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RESUMO

ESTUDO DO POTENCIAL ANTIMETASTATICO DA BIFLORINA. Tese de
doutorado. Autora: Adriana Andrade Carvalho. Orientador: Manoel Odorico de
Moraes. Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade Federal do
Ceard, UFC, 2011.

A presencga de metastase permanece como a principal causa de morte pelo cancer.
Diante da auséncia de terapia farmacolégica para o tratamento de tumores
secundarios, a pesquisa de novas drogas com potencial antimetastatico é de suma
importancia para o desenvolvimento de novos farmacos anticancer. Neste quadro,
decidimos avaliar o potencial antimetastatico da biflorina, uma o-naftoquinona
isolada das raizes da Capraria biflora. Em ensaio de proliferacdo celular por Alamar
blue, observamos que esta quinona possui atividade citotéxica contra melanoma
humano (MDAMB-435) a partir da concentracdo 5 uM em 24h de exposi¢cao. Porém,
nessa mesma dose, ndo houve efeito citotoxico em 12h de exposicdo. Ensaios de
azul de tripan e cristal violeta mostraram que nas concentragdes de 1,0; 2,5 e 5,0 uM
durante 12h de exposi¢do a biflorina ndo possui efeito citotoxico. Utilizando as
concentragbes de 1,0; 2,5 e 5,0 uM (12h exposicao) foram realizados ensaio de
migracao e invasao celular. Nestes ensaios observamos que a biflorina diminui a
motilidade e a invasividade da célula MDAMB-435. Em andlise morfolégica das
células, utilizando coloracdo de May-Grunwald-Giemsa e coloracdo de actina por
faloidina, observamos que a biflorina altera a organizacdo do citoesqueleto de
actina, com a presenca de células menores, retraidas e células maiores com
expansOes filamentosas semelhantes a filopddios. Em ensaio de Western blot
observou-se a diminuicdo na expressdo da molécula de adesdo N-caderina e
inibicdo da via de sinalizacdo PI3K/Akt. Estes resultados conferem a biflorina um
potencial antimetastatico bastante promissor.

Palavras-chave: Metastase, Biflorina, Adeséo celular, Migragéo Celular, Melanoma.



ABSTRACT

STUDY OF ANTI-METASTATIC POTENTIAL OF BIFLORIN. Adriana Andrade
Carvalho. Advisor: Manoel Odorico de Moraes. Master’s dissertation. Postgraduate
Program of Pharmacology. Department of Physiology and Pharmacology, Federal
University of Ceara, UFC, 2011.

Metastasis remains the leading cause of death from cancer. Due to the absence of
pharmacological therapy for the treatment of secondary tumors, the search for new
drugs with antimetastatic potential is important to the development of new anticancer
drugs. In this context we decided to evaluate the antimetastatic potential of biflorin,
an o-naphthoquinone isolated from roots of Capraria biflora. In cell proliferation assay
using Alamar blue, we found that this quinone has cytotoxic activity against human
melanoma cells line (MDAMB-435) at 5 pM concentration during 24 hours of
exposure. However, with this same dose, there was no cytotoxic effect within 12
hours of exposure. Trypan blue and crystal violet assay showed that biflorina has no
cytotoxic effect at 1.0, 2.5 and 5.0 uM during 12 hours of exposure. Migration assay
and cell invasion assay were performed using concentrations of 1.0, 2.5 and 5.0 uM
(12h exposure). In these trials we found that biflorin decreases cell motility and
invasiveness. In morphological analysis of cells stained using May-Grunwald-Giemsa
and actin stain by phalloidin, we observed that biflorin alters the organization of the
actin cytoskeleton, with the presence of smaller, retracted and larger cells. In
Western blot assay we observed a decrease in the expression of the adhesion
molecule N-cadherin and inhibition of PI3K/AKT signaling pathway. These results
give biflorin as an agent with promising antimetastatic potential.

Keywords: Metastasis, Biflorin, Cell adhesion, Cell migration, Melanoma.
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1. Introducéo

O melanoma cutdneo é uma neoplasia oriunda de melandcitos
epidermais (MADDODI & SETALURI, 2008). E um cancer altamente invasivo
e agressivo, com elevada taxa de mortalidade que resulta de interacoes de
fatores genéticos e ambientais (WINSEY et al., 2000; SLOMINSKI et al.,
2001). A incidéncia e mortalidade do melanoma estdo em ascensao em todo
o mundo (DADRAS et al., 2005; RIGEL et al., 2008) e é previsto que
continue a crescer como resultado de uma reducdo continua da
concentracdo do ozdnio estratosférico (WEI et al., 2003). De acordo com o
Instituto Nacional do Cancer (INCA), foi estimado, para 2010, 2.960 casos
novos em homens e 2.970 casos novos em mulheres de melanoma. A
sobrevida média estimada em cinco anos foi de 73% nos paises
desenvolvidos, enquanto que nos paises em desenvolvimento foi de 56%. A
média mundial estimada foi de 69% (INCA, 2009).

O progndstico dos pacientes com melanoma depende do estagio do
tumor a época do diagndstico e € normalmente baseado nos parametros
histopatologicos e na avaliagdo clinico-radiolégica de possiveis metastases.
Dentre os parametros prognosticos, a espessura tumoral é o mais sensivel
em prever o risco de metastases. Entretanto, ainda é dificil de determinar o
prognéstico individual para os pacientes, uma vez que melanomas de
espessura mais fina também podem resultar em metastases letais (DADRAS
et al., 2005).

Entretanto, os melanomas quando s&do detectados precocemente,
podem resultar em cura clinica pela remoc¢ao cirtrgica, sendo que 80% dos
casos sdo tratados dessa maneira. No entanto, na fase metastatica ndo ha
um tratamento efetivo, pois os individuos sé@o frequentemente resistentes a
terapia (RASS & HASSEL, 2009). Os mecanismos subjacentes a esta
resisténcia varia de acordo com diferentes drogas, podendo ser intrinseca ou
adquirida. No melanoma a resisténcia parece estar intimidamente

relacionada com a regulagdo de vias de reparo de DNA nas células do
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melanoma. Mdultiplos caminhos séo ativados em resposta ao dano
genotoxico induzido pela quimioterapia, comecando com o reconhecimento
de danos no DNA e culminando em morte celular programada. Falha em
gualgquer ponto ao longo desta cascata de eventos pode resultar em
resisténcia (TAWBI & BUCH, 2010).

1.1 Metastase

O termo metastase pode ser definido como o processo pelo qual as
células tumorais invadem o tecido adjacente e percorrem o0 organismo até se
alojarem em um outro tecido, diferente daquele de origem, promovendo,
entdo, o desenvolvimento de tumores secundéarios (CARVALHO, 2009;
RIETHDORF et al., 2008; ZHAO et al., 2008). O termo foi inicialmente
utilizado pelo cirurgiao francés Jean-Claude Recamier, em 1829, aplicando-o
para designar uma lesdo cerebral em uma paciente portadora de céancer de
mama (RECAMIER, 1829).

Um grande numero de fatores estdo envolvidos no processo de
metastase, como algumas citocinas, quimiocinas, hormoénios, fatores de
crescimento, moléculas de adesao celular, metaloproteinases de matriz
(MMP) e o proprio microambiente tumoral (MIYATA et al., 2006; VESTEEGE
et al., 2004).

A formagdo dos tumores secundarios tem sido descrito como uma
série complexa de eventos o quais podemos citar: perda da adeséao celular,
invasdo, migragao e circulagdo no sangue e linfonodos (HAN et al., 2006),
seguida da sobrevivéncia destas células na circulagdo, chegada ao tecido
distante, formagdo de novos vasos sanguineos e, enfim, crescimento
tumoral (CARVALHO, 2009; ZHAO et al., 2008; LEE et al., 2006).

Felizmente nem todas as células cancerosas possuem a capacidade
de formar metdstase. De uma forma geral, para 0s carcinomas, as
transformagBes que ocorrem na célula tumoral para um carater invasivo

requerem que estas células passem por um processo denominado transicao
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epitélio-mesenquimal (TEM) (THIERY & SLEEMAN, 2006; THIERY et al.,
2002), isto é, perca algumas caracteristica epiteliais para adquirir atributos

peculiares das células mesenquimais.

As células mesenquimais, ao contrario das epiteliais, sdo fracamente
organizadas e despolarizadas, e possuem como caracteristica primordial a
expressdo de uma proteina do citoesqueleto, a vimetina, a qual desempenha
um papel preponderante na alteragdo da forma, adesdo e motilidade celular
(MENDEZ, 2010). Além disso, as células mesenquimais possuem uma alta
capacidade migratéria, o qual confere, as células tumorais que apresentam o
fendtipo mesenquimal, a capacidade de migrar e invadir o tecido adjacente
(SHI & WU, 2008).

1.1.1 Transicao epitélio-mesenquimal (TEM)

O primeiro passo para a transicao epitélio-mesenquimal € a perda da
adesao célula-célula, que mantém a coesao entre as células do tumor. Estas
jungbes podem ser do tipo: aderentes, juncdes firmes (ou Tight juctions) e
desmossomos, 0s trés principais tipos de adesdo molecular entre as células
epiteliais que sao essenciais para manter a arquitetura tissular e sua
polaridade. A perda da funcdo de proteinas de adesdo tem sido um dos
marcadores mais bem caracterizado para indicar o processo de TEM
(BEAVON et al., 1999).

A adesdo célula-célula é mediada principalmente por uma
superfamilia de moléculas de adesdo chamadas caderinas (Figura 1),
glicoproteinas transmembranares, homodiméricas, formadas por 700-750
aminoacidos (KOCH et al., 1999).

As caderinas formam ligacbes homofilicas (ligacdo entre duas
moléculas de adesdo iguais: caderina-caderina) calcio-dependente
(KURSCHAT & MAUCH, 2000). A maioria das caderinas esta ligada a actina
do citoesqueleto através da interposicdo de um complexo de proteinas de
ancoramento intracelular denominada cateninas (Figura 1) (GUMBINER,
2000), o qual é essencial para a eficiéncia da adeséao célula-célula (KOCH et
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al., 1999; ALBERTS, 2004). Na auséncia de calcio, as caderinas sofrem
alteragbes conformacionais estando na sua forma “inativa” e sédo degradadas

por enzimas proteoliticas (KOCH et al., 1999) (Figura 1).

A molécula de E-caderina, que é expressa por células epiteliais, é a
gue se encontra mais frequentemente alterada em tumores. Diferentes
estudos revelaram que a E-caderina € frequentemente inativada durante o
desenvolvimento de carcinomas humanos, incluindo carcinomas de mama,
colon, prostata, estbmago, figado, pele, rim e pulmdo e esta associada a
invasédo e a formacdo de metastases em linfonodos e a distancia (NEAL &
BERRY, 2006; GUMBINER, 2000).

A perda funcional de E-caderina também estd associada ao
desenvolvimento de melanomas. Melandcitos encontram-se frequentemente
na camada basal da epiderme, onde interagem com queratinécitos, fomando
a chamada unidade de pigmentacao da pele. A perda de expressao de E-
caderina parece ser um passo critico na progressdo de melanomas,
permitindo que as células tumorais sejam liberadas da epiderme e invadam
a derme. Ao deixar de expressar E-caderina, as células de melanoma
passam a expressar altos niveis de N-caderina, potencializando as
interacdes com fibroblastos e células endoteliais que também expressam N-
caderina (HSU et al., 2000).

Apods as células tumorais se soltarem do tumor primario (com a perda
da expresséo da E-caderina), estas devem ser capazes de migrar e invadir 0
estroma adjacente, processo chamado de invasdo celular (Figura 2). Células
tumorais com fendtipo mesenquimal sdo capazes de induzir a degradacéo
da matriz extracelular (MEC) facilitando a migracdo celular. Este processo
ocorre com a secre¢cao de proteases, como as metaloproteinases de matriz
(MMP), ou ativadores de protease, como o ativador de plasminogénio do tipo
uroquinase (uPA). As proteases ndo somente causam degradacdo dos
componentes da MEC. A clivagem de proteinas da matriz também gera
sitios de ligacdo para moléculas de adesdo do tipo integrinas, as quais irdo
ligar-se aos substratos da MEC possibilitando a invaséo celular. Além disso,
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essas proteases também clivam e ativam fatores de crescimento ou

guimiocinas que induzem a motilidade celular (KOBLINSKI et al., 2000).

Citoplasma

Membrana

Celular

E-caderinas
Membrana
Celular Citoplasma
B- catenina
a-catenina

filamentos de actina

Figura 1. Adesdo mediada pela E-caderina (CARVALHO, 2009).

ApOs as células secretarem as proteases, estas devem ser capazes
de migrar ao longo da MEC até alcancar a corrente sanguinea.

O processo de migracdo celular é extremamente complexo
(HOSOOKA et al.,, 2001), dependente do coértex rico em actina existente
abaixo da membrana citoplasmatica (ALBERTS, 2004). Trés atividades
distintas estdo envolvidas nesse processo: a protrusdo, na qual estruturas
ricas em actinas sdo empurradas para fora da borda anterior da célula;

ligacdo, em que o citoesqueleto de actina conecta-se através da membrana
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citoplasmatica com o substrato; e tragdo, na qual uma massa citoplasmatica
€ arrastada e puxada pra frente (Figura 3) (ALBERTS, 2004).

De forma mais detalhada, a migracao celular pode ser explicada da
seguinte forma: o processo € iniciado com a formagdo de uma protrusdo da
borda anterior da membrana celular denominada lamelipddia. A lamelipédia
€ ancorada ao substrato da MEC através de moléculas de adeséo do tipo
integrina, formando o chamado complexos focais, o qual estabiliza a
protrusdo. De forma coordenada a formacdo da protrusdo, contracdes ao
longo do corpo da célula promovem a perda de adeséo ao substrato seguida
de retragcdo da membana, o0 que leva a translocacao do corpo celular para
frente. Ocorre, entdo uma reorganizacdo do citoesqueleto o qual altera a
morfologia da célula. A for¢a responsavel para impulsionar a célula adiante
resulta da polimerizacdo da actina que forma a lamelipédia (POLLARD &
BORISY, 2003) o qual gera uma pressdao que empurra a membrana

plasmatica adiante e gera uma protrusdo anterior mais longa.

