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RESUMO

Os bufadienolideos possuem uma grande variedade de atividades bioldgicas, incluindo atividade
antineoplésica. O presente estudo avaliou o potencial citotoxico bem como o mecanismo de a¢do
de dois bufadienolideos: a bufalina (BUF-05) e seu analogo 3-acetato de bufalina (BUF-06). O
potencial citotoxico foi avaliado em sete linhagens tumorais humanas, trés linhagens murinas
normais e em celulas mononucleadas do sangue periférico (CMSP) humano. Ambos os
bufadienolideos se mostraram bastante citotoxicos (ICso 3 a 32 nM), onde 3-acetato de bufalina
se mostrou mais potente que bufalina. Em relacdo a CMSP, os bufadienolideos também se
mostraram citotoxicos (ICso 25 nM). Os bufadienolideos ndo se mostraram citotdxicos para as
linhagens murinas. A linhagem celular de prostata PC-3 foi escolhida para determinacdo dos
mecanismos de acdo dos bufadienolideos. A andlise do crescimento celular em tempo real por
impedancia mostrou que tanto BUF-06 como BUF-05 possuem perfil similar com aumento da
impedancia logo nas primeiras horas, reduzindo ap6s 24 horas para abaixo da curva do controle
negativo e atingindo platd em seguida. A viabilidade das células por citometria de fluxo indicou a
reducdo do numero de células e integridade de membrana em 24 e 48 horas. A analise
morfologica por citometria de fluxo revelou aumento do ndmero de células em padrao
apoptético. Ja a analise morfoldgica por coloragdo diferencial, mostrou o surgimento de células
tanto com padrdo apoptético quanto necrético. No intuito de confirmar o perfil apoptotico, foi
realizado a determinacdo da externalizacdo de fosfatidilserina, a qual mostrou aumento
significativo de apoptose inicial em 24 horas e apoptose tardia para 48 horas em ambos 0s
bufadienolideos. Os bufadienolideos apresentaram, ainda, despolarizacdo mitocondrial em ambos
os tempos de incubacdo. As analises por western blot revelaram que houve clivagem discreta de
PARP e caspase 8. No entanto, as caspases efetoras 3 e 7 ndo se mostraram ativadas. A
diminuicdo da expressdo dos componentes antiapoptéticos Bel-2 e Bel-xL, bem como dimuicéao
do componente pré-apoptoético Bax sugere a ndo indugdo de morte por apoptose. A avaliagcdo da
quantidade de DNA nuclear revelou que ambos os bufadienolideos causaram acumulo de células
na fase G2/M ap0s 24 e 48 horas de incubacdo. Ao se analisar a expressdo de ciclinas envolvidas
no ciclo celular, foi observada auséncia da ciclina A2 e acimulo de B1 para ambos os compostos,
podendo indicar acimulo de células na fase M. As avaliacGes por meio do ensaio do cometa e
marcacdo de H2AX fosforilado, os quais revelaram que os compostos ndo foram capazes de
causar dano ao DNA. A avaliagdo do envolvimento das vias de reparo de DNA utilizando células
DT40 knockout, mostrou que PARP pode estar envolvido no processo de morte promovido pelos
bufadienolideos. Além disso, os ensaios de clivagem de DNA mediados por topoisomerase
mostraram a inibicdo de topoisomerase Il tanto por BUF-06 como por BUF-05. Ensaios in silico
por docking molecular revelaram forte afinidade para a porcdo ATPasica de topoisomerase lla,
indicando uma possivel inibicdo catalitica. Desse modo, os resultados apontam que 3-acetato de
bufalina possui perfil citotoxico semelhante a bufalina.

Palavras-chave: cancer de préstata, apoptose, necrose programada, DNA Topoisomerase tipo Il



ABSTRACT
STUDY OF THE ITERACTION WITH DNA, CYTOTICITY AND THE ACTIVITY OF
TOPOISOMERASES | AND Il OF THE BUFADIENOLIDE DERIVATIVE 3-ACETATE
BUFALIN

Bufadienolides show a wide variety of biological activities, including antineoplastic activities.
The present study evaluated the cytotoxic potential and mechanisms of action of two
bufadienolides: bufalin (BUF-05) and 3-acetate bufalin (BUF-06). Cytotoxic potential was
evaluated using seven human tumor cell lines, three normal murine cell lines and human
peripheral blood mononuclear cells (PBMC). Both bufadienolides were shown to be quite
cytotoxic to all tumor cell lines (IC50 from 3 to 32 nM), with BUF06 being slightly more potent
than BUF05. In PBMCs, bufadienolides showed IC50 values of about 25nM. The compounds
showed no cytotoxicity towards normal murine. The PC-3 prostate cell line was chosen to
elucidate the mechanism of action of the bufadienolides. Impedance based real-time growth assay
analysis showed that both bufadienolides have a similar profile, increasing impedance in the first
few hours, then reducing below the control curves, and finally reaching plateau shortly thereafter.
Light scanning photomicrographs showed an increase in cell size for both bufadienolides. Cell
viability by flow cytometry indicated a reduction in the number of cells and mebrane integrity at
24 and 48 hours. Morphological analysis by flow cytometry revealed that both compounds
increased the number of apoptotic cells. Moreover, morphological analysis using differential
staining showed the emergence of apoptotic and necrotic cells. In order to confirm the apoptotic
profile, phosphatidylserine externalization detection was performed, which showed an increase of
initial apoptosis after 24 hours and late apoptosis after 48 hours incubation for both
bufadienolides. The compounds also showed mitochondrial depolarization for both incubation
times. Western blot analysis revealed a discrete cleavage of PARP and caspase 8. However,
effector caspases 3 and 7 were not activated. Low expression of antiapoptotic components Bcl-2
and Bcl-xL, as well as decrease of proapoptotic Bax suggest non-induction of apoptotic cell
death. Evaluation of nuclear DNA content showed that both bufadienolides provoked cell arrest
in the G2/M phase after 24 and 48 hours incubation. When analyzing cyclin expression involved
in the cell cycle, the absence of cyclin A2 and accumulation of cyclin B1 was observed for both
compounds, possibly indicating arrest in M phase. DNA damage was accessed by comet assay
and phosphorylated H2AX labeling, which showed that the compounds were not able to produce
DNA damage. Evaluation of the involvement of DNA repair pathways using DT40 knockout
cells suggested that PARP may be involved in the cell death caused by both bufadienolides
tested. PARP hyperactivation is a hallmark of parthanatos, a regulated type of necrotic cell death.
Furthermore, topoisomerase-mediated DNA cleavage assays showed the inhibition of
topoisomerase 1l by both BUF-06 and BUF-05. In silico molecular docking assays revealed
strong affinity of both bufadienolides for the ATPase portion of topoisomerase lla, indicating
possible catalytic inhibition. Overall, these results indicate that 3-acetate bufalin has a cytotoxic
profile similar to bufalin.

Keywords: prostate cancer, apoptosis, programed necrosis, DNA topoisomerase type Il
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer: Estatisticas, Carcinogénese e novas terapias

O cancer, considerado como um conjunto de doencas que afetam a proliferacdo celular,
continua sendo a doencga mais temida pela populacdo em razédo de sua alta incidéncia e elevadas
taxas de mortalidade quando comparadas as doencas mais comuns (SIEGEL; MILLER; JEMAL,
2016). Com isso, o cancer tem alcancado grande relevancia nas agendas politicas e técnicas de
todas as esferas do governo. Um maior conhecimento sobre a doenca permite estabelecer
prioridades e direcionar recursos para a modificacdo desse cenario na populacdo (INCA, 2015).

Atualmente, o cancer é a principal causa de morte em paises desenvolvidos e a segunda
principal nos paises em desenvolvimento (NCI, 2017). Estudos epidemioldgicos recentes sobre a
incidéncia da doenca mostram que tal risco poderia ser reduzido em até 40% caso houvessem
alteracdes bruscas nos habitos e estilo de vida da populacdo em geral (LEE et al., 2011). Ainda
assim, as estatisticas mais recentes revelam que os indices dessa doenca sé vém aumentando com
o tempo (INCA, 2015).

Nas ultimas décadas, o cncer tem tomado uma dimensdo maior, tornando-se um evidente
problema de saude publica mundial. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimou que as
mortes por cancer em todo o mundo continuariam aumentando com estimativa de 13,1 milhdes
de mortes e 20 milhdes de novos casos para 2025. Porém, o maior efeito desse aumento deve
acontecer em paises de baixa e média renda (STEWART; WILD, 2014).

E possivel observar que alguns tipos de canceres como o de colo do Utero e de estbmago
ainda estdo relacionados com paises em condi¢cdes econdmicas menos favoraveis. Entretanto,
existe ainda um perfil de prevaléncia de alguns tipos de canceres como prostata, mama e intestino
em paises em desenvolvimento. (INCA, 2015).

Dados do INCA (2015) estimam que até o final de 2017 ocorreram cerca de 600 mil
novos casos de cancer no Brasil. Dentre esses novos casos, aproximadamente 180 mil serdo de
cancer de pele ndo melanoma, e excetuando-se esse tipo, 0s mais prevalentes serdo os canceres de

préstata (61 mil) em homens e mama (58 mil) em mulheres. Ao se analisar os demais tipos mais
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frequentes em homens temos os canceres de pulméo (8,1%), intestino (7,8%), estdbmago (6,0%) e
cavidade oral (5,2%) como os mais prevalentes. Nas mulheres, os canceres de intestino (8,6%),
colo do utero (7,9%), pulméo (5,3%) e estdmago (3,7%) figurardo entre os principais (Figura 1).

E de extrema importancia que o monitoramento da morbimortalidade se incorpore na rotina de

Figura 1. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2016
por sexo, exceto pele ndo melanoma*

Prostata 61.200 28,6% Homens Mulheres Mama feminina 57.960 28.1%
Traqueia, Bronquio e Pulmdo 17.330 8.1% Cdlon e Reto 17.620 8.6%
Colon e Reto 16.660 7.8% Colo do utero 16.340 7,9%
Estomago 12.920 6,0% Traqueia, Bronguio e Pulmao ~ 10.890 5,3%
Cavidade Oral 11.140 5.2% Estomago 7.600 3,7%
Esofago 7.950 3.7% Corpo do ttero 6.950 3.4%
Bexiga 7.200 3,4% Qvdrio 6.150 3,0%
Laringe 6.360 3,0% Glandula Tireoide 5.870 2,9%
Leucemias 5.540 2.6% Linfoma nao Hodgkin 5.030 2.4%
Sistema Nervoso Central 5.440 2,9% Sistema Nervoso Central 4830 2.3%

*Nameros arredondados para maltiplos de 10.

gestdo da saude no intuito de se estabelecer acdes de prevencao e controle da doenca.
Adaptado de INCA, 2015

O processo de carcinogénese acontece lentamente, podendo levar varios anos para que
uma célula cancerosa origine um tumor detectavel. Existem trés estagios para a formacdo do
cancer: estagio de iniciacdo (ocorrem mutacGes ainda ndo detectaveis por efeito de agentes
carcinogeénicos), estagio de promocao (o continuo contato com carcindgenos promove a formacéo
de células malignas) e estagio de progressdo (caracterizado por multiplicacdo descontrolada,
evoluindo até o surgimento das manifestacGes clinicas) (De Almeida, et al. 2005).

As Ultimas quatro décadas presenciaram um grande avango no conhecimento da
patogénese do cancer. Entre as caracteristicas classicas de um tumor maligno podemos citar a
auto-suficiéncia da sinalizacdo dos fatores de crescimento, insensibilidade a inibidores do
crescimento, inibicdo da morte celular programada (apoptose), potencial replicativo ilimitado,
angiogénese, poder de invasdo celular e capacidade de metastatizar-se (HANAHAN;
WEINBERG, 2000; LUO; SOLIMINI; ELLEDGE, 2009). Recentemente, essas caracteristicas
foram revisadas por Fouad & Aanei (2017). Estes autores utilizaram novas teorias em relagdo a
carcinogénese, algumas caracteristicas foram revisitadas bem como outras foram acrescentadas,
mas também levaram em conta as mudancas e sugestdes promovidas na segunda versao do artigo

classico “Hallmarks of cancer” por Hanahan & Weinberg (2011). Tais autores, seguindo a teoria
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do campo de organizacdo de tecido (TOFT,) a qual postula que o cancer é uma doenga com
origem nos tecidos, onde 0s carcindgenos e as mutagdes alteram as interagdes normais entre
diversos componentes de um 06rgdo, como 0 estroma e o epitélio adjacente. Essas alteragdes
acumuladas levariam ao surgimento de uma massa de células tumorais (SONNENSCHEIN;
SOTO, 2016). Assim, tendo em vista o avanco da oncologia em geral, definiu-se 0s novos marcos

do céncer que seriam: vantagem seletiva na proliferacdo, alteracdo na resposta a estresses,

Figura 2. Os novos marcos do cancer.

