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RESUMO

CIMINO, Franciele Filardi, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2021.
Avaliacdo da citotoxicidade e mecanica de células tumorais tratadas com
compostos candidatos a quimioterapicos. Orientadora: Anésia Aparecida dos
Santos.

As neoplasias, originadas em sua maioria, pelo acimulo de mutacdes celulares e
caracterizadas por um quadro de mitose continua e desordenada podem dar origem
a uma massa tecidual, conhecida como tumor. Por representar uma das principais
causas de morte no mundo, a busca por medicamentos seletivos as células tumorais
e que promovam menor desenvolvimento de efeitos colaterais no paciente, faz-se
primordial. O objetivo deste trabalho foi avaliar a citotoxicidade in vitro de compostos
candidatos a quimioterdpicos em células normais e tumorais, bem como, a
interferéncia desses compostos na mecanica celular (migracao). Neste trabalho foram
testados o extrato etandlico de amora, o derivado sintético de sulfonamidas (BHCN) e
os derivados de B-dicetonas (curcumina e DPBP) nas linhagens celulares VERO
(epitélio normal de rim de macaco), HEK293 (epitélio normal de rim humano
embrionario) e HT29 (adenocarcinoma colorretal humano). A viabilidade celular foi
mensurada pelo ensaio de MTT, e os valores de ICio, ICso € indice de seletividade (1S)
foram obtidos. Os tratamentos com o extrato etandlico de amora e com 0 composto
curcumina apresentaram ICso para as linhagens normais superiores aos obtidos as
linhagens tumorais, permitindo avaliar o IS de 13,61 e 14,0, respectivamente. O
composto DPBP n&do matou a célula normal em nenhuma das concentracdes testadas,
e apresentou baixo valor de ICso para a linhagem tumoral, demonstrando elevada
seletividade. O tratamento com o composto derivado de sulfonamidas (BHCN) revelou
um ICso superior para a linhagem tumoral em relagéo aos valores obtidos com as
linhagens normais, ndo sendo, portanto, seletivo para esse tipo de cancer. Em
conjunto, esses resultados apontam o extrato de amora, a curcumina, e o DPBP como
promissores farmacos para o tratamento do cancer colorretal (CCR). Além disso, para
complementar os dados observados em estudos prévios sobre a atividade antitumoral
do composto DPBP no melanoma, testou-se a atividade antimetastatica deste
composto na linhagem de melanoma murino — B16F10, através do ensaio de
cicatrizacao de feridas (Wound healing). Os resultados demonstraram que 0 composto

DPBP inibe a migragdo das células B16F10 em ambas as concentragdes de I1Cso e



ICo0, € por isso, ele pode ser considerado um excelente candidato a farmaco para o
tratamento do melanoma, por exibir grande seletividade para células tumorais ao
mesmo tempo que impede a migragdo celular, evitando o surgimento de metastases

em diferentes tecidos do organismo.

Palavras-chave: Cancer. Metastase. Quimioterapicos.



ABSTRACT

CIMINO, Franciele Filardi, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May 2021.
Evaluation of cytotoxicity and mechanics of tumor cells treated with compounds
that are candidates for chemotherapy. Advisor: Anésia Aparecida dos Santos.

Neoplasms, originated mostly by the accumulation of cellular mutations and
characterized by a picture of continuous and disordered mitosis can give rise to a tissue
mass, known as a tumor. These can be considered benign when they remain in the
original tissue and malignant when the cells acquire the ability to invade other tissues.
In this case, they are also called cancer. As it represents one of the main causes of
death in the world, the search for drugs that are selective to tumor cells and that
promote less development of side effects in the patient is essential. The aim of this
work was to evaluate the in vitro cytotoxicity of candidate compounds for
chemotherapy in normal and tumor cells, as well as the interference of these
compounds in cell mechanics (migration). In this work, the ethanolic extract of
blackberry, the synthetic derivative of sulfonamides (BHCN) and the derivatives of
dibenzoylmethanes (curcumin and DPBP) in the cell lines VERO (normal epithelium of
monkey kidney), HEK293 (normal epithelium of human embryonic kidney) were tested
and HT29 (human colorectal adenocarcinoma). Cell viability was measured by the
MTT assay, and the ICio, ICso and selectivity index (IS) values were obtained. The
treatments with the ethanolic extract of blackberry and with the compound curcumin
presented ICso for the normal lines superior to those obtained to the tumor lines,
allowing to evaluate the IS of 13.61 and 14.0, respectively. The DPBP compound did
not kill the normal cell at any of the tested concentrations, and presented a low ICso
value for the tumor line, demonstrating high selectivity. Treatment with the compound
derived from sulfonamides (BHCN) revealed a higher ICso for the tumor line compared
to the values obtained with normal lines, therefore, it is not selective for this type of
cancer. Taken together, these results point to blackberry extract, curcumin, and DPBP
as promising drugs for the treatment of colorectal cancer (CRC). In addition, to
complement the data observed in previous studies on the antitumor activity of the
DPBP compound in melanoma, the antimetastatic activity of the compound was tested
in the murine melanoma lineage — B16F10, through the wound healing test (Wound

healing). The results showed that the DPBP compound inhibits the migration of



B16F10 cells at both concentrations of ICso and ICe, and therefore, it can be
considered an excellent drug candidate for the treatment of melanoma, as it exhibits
great selectivity for tumor cells at the same time. time that prevents cell migration,

preventing the appearance of metastases in different tissues of the body.

Keywords: Cancer. Metastasis. Chemotherapy.
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Introducéo Geral

INTRODUCAO GERAL

O cancer € uma das principais causas de morte no mundo. A definicéo cientifica
de cancer diz respeito ao termo neoplasia, particularmente aos tumores malignos,
abrangendo um conjunto de doencgas que tem em comum o crescimento desordenado
de células transformadas (ALMEIDA et al., 2005). Segundo o Instituto Nacional de
Cancer (INCA, 2019), o processo em que as células cancerigenas adquirem a

habilidade de migrar e penetrar em outros tecidos, é denominado de metastase.

A migracdo celular é crucial para o desenvolvimento normal dos tecidos,
cicatrizacdo de feridas e resposta imune. Contudo, no cancer, ela ocorre de forma
desregulada, se tornando um mecanismo chave para a progressdo tumoral
(CHARRAS et al., 2014). A invaséo celular transforma um tumor com crescimento
local em uma doenca sistémica, apresentando elevado risco de vida. A medida que
as células neoplasicas em proliferacdo tentam escapar do tumor primario, ocorre
ativacdo de vias de sinalizacdo que controlam a dinamica do citoesqueleto e a

rotatividade das junc¢des célula-matriz e célula-célula (FRIEDL et al., 2011).

A metastase, é o resultado da acumulacdo de multiplas alteracdes nas células
neoplasicas e em seu microambiente, que levam a ativacdo de oncogenes e/ou a
inibicdo de supressores tumorais (JACKETT et al., 2019). Para que a metastase
ocorra, as células neoplasicas precisam invadir o tecido normal vizinho de onde se
originaram e se infiltrar na corrente circulatéria, através dos vasos sanguineos ou
linfaticos proximos. Uma vez na circulacéo, essas células podem migrar ativamente
para diferentes tecidos e 6rgdos adjacentes, dando origem a tumores secundarios
(HOU et al., 2011). Se sobreviverem as defesas imunoldgicas do organismo, essas

células malignas aderem e extravasam dos capilares sanguineos (LU et al., 2011).

Os tumores metastaticos sao extremamente heterogéneos e podem causar
danos severos ao funcionamento do corpo. Além disso, devido a enorme plasticidade
fenotipica das células tumorais, estas sdo, em geral, resistentes a maioria dos
tratamentos existentes (AROZARENA, 2019). Segundo Franga (2017) “menos de 10%
dos casos de morte sdo causados pelo tumor primario; o restante é resultado de
metastases em outros pontos do organismo, como pulmdes, figado, ossos e cérebro”.

Dessa forma, a busca por tratamentos alternativos, que sejam capazes de inibir a
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migracdo das células oncogénicas, sem gerar danos as ceélulas saudaveis do

organismo tem sido alvo de estudos recentes.

Uma das principais abordagens utilizadas para o tratamento do céancer é a
qguimioterapia. Nesse tratamento, sdo utilizadas drogas com funcédo antineoplasica
conhecida, em doses que se aproximam das doses maximas toleraveis pelo individuo,
administradas com a maior frequéncia possivel, a fim de desestimular a reincidéncia
do tumor (SCHULZE, 2007). Entretanto, a quimioterapia apresenta obsticulos
principalmente relacionados a resisténcia multidrogas (MDR) das populacbes de
células tumorais (NIERO, 2014). Além disso, a baixa seletividade apresentada pela
maioria dos farmacos, resulta em varios efeitos colaterais que podem levar o paciente
a morte (REMESHA, 2012). Mas, apesar de oferecer uma resposta terapéutica muito
baixa, 0 uso desses quimioterapicos ocorre, principalmente, devido ao seu baixo custo
(PRASAD et al.,, 2017). Nos Uultimos anos, compostos naturais ou sintéticos,
farmacologicamente ativos contra os diversos tipos de tumores vém sendo descritos
como estratégias inovadoras para a diminuicdo de tais efeitos colaterais
(URRUTICOECHEA et al., 2010).

Entre os compostos naturais candidatos a quimioterapicos, um que vem
ganhando destaque em estudos recentes € o extrato da espécie arbérea Morus nigra
L. Pertencente a familia Moraceae, essas arvores sdo de origem asiatica, e no Brasil
sdo conhecidas popularmente como amoreira ou amora-preta (BRASIL, 2015a). Seus
frutos sao ricos em antocianinas, e por isso, possuem maior atividade antioxidante do
que as outras espécies do género Morus (TURAN et al., 2017). Além da sua acdo
antioxidante, M. nigra também possui acdo antimicrobiana, anti-inflamatoria,
antinociceptiva, antidiabética, antiobesidade, protetora de érgdos e anticancer (LIM et
al., 2019).

Outros grupos de compostos importantes dizem respeito a medicamentos
antitumorais que tem como alvo os microtibulos — principais componentes do
citoesqueleto e importantes na divisdo celular, transporte organelar, manutencéo da
morfologia celular e transducdo de sinal — tem grande sucesso na terapéutica do
cancer (DUMONTET et al., 2010). A classe das sulfonamidas incluem substancias que
estdo em uso clinico ha varias décadas, e sdo capazes de interromper a dinamica dos
microtubulos, levando a parada do ciclo e morte celular (LIU et al., 2012). Nesse
sentido, um composto derivado de sulfonamida descrito por Tavares (2013), de codigo
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BHCN e de formula [(Z2)-N-(2-ciano-3-fenilalil)4-metilbenzenossulfonamida], foi
selecionado para andlise citotoxica e parece ser um candidato promissor a

quimioterapico.

Ainda, entre as classes de compostos descritas na literatura que apresentam
atividade antitumoral in vitro e in vivo, encontram-se as -dicetonas — que apresentam
diversas propriedades farmacoldgicas, como fotoprotecao, atividades antiinflamatoria,
antitumoral, antiviral e outras. Entre as [(-dicetonas mais estudadas estdo o
dibenzoilmetano (1,3-difenil-propano-1,3-diona) e diferuloilmetano (1,7-bis-(4-hidroxi-
3-metoxi-fenil)-hepta-1,6-dieno-3,5-diona) principio ativo da curcumina, pigmento que
compde os rizomas do arbusto perene Curcuma longa L. (NETO et al.,, 2006;
HEWLINGS et al., 2017).

Ensaios de pinca O6ptica in vitro demonstraram que o composto sintético
derivado de DBM - 1,3-difenil-2-benzil-1,3-propanodiona (DPBP) (NASCIMENTO,
2018a) — apresenta a capacidade de interagir diretamente com a molécula de DNA e
iniciar uma cascata de sinalizacdo que culmina em morte celular por apoptose, com

alta especificidade a células tumorais murinas (NASCIMENTO et al., 2018b).

Dessa forma, o presente trabalho tem como obijetivo, realizar ensaios de
citotoxicidade e migracdo celular com células normais e tumorais, tratadas ou nao,
com extrato de Morus nigra, com o composto derivado de sulfonamida BHCN, e com
as B-dicetonas (curcumina e DPBP). Esta dissertacdo sera dividida em dois capitulos.
No primeiro capitulo serdo apresentadas as andlises in vitro da citotoxicidade dos
compostos selecionados frente a linhagens tumorais e normais. O segundo capitulo
ird abordar a mecanica das células tumorais tratadas com os compostos candidatos a

quimioterapicos.
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CAPITULO 1

AVALIACAO IN VITRO DA CITOTOXICIDADE CELULAR

1. INTRODUCAO

1.1. MORTE CELULAR PROGRAMADA

Desde o desenvolvimento embrionario, as células individuais se deparam com
trés opcodes: dividir-se (ciclo celular), especializar-se (diferenciagcdo) ou cometer
suicidio (morte celular programada) (ESCOBAR et al., 2015). O equilibrio entre esses
eventos garante uma regulacao rigida do nimero de células dentro dos organismos.
Segundo Melino (2001), “se a mitose prosseguisse sem a morte celular, por exemplo,
uma pessoa de 80 anos teria aproximadamente 2 toneladas de medula éssea e

linfonodos, e, um intestino de 16 km de comprimento”.

A morte celular programada, que pode ser classificada como apoptose,
necroptose, autofagia, anoikis, amorfose, ferroptose, piroptose, entre outros (em
termos de aparéncia morfolégica, aspectos funcionais e outras caracteristicas),
geralmente progride a medida que a capacidade bioldgica é perdida (GALLUZZI et al.,
2018). A desregulacdo da morte celular programada esté intimamente relacionada ao
aparecimento de doencas como infec¢des, autoimunidade e céancer (TAIT et al.,
2014). Estudos in vitro e in vivo demonstraram que no cancer, as células do organismo
adquirem mecanismos de resisténcia a morte celular programada, sendo esta, uma
marca registrada da doenca (MEHLEN et al., 2006).

Das diferentes modalidades de morte celular programada, a apoptose € a mais
estudada, e, portanto, a mais bem caracterizada (DHANASEKARAN et al., 2017).
Morfologicamente, a apoptose é caracterizada pelo arredondamento das células,
diminuicéo citoplasmética, condensacéo da cromatina e intensa fragmentacgao nuclear
(DOHERTY et al., 2018). Os componentes da célula moribunda sdo empacotados em
vesiculas ligadas a membrana plasmatica, chamados de corpos apoptoticos, e sao
rapidamente fagocitados por macréfagos (TAIT et al., 2014). A apoptose é, portanto,
considerada um processo anti-inflamatério, por minimizar a liberacdo de

moléculas/estruturas celulares conhecidos como padrées moleculares associados a
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danos (DAMPSs) e evitar o alerta do sistema imune. Isso pode impedir a ocorréncia de

danos ao tecido causados pela inflamacéo (LIU et al., 2018).

A apoptose (FIGURA 1) ocorre predominantemente por duas rotas distintas:
vias de apoptose intrinseca e extrinseca (HERSEY et al., 2001). A via intrinseca é
iniciada por sinais pro-apoptoticos intracelulares, como dano ao DNA ou exposicao a
agentes citotoxicos. Ja a via extrinseca, € iniciada por estimulos pré-apoptoticos
extracelulares, incluindo ligantes da familia de citocinas TNF (fator de necrose
tumoral) que atuam através de receptores de morte localizados na superficie celular

(FOX et al., 2016).

