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RESUMO
ESTUDO DA ATIVIDADE ANTICANCER DA MARINOBUFAGENINA, UM
BUFADIENOLIDEO EXTRAIDO DE ANFIBIOS DA ESPECIE Rhinella marina

O céancer é uma complexa doenca de origem genética, considerada uma das
principais causas de morte por doenca no mundo. A utilizagdo de substancias
derivadas de produtos naturais tem crescido com o passar dos anos, constituindo
uma importante fonte no arsenal terapéutico. Os bufadienolideos sdo esteroides
cardioativos de 24 carbonos, isolados de extratos de glandulas de sapos da familia
Bufonidae. Essas moléculas possuem grande variedade de atividades bioldgicas,
incluindo atividade anticancer. Os bufadienolideos tem demonstrado comportamento
antiproliferativo em varias linhagens de células cancerigenas humanas por induzir
morte e parada do ciclo celular. A marinobufagenina, um bufadienolideo extraido do
anfibio Rhinella marina, foi escolhida para determinamos o seu padrao citotoxico e
mecanismo de acdo. Apesar de demonstrar alta citotoxicidade em células tumorais
humanas, a amostra n&o apresentou citotoxicidade para linhagens murinas.
Experimentos in vitro foram realizados utilizando-se a linhagem de adenocarcinoma
de préstata PC3. As células foram tratadas com diferentes concentracdes da
amostra marinobufagenina (0,37, 0,75 e 1,5 yM) por 24 horas. A viabilidade das
células PC3 foi avaliada por citometria de fluxo, mostrou que o nimero de células
reduziu a partir da menor concentracdo (0,37 uM) testada sem, contudo, haver
reducdo na porcentagem de células com membrana integra. A analise da
externalizacao da fosfatidilserina por citometria de fluxo revelou aumento de células
com padréo apoptoético nas concentragdes 0,75 e 1,5 yM. Ja a analise do conteudo
nuclear, nos mostrou acumulo de células na fase G2/M em todas as concentracdes
testadas. A marinobufagenina nao foi capaz de causar danos ao DNA de PC3 e de
CMSP. Observou-se, ainda, uma série de alteracdes morfologicas e no citoesqueleto
de células tratadas com o bufadienolideo, a exemplo da acentuada retracdo
citoplasmatica e formagdo de halos perinucleares. Além disso, modificagbes do
padrdo adesivo das células também foram observadas em células tratadas com o
bufadienolideo. Apesar de necessitar de mais estudos para delinear seu mecanismo
de acado anticancer; as modificacdes morfoldgicas, 0 comportamento ciclo-especifico
e a auséncia de genotoxicidade tornam a Marinobufagenina uma molécula
interessante na prospeccédo de novos farmacos com potencial antitumoral.

Palavras-chave: Bufadienolideos; Marinobufagenina; Citotoxicidade.



ABSTRACT
STUDY OF ANTICANCER ACTIVITY OF MARINOBUFAGENIN, A
BUFADIENOLIDE EXTRACTED FROM AMPHIBIANS OF Rhinella marina
SPECIES

Cancer is a complex genetic disease, considered one of the leading causes of death
in the world. The use of substances derived from natural products has grown over
the years and is an important source for the therapeutic arsenal. Bufadienolides, a
group of cardioactive steroids with a 24 carbon structures are commonly found in
glands of toads from Bufonidae family. These molecules a have wide range of
biological activities, including anti-cancer effects. Bufadienolides have shown anti-
proliferative effect on various human cancer cell lines by inducing death and cell
cycle arrest. Marinobufagenin, a bufodienolide extracted from Rhinella marina toad
especies was chosen to determine its standard cytotoxic and mechanism of action.
Despite showing high cytotoxicity in human tumor cells, the sample showed no
cytotoxicity to murine strains. In vitro experiments were performed using the PC3
prostate adenocarcinoma lineage. Cells were incubated with different concentrations
of marinobufagenin (0.37, 0.75 and 1.5 mM) for 24 hours. The viability of PC3 cells
was evaluated by flow cytometry, which showed that the number of cells reduced
when incubated with the lowest concentration (0.37 mM) tested. However, no
reduction in the percentage of cells with intact membranes was seen. The analysis of
phosphatidylserine externalization by flow cytometry also revealed the increase of
apoptotic cells at concentrations 0.75 and 1.5 uM. The flow citometry analysis of the
nuclear contents, showed the accumulation of cells in G2 / M phase in all tested
concentrations. Marinobufagenin did not damage the DNA in either PC3 or PBMC. In
addiction, morphological changes were observed, including cytoplasmic shrinkage
and perinuclear halo formation. Moreover, modifications on the pattern of cells
adesion were also observed in cells treated with the bufadienolide. Despite lack of
further studies to confirm its anticancer mechanisms, morphological changes
occurred, the cycle-specific behavior and the lack of genotoxicity of
Marinobufagenina make it an interesting molecule in the search for new drugs with
antitumor potential.

Key-words: Bufadienolides; Marinobufagenin; Cytotoxicity
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer

Cancer, tumores malignos e neoplasias sdo termos utilizados para
designar um grupo de doencas que pode afetar varias partes do corpo. Estas
doencas sao caracterizadas por um crescimento anormal de células além dos seus
limites, o que pode ocasionar a invasado de partes adjacentes do corpo ou mesmo a
migracao de células tumorais para outros 6rgaos, processo denominado metastase,
que é a principal causa de morte por cancer (WHO, 2015).

O surgimento do cancer pode ser desencadeado por diversas desordens,
tanto de ordem exdgena quanto endbégena. Fatores ambientais, biologicos e
predisposi¢cdes genéticas associadas a desequilibrios hormonais séo situacdes que
podem comprometer o comportamento celular, gerando situacdes onde haja
favorecimento para surgimento de neoplasias malignas (COTRAN et al.,, 2005;
JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2000; SILVA, 2006).

O cancer pode ser iniciado em praticamente qualquer parte do organismo
humano, que é constituido de trilhes de células. De acordo com as necessidades
do corpo, as células normais crescem e se dividem para dar origem a novas células.
Seguindo este ciclo, as células que sofrem danos ou envelhecem, naturalmente
morrem para dar lugar a outras. Entretanto, quando o cancer ocorre, ha uma falha
deste processo. Novas células passam a ser formadas sem que haja necessidade, e
aguelas que deveriam morrer permanecem vivas. Esse excesso de células em
divisdo descontrolada da origem aos tumores malignos (NCI, 2015).

Neoplasias malignas sao a principal causa de morte no mundo, e entre
seus principais sitios de incidéncia, podemos citar pulmdes, figado, estdbmago, coélon,
mama e esdfago como 0s canceres responsaveis pelo maior niumero de mortes.
Dentre as principais causas do cancer figuram os carcindgenos fisicos como a
radiacdo ionizante, carcindbgenos quimicos como 0s componentes do tabaco,
arsénico e aflatoxinas, e carcindgenos biolégicos como virus, bactérias e outros
parasitas. O avanco da idade é também considerado um fator de risco para o

cancer, uma vez que a doenca estéa relacionada aos mecanismos de reparo do DNA
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e com o aumento da idade ha uma tendéncia a diminuicdo da efetividade destes
mecanismos (WHO, 2015).

Embora ainda ndo se tenha alcancado uma compreensdo completa a
respeito das mutacbes que controlam o cancer, sabe-se que vias regulatérias
criticas para a proliferagdo, crescimento e sobrevivéncia da célula podem ser
perturbadas por estas alteracdes. Em células tumorais, observa-se um desequilibrio
entre proliferacdo desenfreada, instabilidade genbmica, alteracdes do ciclo celular e
evasao da morte celular por apoptose (HAHN, 2004). Essas transformacfes mutam
as ceélulas normais em cancerosas através da desregulacdo de um amplo expectro
de vias reguladoras e efetoras, e é esta complexidade que tem dificultado o
desenvolvimento de terapias especificas e efetivas contra o cancer (PULVERER et
al., 2001).

A génese tumoral pode levar varios anos até que se identifique a
presenca de um tumor. Considera-se que existem trés estdgios para a
carcinogénese: a iniciacdo, onde a célula sofre mutacdes por carcinégenos; a
promocdo, onde a continuidade da exposicdo aos carcin6genos impede o reparo
celular e inicia a producdo de células malignas e a progressdo, que consiste na
multiplicacdo desenfreada das células e aparecimento de sintomas clinicos (DE
ALMEIDA, et al., 2005; SOARES, 2013)

Apesar dos mecanismos complexos de iniciacdo do cancer, muito tem-se
pesquisado sobre como ele se origina e sobre o seu comportamento. Hanahan e
Weinberg (2011) enumeraram as capacidades biologicas adquiridas por células
tumorais durante seu desenvolvimento.

Fuga dos supressores do crescimento, resisténcia a morte celular/
imortalidade replicativa, inducdo de angiogénese, ativacdo de processo invasivo e
metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2011; LUO; SOLIMINI; ELLEDGE, 2009),
reprogramacao do metabolismo energético e evasdo da destruicdo pelo sistema
imune (KROEMER & POUYSSEGUR, 2008) sdo caracteristicas adquiridas por
células tumorais para manutencdo da sinalizacdo proliferativa (Figura 1). Muitas
destas caracteristicas sdo provavelmente suportadas pela instabilidade gendémica
(que acelera a aquisicdo das caracteristicas dos marcadores supracitados) e
inflamacéo (que alimenta muitas das funcdes dos marcadores). Além das células
tumorais, 0s tumores apresentam uma outra dimensdo de complexidade: eles

contém um repertorio de recrutamento de células aparentemente normais que
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contribuem para a aquisicdo de tracos caracteristicos, criando o que chamamos de
"microambiente do tumor”, que torna propicio o0 seu crescimento e desenvolvimento
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Figura 1. Caracteristicas das células tumorais.

Autossuficiéncia nos fatores Resisténcia a sinais
de crescimento

anti-proliferativos
Desregulacéo do a o
metabolismo @ Evaséo do

energeético sistema imune

Resisténcia a

- ‘ Replicagéo
morte celular : 00 § ilimitada
A 3
Instabilidade > 4 k‘ B
gendmica e s Inflamagé&o
)
Inducéo de Invasdo e metéstases

angiogénese

Adaptado de HANAHAN & WEINBERG (2011).

Além das caracteristicas propostas anteriormente, Luo, Solimini & Elledge
(2009) vém demonstrar um outro conjunto de marcadores indicadores de células
cancerosas: estresse metabdlico, o estresse proteotoxico, estresse mitético,
estresse oxidativo e estresse por dano ao DNA. Segundo o0s autores, essas
habilidades ajudariam a promover o status de tumorigenése e a suprimir 0 estresse
oncogeénico.

O céancer € uma das principais causas de morte nho mundo. Em 2012
houve 14 milhdes de novos casos e 8,2 milhbes de mortes relacionadas a esta
doenca. Estima-se que o numero de novos casos de cancer aumentara para 22
milhdes dentro das préximas duas décadas (WHO, 2014).
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Com 190 mil 6bitos por ano, o cancer é a segunda maior causa de morte
no Brasil. Para o ano de 2016/2017 é estimada a incidéncia de cerca de 596 mil
novos casos de neoplasias malignas. Em ordem de acontecimento, os principais
tipos de neoplasias afetardo pele (ndo melanoma), prostata e mama (Figura 2).
Outros canceres de importante ocorréncia serdo o de intestino grosso, pulmao, colo
do atero, estbmago e cavidade oral (INCA, 2015).

Ainda segundo o INCA, os habitos de vida da populacdo séo fatores
determinantes para o perfil epidemioldgico, logo, além da idade, outros fatores de
risco relacionados com o aumento das ocorréncias séo o tabagismo, a obesidade, 0
sedentarismo, o consumo de carnes processadas (linguica, salsicha, embutidos em

geral) e o etilismo.

Figura 2. Principais sitios de incidéncia de cancer previstos para 2016/ 2017

PROSTATA (61,82) MAMA (56,20)
TRAQUEIA, BRONQUIO E PULMAO (17,49) COLON E RETO (17,10)
COLON E RETO (16,84) COLO DO UTERO (15,85)

ESTOMAGO (13,04) TRAQUEIA, BRONQUIO E PULMAO (10,54)

O 0O O 0 O
0 0O 0 O O

CAVIDADE ORAL (11,27) ESTOMAGO (7,37)

(INCA, 2015)

*Valores apresentados por 100 mil casos.

Fonte: MS/ INCA/ Estimativa de cancer no Brasil, 2016
MS/ INCA/ Coordenacéo de Prevecgédo e Vigilancia/ Diviséo de Vigilancia

Nesta nova estimativa, 300.870 novos casos sao esperados para 0 Sexo
feminino, dos quais 57.960 ou 28% afetam as mamas, enquanto que 295.000 novos
casos tém ocorréncia estimada para o sexo masculino, dos quais 61.000 ou cerca
de 28% afetam a préstata, que inclusive, é invariavelmente o tipo de cancer de maior

incidéncia em individuos do sexo masculino em todas as regides do pais (INCA,
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2015), mesmo contando com os diversificados habitos de vida dos habitantes das
diferentes regides.

As duas principais op¢oes de tratamento do cancer sao a quimioterapia e
radiacdo. Esses agentes estimulam o aumento da sensibilizacédo de células tumorais
por dano ao DNA. Apesar de todos os estudos, ainda ndo se tem uma compreensao
molecular de como esses agentes sdo “seletivos” (ou pelo menos relativamente,
devido a sua alta toxicidade) para células tumorais ou 0 motivo pelo qual eles falham
eventualmente (LUO; SOLIMINI; ELLEDGE, 2009). Outras terapias anticancer
disponiveis sdo a resseccao cirargica, terapia biolégica e hormonioterapia.

De acordo com KUMAR; ABBAS; ASTER (2013), as alteragbes
complexas do cancer e heterogeneidade das células do tumor (Figura 3) tornam o
tratamento uma questéo dificil. As células tumorais fundamentam o fenétipo maligno
através das inUmeras vias de crescimento e sobrevivéncia as quais acessam.
Acredita-se que uma terapéutica promissora deve ser baseada na identificacdo de
fatores criticos cuja inibicdo ira resultar na falha do sistema da rede oncogénica e a
cessacdo do estado de tumorigénese por apoptose, necrose, senescéncia ou
diferenciacdo. Associado a isso, 0s agentes terapéuticos que atacam estes tumores
devem exibir seletividade por células tumorais quando comparadas a células
normais (KAELIN, 2005). Caso contrario, os efeitos colaterais recaem sobre os
pacientes, dificultando a adesdo e consequentemente o sucesso do tratamento

oferecido.