Invasao
E - -
Vascula- Metastase Redirecio-
i7ac50 namento
rizag metabdlico

Resposta
Alterada a
Estresse

Modulacido

Imune

Vantagem Micro-

Seletiva na ancer | ambiente

A

Proliferacdo Tumoral

vascularizacdo, invasdo e metastase, redirecionamento metabdlico, modulacédo do sistema imune

e microambiente tumoral (Figura 2) (FOUAD; AANEI, 2017).
Fonte: adaptado de Fouad & Aanei (2017)
Os fatores de risco do cancer podem ter origem no meio ambiente ou podem ser

hereditarios. Grande parte dos casos tem relagdo com o meio ambiente, onde se encontra 0 maior
numero de fatores de risco como o meio ambiente em geral (dgua, terra e ar), 0 ambiente
ocupacional (quando insalubre), o ambiente social e cultural (estilo e habitos de vida) e o
ambiente de consumo (alimentos, medicamentos) (De Almeida et al., 2005).

Existem trés tipos classicos de tratamento para o cancer: cirurgia, radioterapia e
quimioterapia. A técnica cirurgica pode levar a remocdo de tumores com eficacia, e se ndo

houver metastase, a cura. A radioterapia (geralmente raios gama, radioisétopos como cobalto-60
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e raios-X) é usada comumente em conjunto com a cirurgia, como incremento da eficiéncia do
tratamento. Mesmo isoladamente, a radioterapia pode diminuir tumores grandes, diminuir a
recorréncia e a chance de metastase, sendo uma metodologia antineoplasica muito usada (Murad
& Katz, 1996). A quimioterapia tem como objetivo primario destruir as células neoplasicas,
preservando as normais. No entanto, a maioria dos agentes quimioterapicos atua de forma néo-
especifica, lesando tanto células malignas quanto normais, particularmente as células de rapido
crescimento, como as gastrointestinais, capilares e as do sistema imunoldgico. Porém, o corpo
recupera-se desses inconvenientes ap0s o tratamento, e o uso clinico desses farmacos exige que
os beneficios sejam confrontados com a toxicidade, na procura de um indice terapéutico
favoréavel (Katzung, 2013; Murad & Katz, 1996).

As terapias moleculares alvo dirigidas representam um significante avanco no tratamento
do cancer. Elas incluem drogas como imatinib, um inibidor da tirosina quinase BCR-ABL, o que
tem feito a leucemia mieloide aguda uma doenga com melhor prognostico, e inclui ainda
inibidores de fatores de crescimento endotelial vascular (VEGFR), como o sunitinib, sorafenib e
bevacizumab, usados em cancer de rim e célon. Outros tratamentos importantes baseados em
alvos tumores-especificos estdo agora em uso como os inibidores do receptor do fator de
crescimento epidermal (EGFR) (gefitinib, erlotinib) usado no tratamento de cancer de pulméo, e
0 inibidor de Her2 trastuzumab usado no cancer de mama (PALUMBO et al., 2013). Essas novas
drogas tém como alvos um ou no méaximo alguns poucos produtos de oncogenes, que geralmente
ndo sdo encontrados em células sadias. Em um contexto terapéutico, a acao desses agentes pode
de fato ser eficientemente dirigida as células malignas sem poucos efeitos nas células normais
comum na quimioterapia citotoxica. No entanto, com o passar do tempo, a heterogenicidade
genética dos tumores aumenta, causando resisténcia a esse tipo de tratamento. As células
resistentes, por sua vez, promovem a emergéncia de doenca ainda mais agressiva, através da
expansdo e evolucdo clonal (BLOCK et al., 2015). Nesse sentido, a busca por novas moléculas e
0 uso de novas abordagens, que garantam o efeito inibidor de mais de uma via oncogénica, ainda
é bastante valida.

Muitas das novas terapias descritas como “personalizadas™ direcionam 0s pacientes para
terapias mais eficazes, uma vez que o tumor do paciente é examinado para a busca de mutacdes
alvo especificas. Visto num contexto maior de varia¢do bioldgica individual, o ataque a mutacgdes

especificas seriam apenas um pequeno grau de personalizagdo. Os tratamentos personalizados, de
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fato, incluem uma avaliagdo muito mais compreensiva da genética e dos fatores do estilo de vida,
como alimentacdo, comportamento e exercicios fisicos, junto com outras variaveis. Tal
abordagem para o tratamento personalizado pode ser encontrada na pratica sistematica da
medicina integrativa, que possui um papel importante no desenvolvimento de um modelo de
terapia oncoldgica de amplo espectro. Nesse sentido, essa aboragem enfatiza terapia mais
centrada no paciente, onde um tratamento de multiplas intervengdes, que abordam toda a gama de
influéncias fisicas, mentais, emocionais e ambientais, utilizando terapias que incluam dietas,
atividades fisicas e acompanhamento psicoldgico em adicdo as terapias convencionais dando
suporte a uma saude melhorada como um todo (GULLETT et al., 2011; BLOCK et al., 2015).
Apesar do sucesso de novas terapias no tratamento do cancer, a busca por novos
quimioterapicos tendo como alvo uma ou mais vias oncogénicas continua sendo relevante, uma

vez que os tratamentos tradicionais existentes ainda possuem diversas limitacdes.

1.2 Ciclo celular e o cancer

Os organismos multicelulares necessitam de um controle adequado da divisdo e
diferenciacéo celular para coordenar a formacédo de varios tipos celulares bem como os tecidos e
suas funcdes especificas. O ciclo celular promove a transducdo altamente regulada dos sinais
mitéticos para uma série de vias bioquimicas que controlam a duplicacdo do DNA e a segregacdo
apropriada para as células filhas (MALUMBRES, 2011).

O ciclo celular é controlado por um mecanismo autbnomo operado por um pequeno
ndmero de enzimas chamadas de quinases dependente de ciclina (CDKs do inglés cyclin-
dependent kinases) cuja a fungdo é controlar precisamente os dois passos principais citados a
cima. A atividade oscilante das CDKs nas diferentes fases do ciclo celular resulta nos eventos de
fosforilacdo, quando das associacdes entre essas quinases e seus cofatores especificos como as
ciclinas e os inibidores de CDK (CKIs). As ciclinas possuem papel dual como ativadores e como
agentes de alvos especificos, e as CKIs agem tanto como componentes estruturais como
inibidores (BENDRIS; LEMMERS; BLANCHARD, 2015).

Um grande namero de estudos em levedura e outros organismos tem levado a um modelo
onde a quinases do ciclo celular agem como os grandes motores que promovem a progressao por

todas as diferentes fases do ciclo celular. Estas fases incluem dois periodos maiores de atividade
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no qual o genoma e primeiramente duplicado (Fase S) e os dois novos genomas sdo entdo
distribuidos entre as células filhas (fase Mitdtica). Dois outros periodos adicionais, G1 (antes da
fase S) e G2 (antes da mitose), sdo necessarios para coordenar a sintese de DNA e sua segregacao
com o0s sinais mitdticos para a sintese e montagem das proteinas e estruturas celulares
necessarias. No intuito de assegurar a progressdo apropriada por todas as fases do ciclo celular,
tais maquinarias celulares estdo sob o controle de pontos de checagem (checkpoints) internos que
monitoram as condi¢Ges Otimas para a geracdo de células filhas saudaveis (HARTWELL,
WEINERT, 1989). Dessa forma o ciclo celular pode ser definido como o processo pelo qual as
células monitoram as condi¢BGes apropriadas para divisdo celular, ativam as via bioguimicas
necessarias para duplicacdo do DNA e segregacdo dos cromossomos, bem com monitoram todos
esses passos para gerar duas células filhas com genomas perfeitos e estaveis (MALUMBRES,
2011).

De acordo com o modelo cléssico do ciclo celular de mamiferos, complexos especificos
de CDK-ciclina séo responsaveis por promover varios eventos que ocorrem durante a interfase de
maneira bastante orquestrada (Figura 3). Por exemplo, 0s sinais mitoticos sdo notados
primeiramente pela expressdo das ciclinas do tipo D (D1, D2 e D3), que preferencialmente se
ligam e ativam CDK4 e CDKG6 durante G1, a fase do ciclo que as células se preparam para iniciar
a sintese de DNA (MALUMBRES; BARBACID, 2001). A ativacdo desses complexos leva a
inativacdo parcial das proteinas RB para permitir assim a expressdo de ciclina E, que se liga e
ativa CDK2 (HARBOUR et al.,, 1999). Os complexos formados por CDK2-ciclina E irdo,
futuramente, fosforilar as proteinas RB levando a sua completa inibi¢do, o que acaba por permitir
a divisao celular (LUNDBERG; WEINBERG, 1998). A disponibilidade de ciclinas E durante o
ciclo celular é estritamente controlada e limitada aos estagios iniciais da sintese de DNA o que
levou a acreditar que os complexos de CDK2-ciclina E eram essenciais no controle da transicao
G1/S (HOCHEGGER; TAKEDA; HUNT, 2008). A CDK2 ¢ posteriormente ativada por ciclina
A2 durante os estagios finais da replicacdo de DNA para iniciar a transi¢do da fase S para mitose,
um periodo conhecido como a fase G2. Finalmente, a CDK1 é ativada por ciclinas do tipo A no
final da interfase para facilitar o comeco da mitose. Apos a ruptura do envelope nuclear, as
ciclinas do tipo A séo degradas, o que facilita a formagédo dos complexos CDK1-ciclina B
responsaveis pelo controle do ciclo celular durante a mitose (MALUMBRES; BARBACID,
2005).
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Figura 3. Modelo cléssico de ciclo celular em mamiferos.

Ciclina B
CDK]
& CDK?2

Ciclina A Ciclina E

Fonte: adaptado de Malumbres & Barbacid (2009)

Ciclina D

Durante a mitose, o material genético replicado e os centrdbmeros sdo igualmente
distribuidos entre duas células filhas. A CDK-1, ligada tanto a ciclina A como a ciclina B, é a
chave mestra que controla a mitose, uma vez que controla 0s centrossomos e, por sua vez, 0
inicio da mitose. Os complexos ativos de CDK1 fosforilam mais de 70 substratos durante a fase
G2 e inicio da mitose para ativacdo da separacdo dos centrdmeros, ruptura do envelope nuclear,
condensacdo dos cromossomos entre outros processos (MALUMBRES; BARBACID, 2005).
Uma vez que os cromossomos estdo condensados e alinhados a placa metafésica, a atividade de
CDK1 é parada para permitir a separagdo das cromatides-irmas durante a ativacdo da separase,
uma protease que permite a diminuicdo da coesdo entre as cromatides (MUSACCHIO;
SALMON, 2007). A inativagio de CDK1 é necessaria, ainda, na descondensacdo dos
cromossomos, e reconstrucdo do envelope nuclear e citocinese (POTAPOVA et al., 2006).

A homeostase de tecidos adultos é caracterizada por um pool de celulas tronco
quiescentes que intermitentemente cedem celulas progenitoras com alta capacidade proliferativa.

A quiescéncia é necessaria para prevenir a exaustdo prematura da capacidade das células tronco
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adultas de repopular tecidos. Ha evidéncias de que os complexos CDK-ciclinas, modulados por
CKIs (inibidores), possam ser responsaveis pela manutencdo do estado quiescente de diferentes
populacgdes de células troncos. Desta forma, a dimuicdo da atividade de CDKSs pode resultar num
defeito da homeostase de tecidos especificos, hiperativacdo de CDKSs, que, por sua vez, podem
favorecer o desenvolvimento tumoral induzindo divisdes celulares ndo programadas em células
tronco e até mesmo em células progenitoras (MALUMBRES; BARBACID, 2009).

1.3 Importancia da morte celular no controle do cancer

A morte celular estd intimamente conectada com a vida de organismos multicelulares. O
balanco entre morte, proliferacdo e diferenciacdo celular é crucial para manutencdo da
homeostase durante a toda vida. A morte celular programada é essencial para muitos processos
fisiologicos, incluindo a formagdo de Orgdos, renovacdo de células epiteliais e selecdo de
linfocitos. No entanto, a morte celular, que ndo faz parte de um desenvolvimento programado, €
um sinal de estresse, injuria ou infeccdo e esta relacionada ao dano tecidual e patogénese
(PASPARAKIS; VANDENABEELE, 2015).

Os exemplos de morte celular podem ser classificados em dois ramos mutualmente
exclusivos: acidental ou regulada. A morte celular acidental é causada por insultos severos como
fisicos (aumento de temperatura e/ou pressdo), quimicos (detergentes e variacdes extremas de
pH) e mecanicos (ruptura), causando efeito imediato e € insensivel a intervencdes farmacologicas
ou genéticas de qualquer tipo. Ao morrerem, células expostas a extremos insultos fisico-quimicos
ou mecanicos podem liberar grande quantidade de componentes enddgenos imunomoduladores
que podem muitas vezes serem citotoxicos (GALLUZZI et al., 2014a).