Figura 1 — Vias de sinalizacdo da apoptose
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A via mitocondrial intrinseca para apoptose é regulada pela familia de proteinas
BCL-2 que detectam os sinais de morte e resultam em danos a mitocondria
(GALLUZZI et al., 2014). A permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial
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(MOMP) permite a liberacéo de citocromo ¢ no citosol. A oligomerizagcéo do citocromo
c, do fator de ativacdo 1 da apoptose (APAF1l) e da procaspase-9, forma o
apoptossomo. Uma vez formado, este induz a clivagem da procaspase-9 (caspase
iniciadora) em caspase-9 ativada, que posteriormente ativa a caspase-3 (caspase
efetora), levando a quebra de substratos celulares e a apoptose (HERSEY et al.,
2001). A familia BCL-2 consiste em proteinas anti-apoptoticas (incluindo BCL-2, MCL-
1 e BCL-xL) e proteinas pré-apoptéticas (incluindo BIM, BID, BAK e BAX). As
proteinas BAK e BAX atuam como efetoras que facilitam a formacdo dos

apoptossomas e a ativacao das caspases 9 e 3 (GALLUZZI et al., 2018).

A via de sinalizacdo extrinseca para apoptose, ocorre através da interacdo de
ligantes da familia do fator de necrose tumoral (TNF) como FASL, TRAIL e TNF-q,
presentes na superficie celular de linfocitos (principalmente CD4+) com seus
receptores correspondentes nas células moribundas. Os receptores envolvidos sao
caraterizados pela presenca de “dominios de morte” em sua regido citoplasmatica.
Quando os ligantes estdo agregados aos seus receptores ocorre a formagao do
complexo de sinalizac&o indutor de morte (DISC), que ativa a caspase iniciadora 8. A
caspase-8 ativada pode entdo clivar as caspases efetoras 3, 6 e 7 para amplificar o
sinal de morte (HERSEY et al., 2001; FOX et al., 2016).

E importante ressaltar ainda, que pode ocorrer interconexdo entre as duas vias
apoptéticas. Um exemplo, é a via mitocondrial alternativa a apoptose, acionada
quando os sinais transmitidos pela via extrinseca parecem ser insuficientes. Segundo
Walczak e Krammer (2000), “acredita-se que nessas células, baixas quantidades de
caspase-8 sao ativadas por DISC, resultando em lenta clivagem da caspase-3, que é
inibida pelas proteinas inibidoras de apoptose (IAP)”. A proteina inibidora da apoptose
ligada ao X (XIAP) é capaz de inibir a apoptose ligando-se diretamente as caspases
9 e 3, enquanto as proteinas IAP celulares (ClAP) inibem a atividade da caspase 8
indiretamente por meio da atividade da ubiquitina ligase, promovendo a sinalizagao
pré-sobrevivéncia (FOX et al., 2016). O ligante indutor de apoptose relacionado ao
TNF (TRAIL) induz a caspase-8 ao clivar a proteina pro-apoptotica BID. O fragmento
de BID truncado se liga as mitocondrias, resultando na liberagdo de SMAC/DIABLO

no citosol, inibindo as IAPs e amplificando o sinal de morte (HERSEY et al., 2001).

Em contraste a apoptose, a morte celular por necrose afeta as células vizinhas

e desencadeia, ao liberar DAMPs, reacgfes inflamatdrias e autoimunes, que podem
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gerar danos ao tecido (ESCOBAR et al., 2015). Por muitos anos, a apoptose foi
considerada a uUnica forma de morte celular regulada, enquanto a necrose foi vista
como um tipo de morte celular acidental e ndo regulada, sob deplecéo total de ATP, e
como resultado de estresse fisico-quimico extremo. No entanto, evidéncias recentes
revelaram que o processo de necrose regulada inclui varias modalidades de morte
celular, como necroptose, partanatos, ferroptose e piroptose (PASPARAKIS et al.,
2015). Morfologicamente € impossivel distingui-los, e suas principais caracteristicas
sdo: inchacgo celular, degradacdo do DNA, rompimento da membrana plasmatica e
liberacdo do conteudo citoplasmatico no espaco extracelular (ESCOBAR et al., 2015).
Piroptose e necroptose sédo as formas mais bem caracterizadas da necrose regulada
(FIGURA 2).

Figura 2 — Mudancas morfolégicas da morte celular programada
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A piroptose é uma forma inflamatoria de morte celular dependente de caspase.
A caspase-1 ou a caspase-11 (caspase-5 em humanos) sao ativadas em complexos
denominados “inflamassomas” que sao formados em resposta a detecgdo de
moléculas como toxinas bacterianas ou RNA viral (FRANK et al., 2018). A necroptose,
por outro lado, € uma via de morte celular independente de caspase, desencadeada

guando a via apoptética € inibida ou prejudicada. Varios estimulos, incluindo danos
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ao DNA, infeccéo viral, envolvimento de receptores, como receptores de células T
(TCR), receptores Toll-Like (TLR) ou receptores do fator de necrose tumoral (TNFR)
levam a ativagdo da proteina quinase 3 que interage com o receptor (RIPK3). RIPK3
fosforila e ativa 0 “mixed lineage kinase domain like pseudoquinase” (MLKL). O MLKL
fosforilado € translocado para a membrana plasmatica e resulta no rompimento da
célula (FEOKTISTOVA et al., 2014).

Muitas células neoplésicas desenvolvem mecanismos pro-sobrevivéncia de
resisténcia a apoptose, que incluem a baixa expressao dos receptores de morte e a
inibicdo de vias intracelulares de morte. Uma vez que, a maioria dos tratamentos com
quimioterapicos sdo voltados para a morte celular apoptética, a capacidade de
desenvolver farmacos capazes de induzir a morte celular programada ndo apoptética
pode oferecer novas oportunidades no contexto terapéutico do cancer (HERSEY et
al., 2001).

1.2. CANCER
1.2.1. Caracteristicas

O cancer é uma doenca causada por acumulagdes sucessivas de mutacdes no
material genético das células. Segundo o Ministério da Saude (2020), os fatores de
risco de cancer podem ser devido a causas externas (80 - 90%) ou internas (10%). As
causas externas, estdo relacionadas ao meio ambiente, ou seja, a exposicdo a
substancias quimicas, irradiacdo ou infeccbes. As causas internas dos canceres,
como mudancas hormonais, alteracdes imunoldgicas e mutacdes, sdo, na maioria das
vezes, predeterminadas geneticamente, e por isso, podem ser herdadas. No entanto,
€ improvavel assumir que o cancer seja causado por um unico fator. O envelhecimento
natural do ser humano acarreta mudancas celulares, que aumentam a sua
predisposicdo a transformacdo maligna. Esse fato, somado ao maior tempo de
exposicao das células de pessoas idosas aos diferentes fatores de risco para cancer,
explica, em parte, a causa de o cancer ser mais frequente nessa fase da vida (BRASIL,

2020).

Ao longo do desenvolvimento da doenca, as células oncogénicas assumem
proliferacéo aberrante, divisdo rapida e comportamento agressivo e incontrolavel, que
podem culminar na formacgéo de tumores (massas sélidas de tecido). Esses tumores

guando permanecem in situ, ou seja, no tecido primario de origem, sdo denominados
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benignos. Quando adquirem a capacidade de invadir tecidos adjacentes e/ou de se
espalhar para outras regides do corpo e formar tumores secundarios, sdo chamados
de tumores malignos (SCHULZE, 2007).

A medida que as células tumorais vao substituindo as células normais do
organismo, o funcionamento bioldgico do tecido invadido vai sendo perdido, ja que as
células transformadas sdo menos especializadas. Assim, pode haver faléncia do
orgao afetado, que em alguns casos, pode levar a morte do paciente (ALMEIDA et al.,
2005).

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2019), existem mais de 100
tipos de canceres que correspondem a variedade de células que formam o corpo. A
estes, da-se a denominacado carcinoma quando a anomalia tem inicio em células dos
tecidos epiteliais, como pele ou mucosas. Sarcomas, se 0 ponto de partida sdo as
células dos tecidos conjuntivos, como 0sso, musculo ou cartilagem. Leucemias,
quando a origem se da em células sanguineas da medula éssea. Linfomas, se for
originario das células do sistema linfatico. Mielomas, quando tem inicio nas células
plasmaticas da medula éssea que produzem os anticorpos. Melanomas, quando a
origem se da nas células da pele que produzem pigmento (melanécitos). E gliomas,
quando o comec¢o da anomalia se d& a partir de células do tecido cerebral.

1.2.2. Tratamento

O tratamento do cancer é baseado no estagio de diagndstico da doenca e na
saude geral do paciente. Os principais tratamentos utilizados sdo a cirurgia, a
radioterapia, a quimioterapia, a terapia hormonal, a terapia direcionada e a
imunoterapia (INCA, 2019).

Segundo o Instituto Oncoguia (2018), a cirurgia geralmente faz parte de um
plano de tratamento quando o paciente apresenta um tumor benigno, ou seja, quando
as células tumorais ainda ndo assumiram o carater metastatico. Além disso, um
cirurgiao pode remover os linfonodos para reduzir ou impedir a propagacao da

doenca.

A radioterapia usa alta dose de raios-X para matar células cancerigenas
(MOHAN et al., 2019). A radiacdo usada é denominada de ionizante porque forma

ions (particulas eletricamente carregadas) e deposita energia nas células dos tecidos
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por onde passa. Essa energia depositada pode matar tanto as células cancerigenas
como as células normais vizinhas, causando alteracdes genéticas e danos ao DNA.
Apesar de ndo ser um método seletivo apenas para células tumorais, resulta, de certa
forma, na morte diferencial dessas, ja que as células normais sdo mais eficientes para
realizar reparo de danos (BASKAR et al., 2012).

Existem dois tipos principais de radioterapia: de feixe externo e de feixe interno.
A radiacé@o externa do feixe é emitida do lado de fora do corpo, onde uma méaquina
direciona raios de alta energia (fétons, protons ou radiacdo de particulas) para a
localizacdo do tumor. Essa € a abordagem mais comum no cenario clinico. Ja o
tratamento por radiacdo interna, também denominado de braquiterapia, utiliza um
vetor (agulhas ou cateteres, por exemplo) para liberar uma fonte de radiacado dentro
do tecido canceroso do paciente. Essa estratégia € usada principalmente no
tratamento de doencas ginecologicas e da préstata (THARIAT et al.,, 2012).
Entretanto, apesar dos avancos na area, os efeitos colaterais causados pela
radioterapia continuam sendo muito prejudiciais a saude dos pacientes (MOHAN et
al., 2019).

A quimioterapia utiliza medicamentos por via oral (em comprimidos, capsulas
ou liquidos), por via intravenosa (através de injecdo ou infusdo), ou via uso topico
(pomadas), visando a destruicdo das células cancerigenas. Geralmente é um recurso
paliativo, que pode néo levar a cura, mas a uma promissora remissdo do tumor e
elevacdo da sobrevida global. Quando associada a outros tratamentos como a
radioterapia e a cirurgia, por exemplo, a terapia com quimioterapicos apresenta maior
eficacia (SCHIRRMACHER, 2019).

No entanto, a quimioterapia estd associada a numerosos efeitos colaterais. Os
agentes citotoxicos usados no tratamento ndo sao especificos apenas para células
cancerigenas. Eles também visam células saudaveis que se dividem rapidamente em
circunstancias normais, como células hematopoiéticas da medula éssea, mucosa
gastrointestinal, pele e foliculos pilosos, bem como, células germinativas (FORD et al.,
2013). De acordo com a classificagcdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a
intensidade dos danos colaterais do tratamento com quimioterapicos pode ser leve
(nota 1), moderada (nota 2), grave (nota 3) ou com risco de vida ou incapacitante (nota
4) (SEEBER et al., 1993).
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A destruicdo das células da medula éssea — que normalmente originariam
hemacias, leucocitos e plaguetas — pode levar a fadiga, anemia, propensédo a
infecgbes e sangramentos. A destruicdo das células do trato gastrointestinal pode
levar a nduseas, vomitos, inflamacdo das mucosas e diarreia. Enquanto danos aos
foliculos pilosos podem resultar em queda capilar. Em alguns casos, danos nos
orgaos reprodutores podem levar a infertilidade tanto em homens como em mulheres
(MCANINCH et al., 2014). Todos os érgaos do corpo podem ser afetados, incluindo
orgaos essenciais, como coracao (cardiotoxicidade), pulmdes (fibrose pulmonar) e
cérebro (neurotoxicidade). A neurotoxicidade de grau 3 e 4 pode induzir sonoléncia,

parestesia, paralisia, ataxia, espasmos e coma (SCHIRRMACHER, 2019).

Além disso, segundo McAninch e colaboradores (2014), um dos efeitos
cronicos da quimioterapia incluem a resisténcia a medicamentos. E esse
desenvolvimento de resisténcia a farmacos permanece um problema clinico
importante no campo da oncologia. As células malignas desenvolvem resisténcia de
varias formas, como por exemplo, ao induzir bombas de transporte a bombear
ativamente o farmaco em questdo pra fora da célula, ou ainda, ao aumentar a

atividade de enzimas necessarias para inativar o agente quimioterapico.

Aterapia hormonal envolve a ingestao de hormdnios exdgenos. Os hormonios
sdo mensageiros quimicos produzidos por 6rgaos especificos do sistema enddcrino,
e atuam em alvos distantes do local de origem. Essa modalidade de tratamento é
muito utilizada para gerenciar doencas malignas quando os hormonios desempenham
um papel significativo, como nos canceres de préstata e de mama (ABRAHAM et al.,
2011).

Certos horménios, como o0s corticosteroides, tém efeitos antiproliferativos
gerais devido a sua capacidade de regular negativamente os genes e induzir a
apoptose (SCHMIDT et al., 2004). Assim como a quimioterapia, a resposta a terapia
hormonal geralmente resulta em redu¢ées no tamanho do tumor. Ao mesmo tempo,
os horménios podem causar um amplo espectro de complicacdes, variando de leves
a moderadas, como trombose, esteatose hepatica, hipertrofia endometrial e
osteoporose, até graves, como embolia pulmonar, necrose avascular, perfuracéo
intestinal e cancer endometrial (FAIRCHILD et al., 2015).
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As terapias direcionadas ao cancer visam bloguear especificamente a
atividade de proteinas cruciais ou vias de sinaliza¢do necessarias para o crescimento
e/ou sobrevivéncia das células tumorais (GIOVANNETTI et al., 2018). Os agentes
anticancer direcionados podem ser inibidores de pequenas moléculas (SMis) ou
anticorpos monoclonais (mAbs) (SEEBACHER et al., 2019). A desvantagem desse
tipo de tratamento esta relacionada a adesdo restrita apenas de pacientes com
mutagcdo na molécula-alvo, além disso, pode haver desenvolvimento de resisténcia

pelas células neoplasicas (REBECCA et al., 2019).

Os inibidores de pequenas moléculas (SMIs), que terminam em “-ib/-ibe”,
geralmente conseguem atravessar a membrana plasmatica e interagir com moléculas
de sinalizacdo intracelular (HOELDER et al., 2012). Até o momento, a maioria dos
inibidores de pequenas moléculas foi projetada para interferir com enzimas,
principalmente as receptoras tirosina-quinases (RTKs) (HOJJAT-FARSANGI, 2014).