Figura 3. Carcinogénese: Formacéao e heterogeneidade de tumores malignos.
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Kumar; Abbas; Aster (2013)

Contudo, apesar da ampla utilizagéo clinica dos agentes quimioterapicos
antineoplasicos, que muitas vezes sdo responsaveis pelo controle do crescimento
tumoral e até prolongar a vida dos pacientes em varios anos, oncologistas atestam
gue a melhor forma de combate do cancer ndo é o tratamento antineoplasico, mas o

diagndstico precoce e, substancialmente, a sua prevencado (ALMEIDA et al., 2005).

1.1.1 Ciclo celular

Sao diversos 0os mecanismos envolvidos na evolugdo de uma célula
normal para uma célula potencialmente maligna (HAHN; WEINBERG, 2002), mas a
maior parte deles interfere na divisdo celular e, assim, o conhecimento sobre o ciclo
celular e seus mecanismos torna-se relevante para que haja a compreensédo da
etiologia do cancer (SALMONM, 1998).

A proliferacdo celular € um processo de rigido controle que envolve um
extenso numero de moléculas e vias correlatas. A replicagcdo das células é
estimulada por fatores de crescimento ou por sinalizacdo de constituintes da matriz
extracelular, através das integrinas. Para realizar a replicacdo e divisdo do DNA, a
célula passa por uma rigorosa sequéncia de eventos conhecida como ciclo celular
(VERMEULEN; VAN BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003).
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O ciclo celular (Figura 5) consiste de algumas fases: G; (pré-sintse de
DNA), S (sintese de DNA), G, (pré- mitética) e M (mitética) (MALUMBRES;
BARBACID, 2009). A mitose € subdividida em outras seis fases que incluem
préfase, que controla a segregacdo do envelope nuclear; pro-metafase, a ligacao
dos cromossomos aos fusos polares; metafase, onde os cromossomos atingem o
méaximo encurtamento e ha formacéo do fuso mitético, com algumas fibras que vao
de polo a polo e outras que se ligam aos cromossomos pelos centrémeros; anafase,
o alinhamento dos cromossomos a placa metafasica; teléfase- a separacdo das
crométides irmds e citocinese, a separacdo das células em duas células filhas
(MOIR et al.,, 2000). As denominadas células quiescentes sdo aquelas que se
encontram momentanea ou definitivamente fora ciclo celular, e estdo, portanto, em
Go.

Cada fase do ciclo depende de uma ativacdo e completude das fases
anteriores. Devido ao seu papel de manutencdo da homeostase dos tecidos e
regulacdo dos processos de crescimento fisiolégico como regeneracao e reparo, 0
ciclo celular possui um ponto de restricdo (entre Gy e G;) e checkpoints
(VERMEULEN; VAN BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003) que regulam a entrada na
fase S, a entrada na mitose e a saida da mitose (Figura 5). Esses pontos de
checagem sao essenciais para impedir a progressao de células com DNA danificado
(HOCHEGGER; TAKEDA; HUNT, 2008).

Figura 5. As fases do ciclo celular, ciclinas, inibidores de ciclinas e pontos de controle
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Fonte: adaptado de RANG et al., 2007.

Atuantes nos checkpoints, ciclinas dependentes de quinases (Cdks) sao
qguinases Serina/Treonina e sua atividade catalitica € modulada por interacdes com
ciclinas e inibidores de ciclinas (Cdki). A acdo destas moléculas € muito importante
para garantir uma progressdo ordenada do ciclo celular (LIM; KALDIS, 2013).
Existem quatro familias Cdks (Cdk2, Cdk3, Cdk4 e Cdk6) que regulam a intérfase
em combinacdo com seus ligantes associados a ciclina (ciclinas A,B,.D e E)
(FHEARRAIGH; BRUCE, 2015). Fazendo uma analogia, Cdks s&o percebidas como
0 motor que aciona a progressao do ciclo celular enquanto que as ciclinas séo
consideradas as engrenagens que sao alteradas para auxiliar a transicdo entre as
fases do ciclo. A atividade quinase de complexos de Cdk/ciclina € fortemente
regulada por uma variedade de inibidores de CDK (CKIls), que servem como freios
para travar a progressao do ciclo celular sob condi¢cbes desfavoraveis (MORGAN,
2007; LIM & KALDIS, 2013).

As propriedades conferidas as células tumorais sdo geralmente
ocasionadas por um acumulo de muta¢cdes nos oncogenes, N0S genes supressores
e nos genes reparadores de DNA, o que caracteriza o cancer como doenca genética
(FOSTER, 2008). De um modo geral, os oncogenes promovem a proliferacdo celular

ordenada enquanto 0s genes supressores mantém essa proliferacdo sob controle,
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restringindo o crescimento celular. Os genes reparadores de danos no DNA estao
constantemente restaurando as moléculas de DNA que sofrem mutacdo. O mau
funcionamento dos mecanismos de regulacdo do ciclo celular permite a passagem
das células mutadas pelo ciclo, acumulando mutagdes que contribuem para o
surgimento das caracteristicas do tumor maligno (VERMEULEN; VAN
BOCKSTAELE & BERNEMAN, 2003; LOURO et al., 2002).

A resposta do sistema de controle de dano ao DNA esta intimamente
relacionada ao cancer quanto ao dano no DNA. Esse sistema oferece uma barreira
biologica intrinseca contra o desenvolvimento de neoplasias, e os tumores se
desenvolvem quando a manutencédo da integridade gendmica falha. Defeitos nos
sensores dos sistemas de reparo de diversas lesdes do DNA de células germinativas
e somaticas danificam a sinalizacdo e os mecanismos de ativacdo dos checkpoints,
fatores que podem predispor ao cancer e fomentar a progressédo tumoral (BARTEK;
LUKAS, 2010).

A instabilidade gendmica é uma das caracteristicas mais comuns dos
tumores humanos (HANAHAN; WEINBERG, 2011; LORD; ASHWORTH, 2012). A
incapacidade da maioria das células cancerosas em tornarem-se células adultas ndo
replicantes significa que as mesmas permanecem em um estado altamente
proliferativo e superam as células normais. Uma abordagem para controlar esta
proliferacédo é a utilizacdo de agentes anti-neoplasicos, que podem matar as células
através de mecanismos diversos. Assim, as células expostas a agentes quimicos ou
bioldgicos sao induzidas a uma via de diferenciacdo que resulta em células adultas
em fase terminal sem capacidade de replicacdo e que desencadearia um processo
de morte celular (UZUNOGLU et al., 1999, ANAZETTI et al., 2003). Boa parte destes
agentes quimioterapicos clinicamente disponiveis na atualidade, sdo oriundos de

produtos naturais.

1.2 BIOPROSPECCAO DE PRODUTOS NATURAIS

Existem mais de 120 substancias quimicas distintas, derivadas de
produtos naturais, consideradas moléculas muito importantes para o mercado
farmacéutico. Outros medicamentos disponiveis no mercado sao derivados de

modificacdes semissintéticas de substancias também de origem natural. De acordo


http://www-sciencedirect-com.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0300483X03000891#BIB49
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com as estimativas, aproximadamente 25% dos produtos farmacéuticos do mundo
tém um grau significante de origem em comunidades indigenas, 0 que representa
uma guota de mais de 2000 bilhdes de dolares no mercado global (SANDHU, 2011).

Plantas sdo organismos sésseis e, portanto, ndo podem mover-se em
resposta a ameacas bidticas ou abidticas, elas desenvolveram suas proprias defesas
em resposta a esses insultos, isso geralmente ocorre através da secrecdo de uma
mistura de compostos quimicos (PRITHIVIRAJ; PASCHKE; VIVANCO, 2007), os
metabdlitos secundarios.

Embora metabolitos primérios desempenhem um papel fundamental na
sobrevivéncia da espécie, participando de fun¢des primordiais como a fotossintese e
respiracdo, auséncia de metabolitos secundarios ndo resulta em morte imediata,
mas pode ocasionar disfuncédo da sobrevivéncia do organismo a longo prazo, o que
confere a eles um importante papel na defesa de organismos vegetais. Estes
compostos constituem um grupo extremamente variado de produtos naturais
sintetizados por plantas, fungos, bactérias, algas e animais. (AGOSTINI-COSTA ET
AL., 2012).

A maioria dos metabdlitos secundarios, tais como terpenos, compostos
fendlicos e alcaldides séo classificados de acordo com sua origem biossintética.
Diferentes classes destes compostos sdo muitas vezes associadas a um conjunto
restrito de espécies dentro de um grupo filogenético e constituem o composto
bioativo em diversas plantas. Uma simples classificacdo de metabdlitos secundarios
inclui trés grupos principais: terpenos (como glicosideos cardiacos, carotendides e
esterois), compostos fendlicos (como cumarinas, lignanas, estilbenos, flavondides,
taninos e lignina) e compostos azotados (tais como alcaldides e glucosinolatos)
(AGOSTINI-COSTA et al., 2012).

Além dos organismos vegetais, metabalitos clinicamente importantes sao
derivados de fontes animais. Um exemplo importante € o anti-hipertensivo inibidor da
enzima conversora de angiotensina, Captopril. Um dos medicamentos atualmente
mais prescritos para o tratamento de hipertensdo é oriundo do veneno de jararaca
(Bothrops jararaca), estudado por Sérgio Ferreira e Rocha e Silva (1965), na
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, em Ribeirdo Preto, os quais
evidenciaram seus efeitos hipotensores (BARREIRO; FRAGA, 2001). Outros
exemplos de farmacos obtidos de fontes naturais sdo ziconotida, um analgésico

potente, identificado no gastropode Conus magus (OLIVEIRA et al.,, 1987) e a
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cefalosporina C, um antimicrobiano encontrado no fungo marinho Cephalosporium
sp., presente em agua marinha (BURTON & ABRAHAM, 1951, KELECOM, 2002).

Segundo a Orientacdo Técnica CGEN/MMA n° 7, de 30 de julho de 2009,
a bioprospeccéao é a etapa na qual os genoétipos promissores, selecionados na fase
da pesquisa cientifica, sdo submetidos a testes de distinguibilidade, homogeneidade
e estabilidade (DHE) e de valor de cultivo e uso (VCU), ou ensaios equivalentes
(PALMA, 2012). A bioprospeccédo, com seu potencial como rica e importante fonte de
novos agentes terapéuticos, € uma valiosa ferramenta para a descoberta e pesquisa
de novos farmacos. Na década de 80, nenhuma parte dos orcamentos das industrias
farmacéuticas dos Estados Unidos foi gasto na pesquisa de vegetais superiores,
mas o cenario vem se modificando e hoje se estima que mais de 200 companhias e
organizacdes de pesquisa do mundo inteiro estao triando componentes de plantas e
animais para fins medicinais (SANDHU, 2011).

A terapia oncoldgica ampliou seu leque de produtos gracas aos avancos
em pesquisas com produtos naturais no século XX. E principalmente devido a
investigacdo com plantas e microorganismos que os tratamentos tém contado com
um elenco maior de moléculas utilizadas na terapéutica antineoplasica, pois pelo
menos 60% destes produtos sdo provenientes da natureza (KUMMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2004; NEWMAN; CRAGG, 2007; COSTA-LOTUFO et al., 2010).

A maioria dos farmacos naturais usados na medicina sdo obtidos a partir
de plantas e apenas um pequeno niumero vem dos reinos animal e mineral. Drogas
obtidas a partir de animais podem ser produtos de origem glandular, extraida de
sitios como a tiredide ou figado. Oleos de figado de peixe, musk, cera de abelha,
certos hormonios, enzimas e antitoxinas também sdo exemplos de produtos obtidos
a partir de fontes animais (KUMAR, 2009).

Animais contém ampla variedade de metabdlitos secundarios de estrutura
peculiar que podem ser Uteis como novos modelos para a descoberta de moléculas
inéditas (FERREIRA et al., 2013; ROCHA et al., 2001; CUNHA-FILHO et al., 2010). A
secrecdo da pele e veneno de anfibios é uma fonte de compostos biologicamente
ativos, como por exemplo, peptideos, alcaldides, bufadienolideos, aminas
biogénicas e proteinas (TOLEDO & JARED, 1995; DMITRIEVA et al., 2000; XU-TAO
et al., 2009; YANG et al., 2010; GAO et al., 2011; FERREIRA et al., 2013).
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1.2.1 ESTEROIDES CARDIOTONICOS DERIVADOS DE PRODUTOS NATURAIS:
CARDENOLIDEOS E BUFADIENOLIDEOS

Os (glicosideos cardiacos sao uma familia diversa de compostos
derivados de produtos naturais. Glicosideos esterdides C23 ou C24 tém sido
encontrados em varias angiospermas e animais vertebrados (anfibios).
Cardenolideos e bufadienolideos diferenciam-se pela quantidade de membros do
anel lactobnico, sendo os primeiros de cinco membros e os demais de seis membros
(BABULA et al., 2013) (Figura 6).

Figura 6. Estruturas moleculares de cardenolideos (digoxina e ouabaina) e bufadienolideos (bufalina

e marinobufagenina).
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Estas moléculas constituem um grupo de esterdides que se ligam e
inbbem a bomba de (Na, K)-ATPase, com elevada seletividade e afinidade.
Tradicionalmente, estas substancias sdo extraidas de plantas como Digitalis
purpurea ou dedaleira (digitalis), Strophanthus gratus (ouabaina) ou pele de anfibios
(Bufo marinus- bufalina, marinobufagenina) (Figura 7). Além disso, essas

substancias sao produzidas de forma enddgena em mamiferos: varios glicosideos
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cardiacos diferentes foram identificados em tecidos de mamiferos, incluindo a
ouabaina e a digoxina, e diversos bufadienolideos incluindo a marinobufagenina
(HAVIV; KARLISH, 2013).

