliacdo da atividade antimitotica — Desenvolvimento embriondrio em ovos de

ouri¢o-do-mar (Lytechinus variegatus)

4.2.4.1 Principio do ensaio

O ourigco-do-mar pertence ao Filo Echinodermata, Classe Echinoidea, Subclasse
Euechinoidea, por (RUPERT; BARNES, 1996). A espécie Litechinus variegatus ¢ facilmente
mantida em laboratorio e foi selecionada para a utilizacdo em testes de toxicidade por
apresentar-se fértil o ano todo e possuir ovos pouco pigmentados, viabilizando, assim, a
execucdo de ensaios com seus gametas. Os 6vulos apresentam uma coloracdo alaranjada
enquanto que os espermatozoides apresentam-se esbranquigados. A membrana de fecundagao
dos ovos ¢ facilmente visualizada, assim como as varias fases da embriogénese.
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4.2.4.2 Procedimento experimental

A extrusdo dos gametas foi induzida pela injegdo de KCI 0,5 M na cavidade celomica
dos animais. Apos extruidos, os 6vulos foram lavados em uma proveta com agua do mar
filtrada, por 3 vezes, para remoc¢ao da camada gelatinosa. Os espermatozoides concentrados
foram mantidos em baixa temperatura at¢ o momento do uso. Apds a ultima lavagem, os
ovulos foram ressuspendidos em 50 mL de 4gua do mar filtrada e fecundacdo realizada pela
adicdao de 1 mL da suspensdo de espermatozoides (0,05 mL da suspensdo concentrada + 2,45
mL de 4gua do mar filtrada) a 50 mL suspensao de 6vulos. Apds cerca de dois minutos, a
fecundacao foi confirmada pela presenga da membrana da fecundagdo, pela observacdo de
uma amostra das células ao microscopio. Um volume de 1 mL de ovos foram distribuidos
numa multiplaca com 24 cavidades, cada uma contendo os analogos incubados num volume
final de 2 mL nas concentra¢des de 10 e 100 pg/mL, mantidos a temperatura ambiente (26 +
2°C) sob agita¢do constante. As amostras foram fixadas aliquotas de 0,2 mL em formalina
10%, quando se observou a maioria dos embrides do controle negativo nas fases da primeira e
terceira divisdo e blastula. Cem ovos foram contados em cada amostra para obtengdo da
porcentagem de células.

Foram testados resveratrol e analogos estilbendides (RR0O1, RR02, RR03, RR04,
RRO05, RR06, RR0O7, RR09, RR10 ¢ RRI11), os mesmos foram diluidos em DMSO na
concentragdo estoque de 1 mg/mL. A doxorrubicina, um quimioterapico com indicacdo para

diversos tipos de tumores, foi utilizado como controle positivo.

4.2.4.3 Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média £ EPM de “n” experimentos no programa

GraphPad Prism versdo 5.0 (Intuitive Software for Science, San Diego, CA, EUA).
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4.2.5 Avaliacdo do dano a membrana plasmadtica — Atividade Hemolitica em Eritrocitos de

Camundongos Mus musculus Swiss

4.2.5.1 Principio do ensaio

Esta metodologia, segundo descrita por Costa-Lotufo et al. (2002); Dresch et al.
(2005), baseia-se em avaliacdo espectrofotométrica e permite avaliar o potencial das
substancias teste em causar lesdes na membrana plasmatica da célula, seja pela formagao de

poros ou pela ruptura total.

4.2.5.2 Procedimento experimental

Foi coletado o sangue de trés camundongos (Mus musculus Swiss) do plexo orbital,
sendo diluido em 30 volumes de solucdo salina (NaCl 0,85% + CaCl, 10 mM). Os eritrocitos
foram lavados 2 vezes em solucdo salina, centrifugados (1500 rpm/3 minutos) para redugdo
da contaminag¢do plasmatica e ressuspensos em solucdo salina para obtencdo de uma
suspensao de eritrocitos (SE) a 2%. Os ensaios foram realizados em multiplacas com 96
cavidades. Cada pogo da 1? fileira vertical recebeu 100 uL da solug¢do salina. Na 2? fileira
vertical, os pocos receberam 50 pL da solug¢do salina e 50 pL do veiculo de dilui¢do da
substancia teste, neste caso, DMSO 10%. Aos pogos da 3* fileira vertical, foram adicionados
100 pL de solugdo salina e 100 uL das substancias teste em solucdo. Da 4° fileira vertical em
diante, os pogos receberam 100 pL da solugdo salina, excetuando-se os da ultima fileira, que
receberam 80 pL de solugdo salina e 20 pL. de Triton X-100 1% (controle positivo). As
dilui¢des foram feitas da 3* & 11* cavidades verticais, retirando-se 100 puL da solugdo da
cavidade anterior e transferindo para a seguinte de modo que as concentragdes foram sempre
diluidas pela metade, variando de 17,08 a 542,85 uM. Em seguida, 100 pL da suspensdo de
eritrocitos foram plaqueados em todos os pogos. Apos incubagdo de 1 hora, sob agitacao
constante a temperatura ambiente (26 = 2°C), as amostras foram centrifugadas (5000 rpm/3
minutos) e o sobrenadante transferido para uma outra placa para a leitura da absorbancia no
espectrofotometro de placas a 540 nm. A atividade dos compostos foi determinada de maneira

relativa ao valor dos controles positivo e negativo.
Foram testados os compostos RRO1, RR02, RR03, RR04, RR0O5, RR06, RR07, RROS,
RR09, RR10, RR11 e Resveratrol, os quais foram diluidos em DMSO na concentracio
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estoque de 5 mg/mL. As amostras foram testadas em curva de diluicdo seriada em

concentragdes crescentes de 17,08 a 542,85 uM.

4.2.5.3 Analise dos dados

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos EPMs. As
substancias foram testadas em dilui¢do do tipo seriada. Foi montado o grafico absorbancia
versus concentracdo e determinadas as suas CEsy (concentracdo efetiva média capaz de
provocar 50% do efeito maximo) e seus respectivos intervalos de confianca (IC 95%), obtidas
a partir de regressdao ndo-linear no programa GraphPad Prism versdo 5.0 (Intuitive Software

for Science, San Diego, CA, EUA).

4.3 Caracterizacao da atividade antiproliferativa do composto RR07 em células HL-60 e
em cultura primaria de células mononucleadas do sangue periférico (PBMC) pelo ensaio

do MTT

4.3.1. Procedimento experimental

As células HL-60 foram plaqueadas na concentracdo de 0,3 x 10° células/mL
(procedimento anteriormente descrito no tdpico 4.2.2) enquanto as células mononucleadas do
sangue periférico (PBMC) foram isoladas a partir de uma amostra de sangue periférico
(procedimento descrito no topico 4.4.6) e plaqueadas na concentragdo 1 x 10° células/mL.

O composto RR0O7 foi entdo adicionado as células em uma curva de concentracao que
variou desde de 1,70 até 67,85 uM. Apds um periodo de incubagdo de 24 horas, as placas
foram retiradas e centrifugadas a 1500 rpm/15 minutos. O sobrenadante foi aspirado e foi
adicionado 200 pL de solugdo de MTT 10% em RPMI 1640, sendo a placa colocada na estufa
a 5% de CO; por 3 horas. Em seguida, as placas foram novamente centrifugadas a 3000
rpm/10 minutos, tendo o sobrenadante aspirado e seu precipitado ressuspendido em 150 pL de
DMSO e agitado por cerca de 10 minutos, até completa dissolugdo dos cristais de formazan.

As placas foram lidas no espectrofotometro de placas a um comprimento de onda de 595 nm.
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4.3.2 Analise dos dados

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos EPMs. As
substancias foram testadas em dilui¢do do tipo seriada, em duplicata ou triplicata. Foi
montado o grafico absorbancia versus concentracio ¢ determinadas as suas Cls, (concentragao
inibitoria média capaz de provocar 50% do efeito maximo) e seus respectivos intervalos de
confianca (IC 95%) determinados a partir de regressdo nao-linear no programa GraphPad

Prism versao 5.0 (Intuitive Software for Science, San Diego, CA, EUA).

4.4 Estudos de Mecanismo de A¢ao

4.4.1 Viabilidade celular — Teste de exclusao do azul de Tripan

4.4.1.1 Principio do ensaio

O teste de exclusdo por azul de Tripan permite quantificar as células vidveis das
células mortas pela substancia testada. O corante penetra em todas as células, porém somente
as células viaveis conseguem bombear o azul de tripan para fora, sendo possivel desta forma,
observar uma colora¢do azulada nas células mortas, por ndo poder bombea-lo (JIMENEZ et

al., 2003; PERES et al., 2005).

4.4.1.2 Procedimento experimental

Células da linhagem HL-60, na concentragio de 0,3 x 10° células/mL, foram
incubadas por 24 horas com a substancia RR07 nas concentragdes de 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e
4,00 uM e examinadas ao microscopio de inversdo. A concentragcdo utilizada foi estimada a
partir do valor da Clsy (0,25 uM) encontrada no método do MTT para esta mesma linhagem
celular. Retirou-se 90 uL. da suspensao de células e foi adicionado a 10 puL do azul de tripan
(10%). As células viaveis e as ndo vidveis foram diferenciadas a partir da contagem em
camara de Newbauer. A Doxorrubicina (0,5 uM) foi usada como controle positivo (VERAS

etal., 2004).
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4.4.1.3 Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média + EPM de “n” experimentos. Para
verificagdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos, os dados
foram comparados por analise de varidncia ANOVA, com nivel de significancia de p < 0,001

no programa GraphPad Prism versdo 5.0 (Intuitive Software for Science, San Diego, CA,

EUA).

4.4.2 Avaliacdo cinética do crescimento celular em HL-60 pelo método do azul de tripan

4.4.2.1. Principio do ensaio

Baseia-se no principio descrito na se¢do 4.4.1.1

4.4.2.2 Procedimento experimental

Células das linhagens HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 pogos, na
concentracdo de 0,3 x 10° células/mL, e incubadas com o composto RR07 nas concentragdes
de 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e 4,00 uM. Apds cada periodo de incubagao (3, 6, 12, 18 e 24 horas)
era retirada uma aliquota de 90 pL da suspensdo de células e adicionado a 10 puL do azul de
tripan. Em seguida uma aliquota de 10 pL da solucdo de células foi colocada em uma camara

de Newbauer e as células diferenciadas e contadas em viaveis e ndo viaveis.

4.4.2.3 Analise dos dados

O valor obtido para cada contagem foi montado em um grafico e construido uma
curva com as variaveis: porcentagem de células viaveis versus log da concentragdo, para cada
tempo analisado, para a observacao da cinética de crescimento das células tratadas. Foram
determinados também suas Clsy (concentragdo inibitéria média capaz de provocar 50% do
efeito maximo) e seus respectivos intervalos de confianga (IC 95%) realizado a partir de
regressao nao-linear utilizando o programa GraphPad Prism versao 5.0 (Intuitive Software for
Science, San Diego, CA, EUA). Para verificagdo da ocorréncia de diferengas significativas

entre os diferentes grupos, os valores das Clsy foram comparados por andlise de variancia
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(ANOVA) seguido do teste Student-Newman-Keuls, com nivel de significancia estatistica de

95% (p < 0,05).

4.4.3 Analise de alteracoes morfologicas — Coloragdo com hematoxilina e eosina

4.4.3.1 Principio do ensaio

A técnica de coloragdo hematoxilina-eosina (HE) permite diferenciar o citoplasma do
nucleo, possibilitando, assim, a andlise de estruturas celulares. A hematoxilina ¢ um corante
basofilico que tem maior afinidade pelas proteinas nucleares, dando ao nticleo numa cor lilas.
A eosina, por sua vez, liga-se melhor aos componentes citoplasmaticos conferindo-lhe uma

coloracdo résea (BRYNE, 1998).

4.4.3.2 Procedimento experimental

Células da linhagem HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 pogos, na concentracao
de 0,3 x 10° células/mL, e incubadas por 24 horas com o composto RR07 nas concentragdes
de 0,25; 0,50 e 1,00 uM. A doxorrubicina (0,50 uM) foi usada como controle positivo. Para
observar a morfologia das células, laminas foram preparadas, com 50 pL da suspensdo de
células, em citocentrifuga (cytospin) e fixadas com metanol 100% por 1 minuto. Em seguida,
as laminas foram lavadas com dgua corrente para remoc¢ao do fixador e coradas, inicialmente,
com hematoxilina de harris 0,1% por 1 minuto. Apds a lavagem com agua destilada, as
laminas foram imersas em eosina 0,5% por mais 1 minuto e visualizadas ao microscopio. Para
garantir a preservacao do material, as laminas foram desidratadas com solugao de etanol:xilol,
até xilol 100%. Uma gota de balsamo do Canada foi pingada em cada lamina e virada sobre

uma laminula. Essa montagem foi deixada 24 horas para secar (VERAS et al., 2004).

4.4.3.3 Analise dos dados

As laminas com células tratadas e ndo tratadas foram levadas ao microscopico para a
avalia¢do qualitativa de suas caracteristicas morfologicas e comparadas as células do controle
negativo. Posteriormente, as células foram fotografadas para o registro das alteragdes

observadas.
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4.4.4 Determinacio do percentual de inibicido de sintese de DNA: incorporagdo da

bromodeoxiuridina- Ensaio do BrDU

4.4.4.1 Principio do teste

A bromodeoxiuridina (BrDU) ¢ uma base nitrogenada andloga a timidina que ¢
incorporada ao DNA das células em proliferagdo. A deteccdo do BrDU ¢ realizada por
técnicas de imuno-citoquimica, onde se ligam anticorpos monoclonais € um cromédgeno
especifico, a diaminobenzidina (DAB), que vai conferir uma coloragdo marrom ao ntcleo das

células que incorporaram a BrDU (TAKAHASHI, 2003).

4.4.4.2 Procedimento Experimental

Células da linhagem HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 pogos, na concentracao
de 0,3 x 10° células/mL, e incubadas por 24 h com o composto RR0O7 nas concentragdes de
Clso (0,25; 0,50 e 1,00 uM). As concentragdes utilizadas foram calculadas a partir dos valores
de Cls, encontrados no ensaio da curva de crescimento no periodo de 24 horas de incubagio.
A doxorrubicina (0,50 uM) foi usada como controle positivo. Trés horas antes do periodo de
incubagao o BrdU (0,01 uM) foi adicionado em cada poco da cultura de células. Apds o
periodo de incubagdo, 1dminas foram preparadas em citocentrifuga (cytospin) e postas para
secar por 2 horas. Apds o periodo de secagem foram fixadas em metanol: acido acético (7:1,5)
por 5 minutos. As células foram lavadas com tampao Tris (TBS) e incubadas em solugdo
desnaturante por 90 minutos a 70°C e pH 7,4. Apds uma segunda lavagem com TBS, a regiao
adjacente as células foi circundada com caneta hidrofébica. Em seguida, o material foi
incubado com anticorpo primario e deixado sob refrigeracdo durante a noite em camara
umida. A seguir, as células foram incubadas com anticorpo secundario biotinilado por 20
minutos e, entdo, com a solugdo de estreptavidina-fluoresceina por mais 20 minutos.
Adicionou-se o cromoégeno DAB por 1-5 minutos, o qual foi removido com agua destilada. A

contra-coloragao das células foi realizada com hematoxilina de Harris a 0,1%.

4.4.4.3 Analise dos dados

Duzentas células foram contadas, diferenciando-as entre nicleo marrom

(incorporaram o BrdU) e ndo-marrom ou nucleo lilds (ndo incorporam o BrdU). Os dados
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foram expressos como a média + EPM de dois experimentos independentes (realizados em
duplicata). Para verificagdo da ocorréncia de diferencgas significativas entre os grupos, os
dados foram comparados pelo teste y°, utilizando o programa Prism versio 5.0 (Intuitive

Software for Science, San Diego, CA, EUA). com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

4.4.5 Avaliagdo do padrio de morte celular — Coloracio diferencial com laranja de

acridina (LA) / brometo de etideo (BE)

4.4.5.1 Principio do ensaio

O método de colorag@o pelo brometo de etidio/laranja de acridina permite diferenciar
células vidveis daquelas em processo de morte por apoptose ou necrose pela coloragao
diferencial por fluorescéncia com base em alteracdes morfoldgicas nucleares e
citoplasmaticas (McGAHON et al., 1995). A laranja de acridina (LA) consegue atravessar
membranas celulares intactas e se ligam ao DNA, conferindo uma aparéncia verde ao nticleo
das células. O brometo de etidio (BE) ¢ incorporado principalmente por células com a
membrana ja danificada (ndo viaveis), ligando-se ao DNA e corando-o de laranja. As células
vidveis com membrana intacta apresentam nucleo uniformemente corado de verde pela laranja
de acridina (LA). As células em apoptose inicial (membrana ainda intacta) apresentam
manchas verdes brilhantes no nucleo (condensacdo da cromatina) ¢ ndo sdo marcadas por
brometo de etidio (BE). Morfologicamente, observam-se alteracdes da membrana em
decorréncia da formacdo de corpusculos apoptdticos. As células em necrose (lesdo de
membrana) apresentam um padrdo de coloracdo uniforme, laranja-avermelhada e ndo ha
formagao de corpos apoptéticos. Possivelmente, as membranas plasmaticas permanegam
intactas durante o fendmeno apoptotico até os ultimos estdgios quando se tornam permeaveis

aos solutos normalmente retidos.
4.4.5.2 Procedimento experimental

As células HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 pocos, na concentracao de 0,3 x
10° células/mL, e incubadas por 24 horas com o composto RR07 nas concentracdes de 0,25;

0,50 e 1,00; 2,00 e 4,00 uM. As concentragdes utilizadas foram estimadas a partir dos valores

de ClIsg, encontrados no ensaio do MTT para a linhagem HL-60 no periodo de 24 horas de
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incubacdo. A doxorrubicina (0,50 uM) foi usada como controle positivo. Uma aliquota de 1
mL da suspensdo de células foi transferida para um tubo eppendorf e centrifugada por 5
minutos a 2000 rpm. O sobrenadante foi descartado e as c€lulas ressuspendidas em 20 pL de
solucdo de PBS. Em seguida, 1 pL da solugdo de LA:BE foi adicionado a cada tubo e uma
aliquota dessas células transferido para uma lamina, montado com laminula, e em seguida
levadas ao microscopio de fluorescéncia para observacdo dos eventos celulares (GENG;

ZENG; WANG, 2003).

4.4.5.3 Analise dos dados

Para a quantificagdo percentual de cada evento celular (viaveis, necroticas e
apoptoticas), foram contadas 300 células de cada amostra. Os dados foram expressos como a
média = EPM de trés experimentos independentes. Para verificacdo da ocorréncia de
diferencas significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por andlise de
variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Dunnet, utilizando o programa GraphPad Prism
versao 5.0 (Intuitive Software for Science, San Diego, CA, EUA), com nivel de significancia

de 5% (p < 0,05).

4.4.6 Avaliacao citotoxica em células mononuceladas de sangue periférico humano (PBMC)

4.4.6.1 Aspectos éticos, coleta de sangue e isolamento das células PBMC

Esse protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Universidade Federal do Cear4, estando registrado com o nimero 281/09, e foi conduzido de
acordo com a resolucao 196/96 do Conselho Nacional de Saude.

A coleta do sangue periférico foi realizada por profissionais capacitados, utilizando-se
seringas esterilizadas e descartaveis de 10 mL. Para tanto, foram escolhidos 3 voluntarios
adultos saudaveis, na faixa etaria de 20 a 30 anos, sem historico de doengas recentes, nao
fumantes, sem exposi¢do recente a radiagdes, a medicamentos ou alcool (BURIM et al.,
2001).

As células PBMC foram isoladas a partir de uma amostra de 3 mL de sangue
periférico acrescida de 5 mL de PBS. Essa mistura foi adicionada a um tubo Falcon com 2 mL
de Ficoll e submetida a centrifuga¢do por 30 minutos a 2000 rpm. Em seguida, a regido

intermediaria entre as hemacias e o soro, chamada de nuvem de células PBMC foi aspirada e
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adicionada a um terceiro tubo. Posteriormente, completou-se com PBS até o volume de 11
mL e centrifugou-se o tubo a 108 g por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet

de PBMC foi ressuspendido em 2 mL de PBS.

4.4.7 Avaliagdo da atividade citotoxica do composto RRO7 em células mononucleadas do

sangue periférico (PBMC)

4.4.7.1 Principio do ensaio

As células mononucleadas do sangue periférico (PBMC) de mamiferos sao ideais para
se testar uma substancia quanto a sua capacidade em produzir aberragdes cromossomicas
(NATARAJAN; OBE, 1980). Supondo-se que haja uma correlagdo entre o dano induzido no
sangue ¢ em outras células somaticas, as células tipo PBMC serviriam como um sistema

sentinela para grupos de alto risco (NORDENSON et al., 1984).

4.4.7.2 Procedimento experimental

As células mononucleadas foram obtidas do sangue periférico de voluntarios sadios
apos centrifugacdo em gradiente de Ficoll. As células foram removidas, lavadas com tampao
fosfato e ressuspendidas em meio RPMI 1640 suplementado com 20% de soro fetal bovino
fetal, 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL estreptomicina para uma concentragdo final de final 3
x 10° células/mL. Fitohemaglutinina (3%) foi adicionada para induzir a proliferacio das
células periféricas mononucleadas. As células foram incubadas em estufa a 37°C com
atmosfera de 5% de CO, durante 48 horas antes da adicdo do RR07 nas concentragdes finais
de 0,12 a 82,6 uM.

A atividade citotoxica do composto RR07 e doxorrubicina foi avaliada pela contagem
das células que excluiram o corante azul de tripan apdés um periodos de incubagdo de 24

horas.

4.4.7.3 Analise dos dados

O composto RRO7 foi testado em diluigdo seriada, em triplicata. A concentracao
necessaria para inibir 50% das células — Clsy — e o intervalo de confiancga foi calculado a partir

de regressdo nao-linear utilizando o programa Prism versdo 5.0 (Intuitive Software for
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Science, San Diego, CA, EUA). Para verificacdo da ocorréncia de diferenca significativa
entre a citotoxicidade em células de HL-60 e em PBMC periféricos, os dados foram

comparados por teste t de Student ndo-pareado com nivel de significdncia de 5% (p < 0,05).

4.4.8 Atividade genotoxica em células mononucleadas do sangue periférico — Teste do Cometa

4.4.8.1 Selecéo de voluntarios e obtencdo do material para analise

Para o estudo com PBMC humano, foi utilizado sangue periférico de quatro doadores
voluntarios, obedecendo aos seguintes critérios:

v" Ter entre 18 e 25 anos;

v Estar em bom estado clinico de satde;

v" Nio fumante e nio etilista;

v Nio estar fazendo uso de algum medicamento.

A coleta do material (sangue periférico retirado da veia cefalica ou basilica) foi
realizada por profissionais capacitados, nas dependéncias da UNIFAC (Unidade de
Farmacologia Clinica da Universidade Federal do Ceara — UFC), utilizando seringa
esterilizada e descartavel.