Um dos maiores destaques terapéuticos da terapia direcionada, foi o
desenvolvimento do inibidor da BCR-ADI, o imatinibe, que recebeu a aprovacédo da
Food and Drug Administration (FDA) em 2001 para o tratamento da leucemia mieloide
cronica (LMC) (ECK et al., 2009). A translocacao BCR/ABL é resultado da fuséo de
parte do oncogene ABL localizado no cromossomo 9, com o gene BCR, localizado no
cromossomo 22, dando origem ao cromossomo Philadelphia (Ph) da LMC
(CARVALHO et al., 2003). Outro exemplo, € o vemurafenibe que tem como alvo a
forma mutante da proteina BRAF (BRAFV69°F) Esse medicamento é aprovado para
tratar pacientes com melanoma inoperavel ou metastatico que contém a proteina
BRAF alterada (REBECCA et al., 2019).

Os anticorpos monoclonais (mAbs) sdo usados no tratamento de doencas
autoimunes e cancer. Eles podem ser reconhecidos pela terminacéo "-mab/-mabe”, e
por possuirem maior tamanho, s6 conseguem interagir com moléculas extracelulares
e receptores localizados na superficie celular. Alguns dos mAbs mais notaveis
incluem: trastuzumabe, aprovado para o tratamento de certos tipos de cancer de
mama que superexpressam o HER-2 (receptor do fator de crescimento epidérmico
humano); bevacizumab, utilizado no tratamento de cancer colorretal metastatico com
alta expressdo de VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) e panitumumab
especifico para EGFR (receptor do fator de crescimento epidérmico), também utilizado
no cancer colorretal (CCR) (SEEBACHER et al., 2019).
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A imunoterapia utiliza farmacos que estimulam o sistema imune no combate
as células cancerigenas. Terapias com anticorpos monoclonais, inibidores de
checkpoint imunolégico, transferéncia de células adotivas e vacinas preventivas sao

exemplos das estratégias mais utilizadas nesse tipo de tratamento (JORGE, 2019).

Os linfocitos T séo células do sistema imune que apresentam a capacidade de
reconhecer proteinas cancerigenas, quando ligadas ao complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) em células apresentadoras de antigenos (APC).
Logo, o sistema imunologico é capaz de controlar a carga tumoral (SHARMA et al.,
2018). Mas, para ativar o sistema imune, primeiramente é necessario que ocorra uma
ligacdo entre o receptor do linfécito T (TCR) e o antigeno apresentado em uma
molécula de MHC na célula apresentadora de antigenos (APC). Em seguida, é
necessario que ocorra a conexao da molécula de CD28 no linfécito, com o0 CD80/CD86
na APC. A molécula de CTLA-4 (antigeno linfocitario T citotoxico 4), expressa nos
linfécitos T depois de ativados, possui grande homologia com a molécula CD28. Ela
também apresenta maior afinidade ao CD80/CD86 que a molécula de CD28, ativando
uma resposta imunorreguladora que inativa a resposta de linfocitos T (KRUMMEL et
al., 1995).

A proteina de morte celular programada 1 (PD1) é expressa na superficie de
linfécitos T ativados, células dendriticas e células NK (natural killer). A PD1 quando
ligada a seu ligante (PDL1 ou PDL2) presente na superficie das células neoplasicas,
resulta na supressao da proliferacao e resposta imune das células T. No entanto, este
mecanismo imunorregulador de PD1, assim como o de CTLA-4 que age na interface
CD28/CD80, acaba protegendo células do cancer (GONG et al., 2018).

Tumores malignos aproveitam as vias inibitérias CTLA-4 ou PD1 / PD1L para
evitar o sistema imunolégico, e, ao bloquear a acdo dessas moléculas, melhora-se a
resposta antitumoral (GAJEWSKI et al., 2013). O Ipilimumabe foi o primeiro anticorpo
monoclonal contra CTLA-4. Seu uso se mostrou eficaz na regressdo do melanoma,
carcinoma renal, cancer de préstata, carcinoma urotelial e cancer do ovario (SHARMA
et al., 2015). O Nivolumabe, foi a primeira droga anti-PD1 lancada, usada no
tratamento de melanoma metastatico. Ha também o Atezolizumabe, um inibidor do
ligante de PD1 (anti-PD1L), aprovado no tratamento de cancer de bexiga
(ROSENBERG et al., 2016).
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A transferéncia de células adotivas € um tratamento que coleta linfocitos T
saudaveis do paciente ou de um doador, modifica-as geneticamente para expressar
um receptor artificial, e as transfere novamente para o paciente (GRAHAM et al.,
2018). A substituicio do TCR pelo CAR (CAR T-Cells — receptor de antigeno
quimérico de células T) é feita por transfeccado de plasmideo, mRNA ou transducéo
de vetor viral, e se tornou uma terapia bastante eficaz contra neoplasias

hematoldgicas, como leucemias e linfomas (ZHAO et al., 2018).

O paciente a ser tratado, recebe quimioterapia antes da infusédo, para esgotar
as células imunossupressoras, auxiliando a expanséo dos linfécitos modificados. O
dominio extracelular do CAR deriva de um anticorpo monoclonal (geralmente o
fragmento variavel de cadeia Unica) e é capaz de reconhecer e se ligar a antigenos
associados a tumores (TAAS) expostos na superficie da célula tumoral, levando-a a
morte (RAFIQ et al., 2019).

O TAA alvo ideal para o direcionamento das células T CAR precisa ser
expresso em niveis elevados em 100% das células tumorais, e deve ser inexistente
ou expresso em um nivel muito baixo, nas células normais. O CD19 se encaixa hesses
critérios como um antigeno alvo para malignidades de células B. Praticamente todas
as células de leucemia linfoblastica aguda (LLA) expressam CD19 em niveis elevados,
e 0s outros alvos de CD19 - ou seja, células B normais - sdo relativamente

dispenséaveis, com suporte de imunoglobulina intravenosa (NEWICK et al., 2017).

No entanto, apesar da eficiéncia terapéutica, pacientes tratados com células
CAR-T podem apresentar efeitos colaterais, como a sindrome de liberacdo de
citocinas (SRC) e a sindrome de encefalopatia relacionada as células CAR-T (SRCE)
(ZHANG et al., 2020). Efeitos adversos em outros tipos de terapia imunoldgica, como
o uso de inibidores de checkpoint imunolégico e anticorpos monoclonais também séo
relatados. Isso acontece, porque atualmente a maioria das imunoterapias €
administrada de forma sistémica, levando a uma quebra na tolerancia e a uma série
de toxicidades inflamatdérias denominadas eventos adversos imunes-relacionados
(rAEs) (DOUGAN et al, 2018). De muitas maneiras, essas toxicidades se
assemelham a doencas autoimunes esporadicas, embora os mecanismos envolvidos

ainda néo estejam totalmente claros (DOUGAN, 2017).
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1.2.2.1. Quimioterapia

Dentre esses tratamentos, a quimioterapia é a abordagem mais utilizada.
Apesar de apresentarem uma resposta terapéutica baixa, o uso de quimioterapicos,
ocorre, principalmente, devido ao seu baixo custo (PRASAD et al., 2017). Infelizmente,
0s tratamentos mais especificos como os inibidores de vias especificas, sdo muito
onerosos tanto para o Sistema Unico de Salde (SUS) quanto para unidades
particulares (ADES, 2017).

No inicio de 1900, o quimico alemdo Paul Ehrlich desenvolvendo
medicamentos para tratar doengas infecciosas, cunhou o termo “quimioterapia”.
Ehrlich acreditava no postulado das “balas magicas”, ou seja, na criacdo de drogas
que seriam direcionadas a alvos estruturais especificos nas células, e que nao
tivessem afinidade ou efeito toxico sobre os constituintes normais do corpo. Sem
saber, ele havia profetizado o papel da pesquisa farmacéutica moderna, sobre as
terapias direcionadas (STREBHARDT et al.,, 2008). Além de seus grandes feitos,
Ehrlich também serviu de inspiragcdo a varios cientistas que desenvolveram

importantes tratamentos para doencas humanas, inclusive para o cancer.

Foi assim que Louis Goodman e Alfred Gilman examinaram o potencial
terapéutico da mostarda nitrogenada — um composto derivado do gas mostarda,
utilizado na guerra quimica que, além de outros danos, causa lesdes nas células
sanguineas e degeneracdo da medula 6ssea. A historia desse produto quimico,
entretanto, tem um lado sombrio, ja que ele chamou a aten¢éo dos cientistas durante
a Segunda Guerra Mundial, quando um derramamento acidental de gas mostarda
sobre as tropas de um navio bombardeado em Bari Harbor, deixou inimeros mortos
e feridos. (DEVITA et al., 2008). Os efeitos observados nos homens expostos ao gas
mostarda estavam relacionados a uma forte supressao linfoide e mieloide. Dessa
forma, os pesquisadores testaram o efeito dessa droga sobre células malignas do
sistema linfatico em um paciente voluntario com linfoma ndo-Hodgkin, e o resultado
antitumoral foi surpreendente. Essa abordagem fortaleceu a suposicéo de Ehrlich de
gue pequenas moléculas (embora neste caso ndo sejam direcionadas) podem ser
usadas no tratamento do cancer (STREBHARDT et al., 2008).

Diversas drogas que interagem com o DNA, por exemplo por intercalagcdo, vém

sendo utilizadas com grande potencial quimioterapico como a Cisplatina, a
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Doxorubicina e a Dacarbazina. As combinacdes desses quimioterapicos com
compostos mais especificos mostram um aumento na sobrevida dos pacientes. Por
exemplo, no tratamento combinado de Dacarbazina com Cisplatina, Vimblastina,
Interferon-a e Interleucina-2 (IL-2), 21% dos pacientes alcancaram resposta completa
ao tratamento e 43% apresentaram resposta parcial com duracdo média de 6 meses.
Por outro lado, o custo de cada ampola de dacarbazina de 200 mg — em torno de
250,00 reais — por vezes inviabiliza a continuidade do tratamento (NASCIMENTO et
al., 2018b).

O modo como essas drogas interagem com o DNA compartilha basicamente
do mesmo mecanismo de acdo. Ao interagir com a molécula de DNA, esses
compostos podem inibir processos de transcri¢cdo e traducdo, levando a ativacdo de

vias de sinalizacdo que induzem a morte celular programada (OLIVEIRA, 2019).

Um medicamento pode interagir com moléculas de DNA de varias maneiras:
por intercalacdo, ligacdo ao sulco menor ou maior, ligagdo covalente e ligagéo
eletrostatica. Experimentos de alongamento de molécula Unica, como os realizados
com pingas opticas e / ou magnéticas, estdo sendo muito utilizados nos ultimos anos
para caracterizar as interaces entre o DNA e as pequenas moléculas. A ideia basica
desses experimentos € monitorar as alteracdes nas propriedades mecéanicas do DNA
induzido pelo farmaco apés a interacdo (NASCIMENTO et al., 2018b).

Antraciclinas (como a doxorrubicina, por exemplo) intercalam entre pares de
bases de &cidos nucleicos e interrompem o reparo do DNA mediado pela
topoisomerase-Il. Essa interacdo impede que a dupla hélice do DNA seja unida
novamente, inibindo a replicacdo do mesmo. Os taxanos (paclitaxel e docetaxel)
atuam sobre a tubulina, e estabilizam o polimero do microttbulo, protegendo-o da
desmontagem. Como resultado, ocorre o bloqueio da mitose e a reversdo do ciclo
celular para a fase GO. Os agentes alquilantes (dacarbazina, cisplatina, oxaliplatina e
carboplatina — que sdo drogas de platina e ciclofosfamida) formam liga¢coes cruzadas
de DNA entre e intra-cadeias. Este processo € irreversivel e leva a apoptose. A
gencitabina atua como antimetabolito das pirimidinas (citosina (C), timina (T) e uracila
(U)), competindo com o mesmo sitio de ligacdo, levando a parada do ciclo. A
trabectedina se liga ao sulco menor do DNA, fazendo com que a hélice do DNA se
incline em direcéo ao sulco maior, o que causa a inibicdo da transcricdo (LARIONOVA
et al., 2019). Os derivados de dibenzoilmetanos tém sido avaliados quanto a sua
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capacidade de interacdo ao DNA, e demonstrou-se que um de seus derivados, o
DPBP, interage diretamente com o DNA por ligacdo ao sulco menor, alterando
localmente a estrutura da dupla hélice, e, podendo, portanto, levar ao
comprometimento de processos fundamentais como replicagéo ou transcricdo do DNA
(NASCIMENTO et al., 2018b).

No entanto, as populacdes de células tumorais apresentam resisténcia a
maioria dos farmacos empregados na quimioterapia. A concentracao do produto que
inibe 50% do crescimento celular (ICso) geralmente é alta, e o indice de seletividade
(IS) apresentado pela maioria das drogas, € baixo, gerando alta toxicidade a érgaos

vitais, levando a efeitos colaterais que podem culminar na morte do paciente.
1.2.3. Resisténcia multidrogas

A resisténcia das células tumorais as drogas citotdxicas € a principal causa de
falha da quimioterapia. Essa resisténcia pode ser intrinseca ou adquirida, e € um
reflexo de inimeras alteracdes genéticas e epigenéticas (ZELLER et al., 2010). A
resisténcia intrinseca é caracterizada pela falta de sensibilidade ao medicamento
desde o inicio do tratamento, levando ao efluxo da substancia por transportadores na
membrana celular. Ja a resisténcia adquirida, pode se desenvolver pela exposi¢ao
continua a medicamentos, que podem desencadear o bloqueio de vias apoptoéticas, o
aumento da capacidade da célula em reparar seu DNA, alteracbes nos pontos de

controle do ciclo celular ou inducéo de genes especificos (PETERS, 2018).

Os medicamentos antineoplasicos tem como principal alvo o DNA, atuando na
ativacdo ou no silenciamento da expressédo génica (HURLEY, 2002). Para isso, as
drogas precisam penetrar em uma barreira celular importante: a membrana plasmatica
— que neste caso, atua como uma defesa fisica a muitas classes de drogas (ALVES
et al., 2016).

Dentre os mecanismos de resisténcia a medicamentos, o predominante nas
células cancerigenas, e possivelmente o mais estudado, é o efluxo de drogas. O efluxo
de moléculas é realizado por uma superfamilia de proteinas transmembranares
dependentes de ATP, conhecidas como transportadores ABC (ATP binding cassette)
(GENOVESE et al., 2017). Esses transportadores usam a energia da hidrolise do ATP
para expulsar ativamente os agentes terapéuticos da célula. A principal proteina da

familia ABC é a glicoproteina P (P-gp), codificada pelo gene ABCB1 ou MDR1
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(proteina de resisténcia a multiplas drogas 1), e superexpressa em tecidos tumorais.
Essa proteina é capaz de remover aproximadamente 20 drogas citostaticas da célula,
incluindo paclitaxel, doxorrubicina e vincristina (JANUCHOWSKI et al., 2013).