Cardenolideos e bufadienolideos tém como alvo as subunidades a da
(Na, K)- ATPase . Além do equilibrio ibnico, esta bomba também funciona como um
versatil transdutor de sinal e tem relevancia na adesdo celular. Sua atividade e
expressado excessivas estdo implicadas no desenvolvimento e progressdo de
diversos tipos de canceres (MIJATOVIC; DUFRASNE; KISS, 2012; BANULS et al.,
2013).

Glicosideos cardiacos enddgenos estdo intimamente envolvidos no
controle da pressao arterial e natriurese renal. Ouabaina enddgena € sintetizada a
partir de precursores de esteroides nas células da zona glomerular e na Zona
fasciculata do cértex adrenal, semelhantemente a outros horménios esterbides. Por
sua vez, a digoxina (Figura 6), tem sido utilizada na prética clinica ha mais de 200
anos e a nivel terapéutico, exerce um efeito inotrépico positivo (um aumento na forca
contratil) sobre o musculo cardiaco, melhorando assim a circulacdo em caso de
débito cardiaco insuficiente (BAGROV; SHAPIRO; FEDOROVA, 2009).

Figuras 7. Da esquerda para a direita: Digitalis purpirea (A), Strophanthus gratus (B), Bufo marinus

(C), respectivamente.

(A) (B) ©)
Fonte: A: http://www.plantinfo.co.za

B: http://www.rareflora.com

C: http://lwww.crazy4dimages.com

1.3 GLICOSIDEOS CARDIACOS NO TRATAMENTO DO CANCER


http://www.plantinfo.co.za/
http://www.rareflora.com/
http://www.crazy4images.com/
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Por apresentar elevada citotoxicidade sobre células tumorais, o0s
glicosideos cardiacos podem se tornar refor¢cos na terapia antineoplasica. A primeira
geracdo de moléculas inspiradas nos glicosideos esta atualmente em testes de fase
clinica (PRASSAS; DIAMANDIS, 2008).

Dados recentes tem demonstrado que a digoxina consegue inibir o
crescimento e induzir apoptose em células tumorais em concentragcbes comumente
encontradas no plasma de pacientes tratados com este farmaco (LUKAS &
DEMARTIN, 1969), porém alcancando perfil citotoxico apenas quando administrada
via parenteral (PATEL et al., 2011). Além disso, publicacdes recentes indicam sua
aplicabilidade em cancer de préstata (WALSH, 2012) e retinoblastoma (PATEL et al.,
2011). A inibicdo da glicolise pode ser um mecanismo chave no qual os glicosideos
cardiacos alvejam as células tumorais, embora possam coexistir outros mecanismos
(LOPEZ-LAZARO, 2007).

Alguns estudos clinicos estdo focados na citotoxicidade e possivel
aplicabilidade dos glicosideos cardiacos no tratamento do cancer: a ouabaina vem
sendo testada em estudos clinicos de fase 1, em leucemia mieldide aguda (LOPEZ-
LAZARO, 2007), e a digoxina em combinagdo com o erlotinib também vem sendo
investigada em um estudo clinico de fase 2, com pacientes com cancer de pulméao
de células ndo pequenas (KAYALI, 2009), o que denota o avanco dos estudos em
relacdo a este grupo de compostos quimicos.

Agentes anticancer derivados de fontes naturais tém atraido significante
atencdo no mundo inteiro. Por exemplo, a biodiversidade de componentes quimicos
dos extratos de e secrecdes da pele e glandulas de sapos possuem atividade
antineoplasica e esses compostos podem ser utilizados no desenvolvimento de
novos agentes terapéuticos (CLARKE, 1997; QI et al., 2014).

A marinobufagenina, um bufadienolideo cardiotonico endégeno presente
em mamiferos (SCHONER, 2002), inibe a bomba de membrana (Na'/K")-ATPase
(BAGROV; FEDOROVA, 1998; FEDOROVA et al., 2001) e parece ter propriedades
vasoconstrictoras in vitro (PAMNANI et al., 1994). A secre¢ao de marinobufagenina
ocorre em resposta a um aumento do volume plasmatico, e niveis circulantes desta
substancia tém sido encontrados em pacientes com expansao de volume mediada
por hipertensédo e pré-eclampsia (LOPATIN et al., 1999).

InvestigagBes quimicas evidenciaram a presenca do bufadienolideo

marinobufagenina em venenos de espécies como Rhinella marina e Rhinella
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guttatus. Ferreira e colaboradores (2013) estudaram uma série de extratos
provenientes destas espécies e relataram atividade citotoxica bastante relevante em
células tumorais, baixa atividade em eritrocitos na maioria delas e um indice de
seletividade de até 80 vezes comparando-se a atividade antitumoral com células
humanas normais. Esses achados estimularam o nosso grupo a seguir estudando a
atividade deste bufadienolideo e explorar sua atividade biolégica antitumoral e

mecanismo de acao e justificam o presente trabalho.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar o potencial citotoxico e 0s possiveis mecanismos de a¢céo do
bufadienolideo marinobufagenina.

2.2 Objetivos especificos

¢ Avaliar a atividade citotoxica e potencial antiproliferativo do bufadienolideo em
células tumorais humanas e células normais murinas;

¢ Avaliar as modificacfes causadas pelo bufadienolideos sobre a morfologia de
células tumorais;

¢ Avaliar os provaveis mecanismos de acao responsaveis pela citotoxicidade da
marinobufagenina

e Avaliar a capacidade de reparo do DNA apds incubagcdo com a
Marinobufagenina;

e Avaliar a influéncia da marinobufagenina sobre a morfologia celular e

citoesqueleto;



32

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material utilizado

3.1.1 Material bioldgico

As linhagens celulares utilizadas estéo listadas na tabela 3, no item de

cultivo celular, localizado nos métodos.

3.1.2 Reagentes e solucdes

Tabela 1. Lista de reagentes e solu¢des
Reagente Solucéo Fabricante
Alcool Etilico - Vetec®
10 mg de azul de tripan PBS g.s.p. 100

Azul de tripan 10% Sigma®
mL de solucao

Alamar Blue 0,3 mg/mL Sigma®

Dimetilsuféxido (DMSO) - Dinamica®
o 1mg de Doxorrubicina )
Doxorrubicina 1mg/ml Sigma®
1mL DMSO
Edta
Entellan
Ficoll-Hypaque - Sigma®
Fitohemaglutinina - Sigma®
Heparina
lodeto de propideo 50 1 mg de iodeto de propideo )
Boehringer®

pa/Ml PBS g.s.p. 50 mL

Diluido em 4gua deionizada e
esterilizada, filtrado em filtro.
Millipore (0,22 pm) e

Meio de cultura de complementado com SBF _
) Cultilab®
células RPMI 1640 10%, 1% de glutamina, 1% de
antibiocos, 1% de bicarbonato
de sodio (0,75%) e 256 mM e
HEPES
MTT 20 mg de MTT PBS q.s.p. 100 )
Sigma®

mL de solucao



Ouabaina
Penicilina-

Estreptomicina

Tampéo fosfato (PBS)

Tripsina 0,25%

TritonX-100

Xilol 10%

Penicilina 10.000 U.l./mL
Estreptomicina 10 mg/mL
8,766 g de Cloreto de sédio
2,14 g de NaHPO4.7H20
0,276 g de NaHPO4.H20
H20 g.s.p. 1L de solugéo
(ph=7,2)

50 mL de Tripsina 2,5%
0,125 g de EDTA
450 mL de PBS
100 mL de formaldeido
H20qg.s.p. 1L
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Sigma®

Cultilab®

Labsynth®

Cultilab®

Proquimios@

Isofar®

Dinamica®

3.1.3 Equipamentos

Tabela 2. Lista de equipamentos

Agitador de placa, MLW Modelo Thys 2

Banho-maria, DELLTA Modelo 105Di

Centrifuga Centimicro, FANEN Modelo 212

Centrifuga de placas, Eppendorf Modelo Centrifuge 5403
Citdmetro de fluxo, BD FACSVerse

Espectrofotdbmetro de placa DTX-880, Beckman Coulter

Fluxo laminar, VECO

Incubadora de células, (CO2 Water-Jacket Incubator) NUAIRE TS Autoflow
High Throughput Screening (HTS) /Laboratory Automation Workstation, Biomek 3000,

Beckman Coulter

Maquina fotografica digital, Olympus C-7070

Microscopio 6ptico, Metrimpex Hungary/PZO-Labimex Modelo Studar lab

Microscopio optico de inverséo, Nikon Diaphot

Microscopio de fluorescéncia, Olympus

pHmetro, Micronal B474
Pipetas autométicas, Gilson

Sistema de Fotodocumentacdo, Kodak
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3.2 Desenho Experimental

MTT

XCELLigence

| Viabiidade | in® i

Azul de Trypan/ Citometria de Fluxo

Corante pandtico

Citometria de Fluxo

Marinobufagenina 0,75puM

Microscopia Confocal
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3.3 Métodos experimentais

3.3.1 Coleta, isolamento e identificacdo do composto

A coleta da secrecao do veneno de sapo de Rhinella marina foi realizada
no estado de Mato Grosso. Os animais foram identificados pelo professor Dr.
Geraldino Andrade Cunha-Filho (D.J.R. — IBAMA, SISBIO: numero 30034-1).
Modelos das espécies (R. marina - ABAM-H 1262) foram depositadas no Acervo
Biologico da Amazonia Meridional (Sinop, Mato Grosso, Brasil). A identificacdo e
extracdo da molécula marinobufagina (Figura 8) foram realizadas conforme Cunha-
Filho e colaboradores (2005) e Ferreira e colaboradores (2013). A amostra estudada
(marinobufagenina) recebeu o cédigo de RM20.

Figura 8. Estrutura molecular da marinobufagenina.

Co4H3;05
Peso molecular: 400 5079

OH

3.3.2 Citotoxicidade Basal

3.3.2.1 Cultivo Celular

As linhagens celulares utilizadas para avaliacdo da atividade
antiproliferativa foram obtidas a partir da doacédo pelo Instituto Nacional do Cancer
dos Estados Unidos (US-NCI) e suas respectivas concentragdes de plaqueamento
para o teste do MTT estao discriminadas na tabela 3.
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As células mononucleadas de sangue periférico (CMSP) obtidas de
voluntarios sadios foram utilizadas como modelo para avaliacdo da citotoxicidade

sobre células normais nao transformadas.

Tabela 3. Linhagens utilizadas no ensaio de citotoxicidade MTT.

Linhagem Concentracao de

Tipo Histolégico
Celular Plaqueamento

MDAMB- 435 Pele Humana 0,1 x 10° céls/mL
MCF7 Mama Humana 0,1 x 10° céls/mL
HCT-8 Célon Humana 0,7 x 10° céls/mL
HEPG2 Figado Humana 0,7 x 10° céls/mL
K562 Leucemizi\ etritrocitica Humana 0.3 x 10° céls/mL
cronica
PC3 Préstata Humana 0,1 x 10°céls/ mL
CMSP Mondcitos e Linfocitos Humana 1,0 x 10° céls/mL
B16F10 Melanoma murinho Murina 0,7 x 10° céls/ mL
L929 Fibroblasto murinho Murina 0,1 x 10° céls/ mL

As linhagens celulares foram manuseadas em ambiente estéril de cAmera
de fluxo laminar vertical e mantidas em incubadora de CO2 a 37 °C com atmosfera
de 5% de CO,. As linhagens celulares foram cultivadas em frascos plasticos para
cultura (25 cm?, volume de 50 mL ou 75 cm?, volume de 250 mL, Corning), utilizando
o0 meio de cultura RPMI 1640 complementando com 10% de soro fetal bovino e 1%
de antibidticos (para uma concentragéo final de 100 U/mL penicilina e 100 pg/mL
estreptomicina). As culturas tiveram seu crescimento acompanhado sob microscoépio
optico de inversdo a cada 24 horas. Quando necessario, as células foram repicadas
em meio de cultura novo, numa concentracdo de 0,5-1,0 x 10° células/mL. Para o
desprendimento das células aderidas foi utilizado solucédo de tripsina-EDTA 0,5%
(Gibco) diluida em PBS.
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3.3.2.2 Teste do MTT

Principio do Teste

O ensaio consiste em uma analise colorimétrica baseada na converséo
do sal 3-(4,5- dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazélio (MTT) para
formazan, pela atividade da enzima succinil-desidrogenase presente na mitocondria
da célula vidvel (MOSMANN, 1983), permitindo, dessa forma, quantificar a

porcentagem de células vivas.

Procedimento Experimental

As células em suspencdo ou monocamadas foram distribuidas em
multiplacas de 96 pocos em densidade entre 0,7 x 10° e 0,3 x 10° células/mL
(ajustado para cada linhagem, como mostrado na tabela 2). As células foram
incubadas durante 24 e 72 horas juntamente com a amostra testada. ApGs o periodo
de incubacao, as placas foram centrifugadas (1500 rpm/15 min), e o sobrenadante
foi descartado. Cada poco recebeu 150 pL da solucdo de MTT (10% em meio RPMI
1640) e foi reincubada durante 3 horas em estufa a 37°C e a 5% CO2. ApOs esse
periodo, as placas foram novamente centrifugadas (3000 rpm/10 min), o
sobrenadante foi desprezado, e o precipitado foi ressuspendido em 150 pL de
DMSO para a quantificacdo do sal reduzido (formazan) nas células vivas. As
absorbéancias foram mensuradas através do espectrofotobmetro de placa utilizando o
programa Mutimode Detection Software (Beckman Coulter Inc.) no comprimento de

onda de 595 nm.

Andlise dos Dados

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos
erros-padrédo. O grafico absorbancia x concentracao foi registrado e determinado a
sua concentracao inibitéria média capaz de provocar 50% do efeito maximo (CI50) e
seus respectivos intervalos de confianca de 95% (IC 95%) realizado a partir de

regressao nao-linear no programa GraphPad Prism Software versao 5.0.
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3.3.2.3 Avaliacdo da atividade antiproliferativa pelo método de exclusédo por
azul de Trypan

Principio do método

A exclusado por azul de Trypan é um método quantitativo de avaliacdo da
viabilidade celular, que permite quantificar separadamente células viaveis e células
nao viaveis. O corante penetra em todas as células, no entanto, apenas as células
metabolicamente ativas (viaveis) conseguem expulsar o Trypan para fora, enquanto

que nas nao viaveis é observada uma coloracdo azulada (PERES; CURI, 2005).