A versdo alcalina do Ensaio do Cometa, mais especificamente conhecido pela sigla
inglesa SCGE, (Single Cell Gel Electrophoresis), tem sido usada para avaliar a
genotoxicidade in vitro de muitos compostos em células normais e transformadas, humanas
ou animais (DAUER et al., 2003).

O teste do cometa ¢ um método simples, rapido, econdmico e sensivel que permite a
deteccao de dano em DNA em células individualizadas. Ao expor a célula ao composto para
avaliacdo do possivel efeito genotoxico, o dano pode ser visualizado pela realizacao de uma
eletroforese em lamina, onde, fragmentos das fitas de DNA carregadas negativamente
comecam a migrar afastando-se do nucleo, em direcdo ao anodo. Quando corados com
brometo de etideo, cada nucleo ¢ sua “cauda” de fragmentos associada remetem a alusao de
um cometa. O tamanho da cabega e o comprimento da cauda sdao os padrdes avaliados para

determinar a intensidade do dano (SINGH et al., 1988; HARTMANN; SPEIT, 1997).
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4.4.8.2 Principio do ensaio

Este ensaio se baseia no processo de migracdo do DNA sobre o gel de eletroforese

devido a influéncia exercida por uma corrente elétrica.

4.4.8.3 Procedimento experimental

As células mononucleadas do sangue periférico (PBMC — 0,5 x 10° células/mL), assim
como a linhagem HL-60 (0,3 x 10° células/mL) foram cultivadas em RPMI 1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidtico, e plaqueadas em placas de
24 pogos, sendo incubadas por 24 horas com o composto RR07 nas concentragdes de 0,25;
0,50; 1,00; 2,00 e 4,00 uM respectivamente. A doxorrubicina (0,50 uM) foi usada como

controle positivo.

4.4.8.4 Execucao do teste do Cometa

4.4.8.4.1 Preparo das laminas

Apos o periodo de incubagdo de 24 horas foi retirada uma aliquota de 20 pL de
células, a qual foi adicionada a 110 pL de agarose de baixo ponto de fusdo 0,5% para preparo
das laminas. As laminas foram previamente cobertas por solucdo de agarose de ponto de fusdo
normal 1,5% a 60°C e mantidas a temperatura ambiente por 24 horas até a solidificagdo da
agarose. Esta camada foi utilizada para promover a adesdo da segunda camada de agarose de
baixo ponto de fusdo, a qual foi preparada previamente. Em seguida, foram cobertas com
laminulas (24 mm X 60 mm) para uniformizar a distribuicdo das células e mantidas a 4°C

para solidificacdo da agarose.

4.4.8.4.2 Lise celular

Apds solidificacdo da agarose, a laminula foi gentilmente removida e a lamina
mergulhada em solugdo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA and 10 mM Tris, pH 10, Triton
X-100 (0,1%) e DMSO (10%) a 4°C e protegida da luz, por no minimo 1 hora antes da

corrida de eletroforese.
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4.4.8.4.3 Neutralizacao e corrida em eletroforese

Depois de removidas da solugdo de lise, as laminas foram colocadas em uma solucao
de neutralizacdo (300 mM de NaOH e 1 mM de EDTA, pH > 13; 4°C) por 15 minutos e
dispostas horizontalmente na cuba de eletroforese. A cuba foi mantida em banho de gelo para
a manuten¢do da temperatura em torno de 4°C, tendo sido acrescentada a solugdo de
eletroforese até completa imersdo das laminas.

Antes de iniciar a corrida de eletroforese, as laminas ficaram em repouso por 20
minutos para permitir o desenrolamento do DNA, o afrouxamento de suas ligacdes e a
exposicao dos sitios alcali-labeis. Posteriormente, a eletroforese foi conduzida em baixa
luminosidade, usando 25 volts e corrente de 300 mA por 20 minutos. Apds a eletroforese, as
laminas foram retiradas da cuba e mergulhadas na solu¢do de neutraliza¢dao por 5 minutos, a

fim de neutralizar a alcalinidade. A fixagao foi realizada com etanol 100%.

4.4.8.4.4 Coloracéo

Posteriormente, as laminas foram coradas com 50 pl de solugdo de brometo de etidio

(20 pg/mL) e analisadas em microscopio de fluorescéncia.

4.4.8.4.5. Anélise dos dados

A analise foi realizada de acordo com o padrao de escores previamente determinados
pelo tamanho e intensidade da cauda do cometa (Figura 10). Foram contados 100 cometas
por lamina (n = 4) e classificados dentre as cinco categorias (0, 1, 2, 3 e 4), que representam a
percentagem de DNA na cauda do cometa, indicando o grau de dano sofrido pela célula
(LOVELL; THOMAS; DUBROW, 1999):

0 = sem danos ao DNA, portanto, sem cauda (< 5%)

1 = baixo nivel de danos, com a cauda menor que o didmetro da cabeca (5-20%)

2 = médio nivel de danos, com a cauda representando 1-2x o didmetro da cabeca (20-40%)

3 = alto nivel de danos, com a cauda representando mais de 2x o diametro da cabega (40-95%)

4 = dano total (> 95%)
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4
O indice de dano (ID) foi obtido pela seguinte féormula: ID = Zni xi,onde n, ¢éo
i=0

numero de células com nivel de dano i (0, 1, 2, 3 ou 4). A freqiiéncia de dano (FD) representa
a porcentagem de células que sofreram danos no DNA.

Os dados foram expressos como da média £ EPM de experimentos independentes (n =
2). Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos, os
dados serdo comparados por andlise de varidncia (ANOVA) seguida por Teste Student
Newman Keuls, com nivel de significancia estatistica de 95% (p < 0,05) usando o programa

GraphPad (Intuitive Software for Science, San Diego, CA, EUA).

Figura 10 — Representacdo dos tipos de cometa, sendo indicado o escore atribuido a cada cometa de acordo com
o dano ao DNA. Classificacdo por categoria de dano: (0) sem dano (< 5%); (1) Baixo nivel de dano (5-20%); (2)
médio nivel de dano (20-40%); (3) alto nivel de dano (40-95%); (4) dano méaximo (> 95%). Fonte: Collins
(2004b)

4.4.9 Estudo de aberracoes cromossomicas induzidas pelo composto RR0O7 em células

mononucleadas do sangue periférico (PBMC)

4.4.9.1 Principio do ensaio

Os estudos de aberragdo se baseiam em alteragdes citoldgicas, as quais sao

identificadas por corantes especificos e visualizadas por microscopia optica.
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4.4.9.2 Procedimento experimental

As células PBMC (0,5 x 10° células/mL) foram cultivadas em frascos de cultura
contendo RPMI 1640 suplementado com 20% de soro fetal bovino, 1% de antibioticos e 3%
de fitohemaglutinina durante 72 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO; de acordo com o
protocolo de Preston, San Sebastian ¢ McFee (1987). Duas horas antes do término do tempo
de incubacgio, foi adicionada em todas as culturas uma solug@o de colchicina (4 puM) para a
obtencdo de metéafases. Posterior ao tempo de cultivo, as culturas foram fixadas com uma
solugdo fixadora (metanol/acido acético, 3:1) mantida previamente gelada (4°C).

A capacidade do RRO7 em induzir aberracdes cromossdmicas foi avaliada em

diferentes fases do ciclo celular (G, S e G) de acordo com PESSOA e colaboradores (2003).

4.4.9.3 Tratamentos

Para a andlise citogenética, foram utilizadas 5 concentra¢cdes do composto RR07 (0,25;
0,50; 1,00; 2,00 e 4,00 uM). Para avaliar a agdo do RR07 nas diferentes fases do ciclo celular
(G1, S, Gi/S e ), foi utilizado o protocolo de tratamentos de acordo com Mitelman (1995).

Para a realizacdo dos ensaios os experimentos foram divididos em seis, onde nos
experimentos 1, 3 e 5 as células foram tratadas com fitohemaglutinina, colchicina (controle
positivo — 4 uM), enquanto nos experimentos 2, 4 ¢ 6 os PBMCs foram tratados inicialmente
com a fitohemaglutinina, com a finalidade de induzir a proliferagdo dos PBMCs, e em seguida
as células foram tratadas com a substincia teste RR07, para observar o efeito da substancia na
auséncia da colchicina. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo nos seis
experimentos realizados na concentra¢ao de 0,50 uM.

1) Para avaliar o efeito do RR07 na fase G; do ciclo celular, RRO7 foi adicionado no
inicio da cultura (tempo zero) e apos 50 horas foi adicionado colchicina que ficou incubada
junto com a droga teste por 2 horas (Experimento 1). O mesmo procedimento foi realizado
com o mesmo tempo de incubagdo, porém sem o acréscimo da colchicina (Experimento 2).

2) Para avaliar a fase de transicdo G;-S, o RR07 foi adicionado a cultura 24 horas apds
o inicio de cultivo. Ao completar 50 horas do inicio da cultura, foi adicionado colchicina e
apo6s 2 horas de incubagao (52 horas), o material foi fixados em laminas (Experimento 3). O
mesmo procedimento foi realizado adicionando-se RR07, porém na auséncia de colchicina

(Experimento 4).
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3) Para avaliar o efeito do composto RR07 na fase G, do ciclo celular, as culturas
foram preparadas e apds 69 horas do inicio da cultura, adicionou-se o composto teste RR07 e
apods 1 hora (70 horas apos o inicio da cultura) foi acrescentada a colchicina (4 pM). Com 72
horas apos o inicio da cultura, o material foi fixado em laminas (Experimento 5). O mesmo
procedimento foi realizado, porém sem o acréscimo de colchicina (Experimento 6), com

apresentado na Tabela 5.

Tabela S — Protocolo dos tratamentos do RR07 aplicado as culturas temporarias de PBMC.

Experimento | Tratamento | PHA | RR07 | COL | Fixacao
1 Gy Oh | Oh |50h| 52h
2 G Oh | Oh 52h
3 Gi/S Oh | 24h | 50h| 52h
4 Gi/S Oh | 24h 52h
5 G, Oh | 69h | 70h| 72h
6 Gy Oh | 69h 72 h

PHA: fitohemaglutinina; COL: colchicina; RR0O7. Nota: Nos experimentos 2, 4 ¢ 6 ndo foi adicionada a

colchicina para observar o possivel efeito bloqueador do RR07 na fase de Metafase.

4.4.9.4 Preparacao das laminas

Duas a quatro gotas (dependendo da quantidade do material) da suspensdo celular
foram transferidas para laminas limpa e seca. Apos a montagem das laminas, estas foram
coradas com uma solucao de Giemsa (5%) por 7 minutos. Foram montadas cinco laminas para

cada cultura.

4.4.9.5 Analise citogenetica

A anélise das laminas foi realizada em microscopio Optico, com a finalidade de se
detectar possiveis alteragdes cromossOmicas estruturais ou numéricas nas metafases dos
PBMCs. Os cromossomos foram analisados com a objetiva de imersao (100X), em laminas
codificadas, observando-se a posi¢do do centromero, alteragdes no grau de ploidia e

aberragdes estruturais segundo Rabello-Gay, Rodrigues e Nonteleone-Neto (1991).
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4.4.9.6 Critérios de analise

Os parametros analisados foram a frequéncia de células com aberragdes
cromossOmicas em 100 metafases/cultura ¢ o indice mitdtico (IM), determinado pela
contagem do numero de metafases em 2000 linfoblastos/cultura (MOORHEAD et al., 1960).

O IM foi calculado usando-se a seguinte féormula:

Numerode metafases

M=
Numero total delinfoblasos

x100

4.4.9.7 Analise estatistica

Para analise estatistica do indice mitotico foram utilizados os testes ANOVA e o teste t
de Student para comparar as freqiiéncias de células aberrantes em relagdo aos controles, no
software Prism® versao 5.0 (Intuitive Software for Science, San Diego, CA, EUA), sendo os

resultados considerados significantes quando p < 0,05.

4.4.10 Viabilidade celular por citometria de fluxo

A viabilidade celular foi avaliada por citometria de fluxo analisando-se a integridade

da membrana plasmatica e pela contagem de células com morfologia normal.

4.4.10.1 Andlise da integridade de membrana plasmatica por citometria de fluxo

4.4.10.1.1 Principio do teste

As células em apoptose mantém suas membranas integras durante quase todo o
processo até a sua morte, diferentemente daquelas necroticas. Este ensaio se baseia na
capacidade de o iodeto de propideo (PI), hidrofilico, penetrar apenas nas células cuja
membrana plasmatica (MP) esteja rompida e emitir alta fluorescéncia vermelha somente
quando excitado pelo laser de argdnio (488 nm) e estiver ligado ao DNA. As células cuja

membrana permanece integra emitem menor fluorescéncia (DARZYNKIEWICZ et al., 1992).
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4.4.10.1.2 Procedimento experimental

Células da linhagem HL-60, na concentragdo de 0,3 x 10° células/mL, foram
incubadas por 24 h com a substancia RR07 nas concentragdes de 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e 4,00
uM. Uma aliquota de 100 pL de suspensdo de células tratadas e nao tratadas foi incubada com
100 pL de uma solucao de PI a 50 ug/mL (diluido em tampao fosfato). Apdés 5 minutos, as
amostras foram analisadas por citometria de fluxo (EasyCyte, Guava Tecnologies, EUA).
Foram obtidas informacdes integridade de membrana utilizando-se o filtro para o espectro do

vermelho.

4.4.10.1.3 Anélise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média + EPM de um niimero de experimentos.
Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos, os dados
foram comparados por andlise de varidncia (ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com
nivel de significancia estatistica de 95% (p < 0,05) no programa GraphPad Prism versao 5.0

(Intuitive Software for Science, San Diego, CA, EUA).

4.4.11 Analise da morfologia celular por citometria de fluxo

4.4.11.1 Principio do teste

O citometro de fluxo (EasyCyte, Guava Tecnologies, EUA) é capaz de comparar
populagdes de células quanto as caracteristicas de tamanho e de granulosidade (relativo a
organelas, vactolos etc). A partir desta ferramenta, pode-se delimitar a regido (por meio de
um gate) que compreende a populacdo de células normais realizando a contagem da

populacdo de interesse.

4.4.11.2 Procedimento experimental

Células da linhagem HL-60, na concentragdo de 0,3 x 10° células/mL, foram
incubadas por 24 horas com a substancia RR07 nas concentragdes de 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e
4,00 uM. Uma aliquota de 100 pL de suspensdo de células tratadas e ndo tratadas foi incubada

com 100 pL de uma solugdo de PI a 50 pug/mL (diluido em tampao fosfato). Apds 5 minutos,
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as amostras foram analisadas por citometria de fluxo (EasyCyte, Guava Tecnologies, EUA).
Foram obtidas informagdes sobre morfologia celular a partir do espalhamento frontal
(tamanho relativo entre as células) e espalhamento lateral (granulosidade relativa entre as

células).

4.4.11.3 Analise dos dados

Foi realizada a contagem separada das células que se encontravam dentro do gate
permitindo assim, analisar o efeito do RR07 sobre a redugdo da concentragao de células

normais. Os dados foram analisados a partir da média £ EPM de um ntimero de experimentos.

4.4.12 Avaliacgao do ciclo celular e fragmentacdao de DNA por citometria de fluxo.

4.4.12.1 Principio do teste

Esse método consiste na capacidade do iodeto de propideo se ligar ao DNA de células,
cuja membrana plasmatica foi primeiramente lisada por um detergente para permitir a entrada
do corante no nucleo. O ciclo celular ¢ constituido pelas seguintes fases: Gi, S, G, ¢ M.
Durante o periodo de crescimento celular (fase G;) uma célula dipldide apresenta um
conteudo 2n (n — contetido de um conjunto hapldide de cromossomos) em DNA nuclear, isto
¢, possui duas copias de cada gene. Durante a fase S ocorre a duplicagdo do genoma nuclear
(2-4n) e na fase seguinte (fase G;) ocorre o segundo periodo de crescimento celular, durante o
qual o contetdo em DNA nuclear ¢ mantido no nivel 4n. Em seguida ocorre a mitose (fase M,
4n) durante a qual a célula se divide, formando-se duas células filhas, cada uma com um
contetdo 2n em DNA. As células que ndo se encontram em divisdo celular (Gy) apresentam
um conteudo 2n em DNA. Assim, as diferentes fases do ciclo celular podem ser determinadas
a partir do contetido de DNA que elas apresentam.

Quando as células se apresentam com a cromatina condensada e/ou DNA
fragmentado, a quantidade de PI incorporada ¢ menor, e, portanto emitem uma fluorescéncia

mais baixa (GORMAN et al., 1997).

85



4.4.12.2 Procedimento experimental

Células da linhagem HL-60, na concentragdo de 0,3 x 10° células/mL, foram
incubadas por 24 horas com a substancia RR07 nas concentragdes de 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e
4,00 uM. A doxorrubicina (0,50 uM) foi usada como controle positivo. Uma aliquota de 100
uL de suspensdo de células tratadas e ndo tratadas foi adicionado 100 pL. de uma solugdo de
PI (50 pg/mL) diluido em tampao fosfato, contendo Triton X-100 a 0,2% e citrato de sodio
(0,1%). Apos 30 minutos de incubag¢do, no escuro, as amostras foram analisadas por
citometria de fluxo (EasyCyte, Guava Tecnologies, EUA) no filtro vermelho, onde foram
obtidos histogramas representando a quantidade de células em cada fase do ciclo celular (G,

S e G2/M) e a quantidade de células com DNA fragmentado.

4.4.12.3 Andlise dos dados

Os histogramas de ciclo celular montados como intensidade de fluorescéncia vermelha
(eixo X) versus niumeros de células (eixo y) foram analisados no programa ModFit LT 3.1 com
a ferramenta syncronization wizard. Em seguida, de cada experimento realizado foram
contados 5000 eventos. Os dados foram expressos como a média + EPM de trés experimentos
independentes. Para verificagdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes
grupos, os dados serdo comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida por Teste de
Dunnet, com nivel de significincia estatistica de 95% (p < 0,05), no programa GraphPad

Prism versao 5.0 (Intuitive Software for Science, San Diego, CA, EUA).

4.4.13 Determinacdo do Potencial Transmembrdnico de Mitocondria (AW,,) — Ensaio da

rodamina 123

4.4.13.1 Principio do teste

A mitocondria ¢ responsavel pela iniciagdo da via intrinseca da apoptose. Quando o
Bcl-2/x1 desprendem-se da membrana externa da mitocondria, permitindo a abertura de poros
e a saida de H — causando a desestabilizacdo do potencial transmembréanico de mitocéndria
(A¥;,) — bem como a saida de citocromo ¢ e Smac/DIABLO. O Bcl-2, citocromo ¢ e
Smac/DIABLO livres no citoplasma sao sinais para ativagao da via intrinseca. A rodamina

123, um corante fluorescente liposolivel e nucleofilico, ¢ seqiiestrada para dentro da
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mitocondria quando esta apresenta variagao de potencial transmembranico de mitocondria
(AY,,) inalterado. Assim, as c€lulas viaveis emitirdo alta fluorescéncia verde devido a maior
quantidade de rodamina 123 ligada as cargas positivas internas enquanto que as mitocondrias
com polarizacdo alterada terdo menos afinidade pelo corante, gerando eventos que emitirdo

menor fluorescéncia (GORMAN et al., 1997; QIAO; WONG, 2009).

4.4.13.2 Procedimento experimental

Células da linhagem HL-60, na concentragdo de 0,3 x 10° células/mL, foram
incubadas por 24 horas com a substancia RR07 nas concentragdes de 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e
4,00 uM. A uma aliquota de 100 pL de suspensdo de células tratadas e ndo tratadas foi
adicionado 200 pL de uma solu¢do de rodamina 123 diluida na concentragdo de 1 pg/mL
(diluido em tampao fosfato). Apds 15 minutos de incubagdo, a 37°C no escuro, as amostras
foram lavadas com PBS, reincubadas por 30 minutos e entdo analisadas por citometria de

fluxo (EasyCyte, Guava Tecnologies, EUA) no filtro verde.

4.4.13.3 Analise dos dados

Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram expressos como
a média £+ EPM de trés experimentos independentes. Para verificagdo da ocorréncia de
diferencas significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por andlise de
variancia (ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com nivel de significancia estatistica de
95% (p < 0,05), no programa GraphPad Prism versao 5.0 (Intuitive Software for Science, San

Diego, CA, EUA).

4.4.14 Deteccdo da externalizacdo da fosfatidilserina — Teste da anexina-V

4.4.14.1 Principio do teste

A externalizag¢do do fosfolipideo de membrana, fosfatidilserina ¢, frequentemente, um
dos primeiros eventos a ocorrer quando a célula entra em apoptose. Este ensaio permite
diferenciar células vidveis, apoptdticas e necroticas pela coloragao diferencial por
fluorescéncia. Neste ensaio, a detecg¢do das células apoptoéticas € feita pela ligagdo da anexina-

V conjugada a PE com a fosfatidilserina externalizada (fluorescéncia amarela). Células
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necroéticas sdo coradas pelo corante 7AAD (7-amino-actinomicina), que emitem fluorescéncia
vermelha, e penetra nas membranas celulares desintegradas e se ligam ao nacleo. Células sem
marcagdo pelos corantes sdao vidveis, verdes sdo consideradas apoptdticas e positivas para os

dois corantes sdo consideradas necroticas (VERMES et al., 1995; FREIKMAN et al., 2009).

4.4.14.2 Procedimento experimental

Células da linhagem HL-60, na concentragio de 0,3 x 10° células/mL, foram
incubadas por 24 horas com a substancia RR07 nas concentragdes de 1,00; 2,50 ¢ 5,00 uM.
Incubaram-se 135 puL da suspensado de células com 5 pLL de 7AAD e 10 pL de Annexin-V-PE
do kit Guavanexin. Apds 20 minutos de incubagdo, em gelo picado e no escuro, as amostras
serdo analisadas por citometria de fluxo (EasyCyte, Guava Tecnologies, EUA) com os filtros

vermelho e amarelo.

4.4.14.3 Andlise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média + EPM dos experimentos. Para
verificagdo da ocorréncia de diferencgas significativas entre os diferentes grupos, os dados
foram comparados por andlise de varidncia (ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com
nivel de significancia estatistica de 95% (p < 0,05) no programa GraphPad Prism versao 5.0

(Intuitive Software for Science, San Diego, CA, EUA).

4.4.15 Deteccao da ativacao de caspases

4.4.15.1 Principio do teste

As caspases formam uma familia de proteases intimamente relacionadas ao processo
de morte por apoptose. As diferentes caspases podem desempenhar suas funcgdes tanto na
ativagdo quanto na deflagracdo de todas as vias apoptoticas (WANG et al., 2005).

Para detecgdo de caspases ativadas serdo utilizados os kits Guava® EasyCyte Caspase
3/7 Kit ¢ Guava® EasyCyte Caspase 8 Kit. A realizagio da deteccio se da pela alta
fluorescéncia verde emitida, que ocorre na ligacdo covalente do FLICA™ (Fluorescent-
Labeled Inhibitor of CAspases) que atravessa facilmente a membrana plasmatica. As células

em apoptose inicial serdo marcadas exclusivamente pelo FLICA. A contra colora¢do para
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deteccdo de células em apoptose tardia e necrose serd feita com iodeto de propideo (PI), o
qual ¢ bastante hidrofilico e s6 ¢ capaz de se ligar ao DNA das células que tiverem danos na
membrana plasmadtica emitindo entdo alta fluorescéncia vermelha quando excitado pelo laser

argonio (488 nm).