Em contrapartida, a morte celular regulada envolve uma maquinaria molecular codificada
geneticamente (GALLUZZI et al., 2014b). Desta forma, o curso da morte regulada pode ser
alterado por meios farmacoldgicos e/ou geneticos. A morte regulada ocorre, ainda, de maneira
mais lenta e € iniciada perante as tentativas falhas de restaurar a homeostase celular (FULDA et
al., 2010).

Durante muitos anos a morte por apoptose era considerada a Unica forma de morte celular
regulada, onde necrose era sempre vista como um processo ndo regulado de morte celular

acidental. O termo apoptose foi introduzido por Kerr e colaboradores (1972) para descrever a
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morte celular que ocorria em tecidos de mamiferos. Desde entdo, estudos em varios organismos
modelos diferentes tém sido fundamentais para esclarecer os mecanismos e a regulacdo de
apoptose bem como identificar os diversos papéis biologicos desse processo (SUZANNE;
STELLER, 2013). A via apoptotica foi primeiramente caracterizada em Caenorhabditis elegans,
onde a morte de células somaticas acontecia de forma incomum. Em outros organismos,
incluindo insetos e mamiferos, a apoptose é regulada por vias epigenéticas e é também
importante na remocao de células com potencial danoso. A apoptose pode, ainda, ter papel em
uma serie de eventos morfogenéticos como, por exemplo, a formacdo das digitais nos dedos de
espécimes humanos (ZAKERI; QUAGLINO; AHUJA, 1994).

Células em processos apoptoticos mostram uma série de mudancgas fisicas bem
determinadas como a formacdo de blebs (prolongacdes aleatorias da membrana plasmatica),
permeabilizacdo da membrana externa da mitocondria, fragmentacdo de DNA, desintegracao
nuclear e eventualmente desintegracdo celular com a formacédo de corpos apoptéticos, que serdo
entdo fagocitados por células especializadas. Esses passos envolvem um programa molecular
bastante conservado que leva a ativacdo das caspases, uma familia de cisteina proteases que
degrada diversos substratos para facilitar a limpeza de células em processo de morte (DIX;
SIMON; CRAVATT, 2008; MAHRUS et al., 2008; CRAWFORD; WELLS, 2011).

As caspases estdo presentes nas células saudaveis como precursores inativos (zimogénios)
com pouca ou nenhuma atividade proteésica. No entanto, todos os estimulos que desencadeiam a
apoptose parecem fazé-lo por iniciarem eventos que levam a ativacdo das caspases. Até o
momento, trés vias principais de apoptose associadas as caspases tém sido relatadas em
mamiferos, e uma ou duas outras possiveis vias tém sido propostas, mas ainda de forma
controversa. Independente do tipo de via as quais as caspases sejam ativadas, todas levam a
ativacdo de trés caspases efetoras principais, a caspases 3, 6 e 7, e sS40 estas as responsaveis por
realizar grande parte da proteolise vista durante a fase final de apoptose (TAYLOR; CULLEN;
MARTIN, 2008a).

A apoptose pode ser iniciada por estimulos intracelulares (via intriseca) ou extracelulares
(via extrinseca). A apoptose intrinseca € caracterizada principalmente pela permeabilizagdo da
membrana externa da mitocondria, um processo que resulta na liberacdo do citocromo ¢ que, por
sua vez, formara um complexo com APAF-1 (fator de ativacdo de apoptose 1) e pro-caspase 9
chamado apoptossomo. O apoptossomo promovera entdo a ativacdo de caspase-9, que ativa a
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caspase 3 e promove a efetivacdo da apoptose (OW et al., 2008). A permeabilizacdo da
mitocdndria requer obrigatoriamente a presenca de dois membros da familia de proteinas Bcl-2
(célula-B de linfoma 2), BAX (proteina X associada a Bcl-2) e BAK-1 (antagonista/killer 1 de
Bcl-2), cuja sua atividade de formar poros na mitocondria pode ser inibida por outros
componentes da mesma familia de proteinas, incluindo o préprio Bcl-2, Bel-xL e MCL1
(CHIPUK et al., 2010). As interagdes fisicas e funcionais entre os dominios pro- e anti-
apoptoticos das proteinas Bcl-2 estdo ainda sobre o controle da familia de proteinas conhecida
como BH3, incluindo PUMA, BIM e BID (REN et al., 2010).

O termo “apoptose extrinseca” tem sido usado extensivamente para indicar exemplos de
morte celular apoptética que sdo induzidas por sinais de estresse extracelulares captados e
propagados por receptores transmembranicos especificos (GALLUZZI et al., 2012). A apoptose
extrinseca pode ser iniciada pela ligacdo a componentes letais tais como FAS/CD95
(FASL/CD95L), fatores de necrose tumoral (TNFa), TNFSF10 ou TRAIL, a varios outros
receptores (WAJANT, 2002). A iniciacdo dessa via leva a ativagdo de caspase 8 que em alguns
tipos de célula pode levar a ativacdo direta de caspase 3, que por sua vez leva a efetivacdo da
apoptose, e/ou a clivagem de BID que sinalizara ativacdo da via intrinseca de apoptose
(SRINIVASULA et al., 1996; YIN et al., 1999).

Apesar da enorme variabilidade do céncer, evidéncias demonstram que a resisténcia a
apoptose € uma das caracteristicas mais marcantes da maioria dos tumores malignos. De fato, a
analise do processo de tumorigénese revela que a capacidade de resistir a morte pode ser
adquirida por diferentes mecanismos e acontecer em varios momentos do desenvolvimento
tumoral. Desta forma, a apoptose tornou-se, na pratica clinica, um alvo potencial do uso
terapéutico da morte celular programada ou para compreensao dos mecanismos de resisténcia a
radioterapia e quimioterapia (GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007).

Tradicionalmente, a necrose tem sido considerada como um processo nao-regulado e
independente de apoptose. No entanto, estudos recentes tém demonstrado novos mecanismos
com caracteristicas tanto de apoptose como de necrose, desafiando a ideia de processo néo-
regulado. O termo “necrose regulada” foi proposto pelo Comité de Nomenclatura em Morte
Celular (NCCD, do inglés Nomenclature Committee on Cell Death) para classificar esses
mecanismos (GALLUZZI et al., 2012, 2014a). A necrose regulada ocorre em resposta a inimeras

injarias celulares como dano ao DNA, exposicdo a certas toxinas ou patogenos, a ligacdo de
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alguns componentes a receptores de membrana ou exposicao a espécies reativas de oxigénios
(EROS) (VANLANGENAKKER et al., 2012). No entanto, é preciso levar em conta que esses
“gatilhos” ndo sdo exclusivos da necrose programada, e podem, dependendo do contexto celular,
induzir outros tipos de morte celular como a apoptose.

Vander Berghe e colaboradores (2014) definem necrose regulada como uma morte celular
geneticamente controlada que eventualmente resulta em extravasamento celular e ¢é
morfologicamente caracterizada pela granulacdo bem como inchaco celular (oncose). Varios
subtipos de necrose programada como necroptose, parthanatos, ferroptose, autose, netose e
piroptose compartilham essas mesmas caracteristicas, mas os estimulos que as iniciam e as vias
moleculares envolvidas sdo diferentes (VANDEN BERGHE et al., 2014). Piroptose e necroptose
sdo os dois tipos mais caracterizados de necrose programada. A piroptose € tipo de morte celular
inflamatdria induzida pela ativacdo do inflamassoma (complexo proteico oligomérico do sistema
imunitério inato) e tem papel importante na defesa contra parasitas (LAMKANFI; DIXIT, 2014).
A necroptose, por sua vez, é mediada por RIPK3 e MLKL e estudos recentes sugerem que esse
tipo de morte tem funcBes importantes na patogénese de diversas doencas humanas
(PASPARAKIS; VANDENABEELE, 2015).

Outro tipo de morte importante a ser levada em consideracéo € a autofagia, um sistema de
degradacéo intracelular altamente conservado entre eucariotos (MIZUSHIMA; YOSHIMORI;
OHSUMI, 2011). O termo morte celular autofagica tem sido bastante utilizado para exemplos de
morte celular acompanhados por uma grande vacuolizacdo citoplasmatica e que culmina com
degradacdo lisossomal (GALLUZZI et al., 2017). A caracteristica principal desse tipo de morte é
a formagdo de uma estrutura de membrana dupla chamada de autofagossomo. Durante
determinado estimulo, como por exemplo a privacdo de alimento, uma por¢do do citoplasma
incluindo proteinas e organelas é confinada dentro do lumen do autofagossomo. Esses contetdos
internos sdo, entdo, degradados por hidrolases quando da fusdo de um autofagossomo e um
lisossomo (NODA; INAGAKI, 2015). Do ponto de vista bioquimico, todos os casos de morte
celular que exibem marcadores de autofagia como a lipidacdo de LC3/Atg8 (proteinal de cadeia
leve 3) ou aumento da degradacéo de substratos autofagicos como SQSTM1 (sequestrossomo 1)
sdo caracterizados como autofagia (GALLUZZI et al., 2012).

No passado, muitos pesquisadores chegaram a definir catastrofe mitotica como o caso de
morte celular que acontecia durante a mitose (RONINSON; BROUDE; CHANG, 2001;
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VAKIFAHMETOGLU; OLSSON; ZHIVOTOVSKY, 2008). Tendo em vista estudos recentes de
diversos grupos de pesquisa indicando que as aberracbes mitéticas eram capazes de induzir
senescéncia, e que por sua vez a morte celular poderia acontecer por vias apoptéticas e
necroticas, foi proposto uma nova definicdo e categorizacdo da catastrofe mitdtica baseada
puramente nas suas consideragdes funcionais (VITALE et al., 2011). Dessa maneira, a catéastrofe
mitdtica ndo seria caracterizada como um mecanismo executor de morte celular, mas sim um
mecanismo oncosupressivo que é iniciado por perturbacdes no aparato mitotico, € iniciado
durante a fase M do ciclo celular, em paralelo com algum grau de parada mitdtica e que, por
ultimo, pode encadear um processo de morte celular ou senescéncia (GALLUZZI et al., 2012).
Apesar de muitas vezes ndo ser considerada um tipo de morte celular per si, a catastrofe
mitotica induzida por agentes antimitdticos tem sido usada na terapia do cancer. Drogas
estabilizadoras de microtubulos, como os taxanos: paclitaxel e docetaxel, sdo usadas no
tratamento de céncer de mama, ovério, pulmdo e prostata. Enquanto que as drogas
desestabilizadoras, como os alcaloides da vinca: vimblastina e vincristina, sdo usados para tratar
canceres hematologicos (SALMELA; KALLIO, 2013; MC GEE, 2015). Assim, a inducdo de

catastrofe mitdtica €, também, uma estratégia eficiente na terapia do cancer.

1.4 As topoisomerases como alvos de terapia anticancer

As topoisomerases sdo essenciais para resolver os problemas topoldgicos associados com
a estrutura de dupla hélice do DNA e a necessidade de separacdo das fitas durante a replicacédo
semi-conservativa (WATSON; CRICK, 1953). Diveros estudos mostraram que as topoisomerases
participam em varios outros processos importantes incluindo transcricdo, manutencdo da
estrutura e segregacdo dos cromossomos (WANG, 2002). O estudo acerca das topoisomerases se
tornou o foco dos farmacologistas apds a descoberta de que uma classe altamente efetiva de
drogas com atividades antibidticas e anticancer tinham como mecanismo de agéo a inibicdo das
topoisomerases (NITISS, 2009; POMMIER et al., 2010a). Recentemente, as topoisomerases tém
ganhado importante destaque em Varios outros processos celulares com implicagdes no cancer e
doencgas neuronais.

Todas as topoisomerases, independente da classe, clivam a fita do DNA por ataque
nucleofilico de um residuo de tirosina do sitio ativo da enzima ao grupo fosfato do DNA,
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desfazendo a ligacdo fosfodiéster que une os nucleotideos. O corte da fita do DNA permite a sua
movimentacdo, sob o controle da enzima, que € responsavel por reduzir a tensdo sobre a
molécula. Em seguida, a topoisomerase religa a fita, agora relaxada, garantindo a integridade do
mate

rial  Figura 4. Topoisomerases humanas e seus mecanismos de agao.

geneé

tico. E importante registrar que a ligacio da enzima com o DNA é de natureza covalente
(POMMIER et al., 2010b)(Figura 4).
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Fonte: adaptado de Pommier et al. (2010)

A principal diferenca entre os tipos | e Il da enzima esta relacionada ao modo de clivagem
da fita do DNA (Figura 4). As topoisomerases tipo | clivam somente uma fita de DNA por vez a

qual é imediatamente relaxada e religada. Ja, as topoisomerases tipo Il clivam, simultaneamente,
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as duas fitas de DNA antes da religacdo, e assim possuem a capacidade de promover o
relaxamento do DNA super-enovelado (POMMIER et al., 2010).