Procedimento experimental

Para a realizacdo do teste, as células PC3 em suspensdao foram
plaqueadas em placas de 24 pocos na concentracdo de 1 x 10° células/mL e
incubadas por 24h com a Marinobufagenina nas concentra¢tes de 0,375, 0,75 E 1,5
uM. A Doxorrubicina e Ouabaina foram utilizadas como controle positivos. Apds 0s
periodos de incubacado as células foram transferidas para tubos eppendorf, que em
seguida foram centrifugados por 5 minutos a 1500 rpm. O pellet foi ressuspenso em
1 mL de PBS. Em uma aliquota de 90 pL de suspensdo de células, foram
adicionados 10 pL de azul de Trypan 0,4%. As células viaveis e nao viaveis foram

contadas em camara de Neubauer.

Analise dos dados

Os dados foram analisados com base na média + erro padrédo da média
da triplicata de quatro experimentos. Para verificacdo da ocorréncia de diferenca
estatistica significativa entre os grupos, os dados foram comparados por analise de
variancia (ANOVA) seguida por teste Student Newman-Keuls para comparacgao entre
grupos, com significancia de 5% (p<0,05).

Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica utilizada para se determinar diferentes

caracteristicas das particulas biologicas. Os citbmetros analisam as células ou

particulas em meio liquido que passam através de uma fonte de luz. O desvio da luz,
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que esté relacionado diretamente com a estrutura e morfologia das células, e a
fluorescéncia sao determinados para cada particula que passa pela fonte de
excitacdo. Apos a aquisicdo do desvio da luz e fluorescéncia de cada particula, a
informacédo resultante pode ser analisada utilizando-se um computador com
programa especifico acoplado ao citbmetro (SHAPIRO, 1995). Para todos os
compostos testados, cinco mil eventos foram avaliados por experimento e os debris
celulares foram omitidos da andlise. A fluorescéncia de células de PC3 foram entédo
determinadas por citbmetro de fluxo BD FACSVerse. Cinco mil eventos foram

analisados para cada replicata em pelo menos trés experimentos independentes.

3.3.2.4 Determinacao da integridade da membrana, densidade e morfologia
celular por citometria de fluxo

Principio do Teste

O teste baseia-se na capacidade do iodeto de propideo (PI) penetrar nas
células cuja membrana esteja rompida e apos ligacgdo ao DNA emitir alta
fluorescéncia quando excitado pelo laser. As células com membrana integra emitem
baixa fluorescéncia (SHAPIRO, 1995). Procedimento Experimental Uma aliquota de
100 uL de suspenséao de células tratadas e nao tratadas foi incubada com 100 uL de
uma solucdo de Pl a 50 pg/mL (diluido em tampao fosfato). Ap6s 5 minutos as

amostras foram analisadas por citometria de fluxo. (DARZYNKIEWICZ et al., 1992).

3.3.2.5 Analise da proliferacéo e viabilidade celular- xCELLigence

Principio do teste

O uso de ensaios in vitro com células é crucial para o entendimento da
eficacia, especificidade, permeabilidade, solubilidade, estabilidade e mecanismo de
acao da interacdo entre uma substéncia e seus alvos celulares, porém, a maioria
desses ensaios apresentam varias limitacbes. Entre elas estdo passos que
envolvam a lise ou fixacao celular, levando a uma possivel diminui¢cdo do controle da

viabilidade celular antes e depois do tratamento. Outro fator importante é que alguns
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desses ensaios podem prover uma informacdo limitada sobre o mecanismo de
interacdo da droga com seus alvos celulares.

O xCELLigence System RTCA DP (Dual Plate) permite uma monitoracéo
dindmica e livre da proliferacdo e viabilidade celular em tempo real. Esse
equipamento é capaz de quantificar a proliferacédo e viabilidade de células aderidas
em tempo real utilizando um sistema eletronico de leitura, denominado, Impedancia.
As células sdo plaqueadas em placas de 16 pocos que contém sensores
microeletrénicos. A interacdo das células com esses biosensores eletrénicos geram
uma resposta de impedancia que nao apenas indica o status de viabilidade celular
como também correlaciona com o nimero de células no poco.

A medicdo da impedancia ndo é um processo invasivo, fazendo com que
as células permanecam em seu mais normal estado fisiolégico durante o ensaio de
proliferagdo e citotoxidade. Resumidamente, esse software permite a avaliacdo da
proliferacao, viabilidade, morte e mudancgas morfolégicas nas células.

Procedimento experimental

Seguindo as sugestdes do fabricante, a fim de padronizar o método,
realizou-se uma curva de concentracdo de células para a escolha do nimero de
células ideal para o experimento. Para tal, as células PC3 foram plaqueadas nas E-
plates de 16 pocos em concentracdes que variaram de 4 x 10°a 0,625 x
10° células/mL. A aderéncia, a disposicéo e proliferacdo das células foi monitorada a
cada 30 minutos utilizando o RT-DP system. A proliferacéo celular foi monitorada por
48-72 horas. Apos o final dessa etapa, o numero de células por poco foi escolhido
baseado no Index celular maximo encontrado, chegando a concentracdo 6tima de

5000 células/ poco.

Tratamento com a substancia e ensaio de citotoxicidade

O indicado numero de células/ poco foi plaqueado em 190 pL de meio na
placa. A aderéncia, disposicao e proliferagdo das células foram monitoradas a cada
30 minutos pelo sistema RT-DP. Aproximadamente 24 horas depois do
plagueamento, quando as células estavam em sua fase de crescimento logaritimica,
as células foram tratadas com 10 pL dos compostos dissolvidos em meio de cultura.
As células do controle foram tratadas com DMSO, o qual serviu de veiculo para a

substancia. A concentracdo final de DMSO ndo excedeu 0,2% em nenhum
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tratamento. O taxol (0,1 pM) foi utilizado como controle positivo e a ouabaina como

padrao de comparacao de acéao em (Na/K)-ATPase.

Anélise de dados

O sensor celular de impedéancia foi expresso como uma unidade arbitraria
chamada de indice Celular (do inglés, Cell Index). O indice celular de cada ponto foi
definido como (R,-Rp)/ 15, onde R, € a impedancia do po¢o com célula e R, € a
impedancia do poco apenas com 0 meio. As curvas de crescimento foram

comparadas para uma possivel elucida¢do do mecanismo de citotoxicidade.

Andélise morfolégica
3.3.2.6 Coloracao diferencial com corante panético rapido

Principio do teste

A coloracdo com kit pandético rapido (Laborclin®) permite a visualizagao
das caracteristicas morfolégicas das células por meio da coloracéo diferenciada da
membrana celular, do citoplasma e do nucleo, sendo utilizado para sugerir o possivel

mecanismo de morte celular, seja por apoptose, necrose ou autofagia.

Procedimento experimental

As células PC3 foram plagueadas em placas de 24 poc¢os sobre laminulas
circulares na concentracdo de 0,4 x 10° células/mL e incubadas por 24h com
Marinobufagenina nas concentracdes de 0,375, 0,75 e 1,5 uM, de acordo com a ICsg
determinada pelo ensaio do MTT. A ouabaina foi utilizada como modelo de
coparagao na concentragao de 0,027 uM, sua ICsp, € 0 controle negativo foi tratado
apenas com o veiculo DMSO. Em seguida, as laminulas foram fixadas com solucao
de triarilmetano a 0,1%, coradas com solucdo a 0,1% de xantenos e com solucéo de
0,1% de tiazinas (Laborclin®). O tempo de imersdo em cada solucdo foi de
aproximadamente 5 segundos. As laminas foram lavadas com agua destilada para
remover o excesso de corante. Depois de secas foram montadas com laminulas
fixadas com Entellan® e visualizadas em microscopio Optico. O efeito da

Marinobufagenina nas células PC3 foi observado por analise morfolégica do nucleo
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e do citoplasma usando microscopia 6ptica com aumento de 200x (Olympus, Tokyo,
Japan), comparando com o controle negativo e positivo.

3.3.3 Mecanismo de acéao
3.3.3.1 Microscopia confocal

Principio do teste

O microscopio confocal de fluorescéncia por varredura a laser utiliza
fluorescéncia para a aquisicdo das imagens. A fluorescéncia € um tipo de
luminescéncia (emissdo de luz) em que um corpo absorve luz e ap6s um curto
intervalo de tempo reemite essa luz. Esse é o principio da microscopia de
fluorescéncia, na qual compostos quimicos chamados fluoréforos ou fluorocromos
sdo usados para produzir a fluorescéncia do material em estudo.

A grande vantagem da microscopia confocal é a possibilidade de se obter
luz exclusivamente a partir de um Unico plano, onde um orificio, chamado de
“pinhole”, consegue separar apenas a luz proveniente do ponto focado, impedindo
assim que a luz refletida/emitida por outros pontos fora de foco chegue até o
detector.

O microscopio de varredura a laser varre a amostra sequencialmente
ponto a ponto e linha a linha em diferentes planos focais da amostra, gerando
imagens com alto contraste e alta resolucdo nos eixos X, Y e Z. Todas essas
informagbes sao entdo processadas por um computador e assim imagens

tridimensionias podem ser geradas e manipuladas digitalmente.

Procedimento experimental

Células da linhagem PC3 (adenocarcinoma de prostata) foram
plaqueadas sobre em placas individuais na densidade de 0,25 x 10° células/mL. A
Marinobufagenina foi incubada junto com as células durante 24 h, nas
concentragdes de 0,375, 0,75 e 1,5 yM, em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de
CO2 e 95 % de umidade. O taxol (100 nM) foi utilizado como controle positivo e a
ouabaina (27 nM) como padrdo de comparacao.

Apés o periodo de incubacdo o meio foi retirado e as células lavadas com

PBS, fixadas em paraformaldeido (3,7 % em PBS) e em seguida permeabilizadas
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com Triton X-100 (0,25 % em PBS). Uma solucdo de RNAse foi utilizada, a fim de
eliminar possiveis interferéncias de fragmentos de RNA e ribossomos. Em seguida
as células foram incubadas com anticorpo especifico para actina (phalloidin / Alexa
Fluor® 488) conjugado a corante da Alexa-Fluor (Molecular Probes). O nucleo foi
corado com DAPI ou IP (lodeto de Propideo) e as laminas foram analisadas em
microscépio confocal LSM 710 (Carl Zeiss).

3.3.3.2 Analise do Ciclo Celular por citometria de fluxo

Principio do Teste

Esse teste baseia-se na capacidade do iodeto de propideo (PI) ligar-se ao
DNA. O PI consegue intercalar proporcionalmente a quantidade de DNA da célula,
podendo entdo mensurar as fases do ciclo celular, através da quantidade de DNA
presente em cada fase do ciclo celular.

Procedimento Experimental

Uma aliquota de 100 pL de suspencdo de células tratadas e ndo tratadas
foi incubada com 100 pL de uma solucéo de lise (0,1% de citrato de sodio, 0,1% de
Triton X-100 e 50 pg/mL de iodeto de propideo em PBS). Ap6s um periodo de 30
minutos, onde os tubos permaneceram no escuro, as amostras foram analisadas no
citbmetro de fluxo (NICOLETTI et al., 1991).

3.3.3.3 Determinacdo da Externalizacdo da Fosfatidilserina — Anexina V por
citometria de fluxo

Principio do Teste

Um dos principais processos gue ocorrem nha apoptose € a perda da
assimetria da membrana fosfolipidica com a translocacdo da fosfatidilserina da
membrana interna da bicamada lipidica para superficie celular. A externalizacdo da
PS ainda continua como um processo néao totalmente conhecido, mas sabe-se que a
externalizacdo da fosfatidilserina funciona como um sinal da célula para que os

macrofagos as fagocitem, antes da perda da integridade de membrana celular
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(VERMES et al., 1995).

Procedimento Experimental

A externalizacdo da fosfatidilserina foi analisada por citometria de fluxo
apos coloracdo da fosfatidilserina com a anexina V (VERMES et al., 1995). Foi
utilizado o kit Guava Nexin para determinar apoptose inicial e tardia. As células
foram lavadas duas vezes com PBS gelado e ressuspendidas em 135 pyL de PBS
com 5 puL de 7-amino-actinomicina (7AAD) e 10 uL de anexina V conjugada com
ficoeritrina (PE). As células foram gentilmente agitadas e incubadas por 20 minutos
em temperatura ambiente (20-25°C) no escuro. Posteriormente, as células forma
analisadas por citometria de fluxo (BD FACSVerse). Anexina V € uma proteina ligada
a um fosfolipidio que tem alta afinidade por PS. 7AAD, € um corante hidrofilico
impermeével em células intactas, e é utilizado como um indicador da integridade da
membrana celular. A fluorescéncia da anexina V conjugada com a ficoeritrina foi
mensurada por fluorescéncia amarela-583nm e o 7AAD na fluorescéncia vermelha a
680 nm. A percentagem de células viaveis e de células apoptaéticas inicial e tardia foi
calculada. Andlise dos Dados Os dados foram analisados a partir da média e do erro
padrao da média de 2 experimentos realizados em triplicata. Para verificacdo da
ocorréncia de diferengas 41 significativas entre os diferentes grupos, os dados foram
comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida por Teste de Newman Keuls,

com nivel de significancia de 5%. (p < 0,05).

3.3.3.4 Estudo da acdo da marinobufagenina sobre o dano ao DNA em células
PC3 através do ensaio do cometa alcalino

Obtencéo das células mononucleadas do sangue periférico (CMSP)

As células mononucleadas foram obtidas do sangue periférico de
voluntarios sadios coletado em tubos tipo Vacutainer contendo solucdo de EDTA K2
(BD Vacutainer®) como anticoagulante. Apés a coleta, 8 mL de sangue total foram
vagarosamente depositados sobre 2 mL de Ficoll-Hypaqgue (Sigma) e centrifugados
para separacdo das fases da solugdo por velocidade de sedimentagdo. As células

mononucleadas concentram-se na camada localizada na interface entre o plasma



45

(fase clara) e os eritrécitos (fase escura). As CMSP foram retiradas, lavadas duas
vezes com PBS e ressuspendidas em meio RMPI 1640 suplementado com 20% de
soro fetal bovino e antibiéticos (para uma concentracéo final de 100 U/mL) penicilina,
100 pg/mL estreptomicina). Para estimular a proliferacdo dos linfocitos, foi
adicionado ao meio 3% do agente mitogénico fito-hemaglutinina. Todos os estudos
foram realizados em conformidade com as diretrizes de pesquisa brasileiras (Lei

466/2012 do Conselho Nacional de Saude) e com a Declaracéo de Helsinki.