Este processo faz com que os filamentos de actina, chamado de
fibras de estresse (stress fibers), terminem em sitios de adesdo maiores e
mais afastados chamados adesao focal. Este processo resulta em forcas
contrateis geradas pela contragdo da miosina nas fibras de actina (stress
fiber) a qual puxa a célula contra a adesdo focal e induz a retracdo da
por¢cdo posterior da célula (MITCHISON & CRAMER, 1996). Em
consequéncia a essa agao, ocorre um movimento celular adiante ao longo
de um substrato seguida de suscessivas adesao e desadeséo celular em um
substrato da MEC, funcionando como uma espécie de “pés” o0s quais

permitem o deslocamento celular (Figura 3).
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Figura 2. Invaséo celular. As células tumorais aderem & membrana basal através
de receptores de adesédo do tipo integrina. Apos a adesédo, as células liberam
proteases que irdo degradar os componentes da MB e do estroma tumoral. Por
fim, as células migram ao longo da matriz extracelular até alcancar a corrente
sanguinea ou linfatica. MB = Membrana Basal; MMP = Metaloproteinase; MC =
Membrana Celular (CARVALHO, 2009).
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Apds migrar ao longo do estroma, as células tumorais terdo acesso a
circulagdo sanguinea atravessando a membrana basal vascular (ROBBINS,
2004). Ao entrar na corrente circulatéria, a maior parte das células é
destruida por linfécitos NK (natural killer) e fagocitos polimorfonucleares.
Algumas células tumorais podem aderir as plaguetas circulantes, sendo esta
interacdo mediada por integrinas. A interacdo das células metastaticas com
plaquetas parece ser um fator importante na metastatizacao, principalmente
no desenvolvimento de met4stase pulmonares, jA& que esta interacao
funciona como uma espécie de camuflagem para células tumorais, que,
assim, conseguem escapar dos leucdcitos circulantes. Além disso, essa
interacdo célula tumoral-plaquetas pode resultar em pequenos trombos que
sdo aprisionados nos pequenos vasos sanglineos dando origem a novos

focos metastaticos.

Finalmente, este ciclo é repetido quando as células tumorais deixam a
arvore vascular e se instalam na MEC do érgéo distante, com a deposicao
de um nddulo metastéatico e a formacdo de novos vasos (angiogénese) que

irdo nutrir esse novo tumor (ROBBINS, 2004).

Toda a cascata metastética estd exemplificada na Figura 4.

1.2. Viado AKT e Metastase

E bem estabelecido na literatura que a formacdo de tumores
secundarios exige transformacdes celulares para um fenoétipo mesenquimal.
Esta transformacdo esta relacionada com alteracdes bioquimicas e
moleculares da célula tumoral o qual faz com que a célula tumoral expresse
proteinas que a torne capaz de invadir o estroma adjacente, sobreviva na

corrente sanguinea e se adapte a um novo microambiente.

Diversas proteinas ja foram descritas e estudadas a respeito do seu

papel sobre a malignidade tumoral, dentre elas podemos citar: a perda da
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expressao da E-caderina, aumento da expressao da N-caderina, expressao
de MMPs e, um pouco mais recente, o aumento da expressao do Akt.

A Akt é uma serina/treonina quinase envolvida em diversas vias de
transducé&o de sinal, participando de muitos efeitos biolégicos que induzem a
sobrevivéncia celular. A Akt é ativada por varios estimulos, como fatores de
crescimento, citocinas e hormonios (KIM & CHUNG, 2002; MANNING &
CANTLEY, 2007).

O Akt é, por diversas vezes, designado como Master Regulator ja
que, quando ativado por fosforilagdo, modifica, ao menos, dez proteinas
regulatérias. Isto € importante para a iniciacdo de algumas vias tanto em

células normais quanto células cancerosas.

O Akt possui um papel central em uma variedade de processos
oncogénicos incluindo o crescimento celular, proliferacdo, apoptose,
motilidade, transicdo epitélio-mesenquimal (TEM), angiogénese e metastase
(AGARWAL et al., 2005; LIU et al., 2007; CHENG et al., 2008).

A atividade do Akt € um ponto critico para a transducéo de sinal de
diversos fatores extracelulares incluindo a insulina, IGF-1 e EGF e sinais
intracelulares (receptor de tirosina quinase mutado/ativado, PTEN, Ras e
Src) que regulam a fosforilacdo de seus efetores, como NF-kB, mTOR,
Forkhead, Bad, GSK-f e MDM-2. Estas fosforilagdes medeiam o efeito do
Akt sobre o crescimento celular, apoptose, migracao celular entre outros
(MITSIADIS et al., 2004) (Figura 5). Para se ter uma idéia, foi demonstrado
por Stiles e col. (2002) que a delecdo homozigota ou mutacdo do gene que
codifica o PTEN, inibidor do PDK1 (um dos ativadores do Akt), tanto em
humanos quanto em modelos animais esté relacionado com o aumento da

tumorigenecidade e metastase (STILES et al., 2002).
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Figura 3. Migracao da célula sobre substrato (CARVALHO, 2009)
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Existem 3 isoformas do Akt (1, 2 e 3) e sabe-se que todos comportam-se
como substrato para o PI3k o qual promove sobrevivéncia celular e resisténcia
a apoptose. Entretanto, foi observado que a isoforma Akt-1 esta relacionada
com a invasao celular e metastase enquanto que Akt-2, apesar de também ter
sido relacionada com a formacdo de metastase, esta especificamente
relacionado com a transicao epitélio-mesenquimal (TEM) (QIAO et al., 2007).

e aneenn nrreaneeee
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IGF-1

Genes de sobrevida
r'h
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Figura 5. O papel da Akt na regulacdo da sobrevivéncia celular pela fosforilacdo de
multiplos substratos envolvidos na regulagdo da apoptose. A Akt regula a atividade
transcricional dos mem
bros da familia Forkhead e NF-kB através da fosforilagcdo e inativagdo da caspase-9 e
Bad. Além disso, outros alvos da Akt, incluindo telomerase e NOS podem exercer

importantes papéis na sobrevivéncia celular (adaptado de DATTA et al., 1999).

A relacdo da formacédo de metéstase e ativacdo do Akt estd em intenso
estudo. Sabe-se que a metastase tumoral pode ser tanto iniciada quanto
sustentada através da ativacdo da via de Akt. Foi observado por Ju e col.
(2007) que uma delecdo no gene que codifica Akt-1 diminui a formacao de

metastase em camundongos transplantados com células de cancer de mama
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HERZ2. Foi observado também que niveis elevados de Akt estdo presentes em
células de cancer de prostata em relacédo ao tecido normal, e que RNAsi contra
Akt-1 inibe a invasao e migracao celular (QIAO et al., 2007).

Além desses achados, foram observados niveis elevados de Akt
fosforilado em células humanas de cancer de mama metastatico quando
comparado a células tumorais ndo-metastaticas adquiridos de forma mais
prévia do mesmo paciente. Observou-se, também, que o RNAsi contra Akt
bloqueia a migracao celular, indicando que a ativagcdo do Akt € necessario para

a formacgéo de metastase destas células (QIAO et al., 2007).

A super-expressao de Aktl estd associado com o aumento da atividade
das MMPs através da ativagdo da ligacdo de NF-kB ao promotor de
metaloproteinase da matriz (PARK et al., 2001; KIM et al., 2001), e sua
abilidade em modular a angiogénese, através do VEGF, o qual também
contribue para a sobrevida tumoral (JIANG et al., 2000).

A relacdo da ativagdo do Akt e formagédo de metastase esta simplificada
na figura 6.

Apesar das pesquisas a cerca do papel da via do Akt e o fendtipo
metastatico de células tumorais, mais estudos sdo necessarios para 0
entendimento completo do mecanismo de ativacdo do Akt e sua conecgao
molecular com a formacgdo de células metastaticas. Entretanto sabe-se hoje
gue drogas que possam alterar a via do Akt tornam-se possiveis candidatas
para o desenvolvimento de terapias farmacoldgicas para o tratamento do

cancer metastéatico.
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Figura 6. Via da ativacdo do Akt e sua relacdo com a formacéo de fenotipos
metastéticos (adaptado de QIAO et al., 2007).

Neste enfoque, podemos citar inibidores de EGFR, como gefitinib (1) e
erlotinib (2) os quais bloqueiam o crescimento celular in vitro da linhagem
celular NSCLC (Cancer de pulmdo de células ndo pequenas) por inibir a
fosforilagdo de proteinas chaves incluindo as MAP-quinases e o proprio Akt.
Trastuzumab, um anticorpo monoclonal, direciona-se contra o HER2-receptor
de tirosina quinase, inibindo a fosforilagdo do Akt o qual parece estar envolvido
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com o bloqueio da formacdo de micro-metastase de céancer de ovario em
camundongos (NAHTA et al., 2006). Foi observado, também, que os niveis do
Akt fosforilado encontra-se aumentado em células de SKBR3 (adenocarcinoma
de mama) resistente a trastuzumab (QIAO et al., 2007).
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Figura 7. Estrutura quimica do Gefitinib (1) e Erlotinib (2)

1.2.1 Fatores que estimulam a fosforilagdo do Akt.

Multiplos estudos clinicos tém relatado que existe uma associacao
positiva entre altos niveis de fator de crescimento insulina-simile (IGF-I) e risco
em diferentes tipos de céancer. IGF-I liga-se ao receptor especifico do tipo
tirosina quinase o qual desencadeia um processo de transducao de sinal o qual
ativa proteinas quinases mitogénicas (MAPK) e a via PI3K/Akt. IGF-I esta
envolvido em diferentes estagios na progressdo tumoral: transformacao
maligna, crescimento tumoral, invasdo local e metastase distante, além de
resiténcia ao tratamento (GRIMBERG et al., 2003).

A interacdo entre o fator de crescimento hepatico (HGF), uma citocina

derivada mesenquimal e seu receptor de tirosina quinase c-Met, também esta
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associado com a invaséao celular. HGF aumenta a migrag&o celular ao ativar a
via PI3K/Akt atuando sobre a E-caderina (downregulation), molécula de adesao
celular, em células de melanoma. HGF também induz resisténcia a morte
celular por anoikis em células de cancer endometrial, possivelmente via
PI3K/Akt resultando em aumento da expressao da COX-2 (KANAYAMA et al.,
2008). Receptor RON, uma tirosina quinase pertecente a familia c-Met, é
superexpressa e contribui para a invasividade de cancer coloretal por ativagéo
constitutiva de PI3K e Akt (LIU et al., 2007).

As quinases da familia Src (SFK) sdo receptores quinases néo tirosina
gue sao superexpressas em muitos canceres diferentes e estdo associadas a
TEM, o aumento da capacidade de invasao e transformagdo maligna. SFKs
medeia fator de crescimento e migragao estimulada por integrinas e regula
progressdo do ciclo celular e sobrevida através da via de sinalizagéo PI3K/AKkt.
Eles desempenham um papel importante na tumorigénese e quimio-resisténcia
via ativacdo de STAT3, PDK1 e Akt (WARMURTH et al., 2003).

Receptores acoplados a proteina G (GPCR) também estdo envolvidos
em muitos processos de receptor de tirosina quinase ativados, incluindo a
transformagdo maligna. Os GPCR acoplam a uma proteina G especifica
ativando efetores que por sua vez iniciam uma cascata de sinalizagéo celular.
Estes receptores controlam a sobrevida celular através de PI3K e Akt
(McCUBREY et al., 2007). Diversos outros fatores de crescimento e citocinas,
incluindo, FGF, VEGF e interleucinas também ativam a via PI3K/Akt (QIOMA et
al., 2008).

1.2.1 Fosforilagao do Akt.

Uma vez ativado e localizado na membrana plasmatica, PI3K catalisa a
conversdo do fosfatidilinositol-3,4-bifosfato (PIP2) em fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato (PIP3), o qual atua recrutando proteinas que possuem dominios
contendo pleckstrina (PH) como o AKT e PDK1 (quinase dependente de
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fosfoinositidio 1) a membrana. AKT é recrutada para a membrana celular por
PIP3, e entdo é fosforilada e ativada (QIOMA et al., 2008).

A ligacdo do AKT a membrana pode ser ativada através de dois tipos de
fosforilagdo: através da PDK1, na Thr-308, e pela PDK2 na Ser-473. Estas
ativacbes sdo independentes, entretanto ambos sdo necessarios para a
ativacdo total do AKT. A quinase PDK1 também ativa a -catenina e o c-myc.
Foi observado que uma diminuicdo de PDK1 protege camundongos que nao
expressam PTEN de desenvolver neoplasias malignas do que aqueles que
expressam PDK1 de forma normal (FENG et al., 2004; GUERTIN et al., 2006;
JACINTO et al., 2008).

1.3 Produtos Naturais

Ha milhares de anos os produtos naturais tem desempenhado um
importante papel em todo o mundo na prevencao e cura de doencas. Esses
produtos naturais tém sido originados de diversas fontes, incluindo um grande
namero de plantas, animais e microorganismos (NEWMAN et al., 2000). Os
primeiros registros, escritos em cuneiforme sob placas de argila, eram da
Mesopotamia e datavam cerca de 2.600 a.C.. Dentre as substancias listadas
encontravam-se 6leos de plantas de cedro (Cedrus sp., Pinaceas), cipreste
(Cupressus sempervirens L., Cupressaceae), alcaguz (Glycyrrhiza glabra L.,
Fabaceae) e papoula (Papaver somniferum L., Papaveraceae), todos eles
ainda utilizados hoje para o tratamento de indisposicbes como tosses e
resfriados e doengcas como infeccBes parasitdrias e inflamacdes
(SCHWARTSMANN et al., 2002; NEWMAN et al., 2003; NEWMAN & CRAGG,
2007). No Brasil, 80% da populagao brasileira utilizam os produtos de origem
natural como Unica fonte de recursos terapéuticos (FOGLIO et al., 2006).

Os estudos quimicos, farmacolégicos e clinicos desses medicamentos
tradicionais, os quais derivam predominantemente de plantas, foram a base de

alguns medicamentos de uso atual, tais como a aspirina e a morfina (NEWMAN
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et al., 2000; SCHWARTSMANN et al., 2002; NEWMAN et al., 2003; BUTLER,
2004; CRAGG et al., 2006; NEWMAN & CRAGG, 2007).