4.4.15.2 Procedimento experimental

Células da linhagem HL-60, na concentragio de 0,3 x 10° células/mL, foram
incubadas por 24 horas com a substancia RR07 nas concentragdes de 1,00; 2,50 ¢ 5,00 uM.
Adicionou-se 10 uL de FLICA 10X as células controle e tratadas sendo incubadas por 1 h a
37°C, 5% de CO,, homogeneizando as amostras a cada 20 minutos. Apds a incubagdo as
células foram lavadas com solugdo tampao de lavagem e adicionados 150 pL de PI diluido em

ST (75 uL de PI em 15 mL). Foi entdo realizada a aquisi¢do no citometro.

4.4.15.3 Andlise dos dados

Através do programa GraphPad Prism versdo 5.0 (Intuitive Software for Science, San
Diego, CA, EUA), os dados foram analisados segundo analise de variancia ANOVA seguida
de Dunnet com nivel de significancia estatistica de 95% (p < 0,05) das médias do percentual
dos experimentos realizados em triplicata de células vidveis, em apoptose inicial, apoptose

tardia e necroticas.
4.4.16 Ensaios de inibicdo da polimerizacdo da tubulina in vitro
4.4.16.1 Principio do ensaio
A realizacdo deste ensaio estd baseada na capacidade de um determinado agente inibir
a polimerizagao da tubulina, atividade esta que pode ser quantificada por espectrofotometria

em comprimento de onda de 340 nm (WALKER; SALMON; ENDOW, 1990; HYMAN et
al., 1993).
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4.4.16.2 Procedimento experimental

Todo o experimento foi realizado sob resfriamento em gelo. Em placa multiwell de 96
pocos, foi acrescentando 35 pL da solugdo Tampao A, contendo 80 mmol/LPIPES (pH 6,8), 1
mmol/L MgCl, 1 mmol/L EDTA. Em seguida, foi adicionado ao tampao 5 pL de uma solugao
contendo 10 mg/mL de tubulina de cérebro bovino (com grau de pureza > 99%, TI238,
Cytoskeleton, InC, Denver, CO, EUA) e 5 pL glicerol a 10%. Posteriormente, adicionou-se
10 puL/pogo do composto teste RRO7 (na concentragdo de 10 uM). Apds a adicdo das
amostras foi acrescentado a solugdo tampao A (ja plaquada), 5 uL. de GTP a 10 mmol. Logo
em seguida a placa ja preparada foi entdo lida em leitor de ELISA a cada minuto durante um
tempo maximo de incubagdo de 30 minutos. A absorbancia usada foi de 340 nm a 32°C.
Utilizou-se como controle positivo o agente citotoxico nocodazole (na concentragdo de 10
uM), o qual inibe a despolimerizagdo dos microtibulos in vitro. Foi utilizado também DMSO

(1,6%) como controle negativo e solugcao tampdo sem tubulina como branco.

4.4.16.3 Analise dos dados

Através do programa GraphPad Prism versao 5.0 (Intuitive Software for Science, San
Diego, CA, EUA), os dados foram analisados segundo anélise de varidncia ANOVA seguida

de Dunnet com nivel de significancia estatistica de 95% (p < 0,05).

4.4.17 Estudo do potencial antitumoral do composto RR0O7 em camundongos transplantados

com células tumorais do Sarcoma 180

4.4.17.1 Principio do ensaio

Este ensaio baseia-se na capacidade de células (Sarcoma 180) adquirirem a forma
sarcomatosa solida com o desenvolvimento de massa tumoral apds inoculagdo em

camundongos (SCHABEL; GRISWOLD; LASTER, 1977).

4.4.17.2 Procedimento experimental

A regressdo total de tumores nos animais, a reducdo no crescimento dos tumores

sensiveis ao composto e/ou ao aumento da expectativa de vida durante o tratamento,
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comparado com os animais nao tratados sdo fatores diretamente relacionados a atividade
antitumoral. Schabel, Griswold e Laster (1977) demonstraram que o melhor resultado desses
fatores depende do procedimento do tratamento, que deverd ser comecgado até 48 horas apds o
transplante. Neste periodo, as células tumorais ja teriam iniciado a formagdo do nddulo
tumoral. O tumor utilizado foi o Sarcoma 180, o qual foi descoberto em 1914 no “Crocker
Laboratory (Columbia University, New York)”, sendo originalmente um tumor sélido, surgido
espontaneamente na regido axilar de camundongos. Foi um tumor inicialmente classificado
como carcinoma mamario. Porém, apoés varios transplantes subcutineos, assumiu a forma
sarcomatosa por volta de 1919 e, desde entdo, mantém-se inalterado até os dias de hoje.

Para averiguar o potencial antitumoral do RRO7 foram utilizados camundongos
albinos da espécie Mus musculus Swiss machos adultos e sadios provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal do Ceard (BIOCEN — UFC). Esses animais foram divididos
aleatoriamente em 6 grupos (n = 10 para cada grupo) com pesos variando entre 22 ¢ 25 g (p <
0,05).

O modelo tumoral utilizado foi o tumor so6lido do tipo Sarcoma 180. As células foram
implantadas na regido axilar esquerda da pata dianteira. O animal doador, ou da manutengao,
foi sacrificado por deslocamento cervical, sendo realizado assepsia com alcool iodado. Em
seguida, foi retirado o liquido ascitico da cavidade abdominal e preparado uma suspensao de
células com 5,0 mL de Ringer lactato, 0,2 mL de gentamicina (5 mg/mL) e 0,5 mL do liquido
ascitico, para posterior contagem de células. Nos animais receptores, foram injetadas 2 x 10°
células/0,5 mL na regido axilar esquerda dos camundongos. Apds 24 horas de inoculagdo, o
tratamento foi iniciado e realizado durante 8 dias consecutivos, utilizando como controle
negativo, o veiculo de diluigdo (DMSO 10%) e como controles positivos, os quimioterapicos
5-Fluorouracil — 5-FU — (10 mg/kg/dia), Vinblastina — VNB — (7 mg/kg/dia). Para o RR0O7,
foram estabelecidas as doses de 20 e 40 mg/kg/dia, além de um grupo o qual foi tratado com a
associacao entre o quimioterdapico 5-FU (10 mg/kg/dia) e o composto teste RRO7 (20
mg/kg/dia). Todas as doses foram administradas via intraperitoneal (ip).

Todos os grupos foram mantidos sob as mesmas condi¢cdes e sob regime de ingestao
ad libitum de ragao comercial (Purina, Sdo Paulo) e agua clorada durante todo o periodo do
experimento.

Os animais foram pesados a cada 2 dias e observados quanto ao aparecimento de
qualquer sinal de toxicidade, como diarréia, letargia e convulsdes. No final do experimento,

os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, sendo seus 6rgdos (rins, bago,
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figado e estdmago) e tumores dissecados para avaliacdo do peso relativo e da atividade
antitumoral, respectivamente.

O percentual de inibi¢do do crescimento tumoral (IT) foi calculado pela féormula:

IT (%) = [(A-B)/A] x 100

Onde:
A =média dos pesos dos tumores no grupo controle.

B = média dos pesos dos tumores nos animais tratados.

4.4.17.3 Andlise dos dados

Os resultados (peso relativo dos 6rgdos e tumores) foram expressos como média +
EPM. A diferenca entre os grupos foi analisada por analise de variancia (ANOVA) seguida de
Student Newman Keuls usando o programa GraphPad (Intuitive Software for Science, San

Diego, CA, EUA) e considerada estatisticamente significante quando p < 0,05.

4.4.18 Avaliacao histopatologica de orgdos de metabolizacdo e da massa tumoral

4.4.18.1 Principio do ensaio

Este método esta baseado nos principios de preparo, coloracio e fixacdo de tecidos,

além do auxilio da microscopia Optica para analise do material estudado.

4.4.18.2 Procedimento experimental

Apds o sacrificio e dissecacdo dos animais, os 0rgaos e os tumores foram armazenados
em formol 10% para posterior analise macroscopica em relacdo a cor, tamanho e presenga de
focos hemorragicos.

Posteriormente, os tecidos foram processados, embebidos em parafina e secgdes de 3-
5 wm de espessura foram preparadas em laminas. Depois de fixadas em formol 10%,
desparafinizadas em xilol por 15 minutos e desidratadas em d&lcool em crescentes
concentragdes, as laminas foram lavadas em dgua destilada, coradas com hematoxilina/eosina,

e examinadas em microscopio optico (x 400).
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4.4.18.3 Andlise de dados

A andlise do material foi realizada pela patologista Profa. Dra. Ana Paula Nunes
Negreiros do Laboratorio de Patologia Bucal da UFC. O material foi previamente preparado

foi analisado em microscopio 6ptico em aumento de 400 vezes.
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5 RESULTADOS

5.1 Estudo da atividade citotoxica de derivados estilbenoides

5.1.1 Estudo da atividade antiproliferativa em linhagens de células tumorais e células

mononucleares do sangue periférico (PBMC) pelo ensaio do MTT

Os ensaios realizados inicialmente com o resveratrol e compostos com base
estilbendide (RRO1, RR02, RR03, RR04, RR05, RR06, RR07, RR08, RR09, RR10, RR11)
foram realizados em um painel com 12 linhagens tumorais que revelaram o estilbeno
fenstatina, uma 4-metoxifenil-3,4,5-trimetoxifenilmetanona, no presente trabalho denominada
(RRO7), com elevado potencial citotoxico cujos valores variaram entre 0,009 a 17,49 uM
entre as linhagens testadas. Vindo em seguida o composto RR11, o qual foi citotéxico apenas
para as linhagens B-16 F10, CEM, Jukart e MDA-MB 435 cujos valores de Clsy foram de
4,31; 8,96; 30,95 e 37,13 uM, respectivamente. O composto RRO1 apresentou citotoxicidade
para as linhagens testadas (Jukart, MDA-MB 231 e MX-1) com Clsy de 15,26; 19,24 e 40,48
uM, respectivamente. Ja o composto RR03 foi citotoxico para as linhagens (HL-60, Jukart, K-
562 ¢ MDA-MB 435) mostrando Clsy de 26,71; 19,64; 26,55 e 25,30 uM, respectivamente.
Para o composto RR06 observou-se citotoxicidade apenas para as linhagens Jukart e MDA
MB-435 com Clsy de 6,54 e 62,46 uM, respectivamente (Tabelas 6 e 7). As amostras RR02,
RRO04, RRO5, RR09 e RR10, ndo apresentaram potencial citotoxico, cujas Clso foram maiores
do que 104 uM em todas as linhagens testadas. Ja o resveratrol, molécula referencia para o
estudo do grupo estilbendide apresentou citotoxicidade moderada, cuja Clsy foi 10,74 uM

para a linhagem HL-60 e para as demais linhagens foi de 22,52 uM a 62,87 uM.
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Tabela 6 — Atividade citotoxica de compostos estilbenodides frente as linhagens tumorais.

Células humanas de leucemia (CEM, HL-60, JUKART, K-562), carcinoma de célon (HCT-8)

e melanoma murino (B-16 ¢ B16-F10).

B-16 | B-16-F10 | CEM | HCT-8 HL-60 | JUKART | K-562
Amostra
Clso [pg/mL (uM)
N 0,03 (0,05) | 0,04(0,07) | 0,02(0,03) | 0,04(0,07) | 0,02(0,03) 0,14 (0,24)
Doxorubicina | "5 "6 04 | 003-0,05 | 001-002 | 003-005 | 0,01-0,02 NT 0,09 — 0,23
14,35 (62,91) | 5,82 (25,51) | 5,91 (25.91) | 5,82(25.51) | 2.45 (10,74) 9,62 (42,18)
Resveratrol | 197" 1751 | 514-659 | 439-797 | 514-6,59 | 1,95-3,09 NT 3,48 2,65
4,34 (15,26)

RRO1 >25 >25 >25 >25 >25 401057 >25

RR02 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
6,42 (26,71) | 4,72 (19,64) | 6,38 (26,55)
RRO3 25 =25 =25 =2 535-728 | 249-896 | 3.13-1301

RR04 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25

RRO5 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25

1,86 (6,54)

RR06 >25 >25 >25 >25 >25 071 - A 87 >25
. 0,03 (0,05) | 0,04(0,07) | 0,02(0,03) | 0,04(0,07) | 0,02(0,03) 0,14 (0,24)
Doxorrubicina | "> )04 | 0.03-0.05 | 001-002 | 0.03-005 | 0.01-002 NT 0,09 - 0,23
14,35 (62,91) | 5,82 (25,51) | 5,91 (25.91) | 5,82(25,51) | 2,45 (10,74) 9,62 (42,18)
Resveratrol | 1'o7 " 1791 | 514-659 | 439-797 | 5.14-659 | 1,95-3.09 NT 3,48 2,65
RRO7T 0,22 (0,72) | 4,06(0,40) | 0,06 (0,19) | 0,12 (0,40) | 0,04 (0,13) | 0,67 (2,21) | 0,07 (0,26)
0,12-042 | 2,58-639 | 0,04-0,08 | 0,07-0,19 | 0,03-0,05 | 055-0,08 | 0,06-0,08

14,31 (39,27)
RR09 >25 NT 5,52 3703 >25 >25 >25 >25
RR10 >25 NT >25 >25 >25 >25 >25
1,46 4,31) | 3,05 (8,96) 10,53 (30,95)
RR11 =25 0,78-275 | 0,63 14,5 > 25 25 7,52 - 14,72 > 25

* Valores de Clsy em pg/mL e (uM) originados de experimentos independentes (n=3) de andlogos do resveratrol

obtidos pelo ensaio do MTT em um painel de linhagens celulares ap6s 72 h de incubagdo. Os dados foram

obtidos por regressdo ndo linear com intervalo de confianca de 95% através do programa GraphPad Prisma

versdo 5.0 (Intuitive Software for Science, San Diego, CA, EUA). NT: ndo testado
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Tabela 7 — Atividade citotoxica de compostos estilbendides frente as linhagens tumorais.
Carcinoma de mama (MDA-MB 231, MDA-MB 435, MX-1), carcinoma de prostata (PC-3) e
glioblastoma (SF-295).

MDAMB231 | MDAMB435 | MX-1 | PC-3 | SF-295
Amostra
Clsy [ug/mL (uM
- 0,33 (0,38) 0,48 (0,83) 0,076 (0,13) 0,24 (0,41) 0,23 (0,40)
Doxorrubicina 0.18 0,26 0.34 - 0,66 0,17 0,24 021-0.27 0.19- 0,25
13,81 (60,55) 3,51 (15,39)
Resveratrol NT 10,44 — 18,25 NT 299245 NT
5,47 (19,24) 11,51 (40,48)
RRO1 (431- 6,95) 25 (5,80 — 22,86) =25 25
RR02 >25 >25 >25 >25 >25
6,08 (25,30)
RRO03 >25 222 16,70 >25 >25 >25
RR04 >25 >25 >25 >25 >25
RRO5 >25 >25 >25 >25 >25
17,76 (62,46)
RR06 >25 16,36 19.30 >25 >25 >25
- 0,33 (0,38) 0,48 (0,83) 0,07 (0,13) 0,24 (0,41) 0,23 (0,40)
Doxorrubicina 0,18 - 0,26 0,34 - 0,66 0,17 - 0,24 0,21 - 027 0,19 0,25
13,81 (60,55) 3,51 (15,39)
Resveratrol NT 10,44 18.25 NT 299245 NT
RRO7 5,29 (17,49) 0,06 (0,21) 0,91 (3,01) 0,812 (2,68) 0,003 (0,009)
2,86 9,79 0,05 — 0,06 0,40 — 2,05 0,44 — 1,52 0,0009 — 0,001
RR09 >25 >25 >25 >25 >25
RR10 >25 >25 >25 >25 >25
12,63 (37,13)
RR11 NT 1140~ 14,00 NT >25 >25

* Valores de Clsp em pg/mL e (uM) originados de experimentos independentes (n=3) de analogos do resveratrol
obtidos pelo ensaio do MTT em um painel de linhagens celulares ap6s 72 h de incubacdo. Os dados foram
obtidos por regressdo ndo linear com intervalo de confianca de 95% através do programa GraphPad Prisma

versdo 5.0 (Intuitive Software for Science, San Diego, CA, EUA). NT: ndo testado

5.2 Avaliacao da atividade antimitética — Desenvolvimento embrionario em ovos de

ourico-do-mar (Lytechinus variegatus)

Apds avaliacdo da citotoxicidade pelo ensaio do MTT, os andlogos estilbenodides
foram submetidos ao ensaio de desenvolvimento embrionario em ovos de ourigo do mar, com
o intuito de avaliar a atividade antimitotica.

Foi observado que todos os analogos RR07, RR11 e o resveratrol inibiram de maneira
completa o desenvolvimento embriondrio dos ovos de ourigo-do-mar a partir da na primeira
divisdo. Assim, os compostos RRO7, RRI1 e o resveratrol apresentaram atividade
antimitotica, semelhante a doxorrubicina, a partir da 1* divisao celular, na menor concentragao
testada de 33,07 e 27,37 uM para o RR0O7 e RR11 respectivamente (Tabela 8).

O composto RR10 causou moderada inibi¢do na primeira divisdo 44,5 + 1,6, com a
maior concentragdo testada 416,23 uM, porém nos estagios posteriores a inibi¢ao foi de 100%

+ 0 na fase de 3 divisdo e 95,4 + 2 na fase de blastula. Observou-se também que o andlogo
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RR02, RR0O3 e RRO4 induziram total inibicdo do desenvolvimento nos trés estagios

observados, apenas nas respectivas concentragoes de 318,18; 416,16 e 409,29 uM. Enquanto

os compostos RRO1, RR05, RR06, RR09 ndo inibiram o processo mitotico nas 1% e 3*

divisdes, mesmo nas duas concentragdes testadas, neste caso, o composto RR0O6 na

concentragdo maxima de 369,68 uM inibiu a fase de blastula (Tabela 8).

Tabela 8 — Atividade antimitdtica do resveratrol e andlogos estilbendides no desenvolvimento

de ovos de ourigo-do-mar Lytechinus variegatus nos estagios de 1* divisdo, 3* divisdo e

blastula.
Concentracio 1* Divisio | 3" Divisdo | Blastula
Substancias Inibi¢ao + | Inibicao * | Inibicao +
ng/mL (M) | pong o0y | EPM (%) | EPM (%)
Doxorrubicina 10 (18,88) 100+ 0 100+ 0 100+ 0
100 (188,84) | 100+ 0 100+ 0 100+ 0
RROL 10 (35,17) 43+1,5 0+0 0,7+0,7
100 (351,74) | 3+2,1 0+0 0,7+0,7
RR02 10 (31,18) 0£0 23+12 | 5+£25
100 (318,18) | 100+ 0 100+ 0 100+ 0
RRO3 10 (41,61) 0+0 100+0 100+ 0
100 (416,16) | 100+ 0 100+ 0 100+ 0
RRO4 10 (40,92) 0+0 6+(2,3) | 83+5,5
100 (409,29) 0+0 100+ 0 100+ 0
RROS 10 (39,32) 0+0 36+32 ( 0,3+£0,3
100 (393,26) 0+0 93+55 | 68,7+3
RR0G 10 (36,98) 0£0 7,6+£38 | 53+27
100 (369,98) 0+0 73+1,6 99,7403
RRO7 10 (33,07) 100+ 0 100+ 0 100+ 0
100 (330,77) | 100+ 0 100+ 0 100+ 0
RRO9 10 (27,14) 23+23 1 0,6+0,6 | 3,7+2,7
100 (271,42) 1£0,6 | 1,6£1,6 [10,7+64
RR10 10 (41,62) |123+3,6(96,3+1,6(973+2,7
100 (416,23) (44,5+1,6| 100+0 | 95442
RR11 10 (29,79) 100£0 100 £0 100+ 0
100 (293,79) | 100+ 0 100 £0 100+ 0
Resveratrol 10 (43,81) |979+1,1| 100£0 100+ 0
100 (438,13) | 100+0 100+ 0 100+ 0

A tabela apresenta os valores de Clsy ¢ o intervalo de confianga de 95% de dois experimentos independentes

realizados em triplicata para a primeira e terceira divisdes e blastula. Dados obtidos por regressdo ndo linear

através do programa GraphPad Prisma 5.0.a, (p < 0,05) comparado entre as substdncias por ANOVA seguido por

Student Newman Keuls.
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5.3 Avalia¢do do dano 2 membrana plasmatica — Atividade hemolitica em eritrocitos de

camundongos Mus musculus Swiss

Os estudos realizados para a determinacdo da atividade hemolitica por meio do dano
em membrana de eritrocitos indicaram que todas as amostras apresentaram CEsy > 200

ng/mL, ndo tendo apresentado atividade hemolitica na membrana dos eritrocitos (Tabela 9).

Tabela 9 — Avaliagio do potencial hemolitico do Resveratrol e outros compostos
estilbenodies.

Substancia-Teste ECsy pg/mL (UM)
RR 01 (Acido 3-(3,4-dimetoxifenil)-2-fenil acrilico) > 200 pg/mL (703,4 uM)
RR 02 (Acido 3-(4-acetoxi-3-metoxifenil)-2-fenil acrilico) > 200 pg/mL (636,3 M)
RR 03 (1,2-dimetoxi-4-[(Z)-2-fenil-1-etenil] benzeno) > 200 pg/mL (832,3 uM)
RR 04 (1,2-dimetoxi-4-[(E)-2-fenil-1-etenil] benzeno) > 200 pg/mL (818,5 uM)
RR 05 (Acido 3-(3,4-metoxifenil)-2-fenil acrilico) > 200 pg/mL (786,5 uM)
RR 06 (Acido 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-fenil acrilico) > 200 pg/mL (738,9 uM)
RR 07 (4-metoxifenil-3,4,5-trimetoxifenilmetanona) — fenstatina  |> 200 ug/mL (661,5 uM)
RR 09 (4-(1,8-dimetoxi-9H-xantenila-9)-2-metoxifenol) > 200 pg/mL (542,8 uM)
RR 10 (Acido 3-(2-hidroxifenil)-2-fenil acrilico) > 200 pg/mL (661,5 uM)
RR 11 (9-(4-hidroxi-3-metoxi)-3,4,5,6,7,9-hexahidro-2H-xantene- | > 200 pg/mL (832,4 uM)
1,8-diona)
Resveratrol (5-[2-(4-hidroxifenil)-vinil]-benzeno-1,3-diol) > 200 pug/mL (876,2 uM)

ECs: concentragdo efetiva em que a substancia-teste causa hemolise em 50% dos eritrocitos).