Teste do Cometa

Principio do Teste

O teste do cometa, também conhecido como single-cell gel
electrophoresis (SCGE), € um ensaio utilizado para deteccdo de dano genotdxico
que também encontrou ampla aplicacdo no monitoramento de efeitos induzidos por
radiacdo ou substancias quimicas (HARTMANN et al., 2003). Existem dois
protocolos principais para a execucdo deste teste (OLIVE, 1989; OSTLING,;
JOHANSON, 1984; SINGH et al., 1988). A versao alcalina, mais empregada por ser
mais abrangente, utiliza pH maior que 13 a fim de induzir a desnaturagédo da
molécula de DNA e detectar lesGes de diversas naturezas, como quebras de fita
simples e duplas, sitios alcali-labeis, sitios de reparo por excisdo e ligacdes
cruzadas. A versao neutra, por sua vez, vale-se de eletroforese em tampéao de pH
entre 7,0 e 8,5 para detectar apenas quebras de fita dupla em DNA ou ligacdes
cruzadas entre DNA e DNA, DNA e proteina ou DNA e xenobiotico.

Procedimento Experimental
O presente estudo utilizou-se do teste de cometa alcalino para avaliar a
inducdo de danos ao DNA de CMSP expostas a 0,375, 0,75 e 1,5 uM de

Marinobufagenina por 24 horas de tratamento.

Preparo das laminas

As laminas foram previamente cobertas com agarose de ponto de fuséo
normal (Gibco) diluida a 0,5% em solucdo de PBS livre de Ca*® e Mg™ a
temperatura de 60°C e mantida em temperatura ambiente até completa solidificagdo.

As CMSP controle ou tratadas com Marinobufagenina foram embebidas em uma
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solucdo de agarose de baixo ponto de fusdo (1,5%; Gibco) a 37°C e adicionadas as
laminas pré-cobertas com agarose, sobrepostas com laminulas para uniformizar a

distribuicdo do material na lamina e mantidas a 4°C para solidificacdo da agarose.

Lise celular
ApoOs a solidificacdo da agarose, as laminulas foram delicadamente
removidas e as laminas foram imersas em solucéo de lise a 4°C e mantidas por, no

minimo 1 hora, abrigadas da luz.

Neutralizacao e eletroforese

Ainda ao abrigo da luz, as laminas foram imersas em uma solucéo de
neutralizacdo (0,4 M Tris, pH 7,5) por 15 minutos. Em seguida, as laminas foram
dispostas horizontalmente na cuba de eletroforese que, por sua vez, foi preenchida
com o tampéao de corrida alcalino a 4°C. A eletroforese (cuba Bio Rad, modelo DNA
Sub Cell Gel) foi conduzida a 14 V e 12 mA ou 0,5 V/cm (fonte Life Technologies,
modelo 250) por 60 minutos a 4°C. Apds a eletroforese, as laminas foram novamente

neutralizadas por 5 minutos e fixadas em etanol a 100%.

Coloracao e andlise das laminas

A coloracdo das laminas foi realizada com solucdo de brometo de etidio
(Sigma) a 20 pg/mL. As laminas foram analisadas em microscopio de fluorescéncia
(Olympus, modelo BX41) e classificadas de acordo com 0s escores previamente
determinados pelo tamanho e intensidade da cauda do cometa (figura 10). Foram
contados 100 cometas por lamina e atribuidos, por analise visual, a uma das cinco
categorias — sem dano, baixo nivel de dano, médio nivel, nivel alto de dano e dano
maximo — que relacionam a percentegem de DNA na cauda do cometa ao grau de
lesé@o sofrida pela célula (LOVELL; THOMAS; DUBOW, 1999).

Figura 9. Tipos de cometa e classificacao por categoria de dano
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— sem dano (cauda < 5%); 1 — baixo nivel de dano (5 — 20%); 2 — médio nivel de
dano (20 — 40%); 3 — alto nivel de dano (40 — 95%) e 4 — dano maximo (>95%).

O indice de dano (ID) foi obtido pela seguinte férmula:

4
ID=Znixi
i=0

onde ni € o niumero de células com nivel de dano i (0, 1, 2, 3 ou 4). A frequéncia de

dano (FD) representa a porcentagem de células que sofreram danos no DNA.

Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média e erro padrédo da média de 2
experimentos independentes. Para verificacdo da ocorréncia de diferencas
significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por analise de
variancia (ANOVA) seguida por teste de Newman Keuls, com nivel de significancia
de 5% (p < 0,05), usando o programa GraphPad Prism 5.0.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da atividade citotoxica da Marinobufagenina- MTT

Usando o métodp do MTT, estabeleceu-se o perfil citotoxico da
Marinobufagenina em sete linhagens tumorais, sendo seis humanas e uma de
origem murina. A tabela 4 apresenta dados obtidos apdés um periodo de incubacéo
de 72 horas. A amostra extraida do veneno de anfibio, RM20, demonstrou potencial
citotéxico elevado frente todas as linhagens testadas, apresentando Clsy variando
entre 0,10 (K562) e 0,38 (HEPG2) uM. Apesar de as linhagens de colon (HCT-8),
leucemia (K562) (tabela 4) e prostata (PC3) (tabela 5) terem alcancado os menores
valores de CI50 dentre as células testadas, a Marinobufagenina ndo demonstrou
seletividade por nenhuma das linhagens tumorais em questdo, tendo um perfil
citotoxico similar para todas elas. A Ouabaina foi escolhida como controle positivo e
apresentou valores em nanomolar em suas concentracdes inibitérias (Clsg), exceto

em B16F10, semelhantemente a Marinobufagenina (tabela 4).

Tabela 4. Avaliagdo da atividade citotéxica da Marinobufagenina frente a linhagens de células

tumorais e normais (L929) avaliados pelo ensaio do MTT apés 72 horas de incubacao.

Linhagens : : : Clsg 72h MTT
: Origem histolégica
Celulares Tumorais RM20 uM Ouabaina pM
B16E10 Melanoma murino >12 >1
MDAMB-435 Melanoma humano 0,21 (0,16- 0,27) 0,08 (0,066- 0,098)
HCT-8 Célon humano 0,16 (0,13- 0,22) 0,06 (0,048- 0,099)
K562 Leucemia humana 0,10 (0,08- 0,12) 0,038 (0,014- 0,080)
MCF7 Mama humana 0,38 (0,27- 0,55) 0,042 (0,031- 0,057)
HEPG2 Carninoma hepatocelular 0,32 (0,23- 0,43) ND
PC3 Adenocarcinoma de prostata 0,12 (0,07- 0,17) 0,023
L929 Fibroblasto murino >12 >1

Valores de Clso apresentados em pM. Foram calculados a partir de regressdo néo linear utilizando o
programa GraphPad Software verséo 6.0. Os intervalos de confianca (IC 95%) foram obtidos através
de trés experimentos independentes realizados em triplicata, sendo representados entre parénteses.

*ND- ndo determinado
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Ainda na tabela 4, observamos valores de Clsp estabelecidos na linhagem
L929, de fibroblastos murinos (células normais) em um periodo de incubacgéo de 24
horas. Tanto a amostra teste quanto a Ouabaina apresentaram concentragfes
inibitorias consideravelmente elevadas neste teste.

Diante dos resultados anteriores, e observando-se o fato de a amostra
teste ter demonstrado perfil citotoxico semelhante em praticamente todas as
linhagens tumorais testadas, a linhagem de adenocarcinoma de préstata (PC3)— o
cancer de maior incidéncia em individuos do sexo masculino- foi escolhida para a
realizacdo de estudos mais aprofundados relacionados a Marinobufagenina.

Foram também estabelecidos valores de ICso no periodo de incubacgéo de
24 horas na linhagem PC3, a fim de verificar a relacdo de tempo e concentracdo em
outros periodos de incubacdo da amostra em estudo. Como previsto, a amostra
extraida das glandulas de anfibios, RM20, apresentou um comportamento tempo
dependente em relacao aos periodos de incubacédo, sendo seus valores de Clsg 0,12
UM em 72 horas e 0,75 uM em um periodo de incubacédo de 24 horas. A Ouabaina
apresentou citotoxicidade diferente da amostra em estudo, pois sua Clso sSe manteve

constante nos diferentes tempos de incubagéo.

Tabela 5. Avaliacdo da atividade citotéxica da Marinobufagenina, frente a linhagem PC3, avaliados

pelo ensaio do MTT apdés 24 horas de incubagdo com o composto.

Concentracéo inibitéria média (Clsp)

Amostras: RM20 pM 24h Ouabaina uM

0,75 (0,247- 0,459) 0,027 (0,024- 0,030)

Valores de Clgo apresentados em pM. Foram calculados a partir de regressdo néo linear utilizando o
programa GraphPad Software verséo 6.0. Os intervalos de confianca (IC 95%) foram obtidos através

de trés experimentos independentes realizados em triplicata, sendo representados entre parénteses.

A partir dos resultados obtidos através do método do MTT, optamos por

realizar os demais experimentos no periodo de 24 horas de incubacdo com a
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marinobufagenina, uma vez que sua a Clsp manteve valor baixo. De acordo com a
variacdo do metabolismo mitocondrial, elaborou-se um grafico (Figura 10) para que
fossem estabelecidas as concentragcbes a serem utilizadas nos experimentos
posteriores. O grafico demonstra discreta oscilacdo mediante o0 aumento da
concentracdo da Marinobufagenina, o que nos leva a inferir que a amostra nao
apresenta comportamento concentracdo dependente. Logo, as concentracdes
selecionadas foram a CI50 (0,75 uM), a metade da Clsy (0,375 uM) e o dobro da

mesma, (1,5 uM) para todos os ensaios posteriores ao MTT.

Figura 10. Perfil antiproliferativo da Marinobufagenina frente a linhagem PC3 ap6s 24 horas
de tratamento determinado pelo método MTT.
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4.2 Avaliacao do efeito da Marinobufagenina sobre a viabilidade celular frente a
linhagem PC3- Exclusao do corante azul de Trypan e Citometria de fluxo

O ensaio da exclusdo do azul de Trypan foi realizado no intuito de
observar a acdo da Marinobufagenina sobre as células de adenocarcinoma de
prostata (PC3) apos 24 horas de incubacéo.

A Figura 11 mostra o efeito da Marinobufagenina sobre a inibicdo do
crescimento e morte celular. Nas trés concentragbes utilizadas, observou-se uma
diminuicdo estatisticamente significante (p<0,05) do niumero de células em relacédo
ao controle negativo (cerca de 50%, ja desde a menor concentracdo), o que

evidencia o potencial antiproliferativo da amostra teste e reforca os achados sobre
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citotoxicidade observados no método do MTT. Mediante os trés tratamentos, o
namero de células foi inibido semelhantemente, o que reforca o dado exposto no
experimento anterior.

Em relacdo ao controle positivo, foi utilizada a doxorrubicina, um
antineoplasico ja comumente utilizado na pratica clinica, inclusive no tratamento de
cancer de prostata. A doxorrubicina, na concentragao de 0,22 uM, demonstrou
potencial citotoxico significativo em relacdo ao controle negativo, dado observado na

Figura 11.

Figura 11. Efeito da Marinobufagenina na viabilidade de PC3 determinado pelo ensaio por exclusédo

de azul de Trypan apos 24 horas de tratamento.
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O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as substancias testadas.

A doxorrubicina 0,22 yM (DOX) foi utilizada como controle positivo.

Ouabaina 0,27 Mm (OUA) foi utilizada como padréo de comparacéo de inibidor de (Na/K)-ATPase.

A marinobufegenina (RM20) foi utilizada na concentra¢des 0,37, 0,75 e 1,5 yM.

Os dados correspondem a meédia + E.P.M de trés experimentos independentes. *p < 0,001;

comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Newman Keulls

A viabilidade também foi estipulada por citometria de fluxo, através da
quantificacdo da densidade celular. Observando-se a Figura 12, o controle positivo,
Ouabaina mais uma vez ndo demonstrou diminuicdo consideravel do numero de
células, o que corrobora com os achados no ensaio do azul de Trypan Figura 11. A
Doxorrubicina foi utilizada como um segundo controle positivo na concentracdo de

0,22 uM e inibicdo da viabilidade celular significante em relagcdo ao controle
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negativo. Novamente observou-se uma diminuicdo significativa do ndmero de
células de todos os tratamentos estabelecidos para a Marinobufagenina em relagéo
ao controle negativo. Comparando-se a Doxorrubicina, a Marinobufagenina obteve

percentuais de inibicdo tdo significantes quanto o controle positivo.

Figura 12. Efeito da Marinobufagenina sobre a proliferagéo celular das células PC3, avaliado por

densidade celular, determinada por citometria de fluxo.
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O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as substancias testadas.

A doxorrubicina 0,22 yM (DOX) foi utilizada como controle positivo.

Ouabaina 0,27 Mm (OUA) foi utilizada como padréo de comparagéo de inibidor de (Na/K)-ATPase.

A marinobufegenina (RM20) foi utilizada na concentra¢des 0,37, 0,75 e 1,5 uM.

Os dados correspondem a média + E.P.M de trés experimentos independentes. *p < 0,001;

comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Newman Keulls

4.3 Avaliagéo da integridade da membrana e do ciclo celular de células PC3
tratadas com Marinobufagenina por citometria de fluxo

Para dar inicio aos estudos do mecanismo de acao da Marinobufagenina,
utilizou-se a técnica de citometria de fluxo e através dela observamos os indices de

integridade de membrana, o ciclo celular e a ligagdo a anexina + 7 AAD.
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A integridade de membrana é verificada a partir do contato das amostras
com o iodeto de propideo, um corante hidrossolavel. Através deste contato, se
houverem células com membrana ndo integra, o reagente ingressa na célula e
associa-se ao nucleo, fluorescendo e tornando a célula de membrana néo integra
detectavel ao citbmetro, este principio as diferencia das células de membrana
integra.