As seis topoisomerases das células humanas tém papeis especializados para manutencao
dos genomas nuclear e mitocondrial. Por exemplo, a segregacdo dos cromossomos tem
necessidade imprescindivel de Top2a, enquanto que Top2p é importante na diferenciacdo de
células quiescentes, especialmente as células neuronais. Estudos recentes tem revelado que todas
as topoisomerases humanas tem funcdes especificas, e que especialmente durante a transcricéo,
essas enzimas podem ter funcdes até entdo nao relatadas. (POMMIER et al., 2016).

As topoisomerases agem introduzindo quebras temporarias de DNA usando um
mecanismo de transesterificacdo, que minimizam os riscos a estabilidade do genoma. Todavia,
agora € estabelecido que as topoisomerases podem tanto assegurar como desproteger a
integridade do genoma. Estudos mostram que as drogas anticancer, que possuem a Top2 como
alvo, induzem translocacdo do genoma, que podem levar a tumores secundarios, e trabalhos mais
recentes sugerem que Top2P pode ser responsavel por esses efeitos. Outros estudos revelaram
que Topl pode promover instabilidade do genoma por agir nos sitios enddgeno e exogeno de
dano ao DNA, uma vez que as topoisomerases conseguem gerar complexos de clivagem estaveis
que podem gerar quebra de fita do DNA comprometendo, assim, a estabilidade do genoma.

Na década de 1980, foram desenvolvidos varios farmacos anticancer que interferiam no
ciclo catalitico de enzimas topoisomerases humanas. Como exemplo, podemos citar a
doxorrubicina, o etoposideo e a camptotecina que até hoje sdo utilizados para o tratamento de
pacientes com cancer. Desde entéo, as topoisomerases se destacaram como novo alvo terapéutico
e passaram a fomentar a pesquisa de novos farmacos anticancer em todo o mundo
(CUMMINGS; SMYTH, 1993). Os farmacos anticancer que tém a topoisomerase como alvo,
geralmente, estabilizam os complexos de DNA formado pelas topoisomerases ou interferem no
préprio sitio catalitico da enzima. O primeiro tipo é chamado de ‘poison’, pois promovem a
formacdo de varias quebras na fita do DNA. Ja o segundo tipo, é chamado de inibidor catalitico e
simplesmente inibe a por¢do ATP-ase da enzima o que causa seu ndo funcionamento (POMMIER
et al., 2010).

Muitos estudos tém demonstrado o uso de inibidores de reparo do DNA associado ao uso
de inibidores de topoisomerase. As quebras de fita de DNA produzidas pela inibi¢cdo por

‘poisons’ sao removidas por tirosil-DNA fosfodiesterases. Tais quebras de fita podem ser
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parcialmente responsaveis pela morte celular e, desta forma, a inibigdo dessas fosfodiesterases
podem potencializar o processo de morte. Assim, é possivel criar tratamentos mais especificos
para as células tumorais, uma vez que as células tumorais ndo possuem mecanismos de reparo de
DNA capazes de resolver danos severos ao DNA (POMMIER, 2007). Os compostos capazes de
inibir ambas as enzimas (topo | e IlI) sdo uma outra importante estratégia. Desta forma, o
tratamento pode se tornar mais efetivo, uma vez que a inibi¢do de uma das enzimas promove,
geralmente, super-expressdo da outra enzima (SALERNO et al., 2010). Ainda, baseado no
potencial das topoisomerases como alvo terapéutico do cancer, apesar das dificuldades a serem
superadas, como 0s mecanismos de resisténcia, por exemplo, muitos trabalhos tém sido
publicados demonstrando a acdo inibitéria de diversos compostos sobres essas enzimas. Nesses
estudos, observa-se a utilizacdo de DNA isolado submetido a uma corrida eletroforética na
presenca da enzima e dos compostos-testes (ADJEI et al., 1998; HOLDEN, 2001; OPPEGARD
et al., 2009).

1.5 Produtos naturais como fonte de compostos anticancer

Desde os tempos pré-historicos, a humanidade tem usado produtos naturais oriundos de
plantas, animais, microrganismos e organismos marinhos em suas medicinas como forma de
aliviar e/ou tratar doencas. De acordo com o0s registros fosseis, o uso de plantas por seres
humanos pode ser identificado a pelo menos 60 mil anos atrds (SHI et al., 2010). O uso de
produtos naturais como medicina deve, é claro, ter representado um grande desafio para as
civilizagbes mais antigas. E muito provavel que durante a busca por comida, nossos antepassados
tenham consumido plantas venenosas, que causavam vOmitos, diarreia, coma, outras reagdes
toxicas e talvez até morte. No entanto, dessa maneira, a humanidade foi capaz de desenvolver
conhecimento sobre quais materiais eram bons para consumo ou para uso medicinal. Com o
passar do tempo, a humanidade inventou o fogo, aprendeu a produzir alcool, criou religides, e
fizeram diversos avangos tecnoldgicos até aprenderam como desenvolver remédios (YUAN et al.,
2016).

A era das “drogas modernas” teve inicio no comeco do século XIX. Em 1805, o composto
farmacologicamente ativo da morfina foi isolado pelo jovem farmacéutico alemdo Friedrich
Serturner (HAMILTON; BASKETT, 2000). A partir dai, varios outros compostos ativos tém sido
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isolados de plantas e, entre eles, muitos mantiveram o seu uso tradicional. Mais tarde, o
desenvolvimento das técnicas para formulagdo de compostos sintéticos levou a uma diminuicao
da importancia dos produtos naturais. No entanto, os produtos naturais ainda sdo importantes para
0 desenvolvimento de novas drogas. Algumas areas da medicina, como anticancer, anti-
hipertensiva, entre outros, tém se beneficiado bastante do arsenal de produtos naturais (JOO,
2014; NEWMAN; CRAGG, 2016).

Os compostos oriundos de produtos naturais evoluiram durante milhdes de anos e
possuem uma diversidade quimica Unica que, por sua vez, resulta na grande variedade de suas
atividades bioldgicas (GALM; SHEN, 2007). Consequentemente, eles tém sido empregados com
sucesso na descoberta de novos farmacos e tém exercido grande impacto também na bioquimica
(HONG, 2011). No ultimo século, a alta diversidade estrutural dos produtos naturais tem sido
estudada também na perspectiva da fisico-quimica. Sua eficacia é relacionada a complexidade de
suas propriedades quimicas bem organizadas, que confere muitas vantagens em termos de
eficacia e seletividade de seus alvos moleculares (YUAN et al., 2016).

Entre as drogas anticancer aprovadas entre 1940 e 2014, cerca de 62% foram derivadas ou
inspiradas em produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2016). Por exemplo, os alcaloides da
vinca oriundos de Catharanthus roseus e o taxano paclitaxel de Taxus brevifolia estdo entre os
farmacos de sucesso oriundo de plantas (LI-WEBER, 2009). Os alcaloides da vinca, incluindo a
vincristina, foram aprovados como quimioterapico em 1963 nos Estados Unidos e atuam
desestabilizando B-tubulina o que impede a formagdo dos microtubulos (JANSE VAN VUUREN
et al., 2015). O paclitaxel foi aprovado em 1992 para o tratamento de cancer de ovario e dois anos
ap6s para o tramamento de cancer de mama metastatico. O paclitaxel também age nos
microtubulos atrapalhando a dindmica do fuso mitético, que culmina com a inibicdo de mitose e
inducdo de apoptose em células tumorais (KHANNA; ROSENBERG; VAIL, 2015).

Durantes os Ultimos 50 anos, tem surgido uma grande diversidade de farmacos gracas ao
uso de metodologias de high-throughput screening (prospeccdo em larga escala) e o avanco da
quimica combinatdria e, ainda assim, os produtos naturais e seus derivados continuam a ter
grande importancia nas farmacopeias. Das cercas de 250 a 500 mil espécies de plantas
reconhecidas, apenas uma pequena porgdo foi estudada na busca de compostos bioativos.
Portanto, existe um grande potencial para futuras descobertas oriundas de plantas e outros
produtos naturais (NGO; OKOGUN; FOLK, 2013).
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As medicinas tradicionais, como por exemplo a medicina tradicional chinesa, fazem uso
principalmente de produtos naturais e sdo a forma mais antiga de medicina no mundo usada para
prevencdo e tratamento de doencas fisicas e mentais. A medicina tradicional é também conhecida
como um metodo complementar e alternativo e ainda hoje tem papel importante em varios paises
(ABDULLAHI, 2011). Na China, por exemplo, as medicinas tradicionais sdo uma parte
insepardvel do sistema de saude e vem ao longo dos anos ganhando respaldo inclusive da
medicina ocidental (DOBOS et al., 2005).

Apesar do uso extensivo de produtos naturais oriundos de plantas, a medicina tradicional
chinesa também faz o uso de produtos de origem animal. Cerca de 13% da medicina chinesa
provém de animais e, ao contrério das ervas medicinais, tais produtos ndo tem sido estudados
com o mesmo afinco (STILL, 2003). Dentre os produtos naturais de origem animal, os anfibios
possuem um rico arsenal de substancia quimicas que formam parte integral do seus sistemas de

defesa e também ajudam na regulacdo fisioldgica da derme (LU; NAN; LEI, 2008).

1.6 Metabolitos secundarios de anfibios como fonte de produtos naturais

Os anfibios estdo mundialmente distribuidos e podem ser encontrados em todos os
continentes, exceto na Antartica (CLARKE, 1997). Brasil e Coldmbia possuem o maior nimero
de espécies, 789 e 642, respectivamente. A China possui cerca de 335 espécies de anfibios, sendo
0 pais com maior nimero de espécies no Velho Mundo, o que justifica o uso desses animais em
sua medicina tradicional (WAKE; VREDENBURG, 2008). Dentre os anfibios, os sapos sao 0s
seres com maiores contribui¢cdes para a medicina humana. Existem cerca de 34 géneros e 410
espécies de sapos em todo o mundo (YANG et al., 2015).

A habilidade dos anfibios de viver em ambientes bastante diferentes pode estar atribuida a
evolucdo de varias adaptacdes morfologicas, fisioldgicas, bioquimicas e comportamentais. Os
principais mecanismos de adaptacdo fisiologica estdo relacionados a pele, o que certamente
desempenhou um papel importante na prevencdo da desidratacdo e permitiu a evolugdo e
adaptacOes sistematicas dos sapos. Além disso, a pele dos anfibios tem outras fungdes como
regulacdo da respiragdo, transporte de &gua e solutos, pressdo sanguinea, temperatura corporal e
producdo de compostos com atividade antibiotica para protecdo desses animais contra bacteéria,
virus, fungos e predadores (CLARKE, 1997). Dessa forma, a pele de sapos possui um rico
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arsenal de compostos quimicos que permitiu a sobrevivéncia e permanéncia desses animais nos
ambientes terrestres. Muitos desses compostos sdo sintetizados por glandulas que se encontram
por toda a pele dos sapos. Em espécies do género Bufo, glandulas exdcrinas multicelulares estao
localizadas atras dos olhos e sdo conhecidas como glandulas paratéides. As glandulas paratoides
sdo sitios de sintese de diversos compostos quimicos que promovem prote¢do contra infeccfes de
bactérias e fungos, sendo divididas em quatro categorias principais: aminas biogeénicas,
bufodienolideos, alcalbides, peptideos e proteinas. (Bettin & Greven, 1986; Cevikbas, 1978; Daly
etal., 1987). (DALY etal., 2004).

1.7 Bufadienolideos e suas propriedades anticancer

Os bufadienolideos foram originalmente encontrados na pele e glandulas paratéides de
sapos da familia Bufonidae, mas depois sua existéncia foi comprovada em plantas angiospermas,
artrépodes e até em mamiferos. Os componentes quimicos e as propriedades farmacoldgicas das
secrecOes das glandulas paratéides de sapos da familia Bufonidae tem sido estudada hd muito
tempo (CHEN; CHEN, 1933). Diversas culturas asiaticas, em especial os chineses, fazem uso de
secrecOes de pele de sapos em seus preparos medicinais (KRENN; KOPP, 1998). Um dos mais
conhecidos ¢ o Chan’Su, um extrato seco preparado da pele de Bufo bufo gargarizans e Bufo
melanostictus, sendo utilizado em vérias regiGes da China e outros paises asiaticos devido suas
propriedades anestésica, anti-inflamatoria, cardiotdnica, diurética, hemostatica, dentre outras. A
bufalina e a cinobufagina s&o os bufadienolideos mais importantes encontrados no Chan’Su e tem
sido bastante utilizados clinicamente para o tratamento de cancer na China (STEYN; VAN
HEERDEN, 1998)(YE et al., 2004) (LI et al., 2015).

