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RESUMO

AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO DE TRES NOVOS
DERIVADOS DA a-SANTONINA EM MODELOS EXPERIMENTAIS IN
VITRO. José Roberto de Oliveira Ferreira. Dissertacdo de Mestrado. Orientadora:
Claudia do O Pessoa. Programa de Pés Graduacio em Farmacologia. Departamento
de Fisiologia e Farmacologia. Universidade Federal do Ceara.

As lactonas sesquiterpénicas apresentam estruturas quimicas diversificadas, bem
como uma grande variedade de atividades bioldgicas, dentre as quais se destaca a
atividade citotoxica e antitumoral. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o
potencial citotoxico de trés novos derivados da a-santonina (1): 3-oxo-7aH,6H-
eudesma-1,4,11-trien-6,12-olideo (2), 11,13-dehidrolumissantonina (3) e 10a-
acetoxi-3-oxo-1,7aH,6H-guai-4,11-dien-6,12-olideo (4) e estudar seus efeitos sobre
a proliferagdo celular, ciclo celular e eventos apoptoticos. Todos os novos derivados
inibiram a proliferacao das células tumorais, pelo ensaio do MTT, exceto o protdtipo
(a-santonina), ap6s 72 h de incubagdo. As linhagens HL60 (leucemia) e HCT-8
(c6lon) mostraram maior sensibilidade ao tratamento com os novos derivados, cujos
valores de Clsy para HL60 foram 1,14 (0,23-2,77); 2,30 (1,87-2,84) e 1,60 (1,09-
2,35) uM e HCT-8 iguais a 2,92(0,98-4,86); 1,96 (1,64-2,29)e 0,36 (0,16-0,79) uM,
para os compostos 2, 3 e 4, respectivamente. Dois dos trés derivados foram menos
citotoxicos para as células mononucleares do sangue periférico (PBMC) com Clsg
igual a 10,75 (4,6-23,3) uM (3) e Cls igual a 16,77 (7,3-36,8) uM (4). Porém, o
composto 2 apresentou menor seletividade (Clso igual a 3,24 (1,6-5,3) uM) em
relacdo as células ndo tumorais. Nenhum dos compostos estudados induziu efeitos
hemoliticos. Para estudo do mecanismo de acdo foi escolhida a linhagem HL-60
como modelo experimental. Culturas de HL60 foram tratadas com os derivados (1 e
2 uM) por 24 h. Todos os derivados foram capazes de reduzir o nimero de células
viaveis, avaliado pelo ensaio de exclusdo do azul de tripan, na maior concentragdo
testada, sem induzir aumento na incidéncia de células ndo viaveis. A agdo
antiproliferativa esta relacionada com a capacidade de inibir a sintese de DNA. Apds
o tratamento, os derivados foram capazes de induzir apoptose, como observado pelo
padrao de morfologia celular: presenca de condensagdo de cromatina e fragmentagao
nuclear, bem como por citometria de fluxo (manuten¢do da integridade de membrana
plasmatica, fragmentacdo do DNA, externalizacdo da fosfatidilserina e ativacdo de
caspases 3 e 7). Nenhum dos derivados causou despolarizagdo da membrana
mitocondrial, sugerindo a participagdo da via extrinseca no processo apoptotico. Os
compostos 3 ¢ 4 foram capazes de causar acimulo de células na fase G,/M do ciclo
celular, indicando um mecanismo de a¢do diferenciado em relagdo ao composto 2.
Esses dados sugerem que os derivados da a-santonina avaliados no presente estudo
apresentam um potencial anticancer, em especial o composto 4 pela moderada
toxicidade em PBMC e por ser capaz de induzir uma maior taxa de morte celular via
apoptose quando comparado aos demais derivados estudados.

Palavras-chave: a-santonina, citotoxicidade, apoptose



ABSTRACT

EVALUATION OF THE CYTOTOXIC POTENTIAL OF THREE NEW
DERIVATIVES OF oa-Santonin IN EXPERIMENTAL MODELS. Master’s
dissertation. Jos¢ Roberto de Oliveira Ferreira. Advisor: Claudia do O Pessoa.
Master’s dissertation. Postgraduate Program on Pharmacology. Departament of
Physiology and Pharmacology, Federal University of Ceara, UFC, 2009.

The sesquiterpene lactones have different chemical structures, and a variety of
biological activities, among which stand out the cytotoxic and antitumour activities.
The aim of the present study was to determine the cytotoxic effects of three new a-
Santonin (1) derivatives: 3-oxo-7aH,6fH-eudesma-1,4,11-trien-6,12-olide (2),
11,13-dehydrolumissantonin (3) and 10a-acetoxi-3-oxo-1,7aH,6BH-guai-4,11-dien-
6,12-olide (4) and study your effects on cell proliferation, cell cycle, and apoptosis
events. All new derivatives inhibited the proliferation of tumor cells, by MTT assay,
except the prototype (o-santonina) after 72 h of incubation. The cell lines HL60
(leukemia) and HCT-8 (colon) showed greater sensitivity to treatment with these
derivatives, with values of I1Csoy for HL60 equal to 1.14 (0.23-2.77); 2.30 (1.87-2.84)
and 1.60 (1.09-2.35) uM and for HCT-8 equal to 2.92(0.98-4.86); 1.96 (1.64-2.29)
and 0.36 (0.16-0.79) uM for compounds 2, 3 and 4, respectively.. Two derivatives
were less cytotoxic to peripheral blood mononuclear cells (PBMC): ICsy equal to
10.75 (4.6-23.3) uM (3) and ICsy equal to 16.77 (7.3-36.8) uM (4). However,
compound 2 showed lower selectivity (ICso equal to 3.24 (1.6-5.3) uM) on PBMC.
None of the studied compounds induced hemolytic effects. To evaluate the
mechanism of action promoted by these derivatives, HL60 cells was chosen as an
experimental model, since this linage was one of the most sensitive to treatment.
HL60 cultures were treated with a-santonin derivatives (1 and 2 puM) during 24 h.
All compounds were able to reduce the number of viable cells evaluated by the
trypan blue dye exclusion test at highest concentration, without increasing the
number of non-viable cells. The antiproliferative action is related to the ability to
inhibit the synthesis of DNA. After treatment, the derivatives were able to induce
apoptosis, as observed by cell morphology pattern (chromatin condensation, and
nuclear fragmentation), and by flow cytometry (membrane integrity, DNA
fragmentation, anexin positive cells, and caspases 3 and 7 activation). None of all
derivatives analyzed caused depolarization of mitochondrial membrane, suggesting
the involvement of the extrinsic pathway in the apoptotic process. The compounds 3
and 4 induce G»/M cell cycle arrest, indicating a different mechanism of action in
relation to compound 2. These data suggest that a-santonin derivatives evaluated in
the present study showed a anticancer potential, especially the compound 4, which
induced moderate toxicity on PBMC, in addition this compound induced a higher
rate of cell death via apoptosis when compared to the other a-santonin derivatives
evaluated.

Keywords: a-santonin, cytotoxic, apoptosis
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracoes gerais:

O cancer ¢ a segunda causa de morte no mundo, ficando atrds apenas das
doengas cardiovasculares (COSTA et al., 2008). Sendo produto do mau funcionamento
na regulacdo do ciclo celular (FOSTER, 2008; KIM et al., 2002), onde células mutadas
ou injuriadas, que normalmente seriam levadas a morte, t€m permissao para progredir
através do ciclo celular (MALUMBRES et al.,, 2007). Desta forma levando a
acumulacdo de anormalidades no DNA e subseqiientes desordens patoldgicas, como o
cancer (BETTENCOURT-DIAS et al., 2004).

Uma tnica mutagdo ndo ¢é suficiente para converter uma célula saudavel em
maligna, mas sim um conjunto de mutagdes, que podem promover a progressao do ciclo
celular, impedir a diferenciagdo e favorecer mecanismos de escape a apoptose
(HANAHAN; WEINBERG, 2000). Mutagdes chaves ocorrem em proto-oncogenes €
genes supressores tumorais. Os proto-oncogenes quando mutados (oncogenes)
promovem o crescimento celular, enquanto os supressores tumorais quando mutados a
inibicdo da progressdo do ciclo ¢ retardada ou inibida, facilitando o crescimento
anormal (FISCHER; GLOVER; LANE, 2004).

O desenvolvimento de farmacos pode seguir de diversas maneiras, todavia, o
sistema basico tradicional parte de um composto isolado/sintetizado que ¢ avaliado a
partir de métodos de screening, para posteriores testes aprofundados (KOPEC;
BOZYCZKO-COYNE; WILLIAMS, 2005; MISHRA et al., 2007).

Os farmacos anticancer constituem uma importante ferramenta no tratamento do
cancer, aliado a estratégias cirurgicas, radioativas e genéticas (www.inca.gov.br). No
ambito da quimioterapia antineoplasica muitos compostos de origem sintética ou ndo
sdo utilizados em esquemas terapéuticos visando impedir o crescimento e
desenvolvimento do tumor (RICCI; ZONG, 2006). Entretanto, apesar de todo arsenal
terapéutico disponivel existe problemas na seletividade, toxicidade e outros na
quimioterapia que limitam o seu uso, baseado nisto € em outros fatores, a pesquisa no
descobrimento de novos farmacos e novos alvos tomou grande forca (SAKALANI;
KUTTY, 2008), um dos exemplos s3o os analogos de farmacos conhecidos como

Paclitaxel e Vincristina.
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Modificagdes em atomos ou arranjos estruturais e espaciais podem aumentar ou
cessar a atividade de um composto conhecido, bem como sua seletividade e conferir
nova atividade bioldgica (KIM et al., 2006). Nao necessariamente compostos parecidos
possuem igual atividade ou poténcia (SCOTTI et al., 2007). Desta forma fica clara a
necessidade da sintese de compostos correlatos a partir de um composto chave.

Aliado a isto a pesquisa genética do cincer revelou assinaturas moleculares nas
células tumorais e ndo nas sadias, que possibilitaram o desenvolvimento de novas
classes de compostos anticancer (ROSA et al, 2008), como o anti-Her2
(Transtuzumabe) e o inibidor de tirosinoquinase (Imatinibe).

Os dados acima citados refletem a necessidade da busca de novas formas de
combate ao cancer, e também a multidisciplinaridade da pesquisa em farmacologia.
Uma vez que envolve a inter-relacdo entre diversos campos das ciéncias: biologia

molecular, genética, quimica e farmacologia, dentre outros de igual importancia.

1.2 Incidéncia do cancer

As estimativas do Instituto Nacional do Cancer para o ano de 2009, baseadas no
ano de 2008, sdo de 466.730 novos casos de cancer. Nessa estimativa inclui-se que o
cancer de pele ndo melanoma (115 mil casos novos) serd o mais incidente na populagao
brasileira, seguido pelo de prostata (49 mil), mama feminino (49 mil) e pulmao (27 mil).
Fazendo uma distribui¢do por sexo sdo esperados 231.860 casos novos, para 0 sexo
masculino, e 234.870 para o sexo feminino. Destes, para o sexo masculino, os mais
incidentes serdo devidos ao cincer de pele ndo melanoma (56 mil), de prostata (49 mil),
de pulmao (18 mil), de estobmago (14 mil) e de colon e reto (12 mil). Enquanto para o
sexo feminino, destacam-se os tumores de pele ndo melanoma (59 mil casos novos), de
mama (49 mil), de colo do tutero (19 mil), de colon e reto (14 mil) e de pulmao (9 mil)

(INCA, 2007).
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Figura 1: Tipos de cincer com maior incidéncia para 2008, de acordo com estimativas do INCA

Fonte: (INCA, 2007)

1.3 Ciclo celular e Cancer: quando a homeostase é perdida

A proliferagdo celular é um processo finamente regulado pela ativagdo e
desativagdo de uma série de proteinas constituintes da maquinaria celular
(BETTENCOURT-DIAS et al., 2004). A principal tarefa do ciclo celular ¢ ser capaz de
assegurar replicagdo do DNA livre de erro, separagdo cromossdmica € citocinese
(MADDIKA et al., 2007). O ciclo celular pode ser dividido em Interfase ¢ Mitose,
sendo a subdivididos em G, S, G, (interfase) e a mitose em: profase, metafase, anafase

e telofase (FISCHER; GLOVER; LANE, 2004; SCHIMIDT; BASTIANS, 2007).
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Em resposta a sinais proliferativos extracelulares, as células entram no ciclo
celular a partir de um estado de descanso (Gy) e comega a divisdo celular, uma vez que
ultrapassem o ponto de restricdo apds a primeira fase de intervalo (G;) (FISCHER;
GLOVER; LANE, 2004, MADDIKA et al., 2007). Portanto, células que estdo em Gy
(quiescéncia), ndo estdo ciclando ativamente (COLLINS; GARRET, 2005). Apds Gy, a
fase S tem inicio, onde ocorre a replicacdo do DNA. Com o DNA replicado a célula
entra em G, um periodo em que se prepara para a mitose (FISCHER; GLOVER;
LANE, 2004). Na mitose, ocorre a divisdo celular apropriadamente dita, em que a célula
se divide em duas (SCHIMIDT; BASTIANS, 2007).