Analisando-se o gréafico presente na Figura 13, vé-se que, em um periodo
de incubacdo de 24 horas, nenhum dos controles positivos (Ouabaina 0,27uM,
doxorrubicina 2 e 3 uyM) apresentou significativa redugédo do numero de células com
membrana integra em relagdo ao controle negativo. A Marinobufagenina seguiu o
mesmo padrdo em todas as concentracdes testadas, mantendo uma média de
96,3% do indice de células com membrana integra, enquanto no controle negativo, o
valor foi de 97,1%.

Figura 13. Efeito da Marinobufagenina sobre a proliferagdo das células PC3, avaliado pela

integridade de membrana, determinada por citometria de fluxo.
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O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as substancias testadas.

A doxorrubicina 0,22 e 3,0 uM (DOX) foram utilizadas como controle positivo.

Ouabaina 0,27 Mm (OUA) foi utilizada como padrédo de comparagéao de inibidor de (Na/K)-ATPase.
A marinobufegenina (RM20) foi utilizada na concentracdes 0,37, 0,75 e 1,5 uM.

Os dados correspondem a média + E.P.M de trés experimentos independentes.

Comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Newman Keulls
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4.4 Analise do efeito da marinobufagenina sobre o ciclo celular de células PC3

Ainda através da citometria de fluxo, foi analisado o ciclo celular de
células de adenocarcinoma prostatico (PC3), apos a incubacdo com os controles
negativo (tratado com DMSO), positivo (Ouabaina 0,27 uM e doxorrubicina 0,22 uM)
e as concentracgdes de 0,375, 0,75 e 1,5 yM da Marinobufagenina.

De acordo com o gréfico gerado (Figura 14), observamos que a maior
parte das células do controle negativo se encontram em Go/G;. Comparando-as aos
controles positivos, observa-se uma modificacdo em relacdo a doxorrubicina 0,22
MM, que demonstrou significativa diminuicdo de Go/G;, e relevante aumento do
namero de células nas fases S e Gy /M. A Ouabaina, ainda que sutiimente,
demonstrou diferencas significativas em relacdo ao controle negativo, tendo
diminuicdo do numero de células em Gy/G; e aumento nas fases S e G,/M.

Os gréficos relativos a Marinobufagenina mostram, desde a menor
concentracdo, uma tendéncia ao acumulo de células paradas em G,/M em relacéo
ao controle negativo. Nesta concentracdo, o numero de células nesta fase do ciclo
praticamente dobra quando comparadas aos achados no controle negativo. Na CI50

e na maior concentracao, a quantidade de células em G,/M continua aumentando.
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Figura 17. Efeito da Marinobufagenina sobre as fases do ciclo celular.
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O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as substancias testadas.

A doxorrubicina 0,22 yM (DOX) foi utilizada como controle positivo.

Ouabaina 0,27 Mm (OUA) foi utilizada como padrdo de comparagéo de inibidor de (Na/K)-ATPase.

A marinobufegenina (RM20) foi utilizada na concentracdes 0,37, 0,75 e 1,5 yM.

Os graficos apresentados foram obtidos utilizando o programa ModFit LT. *, p < 0.05, comparado com
o controle por ANOVA seguido de teste Newman Keuls.

*llustracéo de uma replicata representativa de cada experimento.
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4.5 Avaliacdo de morte celular por externalizacdo da fosfatidilserina

Um método utilizado para a avaliacdo de morte celular é a indentificacéo
da externalizacdo da fosfatidilserina. Este evento € uma das primeiras alteracdes
que ocorrem na via de morte celular apoptotica. A fim de analisar um possivel
envolvimento do mecanismo de morte celular por apoptose no mecanismo de acao
da marinobufagenina, a externalizagéo da fosfatidilserina foi avaliada por citometria
de fluxo apds 24 horas de tratamento nas concentracdes de 0,375, 0,75 e 1,5 uM
(Figura 15). A doxorrubicina 0,22 uM foi utilizada como controle positivo e a
ouabaina 0,27 uM como padrao de comparacgao para inibidores da (Na/K)-ATPase.

Os resultados foram analisados e, como observado na figura 16,
comparando-se ao controle, graficamente esta demonstrado que houve uma
diminuicdo do numero de células viaveis no tratamento com a marinobufagenina 0,6
MM e um aumento discreto, porém significante (p<0,05) nos indices de apoptose
tardia na Clsp € no dobro da mesma, em relacdo ao controle negativo. Nestas duas
concentracdes, também foi observada uma elevacdo de debris celular. No controle
positivo, doxorrubicina 0,22 uM, registrou-se um aumento significativo de células em
apoptose inicial. A ouabaina ndo demonstrou significativas diferencas em relacéo ao

controle negativo na concentracao e periodo de incubacao utilizados.
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Figura 19. Representacao grafica do efeito do composto marinobufagenina sobre a externalizacédo da

fosfatidilserina em células de adenocarcinoma prostatico (PC3) determinado por citometria de fluxo
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O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as substancias testadas.

A doxorrubicina 0,22 uM (DOX) foi utilizada como controle positivo.

Ouabaina 0,27 Mm (OUA) foi utilizada como padréo de comparagéo de inibidor de (Na/K)-ATPase.

A marinobufegenina (RM20) foi utilizada na concentra¢des 0,37, 0,75 e 1,5 uM.

Os dados correspondem a média + E.P.M. de trés experimentos independentes.

Cinco mil eventos foram contados em cada experimento.

*p<0,05; A andlise dos dados foi realizada comparando com o controle negativo por ANOVA seguido

pelo teste de Newman Keulls.
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Figura 20. Efeito do composto marinobufagenina sobre a externalizacao da fosfatidilserina em

células de adenocarcinoma de préstata (PC3), determinado por citometria de fluxo.
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Utilizou-se Anexina V-PE e 7-AAD, ap6s 24 horas de incubagéo.

O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as substancias testadas.
Ouabaina (0,27 pM) e doxorrubicina (0,22 uM) foram utilizadas como controles positivos.

Os dados correspondem a média + E.P.M. de trés experimentos independentes.

Cinco mil eventos foram contados em cada experimento.

* p <0,05; comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Newman Keulls.

4.6 Avaliacdo da acdo da Marinobufagenina sobre a proliferacédo, viabilidade e
alteracdes morfoldgicas em células PC3 por xCELLigence

A fim de avaliar o comportamento cinético das células submetidas ao
tratamento com o bufadienolideo marinobufagenina, utilizou-se a metodologia do
XCELLIigence, cujo principio consiste em avaliar o padrdo de crescimento da
linhagem e como o contato prolongado entre a amostra e a célula afeta esse padréo.

Para este ensaio foram utilizados 16 pogos, 15 deles com células da
linhagem PC3, enquanto um deles possuia apenas meio completo utilizado
normalmente para o plagueamento das células. Ao controle negativo foi
acrescentado DMSO, o veiculo utilizado para solubilizar as amostras. As amostras
selecionadas para o teste foram diluidas em RPMI, para evitar uma concentracao

elevada de DMSO no pogo.
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Foram utilizados como controles positivos a Ouabaina 0,27 uM, e taxol
0,10 uM, um farmaco citostatico ja utilizado na pratica clinica. As células foram
tratadas com Marinobufagenina (RM20) nas concentrag¢des de 0,375, 0,75 e 1,5 uM.

De acordo com o grafico representado na Figura 17, em relacdo ao
controle negativo, percebe-se que nas células tratadas com Ouabaina houve um
declinio do nimero de células. J4 as células submetidas ao tratamento com taxol
apresentaram parada na proliferacdo celular, ja a partir das primeiras horas de
incubacédo, quando comparadas ao controle negativo.

A Marinobufagenina apresentou um comportamento diferenciado das
células do controle negativo e positivo, percebido a partir do desenho grafico. Em
todas as concentracdes testadas, as células tratadas com o bufadienolideo
apresentaram pico no grafico no periodo de incubacao de 6 a 10 horas, o que foi
associado a um provavel aumento em seu volume ou severas modificagcdes no seu
padrao morfoldgico. Logo apds esse periodo, as células sofreram um brusco declinio

em seu indice.
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Figura 17. Avaliagcdo da acdo da Marinobufagenina sobre a proliferacéo, viabilidade e altera¢cdes morfologicas em células PC3 por xCELLigence
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4.7 Avaliacdo do efeito da Marinobufagenina em células PC3 sobre a
morfologia e citoesqueleto celular por corante pandtico e microscopia
confocal

A linhagem PC3 apresenta forma de fuso, ou seja, as células tém
morfologia alongada e citoplasma ligeiramente granuloso, segundo o que foi
observado nas laminas do controle negativo (Figura 18-A). Em células tratadas com
ouabaina (Figura 18-B), utilizada na concentragao de 0,27 uM, observou-se poucas
variagbes em relacdo ao controle negativo. As células que diferiam do controle
apresentaram morfologia arredondada, algumas coradas apenas no nucleo, o que
indica visualmente uma grande diminuicéo do citoplasma.

Nas células submetidas ao tratamento com a Marinobufagenina, na
concentracéo 0,375 uM (Figura 18-C), observou-se que uma quantidade significante
de células apresentava halos de coloragdo mais clara que o citoplasma ao redor do
nacleo (halos perinucleares). Ja nesta concentracdo pode-se observar a diferenca
da morfologia em relacéo ao controle negativo. As células ja ndo mais apresentam o
tipico formato fusiforme e o volume citoplasmético ja demonstra certa diminuicao.
Algumas células binucleadas também foram percebidas nestas laminas, mas ndo se
observou indicios de células em mitose. Ja as células expostas as concentracdes de
0,75 e 1,5 uM (Figura 18-D e E). Percebeu-se evidente retracdo citoplasmatica, em
sua maioria, em praticamente todos os campos, caracteristica que torna o nudcleo
bastante evidente. Também néo foi observada presenca de figuras mitéticas nas
células visualizadas nos tratamentos com a Clsy e o dobro. Auséncia de
fragmentacdo nuclear e de formacdo de corpos apoptéticos também deve ser

ressaltada.
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Figura 18. Efeito da marinobufagenina sobre a morfologia celular de células PC3.
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Posteriormente, ainda no intuito de realizar observagcbes acerca da
morfologia celular realizou-se a avaliagdo do citoesqueleto por microscopia confocal.
Apos um periodo de 24 horas as células foram incubadas com anticorpos
especificos para marcacao da actina e nucleo.

As células do controle negativo apresentaram-se alongadas, sua
cromatina nuclear bem espalhada, e a actina homogeneamente distribuida ao longo
do seu comprimento. Observaram-se algumas células em divisdo. Nas células
tratadas com controle positivo, taxol, observou-se a presenca de células
arredondadas, que provavelmente estavam iniciando o processo de divisdo, porém
sem éxito, uma vez que a amostra possui comportamento antiproliferativo e
citostatico, tendo em seu ciclo um acumulo de células em G2/M. Percebeu-se uma
modificacdo na distribuicdo da cromatina nuclear, que se encontrava bastante
heterogénea (Figura 19).

No também controle positivo, ouabaina, observou-se figuras
homogeneamente divididas entre células semelhantes as encontradas no controle
negativo, e células de morfologia circular e de citoplasma bastante escasso.

Das células tratadas com a Marinobufagina (ou RM20), a maior parte
manifestou caracteristicas morfologicas arredondadas com elevada retracédo
citoplasmatica e algumas evidenciaram pontos concentrados de actina em ambas as
concentractes (0,375, 0,75 e 1,5 ym) as quais as células foram expostas. Nenhuma

célula em mitose foi vista.
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Figura 19. Efeito da marinobufagenina sobre o citoesqueleto celular de PC3 em cultura; evidenciados

pela marcacao de actina e nucleo.

Ouabaina 0,27 pM RM20 0,375 pM

RM20 0,75 pM RM20 1,5 uM

Corantes utilizados: actina (Phalloidin/ Alexa 488); nucleo (DAPI).
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4.8 Avaliacdo do potencial genotéxico da marinobufagenina sobre o DNA de
células PC3 através do ensaio alcalino do cometa

A avaliagéo do potencial genotdxico em CMSP, tratadas com o composto
marinobufagenina, foi realizada pelo ensaio do cometa em condic¢des alcalinas.

A figura 20 mostra que o composto testado ndo foi capaz de induzir dano
a fita de DNA, portanto néo foi genotéxico em CMSP. Ja a ouabaina 0,27 yM induziu
danos significativos (p< 0,001) a molécula de DNA representados pela média do
indice de dano: 136,58 (CMSP).

Figura 20. Efeito da amostra marinobufagenina sobre a inducdo de dano ao DNA em CMSP e PC3,

apos 24 horas de incubagéo.
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O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as substancias testadas.
Ouabaina (0,27 uM) foi utilizada como controle positivo.

A marinobufegenina (RM20) foi utilizada na concentra¢des 0,37, 0,75 e 1,5 uM.

Os dados correspondem a meédia + E.P.M de trés experimentos independentes. *p < 0,001;

comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Newman Keulls.
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5. DISCUSSAO

Os glicosideos cardiacos constituem uma classe de compostos isolados
de plantas e animais. Estudadas ha alguns anos, estas moléculas vem ocupando
importante papel no tratamento da insuficiéncia cardiaca. Embora venham sendo
utilizadas apenas para este fim, tem-se observado outras propriedades inerentes a
estes compostos, como seus efeitos citotoxicos. Seu mecanismo de acdo tem-se
mostrado bastante complexo, mas sabe-se que existe uma participagdo importante
da bomba (Na*, K*)-ATPase neste efeito. Além disso, alguns glicosideos cardiacos
endégenos como a Marinobufagenina, Ouabaina e Digoxina sdo encontrados
naturalmente no organismo humano, em alguns casos, em estados patolégicos
(BABULA et al., 2013).

Contudo, Xie e colaboradores (2013) afirmam que as propriedades
anticancer dos glicosideos cardiacos com leves ou mesmo nenhum efeito colateral,
podem estar associadas ao alto numero de bombas de sodio e potassio ATPase
expressas em linhagens tumorais.