No cancer, em particular, esses compostos possuem fundamental
importancia, jA que cerca de 60% dos medicamentos anticancer utilizados na
clinica sédo de origem natural (NEWMAN et al., 2003). Dentre as diversas fontes
encontradas na natureza, a maior deve-se as plantas (KIRKPATRICK et al.,
2002), o qual possibilitou a descoberta de varios farmacos para o tratamento do
cancer, como os alcaldides bisinddlicos vimblastina e vincristina isolados de
Catharanthus roseus G., e seus derivados semi-sintéticos vindesina e
vinorelbina (GUERITTE & FAHY, 2005; CRAGG & NEWMAN, 2005; NEWMAN
& CRAGG, 2007).

Apesar deste quadro em relagdo ao desenvolvimento de farmacos para
o tratamento do céncer, o tratamento do cancer metastatico ainda é ineficaz
(MENON et al.,, 1999). Como a presenca de metdstase estd diretamente
relacionada com um progna@stico ruim ao paciente, torna-se urgente a busca de
novas drogas que possam agir em uma das etapas da cascata metastatica
(invasdo celular, sobrevivéncia na corrente sanguinea e angiogénese)
impedindo, assim, a formacéo e o crescimento de tumores secundarios. Diante
disso, a utilizagcdo dos recursos naturais pode fornecer uma solugao para o
desenvolvimento de farmacos com potenciais antimetastatico (CARVALHO,
2009).

Diante desta problematica, muitas substancias tém sido estudadas
guanto ao seu provavel potencial antimetastatico, como o 3-glucano (3) (YOON
et al., 2008), curcumina (diferuloilmetano) (4) (CHEN et al., 2008), piperina (5)
(PRADEEP & KUTAN, 2008), limoneno (6) (LU et al., 2004), acido perilico (7)
(De OLIVEIRA, 2010), carvona (8) (RAPHAEL, T.J. & KUTTAN, G., 2003)
withanolida (9) (ISHIKAWA et al, 2006) e amentoflavona (10)
(GURUVAYOORAPPAN, C. & KUTTAN, G., 2007). Apesar dos inumeros
esforcos, nenhuma destas substancias estudadas chegou ao estudo preé-
clinico, o qual torna, ainda, falha as conquistas nesta area de pesquisa.
Entretanto, e felizmente, um dos poucos produtos naturais em estudo clinico

para o tratamento dos canceres metastaticos é o Neovastat®.
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O medicamento Neovastat® (AE-941), desenvolvido pela companhia
canadense AEterna Zentaris, ndo € uma substancia isolada, mas um extrato
liquido padronizado da fracdo <500 kDa da cartilagem de tubardo Squalus
acanthias. Encontra-se em estudo clinico de fase 3 para o tratamento de
carcinoma renal metastatico e carcinoma pulmonar de células ndo-pequenas,
em combinagcdo com outros quimioterapicos ou com radioterapia. Seu
mecanismo de acdo se da através da inibicdo das MMPs (MMP-2, -9 e -12)
(FALARDEAU et al., 2001), do bloqueio dos receptores do fator de crescimento
do endotélio vascular (VEGF) (BELIVEAU et al., 2002) e da inducédo seletiva de
apoptose em células endoteliais. Entretanto, sua comercializacdo podera, a
longo prazo, vir a ser um problema ecoldgico, pois a producdo do extrato
depende diretamente do sacrificio de tubarbes (COSTA-LOTUFO et al., 2009).

Além disso, estima-se que apenas 17% das plantas foram estudadas de
alguma maneira quanto ao seu emprego medicinal e, na maioria dos casos,
sem grande aprofundamento nos aspectos fitoquimicos e farmacoldgicos
(FOGLIO et al.,, 2006). Isso torna a elucidacdo dos componentes ativos
presentes nas plantas, bem como de seus mecanismos de acdo, um dos
maiores desafios para a quimica e a farmacologia atualmente (GEBHARDT,
2000; CRAGG & NEWMAN, 2005; CRAGG et al., 2006; SUBRAMANIAN et al.,
2006; NEWMAN & CRAGG, 2007).
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Figura 9. Estrutura quimica de algumas substancias com potencial

antimetastatico.
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E é neste quadro que entra o propésito e a importancia do nosso
trabalho, que visa estudar o potencial antimetastatico de um produto natural
oriundo da planta medicinal Capraria biflora.

1.3. Planta de estudo — Capraria biflora

A Caprairia biflora L. (figura 10) é uma espécie pertencente a familia
Schrophulariaceae com origem nas Antilhas e América do Sul que habita zonas
temperadas ou area de clima tropical (AQUINO, 2003). Esta planta encontra-se
amplamente distribuida na América do Sul (Venezuela, Peru e Guiana
Francesa); Na América Central (El Salvador, Trinidad-Tobago, Bahamas,
Panama, Curacao, Guatemala e Porto Rico); Na América do Norte (Estados
Unidos e México) e na Asia (india e China) (CORREIA, 1984). No Brasil, a
espécie esta distribuida ao longo dos estados de Minas Gerais e Goias e na
costa entre os estados de Piaui e Espirito Santo (AQUINO et al., 2007). E uma
planta herbdcea ou arbustiva, cujo caule € ramoso, até 150 cm de altura
(CORREIA, 1984; CARVALHO, 2009).

Dentre 0os nomes populares, é conhecida no Brasil como: cha-da-terra,
cha-do-méxico, chi- da-martinica, cha-de-goteira, cha-de-pé-da-cal¢a, cha-do-
rio, cha-da-américa, cha-das-antilhas, cha-de-lima, bem como cha-de-marajo,
cha-da-balsaminha, cha-do-maranhao, cha-bravo e cha- de-preto (LE COINTE,
1947; LORENZI & MATOS, 2002). Em outros paises, pode ter as seguintes
denominagfes: earache bush, granny- bush, worry-bush e obeah-bush nas
Bahamas; claudiosa e claviosa na Guatemala; tanchi em Curagao; epazotillo e
sqeja lipajni no México; dité peyi e du thé pays em Trinidad-Tobago; thé de

pays na Guiana Francesa; te del peru no Peru (AQUINO, 2003).

Suas folhas sé&o utilizadas na medicina popular como agente analgésico,
especialmente para célicas menstruais e para dor pés-parto, no tratamento de
hemorréidas e distlrbios reumaticos (ACOSTA et al., 2003) e para 0s sintomas
da febre, gripe, vomitos, inflamacéo pélvica e diarréia (VASCONCELLOS et al.,
2007). Além disso, esta planta € utlizada para problemas estomacais,
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desordens dermatolégicas em geral, afec¢des do aparelho urinario, febrigura e
como estimulante (MATOS et al., 2002; CARVALHO, 2009).

Quanto aos seus efeitos biolégicos, foi comprovada atividade analgésica
central e periférica (ACOSTA et al.,, 2003) e um potente efeito citotdxico e
antiinflamatério (VASCONCELLOS et al., 2007) do extrato aquoso das suas
folhas.

Foi isolado a partir das raizes desta planta a biflorina (11), uma o-
naftoquinona (GONCALVES de LIMA et al.,, 1953, 1953;) com atividade
antimicrobiana frente as bactérias GRAM-positivas alcool-acido-resistentes e
alguns fungos (GONCALVES de LIMA et al., 1958; 1962; SERPA,1958). Esta
qguinona € o nosso objeto de estudo.

1.2.1. Substancia de estudo: Biflorina

A Dbiflorina (11) é wuma o-naftoquinona (6,9-dimetil-3-(4-metil-3-
pentenil)nafta[1,8-bc]-piran-7,8-diona) de origem natural que pode ser
facilmente obtida das raizes da Capraria biflora L. (figura 10). Foi isolada pela
primeira vez em 1953 por Gongalves de Lima e colaboradores e seus dados de
RMN de **C foram reportados pela primeira vez por Fonseca e colaboradores
(2002).

A atividade antimicrobiana da biflorina foi estudada por Gongalves de
Lima e col. em 1954 a 1962 o qual avaliaram diferentes tipos de extracdo e
verificaram que a pureza da substancia estava diretamente relacionada com
sua atividade. Em 1958 foi observado que a biflorina mais pura possuia o valor
da Concentragcdo Minima Inibitoria (CMI) menor quando comparada a uma
biflorina menos pura. Na época acreditava-se que essa alteracdo na sua
atividade fosse atribuida a sua fotossensibilidade, cujo produto de sua
degradacdo pudesse ter atividade antimicrobiana, porém inferior em relacdo a
biflorina pura.
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Figura 10. Foto da espécie Capraria biflora com detalhes
das folhas e flores (Foto de: T.L.G. LEMOS).
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Foi em 1961 que Goncgalves de Lima e colaboradores (1961),
comprovaram experimentalmente a fotossensibilidade da biflorina, verificando
sua degradacédo por exposicdo a luz natural. Foi observado que seu produto de
degradacdo continha duas substancias, uma sollvel e outra insolavel em éter
de petrdleo, e que ambas apresentavam atividade antimicrobiana menor em

relacdo a prépria biflorina, como mostrado na Tabela 1.

Alem da sua atividade antimicrobiana, Lyra Junior (1999), em ensaios
frente a fungos dermatofitos e leveduras, observaram atividade antifungica da
biflorina de maneira dose-dependente.

2 10 12 15

Figura 11. Estrutura quimica da biflorina (11), o-naftoquinona isolada das raizes da

Capraria biflora.

O Unico caso clinico relatado com o uso da biflorina foi em 1958, onde
uma pasta com 1% de biflorina cristalizada foi utilizada em um paciente de 14

anos, do sexo masculino, com lesdo descrita da seguinte forma:

“Lesdo eritematosa peribucal, abrangendo a parte externa dos labios, a
qual se estendia para cima até a altura do nariz, para baixo em toda a regido
mentoniana e lateralmente, sobre a face, até uns 5 cm além da comissura
labial. A pele da area atingida apresentava-se edematosa com uma coloragao
vermelho forte e deixava exudar constantemente liquido claro e de cheiro
putrido em face do que o paciente mantinha constantemente um lenco sobre a
lesdo. No caso, o paciente queixava-se de forte sensacéo de ardéncia e prurido

na zona afetada”.
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Apds coleta em diferentes pontos da lesdo foi possivel isolar um fungo
identificado como Trichosporon margaritipherum. Foi utilizada a pasta de
biflorina a 1%, veiculada em lanolina e vaselina, duas vezes ao dia. ApGs dois
dias, a les@o apresentava-se com cor ro0sea, sem exudacgéo, sem prurido e sem
o0 odor putrico. Ap6s mais quatro dias o aspecto da pele em toda a area
atingida era quase normal. O veiculo da pasta foi trocado por uma substancia
de maior penetracdo, polietilenoglicol, constatando-se, apdés mais uma semana,
o desaparecimento completo de qualquer vestigio de eritema (AQUINO et al.,
2006; CARVALHO, 2009).

Além de seus efeitos antimicrobianos e antifUngicos, também foi
demonstrado seu efeito citotoxico frente a 16 linhagens tumorais, elas: HL-60,
CEM, K562 e HL-60 (leucemia humana); B-16 (melanoma murino); MDAMB-
435, UACC257, UACC62 e M14 (melanoma humano); NCI H266 e NCI H23
(pulmé&@o humano); HCT-8 (célon humano); MCF-7, MX-1 e MDAMB-231 (mama
humano) e PC3 (préstata) com ICsg variando de 0,43 pg/mL a 14,61 pg/mL. Foi
observado, também, auséncia de potencial hemolitico frente a eritrcitos de
camundongos, o qual sugere que a citotoxicidade da biflorina ndo esteja
relacionada a ruptura inespecifica da membrana plasmatica (VASCONCELLOS
et al.,2005; VASCONCELLOS, 2008). Quando avaliado seu potencial citotoxico
frente a linhagem de célula humana normal (células polimorfonucleares de
sangue periférico) observou ICso de 5,12 (4,28 — 6,12) pg/mL o que sugere uma

baixa seletividade entre sua acao sobre células tumorais e normais.

Foi observado também que a biflorina ndo causa alteragbes no ciclo
celular, mas que inibe a sintese de DNA e interage diretamente com DNA de
fita simples e DNA de fita dupla, induzindo a morte celular por apoptose
(VASCONCELLOS, 2007).

Em adicdo ao estudo do seu potencial citotoxico, foi estudada a
atividade antitumoral da biflorina em ensaios in vivo utilizando animais
transplantados com sarcoma 180 e carcinoma de Ehrlich. Nesses modelos, a
biflorina demonstrou ter atividade antitumoral com baixa toxicidade, quando
feita andlise histopatologica do bago, rim e figado. Além disso, apesar da baixa
poténcia para a utilizacdo da biflorina isoladamente, quando associada com o
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5-Fluouracil (5-FU) a biflorina foi capaz de aumentar sua eficacia além de
diminuir sua toxicidade sistémica (VASCONCELLOS et al., 2007). Também foi
observado seu efeito sobre animais transplantados com melanoma B16 e
observou que esta aumentava a sobrevida desses animais (VASCONCELLOS,
2007).

Foi avaliado também, por Vasconcellos (2008) a atividade
imunoadjuvante da biflorina. Foi utilizado camundongos swiss tratados com
ovalbumina na presenca e auséncia da biflorina para investigacdo da producéo
de anticorpos totais anti-OVA. Foi observado um aumento da producédo de
anticorpos totais (IgG, IgA e IgM) anti-OVA em camundongos imunizados com
olvabumina em associagcdo com a biflorina quando comparados ao grupo
tratado apenas com ovalbumina, o que indica uma atividade imunoadjuvante
humoral desse composto (VASCONCELLQOS, 2008).