Os glicosideos cardiacos sdo, geralmente, encontrados em plantas sendo tradicionalmente
usados como venenos de flecha, abortivos, eméticos, diuréticos e ténicos do coracdo. Compostos
extraidos da planta Digitalis pupurea, como digitalis, digoxina e oleandrina sdo famosos
exemplos dessa classe de compostos utilizados na insuficiéncia cardiaca. O potencial uso de
glicosideos cardiacos no tratamento do cancer, investigado cerca de 40 anos atras, foi deixado de
lado devido a alta toxicidade desses compostos. No entanto, estudos recentes sugeriram que a
apoptose produzida por digitalis em células tumorais humanas ocorriam a concentracfes que ndo
ofereciam toxicidade a humanos (NEWMAN et al., 2008).
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Os esteroides cardiotonicos, sindnimo de glicosideos cardiacos, possuem estrutura
semelhante a esteroides com um anel de lactona insaturado e, geralmente, uma porcao de agucar.
Os que possuem a lactona 2-furanona sdo classificados como glicosideos cardiacos e 0s que
possuem a lactona 2-pirona séo classificados como bufadienolideos (Figura 5) (CALDERON-
MONTARNO et al., 2014). Além disso, todos os bufadienolideos possuem 24 carbonos
relacionados a forma livre do colesterol ou conjugado sulfatos, ésteres dicarboxilicos e
aminoéacidos no carbono C-3 (STEYN; VAN HEERDEN, 1998).

Figura 5. Estrutura quimica dos glicosideos cardiacos.
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A estrutura béasica dos cadernolideos e bufodienolideos e estruturas do cardenolideo digitoxina e o bufadienolideo
bufalina s&o mostrados.

Cerca de 250 bufadienolideos ja& foram identificados em plantas (Crassulaceae,
Hyacinthaceae, Iridaceae, Melianthaceae, Ranunculaceae e Santalaceae) e animais, como 0s
sapos Rhinella (previamente Bufo), Rhaebo e Peltophryne, cobras (Rhabdophis tigrinus) e
artropodes (Photinus) (KRENN; KOPP, 1998; CUNHA-FILHO et al., 2010; FERREIRA et al.,
2013a; PERERA CORDOVA et al., 2016). A grande variedade dos compostos conhecidos
diferem apenas nas posi¢Oes e substituices de alguns radicais (MENG et al., 2001; GAO et al.,
2011). As relacGes estrutura atividade mostraram agoes cardiotonicas (LICHTSTEIN et al., 1991;
HAUCK; FRISHMAN, 2012), antivirais (KAMANO et al., 1988; WANG et al., 2011),
citotoxicas (CUNHA-FILHO et al., 2010; GAO et al., 2011; FERREIRA et al., 2013a; SCIANI et
al., 2013) bactericidas (CUNHA FILHO et al., 2005), antiparasitarias (TEMPONE et al., 2008),

inseticidas (SUPRATMAN et al., 2000), antiangiogénicas, hipertensivas e imunossupressivas
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(CUNHA-FILHO et al., 2010). Grande parte dos efeitos citados acima sdo consequéncia da
inibicdo da bomba de sodio e potassio pelos bufadienolideos.

A bomba de sdédio e potassio (Na*/K*Atpase) ¢ uma proteina de transmembrana
encontrada em todos os eucariotos superiores e age mantendo o balanco i6nico e osmotico das
células. Recentemente, foi reconhecida como importante sinalizador de varias vias celulares, mas
seu papel farmacoldgico mais importante diz a respeito a sua inibicdo que aumenta a forga
contratil do miocardio em condigdes patologicas como a insuficiéncia cardiaca. Atualmente, além
do aumento da forca contratil, tem-se aumentado o uso de inibidores de Na+/K+ATPase com
acdo anticancer em vérias tecidos tumorais como préstata, mama, pulmdo e leucemia
(ALEVIZOPOULOS et al., 2014).

Varios estudos mostram que a secrecOes de pele obtidos das espécies de sapo Rhinella
crucifer, R. major, R. schneideri, R. margaritifer, Phyllomedusa hypocondrialis e Rhaebo
guttatus sdo uma otima fonte de bufalina, telocinobufagina, hellebrina e cinobufagina. Tais
bufadienolideos s&o capazes de reduzir os niveis das proteinas antiapoptéticas como Bcl-2, a
viabilidade celular, a sintese de DNA e provoca diversas mudancas morfologicas em células de
cancer de mama (MDA/MB-231 e MCF-7) (YEH et al., 2003; SCIANI et al., 2013). O Chan’Su é
extensamente usado na medicina tradicional chinesa para o tratamento de diversos tipos de
cancer. Esse extrato é capaz de diminuir a viabilidade celular, inducdo de apoptose, quebra de fita
simples e dupla do DNA e surgimento de microndcleos (LEE et al., 2014a). Dentre 0s varios
bufadienolideos ja isolados e estudados em relacdo suas propriedades anticancer, a bufalina e a
cinobufagina ganham destaque.

A bufalina, em especial, é um dos bufadienolideos mais estudados frente a diversas
linhagens tumorais, como por exemplo células leucémicas e de melanoma. A bufalina é capaz de
induzir diferenciacdo em células leucémicas K562, HL60, U937 e ML1 para mondcitos ou
células semelhantes a macrofagos (ZHANG et al., 1991; NUMAZAWA et al., 1994). Esses
bufadienolideos promovem ainda parada no crescimento de células ML1 na fase G2 do ciclo
celular. Tais efeitos de bufalina em células leucémicas é semelhante ao efeitos do inibidores de
topoisomerase e a bufalina ja se mostrou capaz de reduzir o nivel de topoisomerase 1l em células
leucémicas HL-60 (HASHIMOTO et al., 1997). A bufalina também foi capaz de reduzir a
atividade catalitica de topoisomerase 1l em células de ovario de hamster (PASTOR et al., 2002).

Tanto bufalina como cinobufagina séo capazes de aumentar a concentracdo de calcio intracelular
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em varias linhagens de prostata por inibicdo da Na*/K*ATPase (YEH et al., 2003). A inibicdo da
mesma enzima foi responsavel também pelo efeito de diferenciacdo celular em K562
(NUMAZAWA et al., 1994). Em sua maioria os relatos envolvendo incubacdo por bufalina
levam a inducdo de morte por apoptose por vias extrinseca e/ou intrinseca em diversas linhagens
celulares tumorais (MASUDA et al., 1995; NASU et al., 2005a; ZHU et al., 2012; DING et al.,
2014; CHEN et al., 2015b). No entanto, ha relatos os quais bufalina promoveu morte do tipo
autofagica (XIE et al., 2011a; HUANG, 2012; HSU et al., 2013; SHEN et al., 2014). Abrindo,
dessa forma, o espaco para o0 possivel envolvimento de outros tipos de morte celular por
bufadienolideos.

Em estudos prévios realizados pelo nosso grupo, hellebrigenina, um bufadienolideo
extraido de Rhinella scheneideri, mostrou ser capaz de diminuir o nimero de células viaveis por
inducdo de apoptose e parada do ciclo celular em G2/M em células leucémicas HL-60. A
auséncia de dano em DNA e estudos in silico indicou ainda a inibicdo catalitica de topoisomerase
Il (SOARES, 2013). Em outro estudo do nosso grupo, marinobufagina, isolada de Rhinella
marina, apresentou resultados semelhantes de diminuicdo de células, apoptose e parada de
células tumorais de prostata (PC-3) na fase G2/M do ciclo celular (LIMA, 2016).

1.8 O sapo Rhinella schneideri

A familia Bufonidae possui cerca de 51 géneros e 596 espécies distribuidas em todo o
mundo, exceto Australia, outras regides da Oceania, deserto do Sahara, Madagascar, Artico e
Antartica. Estudos moleculares e filogenéticos levaram recentemente a mudanca nessa familia e
alguns taxons tiveram sua nomenclatura alterada. Por exemplo, Chaparro e colaboradores (2007)
sugeriram que a maioria das espécies do género Bufo fossem colocadas no género Rhinella. No
Brasil, a familia Bufonidae é composta por sete géneros e Rhinella é o mais representativo com
cerca de 40 espécies. Os representantes desse género s@o conhecidos pelo nome popular de
“sapo-cururu” (do Tupi kuru’ru, que significa sapo grande) (FROST et al., 2006; PRAMUK,
2006; DARREL R., 2016).

O anfibio Rhinella schneideri (Werner, 1984) (Figura 6) da familia Bufonidae, descrito
primeiramente com nome de Bufo paracnemis (A. Lutz, 1925), é nativo da América do Sul e
ocorre principalmente na Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai. Abrange grande parte



40

do Brasil, uma vez que ocorre do Ceara até Rio Grande do Sul e é conhecido popularmente como
cururu e sapo-boi (BASTOS et al., 2003; FROST, 2010; COCHRAN, 1955).

Figura 6. Rhinella schneideri.
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A espécie Rhinella schneideri pertence a um grupo que congrega animais de grande porte
possuindo membros curtos e coloragdo que varia de castanho-claro a escuro. Possui pele &spera
com regido dorsal bastante rugosa devido a presenca de glandulas cutaneas (COCHRAN, 1995).
Duas dessas, localizadas logo atrés dos olhos, sdo chamadas de glandulas paratéides e, atras da
tibia estdo, as glandulas paracnemis. Quando espremidas, as glandulas liberam veneno através de
grandes poros, que, escorre pela pele do animal. O veneno possui bufotoxinas (bufadienolideos),
causando apenas pequenas irritagdes cutdneas em pessoas sensiveis, mas se ingerido, geralmente
por cdes, pode causar sérias complicacfes envolvendo os sistemas nervoso e circulatorio
(CARDOSO et al., 2003; FROST, 2010; IUCN, 2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

e Estudar o mecanismo de acdo dos compostos 3-acetato de bufalina (modificado) e
bufalina isolados de Rhinella schneideri, bem como comparar seus efeitos em modelos in

vitro.

2.2 Objetivos especificos:

e Avaliar os efeitos dos bufadienolideos sobre a viabilidade de células tumorais e células
normais;

e Determinar atividade citotoxica dos bufadienolideos em tempo real utilizando células
tumorais prostaticas (PC-3)

e Auvaliar o efeito dos bufadienolideos sobre a viabilidade e morfologia de células PC-3

e Avaliar o efeito dos bufadienolideos sobre a externalizacdo de fosfatidilserina,

despolarizacdo mitocondrial e participacdo das vias apoptoticas em células PC-3

e Avaliar o efeito dos bufadienolideos sobre o contedtdo de DNA nuclear e a ciclinas
controladoras do ciclo celular

e Determinar o potencial de dano ao DNA dos bufadienolideos em células PC-3

e ldentificar o envolvimento das vias de reparo de DNA por bufadienolideos em células
knockout de galinha (DT40)

e Avaliar a interacdo dos bufadienolideos sobre as topoisomerases in vitro e in silico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Metodologia Experimental

3.1.1 Isolamento, identificacdo e modificacdo dos bufadienolideos

Com o objetivo de obter bufodienolideos em quantidade suficiente para a producéo de
derivados esteroidais e avaliacdo das atividades bioldgicas, adquiriu-se, por compressdo da
glandula paratoide, o veneno de 350 espécimes do sapo Rhinella schneideri, sob a autorizacdo do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA-097/06,
processo 02010.000832/04-74). Os animais capturados foram soltos no local de captura em
Brasilia, de forma a evitar futuros impactos ambientais na anfibiofauna da regido. Apés a
desidratacdo e pulverizagdo do veneno fresco, 95 g do veneno foram obtidos. A extracdo do
veneno com acetato de etila, a temperatura ambiente, seguida da evaporacao do solvente a vacuo,
em evaporador rotativo, um solido amorfo e amarronzado (9g) foi adquirido. Por¢des de cerca de
1 g foram cromatografia em coluna dry-flash com dxido de aluminio neutro (alumina). Destas
foram isolados os bufodienolideos, os quais foram caracterizados por métodos fisico-quimicos e
espectométricos, modificados quimicamente e submetidos a ensaios biologicos (CUNHA-
FILHO, 2010).

Para os procedimentos de obtencdo de bufadienolideos monoacetilados, o composto
bufalina (0,3-0,1 mmol) foi tratado com anidrido acético (0,6-1,2 mL) e piridina (0,8-1,6 mL) por
24 horas a temperatura ambiente. A mistura reacional foi vertida em agua com gelo e extraida
com diclorometano por trés vezes. Os extratos combinados foram concentrados a um terco do
volume e lavados com &cido cloridrico a 5%, salmoura e secos com Na>SOa4. Apds evaporacdo do
solvente, o residuo foi recristalizado com acetona e hexano, fornecendo o composto 3-acetato de
bufalina.

O isolamento e modificagdo dos bufodienolideos bufalina e 3-acetato de bufalina (Figura
7) foi realizado no Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia sob supervisao da Prof? Dr 2,
Maria Lucilia dos Santos.
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Figura 7. Estrutura quimica dos bufadienolideos estudados.

A — bufalina (BUF-05). B — 3-acetato de bufalina (BUF-06).

3.1.2 Avaliacao da atividade citotoxica in vitro
3.1.2.1 Linhagens e modelos celulares

As linhagens celulares utilizadas para avaliacdo da atividade antiproliferativa foram
obtidas a partir da doacdo do Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (US-NCI e estéo
listadas na tabela 1.)