5.4 Estudo do mecanismo de acdo do RR07 em células HL-60 (leucemia promielocitica).

Os compostos RR0O7 e RR11 foram previamente selecionados para dar continuidade
aos estudos, uma vez que, foram os mais citotoxicos e apresentaram atividade antimitotica no
desenvolvimento embrionario do ourico do mar na menor concentragdo testada. Porém, a
disponibilidade de material para teste foi apenas para o RR07, sendo o estudo prosseguido. Os

estudos foram realizados na linhagem HL-60, apos 24 h de incubagdo com as amostras.
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5.5 Estudo da atividade antiproliferativa do composto RR07 em cultura de células HL-

60 e PBMC com 24 horas de incubacio pelo ensaio do MTT

No ensaio de citotoxicidade em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) o
composto RRO7 mostrou elevada citotoxicidade, com Clsy de 5,68 uM apos 24 horas
incubacdo. Na linhagem tumoral HL-60 a sua Cls, foi de 0,50 uM. Desse modo, na relagao
comparativa dos PBMCs com a linhagem tumoral HL-60 (Clso em PBMCs/Clsy em HL-60)
foi observado uma ag¢do citotoxica da substancia de aproximadamente 11 vezes mais ativa

para a linhagem tumoral quando comparada a atividade em PBMCs (Tabela 10).

Tabela 10 — Avaliacdo citotoxica do composto RR07 na linhagem tumoral estabelecida (HL-

60) e na linhagem normal obtida por cultura primaria (PBMC) com 24 horas de incubagao.

Linhagem
Amostra Clso [ug/mL (uM)]*
HL-60 PBMC
0,15 (0,49) [ 1,77 (5,68)
0,11-0,18 | 1,30 —-2,27
Indice de seletividade 11
*A tabela apresenta os valores de Cls, originados de experimentos independentes (n=3) obtidos por regressao

RRO07 (4-metoxifenil-3,4,5-trimetoxifenilmetanona)

ndo linear, através do programa GraphPad Prisma versdo 5.0, com intervalo de confianga de 95% pelo método
do MTT apos 24 horas de exposi¢do. O indice foi calculado tomando como base a linhagem HL-60 (leucemia

promielocitica).

5.6 Estudo de Viabilidade Celular — Exclusido pelo método do Azul de Tripan

O ensaio de viabilidade celular por exclusdo do azul de tripan em células HL-60
(leucemia promielocitica) permitiu diferenciar células viaveis (transparente) de células nao-
viaveis (azul).

Na analise realizada apds as 24 horas de incubagdo com o composto fenstatina (4-
metoxifenil-3,4,5-trimetoxifenilmetanona) — RRO7 foi observada acentuada redugdo no
percentual de células viaveis correspondente a 26,66 + 1,45; 20,66 + 1,66; 16,33 + 1,66; 12,66
+ 1,45 ¢ 8,00 = 0,57% de acordo com as concentragoes testadas de 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e
4,00 uM, respectivamente.

Vale ressaltar que, na maior concentra¢do (4,00 uM), o composto RR07 causou 92% de
reducdo significativa (p < 0,001) no nimero de células viaveis, sendo indicativo de alto

potencial citotdxico dessa substancia (Grafico 1).
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Grafico 1 — Efeito da viabilidade em células leucémicas (HL-60). A viabilidade de células leucémicas foi
determinada por exclusdo de azul de tripan apds 24 horas de incubagido com o RR07. O controle negativo (C) foi
tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluigdo da substancia (DMSO). O controle positivo, doxorrubicina
0,5 uM (D). Os dados correspondem a média + EPM de experimentos independentes (n=3). p < 0,001

comparado ao controle por ANOVA seguido pelo teste Student Newman-Keuls.

5.7 Avaliacao cinética da atividade antiproliferativa em cultura de células leucémicas da

linhagem promielicitica HL-60 — exclusio por azul de tripan

A curva de crescimento celular foi usada para determinar a cinética de crescimento de
células leucémicas (HL-60) sob a¢do do composto RR07, nos intervalos de tempo de 3 h, 6 h,
12 h, 18 h e 24 h. O composto foi testado em cinco concentragdes diferentes de 0,25; 0,50;
1,00; 2,00 e 4,00 uM, as quais induziram uma reducao no nimero de células viaveis, de modo
concentragdo-dependente.

A partir de 6 horas de tratamento foi observado uma redug¢do numero de células
vidveis de 61,5% £ 0,64% e 68,25% =+ 1,18% nas concentragdes testadas de 2,00 e 4,00 uM
respectivamente.

Enquanto que no periodo de 12 horas de incubagao foi observado uma redugao de 54%
(= 0,70%) no numero de células vidveis a partir da menor concentragdo testada 0,25 uM. Ja
no periodo de 24 horas foi detectada diminui¢do de 56,75% + 1,10% para 0,25 uM e de
81,5% + 1,32% para a concentracdo de 4,00 uM. Os controles positivos doxorrubicina (0,50

uM) e paclitaxel (0,05 pM) em 24 h de incubagdo, reduziram o numero de células vidveis em

100



N° de células

N° de células

63,5% = 1,19% e 65,5% =+ 0,64%, respectivamente, onde foi observada uma reducao causada

pelo RRO7 significativa em relagao ao controle com valor de p<0,05 em 24 horas (Grafico 2).
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Grifico 2 — Curva cinética de crescimento celular na linhagem HL-60 (leucemia promielocitica humana) tratada
com o composto RR0O7 nas concentragdes de 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e 4,00 uM. A viabilidade celular foi
determinada por exclusdo de azul de tripan nos tempos de 3, 6, 12, 18 e 24 horas de incubag@o. Os dados
correspondem a média £+ EPM de trés experimentos independentes realizado em duplicata, (*p < 0,001)
comparado ao controle por ANOVA seguido pelo teste Student Newman-Keuls. Doxorrubicina (0,50 pM) e
Paclitaxel (0,05 uM) foram utilizados como controles positivos
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5.8 Analise morfoldgica — coloracgiao diferencial com hematoxilina/eosina

No ensaio de avaliagdo da morfologia celular, ap6s 24 horas de tratamento, foi
observado que as células ndo-tratadas apresentavam nucleos volumosos e homogéneos,
citoplasma com vactolos pequenos e escuros (Figura 11A). Enquanto nas células tratadas
com a doxorrubicina a 0,50 uM foi identificada uma intensa destruicdo da membrana
plasmatica, caracterizando células em necrose, além de fragmentacdo nuclear com alguns
nucleos picnoticos (Figura 11B).

Considerando as células tratadas com RRO7 (0,25 uM) foi visto condensacio
periférica regular da cromatina e fragmentacdo de DNA, caracteristicas tipicas de apoptose.
Alem disso, pdde-se observar células com inibicdo da metafase (Figura 11C). Na
concentragdo de 0,50 pM foi verificado rompimento de membrana plasmatica com liberagao
de corpos apoptoéticos, fragmentagao nuclear e nicleo picnotico (Figura 11D). A anélise das
células na concentragao de 1,00 uM permitiu mostrar inibicado de metafase, fragmentacdo de
DNA e a presenca predominante de vacuolizacdo do nucleo, sugerindo morte celular por
apoptose, (Figura 11E). De modo menos freqiiente, foi visualizado danos em membrana
plasmatica e restos celulares, indicando necrose nas células tratadas com 2,00 uM (Figura

11F).
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Figura 11 — Fotomicrografias das células HL-60 tratadas e ndo tratadas, apds 24 h de incubagdo com RRO7.
Aumento 400X (A,B,C,D ¢ E). Aumento 1000X (F). A, controle negativo; B, doxorrubicina a 0,56 uM; C, D, E
e F, RR0O7 a 0,25; 0,50 e 1,00 pM respectivamente. Setas: pretas indicam exemplos de fragmentagdo nuclear;
vermelhas indicam membrana plasmatica rompida; azuis indicam exemplos de redugdo do volume celular;
laranjas indicam blebing; verdes indicam inibigdo de mitose/presenca de cromossomos metaféasicos; amarelas

mostram nucleos picndticos.
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5.9 Determinacio da sintese do DNA: incorporac¢iao da bromodeoxiuridina (BrDU)

A incorporagdo do nucleotideo BrdU frente as células da linhagem HL-60 (leucemia
promielocitica) foi realizada ap6s 24 horas de incubagdo com RRO7, onde nas concentragdes
de 0,25; 0,50 ¢ 1,00 uM ocorreu a incorporagao do BrdU correspondentes a 36,5 + 2,55%;
17,63 £ 2,03% e 12,13 + 1,49%, respectivamente. A redugdo foi significativa em todas as
concentragdes testadas, com p < 0,001. A doxorrubicina 0,50 uM e o paclitaxel 0,05 uM
incorporaram BrdU em 15,75 + 0,86 e 12,88 + 0,85%, respectivamente (Grafico 3).
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Griafico 3 — Determinacdo do percentual de sintese do DNA. Foi avaliado pela incorporagdo de

bromodeoxiuridina (BrdU) nas células HL-60, apds 24 h de incubagdo. O controle negativo (C) foi tratado
apenas com o veiculo utilizado para diluigdo da substancia (DMSO 1,6%). Os quimioterapicos doxorrubicina 0,5
uM e paclitaxel 0,05 uM foram utilizados como controle positivo (D e P, respectivamente). Os dados
correspondem a média £ EPM de experimentos independentes (n=2). *p < 0,001 comparado com o controle pela

analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Student Newman-Keuls.

5.10 Estudos para verificacao dos padroes de morte celular

5.10.1 Marcacgdo diferencial por Brometo de Etidio/Laranja de Acridina (BE/LA)

As substancias testadas, doxorrubicina 0,50 pM (controle positivo) e o RR07 nas
concentragdes de 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e 4,00 uM, reduziram o numero de células viaveis de

forma concentracdo dependente, sendo essa diminui¢do acompanhada pelo aumento de

104



células apoptoticas 57,78 £ 0,88%; 67,67 £ 2,16%, nas duas primeiras concentragdes de 0,25
e 0,50 uM, respectivamente. Enquanto nas demais concentragdes, foram observadas
diminui¢des no nimero de células apoptoticas 53,77 + 3,85%; 53,00 = 0,77%; 44,88 + 0,96%,
correspondentes, respectivamente, as concentragdes de 1,00; 2,00 e 4,00 uM, em detrimento
ao aumento no numero das células necroticas cujos percentuais foram de 17,55 + 1,23%;
22,11 £ 2,27%; 36,22 + 1,49%; 41,22 + 1,05% e 53,66 = 0,83% para as respectivas
concentragdes de 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e 4,00 uM do RRO7 (Figura 12 e Grafico 4).

Foi evidenciado ainda que as células HL-60 tratadas por 24 horas com o composto
RRO07, a partir da concentragcdo de 0,25 uM, sendo mais intenso na concentragdo de 0,50 uM,
apresentaram modificagcdes morfoldgicas como condensagdo e fragmentagdo da cromatina,
diminuicdo do volume celular, sendo estas alteragdes constatadas por células apresentando
intensidade verde brilhante, caracteristica de apoptose (Figura 12C e 9D).

A coloragdo alaranjada ou vermelha nas células foi visualizada desde a menor
concentragdo testada de 0,25 uM até a concentracdo méxima de 4,00 M, onde foi visto um
maior numero de células em estado de necrose correspondente a 17,55% =+ 1,23% a 53,66 +

0,83%, respectivamente, (*p < 0,001).
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Figura 12 — Morfologia das células da linhagem promielocitica (HL-60) apos 24 h de tratamento, coradas por
laranja de acridina/brometo de etideo e visualizadas por microscopia de fluorescéncia. O controle negativo (A)
foi o DMSO (400X). O controle positivo (B) foi a doxorrubicina — 0,50 uM — (100X). Os quadros C, D, E, F, G
e H correspondem ao tratamento com o composto RR07 nas respectivas concentragdes de 0,25; 0,50; 1,00; 2,00
¢ 4,00 uM em aumento de 400X. Setas: Brancas exibem exemplos de células vidveis com integridade nuclear e
de membrana; Amarelas apontam células com e surgimento dos corpos apoptéticos e fragmentagdo nuclear;

Laranjas indicam exemplos de aumento do volume celular e rompimento da membrana plasmatica.
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Grafico 4 — Determinag@o dos percentuais sobre os eventos celulares (viabilidade celular, apoptose ¢ necrose)
avaliado em linhagem celular HL-60 (leucemia promielocitica). A andlise foi realizada ap6s 24 horas de
incubagdo com o composto RR07 nas concentragdes de 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e 4,00 uM. O controle negativo
(C) foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluigdo da substancia (DMSO0 1,6%). A doxorrubicina —
0,50 uM — foi utilizada como controle positivo (D). Os dados correspondem a média + EPM de experimentos

independentes (n=3). *p < 0,001 comparado com o controle por ANOVA seguido por Student Newman-Keuls.

5.11 Avaliacio do potencial genotéxico do RR07 em células mononucleadas do sangue

periférico (PBMC)

A avaliagdo do potencial genotoxico induzido pelo RRO7 foi realizada através do teste
do cometa, em PBMCs, apds 24 horas de incubacdo. As concentragdes utilizadas neste ensaio
foram baseadas aos valores de Clsp encontrados no ensaio de citotoxicidade pelo MTT em
PBMC, a partir da menor concentracdo utilizada para a avaliagdo do potencial citotdéxico em
24 horas de incubagao (0,25 uM).

Foi observado que até a concentragdo de 1,00 uM nao houve diferencgas significativas
em relagcdo ao padrao de migragdo do DNA quando comparadas ao grupo controle. Somente a
partir da concentracdo 2,00 uM foi observado um aumento na migra¢do do DNA, de forma
concentragdo dependente e observou-se ainda a prevaléncia de cometas 3 e 4 (altos niveis de
dano), sendo caracteristico de citotoxicidade (Graficos 5 ¢ 6). A analise de dados foi

estatisticamente significativa com *p < 0,05.
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Grafico 5 — Freqiiéncia de dano ao DNA. O composto RR07 nas concentragdes de 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e 4,00
UM sobre PBMC, analisado pelo teste do cometa apds 24 horas de incubagdo. C: controle negativo. Os dados
correspondem a média + EPM de dois experimentos independentes (¥*p < 0,05) comparado com o controle
negativo por ANOVA seguido pelo teste de Dunnet.
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Grifico 6 — Indice de dano ao DNA. O composto RR07 nas concentragdes de 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e 4,00 uM
sobre células da linhagem PBMC (A e B), analisado pelo teste do cometa apos 24 horas de incubagdo. C:
controle negativo. Os dados correspondem a média £ EPM de dois experimentos independentes (¥p < 0,05)
comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Dunnet.
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5.12 Anilise das aberracdes cromossomicas em células mononucleares de sangue

periférico (PBMC) apos tratamento com o RR07

As célilas PBMC foram inicialmente tratadas com colchicina (40 uM) e com o
composto teste RR07, nas concentracdes de 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e 4,00 uM, sendo
observado que um aumento na concentragdo levou a diminui¢do no percentual do indice
mitotico — IM, situa¢do mais evidente para a concentragdo 4,00 uM, correspondente a 2,8%
no experimento 1 (na presenca de colchicina). No experimento 2 (na auséncia da colchicina)
em uma mesma concentracio foi observado um indice mitético 0,6% (Tabela 11). As células
que foram tratadas apenas com RRO7 (na concentracdo de 4,00 uM) na auséncia de
colchicina, o percentual encontrado para o indice mitdtico foi de 0,6; 0,8 e 2,5%,
respectivamente para as fases Gy, G1/S e G, (Tabelas 11, 12 ¢ 13).

Vale salientar que as células, na fase Gj, tratadas com o composto RR0O7 tiveram a
fase do ciclo bloqueada em metafase, de forma semelhante ao bloqueio realizado pela
colchicina, com intensa condensagdo em um periodo de incubagdo de 52 horas. Foi observada
intensa condensagao dos cromossomos em que em alguns casos assemelhou-se a condensagao

causada pelo controle positivo — colchicina (Tabela 11 — Experimento 1).

Tabela 11 — Aberragdes cromossomicas (ACs) e indice mitdtico (IM) em culturas de PBMC

humanos com RR07 na fase G, (Experimentos 1 ¢ 2) do ciclo celular

. ACs
Experimento | Tratamento (uM) | IM (%) oo nduas el Pol | Endo
- 4,6 1 0 1 1 0
0,25 4,0 3 1 4 2 0
0,50 3,8 3 1 4 2 0
1 1,00 3,0 2 2 4 1 1
2,00 2,9 3 2 5 2 0
4,00 2,8 4 4 8 2 0
Dox 0,5 2,0 4 7 11 |3 0
- 0,2 0 0 0 0 0
0,25 1,0 3 1 4 0 0
0,50 2,2 4 2 6 0 1
) 1,00 2,3 3 2 5 2 0
2,00 1,8 2 2 4 0 0
4,00 0,6 3 3 6 1 2
Dox 0,5 0 0 0 0 0 0

Pol: Células Polipldides; Endo: Endoreduplicagdo; COL: (Controle positivo, 4 uM); DOX: Doxorrubicina
(Controle positivo, 0,50 uM). Experimento 1: RR07 + Colchicina; Experimento 2: RR07 sem colchicina
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Os experimentos 2, 4 ¢ 6 (Tabelas 11, 12 e 13) mostram que as células tratadas com o
composto teste RR07, na auséncia da colchicina, indicavam acimulo em metafase, sendo este
efeito mais proeminente na fase G, (Tabela 13 — Experimento 6). Vale destacar, que foram
observados eventos semelhantes no tocante a condensagdo dos cromossomos, porém em
menor intensidade e de significancia estatistica (p < 0,01). Para a andlise da fase G, as células
foram tratadas e incubadas por apenas 3 horas, onde os cromossomos apresentaram
interrup¢do da mitose (em metéfase) para o RR07, de modo semelhante ao apresentado pela

colchicina, quando no tratamento das células sob as mesmas concentragdes.

Tabela 12 — Aberragdes cromossomicas (ACs) e indice mitdtico (IM) em cultura de PBMC

humanos com RR07 na fase G/S (Experimentos 3 ¢ 4) do ciclo celular.

. ACs
Experimento | Tratamento (uM) | IM (%) oo e[ Pol | Endo
- 4,4 2 0 2 0 0
0,25 4,2 2 0 2 2 0
0,50 4,0 2 1 3 1 1
3 1,00 3.4 4 2 6 1 1
2,00 3,2 3 2 9 1 0
4,00 3,0 4 3 7 2 1
Doxo 0,5 2,5 10 5 15 | 2 1
- 0,2 0 0 0 0 0
0,25 1,6 1 0 1 1 0
0,50 2,8 1 0 1 0 0
4 1,00 2,7 1 3 4 1 0
2,00 1,9 2 3 5 0 1
4,00 0,8 1 4 5 1 0
Doxo 0,5 0 0 0 0 0 0

Pol: Células poliploides; Endo: Endoreduplicagdo; COL: Colchicina (Controle positivo, 4 uM); DOX:
Doxorrubicina (Controle positivo, 0,50 pM). Experimento 3: RR07 + Colchicina; Experimento 4: RR0O7 sem

colchicina

Para a analise da fase G;/S do ciclo celular, as células foram tratadas em condicoes
semelhantes as do experimento 1 e 2, porém em um tempo de cultura de apenas 28 horas.
Apbs analise das células pode-se constatar a repeticdo do fenomeno (Tabela 12 -
Experimento 3) com o controle negativo — colchicina (40 uM) e sem o controle negativo
(Tabela 12 — Experimento 4), havendo diminui¢do do tempo de exposi¢do foi observado
menor numero dos cromossomos, facilitando a visualizacdo das mitoses, constatando também

diminuicao da citotoxicidade.
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Tabela 13 — Aberragdes cromossomicas (ACs) e indice mitético (IM) em cultura de PBMC

humanos com RR0O7 na fase G,/M (Experimentos S ¢ 6) do ciclo celular.

. ACs
Experimento | Tratamento (uM) | IM (%) oo nduas el Pol | Endo
- 5,0 2 0 2 1 0
0,25 4,9 2 1 3 1 0
0,50 4,7 1 1 2 0 0
5 1,00 4,5 0 1 1 1 1
2,00 4,2 2 2 4 1 0
4,00 4,0 4 4 8 2 0
Doxo 0,5 4,0 13 7 20 | 4 4
- 0,2 0 0 0 0 0
0,25 1,9 2 0 2 0 0
0,50 3,2 2 0 2 0 0
6 1,00 3,5 1 1 0 0 0
2,00 3,0 1 3 4 0 0
4,00 2,5 5 5 10 | O 0
Doxo (+) 0 0 0 0 0 0

Pol: Células polipléides; Endo: Endoreduplicacdo; COL: Colchicina (Controle positivo, 4 uM) DOX:
Doxorrubicina (Controle positivo, 0,5 uM). Experimento 5: RR0O7 + Colchicina; Experimento 6: RR0O7 sem

colchicina

Vale ressaltar o registro de quebras cromatidicas e cromossomicas (parciais e totais —
Experimento 6), indicaram o efeito clastrogénico do RR07 em todos os seis experimentos
realizados. Foi observado auséncia de endoduplicagdo, porém com presenga de poliploidia

(Tabela 13).

5.13 Avaliacdo da integridade de membrana celular por citometria de fluxo em cultura

de células HL-60 tratadas com RR07

A viabilidade celular serviu como parametro para avaliar por citometria de fluxo a
integridade da membrana plasmatica de células com morfologia normal. Foram observadas
reducdo da viabilidade das células quando comparadas ao controle negativo (98,26% de
células viaveis) e também ao controle positivo doxorrubicina a 0,50 pM (89,96% células
viaveis).

A viabilidade das células HL-60 tratadas com RRO7 foi reduzida de forma ndo
significativa, sendo a maior redugdo na concentragdo de 4,00 uM correspondente a 87,69%
das células viaveis (Graficos 7 ¢ 8). Apesar de nao terem sido observadas alteragdes no

tocante ao percentual da integridade de membrana, o numero total de células viaveis foi
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sempre reduzido no grupo das células tratadas, isso quando comparadas ao numero de células

no controle negativo (Grafico 9).
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Grafico 7 — Avaliacdo de integridade de membrana plasmatica por citometria de fluxo. Células HL-60 incubadas
com o RRO7 nas concentragdes de 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e 4,00 uM e com controle doxorrubicina a 0,50 uM. Os
dados foram analisados a partir da média + EPM de 3 experimentos. Para verificagdo da ocorréncia de diferengas
significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por analise de varidncia (ANOVA) seguida
por Teste de Dunnet, com nivel de significancia estatistica de 95% (p < 0,05) no programa GraphPad Prism

versao 5.0.
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Grafico 8 — Integridade da membrana plasmatica das células HL-60 apos 24 h de incubagdo. Histogramas do

Plot intensidade de fluorescéncia vermelha (eixo x) versus niimero de células (eixo y). A, células ndo tratadas; B,

doxorrubicina a 0,50 uM; C, D, E, F ¢ G, RR07 nas concentragdes de 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e 4,00 uM,

respectivamente. Marcador 1 (esquerda): percentagem de células viaveis. Marcador 2 (direita): percentagem de

células ndo viaveis. Foram analisados 5 mil eventos por amostra.
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Grafico 9 — Numero de células viaveis analisadas por citometria de fluxo. Incubagdo com o composto RR07 nas
concentragdes de 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 ¢ 4,00 uM sobre o nimero total de células leucémicas de HL-60,
analisado por citometria de fluxo, utilizando iodeto de propideo, apds 24 horas de incubagdo. (C) representa o
controle negativo; (D) controle positivo Doxorrubicina (0,50 uM). Os dados foram analisados a partir da média
+ EPM de “n” experimentos. Para verificagdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes
grupos, os dados foram comparados por analise de varidncia (ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com nivel

de significancia estatistica de 95% (*p < 0,05) no programa GraphPad Prism versdo 5.0.