As ciclinas sdo proteinas chaves do ciclo celular, que em conjunto com as
quinases dependentes de ciclina (CDKs), formam o complexo ciclina-CDK que
coordena a progressdo do ciclo (MALUMBRES et al., 2007). Este complexo ¢
composto por uma subunidade reguladora (ciclina) e uma catalitica (CDK)
(BETTENCOURT-DIAS et al., 2004). A atividade das ciclinas ¢ modulada por
modificagdes nos seus niveis de expressdo de RNAm, quanto nos niveis de proteinas.

Assim as ciclinas sdo produzidas em cada uma das fases do ciclo (FOSTER, 2008)

Fatores de Crescimento

Figura 2: Ciclo celular e pontos de checagem (setas vermelhas)

Fonte: Adaptado de Fischer et al. (2004) e Almeida et al. (2005)

Nota: O ciclo é representado por Interfase (G;, S e G;), onde a célula parte de um estado de
quiescéncia (Gy), devido a fatores de crescimento, para um estado em que esta “ciclando”
ativamente (G,), ocorrendo a replicacio do DNA. Apés a interfase, onde seus constituintes celulares
e DNA duplicados, a célula entra em mitose. As duas células filhas podem continuar ciclando ou
entrar em G,
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Cada fase do ciclo possui checkpoints, que podem levar a parada da progressao
do ciclo celular ¢ a ativagdo de mecanismos de reparo (MALUMBRES et al., 2007).
Apos passar por checkpoints, as células sdo levadas irreversivelmente para a proxima
fase do ciclo. Dano ao DNA e/ou mal funcionamento de organelas e estruturas (falha no
fuso mitdtico) pode ativar a parada do ciclo e a célula pode entrar em morte celular,
caso o dano ndo seja reparado (FOSTER, 2008). Os pontos de checagem da integridade
do DNA operam através do ciclo, especialmente na transicdo G; —S, durante e depois da

fase de sintese do DNA, e antes das células entrarem em mitose (G, - M) (FISCHER et

al., 2004).
Gi-S G,-M
Integridade do Integridade do
DNA DNA e do

Fuso
| | vk ::": X 7 _-@, = 3_:'1’.-
I’ .JI_“.. m\..! 4 \:__f&'_,-’ll ‘::‘.;-l__:%___—ﬁ, -‘.\.{-\-:.f Ea
G1 S Gz Profase Metafase Anafase

Citocinese

Centrossomos
separados?
Alinhados?

Montagem do eixo

Figura 3: Progressao do ciclo celular e seus principais pontos de checagem
Fonte: Adaptado de Fischer, Glover e Lane (2004); Barr, Silljé e Nigg (2004); Almeida et al. (2005);
Foster (2008)
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A proteina do retinoblastoma, pRb, controla a expressdo de genes que
comprometem as ciclinas que estdo no checkpoint na interse¢ao G;-S. No inicio de Gy,
ela esta hipofosforilada, o que reprime o avanco do ciclo celular, porque impede a
atividade do fator de transcricdo E2F. Proximo ao ponto de restricdo, os pontos de
restri¢ao, os complexos ciclina D — CDK4 e 6 ¢ o complexo ciclina E — CDK2,
hiperfosforila pRb, liberando E2F, promovendo desta forma a entrada em S (ALMEIDA
et al., 2005). Quando ocorre mutagdo no gene PRB, o ciclo celular fica desregulado, ¢
mesmo que a célula ndo esteja preparada para entrar em S ou tenha ocorrido erros, o
ciclo progride (MADDIKA et al., 2007). Isto porque o gene pRb é reconhecido como
supressor tumoral, pois € capaz de parar o ciclo celular, caso erros sejam detectados. Por
isso, mutagdes no PRB sdo freqiientemente encontradas em tumores (ALMEIDA et al.,
2005).

A maior parte dos agentes quimioterapicos interferem com a replicagdo e a
formagdo do fuso mitédtico (KIM et al., 2002; NEWEL, 2005; ALMEIDA et al., 2005;
BRUIN; MEDEMA, 2008;) processos centrais do ciclo celular. Entretanto, novas
pesquisas t€m revelado novos alvos que possibilitam o desenvolvimento de novas
classes de agentes anticancer. Um fato que possibilitou esse impulso foi a descoberta de
que certas proteinas que sdo superexpressas em tumores, tais como Poélo-like quinase 1
(BARR; SILLJE; NIGG, 2004) e Auroras quinases (FOSTER, 2008; ROSA et al.,
2008).
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Figura 4: Ciclo celular e a acio de farmacos, as quinases dependentes de ciclinas (CDKs) regulam o
ciclo celular ao se ligarem a varias ciclinas durante a progressao do ciclo celular

Fonte: Adaptado de McGrogan et al. (2008)

Nota: Agentes quimioterapicos diversos tém como alvo diferentes estagios do ciclo celular, como
mostrado acima, agentes antimitoticos tem como alvo G,/M, enquanto outros que agem
comumentemente em G{/G; e a fase S interferem com a replicacdo do DNA.
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1.4 Morte Celular e farmacos anticincer

A homestase nos organismos multicelulares ¢ realizada pelo equilibrio entre a
proliferagio e a morte celular (KRYSKO et al.,, 2008). A desregulacdo destes
mecanismos implica no desenvolvimento de doengas, como o cancer (FISCHER;
GLOVER; LANE, 2004). A quimioterapia ¢ uma estratégia terapéutica, que age através
de compostos quimicos, no combate ao cancer, induzindo morte celular por mecanismos

diversos, como mostrado na figura abaixo.

A
- . . Catastrofe | -
Quimioterapia mitética
\ i
.-"'
-
/-‘

Figura 5: Vias de morte induzida por quimioterapia

Fonte: Adaptado de Kim et al. (2006); Ricci e Zong (2006); Bruin e Medema (2008)

Nota: Os agentes quimioterapicos sao capazes de induzir morte celular por diversos mecanismos,
que independente da via culminario na delecio celular

A apoptose foi por muito tempo utilizada como sinonimo de morte celular
programada (KROEMER et al., 1997), entretanto, recentes estudos (KIM et al., 2006;
RICCI; ZONG, 2006; BREDESEN, 2007) comecaram a caracterizar formas alternativas
de morte celular programada, a exemplo da autofagia, como visto na figura acima.

Quatro categorias de morte celular t€ém sido descritas atualmente: apoptose,
autofagia, necrose e catastrofe mitotica. Entretanto, a apoptose e a autofagia sdo

consideradas “progamadas” no que se refere ao seu controle estritamente genético. Ja a
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necrose € a catdstrofe mitdtica sdo vistos como processos meramente passivos em
resposta a insultos celulares (RICCI; ZONG, 2006).

A autofagia ¢ uma resposta ativa a falta de nutrientes, diferenciagdo e
desenvolvimento, sendo entdo um processo adaptativo de resposta ao estresse
metabolico, que resulta na degradacao de proteinas e organelas (BREDESEN, 2007).

A autofagia ¢ definida como um processo em que proteinas e organelas sdo
degradadas por proteases lisossomais (RICCI; ZONG, 2006). Durante a autofagia,
por¢oes do citoplasma (organelas e proteinas) sdo encapsuladas em vesiculas de
membrana dupla, referida como autofagossoma (BREDESEN, 2007). Onde este, ao se
fundir com lisossomas, sofre degradacdo de seus constituintes pelas hidrolases
lisossomais (KIM et al., 2006). A autofagia ndo é importante apenas para a degradagao
celular, mais também como fonte alternativa de nutrientes. O tamoxifeno e radia¢des y
podem induzir autofagia (RICCI; ZONG, 2006).

As principais caracteristicas da necrose incluem: deplecdo energética, dano a
membrana lipidica e perda da fun¢do homeostatica de canais e bombas de ions. E bem
caracterizada pela vacuoliza¢do do citoplasma, perda de integridade de membrana e
aumento do volume celular (KRYSKO et al., 2008). A necrose ¢ induzida por
inibidores da producdo de energia celular, desbalanco no fluxo de calcio, geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e ativacdo de proteases ndo apoptoticas, cada um
destes eventos potencializa o outro. A PB-lapachona e o honokiol sdo exemplos de
compostos que induzem necrose em células tumorais (RICCI; ZONG, 2006).

A catastrofe mitética ndo é considerada uma forma de morte, mas sim um sinal
irreversivel para a morte (RICCI; ZONG, 2006), sendo principalmente associada a erros
nos pontos de checagem do ciclo celular. E um processo resultante de mitose aberrante,
durante a separagao das cromatides irmas (BREDESEN, 2007). Morfologicamente
apresentam-se como células aumentadas e multinucleadas, e com defeitos mitdticos,
como condensagdo nuclear incompleta, defeito no alinhamento dos cromossomos e
dano DNA (BRUIN; MEDEMA, 2008).

O dano que leva a catdstrofe mitdtica pode ser induzido por farmacos
quimioterdpicos como agentes da hiperpolimerizagdo dos microtiibulos (paclitaxel),
agentes despolimeralizantes de microtubulos (vinblastina e vincristina) e inibidores de

checkpoint quinase 1 (Chk1) (7-hidroxiestaurosporina) (RICCI; ZONG, 2006).
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1.5 Apoptose

A apoptose ¢ um fendmeno importante, bem caracterizado, na citotoxicidade
induzida por farmacos anticancer (KIM et al., 2002; MADDIKA et al., 2007;), sendo
também um processo seletivo de delegdo celular fisiolégica (HENGARTNER, 2000),
visto que ocorre para o controle da populacdo celular e do tecido (VERMES;
HAANEN; REUTELINGSPERGER, 2000), desenvolvimento embrionario (ZIEGLER;
GROSCURTH, 2004), dentre outros processos fisioldgicos e patoldgicos. Foi
primeiramente descrita por Kerr et al. (1972).

A apoptose ocorre em resposta a uma variedade de estimulos ambientais, que
afetam as células através de uma cascata pré-programada de eventos que culmina na
degradagdo de constituintes celulares, subseqiiente desintegracdo e delecdo celular
(CONG et al., 1994). Devido a esta cascata de eventos bioquimicos (HENGARTNER,
2000), as células demonstram alteracdes fenotipicas classicas, tais como: diminui¢do do
volume celular e nuclear, condensac¢do e marginacdo da cromatina (OTT et al., 2007),
formagao de blebbings na membrana celular, fragmentacdo do DNA e do nucleo,
formacgdo e liberacao dos corpos apoptoticos (KROEMER; ZAMZAMI; SUSIN, 1997)
e exposicdo da fosfatidilserina para reconhecimento por fagocitos (RICCI; ZONG,
2006; ZIEGLER; GROSCRURTH, 2004).

A maquinaria apoptotica pode ser dividida, de modo geral, em duas classes de
componentes: sensores ¢ efetores. Os sensores representam um grupo de moléculas
responsaveis pelo monitoramento dos ambientes intra e extracelulares, para condigdes
de normalidade ou anormalidade que influenciem se a célula devera viver ou morrer.
Sdo estes sinais que regulam uma segunda classe de componentes, os efetores,
moléculas responsaveis pela execugao celular ou ndo, a depender do sinal enviado pelo
sensor (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Nos sensores incluem-se receptores de superficie celular, nos quais se ligam
fatores de sobrevivéncia (IGF-1/IGF-2, IL-3) ou de morte (Fas ligante, TNF-a) (RICCI,
ZONG, 2007). Os sensores intracelulares monitoram o bem estar celular e ativam a via
de morte em resposta a deteccdo de anormalidades, como dano ao DNA, sinaliza¢do
desbalanceada provocada por acdo de oncogenes, insuficiéncia em fatores de
sobrevivéncia, hipoxia, dentre outros. Um exemplo ¢ a proteina p-53, supressora

tumoral, capaz de induzir apoptose pela superexpressdo de Bax, uma proteina pro-
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apoptotica da familia Bcl-2, em resposta ao dano ao DNA. A propria indugdo de
apoptose causada por quimioterapia esta associada a ativagdo de genes pro-apoptoticos
e a supressao de genes antiapoptoticos, bem como compostos enddgenos indutores de
apoptose (THONEL; ERICKSSON, 2005).

As efetoras da apoptose sdao um grupo de proteases especificas nomeadas de
caspases apoptoticas (THORNBERRY, 1998), que sdo uma classe de cisteino-aspartil
proteases responsaveis pela execucdo celular (HENGARTNTER, 2000).

A familia de caspases apoptoticas de mamiferos tem sido dividida em duas
classes: caspases iniciadoras (2,8,9 e 10) e caspases efetoras (3,6 ¢ 7), baseados em sua
estrutura e funcdo (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Caspases iniciadoras diferem das
efetoras por possuirem um grande dominio n-terminal que permite a interagdo com
dominios de morte (DED) e dominios de recrutamento de caspases, presentes em FADD
(Fas-associado ao dominio de morte) e o fator ativador de protease apoptodtica 1 (Apaf-
1), repectivamente.

Uma série de importantes substratos de caspases sdo implicados na morfologia
caracteristica da apoptose, a DNAse ativada por caspase (CAD), existe
constitutivamente ligada a uma subunidade inibitéria, formando um complexo (ICAD).
A caspase-3, ao ser ativada, cliva a subunidade inibitoria, resultando na liberacdo e
exposicdo da subunidade catalitica (HENGARTNER, 2000). Esta DNAse cliva o DNA
gendmico entre nucleossomos, gerando fragmentos de DNA com pesos correspondentes
a multiplos de aproximadamente 180 pares de base. Outro substrato importante ¢ a
laminina, que quando clivada determina a diminui¢cdo do nucleo, picnose (HANAHAN;
WEINBERG, 2000).