As células mononucleadas de sangue periférico (CMSP) obtidas de voluntérios sadios em
condi¢es adequadas foram utilizadas como modelo para avaliagdo da citotoxicidade sobre
células normais ndo transformadas. O projeto foi submetido e aprovado no comité de ética de

pesquisa em humana; Protocolo COMEPE (Comité de Etica de Pesquisa da UFC) n° 281/09.



Tabela 1. Linhagens utilizadas no ensaio de citotoxicidade in vitro por meio do teste do MTT.

Linhagem Tipo Histoldgico Origem Concentracéao

HL-60 Leucemia promielocitica ~ Humana 0,3 x 10° céls./mL
HCT-8 Carcinoma de célon Humana 0,7 X 10° céls./mL
HCT-116 Carcinoma de célon Humana 0,7 x 10° céls./mL
MDAMB-435 Melanoma Humana 0,1 x 10° céls./mL
OVCAR-8 Adenocarcinoma de ovario Humana 0,1 x 10° céls./mL
PC3-M Carcinoma de prostata Humana 0,1 x 10° céls./mL
SF-295 Glioblastoma Humana 0,1 x 10 céls./mL
CMSP Linfocitos Humana 1,0 x 10° céls./mL
L929 Fibroblastos Murina 0,1 x 10° céls./mL
V79 Fibroblastos Murina 0,1 x 106 céls./mL
J774 Macrofagos Murina 0,1 x 108 céls./mL

3.1.2.2 Manutencdo das linhagens celulares

45

As linhagens celulares foram manuseadas em ambiente estéril de cdmera de fluxo laminar

vertical e mantidas em incubadora de CO2 a 37 °C com atmosfera de 5% de CO»-.

As linhagens celulares foram cultivadas em frascos plasticos para cultura (25 cm?, volume

de 50 mL ou 75 cm?, volume de 250 mL, Corning), utilizando o meio de cultura RPMI 1640

complementando com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos (para uma concentracédo

final de 100 U/mL penicilina e 100 pug/mL estreptomicina).

As culturas tiveram seu crescimento acompanhado sob microscopio 6ptico de inversdo a

cada 24 horas. Quando necessario, as células foram repicadas em meio de cultura novo, numa

concentragio de 0,5-1,0 x 10° células/mL. Para o desprendimento das células aderidas foi
utilizado solugéo de tripsina-EDTA 0,5% (Gibco) diluida em PBS.

3.1.2.3 Obtencéo das células mononucleadas do sangue periférico (CMSP)
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As células mononucleadas foram obtidas do sangue periférico de voluntarios sadios
coletado em tubos tipo Vacutainer contendo solugédo de EDTA K (BD Vacutainer®) como
anticoagulante. Apds a coleta, 8 mL de sangue total foram vagarosamente depositados sobre 2
mL de Ficoll-Hypaque (Sigma) e centrifugados para separacdo das fases da solucdo por
velocidade de sedimentagdo. As células mononucleadas concentram-se na camada localizada na
interface entre o plasma (fase clara) e os eritrécitos (fase escura). As CMSP foram retiradas,
lavadas duas vezes com PBS e ressuspendidas em meio RMPI 1640 suplementado com 20% de
soro fetal bovino e 1% de antibidtico (100 U/mL para penicilina e 100 pg/mL para
estreptomicina). Para estimular a proliferagdo dos linfdcitos, foi adicionado ao meio 3% do
agente mitogénico fito-hemaglutinina.

3.1.2.4 Testedo MTT

Principio do Teste

O ensaio consiste em uma andlise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-
dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetraz6lio (MTT) para formazan, pela atividade da
enzima succinil-desidrogenase presente na mitocondria da célula viavel (MOSMANN, 1983),

permitindo, dessa forma, quantificar a porcentagem de células vivas.

Procedimento Experimental

As células em suspensdo ou monocamadas foram distribuidas em multiplacas de 96 pogos
em densidade entre 0,7 x 10° e 0,3 x 10° células/mL (ajustado para cada linhagem, como
mostrado na tabela 1). As células foram incubadas durante 72 horas em presenca de 3-acetato de
bufalina (BUF-06) e bufalina (BUF-05). Ap6s o periodo de incubacdo, as placas foram
centrifugadas (1500 rpm/15 min), e o sobrenadante foi descartado. Cada pogo recebeu 150 pL da
solucéo de MTT (10% em meio RPMI 1640) e a placa foi reincubada durante 3 horas em estufa a
37°C e a 5% CO2. ApoOs esse periodo, as placas foram novamente centrifugadas (3000 rpm/10
min), o sobrenadante foi desprezado, e o precipitado foi ressuspendido em 150 pL de DMSO

para a quantificagdo do sal reduzido (formazan) nas células vivas. As absorbancias foram obtidas
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com o auxilio do espectrofotdmetro de placa utilizando o programa Multimode Detection
Software (Beckman Coulter Inc.) no comprimento de onda de 595 nm.

Andlise dos Dados

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos erros-padrdo. O
grafico absorbancia x concentragdo foi registrado e determinado a sua concentracdo inibitoria
média capaz de provocar 50% do efeito maximo (CI50) e seus respectivos intervalos de
confianca de 95% (IC 95%) realizado a partir de regressédo nédo-linear no programa GraphPad

Prism Software versao 6.0.

3.1.3 Estudo do mecanismo de agdo

Para os experimentos de determinacdo dos mecanismos de acdo de 3-aceto de bufalina e
bufalina, foram utilizadas as células de carcinoma de préstata PC-3 na concentra¢do 0,5 x 10°
células/mL e avaliadas quanto a diversos efeitos celulares. Os protocolos aplicados neste estudo
examinaram os efeitos concentracdo e tempo dependentes. As concentragdes foram estimadas a
partir do valor de CI*® dos bufadienolideos encontrada no método do MTT para esta mesma
linhagem celular ap6s incubacdo por 72 horas. As concentracdes utilizadas nos demais
experimentos foram baseadas na Clso obtida no teste de MTT. Desta forma, as concentragoes
escolhidas foram 30, 60 e 120 nM para 3-acetato de bufalina (BUF06); 80 e 120 nM para
bufalina (BUF05). Os grupos do controle negativo receberam a mesma quantidade de DMSO

enguanto a doxorrubicina (0,5 uM) foi utilizada como controle positivo.

3.1.3.1 Viabilidade em tempo real por impedancia

Principio do Teste

O ensaio baseia-se na capacidade das células de mudarem a impedancia ao aumentarem

sua superficie de contato com o fundo de placas revestidas de ouro. Tais placas, possuem eletrodos
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que permitem mensurar indiretamente crescimento e aderéncia das células por alteracdo da

impedancia.

Procedimento Experimental

Antes do plaqueamento das células, 90 uL de meio foram adicionados aos pogos de
placas de 16 pocos revestidas de ouro para mensuracao da impedancia de base das placas. Apos,
5.000 células da linhagem PC-3 foram plagueadas em cada po¢o em 100 uL de meio RMPI
adicionado de 10% de soro fetal bovino e 1% de antibi6tico. Apds 20 min, as placas foram
conectadas ao aparelho XCELLigence® RTCA DP (Acea Bioscienses) para mensuracdo da
impedancia. Apos 24 horas de incubacdo, 10 pL das drogas diluidas em RPMI 1640 nas
concentracdes de 30, 60 e 120 nM para BUF06, 80 e 160 nM para BUF05. Apo6s 96 horas de
incubacdo, os gréficos mostrando as curvas de impedancia foram adquiridos atraves do software
RTCA Analysis Software 1.0.

Concomitantemente, células da linhagem PC-3 foram plaqueadas na concentracdo de 0,5
x 10°% células/mL em placas de 24 pocos para aquisicdo de fotomicrografias obtidas em
microscopio invertido Axio Vert (Zeiss). Apds 24 horas de incubacdo os bufadienolideos foram
acrescentados nas mesmas concentracdes mencionadas acima. As fotos foram obtidas ap6s 3, 6,

12, 24 e 48 horas de incubacdo.
3.1.3.2 Anélise da morfologia celular por coloracéo diferencial
Principio do Teste
A coloracao nesse experimento se baseia em interacdes eletrostaticas entre os corantes e
as as moléculas-alvo. Essa coloragcdo possui azul de metileno (corante basico), eosina (corante
acido), entre outros componentes basicos que permitem distinguir o citoplasma e o nucleo, sendo
possivel analisar a célula quanto a sua integridade nuclear, bem como altera¢cdes no citoplasma.

Essa técnica é bastante indicada para estudo de padrdo de morte celular (apoptose/necrose).

Procedimento Experimental
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Antes do plagueamento, laminas circulares foram adicionadas ao fundo dos pocos das
placas. Células da linhagem PC-3, plaqueadas a concentracio 5 x 10° células/mL foram
incubadas por 24 e 48 horas com as drogas teste e examinadas ao microscopio invertido. Para
observar a morfologia, as laminulas circulares foram retiradas das placas e a fixacdo foi feita
usando o reagente 1 e a coloragdo seguida por 30 segundos no reagente 2 e 5 segundos no
reagente 3 do kit Pandtico Rapido ®.

Analise dos Dados

As laminas contendo as células coradas foram levadas ao microscopio para avaliacdo das
suas caracteristicas morfoldgicas e comparadas ao controle (ndo-tratadas). O registro das

alteracoes foi feito por fotografia em microscopia Optica.

3.1.3.3 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica utilizada para se determinar diferentes caracteristicas
das células. Os citbmetros analisam as células em meio liquido que passam através de uma fonte
de luz. O desvio da luz, que esta relacionado diretamente com a estrutura e morfologia das
células, e a fluorescéncia sdo determinados para cada particula que passa pela fonte de excitacao.
Apbs a aquisicao do desvio da luz e fluorescéncia de cada particula, a informacéo resultante pode
ser analisada utilizando-se um computador com programa especifico acoplado ao citbmetro
(SHAPIRO, 1995).

Para todos os compostos testados, cinco mil eventos foram avaliados por experimento e
os debris celulares foram omitidos da analise. A fluorescéncia de células da linhagem PC-3 foram
entdo determinadas por citbmetro de fluxo Guava EasyCyte Mine usando o software Guava
Express Plus apos 24 e 48 horas de incubagdo. Cinco mil eventos foram analisados para cada

replicata em trés experimentos independentes.

3.1.3.3.1 Determinacédo da integridade da membrana, densidade e morfologia celular



50

Principio do teste

Este método consiste na capacidade do iodeto de propideo (PI) se ligar ao DNA de células
cuja membrana plasmatica esteja rompida, como nos casos de apoptose tardia e necrose, emitindo
uma alta fluorescéncia quando excitado pelo laser de argbnio (488 nm). Nas células cuja
membrana permance integra (células vidveis), o Pl ndo consegue penetrar e, portanto, emite uma

fluorescéncia mais baixa, com isso as células vivas podem ser diferenciadas das mortas.

Procedimento Experimental

Uma aliquota de 100 pL de suspensdo de células tratadas (com BUF-05 e BUF-06) e ndo
tratadas foi incubada com 200 pL de uma solugédo de PI 1 pg/mL. Apds 15 minutos de incubacéao
no escuro, as amostras foram centrifugadas a 2000 rpm/5 min. O sobrenadante foi entdo
descartado e 100 pL de PBS foi adicionado em cada amostra. Ap6s um periodo de 30 minutos
incubadas no escuro, as amostras foram analisadas no citdbmetro de fluxo (CURY-
BOAVENTURA et al., 2004).

3.1.3.3.2 Determinacédo da Externalizacao da Fosfatidilserina — Anexinna V

Principio do Teste

Um dos principais processos gque ocorrem na apoptose € a perda da assimetria da
membrana fosfolipidica com a translocacdo da fosfatidilserina (PS) da membrana interna da
bicamada lipidica para superficie celular. A externalizagdo da PS ainda continua como um
processo nédo totalmente conhecido, mas sabe-se que a externalizacdo da fosfatidilserina funciona
como um sinal da célula para que os macréfagos as fagocitem, antes da perda da integridade de
membrana celular (VERMES et al., 1995).

Procedimento Experimental
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A externalizacdo da fosfatidilserina foi analizada por citometria de fluxo ap6s coloracéo
da fosfatidilserina com a anexina V (VERMES et al., 1995). Foi utilizado o kit Guava Nexin para
determinar apoptose inicial e tardia. As células foram lavadas duas vezes com PBS gelado e
ressuspendidas em 135 pL de PBS com 5 pL de 7-amino-actinomicina (7AAD) e 10 uL de
anexina V conjugada com ficoeritrina (PE). As células foram gentilmente agitadas e incubadas
por 20 minutos em temperatura ambiente (20-25°C) no escuro. Posteriormente, as células foram
analisadas por citometria de fluxo (EasyCyte/Guava Technologies). Anexina V é uma proteina
ligada a um fosfolipidio que tem alta afinidade por PS. 7AAD, € um corante hidrofilico
impermeavel em células intactas, e é utilizado como um indicador da integridade da membrana
celular. A fluorescéncia da anexina V conjugada com a ficoeritrina foi mensurada por
fluorescéncia amarela-583nm e o 7AAD na fluorescéncia vermelha a 680 nm. A percentagem de

células viaveis e de células apoptdticas inicial e tardia foi calculada.