5.14 Estudo do ciclo celular e fragmentacio nuclear por citometria de fluxo em cultura

de células HL-60 tratadas com RR07

No tratamento com doxorrubicina a 0,50 pM foi observada intensa fragmentagdo de
DNA (82,69%) sem nenhuma alteracdo no perfil do ciclo celular. As células tratadas com
RRO7 revelaram diminuicdo significativa no niimero de células na fase Go/G; onde todas as
células tratadas apresentaram percentuais baixos em ralacdo ao controle negativo. Foi
observado que, com o aumento da concentracdo do composto RR0O7 ocorria elevagdo do
numero de células na fase S, porém nao foi diferente em relagdo aos controles. Além disso, foi
visto o pronunciado acimulo na fase G»/M desde a menor concentragao testada de 0,25 uM

com 57,27%. Com o aumento da concentragdo (0,50; 1,00; 2,00 e 4,00 uM), ocorreu

114



respectivamente, uma diminui¢do no percentual de células em G,/M correspondente a 51,54;
51,31; 50,54 e 26,32% de células concentradas nesta fase (Tabela 14 e Grafico 10).

Vale ressaltar, que as andlises dos dados apontaram intensa fragmenta¢do do DNA em
todas as concentracdes testadas, sendo observado que na menor concentracio (0,25 uM) o
indice foi de 59,4%, enquanto nas concentragdes subseqiientes (0,50; 1,00 e 2,00 uM) os
percentuais de fragmentagdo foram, respectivamente, 60,51; 62,22 e 67,08%, comparadas ao
controle negativo.

Porém, a maior concentracdo testada do composto RRO7 (4,00 uM) foi capaz de
aumentar em 60 vezes a fragmentacdo do DNA celular, apresentando percentual de 67,54%,

quando comparado ao controle negativo (p < 0,05) (Tabela 14 ¢ Grafico 11).

Tabela 14 — Avaliacdo do ciclo celular. Efeito do composto RR07 sobre a distribuicdo do
ciclo celular em células leucémicas (HL-60) determinado por citometria de fluxo utilizando
iodeto de propideo, apos 24 horas de incubagao. C: controle negativo; D: Doxorrubicina 0,3

pg/mL (0,50 uM) usada como controle positivo.

. . Fase do ciclo celular (%)
Substancias | Concentracao (uM)
Go/Gy S G,/M
C - 33,10 | 57,21 9,69
D 0,50 32,2 | 65,93 1,87
0,25 9,67* | 33,05 | 57,28%*
0,50 10,67* 37,79 | 51,54%*
RRO07 1,00 9,33* | 394 51,27*
2,00 7,55% | 41,91 | 50,54*
4,00 10,47* 63,21 26,32

Os dados correspondem a media = EPM de trés experimentos independentes. Cinco mil eventos foram contados
em cada experimento (*p < 0,05) comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de

Dunnett.
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Grafco 10 — Efeito no ciclo celular apds incubagdo por 24 h com o RR07. Os histogramas de ciclo celular foram

analisados no ModFit LT 3.1. Eixo x: intensidade de fluorescéncia e eixo y: nimeros de células HL-60,

determinadas por citometria de fluxo utilizando iodeto de propideo. A — controle negativo; B — Doxorrubicina

(0,50 uM); C, D, E, F e G RR07 nas concentragdes de 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e 4,00 uM, respectivamente.
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Grifico 11 — Determinagdo da fragmentagdo do DNA. Efeito do composto RR07 nas concentragdes de 0,25;
0,50; 1,00; 2,00 e 4,00 uM sobre a fragmentagdo do DNA nas células leucémicas de HL-60, analisado por
citometria de fluxo utilizando iodeto de propideo, apds 24 horas de incubagdo. (C) representa o controle
negativo; (D) controle positivo Doxorrubicina (0,50 uM). Os dados foram analisados a partir da média + EPM
de “n” experimentos. Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos, os
dados foram comparados por analise de varidncia (ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com nivel de

significancia estatistica de 95% (*p < 0,05) no programa GraphPad Prism versdo 5.0.

5.15 Determinacio do potencial transmembranico de mitocondria — (AYy,)

Ensaio da rodamina 123 — por citometria de fluxo em cultura de células HL-60
tratadas com RRO7. Os resultados obtidos demonstraram aumento no percentual de células
com alteragdo do potencial transmembranico de mitocondria (AW,,) nas células HL-60
tratadas com o composto RR07 (0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e 4,00 uM), sendo estatisticamente
significante nas concentragdes de 0,50; 1,00 e 2,00 uM (p < 0,05) (Grafico 12).

Na menor concentragdo avaliada (0,25 uM) foi possivel observar que 38,61 = 7,53%
das células apresentavam despolarizagdo na membrana mitocondrial, enquanto no controle
negativo o indice foi de apenas 7,83%. Na concentracdao de 0,50 uM foi constatado o méximo

de despolarizagdo correspondente a 53,18 + 19,46% (p < 0,01), seguido de uma diminui¢ao
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do percentual destas cé¢lulas, onde na maior concentragao 4,00 uM o percentual observado foi

de 31,32 + 13,03% (* p < 0,05; **p < 0,01) (Gréfico 12).
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Grafico 12 — Analise da variacdo do potencial transmembranico da mitocondria (AW,,) por citometria de fluxo
em células HL-60. Apds 24 h de incubagdo do RRO7 nas concentragdes de 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e 4,00 uM. A
doxorrubicina a 0,50 pM foi utilizada como controle positivo. Os dados foram comparados por andlise de
variancia (ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com nivel de significancia estatistica de 95% (* p < 0,05; **p

< 0,01) no programa GraphPad Prism versdo 5.0.

5.16 Deteccao da externalizacdo da fosfatidilserina por citometria de fluxo — Anexina V

Apo6s o tratamento das células HL-60 com o composto RR07 nas concentragdes de
1,00; 2,50 e 5,00 uM, foi observado a indugdo da externalizacdo de fosfatidilserina de forma
concentragdo dependente, porém de modo ndo significativo segundo a andlise estatistica
realizada com os resultados adquiridos. Na maior concentragao (5,00 uM) o percentual de

células em apoptose inicial foi de 10,05% (Grafico 13).
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Grafico 13 — Analise da externalizagdo da fosfatidilserina por citometria de fluxo em células HL-60. Controle
negativo (A) e tratadas com doxorrubicina 0,50 pM — controle positivo (B) ¢ RR0O7 nas concentragdes de 1,00;
2,50 e 5,00 uM (respectivamente C, D e E) com 24 h de incubagfo. Percentagem de células em: Verde —
quadrante inferior esquerdo — viaveis; Azul — quadrante inferior direito — apoptose inicial; Réseo — quadrante
superior direito — apoptose tardia; e Lilds — quadrante superior esquerdo — necrose. Os dados foram comparados
por analise de varidncia (ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, (*p < 0,05; **p < 0,01) no programa GraphPad

Prism versao 5.0.

5.17 Deteccao da ativacao de caspases 3, 7 e 8 por citometria de fluxo.

As células (HL-60) foram incubadas por 24 horas com a substincia RR0O7 nas
concentragdes de 1,00; 2,50 e 5,00 uM.

O RRO7 reduziu o nimero de células viaveis de maneira concentracdo dependente,
sendo significativo (*p < 0,01), em todas as concentragdes testadas de 1,00; 2,50 e 5,00 uM,
enquanto aumentou o percentual de células em estagio de apoptose inicial nas concentragdes
de 2,50 e 5,00 uM, indicando ativagao para das caspases 3 ¢ 7 (Graficos 14 ¢ 15).

Pode-se constatar também aumento do percentual de células em apoptose tardia na
concentragdo de 5,00 uM, correspondente a 29,97% (Graficos 14 e 15) nos dois ensaios das

caspases. Entretanto, foi observado apenas no ensaio da caspase 8 um aumento do percentual
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de 7,61; 9,68 ¢ 12,72% de células em necrose nas trés concentragoes testadas 1,00; 2,50 e

5,00 pM.
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Grafico 14 — Analise da deteccdo da ativacao de caspases efetoras 3 e 7 por citometria de fluxo em células HL-
60. (A) percentual de células viaveis. (B) percentual de células em apoptose inicial. (C) percentual de células em
apoptose tardia. (D) percentual de células em necrose. A doxorrubicina (D) 0,5 uM foi utilizada como controle
positivo. O composto RR07 foi testado nas concentragdes de 1,25; 2,5 ¢ 5,0 uM com 24 h de incubacdo. Os
dados foram comparados por analise de varidancia (ANOVA) seguida por teste de Dunnet com (*p < 0,05 e **p <

0,01) utilizado o programa GraphPad Prims versao 5.0.
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Grafico 15 — Anélise da detecgdo da ativacdo de caspase iniciadora 8 por citometria de fluxo em células HL-60.
(A) percentual de células viaveis. (B) percentual de células em apoptose inicial. (C) percentual de células em
apoptose tardia. (D) percentual de células em necrose. A doxorrubicina (D) 0,5 uM foi utilizada como controle
positivo. O composto RR07 foi testado nas concentragdes de 1,25; 2,5 ¢ 5,0 uM com 24 h de incubacdo. Os
dados foram comparados por analise de varidancia (ANOVA) seguida por teste de Dunnet com (*p < 0,05 e **p <

0,01) utilizado o programa GraphPad Prims versao 5.0.
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5.18 Ensaio de inibicdo da polimerizacio da tubulina in vitro.

Neste ensaio realizado com tubulina isolada a fenstatina (RR07) na concentragao de 10
uM foi capaz de inibir a polimerizacdo da tubulina de forma muito semelhante ao controle
positivo nocodazole, que ¢ uma droga ja consagrada como um agente despolimerizante de
microtibulos devido a ligagao com o dimero a-f§ da tubulina.

Desta forma, o RR0O7 apresentou-se como um potente inibidor da polimerizacdo da

tubulina (Grafico 16).
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Grifico 16 — Ensaio de inibi¢do de polimeriz¢do da tubulina in vitro. Linha pontilhada verde — Branco
representado pelo tampdo. Linha pontilhada laranja (o controle negavito representado pelo DMSO). Linha

pontilhada em vermelho (controle positivo Nocodazole — 10 uM). Linhas em azul (RR07 10 uM).

5.19 Estudo da atividade antitumoral do composto RR07 em camundongos transplantados

com Sarcoma 180

Na analise dos grupos, apos a realizagdo do ensaio, foi observado que o composto teste
RRO7 nas doses de 20 e 40 mg/kg/dia foi capaz de diminuir o crescimento da massa tumoral
em 30,9 = 6,99 g (1,54 = 0,16 g) e 48,19 £ 2,57 g (1,16 £ 0,06 g) respectivamente, sendo
considerado significativo (b,c,d, p < 0,05) quando comparado ao controle negativo (DMSO

10%) (2,23 + 0,14 g) (Tabela 15).
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Tabela 15 — Avaliacdo do efeito sobre o peso relativo dos tumores e percentual de inibigao

tumoral em camundongos (Mus musculus Swiss) transplantados com Sarcoma 180.

Tratamento Dose Ganho de peso i () Inibicao

(mg/kg/dia) | corporal (g) tumoral (%)
C - 6,63+ 0,10 2,23+0,14 -

5-FU 20 5,20+ 0,68 1,11 +0,03* | 50,36 + 1,18
VBN 7 -1,70 £ 0,76™ | 0,81 +0,23* | 63,86 + 10,1
PTX 5 2,60+ 0,81™" | 1,02+0,18" | 54,27 + 8,00
RR07 20 9,20 £ 1,39"¢ | 1,54 +0,16" | 30,90 + 6,99
RRO07 40 729+0,52%" | 1,16+0,06* | 48,19 +2,57
RRO07 + 5-FU 20+ 10 5,56 +0,80%" [ 0,99 +0,06™ | 55,68 +2,72

Nota: Os dados estdo apresentados como média =+ EPM de dez animais. a, quando comparado com o grupo
controle (DMSO 10%); b, quando comparado somente com o grupo 5-fluorouracil (5-FU); ¢, quando comparado
somente com o grupo vinblastina (VNB), d, quando comparado somente com o grupo paclitaxel (PTX) por

ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls. a, b, c e d (p <0,05).

Nos animais tratados tanto com 5-FU (20 mg/kg/dia) como com a vinblastina (7
mg/kg/dia) ocorreu uma reduc¢do no volume do crescimento do tumor correspondente a 1,11 +
0,03 g e 0,81 = 0,23 g, cujos percentuais de inibi¢do foram de 50,36 + 1,18% e 63,86 +
10,1%, respectivamente (a,b,c,d, p < 0,05). Ja o outro controle positivo, utilizado nesta etapa
do trabalho, paclitaxel (5 mg/kg/dia) propiciou a redu¢do da massa tumoral referente a 1,02 +
0,18 g, onde o percentual de inibicao foi de 54,27 + 8,00% (a, p < 0,05).

Além disso, a associacdo entre RR0O7 (20 mg/kg/dia) e o quimioterapico 5-FU (10
mg/kg/dia), revelou redugdo significativa (a, p < 0,05) da massa tumoral (0,99 + 9,3 g) cuja
inibicao foi de 55,98%, comparado ao controle negativo — DMSO 10% (Tabela 15).

5.20 Analise histopatolégica dos 6rgaos de camundongos Mus musculus Swiss tratados

com RRO7

Apo6s o tratamento dos animais, de acordo com os grupos anteriormente citados, os
orgaos foram retirados e pesados, onde apds andlise, o peso relativo imido mostrou diferenga
estatisticamente significante, a (p < 0,05). Em relagdo ao bago dos grupos tratados com RR0O7
nas doses de 20 e 40 mg/kg/dia intraperitoneal (ip) houve reducao de peso (0,79 + 0,09 e 0,81
+ 0,08 g, respectivamente para 20 e 40 mg/kg/dia) em relagdo ao controle negativo — DMSO
10% (0,93 +0,10 g), porém a redug@o com significancia ocorreu somente quanto ao peso dos
bagos dos animais tratados com os controles positivos 5-FU (0,58 + 0,10 g); vinblastina (0,38

+ 0,06 g) e paclitaxel (0,34 = 0,02 g) nas respectivas doses de 20; 7 e 5 mg/kg/dia (ip).
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Quando analisada massa corpérea dos animais ao final do experimento foi observado
relativo ganho de peso dos grupos RR07 nas doses de 20 (9,20 + 1,39 g), 40 mg/kg/dia (7,29
+ 0,52 g) (ip) e associado RR0O7 20 + 5-FU 10 mg/kg/dia (5,56 + 0,80 g) (ip), sendo
considerado significativo, b, ¢ e d (p < 0,05) apds analise estatistica. Por outro lado, os
animais relacionados aos grupos dos controles positivos vinblastina e paclitaxel nas
respectivas doses de 7 e 5 mg/kg/dia (ip) revelaram diminuicao significativa (p < 0,05) da
massa corporea quando comparado ao grupo controle e os outros grupos (-1,70 £ 0,76 g) e (-

2,60 + 0,81 g), respectivamente, para a vinblastina e paclitaxel 7 e 5 mg/kg/dia (Tabela 16).

Tabela 16 — Efeito do RR07 sobre o peso relativo dos 6rgdos e tumores de camundongos
(Mus musculus Swiss) transplantados com Sarcoma 180. Os animais foram sacrificados apos
7 dias de tratamento com RRO7 nas doses de 20 e 40 mg/kg/dia; associacdo entre RR0O7 20
mg/kg/dia com o quimioterapico 5-fluorouracil (5-FU) 20 mg/kg/dia. O controle negativo foi
tratado com o veiculo de diluicdo da substincia (DMSO 10%). Foram utilizados como
controles positivos os quimioterapicos: S-fluororuracil (5-FU); vinblastina (VBN) e paclitaxel

(PTX) nas respectivas doses de 20, 7 e 5 mg/kg/dia

Tratamento Dose Ganho de peso Figado | Baco | Rins Tumor
(mg/kg/dia) | corporal (g) g/100g de massa coporea

C - 6,63£0,10 |5,63+0,18| 0,930,10 | 1,28 0,05 | 2,23+0,14

5-FU 20 5204068 |4,77+0,040,58+0,10* | 1,23+0,06 | 1,10 +0,03*

VBN 7 1,70 £ 0,76 | 4,66 +0,33 | 0,38 +0,06" | 1,16 0,04 | 0,81 +0,23"

PTX 5 2,60 0,81 | 5,29+0,14 | 0,34 +0,02* | 1,19+ 0,07 | 1,02+0,18"

RRO7 20 9,20 +1,39" [ 587+0,39 | 0,79+0,09 | 1,24+0,08 | 1,54+0,16"

RR07 40 729+0,52 | 556+0,54 | 0,81+0,08 | 1,14+0,12 | 1,16 +0,06"
:1511% 20410 | 556+0.80% |539+038 | 069007 | 1.27+0,06 | 0,99 + 0,06

Nota: Os dados estdo apresentados como média £ EPM de dez animais. a, quando comparado com o grupo
controle (DMSO 10%); b, quando comparado somente com o grupo 5-fluorouracil (5-FU); ¢, quando comparado
somente com o grupo vinblastina (VNB), d, quando comparado somente com o grupo paclitaxel (PTX) por

ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls. a, b, c e d (p <0,05).

Na analise histoldgica dos 6rgdos para o grupo controle negativo (DMSO 10%), os
figados estudados mostraram-se escurecidos e elasticos macroscopicamente, enquanto a
analise microscopica indicou tumefacdo turva dos hepatdcitos, congestdo portal e da veia
centrolobular. Os rins dos animais do grupo controle negativo mostraram-se homogéneo e
pardo acinzentados por analise macroscopica, enquanto o estudo microscopico apontou
tumefacdo turva do epitélio tubular, presenca de cilindros hialinos, com glomérulos

preservados. A avaliagdo macroscopica dos bagos denunciou aumento de volume, sem
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alteragdes visiveis, enquanto na analise microscopica foram visualizados foliculos linfoides
evidentes e definidos, com presenca de megacaridcitos distribuidos ao longo das amostras.
Além disso, a andlise macroscopica da massa tumoral dos animais do controle negativo
(DMSO 10%) revelou-se em tamanho homogéneo, com material ligeiramente rosado,
enquanto a analise microscopica mostrou neoplasia maligna constituida por células poligonais
e fusiformes, com pleomorfismo celular e nuclear, mitoses tipicas e atipicas, além de células
tumorais gigantes, com invasdo muscular e areas de necrose de coagulacdo (Figuras 13A,
14A, 15A e 16A).

Os animais tratados com o controle positivo 5-FU (20 mg/kg/dia) apresentaram
figados macroscopicamente escurecidos com areas de necrose coagulativa, enquanto a
microscopia mostrou intensa tumefacdo turva de hepatocitos e congestdo portal e da veia
centrolobular. Sendo observada ainda por andlise microscopica, a presenga de
hemossider6fagos por entre os sinusdides, hiperplasia das células de Kupffer e focos de
esteatose microvesicular. Os bagos dos animais desse grupo apresentaram-se pequenos,
enquanto a microscopia revelou a presenca de foliculos linféides pequenos e circunscritos,
ampla polpa vermelha, hemossiderofagos, pigmentos de hemossiderina, rarissimos
megacariocitos. Enquanto os rins apresentaram-se brancacentos € pequenos na analise
macroscopica. Na microscopia do conteudo renal foi observada intensa tumefagdo turva do
epitélio tubular, seguida de hemorragia glomerular e tubular. A andlise macroscopica dos
tumores do grupo controle positivo 5-FU (20 mg/kg/dia) mostrou material em tamanho
reduzido, enquanto a microscopia apontou para presenca de neoplasia maligna constituida por
c¢lulas poligonais rarefeitas, pleomorficas, com anisocariose e areas de necrose de coagulagao
(Figuras 13B, 14B, 15B ¢ 16B).

Um segundo controle positivo (Paclitaxel 5 mg/kg/dia) foi utilizado onde a anélise
macroscopica do tecido hepatico indicou coloracio cinza-amarelada dos figados em analise
macroscopica, enquanto a microscopia indicou desorganizacdo dos corddes de hepatocitos,
esteatose microvesicular, apresentando ainda, necrose focal de hepatdcitos, fragmentagdo
nuclear, congestdo portal e da veia centrolobular com hemorragia sinusoidal. As alteracdes
nos rins, bago e massa tumoral foram semelhantes as encontradas no grupo controle 5-FU —
20 mg/kg/dia — (Figuras 13C, 14C, 15C ¢ 16C).

A utilizagdo de um segundo controle positivo (Vinblastina 7 mg/kg/dia) possibilitou a
verificagdo microscopica de alteragdes hepaticas importantes como: congestdo portal e da veia
centrolobular, hiperplasia das células de Kupffer, intensa tumefacdo celular de hepatdcitos,

degeneracao hidrépica de hepatocitos, diversos focos inflamatérios, além da visualizagao de
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algumas células de metastase tumoral. A avaliagdo microscopica do tecido renal, em um dos
fragemtos analisados, apresentou glomérulos preservados, discreta e moderada tumefagao do
epitélio tubular (tibulos proximais e distais) e também a presenga de cilindros hialinos
dispersos. Em relagdo a avaliagdo microscopica da a¢do do quimioterapico sobre o bago
foram observados a presenca de foliculos linfoides circunscritos e evidentes, limites de polpa
branca e de vermelha nitidos, ninhos de megacariécitos. Além disso, a pesquisa microscopica
da massa tumoral revelou neoplasia maligna composta por células poligonais exibindo
pleomorfismo celular e nuclear, hipercromatismo, presenca de células gigantes malignas,
mitoses tipicas e atipicas, extensas areas de necrose de coagulagdo, invasdo muscular
(Figuras 13D, 14D, 15D ¢ 16D).

O tratamento dos animais com o composto teste RRO7 permitiu avaliar alteragdes
ocorridas no tecido de metabolizacdo hepatico, onde na dose de 20 mg/kg/dia a macroscopia
apresentou Orgaos escurecidos com aspecto semelhante ao controle, enquanto a microscopia
mostrou intensa degeneracdo hidropica dos hepatdcitos, congestdo portal e da veia
centrolobular, hemorragia sinusoidal, pigmentos de hemossiderina, desorganizacdo dos
corddes de hepatocitos, semelhante ao controle positivo com vinblastina (7 mg/kg/dia) e
paclitaxel (5 mg/kg/dia) algumas células com fragmentacdo nuclear. Na dose de 40
mg/kg/dia, o composto RRO7 possibilitou a constatagdo de eventos como: congestdao portal e
da veia centrolobular, hiperplasia das células de Kupffer, focos inflamatérios, intensa
tumefacdo celular de hepatdcitos, pigmentos armazenados e grosseiros, provavelmente
consistentes com bilirrubina, alteracdes semelhantes ao controle positivo paclitaxel — 5
mg/kg/dia — (Figuras 13E, 14E, 15E ¢ 16E ¢ F).