Na década de 80, Goldin e colaboradores realizaram um estudo no qual
foram acompanhados 127 pacientes oncologicos. Destes, alguns recebiam
digitalicos devido a condi¢cdes cardiacas e outros ndo. Apds quatro anos sendo
acompanhados pelos pesquisadores, observou-se que 0s pacientes tratados com
digitalicos apresentaram menores indices de mortalidade por cancer que os nao
tratados. Aléem disso, outro grupo de pesquisa analisou 0s mesmos pacientes vinte
anos apos o acompanhamento de Goldin e 0 mesmo concluiu que, a longo prazo, os
pacientes tratados com digitalicos continuaram apresentando menor indice de
mortalidade comparando-se aos nao tratados, o que nos leva a inferir que estes
compostos possuem uma atividade anticancerigena (A ELBAZ et al., 2012).

A bomba de Na/K-ATPase faz parte da familia ATPase do tipo-P e foi
identificada como uma bomba de ions transdutora de energia. Ela mantém a
homeostase i6nica em células animais através do transporte de Na* e K* através da
membrana celular (SKOU, 1965; LINGREL et al., 1990). Esta bomba exibe também
outras importantes funcgdes fisioldégicas. Duran e colaboradores (2007), por exemplo,
afirmam que a (Na/K)-ATPase € uma enzima essencial a préstata, devido a seu

papel essencial na producéo do citrato, um importante constituinte do fluido seminal.
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Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial
citotéxico do bufodienolideo Marinobufagenina em um painel de linhagens tumorais,
bem como determinar o possivel mecanismo de acdo desta toxicidade,
particularmente em células de adenocarcinoma prostatico humano (PC3).

Os esteroides cardiotbnicos compreendem duas classes quimicas:
cardenolideos (ex: ouabaina) e os bufadienolideos (ex: marinobufagenina)
(SCHONER, 2008; TIAN et al., 2009).

Bufonidae é uma familia de sapos composta por aproximadamente 471
espécies em 33 géneros (PRAMUK, 2006). Extratos extraidos de venenos de sapos
das espécies Rhinella marina e Rhaebo guttatus testados anteriormente por Ferreira
et al. (2013) predisseram a interessante atividade antiproliferativa de compostos
isolados dos mesmos venenos. Nove extratos foram testados em quatro tipos
celulares tumorais diferentes (HL-60, HCT-116, OVCAR-8 e SF-295) e pelo menos
cinco deles demonstraram atividade anticancer bastante promissora, incluindo
elevados indices de seletividade quando comparada sua atividade em células
normais (FERREIRA et al.; 2013).

Outros estudos de avaliacdo do padrao citotoxico mostraram que todos 0s
bufadienolideos naturais e seus derivados exibiram moderada a forte atividade
contra as linhagens tumorais humanas HL-60, SF-295, MDA-MB-435, HCT-8 sem
demonstrar capacidade hemolitica (PUSCHETT, AQUNANNE; UDDIN, 2010).

Por pertencer a uma classe de semelhante acdo ao bufadienolideo, a
ouabaina foi selecionada como controle positivo para efeitos de comparagdo em
todos os experimentos realizados. Esta molécula & extensamente estudada e sabe-
se que ela age através da inibicdo especifica da atividade catalitica e transporte
ibnico da bomba de (Na, K)- ATPase, por meio da interagdo com uma fenda na
superficie celular, que envolve uma variedade de grupos funcionais que se localizam
na subunidade a e em menor intensidade na subunidade B (CROYLE; WOO;
LINGREL, 1997; CRAMBERT et al., 2004). Além disso, Tian e colaboradores (2009)
observaram que a ouabaina aumenta a endocitose e a degradacdo da bomba de
Na/K-ATPase em células de cancer de prostata DU145.

Outros estudos apresentam evidéncias de que a ouabaina induz dois
tipos de agéo anticancer em células de adenocarcinoma independente de horménios
(PC3): baixas concentracfes de ouabaina induzem o aumento da expressao de Par-

4 (prostate apoptosis response 4) e sensibilizam as células aos efeitos
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antiproliferativo/ citotdxico; enquanto altas concentragbes de ouabaina induzem a
modificacdes do potencial de membrana mitocondrial, a manutencdo da produgéo de
EROS e altos indices apoptose em células PC3 (HUANG et al, 2004).

Os dados relacionados a citotoxicidade corroboram os nossos achados
sobre a Marinobufagenina, no MTT. A amostra, testada em seis linhagens tumorais
humanas (MDAMB-435, HCT-8, K562, MCF7, HEPG2 e PC3) em um periodo de
incubacédo de 72 horas, manteve um padréo de citotoxicidade similar aos resultados
observados no estudo anteriormente realizado com os extratos.

A marinobufagenina (RM20) e ouabaina também foram submetidas ao
ensaio do MTT em células da linhagem B16F10 (melanoma murino) e L929
(fibroblasto murino) para que fossem observadas as diferencas de seus
comportamentos em comparacao as células humanas. As bombas de (Na, K)-
ATPase, presentes em células de roedores, demonstram afinidade drasticamente
menor por glicosideos cardiacos do que as presentes em células humanas (KATZ et
al., 2010; BANULS et al., 2013), o que foi observado também em nossos estudos.
Isso se da devido ao fato de que existem duas mutacbes na subunidade a das
bombas de células murinas em comparacdo com as humanas (MIJATOVIC et al.,
2007; BANULS et al., 2013).

Além disso, Yang et al. demonstraram que a auséncia relativa da unidade
a3 na (Na, K)- ATPase em roedores também pode ser uma fator que colabora com a
nao responsividade destas células aos glicosideos cardiacos. Por outro lado, Lin e
colaboradores (2010) ressaltam a relevancia da subunidade a1 para o crescimento
do tumor e sobrevivéncia da célula neoplasica. Esses dados corroboram com os
resultados encontrados no experimento do MTT, nas linhagens murinas: ambas
resistiram ao tratamento com o glicosideo e com o bufadienolideo.

Um equilibrio entre os efeitos terapéutico e toxicoloégico de uma
substancia é um parametro importante para verificar a aplicabilidade farmacolégica
de um composto especifico (MARQUES, 2012). A caracteristica essencial de um
candidato a farmaco anticancer eficaz é a sua capacidade de matar (ou inibir a
proliferacdo de células de cancer humano) em concentracfes que ndo afetam
significativamente as células ndo malignas humanas. Se a droga candidata né&o
apresenta esse recurso, ndo € relevante se ela pode ou ndo matar células
cancerosas em baixas concentragées. O motivo seria que a concentragao de droga

necessaria para matar as células tumorais de pacientes com céancer também



68

destruiria as células normais e, portanto, seria letal para estes pacientes
(CALDERON-MONTANO et al., 2014).

Soares (2013) realizou testes em uma série de bufadienolideos, incluindo
a marinobufagenina, em células mononucleadas do sangue periférico de individuos
sadios, encontrando como Clso em 72 horas de incubacéao 0,57 mM. Conflitando este
resultado com nossos achados no MTT, no mesmo periodo de incubacdo, em
células de adenocarcinoma de prostata (0,12 uM), observamos que a amostra
testada alcancou um indice de seletividade de cerca de 4,75 vezes.

Além disso, a amostra testada ndo causou dano a integridade da
membrana celular, o que confirma os achados de Machado (2014), quando
submeteu eritrocitos de camundongos a incubacdo com o bufadienolideo e observou
gue o mesmo ndo causava hemodlise, o que sugere que seu mecanismo de acao
esta relacionado a outra atividade que ndo a lise da membrana plasmatica, o que é
bastante favoravel, uma vez que todas as células possuem membrana plasmética e
este mecanismo implicaria em uma falta de seletividade em relacdo a células nao
tumorais.

Ainda explorando os efeitos do bufadienolideo sobre células PC3, foi
verificada sua influéncia sobre o padrédo proliferativo, viabilidade e alteracdes
morfolégicas através do XCELLigence. A ouabaina 0,27 uM apresentou
comportamento antiproliferativo em relacdo ao controle negativo. O taxol apresentou
0 comportamento citostatico esperado na concentracdo de 100 nM. Ja a
marinobufagenina apresentou, nas trés concentragfes testadas, uma elevagcao do
indice celular, que alcanca um pico em um periodo de incubacéo de 6 horas e apos
esse pico, inicia-se um declinio brusco (nas duas maiores concentracdes),
originando curvas ingremes, 0 que pode implicar em uma altragdo do padrdo de
impedancia das células, como por exemplo, aumento do volume celular ou outras
alteracdes em sua morfologia.

A partir dos dados observados nos ensaios do MTT , exclusao do azul de
Trypan e densidade celular podemos afirmar que os picos gerados no grafico do
XCELLigence néo sao indicativo de um comportamento proliferativo, mas sim de
uma modificagdo na estrutura celular, uma vez que o grafico formado € gerado
também através dos dados relacionados ao padrdo de adesdo e movimentagdo
celular. Logo, inferimos que as células exibem um comportamento em que seu

volume é aumentado ou sua morfologia € profundamente alterada.
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Corroborando os resultados acima descritos, alteracdes morfolégicas
foram observadas por Chen e colaboradores (2014) em células LN229, uma
linhagem de glioblastoma, apdés a incubagdo com a ouabaina 1 pM. Apds um
periodo de 3 a 6 horas, as células sofreram um aumento do volume e sua aparéncia
tornou-se granulosa, o que, segundo o autor, indica um sinal de deterioracédo da
membrana celular. Apds 24 horas, esse tamanho regrediu, mesmo com as células
ainda em contato com a amostra. Este mecanismo de diminuicdo do volume foi
associado ao efluxo de K* e confirmado a partir de outros testes realizados (CHEN,
2014).

Apesar de o transporte funcional da (Na'/K")-ATPase ter sido investigado
extensivamente, evidéncias recentes sugerem que a bomba de sédio pode estar
envolvida na inducédo da juncéo de células epiteliais e polaridade (RAJASEKARAN
et al., 2001; RAJASEKARAN et al., 2003), motilidade celular (RAJASEKARAN et al.,
2001), sinalizagéo celular (XIE, 2003), dinamica da actina (RAJASEKARAN et al.,
2001; RAJASEKARAN et al., 2003) e cancer (RAJASEKARAN, 1999;
RAJASEKARAN, 2003; ESPINEDA et al., 2003; ESPINEDA et al., 2004).

Em células renais e cardiacas de roedores, uma cascata de eventos
ocorre seguida da interagdo com a ouabaina com uma pequena fracéo da (Na'/K")-
ATPase. Apds a inibicdo da bomba de Na' pela ouabaina, a concentracio de Na*
intracelular aumenta, o que é seguido de um gradual aumento ou oscilacdo na
concentracdo de Ca'" intracelular. Esse aumento pode ser parte ou resultado desta
cascata (HANSEN, 2003; ARNAIZ, 2014), esses fatos corroborariam os achados no
experimento do XCELLigence, uma vez que foram observadas aleragcdes na
morfologia celular.

A nivel celular, o aumento dos niveis de Ca* desencadeia uma grande
variedade de processos fisioldgicos, incluindo a proliferacdo, morte e migracéo
(Clapham, 2007). Portanto, ndo surpreende que a sinalizacdo aberrante de calcio
induza a um amplo espectro de doencas metabdlicas (MASUYAMA, 2014),
degeneragdes neuronais (CHEN et al., 2011), imunidade (SHAW & FESKE, 2012) e
malignidade (LAFERLA, 2002).

A importancia da sinalizag&o intracelular de Ca*™ em células em migracéo
tem sido estudada. O uso de pequenas moléculas inibitorias e ativadores de canais
de Ca™ sugerem que o Ca™" intracelular estad por trds da migracdo de células,
regulando tanto a sua adesdo quanto retracdo (MANDEVILLE; GHOSH &


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Lores%20Arnaiz%20GR%5Bauth%5D

70

MAXFIELD, 1995).

O mecanismo inotropico positivo dos glicosideos cardiacos é interpretado
como um aumento intracelular da concentracdo de Na® em midcitos cardiacos
a extrusdo de Ca'™ pelo permutador de Na® / Ca™, levando a um aumento na
concentracdo de calcio citoplasmatico. Através do sistema de actina/miosina, o Ca™"
citoplasmatico elevado provoca um aumento da forca de contracdo do musculo
cardiaco (HAVIV; KARLISH, 2013).

Logo, diante do exposto, e com base nos dados da literatura, distarbios
na bomba de Na* e K" podem causar modificagdes nas atividades de outras bombas
presentes nas células, como a bomba de troca Na*/Ca**. Dessa forma, um aumento
de sdédio intracelular provocaria um acréscimo na atividade desta bomba, fazendo
com que ela expulsasse o sdédio excedente e retivesse maior quantidade de Ca™"
proveniente das trocas com 0 meio extracelular no interior da célula. Como
consequéncia, a concentracdo de Ca'" intracelular aumentaria e desencadearia
varios eventos celulares, inclusive efeitos relacionados a migracao e desorganizacao
da actina, como observado nas células tratadas com o bufadienolideo, nos
experimentos relacionados a morfologia celular (XCELLigence, diferenciacdo nucleo/
citoplasma por corante panético e microscopia confocal).

O Ca'" também demonstra estar intimamente relacionado a vias de agdo
de alguns glicosideos cardiacos. Experiéncias com roedores geneticamente
modificados reforgam um papel central da isoforma a, na mediagdo do efeito
inotropico dos glicosideos cardiacos e modulacdo preferencial de transientes de
Ca™ e do Ca™ liberado pelo reticulo sarcoplasmatico em midcitos cardiacos, em
comparagao com a1. A digoxina, o principal glicosideo cardiaco utilizado na clinica
atualmente, apresenta uma estreita janela terapéutica devido a toxicidade causada
pela sobrecarga de Ca'". Essa sobrecarga, produzida pela inibicido excessiva da
(Na, K)-ATPase em midcitos, leva a arritmia e € potencialmente letal. Assim, um
glicosideo cardiaco a-especifico poderia exercer o efeito inotrépico positivo, sem o
efeito secundério indesejavel da sobrecarga de Ca*" devido & alta inibi¢éo cardiaca
de (Na, K)-ATPase. Em adicao a isso, pesquisas recentes mostram que a digoxina é
um glicosideo moderadamente a, seletivo (BAUMAN; DIDOMENICO; GALANTER,
2006).
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A marinobufagenina é um glicosideo cardiaco ligante de a; (FEDOROVA
et al., 2001), o que o torna um bom candidato a futuros testes em relacéo a provavel
incidéncia reduzida dos efeitos cardiotoxicos. Ao contrario de alguns farmacos ja
bem estabelecidos na pratica clinica como a doxorrubicina, ciclofosfamida e
trastuzumab, que apresentam elevado potencial cardiotéxico (ADAO et al., 2013).