Analise dos Dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrdo da média de 2 experimentos
realizados em triplicata. Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre o0s
diferentes grupos, os dados foram comparados por analise de varidncia (ANOVA) seguida por
Teste de Newman, com nivel de significancia de 5%. (p < 0,05)

3.1.3.3.3 Analise do conteudo e fragmentacdo de DNA (Ciclo Celular)

Principio do Teste

Esse teste baseia-se na capacidade do iodeto de propideo ligar-se ao DNA. Inicialmente a
membrana plasmatica das células foram lisadas por um detergente, permitindo que o PI ligue-se
ao DNA de todas as celulas. Celulas com o DNA integro emitirdo alta fluorescéncia, ja nucleos
com condensacdo da cromatina e DNA fragmentado incorporam menos Pl e por isso emitem

menor fluorescéncia, sugestivo de apoptose. Além disso, o Pl consegue intercalar
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proporcionalmente a quantidade de DNA da célula, podendo entdo mensurar as fases do ciclo

celular, através da quantidade de DNA presente em cada fase do ciclo celular.

Procedimento Experimental

Uma aliquota de 100 pL de suspensdo de células tratadas e ndo tratadas foi incubada com
100 pL de uma solucdo de lise (0,1% de citrato de sddio, 0,1% de Triton X-100 e 2 pug/mL de
iodeto de propideo em PBS). Apds um periodo de 30 minutos, onde 0s tubos permaneceram no

escuro, as amostras foram analisadas no citdmetro de fluxo (NICOLETTI et al., 1991).

3.1.3.3.4 Determinacédo do potencial transmembranico mitocondrial

Principio do teste

Esse teste se baseia na capacidade da mitocondria em sequestrar um corante fluorescente,
rodamina 123. Quando esta organela apresenta potencial transmembranico inalterado, as células
que sequestram a rodamina emitem alta fluorescéncia quando atingidas pelo laser. Alteracdes no
potencial transmembranico levam ao efluxo da rodamina de dentro da mitocondria, gerando
eventos que emitirdo menor fluorescéncia quando comparado as células que possuem

mitocOndrias normais.

Procedimento Experimental

Uma aliquota de 100 pL de suspensdo de células tratadas e ndo tratadas foi incubada com
200 pL de uma solugdo de rodamina 1 pg/mL. Ap6s 15 minutos de incubacdo no escuro, as
amostras foram centrifugadas a 2000 rpm/5 min. O sobrenadante foi entdo descartado e 100 pL
de PBS foi adicionado em cada amostra. Apds um periodo de 30 minutos incubadas no escuro, as
amostras foram analisadas no citdmetro de fluxo (CURY-BOAVENTURA et al., 2004).

3.1.3.4 Expresséao de proteinas por Western Blot
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Principio do teste

A técnica baseia-se na extracdo de proteinas atraves da lise celular, seguida de uma
separagdo em um gel de eletroforese. Posterior a esse passo, as proteinas separadas s&o, entao,
transferidas para uma membrana revelando, ap6s marcacdo apropriada, as bandas para cada
proteina. Como o anticorpo s6 se ligas as proteinas especificas, apenas a banda marcada é
visivel.. A membrana é, entdo, incubada com anticorpos especificos para as proteinas
investigadas e a revelacdo das bandas é realizada por sondas do anticorpo secundério ligadas a
peroxidase (MAHMOOD & YANG, 2012; MACPHEE, 2010).

Procedimento Experimental

Foram utilizados no experimento os anticorpos para procaspases 9, 8, 3 e 7. Além de
anticorpos para Bcl-xL, Bcl-2 e Bax e para as ciclinas A2 e B1. O anticorpo B-actina (Cell
Signaling Tecnhology®) foi utilizado como referéncia experimental. Os anticorpos secundarios
anti-mouse 1gG (Cell Signaling Tecnhology®) e anti-rabbit IgG (Cell Signaling Tecnhology®)
ligados a peroxidase foram utilizados como anticorpos secundarios para deteccao da proteina. Os
anticorpos foram solubilizados de acordo com as instrucdes do fabricante (BSA 5% ou Leite 5%),

diluidos em 1:1000, exceto a B-actina, e 0s anticorpos secundarios foram diluidos em 1:2000.

Extracdo de proteinas

Para esse experimento, as células PC-3 cultivadas com 150 mil células por poco foram
tratadas com duas doses de BUF06 (60, 120 nM) e uma dose de BUF05 (120 nM). A
doxorrubicina foi utilizada como controle positivo na concentracdo de 0,5 pM. O controle
negativo recebeu a mesma concentracdo de DMSO que a concentracdo mais alta da substancia
testada. Ap6s o periodo de tratamento de 48 horas, as células passaram por um processo de
extracdo de proteinas. Para tal, o sobrenadante e as células, apés tripsinizacdo, foram colocados
em um tubo falcon e centrifugados a 2000 rpm por 5 minutos. Decorrido o tempo, o sobrenadante
foi descartado e as células foram lavadas duas vezes com PBS. O pellet foi transferido para um

tubo eppendorf e ressuspendido em tampdo RIPA Lysis Buffer (Milipore) 1X acrescido de
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coquetel de inibidores de proteases (1:100 v/v), ortovanodato de sodio (1:100 v/v) e PMSF
(1:100 v/v). Em seguida, as amostras foram colocadas em gelo e sonicadas trés vezes por 60
segundos com um intervalo de 2 minutos entre as sonicacfes. Terminado este processo, as
amostras foram lisadas gentilmente por 15 minutos em gelo. A mistura foi centrifugada a
14.000xg por 15 minutos. O sobrenadante resultante foi transferido para um novo tubo para
futura quantificacdo.

Quantificacdo de proteinas

Apos a lise celular e extracdo proteica, a quantificacdo de proteinas totais foi realizada
através de um ensaio colorimétrico utilizando um kit DC Protein Assay (BioRad Laboratories), o
qual se baseia no método de Lowry. Para calibracdo do método foi realizada uma curva padréo de
BSA (0,2 — 2 mg/mL, Sigma) diluida em tampédo RIPA completo. Com auxilio de uma placa de
96 pogos cada amostra foi testadas em triplicata utilizando-se 5 pL por replicata. Ao branco foi
adicionado somente tamp&o RIPA completo. Incluiu-se em todos os pogos 25 puL do reagente A’
(2 % de reagente S + 98 % de reagente A) seguido de 200 pL de reagente B (BioRad
Laboratories). As amostras foram incubadas por 10 minutos na auséncia de luz sob leve agitacao.
A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 620 nm. A curva da
BSA foi gerada por regressao linear no programa GraphPad Prism verséo 6.0. Os pontos foram
plotados em gréafico de absorbancia versus quantidade de proteinas e foi gerada uma equacéo
linear. Os valores de absorbancia obtidos foram aplicados a equacdo da curva para determinagéao

da concentracdo proteica.

Eletroforese

A separacdo das proteinas foi baseada em seus pesos moleculares realizada em géis de
poliacrilamida em um sistema vertical (TOWBIN, STAEHELIN; GORDON, 1979). O processo
utiliza dois tipos de géis, um deles representa o gel de concentracdo, onde as proteinas s@o
depositadas inicialmente, e o segundo gel que é representado pelo gel de separacdo ou gel de
resolucdo onde as proteinas sdo separadas. O gel de concentracdo apresenta uma malha mais fina
com uma concentragdo final de 5 % de poliacrilamida (Tris-HCI 0,5 M e pH 6,8). O gel de
separacdo apresenta uma malha mais fechada devido a sua maior concentracédo de poliacrilamida,

12,5% (Tris-HCI 0,5 M e pH 6,8). Para a montagem do sistema vertical (BioRad, modelo mini-
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PROTEAN® Tetra Cell), o gel de concentracéo foi colocada sobre o gel de separacéo, o pente foi
retirado e as amostras foram aplicadas nos pocos. O marcador molecular Full-Range Rainbow
Marker (12-225 kDa; GE Healthcare) foi utilizado para monitorar a separacdo de proteinas e
posterior identificacdo das bandas. Em cada poco foi aplicado um montante de 50 pg de proteinas
totais da amostra, desnaturada pelo tampédo Blue Juice 5X (5:1 v/v; Invitrogen). A corrida
eletroforética foi realizada a uma voltagem constante de 100 V e amperagem livre (para duas
placas; fonte elétrica PowerPac®, modelo HCPower Supply) & temperatura ambiente, utilizando
tampéo de corrida para eletroforese. O tempo de corrida durou aproximadamente em 1h e 30 min.
Posteriormente, as proteinas foram transferidas do gel para membranas de PVDF Hybond-P (GE
Healthcare) previamente ativadas com metanol e entdo posta em contato com o gel entre papéis
de filtros e esponjas. A eletrotransferéncia foi realizada em aperagem de 0,4 A por 1 h sob

refrigeracéo (fonte elétrica PowerPac®, modelo HCPower Supply).

Revelacédo

Apbds a transferéncia, as membranas foram incubadas por 1 hora em solucdo de leite
desnatado a 5% para bloqueio de ligacGes inespecificas apos esse tempo as membranas foram
lavadas trés vezes com TBS-Tween 0,1% (TBS-T) e uma vez com TBS para a retirada do leite. A
incubagdo com anticorpo primario ocorreu em overnight a 4 °C sob agitacdo constante. Para a
retirada do anticorpo primario, foram realizadas trés lavagens com TBS-T e uma com TBS e
depois a membrana foi incubada por 1 hora com o anticorpo secundario correspondente a cada
anticorpo primario diluido em solucdo de leite desnatado a 5% em TBS sob agitacdo constante.
Todos o0s anticorpos secundarios eram acoplados a uma enzima peroxidase.

Transcorrido o tempo de incubagdo, o anticorpo secundério foi retirado e mais trés
lavagens de TBS-T e uma de TBS foram realizadas. Para a revelacdo das bandas, foi utilizado
perdxido de hidrogénio e luminol. Em seguida as membranas foram fotografadas por um captor
de imagens (GE Healthcare, modelo ImageQuant® 300) utilizado para captacdo da

quimioluminescéncia gerado pelo método de detecgé@o de bandas.

3.1.3.5 Dano ao DNA

3.1.3.5.1 Ensaio do cometa
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Principio do Teste

O teste do cometa, também conhecido como single-cell gel electrophoresis (SCGE), é um
ensaio utilizado para detec¢do de dano genotoxico que também encontrou ampla aplicacdo no
monitoramento de efeitos induzidos por radiacdo ou substancias quimicas (HARTMANN et al.,
2003).

Existem dois protocolos principais para a execucdo deste teste (OLIVE, 1989; OSTLING;
JOHANSON, 1984; SINGH et al., 1988). A versdo alcalina, mais empregada por ser mais
abrangente, utiliza pH maior que 13 afim de induzir a desnaturacdo da molécula de DNA e
detectar lesdes de diversas naturezas, como quebras de fita simples e duplas, sitios alcali-labeis,
sitios de reparo por excisdo e ligacOes cruzadas. A versao neutra, por sua vez, vale-se de
eletroforese em tampéo de pH entre 7,0 e 8,5 para detectar apenas quebras de fita-dupla em DNA
ou ligagdes cruzadas entre DNA e DNA, DNA e proteina ou DNA e xenobidtico.

Procedimento Experimental

O presente estudo utilizou-se do teste de cometa alcalino para avaliar a indugéo de danos
ao DNA de células PC-3 expostas a 30, 60 e 120 nM de 3-acetato de bufalina ou 80 e 160 nM de

bufalina por 3 e 24 horas de tratamento.

Preparo das laminas

As laminas foram previamente cobertas com agarose de ponto de fusdo normal (Gibco)
diluida a 0,5% em solucdo de PBS livre de Ca*? e Mg*? & temperatura de 60°C e mantida em
temperatura ambiente até completa solidificacdo. As células da linhagem PC-3 controle ou
tratadas com os bufadienolideos foram embebidas em uma solugdo de agarose de baixo ponto de
fusdo (1,5%; Gibco) a 37°C e adicionadas as laminas pré-cobertas com agarose, sobrepostas com
laminulas para uniformizar a distribuicdo do material na l&mina e mantidas a 4°C para

solidificacdo da agarose.

Lise celular
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Apo6s a solidificacdo da agarose, as laminulas foram delicadamente removidas e as
laminas foram imersas em solucédo de lise a 4°C e mantidas por, no minimo 1 hora, abrigadas da

luz.