Além desses resultados foi avaliado o potencial genotoxico da biflorina, o
qual mostrou ser citotoxica e genotoxica em linfécitos humanos, contudo sem
causar mutacdo. Em células V79 e Saccharomyces cereviseae a biflorina
apresentou potencial antimutagénico relacionado a remocdo de radicais
hidroxil. Em ensaio utilizando Salmonella thyphimurium e medula éssea de
camundongos igualmente n&o foi mutagénica, mostrando que quando
metabolizada a biflorina também n&o é mutagénia (VASCONCELLOS, 2009).
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Tabela 1. Concentragcdes minimas inibitérias (CMI) da biflorina e de seus
produtos de degradacao pela luz natural (GONCALVES DE LIMA et al.,

1961)
CMI (ug/mL)
Produto
Produto )
. . insoluvel
Microorganismos Biflorina  sollvel em éter ]
) em éter de
de petréleo )
petroleo
Bacillus subtilis 0,8-1,2 50,0 8,0-10,0
Staphylococcus aureus 12-1,6 50,0 6,0 - 8,0
Sarcina lutea 0,1-0,2 40,0 - 50,0 1,0-2,0
Streptococcus hemolyticus 20,0 50,0 50,0
Escherichia coli 20,0 50,0 50,0
Brucella suis 3,2-4,0 30,0 - 40,0 10,0 - 20,0
Mycobacterium humanus 20,0 50,0 40,0 - 50,0
Nocardia asteroides 6,8 -8,0 50,0 10,0 - 20,0
Candida albicans 16-3,2 50,0 8,0-10,0
Cryptococcus neoformans 20,0 50,0 50,0

Em ensaios realizados em nosso laboratério (Laboratério de Oncologia

Experimental/lUFC), foi observado que a biflorina diminuia a formacgdo de

nodulos pulmonares em camundongos transplantados com células de

melanoma metastéatico B16-F10, na dose de 25 e 50 mg/kg, com aumento da
sobrevida (CARVALHO, 2009). Além desse achado, a biflorina foi capaz de
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inibir a adesao celular das linhagens B16-F10 e MDAMB-435 sobre o colageno,
um dos substratos da MEC, em concentragbes ndo citotdéxica. Foi também
observado a inibicAo da migracdo celular das linhagens de melanoma
metastatico B16-F10 e MDAMB-435 de maneira concentragdo-dependente.
Entretanto, ndo foi observado alteracdes na secrecao de metaloproteinases de
matriz (MMP-2 e -9) quando realizado ensaio de zimograma (CARVALHO,
20009).

Diante destes resultados, torna-se necessario a continuidade do estudo
desta quinona e seu potencial sobre a invasividade tumoral, visto que esta
apresenta resultados amplos e diversos no que diz respeito a sua
citotoxicidade e seu efeito sobre a invasividade celular. Neste trabalho
propusemos estudar seu efeito sobre os mecanismos de invasao celular,
utilizando a linhagem de melanoma humano metastatico (MDAMB-435) e o

estudo do seu mecanismo de acéo utilizando esta célula como modelo.



Objetivos
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

e Avaliar o potencial antimetastatico da biflorina

2.2. Especificos

e Avaliar o efeito citotoxico da biflorina utilizando ensaio de Alamar Blue,
Coloragéo por Cristal Violeta e Azul de Trypan, utilizando linhagem de
melanoma humano MDAMB-435 e células normais;

e Avaliar o efeito da biflorina sobre a motilidade celular da linhagem
MDAMB-435

e Avaliar o efeito da biflorina sobre a invasividade tumoral da linhagem
MDAMB-435 utilizando a Camara de Boyden revestida por Matrigel;

e Avaliar o efeito da biflorina sobre a expressdao de moléculas de adesao
do tipo caderina e vimetina na linhagem MDAMB-435;

e Avaliar o efeito da biflorina sobre a expressdo protéica do Akt na
linhagem MDAMB-435 e das proteinas envovidas nesta via de

sinalizacgéo.



Materiais e Métodos
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3. Materiais e Métodos

3.1. Materiais utilizados

3.1.1. Equipamentos
e Agitador de placa, MLW modelo Thys 2
e Agitador vortex, AD8850
e Balanca analitica, GEHAKA AG200
e Banho-Maria, MOD. 105 DI DELLTA
e Centrifuga centimicro, FANEM Modelo 212
e Centrifuga de placas Eppendorf, Modelo Centrifuge 5403
e Centrifuga excelsa Baby I, FANEM Modelo 206
e Contador manual, Division of Bexton, Dickinson and Company
e Destilador de 4gua
e Deonizador de 4gua Mili-Q, Millipore

e Espectrofotometro de placas, DTX 880 multimode detector, Beckman

Coulter
e Espectrometro de massas, Micromass, Quattro MicroTM
e Electrophoresis Power supply EPS — 300
e Fluxo laminar, VECO

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

e Microscopio Confocal, Carl Zeiss LSM 710
e Microscopio Optico, Metripex Hungray PZO-Labimex Modelo Studar lab

e Microscopio optico de inversdo, Nikon Diaphot



3.1.2.

Pipetas automaticas, Gilson
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Sistema HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia ou CLAE),

Shimadzu

Sistema para Western Blot, BioRad

Reagentes e Substancias

Acido Cloridrico, Vetec

Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), Proquimios
Alamar Blue, Invitrogen

Azul de Trypan, Invitrogen

Acrilamida, Sigma

Blue Juice (Tampéo de Amostra), Invitrogen
Bis-acrilamida, Sigma

Cloreto de Sdédio, Vetec

Cloreto de Potassio, Vetec

DC Protein Assay, BioRad

Dimetilsulfoxido (DMSO), Vetec

Faloidina (Alexa-Fluor 488), Invitrogen
Full-Range Rainbow Marker, GE HeathCare
lodeto de propidio, Sigma

Leite destanato, Molico

Meio de cultura para células RPMI, Cultilab
Metanol, Vetec

NBT/BCIP Stock Solution, Roche

Paraformaldeido, Sigma



RIPA Lysis Buffer, Santa Cruz Biotechnology Inc.

Soro fetal bovino (SFB), Cultilab
Soroalbumina bovina (BSA), Sigma
SDS (dodecilsulfato de sédio), Sigma
Tripsina, Cultilab

Tris-Base, Sigma

Triton-X-100, Vetec

3.1.3. Anticorpos Primarios

Actina, Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Akt total, Cell Signalling

C-Raf, Cell Signalling

E-caderina, Cell Signalling

Fosfo-Akt (Ser473), Cell Signalling
Fosfo-Akt (thr ), Cell Signalling
N-caderina, Cell Signalling

PDK-1, Cell Signalling

P-GSK, Cell Signalling

PTEN, Cell Signalling

Vimetina, Cell Signalling

3.1.4. Anticorpos Secundarios

Anti-mouse 1Gg, Cell Signalling

Anti-rabbit, IGg, Cell Signalling

56
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3.2. Manutencéo das células

A linhagem celular de melanoma humano MDAMB-435 foi obtida através
de doagédo do Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (Bethesda,
MD). Os ensaios com as linhagens de fibroblasto EBF e células epiteliais de
mama MCF-10 foram realizados na Havard Medical School, MEEI, Estados
Unidos pela Dra. Raquel Carvalho Montenegro. As linhagens foram cultivadas
em garrafas para cultura de células (75 cm?® volume de 250 mL). O meio
utilizado foi o RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB),
1% de antibibticos (penicilina/estreptomicina). As células foram mantidas em
incubadoras com atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Diariamente acompanhava-
se o crescimento celular com a utilizacdo de microscopio de inversdo. O meio
era trocado sempre que o crescimento celular atingia confluéncia necessaria
para renovacao de nutrientes. Quando necessario, utilizava-se tripsina + EDTA
(0,25%) para que as células se desprendessem das paredes da garrafa.

3.3. Obtencéo da biflorina das raizes da Capraria biflora.

A planta foi coletada em 2008, em uma plantacdo no municipio de
Fortaleza, e identificada pelo professor Edson de Paula Nunes (Universidade
Federal do Ceara). A exsicata (n° 30.849) foi depositada no Herbario Prisco
Bezerra, Departamento de Biologia, Universidade Federal do Ceara, Ceara,
Brasil.

A obtencdo da biflorina foi realizada no Departamento de Quimica da
Universidade Federal do Ceara pela mestranda Luciana Gregério de Souza
Silva sob orientagéo da professora Dr2 Telma Leda Gomes de Lemos.

As raizes (4,5 kg) foram secas e pulverizadas. O material obtido foi
extraido com éter de petrdleo (4 L) durante duas horas e parcialmente
evaporado a temperatura ambiente até a formagdo de um material sdélido. Este
material foi filtrado a vacuo com o surgimento de um sélido roxo (1 g). Foi feita
cromatografia em Silica Gel e elui¢do isocratica através de uma mistura binéria
de Eter de Petroleo e Acetato de Etila 9:1 (v/v). As fragdes foram obtidas

através da cromatografia de camada delgada (CCD). Para a identificacdo da
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biflorina foram realizadas analises de spectroscopia (Ressonancia Nuclear
Magnética) além de comparacdes das suas propriedades fisicas com o0s

presentes na literatura.

3.4. Ensaio de citotoxicidade in vitro

3.4.1. Principio do teste

Para avaliar a citotoxicidade da biflorina sobre a proliferagdo do
melanoma humano MDAMB-435, e determinar as concentragdes ideais para 0s
ensaios de invasao celular, o ensaio do alamar blue foi realizado. A biflorina foi
testada em concentra¢des crescentes (0,1 a 5,0 uM) apoés 8, 12 e 24 horas de

exposicgao.

O alamar blue, recentemente identificado como resazurina (O'BRIEN et
al., 2000), é um indicador fluorescente/colorimétrico com propriedades redox. O
alamar blue reduz-se em células em proliferacdo. A forma oxidada é azul (ndo
fluorecente/célula nédo viavel) e a forma reduzida é rosea (fluorescente/célula
viavel). A reducdo do alamar blue reflete a proliferacdo celular. Este teste foi
inicialmente utilizado para indicar crescimento e/ou viabilidade celular no
monitoramento de proliferacdo de linfocitos (AHMED et al., 1994) e atualmente

apresenta varias aplicacoes.

3.4.2. Procedimento experimental

Inicialmente, as células MDAMB-435 foram plaqueadas em placas de 96
cavidades (2 x 10° células/pogo em 100 uL de meio). Apds 24 horas de
incubagédo, a substéncia teste (0,1 a 5,0 yM) foi dissolvida em DMSO e
adicionada em cada poco e incubada por 8, 12 ou 24 horas. O etoposideo (10,
20 e 50 uM) foi utilizado como controle positivo. O controle negativo recebeu a
mesma quantidade de DMSO. Trés horas antes do final do periodo de
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incubacgéo, 10 ML da solucao estoque (0,312mg/mL) de
Alamar blue (resazurina) foram adicionados a cada po¢o. Apds o tempo
de exposicao (12h) foi mensurado a fluorescéncia utilizando fluorometro de
pacas (590 nm) (AHMED et al., 1994).

3.4.3. Andlise dos dados

Os dados foram plotados em gréafico de barras. Para verificar ocorréncia
de diferencas significativas os valores foram comparados por andlise de
variancia (ANOVA) seguido do teste Student-Newman-Keuls, com nivel de
significancia de 5% (p<0,05) utilizando o programa GraphPad Prism verséo 4.0.

3.5. Densidade Celular — Coloragéo por Cristal Violeta

3.5.1. Principio do Teste

O Cristal Violeta é um corante que acumula-se no nucleo das células.
Como as células deste trabalho sdo aderidas, e sabendo que as células que
permanecem aderidas estdo vivas, pode-se observar o efeito citotoxico de
substancia-testes observando alteracdes na densidade celular. Este ensaio é

qualitativo.

3.5.2. Procedimento experimental

As linhagens celulares MDAMB-435, EBF e MCF-10 foram plagueadas
(2 x 10° células/pogo em 1000 L de meio) em placas de 12 pogos. Apds 24h,
a biflorina foi adicionada as celulas (0; 1,0; 2,5 e 5,0 uM) durante 12 horas de
exposicdo. Apds a exposicao, foi retirado o sobrenadante e os pocos foram
lavados 3 vezes com PBS. Apos a lavagem foi acrescentado solucdo de cristal
violeta (acido acético 30% e cristal violeta 1%) por 20 minutos. Apds esse
periodo, foi retirado o excesso do corante e realizado fotografias para a
avaliacdo da densidade celular. Neste ensaio foi utilizado células normais para
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observar a seletividade da biflorina sobre células tumorais versos normais
(CAO et al., 2011).

Os ensaios realizados para as linhagens EBF e MCF-10 foram
realizados pela Dr. Raquel Carvalho Montenegro como citado anteriormente.

3.5.3. Andlise dos Dados

A andlise foi feita visualmente (analise qualitativa).

3.6. Ensaio de Proliferac&o Celular utilizando Azul de Tripan

3.6.1. Principio do Teste

O corante azul de tripan permite a distin¢cdo individual das células viaveis
das nédo-vidveis, onde o corante penetra em todas as células, porém somente
as células viaveis conseguem bombear o tripan para fora, fazendo com que as

células mortas apresentem uma coloragéo azulada.

Este ensaio foi utilizado para confirmar se as concentracdes utilizadas
(1,0; 2,5 e 50 uM) no tempo de exposicdo escolhido (12h) ndo possuem

atividade citotéxica.

3.6.2. Procedimento Experimental

As células das linhagens MDAMB-435, EBF e MCF-10 foram
plaqueadas em placas de 12 pocos na concentracdo de 2 x 10° células/mL e
ap6s 24h do plagueamento, as células foram incubadas com biflorina nas
concentracfes de 1,0; 2,5 e 5,0 uM durante 12h. Apés o tempo de exposicao,
as células foram tripsinizadas e aliquotas de 90 uL da suspenséo de células
foram retiradas e misturadas com 10 uL do azul de tripan. Em seguida, aliquota
de 10 pL foi colocada em camara de Newbauer e as células que foram capazes

de expulsar o tripan para fora foram contadas. Novamente utilizou linhagens de
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células normais (EBF e MCF-10) para comparar o efeito da biflorina sobre

célula tumoral versus célula normal.

3.6.3. Andlise dos Dados

O valor obtido para cada contagem foi plotado em gréafico de barras com
as variaveis: numero de células vs concentracdo. Para verificar ocorréncia de
diferencas significativas os valores foram comparados por andlise de variancia
(ANOVA) seguido do teste Student-Newman-Keuls, com nivel de significancia
de 5% (p<0,05) utilizando o programa GraphPad Prism verséo 4.0.