Além da P-gp, outra proteina amplamente investigada € a MRP1 (proteina 1
associada a resisténcia a multiplas drogas). O aumento da expressao de MRP1 nas
células cancerigenas esta fortemente associado a capacidade das mesmas de migrar
e formar um tumor secundario (ZOCHBAUER-MULLER et al., 2001). Além disso, em
varios tipos de cancer, as proteinas da familia BCL-2, Akt e outras proteinas
antiapoptoticas sao altamente expressas, e moduladores de transcricdo como o fator
nuclear kappa  (NF-kB) possuem atividade aberrante. Dessa forma, a
quimiorresisténcia e a imunossupresséao induzidas pela quimioterapia, podem resultar
na recidiva de tumores e na diminuicdo da sobrevida em pacientes com cancer
(NIERO, 2014; LARIONOVA et al., 2019).

Nas ultimas décadas, grande esforco foi dedicado para o desenvolvimento de
sistemas de administracdo de medicamentos baseados em nanoparticulas (NP),
principalmente para contornar as dificuldades do transporte de drogas para as células
cancerigenas (GAO et al., 2012). Abordagens recentes incluem o uso de drogas
anticancer em combinacdo com pequeno RNA interferente ou microRNA, que podem
sensibilizar células resistentes a quimioterapia, silenciando a expressdo de genes
multirresistentes (CHEN et al., 2009). Além disso, combinac¢des de genes e terapia
medicamentosa tém sido amplamente investigadas para superar a resisténcia aos
medicamentos (ZABOIKIN et al., 2006; ZHANG et al., 2017; SALGIA et al., 2018).

1.3. EXTRATO DE MORUS NIGRA

A amoreira-preta (Morus nigra L.), pertencente a familia Moraceae, é nativa do
sudoeste da Asia, e é largamente utilizada na medicina popular chinesa
(PAWLOWSKA et al., 2008). O género Morus possui pelo menos 24 espécies e uma
subespécie, com aproximadamente 100 variedades. A espécie M. nigra foi trazida
para o Brasil pelos imigrantes japoneses, e se adaptou bem as condi¢des de clima e
solo do pais (PADILHA et al., 2009).

A arvore caducifolia pode atingir de 5 a 20m de altura, com folhas grossas e
frutos negros comestiveis de sabor agridoce. Suas folhas possuem grande

importancia econémica, por serem utilizadas como alimento para o bicho da seda
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(Bombyx mori L.) em paises do oriente (PORNANONG et al., 2010). Além disso, as
folhas sdo utilizadas na forma de cha para o tratamento de diabetes, colesterol,
problemas cardiovasculares e obesidade, devido suas acgbes diuréticas,
hipoglicemiante e hipotensoras (OLIVEIRA et al., 2013). A casca da raiz é utilizada
como anti-inflamatorio, antitissigeno e antitérmico (PAWLOWSKA et al., 2008). O
fruto é utilizado para o tratamento de doencas hepaticas e renais. Além disso, as
amoras podem ser consumidas in natura ou para o preparo de doces, geleias,

vinagres, sucos, vinhos e produtos cosméticos (LIM et al., 2019).

As plantas pertencentes ao género Morus sao ricas em compostos fendlicos,
tais como, flavonoides, antocianinas e carotenoides, responsaveis pelas propriedades
antioxidante, antitumoral e antiinflamatéria (PADILHA et al., 2010). Devido ao seu rico
conteudo de antocianina, os frutos de M. nigra em particular, exibem maior atividade
antioxidante do que as outras espécies de Morus (TURAN et al., 2017). Segundo o
estudo de Pawlowska e colaboradores (2008), a fragcdo de antocianinas do fruto da
amoreira-preta é constituida por quatro compostos principais: (66,3%) cianidina 3-O-
glicosideo, (27,8%) cianidina 3-O-rutinosideo, (4,4%) pelargonidina 3-O-glicosideo e

(1,5%) pelargonidina 3-O-rutinosideo.

O extrato etandlico das folhas de M. nigra utilizado no presente trabalho, foi
preparado por maceracao exaustiva, onde o material vegetal foi deixado em contato
com alcool etilico comercial 96% durante 7 dias. ApGs este periodo, o material foi
filtrado em papel de filtro e o extrato foi obtido em evaporador rotatério a baixa
pressdo. Em um estudo prévio, (BAETA, 2014) observou que este extrato etandlico
de Morus nigra apresenta boa atividade antimicrobiana contra cepas de
Staphylococcus aureus. Mais tarde, Miranda, 2017, demonstrou que 0 mesmo extrato

de M. nigra possui atividade anticancerigena contra células de melanoma murino.
1.4. DERIVADOS DE SULFONAMIDAS

Em 1932, o patologista Gerhard Domagk observou os efeitos do corante
vermelho Prontosil em infec¢des por Streptococcus sp. em camundongos. O agente
ativo do Prontosil era a sulfanilamida, e esse foi o primeiro medicamento a tratar
infecgcbes bacterianas com sucesso e o primeiro de muitos medicamentos com sulfa
— precursores de antibidticos (YOUSEF et al., 2018). Essas substancias tém
comprovada acdo antibacteriana, diurética, antidiabética, antitireoidiana, anti-
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hipertensiva e antiviral (HANSCH, 2003), e nos ultimos anos, novos derivados de
sulfonamida tém demonstrado consideraveis atividades antitumorais (OWA et
al.,1999; CRESPO et al., 2010; LIU et al., 2012).

A reacao de Morita-Baylis-Hillman (MBH) € uma estratégia bem conhecida em
sintese organica para a formacao de ligacdes C-C, decorrentes de um acoplamento
entre aldeidos ou cetonas, e uma olefina com um grupo retirador de elétrons. Esta
reacdo € bem reportada em literatura, podendo encontrar moléculas com diversas
atividades biolégicas, como antifungica, bactericida, antileishmania e antitumoral
(LIMA-JUNIOR et al., 2010; LIMA-JUNIOR et al., 2012).

Dessa forma, um grupo de pesquisadores do programa de pds-graduacao em
Agroquimica da Universidade Federal de Vicosa realizou a sintese e caracterizacéo
de uma série de alilsulfonamidas, que sdo compostos derivados de sulfonamidas e
adutos de MBH. Alguns destes compostos ja foram publicados e mostraram atividade
contra o fungo fitopatogénico Colletotrichum gloeosporioides (TAVARES, 2013),
porém sua atividade citotoxica ainda ndo € bem conhecida. Neste trabalho, uma das
alilsulfonamidas, o composto de cédigo BHCN (FIGURA 3), foi selecionado para uma

primeira analise citotoxica e parece ser um candidato promissor a quimioterapico.

Figura 3 — Alilsulfonamida BHCN, de nome IUPAC (Z)-N-(2-ciano-3-fenilalil)4-
metilbenzenossulfonamida e de formula molecular C17H16N202S
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Fonte: Autora (2021).
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1.5. DERIVADOS DE B-DICETONAS

Dentre as diversas classes de compostos descritos na literatura com atividade
antitumoral in vitro e in vivo, encontram-se os dibenzoilmetanos (DBM) — 1,3-difenil-
propano-1,3-diona (FIGURA 4). Essas substancias pertencentes a classe dos
flavonoides, sdo raramente encontrados na natureza, e tém sido isolados de algumas
espécies de Lonchocarpus. Essas por sua vez, ocorrem em formacgfes florestais
geralmente associadas as margens de rios, como as familias de Annonacea,
Asteracea, Menispermaceae, Rosaceae, Salicaceae e, especialmente, Fabaceae que

apresentam distribuicdo ampla em todo o Brasil (NOGUEIRA et al., 2003).

Figura 4 — Estrutura quimica do DBM

O O

Fonte: Autora (2021).

A curcumina [1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil)-hepta-1,6-dieno-3,5-diona],
pigmento que compde majoritariamente os rizomas do arbusto perene Curcuma longa
L., tem como principio ativo o diferuloilmetano (FILHO et al., 2000; HEWLINGS et al.,
2017). Originaria da india, essa espécie pertence a familia de plantas Zingiberaceae,
e € conhecida popularmente no Brasil como acafrdo-da-terra (SUETH-SANTIAGO et
al., 2015). Um documento do Ministério da Saude (BRASIL, 2015b), listou acéo
antioxidante, potencial anticAncer, propriedades antimicrobianas e atividade anti-
inflamatéria como sendo as principais propriedades farmacol6gicas in vitro da
curcumina (FIGURA 5). Por se mostrarem potentes agentes farmacolégicos com
diversas propriedades como fotoprotecédo e atividades anti-inflamatoria, antitumoral e
antiviral, os derivados de B-dicetonas tém sido foco de estudos (NETO et al., 2006;
NOGUEIRA et al., 2003).
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Figura 5 — Estrutura quimica da curcumina

Fonte: Autora (2021).

Os derivados de dibenzoilmetanos (DBM) Parsol® 1789 (butil-metoxi-
dibenzoilmetano) e Eusolex® 8020 (4-isopropil-dibenzoilmetano), sdo amplamente
utilizados na industria cosmética como componentes de filtros solares, sendo, em sua
maioria, muito eficientes contra radiacdo UVA, por prevenir sua penetracdo nas
células (MOTLEY et al., 1989). Nogueira e colaboradores (2003), realizaram a sintese
e a caracterizacdo de dezenove compostos derivados de Eusolex® 8020 e Parsol®
1789 (FIGURA 6).

Figura 6 — Estruturas quimica do Eusolex® 8020 (I) e o Parsol® 1789 (lI)

L s e
O O

Fonte: Autora (2021).

A atividade antitumoral e citotoxica dos derivados sintéticos de Eusolex® 8020
e Parsol® 1789 foi avaliada em quatro linhagens celulares de cancer humano: MCF-
7 (adenocarcinoma mamario), NCI-ADR (adenocarcinoma seroso ovariano de alto
grau — que expressa fenétipo de resisténcia a multiplas drogas), NCI-H460 (carcinoma
pulmonar) e UACC-62 (melanoma). Espectroscopias de absorcdo revelaram que
essas substancias podem ser usadas como protetores solares contra a radiacéo UV.
Além disso, um dos compostos apresentou ICso menor do que o apresentado pelo
composto doxorrubicina (agente quimioterapico de ampla utilizacdo) para melanoma
(OLIVEIRA, 2019).
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Em trabalhos previamente desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa, foram
descritos derivados do DBM com atividade antimelanoma in vitro e in vivo com valores
de ICso, ICo0 € indices de seletividades (IS) robustos, sem a observacéo de efeitos
toxicos nos testes avaliados. Nos ensaios de pinga dptica foi possivel observar que o
1,3-difenil-2-benzil-1,3-propanodiona (DPBP) (NASCIMENTO et al., 2018b) apresenta
capacidade de interagir diretamente com a molécula de DNA e iniciar uma cascata de
sinalizacdo que culmina em morte celular por apoptose, com alta especificidade a

células tumorais murinas (FIGURA 7).

Figura 7 — Estrutura do composto sintetizado 1,3-difenil-2-benzil-1,3-propanodiona
(DPBP)

Fonte: Autora (2021).

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi testar se esse composto também
apresenta seletividade em células tumorais humanas. Além disso, a possibilidade de
testar compostos sintéticos inéditos e compostos naturais em linhagens tumorais
variadas tem mostrado ser uma estratégia promissora para o tratamento do cancer.
Sendo assim, no presente trabalho, a hipotese a ser testada sugere que 0s
tratamentos com o extrato de Morus nigra, com o derivado de sulfonamida (BHCN), e
com os derivados de B-dicetonas (curcumina e DPBP), sdo seletivos para células

tumorais humanas — ou seja, se apresentam ICso baixo e IS alto.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito citotoxico do extrato etandlico de amora, do composto
derivado de sulfonamida (BHCN), e dos derivados de 3-dicetonas (curcumina

e DPBP) em linhagens celulares humanas normais e tumorais.
2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Obter o valor da concentragéo inibitoria de 50% (ICso) e de 10% (IC10) dos

compostos selecionados;
b) Calcular o indice de Seletividade (IS) dos compostos a partir do ICso.

c) Estimar o perfil farmacocinético e toxicolégico dos compostos.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. CULTIVO CELULAR

Linhagens celulares de epitélio normal de rim de macaco — VERO (Yasumura
et al., 1963), epitélio normal de rim humano embrionario — HEK293 (ATCC® CRL-
1573™) e a linhagem de adenocarcinoma de célon humano — HT29 (ATCC HTB-38™)
cedida pela Dra. Ana Lucia T. G. Ruiz da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Estadual de Campinas, foram cultivadas em meio DMEM, alta glicose,
e/ou RPMI 1640 suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB), ampicilina
100U/mL e estreptomicina 0,1mg/mL (todos Sigma Aldrich). Os frascos de cultura de
poliestireno de cada linhagem foram mantidos em incubadora (MCO-18AC Panasonic,
U.S. Canada) a 37°C, 5% de CO2 e 95% de umidade relativa (condi¢cdes padréo de
cultivo celular). Quando as culturas atingiam a subconfluéncia, as mesmas eram
lavadas em solugdo PBS-EDTA (2g.L 1) (Sigma-Aldrich) e removidas com solucéo de
tripsina-EDTA  (2,5g.L%) (Sigma-Aldrich), replagueadas para manutencdo e

experimentacdo ou congeladas em N2 liquido.
3.2. CURVA DE CRESCIMENTO

Apos formar uma monocamada subconfluente de células nas garrafas de
cultivo, as linhagens celulares foram submetidas ao processo de tripsinizagdo. Em
seguida foi analisada a viabilidade celular das mesmas, por meio da aplicacdo do
corante vital Azul de Tripan e contagem das células na camara de Neubauer. Com a
viabilidade celular superior a 90%, as linhagens foram plagqueadas a 5x10*
células/poco em trés placas de 6 pocos (triplicata). Apés um intervalo de 24 horas,
trés pocos, selecionados ao acaso (um de cada placa), foram tripsinizados e contados
na camara de Neubauer. Esse procedimento foi repetido por 8 dias consecutivos. Para

o célculo da percentagem de células viaveis foi utilizada a seguinte férmula:

Nuamero de células viadveis

o o cblulas vivois — 100
fode células viavels =~ total de células

Uma vez obtida a média do numero de células viaveis para cada tempo
especifico, foram calculados os tempos de duplicacéo de cada linhagem utilizando-se

os dados da fase exponencial de crescimento.
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log (2)

PDT = (t, — t,)x —=t
log qz/q1

Onde: PDT é o tempo de duplicagédo; t2 € o tempo da ultima contagem celular;
t1 é tempo da contagem anterior; g1 e g2 sdo as quantidades de células encontradas

em cada tempo utilizado para o célculo.

3.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DO COMPOSTO MEDIDA
PELO ENSAIO DO MTT

A sobrevivéncia/proliferacdo celular foi mensurada por meio do ensaio do MTT
(3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio). Para as linhagens celulares descritas
anteriormente, foi avaliada a atividade citotdéxica de cada um dos compostos para
obtencéo e/ ou confirmagéo da ICso e IC10 das mesmas. Para tanto, as células foram
semeadas em placas de 96 pocos (1x10% células/mL para as linhagens Melan-a,
VERO, HT29 e B16F10, e 3x10* para a linhagem HEK293) e cultivadas por 24h sob
condicbes padréao de cultivo celular. Em seguida, as placas foram tratadas com
diferentes concentracbes dos compostos DPBP, BHCN, curcumina e extrato de
amora, e incubadas por 60 horas. As diferentes concentracdes dos compostos foram
obtidas a partir da diluicdo em série em dimetilsulfoxido (DMSO) e meio de cultura
completo (MC), com concentracdes entre 6,25ug/mL e 800 pg/mL, de forma que a
concentracdo de DMSO nao ultrapassasse 0,5% do volume total final. Para cada
concentracdo do composto e para cada linhagem celular, foram utilizadas sete
repeticbes (pocos) por placa, cada experimento foi repetido 3 vezes. Os controles
deste ensaio (100% de células viaveis) foram realizados com MC contendo 0,5% de
DMSO (v/v).