A ativagdo da apoptose ocorre por duas maneiras: via extrinseca e intrinseca
(BREDESEN, 2007). A via intriseca geralmente ¢ ativada por sinais de estresse celular,
que incluem dano ao DNA, altos niveis de espécies reativas de oxigénio, proteinas mal
enoveladas, infeccdo viral e ativagdo de oncogenes (RICCI; ZONG, 2006;
CRUCHTEN; BROECK, 2002; BREDESEN, 2007). A via extrinseca ¢ ativada pela a
ligacdo de um ligando ao receptor de morte da membrana celular (HENGARTNER,
2000).

A via intrinseca pode ser representada tanto pela mitocondria quanto pelo

reticulo endoplasmatico. A via extrinseca ¢ a mais especifica via ativadora de caspases,
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operando através dos receptores de morte (THONEL; ERIKSSON, 2005), sendo ativada
por membros de duas familias de proteinas: familia do fator de necrose tumoral (TNF) e
a dos receptores destes ligandos (RICCI; ZONG,2006). Membros da familia do TNF
ligam-se a receptores que ativam sinais envolvidos na resposta pro-inflamatoria, nao
envolvidos com a morte celular. Alguns membros envolvidos na indugdo de apoptose
sdo: fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) , FasL (Fas ligante), ligante do receptor de
TNF indutor de apoptose (TRAIL).

Ao se ligarem ao receptor recrutam proteinas adaptadoras que atraem a caspases
8 e 10, levando a clivagem autoproteolitica (RICCI; ZONG,2006), desta forma ativando
estas caspases iniciadoras (HENGARTNER, 2000). Caspase-8 ativada, pode clivar o
Bid, uma proteina pro-apoptotica da familia Bcl-2, para sua forma truncada e ativa
(tBid) (THONEL; ERIKSSON, 2005). tBid pode acionar entdo a homo-oligomerizagao
e translocagdo de Bax e Bak, proteinas pro-apoptoticas da familia Bcl-2, para a
mitocOndria, ativando a via intriseca mitocondrial. TRAIL recombinante solavel e
anticorpo agonista de TRAIL, atualmente estdo sendo avaliados clinicamente (KELLEY
etal., 2001; MARINE et al., 2006).

A mitocondria ¢ uma organela semi-autondma, que realiza fungdes esséncias no
metabolismo celular, produgdo de ATP e na morte celular (GLOOVER et al., 2007,
KROEMER; ZAMZAMI; SUSIN, 1997). A via mitocondrial ¢ regulada pela
superfamilia de proteinas Bcl-2, que consiste de trés subfamilias: membros
antiapoptocos (Bcl-2 e Bcl-XL), que sdo localizados na membrana externa mitocondrial,
mantendo a integridade da membrana. Um segundo grupo, Bid e Bim, que agem como
sentinelas de processos celulares e organelas, que quando ativos, podem ativar um
terceiro grupo de grandes membros apoptoticos, Bax, Bak e Bok, que localizam-se no
citosol (KRYSKO et al., 2008; HIGUCHI, 2007).

Um evento critico para a ativagdo de caspases ¢ a permebealizagdo da membrana
externa mitocondrial, cujo mecanismo de origem ainda permanece controverso
(RUSTIN, 2002; OTT et al., 2007). De qualquer maneira, a formag¢ao de um poro de
transi¢ao leva a entrada de agua e grandes moléculas, fazendo com que a matriz
mitocondrial aumente seu volume, até que ocorra um rompimento na membrana
externa, levando a saida de componentes internos mitocondrias, tais como citocromo C

e Smac/Diablo. O Smac/Diablo ¢ capaz de inativar inibidores enddgenos da apoptose.
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Enquanto que o citocromo C, interage com Apaf-1, ATP e pro-caspase 9, formando o

apoptossoma, este cliva e ativa caspase-9 (FREY; SUN, 2008).
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Figura 6: Esquema demonstrando as vias de ativacido da apoptose e suas interconexoes
Fonte: Gupta et al. (2006)
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Quadro 1: Tipos de morte celular e suas caracteristicas basicas. ( adaptado de: RICCI e ZONG, 2006; Kim et al., 2006 e BREDESEN, 2007)
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1.6 Terpenoides

Sdo classificados como produtos naturais, cuja estrutura pode ser dividida em
unidades de isoprenoides. Os isoprenos originam-se do acetato através da via do acido
mevalonico. Dentre os terpenoides, classificam-se como sesquiterpenoides, compostos
formados por trés unidades de isopreno. Enquanto que as lactonas sesquiterpénicas sao
quimicamente distintas dos sesquitepenoides, por possuirem o anel y-lactona, que em
muitos casos pode conter um grupo a-metileno (KIM et al., 2006; SCOTTI et al., 2007,
FERNANDES et al., 2008; ).

As lactonas sesquiterpénicas podem ser classificadas de acordo com seu
esqueleto carbociclico, podendo ser divididas em (FERNANDES et al., 2008):

e Germacranolideo (anel de 10 membros)
e Elemanolideo (anel de 6 membros)
e FEudesmanolideo (6/6, compostos biciclicos)

e Guaianolideo/Pseudoguaianolideo (5/7, biciclicos)

As lactonas sesquiterpénicas, apresentam uma grande variedade de arranjos em seus
esqueletos, o que se correlaciona com a grande diversidade de atividades bioldgicas, tais
como: antiinflamatoria (YUUYA et al., 1999), antimicrobiana, antitricomonas
(IVASENKO et al., 2000), citotoxica (CHEN et al., 2007, FERNANDES et al., 2008;
SCOTTI et al., 2007), efeitos centrais e cardiovasculares (SCOTTI et al., 2007).

HaC Hs

H

\

Figura 7: Esqueleto basico de eudesmanolideos e guaianolideos, nessa ordem. Em vermelho
grupamento a-metileno-y-lactona
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Suas atividades sao mediadas principalmente por carbonilas a,p-insaturadas, como
o a-metileno-y-lactona, uma ciclopentenona o,p-insaturada ou um estér conjugado.
Estes grupos estruturais reagem com nucleofilos, especialmente grupos sulfidrilicos
expostos, como em residuos de cisteinas em proteinas, sendo o alvo primario para a
acdo, inibindo desta forma uma variedade de fungdes celulares, o que direciona a célula
para a apoptose (FERNANDES et al., 2008). As diferengas na atividade entre SLs
individuais pode ser explicada pelos diferentes niimeros de elementos estruturais
alquilantes (SCOTTI et al., 2007).

O NF-kB ¢ um importante fator de transcrigdo de genes envolvidos na
inflamagao, ciclo celular e apoptose (OCIO et al., 2008; HEHNER et al., 1998). Sendo
alvo molecular mais comumente pesquisado nas a¢des das SLs (SCOTTI et al., 2007).
SLs inibem NF-kB por alquilar seletivamente a subunidade p65, provavelmente por
rea¢ao com residuos de cisteina (KONAKLIEVA; PLOTKIN, 2005; CHO et al., 2004).
Esta subunidade ¢ requerida para a atividade transcricional do NF-kB (PRASAD et al.,
2008).

A importancia do NF-kB na acao citotoxica das SLs pode ser observada pela sua
importante participacdo na atividade de SLs de destaque como o partenolideo
(HEHNER et al., 1998), 6-O-angeloilenolina (CHANGLONG et al., 2008), e
inuviscolideo (ROZENBLAT et al., 2008).

A o-Santonina ¢ uma sesquiterpeno lactona, reconhecida por sua atividade
antipirética e analgésica. E muito utilizada como substrato para a sintese de diversas
moléculas, dentre estas se pode citar as trés que sdo objeto deste trabalho: 3-oxo-
7aH,6H-eudesma-1,4,11-trien-6,12-olideo (2), 11,13-dehidrolumissantonina (3) e 10a-
acetoxi-3-oxo-1,7aH,6H-guai-4,11-dien-6,12-olideo (4).

A santonina ¢ comumente encontrada em plantas da familia Compositae (KIM et
al., 2006). Existe em sua forma a e 3, nas quais exibe atividade antipirética similar a
dopamina, antiparasitdria, antiinflamatéria e inibe a germinagdo de esporos
(IVASENKO et al., 2000). E uma molécula simples, sendo utilizada por diversos
pesquisadores como substrato para a sintese de moléculas com atividades bioldgicas
diversas (YUUYA et al., 1999). Seus derivados apresentam atividade citotoxica e
alguns induzem diferenciagdo em HL-60 (YUUYA et al., 1999), uma linhagem de

leucemia humana promielocitica.
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O partenolideo foi isolado de Tanecetum parthenium, é capaz de inibir NFkB e
assim o sinal transdutor e ativador da transcri¢do (STATs) de mediarem a transcri¢do de
genes antiapoptoticos e aumentar o nivel intreacelular de espécies reativas de oxigénio
(ROS), ¢ capaz de induzir morte celular em linhagens de células tumorais (PAJAK et
al., 2008). O costunolideo, ¢ outra lactona sesquiterpénica bem estudada, causa
citotoxicidade ao atuar no citoesqueleto, promovendo a polimerizacdo dos
microtubulos, sem, no entanto, inteferir com a ac¢dao do paclitaxel, o que sugere um
provavel novo sitio de a¢do. O costunolideo e o isocostunolideo sdo capazes de causar
dowregulation de Bcl-2 e ativagdo de caspase-3 (CHEN et al., 2007). Diferentemente o
isocostunolideo ¢ capaz de induzir despolarizagdo mitocondrial sem envolvimento de

alteracdo nos niveis de ROS (CHEN et al., 2007).
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Figura 8: Estrutura quimica da a-santonina (1) e seus derivados 3-oxo-7aH,63H-eudesma-1,4,11-
trien-6,12-olideo (2), 11,13-dehidrolumissantonina (3) e 10a-acetoxi-3-oxo-1,7aH,6fH-guai-4,11-
dien-6,12-olideo (4).
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Figura 9: Estruturas de sesquiterpeno lactonas com atividade citétoxica
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o potencial citotéxico de trés novos derivados da a-Santonina(3-oxo-
7oH,6H-eudesma-1,4,11-trien-6,12-olideo; 11,13-dehidrolumissantonina; 10a-acetoxi-
3-oxo-1,7aH,6H-guai-4,11-dien-6,12-olideo) em modelos experimentais in vitro, a

fim de delinear o seu mecanismo de ag¢ao

2.2 Especificos

- Determinar a atividade citotoxica e hemolitica dos derivados em células tumorais e em
eritrocitos de camundongos, respectivamente.

- Determinar a citotoxicidade frente a células mononucleares do sangue periférico

- Investigar qual o principal tipo de morte celular induzida pelos compostos.

- Delinear o provavel mecanismo de a¢do dos derivados, utilizando a linhagem HL-60

como modelo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Equipamentos

Agitador de placa, MLW Modelo Thys 2®

Agitador de tubo, Donner AD 8850®

Banho-maria, DELLTA Modelo 105Di®

Centrifuga Centimicro, FANEN Modelo 212®

Centrifuga Excelsa Baby, | FANEN Modelo 206®
Centrifuga de placas, Eppendorf Modelo Centrifuge 5403®

Centrifuga de laminas, Shandon Southern Cytospin®

Citometro de fluxo, Guava EasyCyte mini®

Deonizador de 4gua Milli-Q, Milipore®

Espectrofotometro de placa DTX-880, Beckman Coulter®

Fluxo laminar, VECO®

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

Maquina fotografica digital, Olympus C-7070®

Microondas, Panasonic®

Microscépio optico, Metrimpex Hungary/PZO-Labimex Modelo Studar lab®
Microscopio optico de inversao, Nikon Diaphot®

Microscopio de fluorescéncia, Olympus®

pHmetro, Micronal B474®

Pipetas automaticas, Gilson®



Solucoes, Reagentes e Farmacos

Acido Acético -

Acido Cloridrico -

Alcool Etilico -

Alamar Blue (Resazurina) 0,312 mg/mL

. _ 1 uL de anticorpo anti-BrdU
Anticorpo anti-BrdU
BSA 5 % q.s.p. 500 pL de solugdo
Anticorpo biotinilidado anti- 1 uL de anticorpo anti-imunoglobulina

imunoglobulina de camundongo BSA 5 % q.s.p. 100 pL de solugdo

10 mg de azul de tripan

Azul de tripan 10%
PBS g.s.p. 100 mL de solugdo

BrdU 10mM -

Img de brometo de etideo
Brometo de Etidio 100 pg/mL
PBS g.s.p 10 mL de solugao

Citrato de Sé6dio -

Cloreto de Sodio (NaCl) -

5 uL de DAB

Diaminobenzidina (DAB) 1 mL de Tris-HCI (Tris 0,05M) pH= 7,6
2 p.L de H202
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Vetec®

Vetec®

Vetec®

Sigma®

Sigma®
Dako®

Sigma®

Sigma®

Sigma®

Sigma®

Grupo

Quimica®

Labsynth®

Immunotech®

Proquimios®

Proquimios®



Dimetilsulféxido (DMSO)