3.7. Ensaio de Migracéo Celular por Cicatrizacao (Wound Healing)

3.7.1. Principio do Teste

Migracao celular € um fenbmeno essencial paro o processo de invasao e
metastase. Quando realizado uma cicatriz na monocamada de células na
placa, as células com alta capacidade migratéria ultrapassam essa linha,
tornando possivel o estudo de drogas que possam interferir nesse mecanismo
(BRITO et al., 2005).

3.8.2. Procedimento Experimental

O ensaio de migracao celular foi baseado no modelo descrito por Birk e
colaboradores (1973), com adaptacbes. A célula utilizada para o ensaio,
MDAMB-435 foi plaqueada na concentracdo de 2,0 x 10° em placa de 12
pocos, em meio de cultura. A célula foi mantida por 72 horas em estufa, apos
plagueamento, para adquirir a confluéncia necessaria. Em seguida 0s pogos
foram tratados com 5ug/mL de mitomicina C (antiproliferativo) por 15 minutos.

O pré-tratamento com mitomicina C garante que as células estejam migrando e
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ndo proliferando. Os pocos foram lavados 3x com tampé&o salina fosfato estéril
(PBS) e foi acrescentado 1 mL de meio em cada poc¢o onde foi feita uma leséo
na monocamada com a ponta da ponteira de cima para baixo com a formacao
de uma fenda. Os pocos foram lavados 3x com PBS e acrescentado 1 mL de
RPMI sem soro. Ap6s 12h, onde ndo foi observado migracdo, foram
acrescentadas concentracdes ndo-citotoxicas da biflorina (1,0; 2,5 e 5,0 uM).
Apbés 12h de exposicdo do composto, isto €, apdés completar 24h de
plagueamento na auséncia do soro, foi observado migragao celular e as placas

foram fotografadas.

3.7.3. Andlise dos Dados

A andlise foi feita visualmente (analise qualitativa).

3.8. Ensaio de invasao celular

3.8.1. Principio do teste

A invasividade das células tumorais representa uma das varias
propriedades necessarias para a formacdo de metastase. Diante disso, ensaio
utilizando camara de Boyden modificada como descrito por TERRANOVA et
al., 1986 e ALBINI et al., 1987 faz necessario para avaliar a interferéncia da

biflorina sobre esse processo.

3.8.2. Protocolo Experimental

Para este ensaio, filtros de policarbonato (poros de 8um) recobertos com
Matrigel foram utilizados (BD BioCoatTM). O Matrigel é um extrato soluvel e
estéril derivado do estroma tumoral do tumor EHS que forma um gel a 37°C,
também conhecido como extrato de EHS e membrana basal reconstituida
(KLEINMAN & MARTIN, 2005).
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No compartimento inferior foi adicionado o meio RPMI 1640. A linhagem
celular MDAMB-435 (2 x 10° cells/mL), previamente exposta a biflorina durante
7h (0; 1,0; 2,5 e 5,0 uM) foi adicionada no compartimento superior na presenca
e na auséncia da biflorina nas mesmas concentracdes. A placa foi incubada por
5h (completando as 12h de exposi¢do) a 37°C em atmosfera imida com 5% de
CO.. As células da superficie superior do filtro foram completamente retiradas
com ajuda de um cotonete de algodéao e os filtros foram retirados e fixados com
metanol por 5 min e corados com Cristal Violeta a 1%.

inserto

-/ Compartimento superior
.-'-""- .
Membrana do inserto

—  Porosidade: 8um

~~ Compartimento inferior -
pogo

Matrigel

Figura 12. Esquema do ensaio de Invasdo Celular utilizando
insertos revestidos com Matrigel (BD).

3.8.3. Andlise de dados

As células presas no filtro foram contadas em dez campos utilizando
microscoépio Optico em objetiva de 40 (aumento de 400x) e fotografados. Os
valores foram plotados em grafico de barras e para verificar ocorréncia de
diferencas significativas os valores foram comparados por andlise de variancia
(ANOVA) seguido do teste Student-Newman-Keuls, com nivel de significancia
de 5% (p<0,05) utilizando o programa GraphPad Prism verséao 4.0.
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3.9. Andalise morfolégica — coloracdo por May-Griinwald-Giemsa

3.9.1. Principio do teste

A coloracdo por May-Grunwald-Giemsa baseia-se em interagcfes
eletrostaticas entre os corantes e as moléculas-alvo. Essa coloragdo possui
azul de metileno (corante basico), eosina (corante acido), entre outros
componentes basicos que permite distinguir o citoplasma e o nudcleo, sendo
possivel analisar a célula quanto a sua integridade nuclear, bem como

alteracdes no citoplasma.

3.9.2. Protocolo Experimental

A linhagem celular MDAMB-435 foi plagueada em placas de 12 pocos na
concentracdo de 2 x 10° células/mL, e ap6s 24h, biflorina foi adicionada (0; 1,0;
2,5 e 5,0 uM). Apés 12h de incubagédo, as células foram lavadas com PBS e
fixadas com metanol durante 1 minuto. Apés a fixacdo, os pogos foram corados
com May-Grinwald, por 10 segundos seguidos de Giemsa por 10 segundos e
lavados com agua destilada.

3.9.3. Andlise de dados

A placa foi analisada utilizando microscopio de inversao para avaliacdo
das suas caracteristicas morfolégicas e comparadas ao controle negativo (nao-

tratado). O registro das altera¢cdes celulares foi feito através de fotografia.
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3.10. Coloragao da F-actina — Microscopia Confocal

3.10.1. Principio do teste

O microscopio confocal de fluorescéncia por varredura laser utiliza a
fluorescéncia para a aquisicdo das imagens. A fluorescéncia é um tipo de
luminescéncia (emissao de luz) em que um corpo absorve luz e apés um curto

intervalo de tempo re-emite essa luz.

3.10.2. Protocolo Experimental

A linhagem celular MDAMB-435 foi plaqueada (2 x 10° células/mL) sobre
laminulas em placa de 6 pocos. ApGs 24h, a biflorina foi adicionada aos pogos
(0; 1,0; 2,5; 50 uM) durante 12h. Apés o periodo de incubacdo, o
sobrenadante foi retirado e os pocos lavados 3 vezes com PBS. Apds a
lavagem, os pocgos foram fixados com paraformaldeido (3,7% em PBS) por 30
min. Depois deste periodo, os pogcos foram novamente lavados 3 vezes com
PBS e as células foram permeabilizadas utilizando solu¢cdo de Triton X-100
(0,5% em PBS) por 12 min. Apés a permeabilizacdo, os pocos foram lavados
3x com PBS e foi adicionado 15uL de RNAse (10 ug/mL) e as laminulas foram
cobertas com parafilme durante 30 min. Apos esse tempo, 0s poc¢os foram
lavados 3 vezes com PBS e foi adicionado 15 pL de faloidina — FITC (3,7 uM) e
as laminulas cobertas com parafilme por 30 min. Apdés o tempo de incubacéao,
0s pogos foram lavados 3 vezes com PBS e foi acrescentado 15 uL de lodeto
de Propideo (50 ug/mL) e novamente as laminulas foram cobertas com
parafiime por 10 min. Apds esse tempo, a laminula foi montada sobre lamina

utilizando Vectashield.
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3.10.3. Analise de dados

As laminas foram analisadas em microscopio confocal para avaliacdo
das suas caracteristicas morfolégicas e comparadas ao controle negativo (nao-
tratado). O registro das alteracdes celulares foi feito através de fotografia.

3.11. Ensaio de Western Blot — expressao de moléculas de adeséo do tipo

caderina.

3.11.1. Principio do teste

Western blot € uma técnica amplamente empregada para detectar uma
determinada proteina numa dada amostra. Este método foi utilizado para
verificar o efeito da biflorina sobre a expressdo de moléculas de adesédo
envolvidas no processo de metastase.

Para este ensaio foram utilizados os seguintes anticorpos primarios: N-
caderina, E-caderina e Vimetina (Cell Signalling). A marcagcdo com B-actina
(Santa Cruz Biotechnology, Inc.) foi utilizada como referéncia experimental. Os
anticorpos secundarios anti-mouse IGg (Cell Signalling) e anti-rabbit 1Gg (Cell
Signalling) ligados a enzima fosfatase alcalina foram utilizados na deteccao.

3.11.2. Protocolo Experimental
Extracdo de proteinas

Células MDAMB-435 foram tratadas com biflorina (0; 1,0; 2,5 e 5,0 uM)
por 12h antes da extracdo de proteinas totais. Inicialmente, o meio de cultura
foi retirado, os pogos lavados 3 vezes com PBS e adicionado o tampao
RIPA Lysis Buffer (Santa Cruz Biotechnology Inc.) 1X acrescido de um coquetel
com inibidores de proteases (1:100 v/v), ortovanadato de sédio (1:100 v/v) e
PMSF (1:100 v/v). As células foram homogeneizadas mecanicamente com
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ajuda de um raspador de plastico e deixadas em gelo por 1h30. Como
orientado pelo fabricante, foi utilizada a proporcdo aproximada de 1mL de
tampdo RIPA completo para cada 10 células. Ao final da incubacdo, as
amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O

sobrenadante foi coletado, aliquotado e armazenado a -20 °C.

Quantificacéo de proteinas

A quantificacdo das proteinas totais foi realizada utlizando o kit
DC Protein Assay (BioRad Laboratories) e executado como descrito pelo
fabricante em microplacas de 96 cavidades. Uma curva padrdao com BSA (1 —
10ug) diluido em tampédo RIPA completo foi preparada para a calibragdo do
método. O tampdo RIPA completo foi utilizado para marcar o branco
experimental. Em seguida, 5uL de cada amostra foi plaqueado em duplicatas e
adicionado 25pL do reagente A’ (preparado a partir da adigdo de 20uL do
reagente S a cada 1mL do reagente A) seguido por 200uL do reagente B. As
amostras foram incubadas por 10 minutos, sob agitacdo leve e lidas em

espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 620nm.

A concentracdo de proteinas em cada amostra foi determinada frente a
curva gerada pelo BSA. A curva foi gerada a partir de regressao linear no
programa GraphPad Prism 4.0 e os valores de absorbancia obtidos para cada
amostra foram substituidas na equagdo da curva para determinar as

respectivas concentragdes de proteinas.

Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para a separacdo das proteinas do extrato total baseado no peso
molecular, as amostras foram submetidas a eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida descontinuo (LAEMMLI, 1970). Ap6s a montagem do sistema
vertical o gel de resolucdo foi confeccionado para uma concentracao final de
12,5% de poliacrilamida em tampao Tris-HCI 1,5M, pH 8,8. O gel de
concentragdo foi montado sobre este, com 5% de poliacrilamida em tampé&o
Tris-HCI 0,5M, pH 6,8.
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De cada amostra, 15ug de proteina total carregada com o tampéao Blue
Juice 5X foi aplicado nos poc¢os do gel de concentragdo. O marcador de peso
molecular Full-Range Rainbow Marker (12 — 225 kDa; GE Healthcare) foi usado
sempre para monitorar a separacdo das proteinas. A corrida eletroforética foi
realizada a uma voltagem constante de 100 V e 30 mA a temperatura
ambiente, utilizando o tamp&o de corrida para eletroforese (Tris-Glicina-SDS).

Eletrotransferéncia

As proteinas separadas foram transferidas para membrana de PVDF
Hybond-P (GE Healthcare). Para tanto, o gel foi colocado em contato com a
membrana previamente lavada em metanol entre esponjas e papéis de filtro
banhados na solucdo de transferéncia  (Tris-Glicina-MetOH). A
eletrotransferéncia foi realizada pelo modo de imersdo a voltagem constante
de 100 V e 300 mA a 4 oC durante 2h.

Imunodeteccao

Apés a transferéncia, as membranas foram bloqueadas por 1h em
solucdo de BSA 3% em TBS. Em seguida, foram lavadas (3 vezes, 10 minutos
cada lavagem) com TBS-Tween 0,05% (TBS-T) e incubadas sob
agitacdo overnight a 4 C com o anticorpo primario diluido em solucdo de BSA
5% em TBS-T. Apés lavagem com TBS-T (3 vezes, 10 minutos cada lavagem),
as membranas foram incubadas com o anticorpo secundario acoplado a
enzima fosfatase alcalina diluido em solucado de BSA 5% em TBS-T por 2h, sob
agitacdo. Apos lavagem com TBS-T (3 vezes, 10 minutos cada lavagem)
seguida de lavagem no tampao de revelagdo (Tris-MgCl2-NaCl), as
membranas foram reveladas com NBT (0,33 mg/mL) e BCIP (0,168 mg/mL),
diluidos em 15mL de solugdo de revelacdo até a indicagdo colorimétrica
desejada. A reacdo foi interrompida com banho da membrana em &gua

destilada.
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3.11.3. Anélise estatistica

A documentagao das membranas reveladas foi realizada em captador de

imagens.

3.12. Ensaio de Western Blot — via do Akt

3.12.1. Principio do teste

Western blot € uma técnica amplamente empregada para detectar uma
determinada proteina numa dada amostra. Este método foi utilizado para
verificar o efeito da biflorina sobre a expressédo de moléculas envolvidas na via

de sinalizacdo do Akt.

Para este ensaio foram utilizados os seguintes anticorpos primarios: Akt
total, Fosfo-Akt (thr308), Fosfo-Akt(Ser473), PTEN, PDK-1, P-GSK e c-Raf
(Cell Signalling). A marcacédo com (-actina (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) foi
utilizada como referéncia experimental. Os anticorpos secundarios anti-mouse
IGg (Cell Signalling) e anti-rabbit 1Gg (Cell Signalling) ligados a enzima
fosfatase alcalina foram utilizados na deteccéo.