ApOGs exposicdo aos tratamentos especificos, o0 meio contendo as drogas foi
removido e a cada um dos pocos foi adicionado MC contendo 10% de solugdo MTT
(3-{4,5- dimetiltiazol-2-il}-2,5-difeniltetrazélio bromido) a 0,5 mg/mL. As placas foram
incubadas por 4h a 37°C. O meio foi removido e os cristais de Formazan foram
dissolvidos em DMSO. A sobrevivéncia/proliferacao celular foi avaliada a partir dos
valores de absorbancia das amostras obtidos em espectrofotdbmetro no comprimento
de onda de excitagéo a 570 nm (FIGURA 8).
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Figura 8 — Ensaio de Citotoxicidade pelo método de MTT
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Fonte: Adaptado de PARIKH (2016).

44

Incubadas por 4h
a37°C sob CO2

Formacio de cristais
roxos de Formazan

O valor da concentragao inibitéria de 50% (ICso0) e de 10% (IC10) da populacdo

para os compostos foram calculados por meio de uma regressao néo-linear log [Dose]

versus Resposta Normalizada (porcentagens de células viaveis), utilizando os

programas GraphPad Prism® 5.0 e Microsoft Office Excel 2013®.

O indice de seletividade (IS) de cada um dos compostos foi calculado a partir

de seu ICso. O IS indica a seletividade de um composto entre uma linhagem neoplasica

e uma linhagem normal, e consequentemente, o potencial uso terapéutico desse

composto em testes clinicos. Assim, neste estudo, o IS corresponde a divisao entre o

valor da ICso do composto sobre a linhagem de células normais (Melan-A, VERO ou

HEK293) e o valor da ICso do composto sobre a linhagem de células neoplasicas

(B16F10 ou HT29), ou seja:

ICSOlinhagem normal

ICSOlinhagem neoplasica
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3.4. PERFIL FARMACOCINETICO E TOXICOLOGICO

Para uma abordagem in silico, inicialmente a estrutura quimica de cada um dos
compostos foi desenhada no programa ChemDraw e assim foi obtido a linha de cédigo
SMILE (Simplified Molecular Input Line Entry Specification) da molécula, essa linha de
codigo foi utilizada para a determinacao do perfil farmacocinético e toxicolégico. Dois
algoritmos de Predicéo de Correlacdo Quantitativa Estrutura-Atividade (QSAR) foram
utilizados para tracar um perfil do composto. O primeiro, preditivo para toxicologica
modular da plataforma LAZAR in silico toxicology (https://lazar.in-silico.ch/predict)
(MAUNZ et al., 2013) se baseia na similaridade de estruturas quimicas. Ja a predicao
dos parametros de absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade
(ADMET) foram determinados utilizando o algoritmo farmacocinético pkCSM
(http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction) (PIRES et al., 2015).

3.5. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica de trés experimentos independentes foi realizada com o
programa GrafPad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Foram

considerados significativos os dados cujo p value (p-valor) sejam inferiores a 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE IN VITRO

O teste de avaliacéo citotoxica foi realizado com a linhagem tumoral HT29 e
com as linhagens normais VERO e HEK293. A taxa de mortalidade celular em fungdo
da concentracdo do composto para as linhagens celulares esta representada nas
figuras abaixo: extrato etandlico de amora (FIGURA 9) — curcumina (FIGURA 10) —
BHCN (FIGURA 11) e DPBP (FIGURA 12).

As concentracdes das porcentagens de morte celular correspondentes a 50%
(ICs0) da populagéo total de células estdo representadas nas tabelas a seguir: extrato
de amora (TABELA 1) — curcumina (TABELA 2) — BHCN (TABELA 3) e DPBP
(TABELA 4). O valor de ICso foi calculado utilizando uma regressao néo linear, log (da
concentracdo do composto em pg/mL) x resposta normalizada. Nas tabelas também
estdo representados os valores do coeficiente de determinagéo da regresséo (R?). Foi
possivel calcular também os valores de concentracfes equivalentes as porcentagens
de morte celular correspondentes a 10% (ICi0) da populacdo total de células,
utilizando a equacéo da reta, abaixo, onde X representa o logaritmo da concentragao

(log []) em ug/mL e Y representa a porcentagem de morte celular.

~ 100
Y= 1+ 10 L0glCso — X) * HillSIope

Na FIGURA 9, é possivel observar a taxa de mortalidade celular em funcéo do
logaritmo da concentracdo do extrato etandlico de amora. O gréfico (A) demonstra o
tratamento da linhagem celular normal VERO, e o gréafico (B) demonstra o tratamento
da linhagem tumoral HT29. Em (C) o gréfico de barras demonstra a taxa de viabilidade
celular da linhagem normal HEK293 ap0s o tratamento com o extrato.

A concentragdo que mata 50% das células (ICso) de HT29 é provavelmente
inferior a concentragéo que mata 10% (ICi0) das células da linhagem VERO, portanto,
0 extrato etandlico de amora € considerado seletivo. Essa informacéo € bastante
relevante por sugerir que pode ser administrada a concentracao ICso das células

tumorais sem que a populacao de células normais seja afetada de maneira drastica.
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Em relacdo a linhagem normal HEK293, o extrato etandlico de amora nao
demonstrou toxicidade, e como € observado no grafico C, o tratamento com a maior
concentracdo do extrato (800 pg/mL) levou, inclusive, a uma pequena taxa de
proliferacéo celular. Dessa forma, com as concentracdes testadas, ndo foi possivel
calcular o valor da ICso para HEK293. Além disso, devido a grande variacdo gerada
pela presenca de varios compostos no extrato, foi possivel analisar a presenca de dois
valores de ICso (uma em uma concentragdo mais alta e outra em uma concentragcéo
mais baixa). No grafico B, por exemplo, essa variagdo gerou varios pontos fora da
curva para o calculo de ICsp de HT29. Como € mais vantajoso para 0 organismo a
ingestdo de drogas em uma quantidade menor, foi considerada para o calculo de IS,

apenas a concentracdo mais baixa do valor de ICso.

Figura 9 — Tratamento das linhagens celulares com o extrato etandlico de amora
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Legenda: Gréficos de Regressdo ndo-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada. (A)
Citotoxicidade do extrato de amora para a linhagem normal VERO; (B) Citotoxicidade do extrato de
amora para a linhagem tumoral HT29. Andlise estatistica Qui quadrado para tendéncia, p <0,001 (C)
Viabilidade das células normais HEK293 tratadas com extrato de amora. Eixo x= log [ ] do composto
em pg/mL; eixo y= % de morte/viabilidade celular.

Na TABELA 1, percebe-se que a linhagem normal VERO (ICso = 306,9 = 54,9
Mg/mL) € mais resistente frente ao composto em relagéo a linhagem tumoral HT29
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(ICs0 = 22,54 £ 5,38 pg/mL). Evidenciando assim, a seletividade do extrato natural de

amora por células tumorais de CCR.

Tabela 1 — Concentracfes letais do extrato etandlico de amora

306,9 + 54,9 22,54 +5,38
0,8175 0,8117

0,9701 0,7258
Fonte: Autora (2021).

Na FIGURA 10, foi analisada a taxa de mortalidade celular em funcédo do
logaritmo da concentracdo do composto curcumina. No grafico A, é representado o
tratamento da linhagem normal VERO, e no grafico B, o tratamento da linhagem
tumoral HT29. A concentracdo que mata 50% das células (ICso) de HT29 (6,25 ug/mL),
é proxima a concentragdo que mata 10% (ICio) de células VERO (6,37 pug/mL), ou
seja, se administrado proximo a essa concentracao de 6 ug/mL o composto afeta mais
células tumorais do que células normais, e portanto, o mesmo também pode ser
considerado seletivo.

O grafico C mostra a taxa de viabilidade celular da linhagem normal humana
HEK?293 tratada com curcumina. O tratamento ndo causou a morte celular de HEK293
em nenhuma das concentracdes testadas. Dessa forma, ndo foi possivel calcular a

ICs0 de curcumina para essa linhagem.
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Figura 10 — Tratamento das linhagens celulares com o composto curcumina
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Legenda: Gréficos de Regressdo ndo-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada. (A)
Citotoxicidade de curcumina para a linhagem normal VERO; (B) Citotoxicidade de BHCN para a
linhagem tumoral HT29; (C) Viabilidade das células normais HEK293 tratadas com BHCN. Eixo x= log
[ ] do composto em pg/mL; eixo y= % de morte celular/viabilidade.

Na TABELA 2 percebe-se que a linhagem VERO (ICso = 93,25 + 11,55 pug/mL)

€ mais resistente frente ao composto em relagdo a linhagem HT29 (ICso = 6,256 +

0,614 pg/mL). Evidenciando assim, a eficiéncia do tratamento com curcumina para o

CCR.

Tabela 2 — Concentragdes letais do composto curcumina

93,25+ 11,55 | N&o calculado 6,25+ 0,614
2,53 Né&o calculado 1,69
1,970 N&o calculado 0,7963

0,9189 0,7674 0,9132
0,05559 Né&o calculado 0,1034
6,37 Né&o calculado 3,70

Fonte: Autora (2021).



50
Capitulo 1

A FIGURA 11 representa a taxa de mortalidade celular em funcéo do logaritmo
da concentracdo do composto BHCN nas linhagens normais VERO (A) e HEK293 (B)
e na linhagem tumoral HT29 (C). A analise dos tratamentos com BHCN demonstrou
que o composto ndo é seletivo para o cancer colorretal. Isso porque, a concentragdo
necessaria para matar 50% das células tumorais HT29 € superior a concentracao
necessaria para matar 50% das células normais VERO e HEK293. Portanto, se uma
dose desse composto for administrada no organismo do paciente, mais células
saudaveis do que células cancerosas poderdo ser afetadas, podendo causar ao

individuo inumeros efeitos colaterais.

Figura 11 — Tratamento das linhagens celulares com o composto BHCN
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Legenda: Graficos de Regressdo nado-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada. (A)
Citotoxicidade de BHCN para a linhagem normal VERO; (B) Citotoxicidade de BHCN para a linhagem
normal HEK293; (C) Citotoxicidade de BHCN para a linhagem tumoral HT29. Eixo x= log [ ] do
composto em pyg/mL; eixo y= % de morte celular.

Na TABELA 3, nota-se que a linhagem HT29 (ICs0 =173,4 + 11,3 yg/mL) € mais
resistente frente ao composto BHCN em relagéo as linhagens VERO (IC50 = 90,75 £
7,39 pg/mL) e HEK293 (ICso = 90,67 + 33,43 ug/mL), e por isso, ndo deve ser

administrada no tratamento do CCR.
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Tabela 3 — Concentracgfes letais do composto BHCN
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90,75+ 7,39 90,67 + 33,43 173,4 +11,3
2,905 2,902 5,550
1,958 1,957 2,239
0,9116 0,7768 0,9342
1,433 1,467 1,314
19,59 20,25 32,56

Fonte: Autora (2021).

Na FIGURA 12, foi analisada no gréafico de barras A, a viabilidade celular da

linhagem normal VERO tratada com DPBP, e no grafico B, a taxa de mortalidade

celular da linhagem tumoral HT29 em funcédo do logaritmo da concentracdo do

composto DPBP. Os ensaios com a linhagem normal HEK293 ndo apresentaram

reprodutibilidade, e por isso, ndo foram mostrados aqui. Como pdde ser observado, o

composto ndo matou a célula normal em nenhuma das concentracdes testadas, e a

concentracdo que matou 50% das células (ICso) tumorais foi muito baixa. Isso significa

gue a administracdo de uma pequena concentracdo do composto DPBP pode matar

as células tumorais de CCR, sem afetar as células normais do organismo, e por isso,

€ possivel afirmar que o0 mesmo é seletivo.

Figura 12 — Tratamento das linhagens celulares com o composto DPBP
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Legenda: Andlise estatistica Qui quadrado para tendéncia, p <0,001 (A) Viabilidade das células
normais VERO tratadas com DPBP. Gréafico de Regressédo ndo-linear log [Dose] versus Resposta
Normalizada. (B) Citotoxicidade do composto DPBP para a linhagem tumoral HT29. Eixo x=log [ ] do
composto em pg/mL; eixo y= % de morte/viabilidade celular.
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A TABELA 4 apresenta a ICso = 5,72 + 1,95 yg/mL para a linhagem tumoral
HT29. Uma vez que néo foi possivel o célculo do ICso para a linhagem normal VERO,
pode-se supor que este seria bastante superior ao utilizado nos experimentos
realizados. Assim, pode-se inferir que o composto DPBP é promissor para o
tratamento do CCR.

Tabela 4 — Concentracgéo letal do composto DPBP

5,72+1,95
1,815
0,7579
0,8271
0,3978
0,02

Fonte: Autora (2021).

Tal resultado corrobora com estudos prévios realizados por pesquisadores de
NOsso grupo de pesquisa, que demonstram que o composto DPBP é seletivo para o
melanoma murino, apresentando um ICso de valor aproximado, sendo Melan-A (ICso
= 248,9 £ 9,0 ug/mL) mais resistente frente ao composto DPBP em relacdo a B16F10
(ICs0 = 6,53 £ 3,72 pg/mL), resultando em um 1S= 41,94 (TABELA 5).

Tabela 5 — Concentracdes letais do composto DBPB nas linhagens Melan-A e B16F10

Tipo celular Melan-A B16F10
LogICso 2,396 1,563
ICs0 (Mg/mL) 2489+ 9,0 6,53 £ 3,72
ICs0 (UM) 791,7 + 28,6 20,77 £ 11,85
R? 0,8655 0,8732
HillSlope 4,004 1194

Fonte: NASCIMENTO (2018a).
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4.2. INDICE DE SELETIVIDADE DOS COMPOSTOS

A partir dos dados obtidos pelas andlises de citotoxicidade € possivel calcular
os indices de seletividade (IS) dos compostos testados (TABELA 6).

Tabela 6 — indice de seletividade (IS) dos compostos

13,61 N&o calculado

14,00 0,523

N&o calculado | Nao calculado | Nao calculado | N&o calculado

Fonte: Autora (2021)

Segundo os dados apresentados na TABELA 6, é possivel observar que o
extrato etandlico de amora (IS = 13,61) e o composto curcumina (IS = 14,00)
apresentam uma seletividade elevada em relacdo as células de cancer colorretal
(HT29). Quanto ao composto BHCN (IS = 0,52), nota-se uma baixa seletividade para
0 CCR, e por isso, sua administracdo para o tratamento desse tipo de cancer nao é
recomendada. O IS € um parametro que reflete a quantidade de um composto que é
ativo contra a linhagem neoplasica, mas nao é toxico para a célula normal. Durante a
pesquisa de novas drogas € tido como significativo um valor de IS maior ou igual a 2,0
em ensaios in vivo, ou seja, 0 composto investigado deve ser duas vezes mais ativo
na linhagem de células neoplasicas do que em células normais (SUFFNESS et. al.,
1990). Por esse motivo as substancias naturais testadas — curcumina e o extrato de
amora — apresentam um valor de IS significativo, indicando melhor especificidade e
grande potencial terapéutico para o CCR.