Todas as células enfrentam uma grande quantidade de agressfes ao
DNA a partir de fontes enddgenas, por exemplo, desaminacdo espontanea da
citosina, erros de replicacdo e dano por radicais livres de oxigénio gerado como um
produto do metabolismo normal e também a partir de fontes exdégenas: UV, toxinas
alimentares, hidrocarbonetos aromaticos, entre outros, isto soma um valor
significativo que tem sido estimado em 10 000-40 000 rupturas dos filamentos de fita
simples e até 50 rupturas dos filamentos de fita dupla por célula, por dia (VILENCHIK
& KNUDSON, 2003).

Para evitar que esses danos se acumulem como mutagfes para a
préxima geracdo, 0s organismos Vvivos desenvolveram uma rede complexa e
cuidadosamente orquestrada de proteinas conhecidas como resposta ao dano ao
DNA, que inclui sensores que detectam e sinalizam danos no DNA as proteinas a
jusante que irdo paralisar o ciclo celular dando tempo para o reparo ou iniciar as vias
de morte celular (POEHLMANN & ROESSNER, 2010; CHEN et al., 2012).

Os checkpoints de dano ao DNA ocorrem ao longo do ciclo celular. O
ponto de controle G1 é ativado pela sinalizacdo de ATM a Chk2 e P53 entre outros
alvos, previne a replicacdo do DNA danificado através do bloqueio da entrada na
fase S (SHILOH, 2006). Se ocorrerem danos na fase durante a fase S ou o
checkpoint em G1 for evadido, o checkpoint da fase S é ativado, blogueando futura
replicacdo. Danos remanescentes sdo detectados no checkpoint de G,, o qual
previne a entrada das células na mitose (SMITH et al., 2010).

Muitos farmacos eficazes contra o cancer exercem sua ag¢ao sobre as
células que se encontram no ciclo celular, e sdo denominados farmacos ciclo-celular
especificos (CCS). Os produtos naturais ciclo-celular especificos sdo um importante
grupo de agentes antineoplasicos que se referem a muitos farmacos utilizados na
terapia clinica oncologica e que ndo sao de origem sintética (ALMEIDA et al., 2005).

Dentre estes produtos, podemos citar os alcaldides vegetais, como 0s
alcaldides da vinca (vimblastina e vincristina) que desempenham sua acao através

da inibicio do fuso mitético ligando-se as proteinas microtubulares e,
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consequentemente, interrompendo a divisdo celular na metafase; o taxol, que é um
éster alcaloide que também exerce atividade sobre o fuso mitético, dimerizacdo da
tubulina e estabilizacdo dos microtubulos protegendo-os da despolimerizacéao,
resultando no bloqueio da multiplicacdo celular, o que acarreta na perda da
viabilidade celular (OLIVEIRA; ALVES, 2002) e as podofilotoxinas como o
etoposideo e tenoposideo (derivados semissintéticos), que agem através do
blogueio das células em S e G, e inibicdo da enzima topoisomerase I, promovendo
lesdo do DNA (CHABNER; CALABRESI, 1995; SALMONM, 1998; ALMEIDA et al.,
2005).

Bufadienolideos tem demonstrado potencial para atuar sobre o ciclo
celular (DENG et al.,, 2015). Dentre eles, podemos citar moléculas como a
Cinobufacini, que causa parada de células MDA-MB-231 na fase S (MA et al., 2012)
, a bufalina, que interrompe o ciclo em células tumorais de ovério na transicao G0/G1
(TAKAI et al., 2008), e a bufotalina, que causa interferéncia no ciclo em G,/M, em
células HepG2/ADM (ZHANG et al., 1992).

No presente trabalho, a influéncia da marinobufagenina no ciclo celular de
células PC3 também foi avaliada. Observou-se que a molécula possui caracteristicas
ciclo-especificas, uma vez que apresentou um significativo deslocamento de células
para a fase G,/M em todas as concentracdes testadas, em relacdo ao controle
negativo.

Estudos semelhantes realizados em outros bufadienolideos comprovam a
acao de muitos deles na parada do ciclo celular na fase G, ou G,/M. Por exemplo, a
arenobufagina, um agente intercalante do DNA em células de hepatocarcinoma
(DENG et al., 2015); a bufalina, que desencadeia apoptose em células tumorais
pancreaticas PANC-1 (LI et al., 2013) e a hellebrigenina, que também provoca morte
por apoptose em células leucémicas HL-60 (SOARES, 2013).

A transicdo de G, para M no ciclo celular pode ser bloqueada se o DNA se
encontra danificado, assim prevenindo a mitose com cromossomos deteriorados
apos a replicacdo (TAYLOR; STARK, 2001). Baseado nesta informacdo e somando-
se a auséncia de figuras mitéticas em laminas coradas por corante panoético como
também nas imagens reproduzidas por microscopia confocal, inferimos que a parada
no ciclo celular poderia estar ocorrendo apenas em G,, € hao na mitose.

Segundo KUMMAR (2004), o ciclo celular para em um ponto onde a

funcdo de algum gene essencial esta deficiente. Estudos realizados por Deng e
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colaboradores (2015) com a arenobufagina demonstram que sua parada em G, esta
intimamente relacionada aos danos que ela causa ao DNA, o que foi confirmado
através da realizacdo do ensaio do cometa, utilizado geralmente para detectar
quebra de fitas de DNA (Unica e dupla) (KING et al., 1993; CAVALCANTI et al.,
2006; SOARES, 2013). A partir destes dados, podemos inferir que a substancia
causa inativacdo de algum gene essencial nas células tumorais testadas. Ensaios
posteriores levaram o0s autores a concluir que a via acessada foi ATM/ATR-
Chk1/Chk2-Cdc25C.

Para alcancar uma maior compreensdo em relacdo a parada em G,/M e
para efeito de comparacdo com o0s estudos desenvolvidos com outros
bufadienolideos, a marinobufagenina foi submetida ao ensaio alcalino do cometa em
células mononucleadas do sangue periférico e na linhagem PC3. Observou-se que
na sua Clsp (0,75 pM), a marinobufagenina nao foi capaz de causar leséo direta ao
DNA em nenhum dos tipos celulares testados, ou seja, a amostra nao induz a
guebra de fitas do DNA, demonstrando indices semelhantes ao controle negativo; ao
contrario da ouabaina, que demonstrou ser uma amostra genotoxica na
concentragéo de 0,27 yM tanto em CMSP guanto na linhagem tumoral.

Apesar de a marinobufagenina ocasionar parada no ciclo em G,/M, ainda
ndo é claro o mecanismo que resulta nesta parada. Outros estudos tém
demonstrado que o bufadienolideo bufalina (DOMINGUEZ et al., 2001; PASTOR et
al., 2002; 2003; SOARES 2013) e hellebrigenina (SOARES, 2013) também néao
causam dano direto ao DNA.

Outras possibilidades de interacdo com o DNA seriam através da
interacdo com as topoisomerases, enzimas responsaveis pelo reparo ao DNA
danificado (RAO, 2013). Estudos realizados com a hellebrigenina (SOARES, 2013) e
com a bufalina (PASTOR et al.,, 2002) sugerem sua atuacdo sobre a enzima
catalitica topoisomerase Il, 0 que poderia ser um alvo a ser estudado em relacdo a
atividade da marinobufagenina.

A perda de controle do ciclo celular ap6s a inativagdo do p53 contribui
para a instabilidade gendémica, que leva ao aparecimento e progressao de tumores
(VOGELSTEIN, LANE & LEVINE, 2000). Quando superexpresso, p53 bloqueia o
ciclo celular em G; e G, (TAYLOR & STARK, 2001). As respostas do ciclo celular a
danos no DNA s&o mais complexas quando ativadas por vias independentes do p53.

Por exemplo, a perda de p53 elimina a parada em G; em resposta a danos no DNA,
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mas as células sem p53 ainda param o ciclo rapidamente em G,, 0 que mostra que,
mesmo que a p53 contribua com a parada em G,, em resposta a danos ao DNA, as
vias independentes de p53 também desempenham um papel importante (KASTAN,
1991; PASSALARIS, 1999).

As células PC3 sdo hemizigéticas para o cromossomo 17p e sua Unica
cOpia do gene p53 tem uma delecédo de pb no cédon 138, que causa um defeito no
coédon de posicao 169 (CARROLL et al., 1993). Como resultado, as células PC3 néo
expressam a proteina p53 (RUBIN et al., 1991).

Uma importante via independente de p53 em parada em G, é controlada
pelas proteinas quinases ATM e ATR (RUDOLPH & LATT, 1989; CLIBY et al., 1998).
ATM é mutada na sindrome da susceptibilidade tumoral de ataxia telangiectasia
(SPACEY; GATTI; BEBB, 2000) e, juntamente com a ATR, fosforila e ativa as serina-
quinases CHK1 e CHK2 (CHATURVEDI et al., 1999; LIU et al., 2000; MATSUOKA et
al., 2000), que fosforilam a fosfatase CDC25, fazendo com que ela seja sequestrada
no citoplasma ao se ligar a uma proteina da familia 14-3-3 (FURNARI; RHIND;
RUSSELL, 1997; KUMAGAI & DUNPHY, 1999; LOPEZ-GIRONA, et al., 1999;
SANCHEZ et al., 1997). No citoplasma, CDC25 ndo pode desfosforilar CDK1, a
CDK, que conduz as células de G, a mitose. A desfosforilacdo de CDK1 por CDC25
€ normalmente necessaria para a activacdo de CDK1 na fronteira de G, para M
(NURSE, 1990; PINES, 1995). Esta via também seria um ponto bastante
interessante a ser estudado em relacdo a atuacdo da marinobufagenina no ciclo
celular.

Quimioterapicos que interagem com o DNA sdo extensamente utilizados
na pratica clinica para as diversas neoplasias, 0 que comprova a enorme
importancia desta classe de farmacos e corrobora o grande interesse académico e
tecnolégico no desenvolvimento de novos analogos mais eficientes e menos toxicos.
Adicionalmente, em varios casos, a seletividade e eficiéncia destes agentes
antineoplasicos tém sido aumentadas por uso de mecanismos de liberacdo
controlada ou de citoprotecéo (GABIZON; SHMEEDA; BARENHOLZ, 2003).

Evidéncias crescentes sugerem que 0s canais de idnicos e bombas estao
envolvidos na regulacéo da proliferacdo e migracao celular, e proteinas de canal tém
demonstrado formar complexos macromoleculares com moléculas de adesao celular
e outras proteinas de sinalizagdo. Com a elucida¢éo dos papéis dos canais ibnicos e

bombas sugere-se cada vez mais que sua regulacdo poderia contribuir para a
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progressdo do cancer. Sabendo que estas proteinas estdo envolvidas em mdltiplas
caracteristicas malignas de neoplasias malignas, varios canais i6bnicos e bombas
seriam potenciais alvos para aplicacdo de novas terapias (LITAN; LANGHANS,
2015).

A externalizacdo da fosfatidilserina (PS), presente na regido interna da
bicamada lipidica, é uma caracteristica bioquimica relevante na deteccdo da
apoptose (BRATON et al.,1997). A utlizacdo de anexina V, uma proteina
recombinante que interage forte e especificamente com os residuos de
fosfatidilserina, pode ser usada na identificacdo deste tipo de morte celular (ARUR et
al,2003).

A fim de avaliar o padrdo de morte celular exercido pelo efeito da
marinobufagenina, foi realizada, através de citometria de fluxo, a analise do padrdo
de morte celular com incubacdo de anexina + 7AAD. A doxorrubicina 0,22 foi
utilizada como controle positivo. Essa metodologia € utilizada com o objetivo de
caracterizar bioquimicamente a inducdo da apoptose. Percebeu-se que NAS
concentracdes testadas bem como neste periodo de incubacao, apesar de haver um
discreto aumento de células em apoptose tardia e debris, a apoptose ndo € a
principal via de morte celular envolvida no efeito citotéxico da marinobufagenina, ao
contrario dos estudos realizados com a hellebrigenina em HL-60 (SOARES, 2013),
bufalina e cinobufagina em carcinoma hepatocelular (QIl et al., 2011).

Diante dos resultados apresentados e discutidos, observou-se o potencial
antineoplasico importante da marinobufagenina. Esta molécula demonstrou um
relevante potencial citotéxico e relativa seletividade para células tumorais, em
comparagcdo com células normais. Além disso, sua agdo sobre o ciclo celular e
caracteristicas morfologicas sdo informacg6es importantes para o inicio da elucidagéo
do seu mecanismo de acéo.

InvestigacOes de relacdo com a topoisomerase, acdo na via ATM/ATR,
quantificacdo de célcio, estudo da influéncia de sua acédo sobre a expressdo de
canais (Na®, K)- ATPase e perfil de morte celular seriam as nossas proximas
diretrizes a serem exploradas futuramente. Além disso, estudos de prote6mica
seriam importantes no esclarecimento sobre os alvos moleculares envolvidos na
acdo da marinobufagenina, enquanto ensaios in vivo constituiriam importante

ferramenta para demonstrar o efeito desta amostra em organismos complexos.
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6. CONCLUSAO

A marinobufagenina, um bufadienolideo extraido de sapos da espécie
Rhinella marina, possui potente atividade citdétoxica em linhagens tumorais e
demonstra auséncia de atividade genotdéxica em células normais e em
adenocarcinoma de prostata (PC3). Esta molécula foi capaz de induzir parada na
fase G, do ciclo celular e modificacdes no citoesqueleto de células da linhagem PC3,
com ativacdo da via apoptética da anexina a partir de 0,75 yM. Os achados do
presente estudo nos fizeram compreender a importante citotoxicidade deste
bufadienolideo candidato a molécula anticancer. Contudo, outros experimentos
devem ser realizados no intuito de elucidar seu mecanismo de morte celular e

potencial terapéutico.
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