Ao se analisar os tecidos relacionados com a excrecao, neste caso os rins, observou-se
que o composto RRO7 apresentou alteracdes microscopicas semelhantes tanto na dose de 20
como na dose de 40 mg/kg/dia, tais alteragdes evidenciadas foram intensa tumefagao turva do
epitélio tubular, presenca de muitos cilindros hialinos, glomérulos preservados, porém, alguns
glomérulos com rarefagdo celular, hemorragia glomerular e tubular, enquanto as
caracteristicas macroscopicas foram semelhantes aos rins analisados no grupo controle. As
alteragdes no tecido esplénico causadas pelo RR0O7 tanto na dose de 20 como 40 mg/kg/dia
mostram alteragdes microscopicas semelhantes como: presenca de foliculos linfoides
definidos e circunscritos, raros megacariocitos distribuidos ao longo da amostra em ninhos,
pigmentos de hemossiderina, e evidente limite entra as polpas branca e vermelha.
Macroscopicamente, os bagos mostraram-se aumentados em volume, semelhante ao controle.

Quanto a analise do conteudo tumoral pode-se verificar que o composto RR0O7 testado nas
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doses de 20 e 40 mg/kg/dia causaram decréscimo no tamanho da massa tumoral, quando
analisado macroscopicamente, enquanto a analise microscopica indicou que em ambas as
doses de 20 e 40 mg/kg/dia as células tumorais ndo mostraram alteragdes em sua morfologia,
porém na amostra havia extensas areas de necrose de coagulacdo (Figuras 13E, 14E, 15E ¢
16E ¢ F).

Outro grupo avaliado foi a associagcdo entre 5-FU na dose de 10 mg/kg/dia com o
composto teste RRO7 na dose de 20 mg/kg/dia, onde a andlise do 6rgdo de metabolizacao,
possibilitou visualizar alteragdes como: discreta congestdo portal e da veia centrolobular,
hiperplasia das células de Kupffer, intensa tumefacdo celular de hepatocitos, esteatose
microvesicular, células inflamatérias de permeio, semelhante as alteracdes encontradas no
grupo tratado apenas com o 5-FU 20 mg/kg/dia. Ja na andlise dos rins, foram observadas
caracteristicas como: glomérulos preservados, discreta tumefagao do epitélio tubular (tibulos
proximais e distais), presenca de diversos cilindros hialinos, semelhante ao observado com o
grupo tratado com o controle positivo vinblastina (7 mg/kg/dia). Avaliando a acdo do
associacdo das substincias sobre o bago foi possivel constatar a presenga de foliculos
linféides circunscritos e evidentes, ninhos de megacaridcitos, pigmentos de hemossiderina,
semelhante as alteracdes encontradas nos grupos tratados com o composto RR07 na dose de
40 mg/kg/dia. Além disso, a andlise do conteudo tumoral indicou alteracdes semelhantes a
detectada quando no tratamento com o quimioterapico ja consagrado, paclitaxel (5 mg/kg/dia)
e o composto teste RRO7 nas duas doses testadas 20 e 40 mg/kg/dia (Figuras 13G, 14G, 15G
e 16G).
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Figura 13 — Anélise histologica dos figados de camundongos Mus musculus Swiss transpl:intados com Sarcoma
180. Os animais foram sacrificados apds 7 dias de tratamento por via intraperitoneal (ip). (A) Controle negativo
(DMSO 10%); (B) Controle positivo 5-fluorouracil (5-FU 20 mg/kg/dia); (C) Controle positivo paclitaxel (PTX
5 mg/kg/dia); (D) Controle positivo vinblastina (VNB 7 mg/kg/dia); (E) RR07 20 mg/kg/dia; (F) RR0O7 40
mg/kg/dia; (G) Associagdo entre RRO7 20 mg/kg/dia + 5-FU 20 mg/kg/dia. Coloragdo realizada com

hematoxilina/eosina e analise em microscopia optica com aumento de 400X
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Figura 14 — Analise histologica dos rins de camundongos Mus musculus Swiss transplantados com Sarcoma
180. Os animais foram sacrificados apds 7 dias de tratamento por via intraperitoneal (ip). (A) Controle negativo
(DMSO 10%); (B) Controle positivo 5-fluorouracil (5-FU 20 mg/kg/dia); (C) Controle positivo paclitaxel (PTX
5 mg/kg/dia); (D) Controle positivo vinblastina (VNB 7 mg/kg/dia); (E) RR07 20 mg/kg/dia; (F) RR0O7 40
mg/kg/dia; (G) Associagdo entre RRO7 20 mg/kg/dia + 5-FU 20 mg/kg/dia. Coloragdo realizada com

hematoxilina/eosina e analise em microscopia optica com aumento de 400X
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Figura 15 — Analise histologica dos bagos de camundongos Mus musculus Swiss transplantados com Sarcoma
180. Os animais foram sacrificados apds 7 dias de tratamento por via intraperitoneal (ip). (A) Controle negativo
(DMSO 10%); (B) Controle positivo 5-fluorouracil (5-FU 20 mg/kg/dia); (C) Controle positivo paclitaxel (PTX
5 mg/kg/dia); (D) Controle positivo vinblastina (VNB 7 mg/kg/dia); (E) RR07 20 mg/kg/dia; (F) RR0O7 40
mg/kg/dia; (G) Associagdo entre RR0O7 20 mg/kg/dia + 5-FU 20 mg/kg/dia. Coloragdo realizada com

hematoxilina/eosina e analise em microscopia optica com aumento de 400X (A, C e D) 100X (B, E. F e G)
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Figura 16 - Analise histologica dos tumores de camundongos Mus musculus Swiss transplantados com Sarcoma
180. Os animais foram sacrificados apds 7 dias de tratamento por via intraperitoneal (ip). (A) Controle negativo
(DMSO 10%); (B) Controle positivo 5-fluorouracil (5-FU 20 mg/kg/dia); (C) Controle positivo paclitaxel (PTX
5 mg/kg/dia); (D) Controle positivo vinblastina (VNB 7 mg/kg/dia); (E) RR07 20 mg/kg/dia; (F) RR0O7 40
mg/kg/dia; (G) Associagdo entre RR0O7 20 mg/kg/dia + 5-FU 20 mg/kg/dia. Coloragdo realizada com

hematoxilina/eosina e analise em microscopia optica com aumento de 400X.
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5.21 Resumo dos resultados encontrados

O estudo realizado com 10 andlogos estilbendides e o resveratrol possibilitou avaliar a

atividade citotoxica e antitumoral, onde mereceu destaque o composto fenstatina (4

metoxifenil-3,4,5-trimetoxifenilmetanona) — RR07

O analogo RRO7 apresentou maior citotoxicidade dentre os compostos para 12
linhagens tumorais testadas apresentando com valore minimo de 0,01 uM.

O composto RRO7 foi um dos compostos que apresentou maior potencial
antimitotico em ovos de ourigo-do-mar Lytechinus variegatus, inibindo 100% da
divisdo celular na 1* e 2* divisdes, bem como no estdgio de blastula.

A citotoxicidade observada pelo andlogo RR07 ndo estd relacionada com dano a
membrana plasmatica, visto que o composto ndo induziu hemdlise em eritrocitos
de camundongos em concentragdo até 661,5 pM.

A agdo citotoxica exibida pelo RRO7 foi cerca de onze (11) vezes maior para a
linhagem de células leucémicas HL-60 quando comparado a atividade sobre
cé¢lulas mononucleadas do sangue periférico.

O RRO7 causou inibi¢do de 36,5 = 2,55% na sintese de DNA e de 57,78 + 0,88%
morte celular por apoptose em células HL-60, quando testado na menor
concentragdo (0,25 pM) nos ensaios do BrDU e da acridina laranja/brometo de
etidio, respectivamente.

O composto RR0O7 causou bloqueio de mitotico na fase de metafase em células
HL-60, podendo também ser observado um actimulo de células na fase G, do ciclo
celular, alteragdo do potencial transmembranico da mitocondria avaliados através
de citometria de fluxo.

Observou-se indugcdo de apoptose em células HL-60 relacionada com a via
intrinseca principalmente (caspases efetoras 3 e 7) com 8,3 + 2,6% de ativagdo,
bem como envolvimento da via extrinseca caspase 8 (ativadora).

O RRO7 mostrou um padrdo de atividade semelhante ao descrito para outros
compostos relacionados os quais também possuem um anel benzeno trimetoxilado
(colchicina e combretastatina) que se sabe inibirem a mitose ligando-se a tubulina.
O RRO7 tem um perfil de atividade distinto do resveratrol, e parece atuar
semelhantemente as combrestatinas, compostos inibidores da divisdo celular que

agem ligando-se as tubulinas.
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e No ensaio de tubulina isolada in vitro, o estilbenéide RR07, na concentragao de 10
uM, inibiu a polimerizagdo da tubulina.

e O composto RRO7 foi capaz de inibir 48,19 + 2,57% do crescimento tumoral em
modelo de Sarcoma 180, na dose de 40 mg/kg.

Em um panorama mais abrangente, os resultados explandos anteriormente forma

condensados na Tabela 17.

Tabela 17 — Resumo dos resultados encontrados no estudo do potencial antitumoral da

fenstatina (4-metoxifenil-3,4,5-trimetoxifenilmetanona) — RR07

Estudo | Resultados
Atividade citotoxica
Em células tumorais +++
Em células normais (PBMCs) +++
Estudo do mecanismo de a¢ao citotoxico
Inibicao da sintese de DNA -+
Morfologia diferencial por Laranja de acridina/Brometo de etideo (LA/BE) [ Apoptose/Necrose
Morfologia diferencial por Hematoxilina/Eosina (HE) Inibicdo em Metafase
Integridade de membrana -
Analise do ciclo celular Parada em G,/M
Inducao de fragmentagao do DNA +++
Potencial trasmembranico de mitocondria +
Inducao de caspases 3, 7 ¢ 8 ++
Inibi¢do da polimerizacdo de microtubulos +++
Genotoxicidade
Estudo de aberracao em PBMC +++
Atividade antitumoral
Antitumoral em Sarcoma 180 +++
Toxicidade em 6rgdos e sistemas ++

(-) Sem efeito relevante; (+) Efeito Fraco; (++) Efeito Moderado; (+++) Efeito Forte.
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6 DISCUSSAO

Nos ultimos anos a aplicagdo da quimioterapia tem conseguido €xitos notdveis na cura
de algumas formas de canceres disseminados como a leucemia aguda infantil, distintos tipos
de linfomas, e alguns tipos de tumores solidos. Ao contrario, a melhora no tratamento
sist€émico de tumores solidos mais freqlientes em adultos (pulmao, mama co6lon e pancreas)
ndo sofreu grandes avancos, resultando em altos indices de mortalidade dentre os pacientes.
Ha, portanto, uma clara e urgente necessidade de identificar, avaliar e desenvolver novos e
mais eficientes farmacos para o tratamento do cancer (LENZ, 2003; PETIT et al., 2008).

Dessa forma, o atual interesse na busca de novos agentes antimitoticos, por exemplo, ¢
conseqliéncia de sua importancia para o tratamento de diferentes formas de tumores malignos.
Todo o sucesso na utilizagdo de taxanos e dos alcaldides da vinca na terapia anticancer tem
estimulado intensamente a busca por novos agentes com potencial antimitotico (RISINGER et
al., 2009). Outros compostos tém sido estudados por interromper a divisdo celular sendo
efetivo no tratamento de tumores a exemplo da podofilotoxina, resveratrol e combretastatina,
as quais foram inicialmente obtidas por fontes naturais (PINNEY et al., 2005). Derivados
estilbenos a exemplo de microcomponentes como o resveratrol (3,4,5-trihidroxi-trans-
estilbeno) e combretastatina exibem uma gama de atividades biologicas incluindo
antineoplasico, quimiopreventivo, antioxidante e antiestrogénico (AGGARWAL et al., 2004).

A combretastatina A4 € o mais potente agente antimitdtico isolado da Combretum
caffirum. O género do Combretum possui 250 espécies originadas das arvores tropicais.
Algumas dessas 24 espécies do género Combretum sao bem conhecidas na medicina popular
da Africa, sendo usada para problemas cardiacos, tratamento de verrugas, doengas mentais e
envenenamento por escorpido (PINNEY et al., 2005; TY et al., 2009). Vale lembrar que
somente na india a espécie Combretum latifolium parece ter sido usada na medicina popular
para o tratamento do cancer (PINNEY et al., 2005).

O resveratrol e um composto polifendlico produzido por vérias espécies e encontrado
especialmente nas raizes e sementes de uma planta medicinal oriental chamada Polygonum
cupsidatum (kojo-kon), ¢ na casca das uvas como metabolito secundario, para defesa
antifingica. Além disso, esta presente no vinho tinto, o qual tem sido documentado com
efeitos cardioprotetor e quimiopreventivo do cancer (BAUR; SINCLAIR, 2006); Muitos
desses efeitos fisioldgicos decorrem da sua supressdao na proliferagdo celular via inibicdo de
caminhos importantes na transdu¢do do sinal e quinase ciclina dependente, promovendo a

diferenciagdo celular e a retirada de espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelular e todas
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essas respostas podem levar a indu¢dao de apoptose através da ativagdo mitocondrial
dependente e independente (PERVAIZ, 2004; CHEN et al.,2005).

H4 mais de 30 anos atras o Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos vem
explorando largamente o screening da atividade anticancer utilizando plantas terrestres dentre
elas tem sido identificadas a potencialidade anticancer do Combretatum molle e Combretatum
caffirum (YEUNG et al., 2007). Os estudos foram iniciados em 1973 levando a identificagdo
da Combretastatina na C. caffirum, originaria do continente africano. Esses estudos
avancaram a partir de 1979 no qual foram isolados outros constituintes da C. caffirum, dentre
eles podem ser citados: estilbenos, bibenzil, dihidrofenentrenos e fenantrenos (PINNEY et al.,
2005). Essa descoberta levou ao isolamento e caracterizagdo do (-) combretastatina a qual
apresentou potente inibicdo do crescimento celular em bioensaios de linhagens de
astrocitomas. Atualmente a combretastatina soédica A4 fosfatase vem sendo estudadas em
ensaios clinicos para o tratamento do cancer (LIN et al., 2007).

A combretastatina tem se destacado por apresentar uma estrutura quimicamente
simples, pela sua elevada atividade biologica como inibidor da polimeriza¢do da tubulina,
bem como um inibidor in vitro em linhagens celulares humanas, além de apresentar eficacia
in vitro como agente antiangiogénico (KIRWAN et al., 2004; MOUSSET et al., 2008). Desse
modo, pesquisas vém sendo realizadas no desenvolvimento de novos analogos, inspirados na
combretastatina e no resveratrol, os quais vém gerando publicacdes de patentes. As
combretastatinas Al e A4 apresentam baixa solubilidade, o que levou a um impulso para o
desenvolvimento de novos compostos sintéticos, a partir da combretastatina, a qual estd
dividida em 4 grupos majoritarios de base estrutural dentre eles destacam-se: o da série A
(cis-estilbenos), série B (diariletileno), série C (quinona) e série D (lactonas macrociticas)
(PINNEY et al., 2005).

E apropriado enfatizar que o potencial do resveratrol ¢ da combretastatina tem sido
largamente estudado (LI et al., 2009), porém ¢é importante contribuir no estudo para a
determinagdo da atividade bioldgica de novos analogos.

Esse trabalho estudou a atividade bioldgica dos analogos estilbendides baseados no
resveratrol a exemplo dos: RRO1, RR02, RR03, RR04, RR05, RR06, RR09, RR10, RR11 ¢ o
analogo da combretastatina, a fenstatina, neste estudo denominado de RR07. A primeira etapa
do presente estudo consistiu na avaliagdo do potencial citotoxico dos andlogos estilbendides
baseados no resveratrol e na combretastatina, o RR07 foi testado em 11 linhagens de células
tumorais humanas, 2 murinas € em PBMCs humanas, através do método do MTT. Em

seguida foram realizados estudos para avaliar a atividade antimitdtica em ovos de ourico do
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mar (Lytotechinuns variegatus), seguida pela investiga¢ao de atividade hemolitica buscando
caracterizar o mecanismo citotoxico direto sobre a membrana plasmatica das células. Em
seguida, foi investigado o potencial mutagénico através dos ensaios do cometa e aberragdes
cromossomicas. Posteriormente, com o intuito de elucidar o mecanismo de agdo e a atividade
antitumoral in vivo, o composto mais ativo foi submetido a ensaios de citometria de fluxo para
caracterizacdo da morte celular, bem como, avaliacdo do ciclo celular, ensaio de inibicao da
polimerizacdo da tubulina e determina¢do da atividade antitumoral em modelo de Sarcoma
180.

Ha algum tempo, estudos de “screening” utilizando o ensaio do MTT tem sido uma
ferramenta essencial e eficaz para avaliar o potencial citotoxico de inumeras substancias
(POHLIT et al., 2007; MESQUITA et al., 2009). A determinagao da citotoxicidade in vitro
tem se mostrado eficaz na descoberta de novos agentes antitumorais. A maneira mais rapida,
facil e sensivel ¢ o screening com modelos in vitro (CRAGG; NEWMANN, 2000, FOUCHE
et al., 2008). Os testes em linhagens celulares humanas in vitro foram escolhidos, pois,
segundo VENDITTI (1983), os ensaios com células leucémicas murinas in vivo apresentavam
muitas vezes resultados falso-negativos para atividade antitumoral de novos compostos.
Enquanto que os mesmos compostos quando testados em células tumorais humanas
apresentavam resultados positivos na inibicdo da formacdo de coldnias, esta constatagdao
sugeriu que o screening usando células tumorais humanas in vitro era preferencial no
desenvolvimento de novas drogas antitumorais (SHOEMAKER et al., 1984). Pelo fato dos
modelos celulares para o estudo da toxicidade serem mais econdmicos, rapidos e fornecerem
resultados mais facilmente quantificaveis ¢ com maior reprodutibilidade que os in vivo, o
interesse por inovacdes neste campo aumenta tanto quanto as necessidades das limitagdes ja
existentes (FORNELLI et al., 2004).

No ensaio de citotoxicidade em diferentes linhagens de células tumorais humanas e
murina foram testados 12 diferentes andlogos estilbenodides e o resveratrol. O resveratrol
inibiu a proliferagdo em todas as linhagens testadas com Cls, variando entre 10,74 para HL-60
e 2,91 uM em células B-16. Esses achados corroboram com muitos estudos previamente
realizados que demonstram o potencial do resveratrol como potente agente quimioterapico em
decorréncia da sua agdo na indugdo da apoptose (DORRIE et al., 2003; KANG et al., 2003;
MURIAS et al., 2005). Estudos prévios realizados por MURIAS e colaboradores em 2005,
usando a linhagem de células leucémicas HL-60 obtiveram um valor de Clsy para o
resveratrol de aproximadamente 10 uM, possuindo a mesma magnitude dos achados obtidos

nesse trabalho.
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Dentre os analogos estudados no presente estudo, os compostos RR03 e RRO06
apresentaram moderada citotoxicidade. O composto RR06 inibiu a proliferacdo da linhagem
MDA-MB-435 e a Jukart com Clsy correspondente a 62,46 ¢ 6,54 uM, enquanto composto
RRO3 foi ativo nas linhagens HL-60, K-562 e MDA-MB-435, com valores de Clsyo em 26,71;
26,55 e 25,30 uM, respectivamente. Essa moderada atividade segundo KANG e
colaboradores (2003), decorre da formagao de dimeros e trimeros do resveratrol. Além disso,
CAI e colaboradores (2003), descreveram que os grupos 3,4-dihidroxil sdo importantes para
elevar a atividade anticancer dos andlogos de trans-resveratrol, confirmando as pesquisas de
MURIAS e colaboradores em 2005, demonstrando que a hidroxilagdo do resveratrol nas
posigdes 3,4’ e 5 eleva a atividade citotoxica em células HL-60 superior a agdo observada
com o resveratrol. Essa afirmacgdo refor¢ca a ndo atividade citotoxica encontrada em nossas
moléculas.

Entretanto, varios grupos de pesquisa descrevem a importancia da inser¢do dos grupos
de metoxil na estrutura do resveratrol, como observado no trans-3,4,5,4’-tetrametoxiestilbeno,
os quais elevam os efeitos de antiproliferativos em vdrias linhagens celulares e interferem na
polimerizagio dos microtubulos (MA et al., 2008; LI et al., 2009). E importante ressaltar que
a adi¢do do grupo hidroxil no anel B parece diminuir a atividade citotdxica do resveratrol e da
combretastatina A4, levando a uma fraca atividade citotoxica.

Dos estilbendides avaliados a fenstatina foi o mais citotdxico, por apresentar Cls
menor que 18 uM em todas as linhagens testadas. Essa molécula pertence ao grupo da série
(A) das combretastatinas, sendo caracterizada como uma bisarilcetona que apresenta
esqueleto basico estilbendide, em que o anel A (3.,4,5-trimetoxifenil) ¢ responsavel por
algumas agdes bioldgicas como: elevada citotoxicidade e atividade antiangiogéncia (WU et
al., 2007). Além disso, o anel B presente nas moléculas de fenstatinas e combretastatinas
possui uma hidroxila na posi¢do 3 que quando substituida, por grupamentos como o anel 2
naftil promove variacdes na atividade e propicia a formagao de compostos mais potentes sob a
acdo citotoxica (PETTIT et al., 2002; ALVAREZ et al., 2007; 2008).

A fim de reforgar os resultados citotoxicos obtidos anteriormente, foi realizado o teste
do ourigo-do-mar, o qual é amplamente utilizado no estudo de drogas com efeitos citotoxicos
e teratogénicos (JACOBS; WILSON, 1986). Os ovos de ourigo apresentam extrema
sensibilidade a agentes téxicos e uma série de peculiaridades no seu ciclo de
desenvolvimento, tornando-o bastante elucidativo no estudo de drogas com potencial
antiproliferativo. A inibicdo da divisdo celular pode estar relacionada a varios eventos

envolvidos nesse processo, como a sintese de DNA e RNA, sintese protéica e polimerizagao
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de microtubulos. No ensaio dos ovos do ouri¢co-do-mar, esses processos podem, muitas vezes,
ser analisados individualmente (BRANDHORST, 1985; FUSETANI, 1987). O ciclo celular
das células embrionarias de ouri¢o-do-mar ¢ bastante abreviado. E destituido da fase Gy, que
antecede a fase S e a fase G, encontra-se bastante reduzida. Desta maneira, drogas que atuam
durante a fase G; ndo apresentam atividades neste bioensaio.