Doxorrubicina —
fornecida pelo Instituto do

Cancer do Ceara — ICC

Estreptavidina — peroxidase

Ficoll

Fitohemaglutinina

Iodeto de propideo 50 pg/mL

Laranja de Acridina

Meio de cultura de células

RPMI 1640

MTT

Penicilina — estreptomicina

1 uL de Estreptavidina — peroxidase
BSA 5 % q.s.p. 100 pL de solugdo

1 mg de iodeto de propideo
PBS g.s.p. 50 mL

1 g de laranja de acridina (100 pg/mL)
H,0 g.s.p. 10 mL de solugao

Diluido em dgua deionizada e
esterelizada, filtrado em filtro millipore
(0,22 um) e complementado com SBF
10 %, 1 % de glutamina, 1 % de
antibioticos, 1 % de bicarbonato de

sodio (0,75 %) e 25 mM de HEPES

20 mg de MTT
PBS g.s.p. 100 mL de solucao

Penicilina 10.000 U.I./mL

Estreptomicina 10 mg/mL
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Vetec®

Zodiac®

Sigma®
Dako®

Sigma®

Sigma®

Boehringer®

Fluka®

Cultilab®

Sigma®

Cultilab®
Cultilab®



Solu¢ao desnaturante
(para andlise de incorporagdo de

BrdU)

Soro fetal bovino

Solugdo salina (para hemolise)

SSC 10X

Tampao fosfato (PBS)

Tampao Tris (TBS) 10X

Tripsina 0,25%

Triton X -100

Formamida 70 %

2x SSC (pH entre 6,5 ¢ 7,5 a 70 °C)

8,5 g de Cloreto de sodio (0,85 %)
1,11 g de Cloreto de calcio (10 mM)
H,O q.s.p 1 L de solugao

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

8,766 g de Cloreto de sddio

2,14 g de NaHPO4.7H,0

0,276 g de NaHPO4.H,0

H,0 g.s.p. 1 L de solugdo (pH = 7,2)

Cloreto de sodio 1,5 M

Tris 0,5 M (pH= 7,6)
H,O

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

Cultilab®

Labsynth®
Reagen®

Labsynth®
Labsynth®
Labsynth®

Labsynth®
Proquimios®

Cultilab®
Proquimios®

[sofar®
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Modelos biologicos

Camundongos albinos (Mus musculus) da linhagem Swiss
Linhagens celulares tumorais mantidas em cultura (Tabela 2)

Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC)
Amostras

- a- Santonina (1) (UFV)

- 3-oxo-7aH,6H-eudesma-1,4,11-trien-6,12-olideo (2) (UFV)

- 11,13-dehidrolumissantonina (3) (UFV)

- 10a-acetoxi-3-oxo-1,7aH,6 H-guai-4,11-dien-6,12-olideo (4) (UFV)

- Doxorrubicina (controle positivo) (Zodiac)

3.2 Determinacio da Atividade Citotoxica

Os trés derivados da a-Santonina, compostos 2, 3 e 4, foram investigados quanto
a induzir citotoxicidade nas linhagens de células tumorais. A citotoxicidade foi avaliada
através do método de MTT (MOSMANN, 1983), o qual vem sendo utilizado no
programa de ‘screening’ do ‘National Cancer Institute - NCI” dos Estados Unidos, que
testa mais de 10.000 amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). E um método rapido,
sensivel e barato que analisa a viabilidade e o estado metabolico da célula, baseado na
conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazolium (MTT) em
azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células
metabolicamente ativas. Ou seja, a solu¢do amarela do MTT ¢ reduzida pela atividade

mitocondrial nas células metabolicamente ativas em um cristal roxo.

As linhagens celulares foram cultivadas em frascos plésticos para cultura
(Corning, 25 cm’, volume de 50 mL para células aderidas e 75 cm?, volume de 250 mL
para células em suspensdo), utilizando o meio de cultura RPMI 1640 complementado
com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibidticos (penicilina/estreptomicina). As
células foram incubadas em estufa a 37 °C com atmosfera de 5 % de CO, e 95 % de
umidade, seguido da observacdo do crescimento celular com ajuda de microscopio de
inversdo a cada 24 h, quando necessario as células foram repicadas em meio de cultura

novo, em uma concentracao de 0,5-1,0 x 10° céls/mL.
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As substancias previamente diluidas em DMSO puro estéril para a concentragdo
estoque de 5 mg/mL foram diluidas seriadamente em meio RPMI para obtencdo das
concentragdes finais (0,039-25 pg/mL) e adicionadas em placa de 96 pocos (100
uL/poco). O quimioterapico doxorrrubicina foi usado como controle positivo. Apés um
periodo de incubagdo de 72 h, as placas foram retiradas e centrifugadas a 1500 rpm/15
min. O sobrenadante foi aspirado e foi adicionado 200 pL de solu¢do de MTT 10 % em
RPMI 1640, sendo a placa colocada na estufa a 5 % de CO; por 3 h. Em seguida, as
placas foram novamente centrifugadas a 3000 rpm/10 min, tendo o sobrenadante
aspirado e seu precipitado ressuspendido em 150 uL. de DMSO e agitado por cerca de
10 min, até completa dissolugdo dos cristais de formazan.. As placas foram lidas no
espectrofotometro de placas a um comprimento de onda de 595 nm.

Tabela 2: Linhagens celulares tumorais utilizadas no ensaio de citotoxicidade in vitro através do

método do MTT.

Concentracao de

Linhagem Tipo Histoldgico
Plaqueamento
Celular do Cancer/Origem
(células/mL)

HL-60 Leucemia promielocitica humana 0,3x 10°
MDA-MB 435 Melanoma humano 0,1 x 10°
UACC-257 Pele humano 0,1 x 10°
HCT-8 Carcinoma de colon humano 0,7 x 10°
PC-3 Carcinoma de prostata humano 0,1x 10°
SF-295 Glioblastoma humano 0,1 x 10°
A704 Rins humano 0,6 x 10°
OVACAR -8 Ovéario humano 0,1 x 10°

A-549 Cancer de Pulmio 0,1 x 10°
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Analise dos dados

As drogas foram testadas em dilui¢do seriada, em triplicata. Suas Clsg
(concentracdo inibitoria média capaz de provocar 50 % do efeito maximo) e seus
respectivos intervalos de confianga (IC 95 %) foram calculados a partir de regressdao

ndo-linear utilizando o programa Prisma versdo 3.0 (GraphPad Software).

3.3 Determinacao da Atividade Hemolitica

Esta metodologia, segundo Costa-Lotufo et al. (2002), permite avaliar o potencial
das substancias em causar lesdes na membrana plasmatica da célula, seja pela formagao

de poros ou pela ruptura total.

O sangue foi coletado de trés camundongos Swiss (Mus musculus) por via orbital,
sendo diluido em 30 volumes de solucdo salina (NaCl 0,85 % + CaCl, 10 mM). Os
eritrocitos foram lavados 3 vezes em solugdo salina por centrifugagao (1500 rpm/3 min)
para reducdo da contaminagdo plasmatica e ressuspendidos em salina para obtencdo de
uma suspensao de eritrocitos a 2 %. Os ensaios foram realizados em placas de 96 pogos.
Cada pogo da 1* fileira recebeu 100 pL da solucao salina. Na 2%, os pogos receberam 50
uL da solugdo salina e 50 uL do veiculo de diluicdo da substancia teste, neste caso,
DMSO 10 %. Aos pogos da 3? fileira, foram adicionados 100 uL de solugdo salina e 100
uL da substancia teste. Da 4? fileira em diante os pogos receberam 100 puL da solucio
salina, excetuando-se os da tultima fileira, que receberam 80 pL de solugdo salina e 20
uL de Triton X-100 1 % (controle positivo). As dilui¢des foram feitas da 3* a 11?
cavidade, retirando-se 100 puL da solucdo da cavidade anterior e transferindo para a
seguinte de modo que as concentragdes foram sempre diluidas pela metade, variando de
1,56 a 200 pg/mL. Em seguida, 100 uL da suspensdo de eritrocitos foram plaqueados
em todos os pogos. Apos incubacdo de 1 h, sob agitacdo constante a temperatura
ambiente (26 + 2 °C), as amostras foram centrifugadas (5000 rpm/3 min) e o
sobrenadante transferido para uma outra placa para a leitura da absorbancia no

espectrofotometro de placas a 540 nm.
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3.3 Estudos de Mecanismo de A¢ao

3.3.1 Viabilidade celular - Exclusdo por Azul de Tripan

O teste de exclusdo por azul de tripan permite quantificar separadamente as
células viaveis das células mortas pela substancia testada. O corante penetra em todas as
células, porém somente as células vidveis conseguem bombear o tripan para fora, sendo

possivel observar uma coloragdo azulada nas células mortas.

Células da linhagem HL-60, na concentragio de 0,3 x 10° céls/mL, foram
incubadas por 24 h com as amostras, nas concentragcdes de 1 e 2 uM estimadas a partir
do valor da Clsy encontrada no método do MTT para esta mesma linhagem celular.
Foram retirados 90 pL da suspensao de células e adicionado a 10 puL do azul de tripan.
As células vidveis e as ndo viaveis foram diferenciadas e contadas em camara de

Newbauer. A doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada como controle positivo.

Analise dos dados

Os dados foram expressos como da média + erro padrao da média (E.P.M.) de
experimentos independentes (n = 3). Para verificagdo da ocorréncia de diferencas
significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por andlise de
variancia (ANOVA) seguida de Student Newman Keuls, usando o programa GraphPad
(Intuitive Software for Science, San Diego, CA) com nivel de significancia de 5 % (p <

0,05).

3.3.2 Inibicao da sintese de DNA — Ensaio do BrdU

Células da linhagem HL-60, na concentragdo de 0,3 x 10° céls/mL, foram
incubadas por 24 h com os derivados da a-Santonina e examinadas ao microscopio de
inversdo, nas concentragdes de 1 e 2 pM. Trés horas ap6s a adi¢do do BrdU (5-bromo-
2-desoxiuridina) na cultura de células, laminas para cada amostra foram preparadas e

postas para secar por 2 h. Ap6s o periodo de secagem foram fixadas em metanol: 4cido
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acético (7:1,5) por 5 min. As células foram lavadas com tampao Tris (TBS) e incubadas
em solugdo desnaturante por 90 min a 70 °C e pH 7,4. Apos uma segunda lavagem com
TBS, as células foram circuladas com caneta hidrofébica, incubadas com anticorpo
primario e deixada na geladeira durante a noite em cadmara umida. As células foram
incubadas com anticorpo secundario biotinado por 20 min e, em seguida, com a solugao
de estreptavidina-fluoresceina por mais 20 min. Em seguida, sdo adicionados os
anticorpos e um cromogeno especifico, a diaminobenzidina (DAB). Para corar as
células ndo marcadas pelo cromogeno, utiliza-se hematoxilina (0,1 %). Consideram-se
positivas para proliferacdao, as células de nucleo corado pelo DAB (cor marrom) e,

negativas, as células de nucleo corado com hematoxilina (cor azul).

Analise dos dados

Duzentas células foram contadas, diferenciando-as entre nudcleo marrom
(incorporaram o BrdU) e ndo-marrom (ndo incorporam o BrdU). Os dados foram
expressos como da média + E.P.M. de experimentos independentes (n = 2). A propor¢ao
de células marcadas em marrom e nao-marcadas entre os diferentes grupos foi
comparada pelo teste %* com nivel de significancia de 5 % (p < 0,05) usando o

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

3.3.3 Coloragao diferencial por BE/LA

O método de coloragdo por Brometo de Etidio/Laranja de Acridina (BE/LA)
permite diferenciar células viaveis daquelas em processo de morte por apoptose ou
necrose através da revelagdo por fluorescéncia com base em alteragdes morfoldgicas

nucleares e citoplasmaticas (McGAHON et al., 1995).

A laranja de acridina intercala-se ao DNA, conferindo aparéncia verde ao nucleo
celular, sendo capaz de atravessar membranas intactas. O brometo de etidio ¢
incorporado majoritariamente por células ndo vidveis (com instabilidade de membrana),
intercalando-se a0 DNA. As células vidveis com membrana intacta apresentam nucleo
uniformemente corado de verde pela LA. O BE marca muito fracamente ou muitas

vezes nao marca, pois ndo atravessa membranas ndo lisadas. As células em apoptose
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inicial (membrana ainda intacta) apresentam manchas verdes brilhantes no nucleo
(condensacdo da cromatina) e ndo sdo marcadas por BE. Morfologicamente, observam-
se alteracdes da membrana em decorréncia da formagao de corpusculos apoptdticos. As
células que estdo em apoptose tardia tém aparéncia alaranjada devido a algum dano de
membrana que permite a entrada de pequena quantidade de BE. Ja as células necroticas,

por apresentarem intenso dano & membrana plasmatica, coram-se de vermelho intenso.