Inimeros estudos ao longo dos anos, evidenciam as propriedades antitumorais
do extrato de amora (Morus nigra). Ahmed e colaboradores (2016), avaliaram a
atividade anticancerigena do extrato de frutas frescas e secas de M. nigra na linhagem
celular de cancer de mama humano (MCF-7). Os resultados demonstraram que o
extrato de amora induziu a apoptose, fragmentacao e quebra de fitas simples no DNA
e inibiu a proliferagao celular, sendo os melhores resultados com o extrato fresco.
Targhi e colaboradores (2017), investigaram o efeito radioprotetor do extrato de
amoreira-preta no tecido hepatico e nas células da medula 6ssea em ratos. Eles

observaram que a administracéo intraperitoneal (ip) de 200 mg/kg do extrato reduziu
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significativamente a genotoxicidade e a citotoxicidade induzidas pela irradiacdo gama
em células da medula 6ssea e no figado de ratos. Turan e colaboradores (2017)
avaliaram as atividades anticancer do extrato da fruta de M. nigra em células PC-3
(cancer de prostata humano). O extrato de M. nigra exibiu citotoxicidade moderada
contra células PC-3 com um valor de ICso de 370,1 + 5,8 yg/mL; inibiu a progresséo
do ciclo celular na fase GO/G1, e induziu a apoptose via aumento da atividade da
caspase e reducéo do potencial de membrana mitocondrial. Yilmaz e colegas (2019)
avaliaram o potencial genotoxico e genoprotetor do suco da fruta da amoreira-preta,
e observaram que o tratamento protegeu os linfécitos humanos contra alteracdes
genbmicas induzidas pelo agente antitumoral mitomicina ¢ (MMC). Esses efeitos
protetores do extrato de amora provavelmente se devem a sua atividade de

eliminacgédo de radicais livres.

A curcumina é um fitoquimico derivado da curcuma (Curcuma longa), que é
uma planta morfologicamente semelhante, a olho nu, ao gengibre (SHEHZAD et al.,
2010). Extensos estudos in vitro e in vivo relataram a curcumina como um agente
capaz de prevenir o crescimento do CCR, blogueando o ciclo celular e acelerando a
apoptose. Sendo, portanto, considerada um agente promissor na quimioprevencao e

como tratamento complementar desse tipo de cancer.

Xiang e colaboradores (2020), analisaram os efeitos antitumorais da curcumina
em células de carcinoma colorretal humano (HCT-116) e compararam sua eficacia
com o 5-FU. Os resultados revelaram que a curcumina inibe significativamente a
proliferacdo e migracéo celular, induz a parada da fase S e o aumento gradual das
taxas de apoptose das células HCT-116 de forma dose-dependente. Esses dados
sugerem que o efeito inibitério da curcumina (30 puM) nas células HCT-116 pode ser
igual ao do 5-FU (500 uM). Um estudo realizado por Kim e Lee (2010), revelou que a
curcumina inibiu a proliferacéo celular de HCT-116 através da indugéo da geracao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e regulacdo negativa de E2F4 e genes
relacionados, como ciclina A, p21 e p27. No trabalho de Watson e colegas (2010),
sobre a citotoxicidade da curcumina nas linhagens celulares HCT-116 e HT29, foi
observado que a proliferagao celular foi inibida pela regulacéo positiva de p53.

Conforme relatado acima, um dos principais mecanismos pelos quais a
curcumina bloqueia o crescimento celular € a inducéo da apoptose. Este processo nas

células do CCR envolve multiplos alvos moleculares, incluindo a inibicdo da enzima
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ciclooxigenase-2 (COX 2), inibicdo da via Wnt / beta-catenina, expressao de Bax e
consequente ativacdo de p53, além da promocdo da lise das membranas
mitocondriais levando a liberacdo de ROS (PRICCI et al., 2020).

Finalmente, apesar das inUmeras evidéncias que apontam as sulfonamidas como
potentes agentes antitumorais, o composto de codigo BHCN testado nas células de
CCR néo foi eficaz. Os compostos a base de sulfonamidas (precursores de
antibiéticos) compreendem substancias que estdo em uso clinico ha vérias décadas,
com comprovada acdo antibacteriana, diurética, antidiabética, antitireoidiana, anti-
hipertensiva, antiviral e antitumoral (OWA et al.,1999; HANSCH, 2003; CRESPO et
al., 2010; LIU et al., 2012).

Estudos in vitro e in vivo relataram o tratamento com celecoxib (um derivado de
sulfonamida que inibe COX-2) em varios tipos de canceres humanos. Em 2018, Yu e
colaboradores encapsularam a droga junto com Brefeldina A em nanoparticulas
direcionadas ao aparelho de Golgi. Em 2019, Sun e colegas trataram células tumorais
humanas e murinas com lipossomas contendo celecoxib e curcumina. Em ambos os
estudos, os pesquisadores observaram inibicdo da proliferacdo e migracao celular, e

inducao da apoptose.

Além disso, outra droga derivada de sulfonamida largamente estudada é o
Vemurafenib (PLX4032). Esta, se trata de uma pequena molécula inibidora de BRAF,
utilizada na terapia direcionada em células mutantes BRAF(V69°F), Esse medicamento
€ aprovado para tratar pacientes com melanoma inoperavel ou metastatico que
contém a proteina BRAF alterada (REBECCA et al., 2019). Entretanto, assim como
acontece com outros medicamentos, a maioria das células ja adquiriu resisténcia a
Vemurafenib. Byeon e colaboradores (2017), mostraram que o0 tratamento
combinatério de PLX4032 e PHA665752 (inibidor de c-Met) em células mutantes
BRAF(V6%9E) de cancer de tireoide reverteu a transicéo epitelial-mesenquimal (EMT),
sugerindo resposta terapéutica maxima. Em 2018, Istvan e colaboradores
demonstraram que o tratamento com EGFR-TKIs (gefitinibe, PD153035, erlotinibe e
pelitinibe) é responséavel por atenuar a resisténcia celular ao vemurafenibe. Ainda, o
sinergismo entre a melatonina e o vemurafenib gerou uma potencializacdo do efeito

antitumoral no melanoma humano (JIAOJIAO et al., 2019).
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Os compostos derivados de sulfonamidas atuam nas células interrompendo a
dindmica dos microtubulos. Isso ocorre pela inibicdo da polimerizacao das tubulinas,
o que impede a formacé&o do fuso mitético e leva a parada do ciclo e morte celular (LIU
et al., 2012). Os microtubulos sdo os principais componentes do citoesqueleto, e sdo
importantes para a mitose, transporte organelar, manutencéo da morfologia celular e
transducdo de sinal (DUMONTET et al., 2010). Dessa forma, a aplicacdo clinica
desses compostos no tratamento de neoplasias humanas parece ser vantajosa, e,
apesar do composto estudado nao ter mostrado seletividade pela linhagem celular

HT29, investigacdes adicionais em outros tipos celulares devem ser estimuladas.

Quanto ao ultimo composto testado, o derivado de DBM - 1,3-difenil-2-benzil-
1,3-propanodiona (DPBP), percebeu-se seletividade acentuada para o CCR sendo a
ICs0 = 5,72 para a linhagem celular de adenocarcinoma colorretal humano (HT29).
Sabe-se que os derivados de dibenzoilmetano (1,3-difenilpropano-1,3-diona) séo
promissores agentes antitumorais. Nogueira e colaboradores (2003), identificaram
oito derivados de DBM que apresentaram atividade antitumoral em quatro linhagens
de células tumorais: MCF7 (cancer de mama), NCI ADR (cancer de mama
multirresistente), NCI460 (cancer de pulméo) e UACC62 (melanoma), encontrando

valores de ICso entre 25 e 250 pg/mL.

Em 2001, Lin observou que os derivados de DBM possuem a propriedade de
evitar a formacdo de adutos de DNA induzidos por carcinégenos em glandulas
mamarias e nos pulmdes, e em 2008, Thimmulappa e colaboradores notaram que o
mecanismo de acdo dos compostos se da por meio da ativacdo da via de
desintoxicacdo do Nrf2. JACKSON e colegas (2002) mostraram que o DBM e seus
derivados sao capazes de induzir a apoptose e interromper o ciclo celular em células
de cancer humano de préstata. Em 2007, Hong percebeu as mesmas atividades
anticancerigenas dos derivados de DBM em células de céncer de colon.

Nascimento e colaboradores (2018) investigaram o efeito citotoxico do
composto derivado de DBM, 1,3-difenil-2-benzil-1,3-propanodiona (DPBP), em células
de melanoma murino (B16F10), bem como sua interacdo direta com a molécula de
DNA utilizando pingas oOpticas. Os resultados mostraram que o DPBP é seletivo para
o melanoma: Melan-A (ICso = 248,9 pg/mL) e B16F10 (ICso = 6,53 pg/mL), resultando
em um IS= 41,94; quando comparado aos resultados do DBM: Melan-A (ICso = 5,68
pg/mL) e B16F10 (ICs0 = 11,59 ug/mL), resultando em um 1S= 0,50. Estes resultados
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demonstram que DPBP €& uma molécula de alta eficiéncia, sugerindo que tem um
grande potencial como agente quimioterapico para o tratamento de melanoma. Os
baixos valores de ICso, encontrados anteriormente e, neste trabalho, reforcam a
necessidade e a importancia do estudo de B-dicetonas e seus derivados frente a
linhagens tumorais.

O quimioterapico de primeira linha utilizado desde sua descoberta (1957) até
os dias atuais para o tratamento do adenocarcinoma colorretal é o 5-Fluouracil (5-FU)
(CARRILLO, et al. 2015). O 5-FU é um antimetabdlito andlogo das pirimidinas que
imita os blocos de construcdo necessarios para a sintese de DNA e RNA, causando
lesBes na célula que desencadeiam a cascata de apoptose (LONGLEY, et al. 2003).
Nos anos 80, esse medicamento foi combinado com o &cido folinico - leucovorina (LV),
melhorando a sobrevida (SV) dos pacientes quando comparada a monoterapia (+ 12
meses). No final dos anos 90, a droga irinotecano (Camptosar®) foi associada ao
esquema 5-FU/LV, criando um novo esquema quimioterapico, conhecido como IFL —
SV de *= 14 meses. Na mesma época, surgiu a oxaliplatina (Eloxatin®), um agente
com mecanismo de acado semelhante aos derivados da platina, que foi associada ao
esquema de 5-FU/LV infusional (FOLFOX) — SV £ 16 meses (TONON et al., 2007).
Apesar de seu uso rotineiro para o CCR, o 5-FU apresenta inUmeras desvantagens,
como toxicidade leve a moderada, falta de seletividade e eficacia (recorréncia do
tumor ap6s a quimioterapia), bem como, desenvolvimento de resisténcia
medicamentosa (CARRILLO, et al. 2015).

Nesse sentido, os compostos testados no presente trabalho, evidenciam
potencial melhora na resposta terapéutica do cancer colorretal, ja que os indices de
seletividade apresentados foram elevados (13,61 para o extrato de amora e 14,0 para
a curcumina). Além disso, esses compostos sdo naturais, sendo, portanto, de baixo

custo e apresentando pouco ou nenhum efeito colateral ao paciente.

4.3. PERFIL FARMACOCINETICO E TOXICOLOGICO DOS COMPOSTOS

Os perfis farmacocinéticos dos compostos foram obtidos utilizando o programa
de predicao in silico pkCSM e estdo apresentados na TABELA 7. A solubilidade de
um composto em agua reflete a solubilidade da molécula em H20 a 25° C. As drogas
lipossoluveis sdo menos absorvidas pelas células do que as drogas hidrossoluveis.

Dentre os compostos analisados, o BHCN é o mais soluvel em agua, apresentando
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solubilidade de -3,591(umol/L), seguido da curcumina (-4,904 ymol/L) e do DPBP (-
5,923 umol/L).

Quanto a absorcéo intestinal das drogas, foi utilizado o modelo de predi¢cdo da
permeabilidade em células Caco-2 (adenocarcinoma colorretal humano). Um
composto é considerado como tendo uma alta permeabilidade com valores previstos
> 0,90. Os compostos aparentemente apresentam boa permeabilidade intestinal, com
excecdo da curcumina que apresenta permeabilidade intestinal menor que 10 x 10
cm/s. Em relacdo a permeabilidade na pele, todos os compostos apresentam boa
permeabilidade cutdnea, o que é interessante caso seja necessaria a administracao

transdérmica desses medicamentos.

Todos os compostos sdo substratos de glicoproteina-P, ou seja, difundem-se
ativamente para dentro das células, enquanto apenas o DPBP € além de substrato,
inibidor da glicoproteina-P | e Il. A glicoproteina P (P-gp) é a principal proteina da
familia de transportadores ABC, e € superexpressa em tecidos tumorais. Essa
proteina usa a energia da hidrolise do ATP para expulsar ativamente os agentes
terapéuticos da célula, sendo esse efluxo de drogas um dos principais mecanismos
para a resisténcia medicamentosa (GENOVESE et al., 2017; JANUCHOWSKI et al.,
2013). Dessa forma, ao inibir a P-gp, o DPBP impede o seu bombeamento para fora
da célula, permanecendo em acao por mais tempo. Adicionalmente a P-gP, os genes
CYP, dos diversos citocromos P450, séo responsaveis pelo metabolismo de farmacos
que sao seus substratos. Essas enzimas encontradas principalmente no figado,
realizam a desintoxicacdo do corpo, facilitando a excre¢cdo de medicamentos. De
acordo com nossa analise in silico, o DPBP e o BHCN sao substrato de pelo menos
uma isoforma do citocromo 450, no entanto, os trés compostos sao inibidores de mais
de uma isoforma, conseguindo ter efetividade no organismo em pequenas doses, ja

gue o metabolismo dos mesmos € mais lento.

Ainda, podemos inferir que, todos 0os compostos apresentam baixos volumes
de distribuicdo e fracdo livre indicando que os mesmos podem atravessar as
membranas celulares e se difundir mais eficientemente. Todos esses dados
apresentados levam a crer que a administracdo oral desses compostos pode ser

recomendada.