3.12.2. Protocolo Experimental

O mesmo do item 3.11.2

3.12.3. Anélise estatistica

A documentacdo das membranas reveladas foram realizadas em

captador de imagens.
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4. Resultados

4.1 Citotoxicidade

Para evitar um resultado falso-positivo, os ensaios de migragao e
invasdo celular devem ser realizados utilizando concentracdes nao citotoxicas.
Diante dessa necessidade foram realizados ensaios de citotoxicidade com a
biflorina para selecionar as concentracdes e tempo de exposi¢cao ideais. Foi
realizado, entdo, ensaio do Alamar blue utilizando concentracdes e tempo de
exposicao crescente. Neste ensaio observamos que a biflorina apresenta efeito
citotoxico a partir da concentracdo de 5 uM apos 24h de exposicao (figura 13).
Entretanto, essa mesma concentracdo nao foi citotdéxica durante 12h de
exposicdo. Decidiu-se, entdo, utilizar as seguintes concentragcfes para 0S
ensaios seguintes: 1,0; 2,5 e 5 uM durante 12h de exposicao, tempo as quais

nao apresentaram efeito citotoxico.

150000 =

100000

Fluorescéncia

50000 <

DMSO 0,1 0,5 1,0 5,0 10 20 50 (uM)
biflorina etoposideo

B Ghrs B 1 2hrs B 24hrs

Figura 13. As células MDAMB-435 foram semeadas em placas de 96 pogos
(2x10° cell/poco) e apés 24h foi adicionado DMSO, biflorina ou etoposideo
durante 8, 12 ou 24h de exposicdo. Trés horas antes do tempo de
exposicao terminar, foi acrescentado o Alamar Blue e ap6s 3h as placas
foram lidas por fluorescéncia (590 nm). * p<0,05.
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4.2. Coloragéao por Cristal Violeta.

Com o objetivo de confirmar se a biflorina ndo apresenta efeito citotoxico
nas concentracdes a serem utilizadas, foi realizado um ensaio qualitativo por
coloracédo por crital violeta utilizando as concentragbes de 1,0; 2,5 e 5 uM
durante 12h de incubacdo. Foi testada tanto a linhagem de melanoma
metastatico MDAMB-435 quanto linhagens normais, esperando, assim,
observar se a biflorina também nédo apresentava efeito toxico sobre células
normais. As células normais utilizadas nesse ensaio foram linhagem de
fibroblastos EBF e de mama MCF-10.

Como podemos observar na figura 14, a biflorina ndo foi citotoxica
nestas condigbes nas linhagens testadas.

4.3 Azul de tripan

Com o mesmo propasito de observar se realmente a biflorina ndo possui
atividade citotoxica nas condi¢des de estudo, realizamos ensaio de proliferacdo
utilizando o corante azul de tripan. Como observado na figura 15, a biflorina
nao alterou a proliferagdo de todas as linhagens testadas, na concentragéo de
1,0; 2,5 e 5 pM durante 12h de incubagéo, com a excecao da linhagem EBF,
gue apresentou uma diminuicdo da proliferacdo celular na maior concentragéo
testada (p<0,05).
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Figura 14. As células MDAMB-435 (A), EBF (B) e MCF-10 (C) foram
semeadas em placas de 12 pocos (2 x 10° cell/mL) na presenca e na
auséncia da biflorina. Apés 12h, os pogos foram lavados com PBS e foi
acrescentado solugéo de Cristal Violeta a 3%. Logo em 0s pog¢os foram
fotografados e analisado qualitativamente alteragcdo na densidade celular
C = Controle; 1,0 = Biflorina 1,0 pM; 2,5 = Biflorina 2,5 pM e 5,0 = Biflorina
5,0 pM.
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Figura 15. As células MDAMB-435 (A), EBF (B) e MCF-10 (C) foram
semeadas em placas de 12 pocos (2 x 10° cell/mL) na presenca e na
auséncia da biflorina. Apos 12h de incubacdo, as células foram
tripsinizadas e adicionado o azul de tripan. A contagem foi feita em

camera de Neubauer. * p< 0,05.
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4.4 Ensaio de Migragéo Celular por cicatrizagéo

Com o objetivo de avaliar se a biflorina possui atividade sobre as etapas
da invasao celular nas condi¢cées escolhidas, foi realizado o ensaio de
migracao celular por cicatrizagao utilizando a linhagem de melanoma humano
altamente metastatico MDAMB-435. Neste ensaio, observou-se que a biflorina
diminui a motilidade celular nas concentra¢gdes de 1,0; 2,5 e 5 uM durante 12h
de incubacéao (figura 16, ensaio qualitativo).

4.5 Ensaio de Invasao Celular utilizando a camara de Boyden modificada.

Com o objetivo de avaliar se a biflorina altera a capacidade de invaséo
celular, foi realizado ensaio de invasdo celular utilizando placas Trasnwell
revestidas por Matrigel. Neste ensaio, obervamos que a biflorina inibiu de
maneira concentragao-dependente a invasao celular da linhagem MDAMB-435
ao longo da matriz (P<0,05) (Figura 17 e 18).

4.6 Analise Morfologica — coloragdo por May-Grinwald-Giemsa

De forma a elucidar o mecanismo de acao da biflorina sobre a linhagem
MDAMB-435, foi realizado analise morfolégica utilizando a coloragcdo May-
Grinwald-Giemsa. Neste ensaio, apés 12h de exposi¢cao, observamos que, no
controle, as células apresentaram forma de fibroblastos, o que ja era esperado.
Entretanto, apds exposicdo com a biflorina, podemos observar células com
formas arredondadas e menores quando comparadas ao controle e a presenca
de poucas células maiores. Também observamos células com prolongamentos
semelhantes a filopddias orientados de forma paralela a membrana celular.
Estes resultados sugerem que esta quinona esteja alterando citoesqueleto
celular (Figura 19).
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Figura 17. As células MDAMB-435 foram plaqueadas na presenca da biflorina por 8h. Ap6és o tempo de
incubacédo as células foram semeadas na camara de boyden revestida com Matrigel por 4h (total: 12h). O filtro
revestido com Matrigel foi retirado, e montado em laminas de vidro. As células que invadiram o Matrigel foram

coradas com Cristal Violeta 3% e feita a contagem de 08 campos microscoépio éptico. * p<0,05.
-
-

Figura 18. Microfotografias das células que invadiram o Matrigel no Ensaio de invaséo celular. A.

DMSO; B. Biflorina 1,0 uM; C. Biflorina 2,5 uM e C. Biflorina 5,0 uM.
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Figura 19: As células (MDAMB-435) foram expostas a biflorina durante 12h. Apds o periodo de
incubacao, foi realizada ensaio de coloragdo por May-Grunwald-Giemsa. A. DMSO. B. Biflorina 1
uM; C. Biflorina 2,5 pM, D e E. Biflorina 5,0 uM. Setas pretas: lamelipddia; Setas vermelhas: células
pequenas; Setas azuis: filamentos semelhantes a filopddia orientados paralelamente a membrana
celular; Seta cheia branca: célula grande.
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Figura 20. As células (MDAMB-435) foram expostas a biflorina durante 12h. Apés o periodo de
incubacgéo, os filamentos de actina foram corados por Faloidina. A. DMSO. B. Biflorina 1,0 uM; C.
Biflorina 2,5 pM. D e E: Biflorina 5,0 pM. Setas brancas: lamelipddia; Setas amarelas: lamelipddia
orientadas paralelamentes a membrana celular; Setas brancas cheias: filamentos de actina

concentrados na periferia da célula; Setas amarelas cheias: Retragdo celular.



80

4.7 Estrutura e distribuicdo dos Filamentos de actina — Microscopia
Confocal.

Procurando entender melhor o mecanismo de acdo da biflorina, as
células foram coradas com faloidina conjugada com Alexa-Fluor 488 utilizando
microscopia confocal. Neste ensaio observamos que, no controle, as células
apresentaram formas poligonais com lamelipodia e filopodia concentrado em
uma ou poucas localizagbes na periferia da célula, com organizacdo
homogénea dos filamentos de actina por todo o citoplasma, formando inUmeras
fiboras de estresse. Apds tratamento com a biflorina observamos retracao
celular com desorganizagdo dos filamentos de actina concentrando-se na
regido periférica do citoplasma. Na maior concentracdo observamos uma maior
concentragéo dos filamentos de actina nas regides de contato com substrato e
fiboras de estresse orientados paralelamente semelhante a filopédios (Figura
20).

4.8 Western Blot — Moléculas de adesao celular

Como a expressdo de moléculas de adesdo célula-célula é um fator
primordial para a invasividade tumoral, foi realizado ensaio de Western blot
com intuito de avaliar a interferéncia da biflorina sobre a expressdo das
moléculas de E-caderina, N-caderina e Vimetina. Como esperado, mesmo no
controle, ndo houve deteccdo de E-caderina, 0 que nos leva supor que esta
linhagem ja tenha realizado todo o processo da transicdo epitélio-mesenquimal.
Entretanto, a biflorina foi capaz de diminuir a expressdo da N-caderina, de
maneira concentracdo-dependente, apesar de néo ter alterado a expressao da
vimetina (Figura 21).

4.9 Western Blot — via do Akt
A via do Akt é importante para o crescimento, sobrevida celular e no

processo de migragado e invasao celular. Diante disso, foi realizado ensaio de
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Western blot para proteinas envolvidas na via de sinalizacdo Akt como forma
de avaliar a interferéncia da biflorina sobre esta via. Foi analisado a expresséo
protéica de PTEN, Akt total, Fosfo-Akt (Thr-308 e Ser-473), PDK-1, c-Raf e P-
GSK. A andlise foi realizada de forma visual (qualitativa).

A biflorina foi capaz de aumentar, de maneira concentracao dependente,
a expressao protéica de PTEN, o inibidor de PDK-1. PDK-1, por sua vez, teve

expressao diminuida, também de maneira concentracio-dependente.

Tanto Akt total quanto suas duas formas fosforiladas apresentaram
diminuidas na presenca da biflorina, também de maneira concentracdo-
dependente.Entretanto ndo houve alteracao na expressao de c-Raf e P-GSK.
Todos os resultados sobre a via do Akt esta representado na figura 22.

DMSO 1,0 2,5 50 PM
(kDa)
E- 135
Caderina
N- 140

Caderina “‘-

Vimentina ” 58

Figura 21. Ensaio de Western blot para E-caderina, N-caderina, Vimentina e B-
actina (controle). As células foram incubadas por 12h com concentracdes
crescentes da biflorina. Apdés o periodo de incubagdo, as proteinas foram
extraidas utilizando kit RIPA (Santa Cruz Biothecnology), quantificadas
utilizando kit DC Protein Assay (BioRad) e submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida. Apds a separacdo protéica, as proteinas foram transferidas para
membranas de PVDF. Apos a tranferéncia foi realizada a imunodeteccéo para E-
caderina, N-caderina e Vimetina. A B-actina foi utilizada como controle. PM =
Peso Molecular
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5. DISCUSSAO

A progressao de células malignas acaba resultando em invaséo e
metastase, o qual estd envolvido diretamente no mal-progndstico do
paciente. Estes processos envolvem varias etapas: separacdo de algumas
células do tumor primario, penetracdo destas através da membrana basal,
migracao das células ao longo da Matriz extracelular (MEC), extravasamento
destas para 0s vasos sanguineos, adesao das células tumorais ao endotélio
vascular, extravasamento das células pelos capilares do érgao/tecido alvo e,
finalmente, a formacdo dos tumores secundarios. Durante este processo,
varias etapas participam como evento critico, como a motilidade celular e
invasividade, o qual envolve a interacdo das células tumorais com a MEC
(McCORMICK et al., 1992; AKIYAMA et al., 1995).

Substancias que possam alterar uma(s) da(s) etapa(s) da cascata
metastatica tornam-se potenciais candidatos no desenvolvimento de
substancias antimetastaticas, condi¢do urgente, hoje, devido ao tratamento
das metastases serem ineficaz. E é diante desta necessidade que iniciou o
estudo do potencial antimetastatico da biflorina.

Foi demonstrado anteriormente por VASCONCELLOS e col. (2005)
gue a biflorina possui efeito citotoxico frente a cinco linhagens tumorais, elas:
CEM e HL-60 (leucemia humana), B-16 (melanoma murino), HCT-8 (c6lon
humano) e MCF-7 (mama humano). VASCONCELOS e col (2007) também
demonstraram que a biflorina possui atividade antitumoral em animais
transplantados com Sarcoma 180 e tumor de Erlich com baixa toxicidade.
Além disso, foi observado o efeito da biflorina sobre animais transplantados
com melanoma B16 e observou que esta aumentava a sobrevida desses
animais, mesmo apresentando pouco efeito antitumoral (VASCONCELLOS,
2007; VASCONCELLOS, 2011).

Foi diante desses resultados da biflorina sobre os animais
transplantados com o melanoma B16 (linhagem altamente metastatica) que
surgiu a hipbétese de que essa quinona poderia agir sobre o processo de
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formacdo de tumores secundarios, jA que esta linhagem em estudo possui

alto potencial metastatico.

Ja é bem descrito na literatura que, quando a linhagem B16-F10 é
inoculada via veia caudal, estas migram e formam ndédulos no parénquima
pulmonar visivel a olho nu (YANG et al., 2010). Este ensaio € chamado de
metastase experimental, ja que as células sao inoculadas diretamente na
circulagdo sanguinea, pulando algumas etapas antecendentes para o
processo de metastatizacdo. Apesar desta limitacdo, este ensaio €
extremamente Util para o estudo de drogas com potenciais antimetastaico
(ZHANG, 2010).

Utilizando esse ensaio, CARVALHO (2009) observou que a biflorina
inibe a formag&o dos nodulos metastaticos em camundongos black C57BI/6,
além de aumentar sua sobrevida, o que propde que esta quinona possa ter
efeito sobre o processo de metastatizacdo. Diante disso resolvemos avaliar,
o potencial antimetastatico desta o-naftoquinona.

Como dito anteriormente, 0 ensaio de metastase experimental pula
diversas etapas essenciais para a formagéo de tumores secundarios. Dentre
estas etapas podemos citar o processo de invasao celular ao longo da matriz
extracelular (MEC). Diante disso, foi escolhido como primeiros ensaios,
neste trabalho, os ensaios de migracao por cicatrizacdo e invasao celular
sobre um substrato que mimetiza a MEC, o Matrigel. Entretanto, para
realizar tais ensaios € necessario que as concentragfes utilizadas do
composto teste ndo apresentem efeito citotdxico, evitando, assim, um

resultado falso-positivo.