Células da linhagem HL-60, plaqueadas na concentracdo de 0,3 x 10° céls/mL,
foram incubadas por 24 h com os derivados da a-Santonina nas concentragdes de 1 e 2
uM. A suspensdo de células foi transferida para um tubo eppendorf e centrifugada por 5
min em baixa rotagdo (10 x g/5 min. correspondente a 1000 rpm/5 min.). O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 20 pL de solugdo de
PBS. Em seguida, 1 pL da solugdo de BE/LA (1:1) foi adicionado a cada tubo e uma
aliquota dessas células transferido para uma lamina e montado com laminula e em
seguida levadas ao microscopio de fluorescéncia para observagdo dos eventos celulares.

A Doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada como controle positivo.

Analise dos dados

Para a quantificacdo percentual de cada evento celular (vidveis, necroticas e
apoptoticas), foram contadas 300 células de cada amostra e montadas em ldminas que
foram fotografadas para o registro visual de possiveis alteragdes. Os dados foram
expressos como da média £+ E.P.M. de experimentos independentes (n = 3). Para
verificacdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes grupos, os
dados foram comparados por andlise de varidncia (ANOVA) seguida de Student
Newman Keuls (p < 0,05), usando o programa GraphPad (Intuitive Software for

Science, San Diego, CA).

3.3.4 Determinacgao da Integridade de Membrana
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Este método consiste na capacidade do iodeto de propideo (PI) se ligar ao DNA
de células cuja membrana plasmatica esteja rompida, como nos casos de apoptose tardia
e necrose, emitindo uma alta fluorescéncia quando excitado pelo laser de argoénio
(488nm). Nas células cuja membrana permanece integra (células viaveis), o PI ndo
consegue penetrar e, portanto emite uma fluorescéncia mais baixa, com isso as células

com membrana integra podem ser diferenciadas daquelas com membrana rompida.

Células de HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 pogos, na concentragdo de
0,3 x 10° células/mL, e incubadas por 24 h com os derivados nas concentra¢des de 1 e 2
uM. A doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada como controle positivo. Apoés o periodo de
incubagao uma aliquota de 50 uL da suspensdo de células foi transferida para um tubo
eppendorf e incubada por mais 5 minutos com 100uL de PI (50pg/mL). Em seguida as
amostras foram analisadas através do programa Guava Express Plus (Guava

Tecnologies).

Analise de dados

Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram expressos
como a média + erro padrdo da média (E.P.M.) de trés experimentos independentes (n =
3). Para verificagdao da ocorréncia de diferencgas significativas entre os grupos, os dados
serdo comparados por andlise de varidncia (ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com

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

3.3.5 Ciclo celular e fragmentagcdo de DNA

O método consiste na capacidade do iodeto de propideo se ligar ao DNA das
células, para tanto a membrana plasmatica foi primeiramente lisada por um detergente,
permitindo assim a entrada do corante no nucleo. O ciclo celular ¢ constituido pelas
seguintes fases: Gi, S, G, e M, cada uma com uma quantidade de DNA, o que

possibilita a determinagdo da fase do ciclo em que a célula se encontra. O sub-Gl,
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representa o DNA fragmentado e que, portanto emite baixa fluorescéncia, sendo

indicativo de apoptose.

Células de HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 pogos, na concentragdo de
0,3 x 10° células/mL, e incubadas por 24 h com os derivados nas concentra¢des de 1 e 2
uM. A doxorrubicina (0,5 uM) foi usada como controle positivo. Apds o periodo de
incubagdo uma aliquota de 50 uL da suspensdo de células foi transferida para um tubo
eppendorf e incubada por mais 30 minutos com 100uL de uma solucdo de lise contendo
PI (50pg/mL), Triton X-100 (0,1%) e citrato de sodio (0,1%). Em seguida as amostras
foram analisadas através do programa Guava Express Plus (Guava Tecnologies), onde
foram obtidas histogramas representando a quantidade de células em cada fase do ciclo

celular (Gy, S e Go/M) e a quantidade de células com DNA fragmentado.

Analise de dados Programa de analise do ciclo

Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram expressos
como a média + erro padrdo da média (E.P.M.) de trés experimentos independentes (n =
3). Para verificacdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes grupos,
os dados serdo comparados por analise de varidncia (ANOVA) seguida por Teste de

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

3.3.6 Despolarizacao Mitocondrial

A apoptose pode ser ativada por duas vias, extrinseca e intrinseca. A via intrinseca

envolve a participa¢do da mitocondria, sendo também denominada de via mitocondrial.

A via mitocondrial ¢ ativada pela saida do citocromo C da intermembrana
mitocondrial para o citosol (BARNARD; BERNES-PRICE, 2007). A permeabilidade da
membrana mitocondrial para o citocromo C ¢ determinada pela formagao de um poro de
membrana que altera o potencial mitocondrial. Dessa maneira, deteccdes de alteragdes
no potencial de membrana mitocondrial resultam da ativacdo da via intrinseca

mitocondrial.
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A rodamina 123, um corante fluorescente nucleofilico, ¢ seqiiestrado pra dentro da
mitocondria quando esta apresenta seu potencial transmembranico normal. A rodamina
123 ¢ atraida pelas cargas positivas da mitocondria em células vidveis, enquanto, nas
células em apoptose a membrana mitocondrial foi despolarizada, ndo ocorrendo

acumulo de rodamina 123, essas células emitem fluorescéncia baixa.

Células de HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 pogos, na concentragdo de
0,3 x 10° células/mL, e incubadas por 24 h com os derivados nas concentragdes de 1 e 2
uM. A doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usada como controle positivo. Apos o periodo de
incubacdo uma aliquota de 50 pL da suspensao de células foi transferida para um tubo
eppendorf e incubada por mais 15 minutos com 200uL de uma solug¢ao de rodamina 123
(1 pg/mL em PBS), na auséncia de luz e a 37 °C. Apo6s o periodo de incubagdo as
células foram centrifugadas e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi
ressuspendido em PBS e reincubado por mais 30 minutos e analisadas por citometria de

fluxo (EasyCyte da Guava Tecnologies).

Analise dos dados

Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram expressos
como a média + erro padrao da média (E.P.M.) de trés experimentos independentes (n =
3). Para verificag@o da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos,
os dados foram comparados por andlise de variancia (ANOVA) seguida por Teste de

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

3.3.7 Ensaio da Anexina V

E baseado na observagdo de que durante a indugio de apoptose, a fosfatidilserina,
um fosfolipideo de membrana interna, ¢ externalizado, servindo como marcagdo de que
a célula devera ser fagocitada. A anexina V pode ligar-se a fosfatidilserina com grande
afinidade e seletividade. As células ndo marcadas sdo ditas vidveis, ja as células

marcadas apenas com anexina V estdo em apoptose inicial.
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Células em necrose, de alguma maneira até agora desconhecida, podem expressar
um pouco de fosfatidilserinna, para compensar ¢ adicionado um corante que se ligue ao
DNA, mas ndo permeavel a membrana integra como o brometo de etidio. Havera perda
da integridade de membrana nas células em apoptose tardia, onde estardo marcadas pela
anexina V e também pelo brometo de etidio, enquanto aquelas células marcadas apenas
com o brometo serdo as células em necrose. As células ndo marcadas, sdo ditas viaveis,

ja as células marcadas apenas com anexina V estdo em apoptose inicial.

Células de HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 pogos, na concentragdo de
0,3 x 10° células/mL, e incubadas por 24 h com os derivados nas concentracdes de 1 e 2

uM. A doxorrubicina (0,5 pM) foi usada como controle positivo. Qual Kit foi usado

Analise dos dados

Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram expressos
como a média + erro padrdao da média (E.P.M.) de trés experimentos independentes (n =
3). Para verificag@o da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos,
os dados foram comparados por andlise de variancia (ANOVA) seguida por Teste de

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

3.3.8 Ensaio de caspases 3 ¢ 7

As caspases apoptdticas sdo aspartil-proteases envolvidas com a iniciagdo e
execugao do estimulo apoptdtico. As caspases 3 ¢ 7 sdo reconhecidas como caspases
executoras, pois sdo elas que clivam substratos responsaveis pela morfologia da célula

em apoptose.

O ensaio de caspase permite avaliar a presenga de caspases ativas, visto que as
caspases sao sintetizadas como zimogenos (inativos), sendo encontrada ativa em células
em apoptose. Para facilitar a distincdo entre apoptose e necrose foi adicionado um
corante que se liga ao DNA, o 7-AAD (7-amino-actinomicina-D). Para confirmar a

presencga de caspases 3 e 7 ativas foi utilizado o substrato especifico SR-DEVD-FMK,
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que possui sitios de clivagem especificos. Quando hd degradacdo do substrato, ha

aumento da fluorescéncia detectado pelo citdmetro de fluxo.

Células nao marcadas sdo classificadas como vidveis, as marcadas apenas com
caspase sdo classificadas como em apoptose inicial. Células com caspases ativas, mas
permeaveis ao brometo de etido estdo em apoptose tardia, j4 as marcadas apenas com

brometo sdo células necroticas.

Células de HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 pogos, na concentracao de
0,3 x 10° células/mL, e incubadas por 24 h com os derivados nas concentragdes de 1 e 2

uM. A doxorrubicina (0,5 uM) foi usada como controle positivo.
Analise dos dados

Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram
expressos como a média + erro padrdo da média (E.P.M.) de trés experimentos
independentes (n = 3). Para verificagdo da ocorréncia de diferencas significativas entre
os diferentes grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA)

seguida por Teste de Dunnet, com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

3.3.9 Coloragao por May-Grunwald-Giemsa

A coloragdo por May-Grunwald-Giemsa se baseia em interacdes
eletrostaticas entre os corantes e moléculas-alvo. Essa coloracao possui azul de metileno
(corante basico), eosina (corante acido), entre outros componentes basicos que permite
distinguir o citoplasma e o ntcleo, sendo possivel analisar a célula quanto a sua
integridade nuclear, bem como alteragdes no citoplasma. Apos o término de incubagdo
(24h) laminas foram preparadas, com 50uL da suspensdo de células, em citocentrifuga
(cytospin) e fixadas com metanol 100% por 1 minuto. Em seguida as laminas foram

coradas com May-Grunwald, por 10 seg, e em seguida com Giemsa por 10 seg.
Analise dos dados

As laminas contendo as células coradas foram levadas ao microscopio para
avaliacdo das suas caracteristicas morfologicas e comparadas ao controle (nao-tratado).

O registro das alteragdes celulares foi feito por fotografia.
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4 RESULTADOS

4.1 Determinacio da Atividade Citotoxica in vitro

A atividade citotoxica da a-santonina e seus derivados em 9 linhagens de células
tumorais ¢ em Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC) ¢ apresentada na
tabela 3, apds 72 horas de exposicdo. Doxorrubicina foi utilizada como controle
positivo, para todos os ensaios.

Para avaliagdo da citotoxicidade nas linhagens tumorais utilizou-se o teste do
MTT. Os resultados estdo expressos na tabela 3. O protétipo do grupo, a-santonina, nao
apresentou atividade em nenhuma das linhagens tumorais testadas. Os derivados
apresentaram ac¢ao em todas as linhagens tumorais testadas, destacando-se a
pronunciada a¢do do grupo na linhagen leucémica (HL-60) e de colén (HCT-8).

Em HL-60 as Clsy obtidas foram de 1,14 (0,23- 2,77); 2,30 (1,87- 2,84) e 1,60
(1,09- 2,35) uM, para os compostos 2, 3 e 4, respectivamente. Enquanto em HCT-8 os
compostos 2,3 ¢ 4 obtiveram 2,92 (0,98- 4,86); 1,96 (1,64- 2,29) e 0,36 (0,16- 0,79)
uM, respectivamente. Para avaliar o grau de toxicidade frente a células normais foi
realizado o ensaio do Alamar Blue em PBMC. O composto 2 foi o mais toxico com Clsg
de 3,24, enquanto o 4 foi moderadamente (10,75) e o 3 o menos toxico para células

normais (16,77).

4.2 Atividade hemolitica

Este ensaio permite avaliar o potencial das substdncias em causar lesdes na
membrana plasmatica da célula, seja pela formacdo de poros ou pela ruptura total, por

meio da utilizagdo de eritrocitos de camundongos (COSTA-LOTUFO et at., 2002).

Nenhum dos derivados ou o prototipo (a-santonina) testado foi capaz de causar
hemolise (ECso> 200 pg/mL), desta forma pode-se inferir que a atividade citotdxica ndo

¢ dependente de lise da membrana plasmatica (Tabela 4).
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Tabela 3: Atividade citotéxica in vitro de derivados da a-Santonina em 9 linhagens de células tumorais e em células mononucleares do sangue periférico (PBMC).

Resultados expressos em uM e seus respectivos intervalos de confian¢a, correspondentes a trés experimentos independentes.