59
Capitulo 1

Os resultados preditos de toxicologia nos mostram que o DPBP tem potencial
acao toxica tanto no teste de AMES (mutagenicidade) quanto hepatotoxicidade e na
sensibilizacdo da pele (risco de dermatite alérgica), porém nos estudos in vivo de
Nascimento e colaboradores (2018), ndo foram observadas hepatotoxicidade ou
dermatite nas doses aplicadas desse composto. O composto BHCN, assim como o
DPBP, apresentou potencial mutagénico e inibicdo dos canais de potassio codificados
pelo gene hERG II. A inibigdo dos canais hERG podem levar ao desenvolvimento de
distarbios cardiacos que culminam em arritmia ventricular fatal. J& a curcumina, foi o
anico composto analisado que ndo apresentou nenhum tipo de predisposicdo a
toxicidade. Além disso, foi o composto com a maior dose maxima tolerada por
humanos. Os dados obtidos a partir dessa andlise podem ser utilizados para a
determinacdo das doses a serem aplicadas em posteriores testes in vivo desses

compostos.
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Tabela 7 — Ensaio in silico dos compostos testados
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COMPOSTOS

CURCUMINA

Absorcao Solubilidade em 5,923 -3,501 4,904 Numeérico
agua (umol/L)
- Numérico
Absorcgéo Permg::cl)llzdade 1,865 0,976 0,756 (Papp em
106 cm/s)
Absorcao Numeérico
Absorcgéao intestinal 100 93,117 75,494 (%
(humana) Absorvido)
Absorcao Permeabilidade 2,677 2,817 2,952 Numeérico
da pele (log Kp)
~ Substrato de . . . Categorico
AlrEEcEe glicoproteina-P Sim Sim Sim (Sim/N&o)
~ Inibidor de . ~ . Categorico
AlrEEcEe glicoproteina-P Sim Néo Sim (Sim/N&o)
~ Inibidor da . = . Categorico
AEEnge glicoproteina-P Il Sim Néo Sim (Sim/N&o)
L Numeérico
Distribuicao VDss (humano) 0,241 -0,117 0,02 (log L/kg)
Distribuicao | Frasdo ndoligada | g 5q 0,046 0,093 Numerico
(humano) (Fu)
L Permeabilidade Numérico
Distribuicao BBB -0,091 -0,057 -0,528 (log BB)
L Permeabilidade Numeérico
Distribuicao SNC -1,202 -2,146 -2,964 (log PS)
: Substrato de = = = Categorico
Metabolismo CYP2D6 Nao Né&o Né&o (Sim/No)
. Substrato de . . x Categorico
Metabolismo CYP3A4 Sim Sim Nao (Sim/Nzo)
. Inibidor de . . . Categorico
Metabolismo CYP1A2 Sim Sim Sim (Sim/N&o)
. Inibidor de . . . Categorico
Metabolismo CYP2C19 Sim Sim Sim (Sim/N&o)
. Inibidor de . . . Categorico
Metabolismo CYP2CY Sim Sim Sim (Sim/N&o)
. Inibidor de x = = Categorico
Metabolismo CYP2D6 Nao Nao Né&o (Sim/N&o)
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: Inibidor de ~ ~ . Categorico
Metabolismo CYP3A4 Néao Nao Sim (Sim/N&o)
- . . . . Categorico
Toxicidade Toxicidade AMES Sim Sim N&o (Sim/NAo)
Dose maxima NUMmérico
Toxicidade tolerada 0,256 0,098 0,508 (mg/kg/dia)
(humanos) 9’kg

. - ~ ~ ~ Categorico
Toxicidade Inibidor de hERG | Nao Nao Nao (Sim/N&o)
.. Inibidor de hERG . . ~ Categorico
Toxicidade I Sim Sim N&o (Sim/Nzo)
Toxicidade oral Numérico

Toxicidade aguda em ratos 2,657 2,423 1,684 (mol/kg)

(LD50) 9

Toxicidade oral L.
Toxicidade crbnica em ratos 2,319 1,254 2,875 (muxe;';g)
(LOAEL) 9’kg
Toxicidade Hepatotoxicidade Sim Nao Nao Ca_tegor~|co
(Sim/N&o)
Toxicidade senelallFace g Sim Néo Néo Ca_tegor~|co
pele (Sim/N&o)
Fonte: Autora (2021).
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5. CONCLUSAO

Os dados obtidos neste trabalho mostram o potencial terapéutico de trés
medicamentos contra o cancer colorretal (CCR) humano, sendo dois deles,
compostos naturais — extrato etandlico de amora e curcumina — e o terceiro, um
composto sintético inédito — DPBP. O extrato etandlico de amora apresentou um IS
consideravelmente alto de 13,61, e um ICso consideravelmente baixo de 22,54 ug/mL.
Da mesma forma, o composto curcumina apresentou um IS de 14,00 e um ICso de
6,25 pyg/mL. O composto DPBP apresentou um ICso de 5,72 pg/mL, cujo IS nao foi
possivel calcular, jA& que a linhagem normal VERO ndo apresentou ICspo has
concentracOes testadas. A partir desses resultados, € possivel afirmar que os trés
compostos testados sédo eficientes para o tratamento do CCR por apresentarem
indices de seletividade superiores ao valor minimo considerado significativo pela
comunidade cientifica em ensaios de novas drogas (IS = 2,0). Além disso, 0s ensaios
ADME demonstraram que os compostos tem alta permeabilidade cutanea, baixa
fracdo livre e que podem inibir isoformas do citocromo 450, indicando que esses
compostos podem difundir-se rapidamente pelas células e permanecer mais tempo
no organismo, devido a seu metabolismo lento, sendo indicada sua administracéo
tanto via transdérmica quanto via oral. Assim, os resultados obtidos na presente
dissertacdo revelam que 0s compostos naturais — extrato etandlico de amora e
curcumina — e o composto sintético derivado de DBM — DPBP — sdo medicamentos
com elevado potencial terapéutico para o cancer colorretal.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Posteriormente, espera-se realizar testes de citotoxicidade com o 5-FU —
medicamento de primeira linha utilizado no tratamento do CCR — a fim de comparar a
efichcia do mesmo em relacdo aos compostos testados neste trabalho.
Adicionalmente, almejamos realizar experimentos de citometria de fluxo para verificar
por qual mecanismo de morte celular os compostos atuam (apoptose ou necrose),

bem como, em qual ponto do ciclo celular eles interferem.
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EFEITO DO COMPOSTO CANDIDATO A QUIMIOTERAPICO (DPBP) NA
MECANICA DAS CELULAS TUMORAIS MURINAS B16F10

1. INTRODUCAO
1.1.MARCAS DO CANCER

No ano de 2000, para elucidar a compreensdo da notavel diversidade de
doencas neoplasicas, os oncologistas Douglas Hanahan e Robert A. Weinberg
publicaram o trabalho “The Hallmarks of Cancer”, trazendo um compilado dos tragos
responsaveis pela evolucdo progressiva de células normais em tumorigénicas.
Segundo os autores, as caracteristicas do cancer dizem respeito a seis capacidades
adquiridas pelas células neoplasicas ao longo da progressao tumoral: sustentacdo da
sinalizacao proliferativa, evasao de supressores do crescimento, resisténcia a morte
celular, imortalidade replicativa, sustentacédo da angiogénese, e invasdo e metastase.
Essas marcas se organizam de acordo com as etapas de complexidade da doencga, e
seguem uma ordem de sucessdo analoga a evolucdo darwiniana, conferindo
vantagens adaptativas as células malignas (HANAHAN et al., 2000). No artigo
“Hallmarks of Cancer: The Next Generation” de 2011, os autores acrescentaram duas
novas caracteristicas, consideradas emergentes, por ndo serem generalizadas ou
validadas a todos os tumores. S&o elas, a capacidade da célula desregular o
metabolismo energético, e a capacidade de fugir da destruicdo imunologica. No
mesmo trabalho, os cientistas propuseram dois fatores consequentes das neoplasias
gue atuam como facilitadores da doenca, sendo eles a instabilidade genémica que
leva & mutabilidade e a promocéo da inflamagdo (HANAHAN et al., 2011).

1.2. PROCESSO METASTATICO

Entre as propriedades que distinguem os diferentes tipos de canceres estdo a
velocidade com que as células se multiplicam e a capacidade de invasao das mesmas,
conhecida como metastase (ALMEIDA et al., 2005). A metastase representa o estagio
mais relevante da neoplasia, sob o ponto de vista clinico, visto que é a causa de 90%
das mortes por cancer (WEIGELT et al., 2005).
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O estadiamento do cancer € um processo que permite a determinacéo da extenséo
da doenca oncolégica no organismo do paciente. Ele possibilita estimar prognésticos,
definir a melhor conduta terapéutica, e estabelecer uma linguagem universal. O
sistema de estadiamento mais utilizado € o TNM, mantido pelo AJCC (American Joint
Committee on Cancer) e UICC (Union for International Cancer Control) (NCCN, 2020),
e se trata de uma classificacdo anatdmica, que descreve tumores da seguinte forma:
T = grau de extensao do tumor primario; N = presenca ou auséncia de acometimento
linfonodal regional e sua extensdo; e M = presenca ou auséncia de metastases. A
classificacéo clinica (CTNM) é realizada através de exame fisico, exames de imagem
ou biépsias das areas afetadas, sendo uma abordagem inicial da doenca. O
estadiamento patolégico (pTNM) ocorre apds o tratamento cirdrgico, quando se
obteve uma amostragem tumoral. J& o estadiamento pos-tratamento (ypTNM),
permite a avaliacdo do novo grau de extens&o da doenca (AJCC, 2020). E importante
ressaltar que o estadiamento varia de acordo com o tipo de tumor primario e 6rgao
em gue ele se encontra, e por isso, torna-se importante entender a complexidade das

metéstases e das interacdes entre a célula e seu microambiente tumoral.

Durante o processo metastatico, algumas células tumorais se soltam do tumor
primario, penetram o epitélio vascular (intravasamento) e viajam pela corrente
sanguinea ou linfatica. Essas células “viajantes” saem da circulagao (extravasamento)
e conseguem se estabelecer em tecidos e 6rgaos vizinhos ou distantes, onde dao
origem a um tumor secundario. Apenas uma em cada cem células transformadas é
capaz de sobreviver a defesa imune na corrente sanguinea para formar metastases
(MEHLEN et al., 2006). No novo tecido, essas células podem entrar em um estado de
dorméncia ou proliferar e formar um novo tumor, onde dardo origem a

micrometastases e posteriormente a macrometastases (SHIBUE et al., 2011).

Nesse sentido, 0s eventos que compdem a cascata metastatica sdo marcados por
alta complexidade. Segundo Nishida e colaboradores (2006), com a intensa
proliferacdo e disseminagdo das células, o desenvolvimento de novos vasos
sanguineos se faz necessario para suprir o aumento da demanda de oxigénio e
nutrientes, bem como, para eliminar maior quantidade de residuos do metalismo
celular. As interagcdes celulares com o microambiente tumoral, ou seja, com o estroma
circundante, que é constituido por proteinas da matriz extracelular (MEC),

macrofagos, fibroblastos e células endoteliais, contribuem para a formacao de novos
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vasos sanguineos e linfaticos (angiogénese e linfangiogénese, respectivamente)
(NISHIDA et al., 2006). Além disso, as células metastaticas do tumor primario sofrem
uma série de alteragcbes morfoldégicas e moleculares que resultam na perda da
polaridade celular, diminuicdo do contato célula-célula e aquisicdo de motilidade
(PEREIRA, 2005).

Para iniciar o processo metastético, as células neoplasicas precisam se mover
para dentro dos vasos sanguineos, sendo que estes, podem estar dentro do préprio
tumor primario (neovasculatura) ou préximos a este. Esse movimento se da atraves
de uma transmigracdo paracelular (entre as adesfes juncionais das células
endoteliais) ou através de uma transmigracao transcelular (onde elas atravessam o
corpo das células endoteliais) (REYMOND et al., 2013).

Durante a transmigracdo paracelular, as metaloproteinases da matriz (MMPS)
realizam a digestdo dos componentes da matriz extracelular (como colageno,
fibronectina e laminina) e das jungbes aderentes que mantém o contato epitelial
célula-célula. Essa degradacdo promove a substituicdo do complexo E-Caderina/f-
Catenina, por N-Caderina, fornecendo maior flexibilidade juncional e uma motilidade
celular aprimorada (MURALI et al., 2013).

As MMPs sado enzimas proteoliticas, dependentes de zinco. Atualmente sao
conhecidas 24 MMPs, onde 23 sao humanas (PEREIRA et al., 2006). Elas podem ser
classificadas de acordo com sua especificidade ao substrato, e as principais sao:
MMP-1 ou colagenase I, MMP-8 ou colagenase Il e MMP-13 colagenase Il (degradam
colageno |, 1l e lll, respectivamente); MMP-2 ou gelatinase A e MMP-9 ou gelatinase
B (degradam gelatina e colageno 1V); MMP-3 ou estromelisina 1 e MMP-10 ou
estromelisina 2 (fibronectina e proteoglicanos); MMP-7 ou matrilisina 1 e MMP-26 ou
matrilisina 2 (degradam fibronectina e colageno 1V ); e as metaloproteinases ligadas a
membrana — MMP-14 ou MT1-MMP transmembrana (degrada colageno I, I, lll,
gelatina e fibronectina); MMP-15 ou MT2-MMP transmembrana (degrada fibronectina
e laminina); MMP-16 ou MT3-MMP transmembrana (degrada colageno Il e
fibronectina); MMP-17 ou MT4-MMP ancorada ao GPI (degrada gelatina e
fibronectina); MMP-24 ou MT5-MMP transmembrana (degrada proteoglicanos); MMP-
25 ou MT6-MMP ancorada ao GPI (degrada gelatina) (NAGASE et al., 2006).



77
Capitulo 2

Nas células normais, em condi¢cles fisiologicas, as MMPs atuam em baixas
concentracdes. No entanto, nas células tumorais, elas sdo produzidas em quantidades
excessivas e podem gerar danos teciduais (KERKELA et al., 2003). Sua producéo
ocorre por todas as células que compdem o microambiente tumoral, incluindo as
préprias células tumorais, as células do estroma e as células inflamatorias
intratumorais, no entanto, as principais responsaveis pela expressao dessas enzimas
sdo as células estromais adjacentes ndo malignas, induzidas pelas células tumorais a
partir da liberacao de citocinas e fatores de crescimento (NOEL et al., 2008). As MMPs
2 e 9 apresentam a capacidade peculiar de degradar o colageno IV que compde a
lamina basal, e por isso, sdo consideradas importantes na aquisicdo do fendtipo

invasivo das células neoplasicas (KERKELA et al., 2003).
1.3.MIGRACAO CELULAR

As células possuem diferentes modos de migracdo (individual ou coletiva).
Células do sistema imune como os leucdcitos por exemplo, migram de forma
individual, respondendo rapidamente a estimulos. Enquanto isso, células epiteliais
migram de forma coletiva, como durante o processo de cicatrizacdo de feridas. As
células tumorais, irdo migrar de forma individual ou coletiva, de acordo com o tipo de

tumor e de ambiente em que se encontram (KRAKHMAL et al., 2015).

A migracao individual pode ser classificada em ameboide ou mesenquimal. No
modo de migracdo mesenquimal, a reorganizacao do citoesqueleto de actina € critica
para a transdiferenciacédo de células epiteliais em células mesenquimais méveis, um
processo gue se inicia nas células tumorais localizadas nas margens do tumor, e que
€ conhecido como “transi¢ao epitélio-mesenquimal” (EMT: Epithelial-Mesenquimal
Transition) (THIERY et al.,, 2009). Células que passam pela EMT se tornam
indiferenciadas e com um comportamento similar as células mesenquimais. Quanto
menos diferenciada for a célula, maior sera sua capacidade migratéria (ALIZADEH et
al., 2014).