Como estamos diante de uma molécula com potencial citotoxico ja
descrito na literatura (Vasconcellos et al., 2005; Vasconcellos et al., 2007;
Carvalho, 2009), faz-se necessario a determinagdo das concentragfes nao
citotoxica desta quinona. Para este propésito realizamos o ensaio de
citotoxicidade utilizando o Alamar Blue.
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O Alamar blue, de coloracdo azul ndo-fluorescente, é convertido
pelas células vidveis em sua forma reduzida, de coloracdo résea e
fluorescente, permitindo, assim, quantificar o composto formado por
absorbancia ou fluorescéncia (NAKAYAMA et al., 1997) (Figura 23). E um
reagente estavel e solivel em &gua, e pouco téxico. E um ensaio

extremamente sensivel e por isso escolhido para este trabalho.

Célula viavel

Na’ D\C[DJ;A/&D Na* "0 DWG
g NN
¥
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Figura 23: Reacdo enzimética que ocorre nas células viaveis durante o
ensaio do Alamar blue. A formacdo de Resorufina (composto réseo
fluorescente), a partir de Resazurina (composto azul ndo-fluorescente) torna
possivel a quantificacdo de células viaveis em placa de cultura celular por
absorbéancia e fluorescéncia.

Foi utilizada, para todos os modelos experimentais, a linhagem celular
MDAMB-435, um melanoma humano com alto potencial metastatico.
Anteriormente, a linhagem MDAMB-435 era classificada como células de
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mama, classificagdo que tem sido debatida desde andlise do DNA
microarray, o qual levou Ross e col. (2000) a sugerir que esta linhagem
possa ter se originado de melandcitos, devido as suas semelhangas com
linhagens celulares de melanoma. Diante dos estudos que se sucederam,
estas células foram re-classificadas como melanoma (CHAMBERS, 2009;
LACROIX, 2009). Apesar dessa controvérsia, esta linhagem continua a ser
bastante valiosa para o estudo de metastases, por serem agressivas com
propriedade migratéria e capacidade de invasado celular (RAE, 2007).

No ensaio de citotoxicidade utilizando Alamar blue observamos que a
biflorina apresenta efeito citotéxico na linhagem celular MDAMB-435 a partir
da concentracdo minima de 5 uM apoés 24h de exposi¢cdo. Entretanto, nessa
mesma concentracdo (5 uM), durante 12h de exposicao, ndo foi observado
efeito citotoxico. Diante disso, decidimos utilizar a concentracdo maxima de
5 UM em 12 h de exposi¢cdo e concentracdes minimas e intermediarias de
1,0 e 2,5 uM para os demais ensaios.

Buscando avaliar se realmente as concentragfes escolhidas e
utilizadas nos demais ensaios ndo apresentam efeito citotéxico, realizamos o
ensaio de proliferacdo celular por excluséo de azul de tripan nas
concentragbes de 1,0; 2,5 e 5,0 uM durante 12h de exposicao.

O ensaio de exclusdo por azul de tripan é um ensaio de viabilidade
celular em que a absorcdo deste corante é um forte indicativo de dano na
membrana plasmatica que culmina na morte celular e fornece uma resposta
sobre a viabilidade celular através da comparacéo do padrdo de crescimento
das células tratadas e ndo-tratadas (HYNES et al., 2003).

Decidimos, também, observar o efeito da biflorina, nessas
concentragcbes e condicdes, em duas linhagens de células normais
humanas: células de mama (MCF-10) e fibroblastos (EBF), com o obijetivo

de avaliar a seletividade da biflorina sobre células tumorais e normais.

Neste ensaio observamos que a biflorina ndo altera a proliferacédo
celular da linhagem MDAMB-435 e MCF-10 durante 12h de exposicéo.
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Entretanto, para a linhagem de fibroblastos humanos (EBF), foi observada

uma diminuicdo do numero de células na maior concentragéo (5,0 uM).

Com o objetivo de realmente confirmar que nas concentracdes
utilizadas a biflorina ndo apresenta efeito citotoxico, foi realizado ensaio de
proliferacdo celular utilizando como corante o Cristal Violeta (CAO et al.,
2011). O Cristal violeta acumula-se no nacleo das células permitindo, de
forma qualitativa, a observacdo da densidade celular na placa de cultura de
células. Como as células utilizadas neste trabalho sdo todas aderidas (e
guando mortas, estas perdem a adesdo ao assoalho da placa soltando-se
apo6s lavagem), as células coradas pelo corante encontram-se viaveis. Este
ensaio é qualitativo. Neste ensaio observamos que em todas as
concentragbes utilizadas (1,0; 2,5 e 5,0 uM) a biflorina ndo alterou a
densidade celular nas placas, o qual refor¢ca a seguranca de se utilizar essas
condicbes para os ensaios de migracdo e invasao celular na linhagem
MDAMB-435.

A migracéo celular esta envolvida em diversos fenémenos biolégicos.
E parte fundamental na formacdo dos 6rgdos na embriogénese, e sua
importancia permanece no organismo adulto, tanto na fisiologia normal,
guanto nas patologias. Por exemplo, a migracdo dos fibroblastos e células
endoteliais vasculares é essencial para a cura de feridas e angiogénese
(LAUFFENBURGER & HORWITZ, 1996), e a migracdo das células tumorais

ao longo da matriz extracelular é essencial para a formacdo de metastase.

Por ser um processo essencial para a malignidade da célula tumoral,
avaliamos o efeito da biflorina sobre a migragao celular utilizando o ensaio
de migracdo por cicatrizagcdo (Wound healing), desenvolvido por Blrk em
1973. Neste ensaio observamos que a biflorina inibiu de maneira
concentragdo-dependente a motilidade celular da linhagem MDAMB-435
(2,0; 25 e 50 pM, 12h). Este dado corrobora com o encontrado
anteriormente, no qual foi avaliado o efeito da biflorina sobre a migragéao
celular, entretanto utilizando concentracdes e tempo de exposicéo diferentes
(CARVALHO, 2009). Esse resultado nos mostra que nas condi¢oes
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utilizadas nesse ensaio a biflorina manteve seu efeito anti-migratério sobre
as células MDAMB-435.

Entretanto o ensaio de migracdo por cicatrizacdo possui algumas
limitagBes. Neste ensaio, na verdade, é observado a motilidade celular sobre
o0 material que compde a placa de cultura celular, o plastico. Entretanto, no
organismo Vvivo, encontramos Varios substratos que interferem no processo
de migracdo celular, como o colageno, fibronectina, laminina, vitronectina
entre outros componentes. Para o estudo da invasividade ser o mais
préximo ao que ocorre in vivo, faz-se necessario o uso de substratos que
possam intreragir com a célula tumoral. Um desses ensaios o qual dispde de
componentes que interagem com a célula tumoral é o ensaio de invasao

celular utilizando a camara de Boyden revestida com Matrigel.

O Matrigel constitui uma mistura protéica extraida do estroma tumoral
do sarcoma murino EHS (Engelbreth-Holm-Swarm). Os principais
componentes do Matrigel sdo proteinas estruturais como laminina, entactina
e colageno; fatores de crescimento e outras proteinas em menor quantidade.
A proporgdo e quantidade exata dessas proteinas ndo sao exatas. Devido a
esta composicao, o uso do Matrigel permite avaliar etapas primordiais para a
invasividade celular, como, adeséo, migracdo e degradacao protéica.

No ensaio de invaséo celular, é utilizado uma camara dividida em dois
compartimentos por um filtro com poros de 8 um. Revestindo esse filtro
encontramos uma camada de Matrigel. No compartimento superior as
células sdo cultivadas na presenca e na auséncia da droga em estudo, e no
compartimento inferior apenas o meio de cultura que funciona como
quimioatraente. Devido a sua caracteristica invasiva, as células invadem a
camada de Matrigel em direcdo ao compartimento inferior, e sdo essas
células que invadiram o Matrigel que séo quantificadas.

Este tipo de ensaio permite, entdo, realizacdo de estudos de
potencial antimetastatico de drogas que possam agir diretamente sobre a
célula tumoral, alterando sua motilidade, sobre moléculas de adeséo e
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metaloproteinases, o que torna o ensaio mais fidedigno com relacdo ao

processo de invasividade tumoral.

Podemos encontrar na literatura o estudo de drogas que atuam sobre
a migracdo e invasao celular utilizando essas metodologias, como os

produtos naturais curcumina (LIN et al., 2009) e berberina (HO et al., 2009).

A curcumina, por exemplo, é capaz de inibir a migracdo e invasao
celular da linhagem de carcinoma humano de pulmé&o (A549), nas
concentragbes de 10 e 20 pM em ensaio utilizando camara de boyden
modificada. Foi descoberto que esta acdo sobre a invasividade celular in
vitro se da através da acdo sobre a via de sinalizacdo MEKK e ERK com
consequente inibicdo dos niveis de metaloproteinases (MMP-2 e -9),
enzimas responsaveis pela degradacdo dos componentes da matriz
extracelular (LIN et al., 2009).

A berberina, alcal6ide encontrado em plantas, apresentou atividade
sobre a migracdo celular das células de carcinoma de lingua (SCC-4) em
ensaio de migracdo por cicatrizagdo, quanto diminuicdo da invasao celular
em ensaio utilizando a camara de Boyden modificada revestida por matrigel,
através da acao, também, sobre enzimas proteoliticas (UPA e MMPs) (HO et
al., 2009).

No ensaio de invasao celular utilizando a camara de Boyden
modificada observamos que a biflorina foi capaz de inibir a invasividade da
linhagem MDAMB-435 sobre o matrigel de forma concentracao-dependente,
nas concentracdes de 1,0; 2,5 e 5,0 uM durante 12h de exposicao, o qual
nos indica o possivel potencial antimetastatico desta quinona.

Porém, por qual mecanismo a biflorina utiliza para alterar a
invasividade da linhagem MDAMB-435 in vitro?

A coloragéo por May-Grunwalld-Giemsa € util para analisar o possivel
mecanismo de acdo da droga, pois permite avaliar alteracdes morfologicas
gue possam estar envolvidas na alteragéo da motilidade celular.
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Neste ensaio de morfologia celular foi observada, na auséncia da
droga, a presenca de células alongadas em forma de fibroblasto. Apos
exposicao da biflorina nas concentracdes de 1,0; 2,5 e 5,0 uM durante 12h
foi possivel observar alteracbes na estrutura das células. Estas
apresentaram formas mais arredondadas, ceélulas menores e células
gigantes, os quais foram bastante evidentes na concentracédo de 5,0 uM.
Essas alteracbes nos fazem propor que esta quinona possa agir sobre o
citoesqueleto celular, alterando sua forma e consequentemente sua

motilidade.

Diante deste pensamento, buscamos avaliar se a biflorina poderia
causar alteracdo no citoesqueleto de actina, o qual possui extrema
importancia para a migracao celular. Para visualizacdo dos filamentos de
actina as células foram marcadas com faloidina e visualizadas em

microscopia confocal.

Neste ensaio observamos alteragbes morfolégicas muito
interessantes. Na auséncia da biflorina observamos células poligonais com
lamelipodia e filopodia concentrado em uma ou poucas localizagbes na
periferia da célula, com organizagcdo homogénea dos filamentos de actina
por todo o citoplasma, formando inumeras fibras de estresse. Apds o
tratamento com a biflorina, nas concentracbes de 1,0 e 2,5 uM (12h),
observamos diminuicdo das fibras de estresse na regido central com
concentracdo dos filamentos de actina na regido periférica do citoplasma e
retracdo celular. J& na maior concentracdo (5 pM, 12h), encontramos,
também, células maiores apresentando inUmeras expansdes filamentosas
semelhantes a filopodios contendo filamentos de actina orientados

paralelamente.

Esses resultados mostram que a biflorina causa alteragbes severas
na estrutura e distribuicdo dos filamentos de actina da linhagem MDAMB-
435, com a presenca de células retraidas e células gigantes com expansdes
filamentosas semelhantes a filopédios.
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O citoesqueleto das células desempenha papel crucial na sustentacédo
celular e alteracdes em sua estrutura podem influenciar interacdes adesivas
das células (KORB et al., 2004). Esta rede é composta por filamentos de
actina, microtabulos e filamentos intermediarios que por sua vez sao
formados por subunidades quimicamente distintas, actina, tubulina e
proteinas classificadas como proteinas de filamentos intermediéarios
(JANMEY et al., 1995).

Modulacdo na rede do citoesqueleto celular altera propriedades
mecéanicas da célula que sdo essenciais para diversas fungbes como
locomogédo e citoquinese (JANMEY et al.,, 1995), isto €, possui papel

primordial para a migragao celular.

Consequentemente, a acdo da biflorina sobre o citoesqueleto de
actina acarreta danos a organizagdo interna, estabilidade estrutural e
mecéanica da célula, podendo ser um dos mecanismos responsaveis pela

inibicdo da invasividade celular.

Apesar desta vital importancia do citoesqueleto de actina sobre a
migracao celular, agentes terapéuticos que atuem neste alvo farmacolégico
nao tém sido extensamente estudado (HAYOT et al., 2006). Entretanto,
HAYOT e col (2006) observaram a acdo de diversas drogas sobre o
citoesqueleto de actina, como citocalasina D, latrunculina, os quais atuam
inibindo a polimerizacdo da actina, e jasplakinolida, o qual induz a
polimerizacdo da actina. Essas drogas demonstraram possuir agdo inibitoria

sobre a migracao celular, apesar da acéo da jasplakinolida ser contraditoria.

A jasplakinolida foi capaz de aumentar a locomocdo da linhagem
A549 (concentracbes mais elevadas) enquanto que na linhagem MCF-7
diminuiu (concentracées mais baixas). Este efeito parece estar relacionado
com a capacidade da droga em alterar as fibras de actina promovendo
mudanca na arquitetura celular (HAYOT et al., 2006).

Sabe-se que as moléculas de adesao celular do tipo caderina classica

(como a E-caderina, por exemplo) ligam-se aos filamentos de actina através
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de proteinas de ancoragem do tipo catenina. As caderinas nao classicas, de

uma forma geral, interagem com os filamentos intermediarios.