MDA- UACC-
HL-60 SF-295 HCT-8 A549 OVACARS A704 PC-3 PBMC
Composto MB-435 257
D 0,04 0.48 0,02 0.96 0,60 0,72 0,51 2,00 1,32 1,66
0x

0,03-0,05 0.34-0.72 0,02-0,03 0.68-1,32 0,51-0,70 0,54-1,54 0,26-0,96 1,46-2,72 0,62-1,56 0,89-3,10

o-Santonina > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100

5 1,14 2,70 2,92 6,74 6,05 13,43 6,94 10,14 13,04 3,24
0,23-2,77 0,67-1,90 0,98-4,86 5,56-7,21 5,26-6,56 12,56-13,98 6,53-7,26 9,23-11,23 12,56-13,78 (1,6-5,3)

3 2,30 2,15 1,96 4,57 4,87 14,50 3,88 3,61 5,07 16,77
1,87-2,84 1,90-2,40 1,64-2,29 3,26-5,32 4,32-5,12 14,01-14,87 3,12-4,21 3,01-3,89 4,85-5,79 (7,3-36,8)

4 1,60 3,06 0,36 8,84 7,76 10,23 8,67 9,24 14,41 10,75
1,09-2,35 2,52-3,70 0,16-0,79 5,62-10,23 5,56-8,23 9,53-11,56 8,01-8,98 8,56-10,23 14,02-14,97 (4,6-23,3)
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Atividade hemolitica:

Tabela 4: Avaliacdo do potencial hemolitico da a-santonina e seus derivados 2, 3 e 4. ECs,. concentracao
efetiva em que a substincia-teste causa hemolise em 50% dos eritrdcitos. Resultados expressos em pg/mL
e uM.

Amostras ECsy pg/mL (uM)
1 > 200 pg/mL (819uM)
2 > 200 pg/mL (819uM)
3 > 200 pg/mL (819uM)
4 >200 pg/mL (658uM)

4.3 Estudo do mecanismo de citotoxicidade

Para o estudo do mecanismo de agdo dos derivados foi escolhida a linhagem leucémica
HL-60 como modelo, visto que no ensaio de MTT foi a linhagem mais sensivel ao tratamento
com os derivados. A a-santonina nao foi estudada, uma vez que ndo apresentou atividade no
ensaio do MTT. Os derivados foram testados na concentragdo de 1 e 2 pM, no periodo de 24

horas de tratamento.

4.3.1 Viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular pela exclusdo do azul de tripan permite a contagem
diferencial em células vidveis e ndo viaveis, pela capacidade ou ndo de excluir o corante azul
de tripan.

Na concentracdo de 2 pM, todos os derivados foram capazes de diminuir
significativamente o nimero de células viaveis. A reducdo do numero de células viaveis para
a doxorrubicina e os compostos 2, 3 e 4 foi de 65, 72, 66 ¢ 74%, respectivamente. Os dados
sao mostrados na figura 11. Nao houve diferenca entre a agdo dos mesmos. Nao ocorreu

alteracao no niimero de células nao viaveis, dados nao mostrados.
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4.3.2 Inibigdo da sintese de DNA — incorporaciao do BrdU

O ensaio de incorporagdo do BrdU permite avaliar a capacidade de compostos em
diminuir o nimero de células capazes de incorporar o BrdU, um analogo da timidina. A taxa
de inibigdo ¢ representada pela razdo entre as células BrdU" do grupo tratado e pelas BrdU"
do controle.

Todos os derivados foram capazes de diminuir o nimero de células BrdU", em todas as

concentragdes testadas. Nao havendo diferenca estatitica entre os mesmos.
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Figura 11: Efeito das 2, 3 e 4 nas concentracées de 1 e 2 pM na viabilidade de células leucémicas HL-60
determinado por Exclusdo do Azul de Tripan apds 24 horas de incubacio.

Nota: O controle negativo representa as células nio tratadas. O quimioterapico Doxorrubicina (0,55 pM)
foi utilizado como controle positivo. Os dados correspondem a média +- E.P.M. de experimentos
independentes (N=3). * p< 0,001 comparado ao controle por ANOVA seguido por Student Newman-
Keuls Test.
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Tabela 5: Efeito dos derivados da a-Santonina 2, 3 e 4 na incorporacio do 5-bromo-2-desoxiuridina
(BrdU) em células leucémicas de HL-60, apo6s 24 horas de incubacio.

Concentracao T/C
Substancias Céls BrdU positivas (%)
(uM)

C - 51,38 -
DOX 0,55 29,38 * 0,43
, 1 34,13 * 0,44
2 35,63 * 0,41
3 1 37,88 * 0,27
2 27,25 * 0,47
4 1 28,50 * 0,45
2 28,00 * 0,46

Os dados correspondem a media de células positivas (%) de trés experimentos

independentes. T/C = tratado/controle.

4.3.3 Coloragdo por BE/LA

Durante processos de morte celular as células apresentam alteragdes morfoldgicas
tipicas. Na apoptose a membrana celular permanece integra, ha formacdo de corpos
apoptdticos, condensagdo da cromatina e outros. Enquanto na necrose a caracteristica basica
¢ a perda da membrana celular.

A laranja de acridina ¢ um corante permeavel a todas as células, enquanto o brometo
de etidio ndo. Entdo células marcadas com BE estdo em necrose, ja as marcadas com LA, e
com morfologia tipica de apoptose sdo as células apoptdticas.

Todos os compostos na concentragdo de 2 uM foram capazes de diminuir o nimero de
células vidveis. Nao houve diferenca entre a agdo dos compostos na diminui¢cdo do ntimero
de células viaveis.

Ocorreu um aumento no nimero de células apoptoticas de forma linear em todos os
grupos tratados. Ocorreu diferenca significativa entre a agdo dos compostos apenas na maior

concentragdo testada, onde o 2 obteve um menor nimero de células apoptdticas (61,50),
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enquanto o 3 e o 4 apresentaram valores similares de 79,75 e 79,25, ndo havendo diferenca

entre 0s mesmos.

Nao ocorreu alteragdo no numero de células com caracteristicas de necrose em

nenhuma das amostras.

Padréo de Morte Celular - Acridina Laranja/Brometo de Etidio

300 - .
. 1 Viaveis
0 = * ] 0 Bl Apoptose
< = * *
E * - o Bl Necrose
Ne) I
@)
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: L )
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Figura 12: Avaliacio da atividade dos derivados 2, 3 e 4 nas concentracdes de 1 e 2 M, sobre o padrao de
morte celular em células leucémicas HL-60 e analisada por brometo de etidio/laranja de acridina apoés 24
horas de incubaciao

Nota: O controle negativo representa as células nio tratadas. O quimioterapico Doxorrubicina (0,55 nM)
foi utilizado como controle positivo. Os dados correspondem a média £+ E.P.M. de experimentos
independentes (N=3). * p< 0,001 comparado ao controle por ANOVA seguido por Student Newman-

Keuls Test.
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4.3.4 Proliferacao celular — Concentragao de células

A diminui¢do da proliferagdo celular implica uma diminui¢do na concentracdo
de células.

O composto 2 ndo foi capaz de diminuir a concentragdo de células, apenas o
composto 3 em 2 uM e o 4 em ambas concentracdes testadas. Nao houve diferenca

entre as agoes dos compostos.

4.3.5 Determinagao da integridade da membrana plasmatica

A integridade de membrana plasmatica ¢ um ponto que distingue as células em
apoptose das em necrose, visto que as primeiras possuem a membrana integra, enquanto
que as ultimas perdem a integridade da membrana.

Apenas o composto 2 na maior concentragdo de 2 puM reduziu de forma

significativa a integridade da membrana.

4.3.6 Determinagao do potencial mitocondrial

A mitocondria representa a organela de forga celular, devido a sua importancia
na produ¢do de ATP. A mitocondria desempenha um papel chave no desencadeamento
da via intrinseca da apoptose, visto que injurias a esta organela podem ser gatilhos para
a apoptose.

Com o intuito de determinar a participa¢do da via intrinseca mitocondrial foi
determinado o potencial de membrana da mitocondria, visto que altera¢des no potencial
determinam a liberacao de componentes internos da organela responsaveis pela ativagao

de caspases. Nenhum dos compostos alterou o potencial mitocondrial (Figura 15).
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Figura 13: Efeito das lactonas sesquiterpénicas 2, 3 e 4 nas concentracdes de 1 e 2 uM sobre a
concentracao de células leucémicas (HL-60), analisado por citometria de fluxo utilizando iodeto de
propideo, ap6s 24 horas de incubagdo. C: controle negativo; D: Doxorubicina (0,55uM) foi usada
como controle positivo.

Nota: 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 Dunnett.
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Figura 14: Efeito das sesquiterpénicas 2, 3 e 4 nas concentracdes de 1 e 2 pM sobre a viabilidade
(integridade de membrana) de células leucémicas de HL-60, analisado por citometria de fluxo
utilizando iodeto de propideo, ap6s 24 horas de incubacio. C: controle negativo; D: Doxorubicina
(0,55 uM) foi usada como controle positivo

Nota: 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 Dunnett.
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Figura 15: Efeito das sesquiterpénicas 2, 3 e 4 nas concentragdes de 1 ¢ 2 pM sobre o potencial
transmembranico de de células leucémicas de HL-60, analisado por citometria de fluxo utilizando
rodamina 123 apods 24 horas de incubacio. C: controle negativo; D: Doxorubicina (0,55pM) foi
usada como controle positivo

Nota: Os dados correspondem a média + E.P.M. de trés experimentes independentes. Cinco mil
eventos foram contados em cada experimento. *, p < 0,05 comparado com o controle negativo por
ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.

4.3.7 Andlise da Fragmentacdo do DNA

O DNA ¢ a macromolécula responsavel pela vida. Na apoptose ocorre
fragmentacdo internucleossomal do DNA, enquanto na necrose essa clivagem ¢
randomica. De qualquer forma a fragmentagdo do DNA ¢ uma caracteristica de morte
celular, portanto um aumento de DNA fragmentado indica um processo de morte
avancado.

Apenas o composto 2 na concentragdo de 2 uM causou um aumento
significativo de DNA fragmentado (34%), enquanto que o controle positivo

(doxorrubicina) foi de 79%.
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4.3.8 Analise das fases do ciclo celular

A maior parte dos quimioterapicos anticancer atuam em alguma fase do ciclo
celular (FISCHER; GLOVER; LANE, 2004). Nenhum dos compostos alterou as fases
Go/G; ou S. Os compostos 3 e 4 causaram acumulo de células em G,/M, nao ocorreu
diferenca no efeito entre os compostos e as concentragdes utilizadas. O acimulo de
células em Gy/M para os compostos 3 ¢ 4 foi de 9,0 e 8,6% para as maiores

concentragdes dos respectivos compostos. J& para o controle foi de 3,4%.

4.3.9 Ensaio da anexina

A fosfatidilserina ¢ um fosfolipideo de membrana interna que ¢ translocado para
a membrana externa em células em apoptose (HUERTA et al., 2008). Anexina V liga-se
a fosfatidilserina, reconhecendo desta forma as células em apoptose. A exposi¢do da
fosfatidilserina € para sinalizar a fagocitose das células apoptdticas.

Todos os compostos foram capazes de aumentar o nimero de células anexina
positivas, o que indica uma morte celular por apoptose, na concentracdo de 2 uM. Nessa
concentragdo também ocorreu um aumento de células anexina e brometo de etidio
positivas, que indica uma apoptose tardia, onde ocorre uma perda da integridade de
membrana. Houve aumento no nimero de células marcadas apenas com brometo de

etidio, que indica necrose na maior concentracdo do composto 4.

4.3.10 Ensaio de caspases 3 ¢ 7

As caspases sdo um grupo de cisteino-proteases que clivam diversos grupos de
substratos intracelulares que contribuem para as manifesta¢cdes morfologicas tipicas da
apoptose (THORNBERRY, 1998).

As capases 3 e 7, sao denominadas de executoras por clivarem substratos
especificos, que sdo vitais a célula. Ambas sdo ativadas tanto pela via extrinseca quanto
a intrinseca. Na concentra¢do de 2uM todos os derivados foram capazes de aumentar o
nimero de células com caspase ativa, nenhum alterou o nimero de células em necrose.
Também na mesma concentragdo ocorreu uma diminui¢ao significativa do niamero de

células viaveis.
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O presente dado corrobora com os dados anteriores de que na concentragao de 2
uM,com 24 horas de tratamento, hd uma diminui¢do do nimero de células viaveis,
acompanhada de um aumento de células mortas. A via de inducdo de morte pelos
compostos ¢ por apoptose, onde no periodo estudado, ndo ha participagdo da via

mitocondrial. Possivelmente os compostos agem por via extrinseca.
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Figura 16: Efeito das lactonas sesquiterpénicas 2, 3 e 4 sobre a fragmentacio de DNA de células
leucémicas de HL-60, analisado por citometria de fluxo utilizando iodeto de propideo, apés 24
horas de incubacgido. C: controle negativo; D: Doxorubicina (0,55 pM) foi usada como controle
positivo

Nota: Os dados correspondem a média + E.P.M. de trés experimentes independentes. Cinco mil
eventos foram contados em cada experimento. *, p < 0,05 comparado com o controle negativo por
ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.
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Figura 17: Efeito das lactonas sesquiterpénicas 2, 3 e 4 sobre as fases do ciclo celular em células
leucémicas (HL-60), analisado por citometria de fluxo utilizando iodeto de propideo, apds 24 horas
de incubacido. C: controle negativo; D: Doxorubicina (0,55 pM) foi usada como controle positivo.
Nota: Os dados correspondem a média + E.P.M. de trés experimentes independentes. Cinco mil
eventos foram contados em cada experimento. *, p < 0,05 comparado com o controle negativo por
ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.
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Figura 18: Efeito das lactonas sesquiterpénicas 2, 3 e 4 sobre a expressdo de fosfatidilserina em
células leucémicas (HL-60), analisado por citometria de fluxo utilizando iodeto de propideo, apo6s 24
horas de incubac¢fo. C: controle negativo; D: Doxorubicina (0,55 pM) foi usada como controle
positivo.