As células que migram de modo mesenquimal se desprendem do tumor e
adquirem forma de fuso. Estas exibem protrusdes proeminentes, ricas em F-actina, e
adesdes que interagem fortemente com o substrato (dependentes de integrinas)
(STUELTEN et al., 2018). As protrusdes sdo nomeadas com base em suas formas:

filopédios (formato de agulha), pseuddpodes (falsos pés redondos), lobopodes
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(cilindricos), lamelipédios (véus planos) e invasopodos (semelhantes aos
lamelipédios, mas com atividade proteolitica da MEC) (GUAN, 2015). O fibroblasto &
um exemplo classico de célula que possui este modo de migracdo. Ele possui uma
morfologia alongada, e libera MMPs para degradar as fibras da MEC, e assim, facilitar
sua passagem. Por isso, esse movimento € conhecido como “gerador de caminho”
(HECHT et al., 2015). A migracao individual do tipo mesenquimal é mais lenta, devido
a forte interacdo da célula com as proteinas da matriz, caracteristico de células de
carcinoma e sarcoma (WELCH, 2015).

No movimento do tipo ameboide, as células adquirem um formato arredondado
ou elipsoide que se deforma rapidamente, permitindo que as mesmas se comprimam
para passarem através de estreitas lacunas na matriz extracelular. A motilidade é
caracterizada por ciclos de expansdo e contracdo do corpo celular mediados pela
actinomiosina (PANKOVA et al., 2010). E um tipo de migracdo mais rapida, no qual
as células possuem fracas interagbes com o substrato, e, formam pequenas
protrusdes (WELCH, 2015).

Na migracdo ameboide, propulsdes no formato de “bolhas” permitem a célula
investigar o microambiente tumoral para encontrar a rota de movimento mais
adequada. Por isso, esse tipo de migracao é por vezes chamado de “localizagéo de
caminho” (HECHT et al.,, 2015). Além disso, células que executam esse tipo de
migracao ndo sao capazes de liberar enzimas proteoliticas, portanto, esse movimento
prevalece quando a matriz extracelular encontrada é relativamente “mole”, por
exemplo no sistema linfatico e circulatério. Leucdcitos, células dendriticas, células-
tronco hematopoiéticas e células transformadas de leucemias e linfomas migram
dessa forma (KRAKHMAL et al., 2015).

Além disso, as células tumorais exibem grande plasticidade fenotipica, e sao
capazes de adaptar seu modo de migragdo frente as mudancas nas condicbes
microambientais do estroma circundante (TADDEI et al., 2013). A transicdo da
migracao do tipo ameboide em mesenquimal ou vice-versa € regulada por mudancas
na densidade e na rigidez da MEC, e pode envolver um estado intermediario, onde as
células apresentam caracteristicas de ambos os fenétipos (TALKENBERGER et al.,
2017). Assim, sob efeito de medicamentos inibidores de integrinas e MMPs, as células
tumorais recorrem ao mecanismo de invasao ameboide, que por ser mais primitivo,

torna-se o unico e mais eficaz modo de migragdo (KRAKHMAL et al., 2015).
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Como ja foi dito anteriormente, a migracdo de célula Unica pode ser do tipo
mesenquimal — dependente de protease —, ou ameboide — independente de protease.
Contudo, para o movimento de um agrupamento de células, apenas o modo
mesenquimal é empregado (GUAN, 2015). Além disso, ja foi demonstrado que células
da mesma linhagem, quando estdo em grupo, respondem diferentemente de quando
estdo isoladas, frente aos mesmos sinais quimiotaticos e mecanicos (JIANG et al.,
2013).

Na migracdo coletiva as células se locomovem em conjunto, mantendo a
sinalizacdo e o contato intercelular. Um grupo de células se desprende do tumor
mantendo as juncbes célula-célula, e uma ou pouca(s) célula(s) lider(es) abre
caminho entre as proteinas da matriz extracelular. As células lideres passam pela
EMT, adquirindo caracteristicas mesenquimais, mas ainda permanecem aderidas ao
grupo, com alta mobilidade e liberacdo MMPs para facilitar a passagem das outras
células (HAEGER et al., 2014).

As células tumorais migram coletivamente como folhas, fios, tubos ou
aglomerados, que podem permanecer conectados ao tumor primario (invasao
coordenada) ou mover-se como grupos ou aglomerados de células destacados
(migracdo de coorte). A migracdo coletiva de células requer geracao de forca para
puxar as células pela frente ou empurra-las pela parte traseira. Essa energia é
fornecida pelas integrinas, proteinas de ligacdo ao substrato nas células principais.
Células de melanoma e canceres de origem epitelial como carcinomas, em geral,

utilizam este modo de migragédo (GUAN, 2015).

Resultados prévios obtidos por nosso grupo de pesquisa (NASCIMENTO et al.,
2018) identificaram que a linhagem celular de melanoma murino (B16F10) é sensivel
ao composto DPBP. B16F10 (ATCC® CCL-6475 ™) é uma linhagem celular de
melanoma murino gerada como o subclone da décima passagem em série de células
tumorais B16 em camundongos C57BL / 6J. In vitro, essas células crescem como uma
populacdo aderente, assumindo uma morfologia epitelial com comportamento
altamente metastatico (NAKAMURA et al., 2002). Nesse sentido, 0 objetivo deste
trabalho foi analisar se além de seletivo, esse composto também promove a inibicdo

da migracao celular (metastase) no melanoma.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do composto derivado de DBM, 1,3-difenil-2-benzil-1,3-
propanodiona (DPBP) na capacidade migratéria da linhagem celular tumoral de
melanoma murino — B16F10.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o comportamento migratorio ndo induzido (normal) das células, por
meio do modelo de migracdo néo direcional;

b) Medir o comprimento da lacuna de migracdo das células ap6s o tratamento
com a droga.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.ENSAIO DE MIGRACAO

O ensaio de cicatrizacdo de feridas (Wound healing ou Fence assay) foi
utilizado para avaliar o efeito do composto DPBP sobre a capacidade migratéria néo-
direcional das células tumorais murinas. Para o desenvolvimento destes
experimentos, foram semeadas em placas de 24 pocos 3x10° células por poco. Em
seguida, as placas foram incubadas sob condi¢cdes padrao por 24h ou até atingirem
80-90% de confluéncia. Apés este periodo, em cada poco, foi feita uma “ferida” na
monocamada celular através da delicada passagem da ponta de uma ponteira de
micropipeta de 200 uL. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com PBS
(solucao fosfato salino) e adicionado meio de cultivo isento de SFB puro ou juntamente
com o tratamento (DPBP) nas respectivas concentracdes de ICso e ICo
(NASCIMENTO, 2018b). As placas foram fotografadas com o auxilio de um
microscépio invertido em diferentes tempos apés o ferimento (0, 24h). Foram
avaliados trés pocos por experimento e este foi realizado em triplicata. O comprimento
da lacuna de migracéo foi medido usando o software ImageJ. Concomitantemente, a
taxa de migracao celular foi calculada utilizando a seguinte férmula (HAMMADI et al.,
2017):

Area da lacuna no tempo 0 — Area da lacuna no tempo n

% de fechamento da lacuna = x 100

Area da lacuna no tempo 0
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes de migracgao celular foram realizados com as células B16F10 tratadas
com as respectivas concentragdes de ICso e 1Co do composto DPBP (FIGURA 13).
Assim que a ferida foi formada na monocamada celular, o composto foi adicionado
aos pocos e as placas foram fotografadas em seguida (Oh) e apos 24h ao tratamento.

Figura 13 — Ensaio de cicatrizacéo de feridas em células de melanoma murino

CONTROLE IC50 DPBP IC90 DPBP

24 h

: S 5 2 o NGO o | 2
B16F10 controle e tratadas com o composto DPBP em 0 e 24hs apés a realizagcéo da ferida. Medidas
obtidas através do software ImageJ. Barras de escala de 250 um.

A TABELA 8 mostra os comprimentos das lacunas de células B16F10 nos
pocos medidas com a utilizagdo do software ImageJ. A taxa de migragéo celular foi
calculada a partir da formula sugerida por (HAMMADI et al., 2017), onde a area no
tempo 0 é subtraida pela area da lacuna apos 24h, esse valor € multiplicado por 100
e dividido pela area da lacuna do tempo 0. Como pode ser observado na FIGURA 14,
o composto DPBP inibe a migracdo da célula de melanoma murino (B16F10), tanto
na concentragdo inibitéria de 50% (ICso0) quanto na concentragdo inibitéria de 90%
(IC90), sendo a porcentagem de fechamento da lacuna de 8,29% e 4,74%
respectivamente, quando comparados ao controle, 53,93%. Esse dado é de extrema
relevancia, visto que a metastase € a principal causa de mortes por cancer em todo o

mundo. O composto analisado além de ser toxico para a célula tumoral, dificulta a
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motilidade das células cancerigenas sobreviventes, impedindo que elas colonizem

outros tecidos.

Tabela 8 — Resultado representativo da migragao celular

Controle 508 um 234 uym
ICso0
868 pm 796 uym
(6,53 pg/mL)
ICo0
970 um 924 pym
(65,0 pg/mL)

Fonte: Autora (2021).
Figura 14 — Efeito do DPBP sobre a mecéanica das células B16F10 apos 24 horas de
tratamento
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Fonte: Autora (2021).

O melanoma é formado a partir da transformac&o maligna dos melandcitos, as
células derivadas de células-tronco da crista neural (NCSCs) responsaveis pela
producdo de melanina na pele (CRAMER, 1991). A origem nas NCSC dos melandcitos
explica a capacidade das células de melanoma de migrar e prosperar em Orgaos
importantes, principalmente no cérebro e nos pulmdes. Embora o melanoma constitua
cerca de 5% de todos os canceres de pele, ele é responsavel por mais de 75% das
mortes por cancer de pele, e a taxa de sobrevida relativa em 5 anos de pacientes com

doenca localizada ou regional é de 98% e 64%, respectivamente. Em contraste, a taxa
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de sobrevida de 5 anos cai para 23% em pacientes com melanoma metastatico
(SCHMIDBERGER et al., 2018). Uma vez disseminado, apenas alguns pacientes com
melanoma apresentam cura de longa duracdo com as atuais terapias direcionadas e
imunoldgicas. No entanto, 60-70% dos pacientes com melanoma nao respondem as
terapias com inibidores de checkpoint devido a toxicidade e resisténcia intrinseca das
células cancerosas. Dessa forma, as principais opcdes de tratamento nos dias atuais
continuam sendo a cirurgia, a radiacdo, e a quimioterapia (JERBY-ARNON et al.,
2018).

Zhao e equipe (2014) relataram que a wogonina (5,7-diidroxi-8-metoxiflavona),
um dos componentes ativos dos flavonoides do extrato Radix Scutellariae, que é
extraido da raiz seca da planta Scutellaria baicalensis Georgi, causa supressao da
migracao celular, adesao, invasdo e remodelamento da actina ao inibir a expressao
da MMP-2 e Racl in vitro, além de reduzir o nUmero de ndédulos tumorais do pulméo
in vivo. GUO et al. (2020) relataram que a S-Petasina, um sesquiterpeno dietético
isolado da planta Petasites japonicus, pode induzir a apoptose e inibir a migracao
celular por meio da ativacdo da sinalizacdo da via p53 em células de melanoma
B16F10 e células A375. Im e colegas (2012) investigaram se a migracdo de células
de melanoma (B16F10) poderia ser controlada pela producéo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) em condi¢cOes de normoxia. Eles observaram tanto in vitro como in
Vivo, que o aumento da migracao celular foi acompanhado pela producdo de ROS e
fosforilacdo de ERK. Esse resultado sugere que ROS pode ser um modulador para
controlar a migragdo por meio da regulagdo do microambiente tumoral, sendo
promissora a inibicdo de suas vias de sinalizacdo no desenvolvimento de terapias
antimetastaticas. Nogueira e colaboradores (2018) observaram em estudos in vivo,
gque o DPBP promoveu um aumento nos niveis de superéxido dismutase em gel
transdérmico, e diminuicdo dos niveis de 0xido nitrico na aplicacdo topica de pomada,
levando ao aumento da producédo de radicais livres pelas células. Além disso, os
resultados histopatologicos dos linfonodos sentinela ndo revelaram sinais de invasao
em nenhum dos grupos tratados, revelando assim, que o DPBP pode prevenir a

formacao de metastases quando aplicado como pomada ou gel transdérmico.

Segundo Baéta (2019), no Brasil, o Sistema Unico de Saude (SUS) utiliza como
principal agente quimioterapico o composto Dacarbazina, devido, principalmente, a

seu baixo custo. Este medicamento apresenta IS = 1,0 o que significa que ele € pouco
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seletivo para as células tumorais e atua em qualquer fase do ciclo celular,
apresentando uma resposta terapéutica muito baixa, sendo assim classificado como

um agente pouco especifico para o tratamento desse cancer (FAGHFURI et al., 2015).

Os dados aqui citados e os resultados obtidos neste trabalho evidenciam ainda
mais o efeito terapéutico promissor do composto DPBP, que além de apresentar alta
seletividade para células tumorais de melanoma murino (1IS= 41,94) (NASCIMENTO,
2018a), possui também efeito inibitério da migracdo dessa linhagem celular, ou seja,

protege o organismo contra o surgimento de metastases em outros tecidos.
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5. CONCLUSAO

No presente estudo, testamos a eficiéncia antimetastatica de um novo derivado
de dibenzoilmetano, DPBP, em células de melanoma murino — B16F10. Resultados
prévios obtidos pelo grupo de pesquisa demonstraram que o composto DPBP € um
agente promissor para o tratamento do melanoma, por apresentar um IS
consideravelmente alto (41,94) e um ICso consideravelmente baixo (6,53 pg/mL), além
de possuir mecanismo de acdo molecular por interacdo direta com o DNA (DPBP-
DNA), verificada por testes com ping¢a Optica. A partir desses dados, propusemos que
o DPBP também poderia ser capaz de promover a inibicdo da motilidade celular. Apés
a realizacdo de ensaios de migracdo nao-direcional pelo teste de cicatrizacdo de
feridas (Wound healing), obtivemos a confirmacéo dessa hipétese, ao verificar que
nas concentracfes de ICso e ICo0 0 composto impede que as células migrem,
fornecendo protecdo adicional contra a formacdo de metastases. Portanto, esses
resultados indicam que o composto DPBP & um potencial medicamento para o

tratamento do melanoma.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

A sequir, esperamos realizar os testes de Wound healing na linhagem tumoral
humana de CCR (HT29), tratada com o composto DPBP, bem como, verificar em
ambas as linhagens — B16F10 e HT29 —, como o composto interfere nas
especializacbes da membrana responsaveis pela adesao célula-célula, nas proteinas
do citoesqueleto responséaveis pela motilidade celular e nas metaloproteinases da
matriz (MMPs) responsaveis pela degradacdo dos componentes da matriz

extracelular.
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APENDICE A

Devido a pandemia da doenca COVID-19 causada pelo corona virus
Sars_CoV-2, o desenvolvimento deste trabalho de pesquisa sofreu atrasos.

Em marco de 2020, assim que a doenca foi declarada como pandémica pela
OMS, o funcionamento do laboratério foi suspenso por tempo indeterminado, de forma
a cumprir com as medidas emergenciais de restricao e acessibilidade a locais publicos
e privados. Em novembro de 2020, iniciou-se a retomada gradativa das atividades, e
ainda assim, houveram avancos significativos na pesquisa, cujos resultados foram

apresentados.