O resveratrol e 0 RR0O7 inibiram o desenvolvimento dos ovos de ourigo a partir de 43,8
UM e 33 uM respectivamente (Tabela 8), desde o primeiro estagio de divisdo, demonstrando
que esse efeito ¢ inespecifico, pois poderd ser devido a interacdo com DNA ou a sintese de
proteinas, bem como interferindo na formacao do fuso mitotico. Por outro lado, os compostos
RRO03 e RR04 na concentracdo ao redor de 40 uM inibiram o desenvolvimento dos ovos de
ourigo do mar a partir da terceira divisdo celular. Desse modo, de acordo com JACOBS et al.,
(1981), se uma substancia pura promove 100% de inibi¢ao neste ensaio na concentragdo de 16
ug/mL ou menos, esta pode ser considerada muito ativa. Assim a fenstatina e o resveratrol
podem ser considerados muito ativos, pois, inibiram completamente a mitose dos ovos em
concentragdo aproximada de 40 uM, o que refor¢a os resultados obtidos na citotoxicidade
com as linhagens celulares. Assim, a inespecificidade da atividade antimitotica da fenstatina
sugere que compostos com capacidade de inibir a mitose, a partir da primeira clivagem,
podem atuar interferindo na polimerizagdo dos microfilamentos e induzindo o aparecimento
de embrides unicelulares polinucleados (FUSETANI, 1987).

A fim de verificar se a citotoxicidade as células tumorais estava envolvida com a lise
da membrana plasmatica, foi realizado o ensaio de atividade hemolitica com eritrocitos de
camundongos, 0s quais possuem grande semelhanga com os eritrocitos humanos,
principalmente quanto a sensibilidade (COSTA-LOTUFO et al., 2002; DRESCH et al.,
2005). Além disso, a estabilidade mecanica caracteristica da membrana eritrocitaria confere a
este método um 6timo indicador para averiguar agressoes in vitro, sendo uma das etapas para
o screening de compostos citotoxicos (SHARMA; SHARMA, 2001).

A auséncia de atividade hemolitica foi observada para todas as moléculas
estilbenodides testadas, na concentracdo maxima de até 876,2 uM, sugerindo possivelmente
que o mecanismo de atividade citotoxica desempenhado por estas substincias, ndo esteja
relacionado a inducdo de dano a nivel de membrana plasmatica, mais sim devido a possivel
interferéncia com o mecanismos intracelulares como interferéncia na molécula DNA, na
formacgao do fuso mitético ou atuando em proteinas envolvidas no ciclo celular.

Dentre os varios problemas que podem ser identificados com o uso de farmacos

quimioterapicos, os efeitos colaterais se destacam, por conta da baixa seletividade encontrada
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nestes compostos. Assim, células com elevado indice proliferativo como células presentes em
mucosas (trato gastrintestinal — TGI), epiteliais, células da medula 6ssea, incluindo células do
sistema hematopoiético como eritrocitos, trombocitos e células da linhagem branca (PBMC),
sdo afetadas durante o tratamento com os quimioterapicos, sendo considerado um desfio para
a terapéutica encontrar um composto capaz preservar as células saudaveis eliminando
preferencialmente as células tumorais (ANAZETTI et al., 2003).

Buscando demonstrar uma possivel seletividade do RR0O7 para células saudaveis ou
tumorais, pelo ensaio do MTT, observou-se elevada citotoxicidade do composto frente a
linhagem tumoral leucémica (HL-60) apresentando Clsy de 0,50 uM, enquanto para o mesmo
ensaio com PBMC, a Clsy foi de 5,68 puM que em analise comparativa nao indicou
seletividade, apenas a linhagem HL-60 mostrou-se 11 vezes mais sensivel que as células
PBMC.

A utilizagdo de varias metodologias tendo como foco os modelos celulares ¢
considerada ferramenta de grande valia e importantes para estudos de toxicidade de
compostos, sendo a linhagem HL-60 (leucemia humana), de origem mieloide, uma das mais
amplamente utilizadas para o estudo de inducdo de apoptose, diferenciagdo e ciclo celular,
caracterizada pela predomindncia de neutrdfilos promielociticos, apresentando relagdo
nucleo/citoplasma assincronica, com 10% de diferenciacdo espontdnea para o estagio
monocitico, caracterizado por atividade quimiotatica e fagocitaria (GALLAGHER et al.,
1979; COLLINS, 1987a; MILITAO et al., 2006; BEZERRA et al., 2007).

Com o intuito de confirmar e entender melhor os efeitos antiproliferativos
desencadeados pelo RR0O7 observados pelo ensaio do MTT, outros testes antiproliferativos,
foram realizados utilizando células leucémicas da linhagem HL-60 em 24 horas de incubacao,
onde observagdo da diminuicdo da proliferacdo celular, confirmou-se pela avaliagdo da
cinética de crescimento celular (em HL-60), teste de exclusdo do azul de tripan, aliado ao
ensaio de inibigdo da sintese de DNA através da incorporacdo do BrdU, além da analise
morfoldgica com hematoxilina/eosina (HE) e laranja de acridina/brometo de etideo (LA/BE).

A avaliagdo do perfil da curva de crescimento traduziu uma redugdo induzida pelo
RRO7 sobre a proliferagdo da linhagem HL-60, corroborando com os resultados obtidos pelo
ensaio do MTT, sendo observado que a partir das 6 horas nas duas maiores concentragdes
2,00 e 4,00 uM ocorre diminui¢do no niimero de células, porém ¢ no periodo de 12 horas de
tratamento que pode ser vista reducdo acentuada no numero total de células em todas as

concentragdes testadas.
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O teste de exclusdao do azul de tripan foi realizado inicialmente para determinar a
viabilidade celular, tendo os resultados sido confirmados posteriormente por citometria de
fluxo. O ensaio permitiu distinguir as células capazes de drenar o corante acido azul de tripan
para fora da célula em contraposicdo aquelas que ndo possuem essa capacidade. A absorc¢ao
desse corante ¢ um forte indicativo de dano na membrana plasmatica que culmina na morte
celular (HYNES et al., 2003; MINERVINI et al.,, 2004). O estilbeno RR07 reduziu o
percentual de células vidveis de maneira concentragdo-dependente, correspondente a uma
reducdo maxima de 92,00 + 0,43% para a concentragdo de maxima testada de 4,00 uM
respectivamente, reforcando os estudos prévios de citotoxicidade por MTT apds 24 h de
incubacao, cuja Clsy foi de 0,50 uM. BOEHLE e colaboradores (2001) mostraram que o a
combretastatina A4, um estilbenoide de estrutura semelhante ao RR07, reduziu em 59% a
viabilidade de células KNS-62 (carcinoma e pulmdo) na concentragcdo de 0,01 pM em 24
horas de incubagao.

Ap6s a confirmacao da citotoxicidade pelo MTT e posterior verificagdo de indicios de
atividade antiproliferativa através do ensaio de exclusdo pelo azul de tripan e também a
analise da curva de crescimento outros modelos foram utilizados com o intuito de esclarecer
esta atividade.

O modelo proposto para investigagdo acerca do mecanismo de acdo do RRO7, foi
avaliacdo do efeito antiproliferativo através da incorporacao do BrdU na sintese do DNA. A
incorporacdo da bromodeoxiuridina (BrdU), um andlogo da timidina, em DNA recém
sintetizado, pode ser mensurada com o intuito de avaliar a taxa de proliferacdo por meio do
percentual de células que incorporam o BrdU (DOLBEARE et al., 1983). Na cinética celular,
o ciclo das células em proliferacdo apresenta-se nas fases Gy, S, G, ¢ M, enquanto na fase Gy
refere-se as células quiescentes ou ndo proliferantes (RAZA et al., 1991; MOGILNER et al.,
2006). As células presentes na fase S, de sintese, estdo sintetizando novo material genético e,
portanto, utilizando os nucleotideos presentes no meio (HOLM et al., 1998; SCHOLEY,
2003). Estas células obrigatoriamente irdo incorporar BrdU em seu DNA que, por sua vez,
pode ser detectado com o uso de anticorpos conjugados anti-BrdU e técnicas de imuno-
histoquimica para sua marcacao.

A incorporacdo do nucleotideo BrdU pelas células da linhagem HL-60 foi inibida pelo
tratamento com o RRO7, na menor concentragdo de 0,25 uM em 63,5 (= 2,55%). Nas
concentragoes de 0,50 e 1,00 uM, respectivamente, ocorreu inibigdo na incorporagao do BrdU
de 84,25 + 0,86 e 87,12 + 0,85%, respectivamente. Do total de 300 células contadas foi

observada redu¢@o na incorporagdo do BrdU, estando o resultado de acordo com os achados
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obtidos com os ensaios do MTT e de viabilidade celular pela exclusdao do azul de tripan.
Valendo salientar que concentracdes acima de 1,00 uM nao puderam ser aplicadas neste
ensaio, devido a alta citotoxicidade do RR07. Desta forma, esses dados sdo indicativos de um
possivel mecanismo sobre a divisdo celular. De forma semelhante, a combretastatina A4,
estilbeno de estrutura andloga ao RR07, inibiu a proliferacdo celular sendo possivel visualizar
este achado pelo ensaio do BrdU (CHIANG et al., 2009).

Os dados obtidos até essa etapa da pesquisa conduziram os estudos para ensaios onde
as coloragdes do tipo hematoxilina-eosina e também, a coloracdo diferencial de laranja de
acridina e brometo de etidio (LA/BE), que permitem investigar as caracteristicas morfoldgicas
das células, assim estas sdo uteis para sugerir o tipo de morte celular, seja por necrose ou
apoptose.

A andlise citoldgica, em células da linhagem HL-60, revelou condensagdo periférica
regular da cromatina e fragmentacdo de DNA, com presen¢a de vacuolizagdo caracteristicas
tipicas de células em morte por apoptose. O bloqueio do ciclo celular em metafase foi
observada desde a menor concentragdo testada de 0,50 uM. O efeito do RR07, desencadeado
sobre as células foi semelhante a a¢do descrita para o alcaldide colchicina (MUELLER et al.,
1979; ZHOU et al., 2005b; TERKELTAUB; ROBERT, 2008). Outros compostos
estilbendides como a combretastatina A4 atuam inibindo a divisdo celular com parada em
metafase (BOEHLE et al., 2001).

A morte celular ¢ um fendmeno essencial na homeostase do organismo e sua
ocorréncia tem sido documentada durante o desenvolvimento embriondrio ¢ pés-embrionario.
Esta ndo ¢ apenas importante para o desenvolvimento normal, mas também para a vida adulta
de muitos organismos vivos (GERCHENSON; ROTELLO, 1992; ELMORE, 2007). Dois
processos distintos comandam a morte celular, nomeados apoptose e necrose (MAJNO;
JORIS, 1995).

Apoptose ¢ termo inicialmente utilizado por KERR (1972) para caracterizar alteragdes
morfoldgicas incluindo condensacdo da cromatina, expulsdo de vesiculas, fragmentacao
nucelar e formagdo de corpos apoptdticos (FINK; COOKSON, 2005). As vias de sinalizacao
responsaveis pela iniciacdo e progressdo da apoptose foram identificados, onde de maneira
geral, ocorrem através da ativagdo de uma familia de enzimas de pelo menos 14 proteases
diferentes chamadas de caspases. As cisteino-proteases também denominadas caspases sao
sintetizadas como precursores inativos chamados procaspases (FULDA; DEBATIN, 2006). A

clivagem e ativacao das procaspases podem ocorrer devido a uma série de estimulagdes
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incluindo ativacdo de receptores de morte e danos no DNA (HERR; DEBATIN, 2001;
STRASSER et al., 2000; JOZA et al., 2002).

O evento apototico ¢ importante durante o desenvolvimento embrionario,
metamorfose, atrofia dependente de hormdnio e inibi¢do tumoral, seja regulando o numero de
células ou eliminando células danificadas. O processo de apoptose induz a morte celular de
forma altamente regulada que elimina células ou tecidos indesejados protegendo o organismo
contra a formagdo de neoplasmas. Desarranjos no mecanismo apoptdtico podem ocasionar
diversas patologias, inclusive o cancer (MAJNO; JORIS, 1995; OPALKA et al., 2002).

As duas principais vias do processo apoptdtico sdo a via extrinseca, que € uma via
mediada por receptores de morte, tipo TNFr-1(receptor de fator de necrose tumoral do tipo 1)
e Fas (CD95), tendo como principal iniciadora a caspase-8 (GUPTA, 2003). E a via
intrinseca, a qual e desencadeada pelo aumento da permeabilidade mitocondrial, com
liberagcdo de moléculas pro-apoptoticas (Mcl-1S, Bad e Bax) e citocromo ¢ no citoplasma,
ativando a caspase-9, responsavel pela iniciagdo desta via (STRASSER et al., 2000;
PAPADOPOULOS, 2006).

A morte celular por necrose pode ocorrer no desenvolvimento de varias doengas
incluindo cancer, doengas neurodegenerativas e doengas autoimune (FULDA; PERVAIZ,
2009). Esta pode ser causada por estimulos téxicos, bem como deplecao de O, e stress
oxidativo (EDINGER; THOMPSON, 2004). Em contraste a apoptose, a morte por necrose ¢,
freqiientemente, atribuida simplesmente a perturbacdes metabdlicas ou injurias mecanicas,
resultando em uma rapida desestabilizacdo da membrana plasmatica, desnaturacdo das
proteinas intracelulares, digestdo enzimatica, catastrofe bioenergética por deplecdo de ATP a
niveis incompativeis com a sobrevivéncia, sendo relacionada com a resposta inflamatoria.
Muitos estimulos indutores de apoptose (por exemplo: citocinas, isquemia, calor, irradiacao
e patdgenos) fazem com que células da mesma populagdio morram por necrose
(DARZYNKIEWICZ et al., 1992; SERGEY et al., 2003; KUMAR et al., 2005).

As avaliagdes morfoldgicas realizadas pelo ensaio da LA/BE mostraram que apds o
tratamento com o RRO7 (fenstatina), nas concentracdes de 0,25 e 0,50 uM evidenciou-se
aumento na populagdo de células apoptoticas com 57,78 + 0,88%; 67,67 £ 2,16%, onde as
células apresentavam cromatina condensada, fragmentada e de um verde brilhante intenso
quando excitadas por luz azul (BRIGGS; JONES, 2005). Vale ressaltar que o achado de
células em apoptose condiz com os resultados obtidos por JIANG e colaboradores (2008),
ocasido em que o autor demonstra a indu¢ao de apoptose causada por alguns estilbenodides,

dentre eles a fenstatina.
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Foi visto que com o aumento da concentracdo do RR0O7 (1,00; 2,00 ¢ 4,00 uM)
ocorreu redugdo no numero de células em apoptose com aumento de células necrdticas,
chegando a 53,66% (+ 0,83%), para a maior concentragdo testada (4,00 uM). As células em
necrose, ou seja, com lesdo de membrana, apresentaram um padrdo de coloracdo uniforme,
laranja-avermelhada e sem formagdo de corpos apoptoticos. Provavelmente, a ocorréncia
desse fato, possa ser explicada devido as membranas plasmaticas permanecem intactas
durante as fases iniciais do fendmeno apoptdtico, até os ultimos estagios, quando ocorre entdo
aumento da permeabilidade da membrana aos solutos normalmente retidos (KUMAR et al.,
2005).

Os achados que evidenciaram sinais de necrose nas células foram detectados também
nos testes de exclusdo por azul de tripan, que mostrou maior porcentagem de células nao
viaveis, sendo confirmado também pelo ensaio de colorag¢ao por H/E.

Como a apoptose pode ser induzida também a partir de lesdes no DNA, o passo
seguinte na pesquisa foi avaliar a acdo genotoxica do RR07 através do teste do cometa, além
disso, verificar o potencial mutagénico do composto através dos ensaios de aberracdo
cromossomica.

O teste do cometa tem sido muito utilizado na avaliacdo da seguranga de novos
farmacos (HARTMANN et al., 2003), visto que ¢ considerado um método com sensibilidade
adequada no tocante a deteccdo da quebra de fitas simples ou dupla do DNA (GONTIIO;
TICE, 2003). Apesar da existéncia de uma gama de metodologias in vitro aplicadas a
determinagdo da toxicidade genética, o uso de células PBMC, obtidas do sangue periférico
como cé¢lulas-modelo para avaliar a genotoxicidade deve-se principalmente a revelagdo de tais
células como indicadores sensiveis aos agentes genotoxicos, pois ha correlacdo entre os danos
induzidos nas células periféricas do sistema hematopoiético (sangue) e outras células
somaticas, além de apresentarem uma vida considerada relativamente longa, circularem por
todos os tecidos e serem de facil obtengdo (ALBERTINI et al., 2000).

O ensaio do cometa mostrou que o RR07 induziu dano em células PBMC de forma
concentra¢gdo dependente, onde nas maiores concentragdes, foram detectados os maiores graus
de dano ao DNA. A avaliacdo genotoxica do RRO7 correlaciona-se aos dados obtidos pela
analise de outros estilbenos como a combretastatina A-4, ocasido em que PETIT e
colaboradores (2008) demonstraram que estas moléculas estilbendides sdo capazes de induzir
dano na estrutura do DNA.

Compostos que também possuem anel trimetoxilado em sua estrutura como ¢ o caso

da colchicina, mostram-se genotdxicos, em concentragdes elevadas entre 1251,7 a 2503,5 uM,
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devido sobretudo a danos cromossomicos induzidos por mecanismos secundarios (KIFFE et
al., 2003).

Em relagdo a citotoxicidade, HARTMANN; SPEIT (1997) reportaram que a
ocorréncia de cometas sem cabeca e com quase todo o DNA presente na cauda (cometas da
classe 4) apds a eletroforese ¢ uma provavel indicagdo de efeito citotoxico. A ocorréncia de
cometas da classe 4 tem sido descrita como o aspecto mais indicativo de células apoptdticas
dentro dos parametros do teste do cometa.

A acdo de drogas citotoxicas pauta-se basicamente no alvo destas substancias, onde
alteracdes no processo de transcricdo e a replicacdo de células tumorais em estagio
proliferativo podem ser evidenciadas, entretanto a baixa seletividade destes compostos induz
a efeitos indesejaveis sobre as células sadias. Em andlise comparativa do potencial citotoxico
do RRO7, frente aos mononucleares do sangue periférico (PBMC) e a linhagem estabelecida
de HL-60, revelaram sensibilidade 11 vezes maior sobre as células leucémicas em relagdo aos
PBMC s, apesar disso, a inducdo dos efeitos indesejaveis em tecidos normais ¢ inevitavel
(NEIDLE; THURSTON, 2005).

Ja foi constatado que quimioterdpicos como: antimetabolitos, alquilantes de DNA,
ciclo-especificos e os inibidores de fuso mitdtico sdo drogas pouco seletivas, atuando sobre os
eventos da divisdo em todas as células em processo mitotico (DONNICI et al., 2005;
SRIDHAR.; SYMONDS, 2008), dessa forma inumeros ensaios citogenéticos tem sido
bastante Uteis para identificacdo de agentes mutagénicos, que podem surgir em populagdes
expostas a estes agentes (AU et al., 2001).

As aberragdes cromossOmicas expressam alteragdes resultantes das tentativas de
reparacdo da quebras ocorridas nas cadeias do DNA, as quais podem ocorrer por lesdes
primarias (induzidas) ou por ocorréncia espontanea levando na maioria das vezes a reunido
nao homologa do DNA lesado, culminando com as aberragdes cromossOmicas, as quais se
correlacionam positivamente com aberragdes em PBMCs e desenvolvimento de carcinomas
(PFEIFFER et al., 2000; NATARAJAN, 2002; OBE et al., 2002).

Na conducao de testes de genotoxicidade ou mutagénese (aberragdes cromossomicas),
a toxicidade induzida pelo tratamento ¢ muito importante, sendo que o monitoramento do
indice mitotico (IM) ¢ um bom indicador representativo da propor¢ao de células em divisao,
desta forma, o tratamento de células com substiancias muito citotoxicas, causam aumento nos
valores de IM, induzindo algum tipo de impedimento na progressdo do ciclo celular e/ou na

capacidade proliferativa. Durante os testes de aberragdes cromossomicas, sejam eles in vivo
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e/ou in vitro, o IM mostra-se como uma importante ferramenta para o monitoramento da
toxicidade celular (BRITO et al., 1996; AMORIM et al., 2000).

O composto RRO7 foi capaz de induzir aberragdes em todas as fases do ciclo, com o
composto sozinho ou associado a colchicina. As moléculas estilbendides como o RRO7
(fenstatina), combretastatina e analogos compartilham similaridade com a colchicina,
principalmente pela presenga do anel A (trimetoxifenil), desta forma, tanto os estilbenos como
a colchicina induzem aberragdes cromossomicas nas células (GAJATE; MOLLINEDO, 2003;
KIFFE et al., 2003).

Para aprofundar os estudos dos efeitos celulares do RRO7, foram realizados
experimentos em HL-60 utilizando citometria de fluxo. Nesses experimentos foram avaliados
os seguintes parametros: integridade de membrana, nimero de células, ciclo celular,
fragmentacdo de DNA, despolarizacdo mitocondrial, anexina V e caspases 3,7 e 8.

A citometria de fluxo ¢ uma ferramenta bastante valiosa para estudos estrutural e
funcional das células, sendo considerada rapida e precisa, tendo boa aplicagdo para
investigacdo de compostos com atividade antitumoral. Dentre uma série de possibilidades,
pode ser utilizada na pesquisa basica em biologia molecular e bioquimica da apoptose, bem
como na clinica para monitoramento de sinais iniciais de apoptose em tumor de pacientes
conseqiiente de alguns protocolos de tratamento (A utilizagao de fluorocromos que possuem a
capacidade de intercalacdo com o DNA (iodeto de propideo) permite identificar a viabilidade
celular e fragmentagdo do material nuclear. As caracteristicas inerentes a morfologia das
células apoptoticas como condensagdo da cromatina e a redugdo do volume celular sdao
detectadas por meio do desvio da luz incidida sobre a célula para frente e para o lado
(DARZYNKIEWICZ et al., 1992; RAMANATHAN, 1997, LIMA, 2005; FREIKMAN et al.,
2009).

Os estudos realizados com citometria de fluxo mostraram diminuicdo significativa no
numero de células a partir a menor concentracao (0,25 uM), contudo ndo foi observada perda
de integridade da membrana celular para as concentragdes testadas de 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e
4,00 uM. Muitos trabalhos procuram diferenciar os estagios de apoptose € necrose, todavia a
distingdo, em termos morfologicos, entre apoptose e necrose estd pautada, principalmente, na
perda da integridade de membrana, onde as células em apoptose permanecem com suas
membranas integras, até atingir o estdgio de apoptose tardia, em que se verifica o inicio da
instabilidade da membrana plasmatica. Esses dados corroboram com os resultados obtidos
pelo método de exclusdo por iodeto de propideo avaliado por citometria de fluxo (VAN

CRUCHTEN; VAN DEN BROECK, 2002; MASQUELIER et al., 2004).
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Sendo assim, foi possivel avaliar que a diminui¢ao verificada na taxa de proliferacao
celular ¢ um aumento no numero de células que incorporaram o iodeto de propideo
caracterizando o processo apoptdtico (eventos iniciais e tardios), das células tratadas com o
RRO7, correlacionando-se com os dados obtidos na literatura que mostram que o 3,4,5-
trimetoxi-4-bromo-cis-stilbeno induziu a redugdo da prolifera¢do celular de células mamarias
MCF-7 na concentragdo de 50 uM (SANGJUN et al., 2009).