Nota: Os dados correspondem a média + E.P.M. de trés experimentes independentes. Cinco mil
eventos foram contados em cada experimento. *, p < 0,05 comparado com o controle negativo por
ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.
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Figura 19: Efeito das lactonas sesquiterpénicas 2, 3 e 4 sobre a atividade de caspases em células
leucémicas (HL-60), analisado por citometria de fluxo utilizando iodeto de propideo, apds 24 horas
de incubacgdo. C: controle negativo; D: Doxorubicina (0,55 pM) foi usada como controle positivo.
Nota: Os dados correspondem a média + E.P.M. de trés experimentes independentes. Cinco mil
eventos foram contados em cada experimento. *, p < 0,05 comparado com o controle negativo por
ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.



67

4.3.11 Anélise de alteragdes morfologicas

Células em apoptose compartilham um grande numero de caracteristicas
semelhantes como diminui¢do do volume celular, presenca de blebbing na membrana,
clivagem da cromatina, condesacdo nuclear e formacdo de corpos picnoéticos de
cromatina condensada (corpo apoptotico). De outra maneira, células em necrose exibem
perda da integridade de membrana e aumento do volume celular e nuclear
(BREDESEN, 2007; DOONAN; COTTER, 2008).

A fotomicrografia demonstra a morfologia celular de células HL-60 apos 24
horas de tratamento, com os derivados da a-santonina. O quadro A representa as células
do controle negativo, onde se podem encontrar células com morfologia normal. As
cores das setas indicam o aspecto morfologico identificado:— (fragmentacdo), ===+
(corpo apoptdtico), == (resto celular), ===» (blebbing) ¢ s (figura mitética). No
quadro B, as células tratadas com doxorrubicina (0,55 uM), possuem fragmentag¢do do
nucleo, corpos apoptoticos e alguns restos celulares, condizentes com processos
apoptoticos.

Os grupos tratados com o composto 2, nas concentragdes de 1 e 2 uM,
apresentam fragmentagdo nuclear, presenga de blebbings na membrana, assim como
corpos apoptoticos e restos celulares. No grupo tratado com o composto 3 e 4, vé-se o
aumento da presenca de figuras mitéticas, e células com o nucleo fragmentado e restos
celulares. Todas estas caracteristicas sdo tipicas de processos apoptéticos (KIM et al.,

2002).
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Figura 20: Fotomicrografia de células HL-60, apos 24hs de tratamento com os derivados da a-
santonina nas concentracdes de 1 e 2 pM, para os compostos 2 (C,D), 3 (E,F) e 4 (G,H). Controle
(A) e o controle positivo doxorrubicina (B), na concentracio de 0,55 pM.

Nota: As setas indicam o aspecto morfologico identificado: (fragmentacio), (corpo
apoptético), (resto celular), (blebbing) e (figura mitética)
 — LY *

=) — »
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5 DISCUSSAO

Atualmente as sesquiterpeno lactonas tém recebido destaque devido ao grande
espectro de atividades biologicas que possuem, sendo constituinte ativo de uma série de
plantas utilizadas na medicina tradicional (ROZENBLAT et al., 2008). Dentre as
atividades que apresentam pode-se citar: antiinflamatoria (KANNO et al., 2008;
PAJAK et al., 2008) , fungicida (KANNO et al., 2008; ROZENBLAT et al., 2008),
antimicrobiana (SCOTTI et al., 2007), antihelmintica (KONAKLIEVA; PLOTKIN,
2005) , antiviral e antitumoral (ROZENBLAT et al., 2008) e citotoxica (CHO et al.,
2004; CHEN et al., 2007; CHANGLONG et al., 2008; ROZENBLAT et al., 2008; ).

Pesquisas com diferentes linhagens de células tumorais de mamiferos
demonstraram que a presenca de um sistema o-B-insaturado é responsavel pela
atividade citotoxica das SLs (KONAKLIEVA; PLOTKIN, 2005). Sistemas a-3-
insaturados presentes em lactonas sesquiterpénicas podem ser representados por
estruturas como o a-metileno-y-lactona, ciclopentenona ou um estér conjugado
(FERNANDES et al., 2008). Que sao estruturas altamente eletrofilicas, capazes de
alquilar grupos sulfidrilas livres, presentes em residuos de cisteina de varias
macromoléculas (enzimas, proteinas) e o proprio DNA, inativando desta forma diversas
fungdes celulares o que culminaria com a morte celular (SCOTTI et al., 2007).

Muitas das investigacdes farmacologicas das lactonas sesquiterpénicas foram
concentradas na santonina e seus derivados como agentes ascaricidas e antihelminticos
(KONAKLIEVA; PLOTKIN, 2005). A a-santonina ¢ uma sesquiterpeno lactona, tendo
um esqueleto elemanolideo, que exerce forte atividade antipirética (KIM et al., 2006).

A a-santonina, em nossos estudos ndo demonstrou atividade citotdxica, na maior
concentragdo testada (100 uM). Um dado que é corroborado pela literatura, onde Kim et
al. (2002) informam da auséncia de atividade citotdéxica no composto, o mesmo ¢ dito
por Konaklieva e Plotkin (2005). Todavia ¢ muito utilizada para a sintese de diversos
compostos com acdo citotoxica e diferenciadora em células tumorais. Isto ocorre por
possuir esqueleto simples e reagir estereoseletivamente com alguns atomos como o
cloro, ¢ possibilitar a sintese de compostos de estrutura diversa (IVASENKO et al.,
2006; KIM et al., 2006).

O presente trabalho avaliou o potencial citotoxico de trés novos derivados da a-

santonina: 3-oxo0-7aH,63H-eudesma-1,4,11-trien-6,12-olideo(2); 11,13-
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dehidrolumissantonina (3) e 10a-acetoxi-3-oxo-1,70H,63H-guai-4,11-dien-6,12-olideo
(4). Sendo os dois primeiros pertencentes a classe dos eudesmanolideos e o tltimo um
guaianolideo.

Os derivados 2, 3 e 4 apresentaram atividade citotoxica em todas as linhagens
tumorais testadas, destacando-se a pronunciada ag¢do do grupo em HL-60 (leucemia
promielocitica humana) e HCT-8 (colén humano). Em HL-60 as Cls, para os compostos
2, 3 e 4 foram 1,14 ; 2,30 ¢ 1,60 uM, respectivamente, sendo o composto 2 o mais
citotoxico dentre as amostras estudadas. Enquanto em HCT-8 os compostos 2, 3 ¢ 4
apresentaram Clso de 2,92; 1,96 e 0,36 uM, respectivamente, tendo o composto 4
apresentado maior seletividade para as células HCTS, as quais correspondem a tumores
solidos e que sdo mais resitentes. Pode-se destacar o composto 4 caracteriza por ser o
unico guaianolideo do grupo, moléculas pertencentes a esta classe de SLs sdo
reconhecidas como de grande espectro de atividade, inclusive citotoxica (SCOTTI et al.,
2007). De acordo com Fernandes et al. (2008), os guaianolideos sdo referidos como a
classe de sesquiterpeno lactonas com grande atividade citotoxica, devido ao maior
nimero de elementos estruturais alquilantes.

Para avaliar a toxicidade das amostras em células normais foi escolhido o ensaio
do alamar blue, com células mononucleares do sangue periférico (PBMC) (ZHI-JUN et
al., 1997). Este ensaio assim como o do MTT permite avaliar a citotoxicidade de
compostos pela mudanga de coloragdo, uma vez que ambos ao serem metabolizados sdo
convertidos em compostos de coloragdo diferente da original (HAMID et al., 2000). O
alamar blue foi escolhido, pois ¢ mais sensivel e ndo € toxico para linfécitos, sendo
recomendado por diversos autores (PAGE; PAGE; NOEL, 1993; AHMED et al.,1994;
MITSUHASHI, 1995; NAKAYAMA et al., 1997; O’BRIEN et al., 2000).

Todos os derivados da a-santonina apresentaram toxicidade em PBMC, sendo
que o composto 2 foi o mais citotoxico, seguido pelo 4 e 0 3 0 menos téxico, com Clsg
de 3,24; 10,75 e 16,77 uM, respectivamente. Esses resultados sdo proximos aos
encontrado em outras SLs, tais como os guaianolideos 9a-acetoxi-artecanina e
apressina, isolados de Achillea clavennae, que apresentaram Clsy de 11,8 ¢ 8,7 uM,
respectivamente, em PBMC (TRIFUNOVIC et al., 2006).

Ao comparar as ICsy obtida em células normais (PBMC) com a da linhagem

tumoral (HL-60) percebe-se que esta foi 2,85; 7,29 e 6,72 vezes mais sensivel que as
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normais para os compostos 2, 3 e 4. E dessa maneira as amostras 3 e 4 destacam-se por
serem menos toxicas em células normais. Compostos com agdo anticancer, em sua
maior parte, t€ém como alvo moléculas e/ou processos celulares compartilhados por
c¢lulas normais e tumorais, entdo ¢ de se esperar algum nivel de toxicidade.

A importancia de grupos estruturais alquilantes na atividade das SLs fica
exemplificada, por exemplo, na a-santonina onde a hidrogenacdo do conjugado a-
metileno-y-lactona elimina a atividade citotoxica. Baseado neste fato a perda do
grupamento o-metileno-y-lactona eliminaria a atividade citotéxica (KONAKLIEVA;
PLOTKIN, 2005). Das amostras estudadas os derivados 2 ¢ 4 testados possuem o-
metileno-y-lactona, entretanto, no derivado 3 ocorre uma oxigenagdo, ocasionando a
perda de tal grupamento. A oxigenacdo do derivado 3 resulta no aparecimento de uma
carbonila a mais. Outros autores (SCOTTI et al., 2007, FERNANDEZ et al., 2008)
discutem a citotoxicidade das SLs ¢ mediada ndo somente pelo grupamento a-metileno-
y-lactona mas por estruturas o-f-insaturadas, assim como a carbonila presente no
composto 3. Ainda como exemplo da participacdo de outros grupos alquilantes na
atividade das SLs a Erivanina, que ndo possui o a-metileno-y-lactona, mas ¢ citotoxica
(SCOTTI et al., 2007).

Desse modo, diferengas nas atividades entre SLs individuais podem ser
explicadas por diferentes nimeros de elementos estruturais alquilantes (SCOTTI et al.,
2007). Por exemplo, a Helenalina, uma SLs que exibe alta citotoxicidade, tendo o o-
metileno-y-lactona e uma ciclopentenona, ou seja, possui dois grupamentos o-f3-
insaturados com forte acdo alquilante. O alto nivel de citotoxicidade foi associado com a
inibicdo da sintese de DNA e a habilidade de alquilar o mesmo (FERNANDES et al.,
2008). Entretanto, outros fatores como lipofilicidade, geometria molecular e alvo podem
influenciar na atividade das SLs (SCOTTI et al., 2007).

A a-santonina ¢ uma molécula que carece de atividade citotdxica, no entanto
seus derivados aqui estudados possuem tal agdo. Isto € possivel gragas aos estudos de
relagdo-estrutura atividade, que possibilitam tanto o direcionamento da sintese quanto o
melhor entendimento da atividade biologica.

No estudo do mecanismo de indugao de citotoxicidade foi escolhida a linhagem
HL-60, como modelo experimental, nas concentragoes de 1 e 2 uM, apo6s 24 horas de

tratamento com os derivados da a-santonina.
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O método de exclusao do azul de tripan foi utilizado para observar os efeitos
citotoxicos e antiproliferativos dos compostos. As SLs 2, 3 e 4 diminuiram
significativamente o nimero de células viaveis na maior concentra¢do testada, ndo
havendo diferenca entre elas, sem, interferir significativamente no numero de células
inviaveis, o que demonstra um efeito citostaitico (COSTA, 2006). Apesar de ser
utilizado para estudos de citotoxicidade este teste nao distingue qual via de morte esta
participando da citotoxicidade. Visto que sistemas de transporte ativo estdo em pleno
funcionamento em células viaveis, contudo, em estagios iniciais da apoptose estes
sistemas ainda estdo em funcionamento, enquanto que na necrose nao.

O ensaio do BrdU, ¢ um teste imucitoquimico que avalia a incorporagao do
Brdu, um anélogo da timidina, determinando as células que estdo proliferando.

Todos os compostos foram capazes de diminuir o numero de células que
incorporaram o BrdU. A acdo dos mesmo ficou entorno de 40-47%. Nao ocorrendo
diferenca estatitica entre os mesmos. De acordo com Konaklieva e Plotkin (2005), as
SLs podem inibir a replicagdo do DNA, o que sustenta a diminui¢do significativa na
incorporacdo do BrdU. Sabe-se que, a inativacdo de enzimas ¢ um traco marcante das
SLs por serem capazes de alquilar enzimas envolvidas em processos vitais a célula
(SCOTTI et al., 2007). Os resultados encontrados podem sugerir a participagdo tanto de
enzimas envolvidas na replicacdo do DNA, quanto em outras funcdes celulares que
diminuiriam a proliferacdo celular.