Como marcadores para a transicdo epitélio-mesenquimal (TEM)
podemos citar a perda da expressdo de E-caderina, o aumento da
expressdo de metaloproteinases envolvidas na degradacdo da membrana
basal, ativagcdo da familia de pequenas GTPase Rac/Rho/Cdc42 para a
reorganizacao do citoesqueleto e a translocacao. A perda de marcadores
epiteliais (E-caderina, citoqueratina, desmoplaquina) € acompanhada pela
expressdo de marcadores mesenquimais (N-caderina, vimentina e
fibronectina) (WALLERAND et al., 2010).

E fato que alteragbes, transitorias ou permanentes, na expressio de
E-caderina tem demonstrado grande importancia no processo de metastase
tumoral (HARINGTON; SYRINGOS, 2000). Na progressédo de tumores uma
diminuicdo ou perda da expressdo de E-caderina nas células neoplésicas
levaria a reducdo da aderéncia dessas células entre as suas vizinhas
resultando na migracao da mesma (BEAVON et al., 1999). Essa perda da
expressdo de E-caderina tem sido documentada ocorrer em varios tipos de
cancer (BEAVON et al., 1999) inclusive no melanoma.

A transicdo da expressao de E-caderina pela N-caderina pelo
melanoma € de suma importancia para a invasividade celular. Nos
melandcitos normais, a interacbes célula-matriz ocorre através das
moléculas de E-caderina que liga os melandcitos ao colageno tipo IV- e
laminina. Ja no melanoma, a adesao ocorre através da N-caderina que liga
as células do melanoma ao colageno tipo | e vitronectina. Esta mudanca
confere a estas celulas propriedades agressivas permitindo que estas
invadam a derme, a partir da epiderme (HAASS et al., 2005). Algumas
células de melanoma ainda podem expressar E-caderina, entretanto parece
néo ser funcional (HAASS et al., 2005). E claro observar que a expressio de
N-caderina funciona como um marcador para a TEM e nos diz muito sobre a
invasividade da célula, o qual tem sido demonstrado como indutora do

fendtipo mesenquimal em carcionoma de mama e outras células epiteliais in
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vitro com a promocédo de invasdo e metastase in vivo (WALLERAND et al.,
2010).

Sabendo que o citoesqueleto das células desempenha papel crucial
na sustentacdo celular e alteragbes em sua estrutura podem influenciar
alteracbes adesivas das células (KORB et al.,, 2004), e que a biflorina
interferiu sobre a organizacdo do citoesqueleto de actina, o qual possui
papel sobre a migracdo e adeséo celular, resolvemos avaliar o efeito da
biflorina sobre moléculas de adesao do tipo caderinas utilizando ensaio de
Western blot.

Nos ensaios de Western blot percebemos que a linhagem MDAMB-
435 nao expressa a molécula de adesado E-caderina, provavelmente devido
a transicao epitélio-mesenquimal estar completa (NAWROCKI et al., 2001).
Entretanto, observamos alta expressdo de N-caderina nestas células o qual
foi diminuida apds exposicdo da biflorina, de maneira concentracéo-
dependente. A inibicdo da interacdo célula-MEC, mediada pela N-caderina,
em células de melanoma, representa um alvo farmacoldgico para a
diminuicédo do fendtipico metastatico (SATYAMOORTHY et al., 2001). Diante
disso, este resultado nos mostra que uma forma da biflorina inbir a invaséo

celular possa ser através da inibicdo da expressédo da N-caderina.

E descrito na literatura que o aumento da expressido de N-caderina é
suficiente para desencandear a TEM, pelo menos, através da ativagdo da via
do Akt/PI3K (WALLERAND et al., 2010) (Figura 24).
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Figura 24. Via do PI3K/Akt ativado em células com alta expressdo de N-

caderina. PTEN, supressor tumoral, antagoniza a via PI3K/AKt.

Foi observado em 2010 por Wallerand e col., em células de cancer de
bexiga humano, que a expressdo de N-caderina esta associada com a
ativacdo da via do Akt e com a modulacdo da forma invasiva celular.
Também foi observado, nesse trabalho, que a neutralizacdo de N-caderina
inibe a invasdo celular através da inativacdo do Akt e restauracdo da
expressdo de E-caderina, o qual traca uma correlacéo entre a expressao de
N-caderina e ativacdo da via PI3K/Akt. Além desses achados, Rieger-Christh
e col. (2004) também observaram que N-caderina possui um papel na
invasividade de células de carcinoma de bexiga através da ativacdo da via
PI13k/Akt.

Apesar desses achados, a sinalizacdo entre N-caderina e a via do Akt
ainda néo esta bem elucidada.

Wallerand e col (2010) observaram que a neutralizacao de N-caderina

possue efeito inibitdrio maior sobre a invasividade celular do que a inibicao
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do PI-3 quinase sozinho, apesar de que a expressdo do Akt sozinho é
suficiente para causar invasdo na auséncia da expressdo de N-caderina.
Uma explicacdo para este efeito da N-caderina sobre a invaséo celular ser
maior, seria que esta regula de forma negativa a expressao de E-caderina.
Entdo sua inibicdo confere a célula uma restauracdo da expresséo de E-
caderina (WALLERAND et al., 2010).

O papel do Akt sobre a progresséo tumoral e formacéo de metéstase,
além de estar em conjunto com a expressao de N-caderina, nos fez avaliar o

efeito da biflorina sobre esta via, utilizando ensaio de Western blot.

No ensaio de Western blot, observamos que a biflorina diminui de
maneira concentracao-dependente tanto a expressédo do Akt quanto do Akt
fosforilado (isto é, ativado).

Como a ativagdo do Akt acarreta no aumento da motilidade e invasao
celular (GRILLE et al.,, 2003), sua diminuicdo pela biflorina parece estar

relacionada com seu efeito na migracéo celular.

Com objetivo de entender melhor em qual etapa da via do Akt a
biflorina poderia agir, realizamos ensaio de Western blot para diversas
proteinas envolvidas na via de sinalizagdo do Akt.

Inicialmente observamos a expressao de PDK-1 e PTEN.

A ativacéo da via do Akt inicia quando fatores de crescimento ligam-
Se a seus respectivos receptores de tirosina quinase (RTQ), como receptor
do fator de crescimento epidermal, receptor do fator de crescimento
semelhante a insulina entre outros. Estes receptores promovem ativacao da
PI3Ka, o qual cataliza a fosforilagdo do fosfatidilinositol-3,4-bifosfato (PIP2)
gerando o fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), que liga-se ao Akt. Uma
vez posicionado na membrana pela ligacdo do PIP3, o Akt pode ser
fosforilado por quinases como a quinase dependente de fosfoinositidio-1
(PDK-1 na treonina 308) e PDK-2 (na serina 473) (HOFLER et al., 2011).

PDK1 e a PDK2 séao enzimas que fosforilam os residuos Ser473 e
Thr308 do Akt, ativando-o (CHAN & TSICHLIS, 2001; ALESSI et al., 1996).
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Sugere-se que o residuo Thr308 seja fosforilado pela PDK1 e o residuo
Ser473 pela propria Akt, outras quinases, ou pela PDK2 (CHAN &
TSICHLIS, 2001). Uma vez ativada, Akt fosforila uma sequéncia de
substratos, incluindo mTOR e GSK-3R, que medeiam sintese proteica,
transcricao génica e proliferacao celular (GLASS et al., 2003).

Diante disso, estas quinases tornam-se alvos farmacoldgicos
interessantes para acao de drogas que alterem a via de sinalizagéao
PIP3/Akt. Portanto, analisamos, inicialmente, o efeito da biflorina sobre o
PDK-1.

Avaliando a expressao da PDK1 pela biflorina, observamos que esta
quinona foi capaz de inibir de maneira concentracdo-dependente esta
enzima responsavel pela ativacdo do Akt. Também observamos que a
biflorina aumentou a expressao do inibidor do PDK1, o PTEN.

O gene PTEN é frequentemente mutado em tumores primarios e
linhagens tumorais de células humanas. Tanto que o envolvimento de PTEN
na oncogénese mamaria humana tem sido implicado em estudos o0s quais
mostram que a mutacdo germinativa do PTEN na doenca de Cowden
predispde ao cancer de mama (PETROCELLI & SLINGERLAND, 2001), o
que ressalta o papel desta proteina sobre a doenca neoplasica.

Com estes resultados, supomos que a biflorina esteja interferindo na
via do Akt ao aumentar a expressao do PTEN com consequente inibicdo da
expressdo do PDK1. Por sua vez, a fosforilagdo do Akt sera diminuida
devido a inibicdo da expresséo da sua proteina ativadora, PDK1.

Sargeante e col (2007) também observaram a acdo de uma droga
com efeito inibidor sobre a PDK-1. O OSU03012, substancia derivada do
celecoxibe (apesar de auséncia de atividade sobre as ciclooxigenases), foi
capaz de diminuir o crescimento tumoral em modelo in vivo de cancer de

préstata, além de ter inibido a incidéncia de metastase.

Foi demonstrado por Sato e col. (2002) que UCN-01 (7-
hidroxystaurosporina), droga que encontra-se em estudo clinico para o
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tratamento de diversos tipos de cancer, como leucemia, linfoma, pancreas e
diversos tumores solidos, induz a desfosforilagdo e inativagdo do Akt. Esta
acao acarreta na diminuicdo dos sinais de sobrevida com inducdo da morte
celular por apoptose. Este efeito também foi observado em ensaios in vivo

em modelo animal e xenografico.

UCN-01 participou em estudo clinico de fase Il para o tratamento de
melanoma metastatico avancado, o qual foi administrado via endovenosa
durante 3 horas em um ciclo de 21 dias, na auséncia de progressao da
doenca e toxicidade inaceitavel. Entretanto, neste estudo, foi observado que
embora bem tolerada, UCN-01 como um agente Unico ndo possui atividade
clinica suficiente para justificar um estudo mais aprofundado no melanoma
refratario (LI et al., 2010).

Com o objetivo de investigar as vias que sao interferidas pela agao do
Akt, avaliamos também a expressdo de c-Raf e GSK-3B na presenca e
auséncia da biflorina. Nestas condicbes, esta quinona nao alterou a
expressdo destas proteinas.

A fosforilagdo de GSK-3B pelo Akt inibe a acdo deste cujo papel
principal € modular o metabolismo de carboidratos, agindo sobre a
glicogénio sintase, o qual modula a sintese do glicogénio. O GSK-3f3
também possui papel vital sobre o processo de inflamagdo, adesédo e
migragédo celular, o qual possui contribuicdbes em alguns tipos de céancer
(JOPE, et al., 2007).

Ativacdo da proteina quinase c-Raf pode gerar respostas celulares
opostas a proliferacdo, como parada de crescimento, apoptose ou
diferenciacdo. O Akt também modula estas respostas ao interagir com c-Raf,
fosforilando-o inibindo a ativagdo da via de sinalizagdo Raf-MEK-ERK
promovendo um deslocamento da parada do ciclo celular para proliferagéo
(ZIMMERMMAN et al., 1999), via importante quando falamos em

crescimento tumoral.
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Apesar da biflorina atuar diminuindo a expresséao tanto do Akt quanto
do Akt fosforilado, ndo observamos alteragbes nas proteinas GSK-3b
fosforilada e c-Raf nas condic¢des realizadas nesse trabalho.

Entretanto esses resultados corroboram com o fato de que as
concentragdes e condigdes dos experimentos realizados nesse trabalho n&o
levam a alteracdo da proliferacdo nem morte celular. Entao seria de esperar
gue neste tempo de exposicdo a biflorina ndo promovesse alteracdes em
vias que levariam a morte celular por apoptose, ou parada de ciclo celular.
Entretanto, percebemos que na maior concentracdo testada neste trabalho
(5,0 pM) durante o dobro do tempo de exposicéo utilizado (24h em vez de
12h) observa-se diminuicdo da proliferacdo celular, quando realizado o
ensaio de Alamar blue. Provavelmente, podemos sugerir qgue em tempo de
exposicdo mais prolongado a fosforilagdo do c-Raf pode encontrar-se
alterado ocasionando a parada do ciclo celular e/ou morte celular por
apoptose. Porém isso € apenas uma Suposi¢cado jA que o objetivo deste
trabalho nao foi estudar o efeito citotéxico da biflorina, e sim, seu potencial

antimetastatico.

Por fim, sugerimos, como provavel mecanismo de a¢éo da biflorina, a
modulacdo da expressao protéica de molécula de adeséo do tipo N-caderina
além da sua acdo sobre a via de sinalizacdo PI3k/Akt, como ilustrado na
figura 25.
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Figura 25 Resumo do provavel mecanismo de a¢&o da biflorina sobre a
invasividade tumoral: A biflorina atuaria aumentando a expressao
protéica do PTEN, diminuindo, assim, a via de sinalizagdo PI3k/AKkt.
Além disso, a biflorina atuaria diminuindo a expressdo protéica de

moléculas de adeséo do tipo N-caderina.
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6. CONCLUSAO

Frente aos resultados obtidos dentro deste projeto de pesquisa,
podemos concluir que:

A biflorina possui efeito citotoxico frente a linhagem tumoral
MDAMB-435;

e Em condi¢cdes ndo-citotoxicas a biflorina é capaz de inibir a
migracao celular da linhagem MDAMB-435;

e A biflorina também tem a capacidade de inibir a invasdo celular da

linhagem MDAMB-435 em pocos revestidos por Matrigel;

e A biflorina promove a desorganizacdo dos filamentos de actina
alterando a morfologia da célula, funcionando como um alvo

farmacolégico da acdo desta droga;

e A biflorina altera a expressdo de N-caderina, considerado um
marcador para a Transicdo Epitélio-Mesenquimal (TEM) e

relacionado com a invasividade tumoral;

e A biflorina altera a via de sinalizacao PI3K/Akt, via na qual possui

papel primordial no processo de TEM e de metastase tumoral.

Diante dos resultados encontrados neste trabalho, podemos concluir que
a biflorina possui um potencial antimetastatico bastante promissor. Entretanto
mais estudos sdo necessarios visando entender melhor seu mecanismo de

acado e seu papel no desenvolvimento de novos farmacos anticancer.
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