A anexina V ¢ um representante de uma familia de proteinas ligadas a fosfolipidios
dependentes de célcio, e possuem alta afinidade por bicamadas fosfolipidicas de membrana,
ricas em fosfatidilserina. Os fluorocromos conjugados podem ser uma ferramenta
fundamental para monitorar mudangas na assimetria de membranas celulares fosfolipidicas,
sendo, portanto um excelente método para determinar a presenca de células apoptoticas
(THIAGARAIJAN; TAIT, 1990; KOOPMAN et al., 1994). Dessa forma, o ensaio da anexina
V foi realizado para detectar a externalizacdo da fosfatidilserina (evento ocorrido na fase
inicial da apoptose), o qual ¢ um fosfolipidio interno da estrutura da membrana, € que ao ser
externalizado, sinaliza para os macrofagos induzindo a fagocitose da célula, evitando a
liberagdo do contetido celular para o meio extracelular (VERMES et al., 1995;
ZIMMERMANN et al., 2001; FREIKMAN et al., 2009).

ApoOs 24 horas de exposicdo ao RRO7 observou-se um aumento, de modo
concentragdo ndo dependente, no niumero de células, anexina positiva (apoptose inicial e
tardia). Nao houve aumento no numero de células em necrose (Grafico 8). Vale salientar que
o evento de externalizacdo da fosfatidilserina ocorre por conta da liberagdao de citocromo ¢
devido a perda de integridade da membrana mitocondrial (GOLDSTEIN et al., 2000;
FREIKMAN et al., 2009).

A mitocondria desempenha papel chave na deflagragdo da apoptose em certas
condi¢des. Muitas proteinas intracelulares participam da ativacdo dessa via de morte celular,
onde as proteinas pro-apototicas, da familia Bcl-2, Bax ¢ Bak se ligam a receptores na
membrana externa da mitocondria causando o aumento ainda maior da sua permeabilidade.
Algumas proteinas pro-apoptdticas como a Bid, Bad, (da familia Bcl-2), atuam de forma
inibitoria sobre o efeito das proteinas anti-apoptoticas (Bcl-2 ou Bcl-XL) ou ativado de forma
direta (as proteinas Bax-simili). Muitos estimulos podem causar a formac¢do de poros na
membrana interna da mitocondria, o que acarreta uma maior passagem de agua e de algumas
moléculas para o espaco intermembrana e conseqiientemente ruptura da membrana externa

mitocondrial (BOKER et al., 2005; OLTERSDOREF et al., 2005; HUERTA et al., 2007).
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A alteracdo no potencial transmembranico de mitocondria (A¥,,) pode ser mensurada
com o uso da rodamina 123, o que permite distinguir a possivel via de ativagdo da apoptose —
via intrinseca e extrinseca — (GORMAN et al., 1997). Vale também lembrar que agentes
conhecidos como desacopladores, podem aletrar o potencial de transmembrancio mitocondrial
corrompendo o fino acomplamento existente entre o transporte de elétrons e a enzima ATP
sintase, causando a dissipacao do gradiente de protons através da membrana mitocondrial
interna criado pelo sistema de transporte de elétrons, levando a morte celular (BRENNER;
MAK, 2009).

O RRO7 aumentou o percentual de células com baixo potencial transmembranico de
mitocondria (AY,,), desde a menor concentragao avaliada (0,25 pM) indicando o
envolvimento da ativagio da via intrinseca da apoptose. E valido ressaltar que além da
diminui¢do do potencial transmembranico a fragmentacdo do DNA também ¢ um processo
intrinsicamente relacionado a ativag¢ao da apoptose (ZONG; THOMPSON, 2006). Segundo os
experimentos de citometria de fluxo o composto RR0O7 foi capaz de induzir fragmentacao de
DNA em todas as concentragdes avaliadas, como observado por KASIBHATLA e
colaboradores (2004) em estudos com o0 a combretastatina A4.

Durante a apoptose pode-se observar a ativagao de enzimas proteoliticas (cistenil
aspartato-especifico proteases), as caspases, sendo estas agrupadas em dois tipos: iniciadoras
(2,8,9 e 10) e efetoras (3, 6 ¢ 7) (WANG et al., 2005). O RRO7 foi capaz de ativar as caspases
3 e 7 nas concentracdes de 2,50 e 5,00 uM e também ativou a caspase 8§ na maior
concentragdo avaliada (5,00 uM). A caspase 8 tem funcdo iniciadora da via extrinseca,
enquanto as caspases 3 e¢ 7 correlacionam-se com a via intrinseca, dessa forma pode-se
atribuir o envolvimento destas duas vias relacionados a iniciacdo da apoptose pelo RRO7,
principalemente a via intrinseca. Apesar da ativacdo da caspase 8 ter sido detectada apenas na
maior concentragdo, 0s processos compativeis com apoptose em estidgios posteriores ao da
iniciagdo como, por exemplo, a fragmentacdo de DNA ja foram detectados em concentragcdes
bem mais baixas 0,25 pM. Outro dado importante ¢ que a ativacdo da via intrinseca
(despolarizagdo de mitocondria) ocorreu desde a 0,25 uM. Em estidgios mais adiantados,
observa-se a ativacdo de virtualmente todas as vias apoptoticas. As caspases sdo enzimas
essenciais para o processo de apoptose e até¢ entdo nao foram evidenciadas em células
necréticas (NICHOLSON; THORNBERRY, 1997; ZONG; THOMPSON, 2006).

O estilbendide combretastatina A4, também apresentou atividade antimitdtica,
ligando-se no sitio de ligacdo da colchicina a tubulina, provocando a inibicdo da

polimerizacdo da tubulina com interrup¢dao da mitose e inducdo do desacoplamento
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mitocondrial, colapso da membrana mitocondrial (SABZEVARI et al.,2004; YEUNG et al.,
2009).

O resveratrol foi capaz de ativar a caspase-8, seguido por clivagem do tBid, o que leva
a translocacdo de Bax e liberacdo de citocromo c pelas mitocondrias. Secundariamente, o
resveratrol tem como alvo as mitocdndrias, levando a dissipacdo do potencial de membrana e
indugdo de apoptose, indicando que, além da ativacdo da apoptose por via extrinseca, a
participagcdo da via intrinseca pode estar envolvida devido a despolarizacdo da membrana
mitocondrial (LIN et al., 2009).

Experimentos realizados por VITALE e colaboradores (2007) mostraram que a
combretastatina ndo ativou a apoptose por via extrinseca, j& que nao se observou a clivagem
da pro-caspase-8 e ativagdo da caspase-8. Embora a combretastatina tenha afetado fortemente
a morfologia e funcionalidade das mitocondrias, como mostrado pelo ensaio de
permeabilidade da membrana mitocondrial e liberagdo do citocromo c¢, o tratamento
concomitante com o inibidor especifico da caspase-2, foi incapaz de reverter alteracdes
mitocondriais, indicando que a caspase-2 desempenha um papel de menor importancia na
morte celular desencadeada pela interferéncia nos microtubulos (BORREL et al., 2005;
LEBLANC et al., 2005). Estas observacgdes apontam para diferentes causas nos mecanismos
que conduzem a citotoxicidade, ndo sé entre as drogas que agem nos microtiibulos a partir da
estabilizacdo ou despolimerizagdo da tubulina, mas também entre os agentes desencadeantes
da morte celular.

Os dados obtidos por citometro de fluxo corroboram com outros achados, os quais
descrevem a capacidade de compostos estilbendides como a combretastatina A4 (0,03 uM) e
a fenstatina (0,01 uM) em induzirem morte celular por apoptose apos 24 horas de exposi¢ao
(PETTIT et al., 1998; ROMAGNOLI et al., 2006).

O desnecadeamento do processo apoptotico observado por citometria de fluxo, em
células HL-60 apo6s tratamento com o RR07, pode estar também envolvido com o aciimulo de
células na fase G»/M, do ciclo celular, oberservado a partir da menor concentragdo testada
(0,25 uM). Neste caso, os dados obitidos apds a analise do ciclo corroboram com os achados
descritos na literatura, onde o estilbeno, marchantina C, induziu parada do ciclo,
principalmente na fase Go/M na concentragdo de 16 uM (SHI et al., 2009).

J& ha algumas décadas a tubulina tem sido um alvo molecular atraente e estratégico
para o desenvolvimento de novas drogas anticancer, como os alcaldides da vinca, o taxus, a
colchicina e derivados, bem como os estilbendides como o resveratrol, a combretastatina A4 e

a fenstatina (PETTIT et al., 2005; MOREAU et al., 2008). Drogas que agem em microtibulos
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geralmente pode se ligar a uma das 3 classes de sitios existentes na tubulina: sitio da
colchicina, dos alcaldides da vinca ou do paclitaxel (BECKERS; MAHBOOBI, 2003;
CRAGG; NEWMANN, 2005; JORDAN, WILSON, 2004).

De forma mais especifica os compostos estilbendides possuem caracteristicas
estequiométricas essenciais para inibi¢do na formacdo dos microtibulos que promovem a
ligagdo no mesmo local da colchicina, o anel A trimetoxilado aumenta a afinidade pela
tubulina, inibindo a polimerizagdo da tubulina (MOLLINEDO; GAJATE, 2003; ALVAREZ
et al., 2008).

O composto nocodazole ¢ outro inibidor dos microtibulos, tendo agdo reversivel, inibe
a tubulina ligando-se a por¢do [ da tubulina, proximo ao sitio de interacdo da colchicina,
conduzindo ao rompimento reversivel de formagdo dos microtubulos e de fuso mitdtico
causando parada do ciclo celular na fase M (MOLLINEDO; GAJATE, 2003).

Os ensaios de inibicdo da polimerizagdo da tubulina revelaram a capacidade da
fenstatina (RR07) em inibir a polimerizacao da tubulina para a concentragao de 10 uM de
forma semelhante ao controle positivo nocodazole testado na mesma concentra¢do (10 pM).
Alguns estudos mostraram que os compostos estilbendides como a combretastatina A4 (AC-
7700) foram capazes de inibir a polimerizacdo da tubulina ja na concentragdo de 3,57 uM
(MONK et al., 2006). Outros resultados mostraram que a colchicina é capaz de inibir a
polimerizacdo dos microtibulos em aproximadamente 50% na concentragdo de 5 puM
(CHIANG et al., 2009).

E vélido destacar que os trabalhos relacionados relatam o anel (A) trimetoxifenil
presente na combretastatina, colchicina e também na fenstatina como o grupamento quimico
responsavel pela ligacdo na estrutura da tubulina impedindo sua polimerizagdo, interferindo
na formagdo do citoesqueleto (PETTIT et al., 1998; JIANG et al., 2008; CHIANG et al.,
2009).

Estudos in silico de ancoramento (docking) mostraram que estilbenos como a
combretastatina A4 e a fenstatina se ligam entre a por¢cdo a-f da tubulina, sendo o mesmo
sitio de ligagdo da colchicina. Nesse estudo foi observado que quando as moléculas estdo
ligadas ao sitio da tubulina as energias de repulsdo sdo minimas. Isto pode explicar os
mecanismos de citotoxicidade e atividade antitumoral desempenhados por alguns
estilbendides como € o caso da fenstatina (BELLINA et al., 2006).

Além disso, vale salientar que a despolimerizacdo induzida por colchicina ativa
pequenas proteinas guanosina nucleotideo trifosfato, denominadas (RhoA), — isto pode ser

estendido para os demais compostos que agem no sitio da colchicina — as quais sdo
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coordenadoras do rearranjo de microtubulos e actina do citoesqueleto. O exato mecanismo
ainda ndo esta totalmente esclarecido, mas a proteina RhoA ¢ ativada por fatores
denominados trocadores de nucleotideos guanidinicos (GEFs) que, normalmente, estdo
ligados aos microtubulos (como por exemplo a GEF-H1). As GEFs dissociadas ativam a
RhoA que, por sua vez, ativa RhoA quinases, causando fosforialgdo da miosina, actina e
provocando diversos efeitos celulares incluindo apoptose (MONK et al., 2006).

Drogas que interferem na dindmica dos microtiibulos podem interferir na distribuicado
cromossomica durante a mitose (BOEHLE et al., 2001). De acordo com a coloragdo
diferencial por hematoxilina eosina (HE), células HL-60 tratadas com o RR0O7 pode-se
observar acumulo de células em metafase, de modo semelhante a colchicina. Esses dados
sugerem que o RRO7 possa estar agindo no mesmo sitio de ligagdo da colchicina.

As pesquisas envolvendo animais de laboratdrio sdo atribuidas de grande importancia
no tocante ao sistema experimental para a compreensdo dos processos antitumorais de
compostos em animais. Muitos modelos experimentais utilizando camundongos sdao aceitos
na pesquisa contra o cancer devido a alguns aspectos importantes como: a semelhanga
fisiologica de genes, células, tecidos, 6rgaos e sistemas, os quais se correlacionam muito bem
aos do homem (CHABNER et al., 2001; KAMB, 2005).

Buscando consolidar os resultados obtidos com os estudos in vitro a atividade
antitumoral (in vivo) da fenstatina (4-metoxifenil-3,4,5-trimetoxifenilmetanona) — RR0O7 foi
avaliada utilizando camundongos Mus musculus Swiss transplantados com o Sarcoma 180.

O Sarcoma 180 ¢ um tumor originario de camundongo ¢ uma linhagem celular bstante
utilizada na pesquisa de atividade antitumoral in vivo (LEE et al., 2003; MAGALHAES et al.,
2006). Dentre as doses estudadas, foi verificado que os animais tratados com RR07 nas doses
de 20 e 40 mg/kg/dia aplicados via intraperitoneal (ip), durante 7 dias, apresentaram redugao
no volume do tumor em 30,90 + 6,99 e 48,19 + 2,57%, respectivamente para as doses
supracitadas, quando comparado ao controle negativo (DMSO 10%). Estudos anteriores,
mostraram que moléculas estilbendides de estrutura semelhante ao RRO7 como a
combretastatina A4 e analogos apresentaram relevante atividade antitumoral. Além disso, o
composto AC-7700 (anédlogo da combretastatina) na dose de 43 mg/kg/dia, (subcutianeo por
25 dias) em camundongos transplantados com Sarcoma 180, induziu a inibi¢do de 64% do
crescimento tumoral (NIHEI et al., 1999a).

Outro estudo mostrou que a combretastatina A4 na dose de 100 mg/kg/dia,
(subcutanea por 14 dias) conseguiu inibir o crescimento do Sarcoma de Ewing’s de rma

significativa com p < 0,001 (DALAL; BURCHILL, 2009).
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Vale salientar que outras moléculas que atuam sobre a tubulina induzindo a efeitos
antimitoticos como a colchicina (I mg/kg/dia intravenosa) e vinblastina (5 mg/kg/dia
subcutanea), ambas por 10 dias de tratamento, foram capazes de suprimir o crescimento
tumoral do adenocarcinoma (c-26) mostrando dessa forma, que compostos que atuam se
ligando a tubulina (antimitéticos) sdo potentes agentes antitumorais, induzindo parada no
ciclo celular e causando morte, na maioria das vezes, por apoptose e¢ reduzindo a perfusao
sanguinea em tumores solidos (NIHEI et al., 1999b).

As semelhangas estruturais, no que diz respeito ao anel (A) 3.4,5 trimetoxifenil,
presente em estilbendides (combretastatina A4 ¢ RRO07) bem como na colchicina pode
explicar a agdo citotoxica e antitumoral de tais compostos (GROSIOS et al., 1999; JIANG et
al., 2008).

Muitas drogas anti-cdncer sdo administradas por via intraperitoneal (ip). A via
intraperitoneal ¢é considerada uma rapida e direta, uma vez que propicia elevada
biodisponibilidade e ndo esta sujeito ao metabolismo de primeira passagem ou inativagao pelo
suco gastrico (UNDEVIA et al., 2005).

A perda ou ganho de peso corporeo de animais submetidos a algum tipo de tratamento
¢ considerado um dos aspectos mais faceis e logicos de serem visualizados e avaliados. O
peso dos camundongos tratados com RRO7 na dose de 20 mg/kg/dia (ip) causou ganho de
peso (7,66 £ 1,23 g) em ralacdo ao controle negativo, enquanto a dose de 40 mg/kg/dia (ip),
diminuiu o peso dos animais (6,13 + 0,46 g), indicando indiretamente redugdo sobre a massa
tumoral e com isso, interferéncia no peso dos animais. Evidéncias que também apontam a
toxicidade in vivo de substancias relacionam-se a aumento ou diminui¢ao no peso relativo dos
orgaos pos-tratamento (BARDOCZ et al., 1996). Apoés a extracdo dos orgdos, foi observado
que apenas o baco dos grupos relacionados aos controles positivos 5-FU (20 mg/kg ip),
Vinblastina (7 mg/kg ip) e Paclitaxel (5 mg/kg ip) apresentaram redug¢do no peso de
importancia estatistica (p < 0,05).

Os achados histopatologicos referentes a andlise da massa tumoral dos animais
tratados com o RR0O7 nas doses de 20 e 40 mg/kg/dia (ip), mostrou aumento de areas de
necrose de coagulagdo, acompanhado de rarefagdo celular, sendo indicativo de agdo toxica
sobre as cé¢lulas tumorais. A combretastatina A4 (100 mg/kg/dia sc) em avaliagdo para
determina¢do de atividade antitumoral induziu redugdo da massa tumoral com surgimento de
quadro necrético e hemorragico (GROSIOS et al., 1999).

Os estudos histopatologicos dos figados dos animais tratados com o RR07 nas doses

de 20 e 40 mg/kg/dia (ip), levou a uma intensa degeneragdo hidropica dos hepatocitos,
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hemorragia sinusoidal, acimulo de pigmentos de hemossiderina (degradagdo eritrocitaria),
desorganizagdo dos corddes de hepatocitos (alteragdao da arquitetura celular) e hiperplasia das
células de Kupffer (apenas da dose de 40 mg/kg/dia), que pode ser explicada pela ativacao de
c¢lulas mononucleadas envolvidas na degradacdo eritrocitaria, na fagocitose de detritos
celulares, absorc¢do de ferro ou por focos hemorragicos devido a congestao vascular. Quando
os macrofagos teciduais sdao ativados, liberam citocinas pro-inflamatorias que estdo
diretamente relacionadas a toxicidade tecidual local ou sistémica, focos inflamatorios e
congestao venosa portal, embora esses achados ndo evidenciem toxicidade importante na dose
utilizada. As alteracdes de necrose hemorragica causadas pelos estilbendides como a
combretastatina A4, provavelmente estdo relacionadas a acdo inibitéria sobre a formacao e
perfusdo tumoral (GROSIOS et al., 1999; YEUNG et al., 2007).

Vale destacar que algumas células apresentavam nucleos fragmentados, como foi
observado com o controle positivo (Paclitaxel 5 mg/kg/dia — ip). A degeneragdo gordurosa em
microgotas encontrada no figado dos animais tratados com 5-FU certamente resulta de
defeitos no metabolismo dos acidos graxos (KUMAR et al., 2005).

Muitos achados em bidpsias sugerem que os farmacos devem ser considerados como
possiveis causadores de qualquer lesdo hepatica in vivo (SCHEUER; LEFKOWITCH, 2000).
O figado apresenta-se como o principal 6rgao metabolizador e detoxificador do corpo,
estando sujeito a danos por uma enorme variedade de substincias quimicas farmacéuticas e
ambientais, porém algumas lesdes hepaticas ocorridas na presenga de xenobidticos (como o 5-
FU) sdo potencialmente reversiveis desde que a arquitetura do tecido conjuntivo se mantenha
integra e capaz de favorecer a regeneracao hepatocelular, ao ponto que mesmo apds a morte
de 50% dos hepatocitos por lesdo aguda, caso a matriz extracelular e seus componentes
estejam intactos, ainda sim pode haver regenerag¢do de 16bulos hepéaticos inteiros (KUMAR et
al., 2005; LIEBLER; GUENGERICH, 2005).

As alteragdes renais induzidas pelo RRO7 intraperitoneal se deve a hemorragia
glomerular e tubular com intensa tumefagdo do epitélio tubular e ao acimulo de cilindros
hialinos no limen tubular. Hemorragias e cilindros hialinos também foram vistos nos grupos
controle negativo e nos animais tratados com os controles positivos: 5-FU (20 mg/kg/dia ip),
Vinblastina (7 mg/kg/dia ip) e Paclitaxel (5 mg/kg/dia ip). A intensa tumefacao do epitélio
tubular indica leve toxicidade caracterizada por alteragdes incipientes e reversiveis (TISHER;

BRENNER, 1994).
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7 PROPOSTA PARA O MECANISMO DE ACAO DA FENSTATINA (RR07)

De acordo com os resultados obtidos em ensaios in Vvitro e in vivo presume-se que o
composto RRO7 atua inibindo a polimerizagdo da tubulina, em seguida ocorre a
desestabilizacdo da membrana e alteragdo do potencial transmembranico mitocodrial (A¥m),
liberagdo de citocromo ¢ ¢ ativagao de caspases 3 e 7 (via intrinseca) e também da caspase 8
(via extrinseca) induzindo a fragmentagdo do DNA cuasando a morte celular principalmente

por apoptose.
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Figura 17 — Resumo esquematico do provavel mecanismo de acdo do estilbenodide fenstatina (RR07) em estudo

com células HL-60 apds 24 h de incubag@o.
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8 PERSPECTIVAS

Atualmente se vivencia uma era promissora, no combate mais efetivo ao cancer. No
desenvolvimento de grande potencial na busca racional de terapéuticas baseadas no
mecanismo molecular do cancer. Ainda existem muitos desafios, mas estes podem ser
superados pelo auxilio de poderosas técnicas relacionadas a gendmica, a biologia molecular e
ao dominio da bioquimica, ao desenvolvimento de sondas quimicas a fim de alcangar alvos
moleculares (proteinas oncogénicas codificadas), ou pelo menos para elucidar as vias
moleculares envolvidas na doenga. Ha prospectos excelentes por prolongar vida e curar as
pessoas at¢ mesmo com cancer. Um avango progressivo para o desenvolvimento de
medicamentos anticincer verdadeiramente personalizados podem surgir durante os proximos
cinco a dez anos (COLLINS; WORKMAN, 2006).

O sucesso comercial e clinico de inibidores mitdticos como taxanos e alcaldides da
vinca alavancaram os estudos para melhora nas suas formulagdes e descoberta de novos
compostos antitumorais que atuem em microtibulos. As principais razdes para o
desenvolvimento de novas drogas ligantes de tubulina sdo impulsionadas pela expectativa de
melhorias no tocante a atividade antitumoral, a redu¢do da toxicidade, aos melhores efeitos
farmacolégicos e a tecnologia farmacéutica (formulacéo da droga) (ATTARD et al. 2006).

Desta forma, o maior entendimento da quimica medicinal e sintese quimica, aliadas a
tecnologia farmacéutica vem direcionando para a descoberta de compostos com atividades
farmacoldgicas mais especificas, otimizando os efeitos terapéuticos € minimizando os efeitos

adversos
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9 CONCLUSAO

A fenstatina (4-metoxifenil-3,4,5-trimetoxifenilmetanona), neste trabalho denominada
RRO7 ¢ um estilbendide com potencial antimitdtico, capaz de inibir a polimerizacdo da
tubulina, alterando o potencial transmembranico da mitocondria e ativando o processo de

morte celular por apoptose, podendo ser considerado um prototipo de molécula anticancer.
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