No ensaio da coloragdo por BE/LA as SLs foram capazes de aumentar o numero
de células em apoptose de forma concentracdo dependente, sem aumentar o numero de
células em necrose, em nenhuma das concentragdes testadas. Além de diminuirem o
nimero de células viaveis apenas na maior concentracdo testada em todas as amostras.
Assim, ao comparar os dados do ensaio de laranja de acrinina/brometo de etido com os
obtidos pela exclusdo do azul de tripan, vé-se que a diminuicdo das células vidveis
ocorreu apenas na concentragdo de 2uM em ambos os testes, ndo ocorrendo aumento do
numero de células inviaveis e em necrose, em nenhumas das concentragdes. Os
resultados em ambos os ensaios reforcam, a maior participagdo da apoptose como
evento final de morte celular induzida pelos compostos.

A concentragdo celular reflete o numero de células presente em um determinado

volume. O composto 3 diminuiu a concentragdo de células na concentracio de 2 uM, ja
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o composto 4 reduziu em ambas as concentracdes. Enquanto o 2 ndo reduziu em
nenhuma concentragdo, o que difere do resultado observado no azul de tripan, porém
ndo invalida o resultado encontrado no azul de tripan uma vez que ambas utilizam
parametros diferentes para quantificar células. No azul de tripan células viaveis sdo as
que excluiram o corante, todavia, na citometria células viaveis s3o classificadas de
acordo com tamanho e granulosidade (KRYSKO et al., 2008).

A integridade de membrana reflete uma caracteristica basica que distingue
células em apoptose e em necrose, porque estas ndo possuem a membrana integra
(BRUIN; MEDEMA, 2008). Foi observado que o composto 2 diminui a integridade da
membrana plasmatica o que condiz com um processo necrotico.

Contudo, ndo ¢ possivel sugerir uma participacdo decisiva da necrose como
morte celular induzida pelo composto 2, pelo fato de que a perda da integridade de
membrana pode refletir também uma apoptose tardia ou uma necrose secundaria a
apoptose de acordo com os trabalhos descritos por Cruchten e Broeck (2002). Pois, os
autores citados discutem a necrose ndo como um processo que leva a morte celular, mas
sim como resultado final de processos de morte celular, como apoptose. Além disso, os
resultados obtidos por tripan e AO/BE nao indicaram aumento de células em necrose.

Sendo assim, os resultados obtidos com o composto 2 no ensaio de viabilidade
por azul de tripan sinalizam que o mesmo diminuiu o nimero de células vidveis sem
aumentar as ndo viaveis, e que certamente teriam seus sistemas de transporte ativo e/ou
membrana danificados. Essa acdo foi refor¢ada com os dados analisados pela laranja de
acridina/brometo de etido, que confirmaram a redu¢do do nimero de células vidveis,
aumento do numero de células em apoptose, sem alteracdo do nimero de células em
necrose na concentragdo de 2uM.

Os presentes dados apontam a apoptose como o tipo de morte celular
preferencialmente induzida pelos compostos. A apoptose ¢ desencadeada por duas vias,
uma extrinseca e outra intrinseca. A via intrinseca ¢ ativada por estimulos internos,
tendo a mitocondria como organela central.

Afim de melhor compreender a via de sinalizagdo da apoptose foi realizado o
ensaio de despolarizacdo mitocondrial. Na apoptose pela via mitocondrial, ocorre a
formagdo de um poro de permeabilizagdo na membrana da mitocondria havendo uma

diminui¢do no potencial de membrana mitocondrial, que pode ser quantificado por



74

fluorocromos cationicos lipofilicos, como a rodamina 123 (KROEMER; ZAMZAMI;
SUSIN, 1997). Nesse estudo, nenhum das amostras testadas foi capaz de alterar o
potencial mitocondrial até 24h de tratamento, uma vez que acima desse tempo de
exposic¢do poderia haver ativacdo da via intrinseca apoptotica. Visto que o costunolideo,
uma SLs da classe dos germacranolideos, ¢ capaz de induzir apoptose por via extrinseca
e intrinseca simultaneamente (KANNO et al., 2008). Porém os autores observaram que
a participacao da via extrinseca precede a intrinseca. Isto porque a via extrinseca ativa a
caspase-8 que ¢ capaz de ativar Bid, uma proteina pré-apoptotica da familia Bel-2 que
ativa a via mitocondrial (THONEL; ERIKSSON, 2005).

A importancia da atividade das caspases se deve porque ao serem ativadas sao
responsdveis pela clivagem de diversos substratos, que s3o responsaveis por
caracteristicas tipicas da apoptose (HUERTA et al., 2006). A DNAse ativada por
caspase (CAD), possui uma subunidade inibitoria, sendo encontrado como ICAD
(inibidor da DNAse ativada por caspase). As caspases sdo capazes de clivar essa
subunidade regulatoria, promovendo assim a fragmentacdo internucleossomal do DNA
(GAVRIELI et al., 1992). O DNA ¢ fragmentado em intervalos de 180 a 200 pares de
base, uma caracteristica bioquimica da apoptose (HANAHAN; WEINBERG, 2000).
Enquanto, na necrose a fragmentacao do DNA ¢ randomica (BREDESEN, 2007).

Ao analisar a fragmentacdo do DNA, apenas o composto 2, na concentracao de
2uM foi capaz de aumentar a fragmentagdo do DNA. O que corrobora com dados
anteriores indicativos de apoptose, onde a diminuicdo da integridade de membrana
poderia ser explicada por um processo de apoptose avancado. De acordo com Huerta et
al. (2006), a fragmentacdo do DNA ¢ um estagio intermedidrio, entre 0s processos
apoptoticos iniciais e tardios. Esse resultados convergem com os observados pela
cinaropicrina, um guaianolideo isolado de Saussurea lappa, que foi capaz de causar
fragmentacdo do DNA e parada do ciclo celular na fase G;/S em células de linfoma
humano (U937).

Sabe-se que diversos agentes com acdo anticAncer agem em fases especificas do
ciclo celular ou causam parada da progressao do ciclo celular (FISCHER; GLOVER;
LANE, 2004). Para avaliar a acdo dos compostos 2, 3 e 4, no ciclo celular foi utilizado a

citometria de fluxo como ferramenta de estudo.
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A parada do ciclo celular reflete uma necessidade da célula em reparar algum
dano, caso nao seja reparado mecanismos apoptéticos sdo ativados (ROZENBLAT et
al., 2008).Outras SLs como os guaianolideos, a exemplo do composto 4, Inuviscolideo e
o Tomentosin param o ciclo celular em G,/M, acompanhado de acumulo de células
anexina positivas e ativacao de caspase 3, em células de melanoma humano (SK-28),
conforme estudos de Rozenblat et al., 2008. Esses pesquisadores,identificaram que a
acdo alquilante sobre o DNA, leva a ativacdo do supressor tumoral p-53, culminando
com a parada do ciclo celular em G,/M, seguida de apoptose.

Ocorreu um acumulo significativo do numero de células em G,/M, com os
compostos 3 e 4, demonstrando uma parada da progressao do ciclo celular. O composto
3, aumentou de forma linear as células em G,/M, apresentando 7,87 e 10,37 de numero
de célula, nas concentragdes testadas e 1 e 2 puM respectivamente. Enquanto o
composto 4 aumentou primordialmente na menor concentracao de 1uM em relagdo ao
controle. J&, o composto 2 ndo alterou entre as fases Go/Gy, S e Go/M.

A fosfatidilserina ¢ um aminofosfolipidio que reside no lado interno da
membrana plasmatica de células vidveis. Durante a morte celular por apoptose, a
fosfatidilserina ¢ ativamente externalizada para a superficie externa da membrana, onde
sua presenca ¢ requerida para reconhecimento e fagocitose por células fagocitarias
(KOOPMAN et al., 1994; KRYSKO et al., 2008). Anexina V, uma proteina ligante de
calcio de 35 kDa liga-se com alta afinidade a fosfatidilserina, podendo ser utilizada em
conjugdo com fluorocromos para a detecgdo de células apoptoticas (HUERTA et al.,
2007).

No ensaio de ligacdo da anexina, os trés derivados foram capazes de aumentar o
nimero de células anexina positivas, ou seja, apoptoticas. O composto 4 foi o que
causou um maior aumento das células em apoptose inicial, que para a maior
concentracdo dos compostos 2, 3 ¢ 4 foram de 7,5; 8,0 e 11,0 respectivamente. No
mesmo ensaio 0 3 aumentou o numero de células em necrose.

Todas as alteragdes ocorridas na apoptose sdo desencadeadas por caspases. Com
base nisto investigou-se a presenca de caspases ativas, pois existem constitutivamente
nas células como zimogenos (forma inativa), porém sdo ativadas apds estimulos
apoptoticos (KAUFMANN et al., 2008). Para tanto se investigou a ativagdo das

caspases executoras 3 e 7. Os trés derivados foram capazes de induzir a ativa¢do das
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caspases. Mais uma vez o composto 4 destaca-se por induzir um maior niumero de
células com caspases ativas, as médias para as maiores concentracdes testadas dos
compostos 2, 3 e 0 4 foram de 12,8; 10,6 e 17,0 respectivamente.

De acordo com diversos autores (BREDESEN, 2007; HUERTA et al., 2007,
KRYSKO et al., 2008), a microscopia optica oferece um mecanismo de identifica¢ao de
alteragdes morfoldgicas que ocorrem na apoptose. Como alteragdes fenotipicas
encontradas em células em processo de apoptose tém-se: condensacdo e marginagdo da
cromatina, fragmentagdo do DNA e ntcleo, aumento do volume celular, formacao de
blebbings e colapso celular em fragmentos que contém organelas e restos nucleares, que
sao denominados corpos apoptoticos (DOONAN; COTTER, 2008; BOUCHIER-
HAYES et al., 2008). Essas caracteristicas sdo desencadeadas pela ativagdo de caspases
que clivam substratos especificos responsdveis por essas alteragdes morfologicas
(HENGARTNER, 2000; ZIEGLER; GROSCURTH, 2004; BRUIN; MEDEMA, 2008;
TAYLOR; CULLEN; MARTIN, 2008).

Os grupos tratados com o composto 2, nas concentragdes de 1 e 2 puM,
apresentam fragmenta¢do nuclear, presenga de blebbings na membrana, assim como
corpos apoptoticos e restos celulares. Os restos celulares podem representar um
processo apoptotico final. No grupo tratado com o composto 3 ¢ 4, vé-se o aumento da
presenca de figuras mitoéticas, e células com o nucleo fragmentado e restos celulares.

Tanto alteracdes morfologicas quanto moleculares sd3o necessdrias para a
confirmagdo da inducdo de apoptose (HUERTA et al., 2007). No presente trabalho as
alteracdes encontradas com o tratamento sdo condizentes com processos apoptoticos, € a
presenga de caspases ativas confirmam que os trés derivados exercem sua acao
citotoxica por indugao de apoptose.

A literatura corrente reporta os guaianolideos como o grupo pertencente as SLs
de maior interesse, devido a sua estrutura basica possibilitar o maior nimero de grupos
alquilantes (SCOTTI et al., 2007; FERNANDES et al., 2008). Dos derivados da o-
santonina estudados o 4 ¢ o Unico guaianolideo do grupo, sendo o que apresentou
melhores resultados: alta citotoxicidade, moderada toxicidade em PBMC, parada do
ciclo celular e maior nimero de células anexina positiva e com caspases ativas, sua

atividade ¢ mediada pela inibi¢do da sintese de DNA.
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6 CONCLUSAO

Os trés derivados da a-santonina estudados: 3-oxo-7aH,6BH-eudesma-1,4,11-
trien-6,12-olideo(2); 11,13-dehidrolumissantonina (3) e 10a-acetoxi-3-oxo-1,7aH,63H-
guai-4,11-dien-6,12-olideo (4), demonstraram grande potencial citotoxico frente a
linhagens de células tumorais, esta atividade envolve a inibi¢do da sintese de DNA,
parada do ciclo celular em G,/M (3,4) e fragmentacdo do DNA (2). A presenca de
caspases ativas, bem como exposi¢do da fosfatidilserina e as alteragdes morfoldgicas
encontradas, confirmam a indu¢do de apoptose mediada pelos trés derivados.

O derivado 4 ¢ o de maior destaque pela baixa toxicidade em PBMC e maior

capacidade de induzir células a entrarem em apoptose.



78

Tabela 6: Resultados da a-santonina (1) e seus derivados 3-oxo-7aH,63H-eudesma-1,4,11-trien-6,12-olideo (2), 11,13-dehidrolumissantonina (3), 10a-acetoxi-3-oxo-
1,70H,6H-guai-4,11-dien-6,12-olideo (4). ( -) Inativo,(+) Ativo, (*)— Nio testado.

. Integridade o ~
1 AB - . AO/BE | Densidade Depolarizaciao | Fragmentagdo . Caspases
MTT | Hemolise PBMC Tripan | BrdU Apoptose celular de mitocondrial do DNA G2 | Anexina 3e7
membrana
1 - - - % * * * * * * * * %
2 + - + + + + - + - + - + +
3 + - + + + + + - - - + + +
4 + - + + + + + - - - + + +
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