Neutralizacdo e eletroforese

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

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

Coloracdo e andlise das laminas

A coloragdo das laminas foi realizada com solucdo de brometo de etidio (Sigma) a 20
pug/mL. As laminas foram analisadas em microscopio de fluorescéncia (Olympus, modelo BX41)
e classificadas de acordo com os escores previamente determinados pelo tamanho e intensidade
da cauda do cometa (Figura 8). Foram contados 100 cometas por ldamina e atribuidos, por analise
visual, a uma das cinco categorias — sem dano, baixo nivel de dano, médio nivel, nivel alto de

dano e dano maximo — que relacionam a percentegem de DNA na cauda do cometa ao grau de

Figura 8. Tipos de cometa e classificacdo por categoria de dano.
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lesdo sofrida pela célula (LOVELL; THOMAS; DUBOW, 1999).

0 — sem dano (cauda < 5%); 1 — baixo nivel de dano (5 — 20%); 2 — médio nivel de dano (20 — 40%); 3 — alto nivel de

dano (40 — 95%) e 4 — dano maximo (>95%).

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

4
ID = Zm’ 4]
i=0

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

(FD) representa a porcentagem de células que sofreram danos no DNA.
Analise dos dados

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

3.1.3.5.2 Marcacgdo de H2AX fosforilado
Principio do teste

O ensaio baseia-se na deteccdo da fosforilagdo de H2AX celular por citometria de fluxo e,
dessa forma, é possivel determinar compostos capazes de promover quebras de cadeia simples
e/ou quebras de cadeia dupla do DNA. A fosforilacdo de H2AX tem sido considerada a principal
proteina sinalizadora que esta envolvida na resposta ao dano sobre o DNA e/ou o efeito do reparo
de DNA, permitindo que se estabeleca uma correlacdo entre dano de DNA, checkpoints de ciclo
celular e iniciacdo de apoptose (BONNER et al., 2008; SMITH et al., 2010).
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Procedimento Experimental

Para realizacdo desse ensaio foi utilizado o kit Millipore’s FlowCellect™ Histone H2A.X
Phosphorylation Assay o qual contém o anticorpo anti-fosfo-histona H2A.X (Ser139) conjugado
com o corante fluorescente Alexa Fluor 488. Células da linhagem PC-3 foram cultivadas em
placas de 24 pogos na concentragdo de 0,5 x 10° células/mL. Os tratamentos com 0s cCompostos
seguiram os tempos de incubacdo de 3 e 24 horas e as doses utilizadas foram 30, 60 e 120 nM
para BUF06, 80 e 160 nM para BUF05. Ap6s os tempos de incubacdo com as drogas teste, as
células foram tripsinizadas, centrifugadas (1500 rpm/4 min) e lavadas com 1 mL de Tampdo de
Lavagem. Posteriormente, foram novamente centrifugadas (1500 rpm/4 min) e ressuspendidas
em 260uL de Tampdo de Fixacdo. Em seqguida, as células foram incubadas em gelo durante 20
minutos, e logo centrifugadas (1500 rpm/4 min) a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em 500 pL de Tampdo de Ensaio. Ap0s a ressuspensdo, os tubos foram novamente
centrifugados (1500 rpm/4 min) a 4°C e o sobrenadante descartado para uma nova ressuspensao
(280 pL), agora em Tampdo de Permeabilizacdo gelado. Posteriormente, as amostras foram
incubadas em gelo por 20 minutos. Apos incubacdo, seguiu-se de centrifugacdo a 1500 rpm por 4
min a 4 °C, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1 mL de Tampéao de
Ensaio. Desse volume, 200uL foram transferidos para um novo tubo de 0,5 mL, centrifugado
(1500 rpm/4 min) a 4 °C e o sobrenadante descartado. O pellet foi lavado com 200pL de Tampé&o
de Ensaio e novamente centrifugado a 1500 rpm/4 min/4 °C. Apos fixacdo e permeabilizacdo das
células, o pellet foi ressuspendido em 95uL de Tampdo de Ensaio e 5uL do anticorpo Anti-
Histona H2A.X conjugado com Alexa Fluor® 488. As células foram, entdo, incubadas a
temperatura ambiente por 30 minutos, protegidas da luz. Apds a incubacdo, foram adicionados
aos tubos 100 pL de Tampao de Ensaio e entdo foram centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos a
4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 200 pL/tubo de Tampéao de Ensaio,
centrifugado a 1500 rpm/5 min a 4 °C e, apos descarte do sobrenadante, novamente
ressuspendido em 200uL de Tampdo de Ensaio. As amostras foram entdo imediatamente
analisadas por citometria de fluxo (Guava easyCyte™) usando o canal de fluorescéncia verde.
Um total de 10.000 eventos foram analisados por amostra. Os dados foram expressos como

média + E.P.M de experimento realizado em triplicata.
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3.1.3.5.3 Viabilidade celular em painel de células knockout para genes de reparo de
DNA

Principio do teste

O ensaio permite comparar a atividade de compostos de interesse frente a linhagens com
deficiéncia em vias de reparo de DNA, permitindo comparar a acdo desses compostos sob varias
vias relacionadas ao reparo de DNA. Alem disso, é possivel comparar os perfis dos compostos
teste com compostos que apresentam perfil ja definido como por exemplo camptotecina,
etoposideo e doxorrubicina.

Procedimento experimental

As linhagens celulares DT40 (galinha) usadas nesse estudo foram obtidas no Laboratory
of Radiation Genetics, Graduate School of Medicine na Universidade de Kyoto (Kyoto, Japéo)
entre 2011 e 2012. As células de DT40 foram mantidas a 37°C e 5% de CO2 em meio RPMI-
1640 (11875-093; Invitrogen) suplementado com 1% de soro de galinha (16110-082; Invitrogen),
10% de soro fetal bovino (100-106; Gemini Bio-Products), 10-5 mol/L B-mercaptoetanol (M-
3148; Sigma-Aldrich) e 1% penicilina/streptomicina (15140-122; Invitrogen).

Duzentas células da linhagem DT40 em 20 pL de meio de cultura foram cultivadas em
placas de 384 pocos (#6007680; Perkin Elmer Life Sciences), e entdo foram adicionados 20 pL
de meio de cultura contendo os compostos. As placas foram incubadas a 37°C por 72 horas,
permitindo que as células selvagens ndo tratadas dupliquem cerca de 9 vezes. A viabilidade das
células foi mensurada usando o kit ATPlite 1-step (Perkin Elmer Life Sciences). Em resumo, 20
uL da solucdo de ATPIlite é adicionado as placas de 384 poc¢os. Apds cinco minutos a
luminescéncia foi mensurada pelo leitor de placa Envision 2104 Multilabel Reader (Perkin
Elmer). Todos os procedimentos foram realizados em triplicata. Em uma placa de 384 pocos é
possivel examinar a sensibilidade de duas drogas e em até sete linhagens diferentes no mesmo
tempo. Células do tipo selvagem (wild-type) foram incluidas em cada placa para avaliar a
sensibilidade relativa de cada mutante (knockout) em relacdo a célula selvagem. As curvas de
sensibilidade foram desenhadas com a células nédo-tratadas como 100%, sob as condicdes de que

em cada numero de células é relacionado linearmente com a intensidade da fluorescéncia. Os
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valores de 1C90 para cada droga e linhagem celular foram determinados pelos pontos que cruzam
15% de viabilidade e a concentragdo da droga. A 1C90 para cada mutante € dividida pela IC90 da
célula selvagem cultivadas na mesma placa, e entdo o quociente é convertido na escala logaritma

(base 2) para a construcdo do grafico.

3.1.3.5.4 Ensaios de Topoisomerase

3.1.3.5.5 Reagdes de Clivagem de DNA mediada por Topoisomerase |

Principio do teste

O ensaio baseia-se na capacidade da enzima topoisomerase de clivar o DNA e resolver
dessa forma seus problemas topoldgicos. Quando a enzima € inibida, ocorre o surgimento de
bandas de DNA de maior intensidade que sdo observados pela utilizacdo de isétopos

radiomarcados.

Procedimento experimental

A enzima Topol recombinante humana foi purificada por um baculovirus como
previamente descrito (POURQUIER et al., 1999). As reacOes de clivagem de DNA foram
preparadas como descrito anteriormente com excec¢do do substrato de DNA (DEXHEIMER &
POMMIER, 2008). Resumidamente, um oligonucleotideo de DNA com 117-pb abrangendo o
sitio de clivagem de Topol é utilizado. Esse oligonucleotideo € marcada na porcdo 3’ em uma
reacdo com [0?PJdGTP no tamp&o de reacdo 2 (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 100 mM MgCl;, 50
mM NaCl) com 0,5 unidades de DNA polimerase I. O [32P]dGTP ndo incorporado foi removido
usando uma mini coluna Quick Spin DNA (Roche, Indianapolis, IN), e o eluido contendo o
substrato de DNA selado foi coletado. Aproximadamente 2 nM de substrato de DNA
radiomarcado foi incubado com Topol em 20 pL de tampdo de reagdo [10 mM Tris-HCI (pH
7.5), 50 mM KCI, 5 mM MgClz, 0.1 mM EDTA, and 15 pg/mL BSA] a 25° por 20 min na
presenca de varias concentragdes dos compostos-teste. A reacdo é terminada pela adi¢do de SDS

(0,5% de concentracéo final) seguido pela adi¢do de dois volumes de corante de carregamento
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(80% de formamida, 10 mM de hidréxido de sodio, 1 mM de EDTA, 0.1 % de xileno cianol, e
0,1% de azul de bromofenol). Aliquotas de cada reacdo foram submetidas a 20% de PAGE
desnaturante. Os geéis foram secados e visualizados utilizando um phosphoimager e o software
ImageQuant (Molecular Dynamics) (POURQUIER et al. 1999).

3.1.3.5.6 Reacdes de Clivagem de DNA mediada por Topoisomerase |1

Principio do Teste

O ensaio baseia-se na capacidade da enzima topoisomerase Il de clivar o DNA e resolver
desta forma seus problemas topoldgicos. Quando a enzima € inibida, ocorre o surgimento de
bandas de DNA de maior intensidade que sdo observados pela utilizacdo de isétopos

radiomarcados.

Procedimento Experimental

A enzima Topo2 recombinante humana foi purificada por um baculovirus como
previamente descrito (POURQUIER et al., 1999). Fragmentos de DNA preparados como descrito
no ensaio anterior foram equilibrados com ou sem droga teste em 10 mM de Tris-HCI pH 7,5 50
mM de KCI, 5 mM de MgCl, 0.1 mM de EDTA, 1 mM de ATP e 15 pg/mL de soro fetal bovino
por 5 min antes da adicdo de top2 purificada (40-70 ng). As reacdes enzimaticas foram realizadas
a 37°C por 30 min, e entdo paradas pela adi¢do de SDS 1% e proteinase K (0.4 mg/mL), seguido
por uma incubacdo final de 1 hora a 42°C. Aliquotas de cada reacdo foram submetidas a 20% de
PAGE desnaturante. Os géis foram secados e visualizados utilizando um phosphoimager e o
software ImageQuant (Molecular Dynamics) (POURQUIER et al. 1999).

3.1.3.5.7 Docking Molecular

As técnicas de ancoragem molecular (docking molecular) fornecem estimativas da energia

livre de ligacdo entre proteinas e ligantes, antes mesmo que esses sejam sintetizados. Esta
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importante ferramenta tem sido usada com o objetivo de selecionar composto para determinado
alvo, e no desenho racional de possiveis candidatos que apresentariam melhor interacdo com o
sitio ativo de um determinado receptor (RODRIGUES et al. 2012).

Procedimento Experimental

O procedimento foi realizado utilizando as ferramentas Avogadro 1.0.3, Autodock Tools,
e Autodock 4.1. As coordenadas para o dominio de ligagdo de ATP na enzima topoisomerase Ila
humana foram obtidas do banco de dados Protein Data Bank (codigo da enzima: 1ZXM)(WEI et
al., 2005). As moléculas de 4gua foram removidas e os atomos de hidrogénio foram adicionados
a estrutura cristalografica original. Ao ion magnésio foi atribuida uma carga +2. As estruturas
moleculares dos compostos 3-acetato de bufalina (BUF-06) e bufalina (BUF-05) foram
desenhadas utilizando-se o software Avogadro e ajustados suas cargas de Gasteiger com a
ferramenta AutoDock Tools. Os arquivos do receptor e ligante foram preparados de acordo com
os protocolos originais (MORRIS et al., 1998; SANNER, 1999). O docking foi realizado
utilizando-se as instrucbes do Algoritmo Genético Lamarckiano (Lamarckian Genetic
Algorithm). Foram usados pardmetros padrdes de busca exceto pelo quantidade de energias
calculadas (25.000.000) e corridas de docking (50). Finalmente, a area (grid; x: 49.589, y: 3.725,
z: 20.137) central da enzima foi escolhida para realizagdo das corridas do docking agrupando-se
as orientacbes com distancia 0,375 A para se obter o modo de docking mais favoravel. A

estrutura da proteina foi considerada rigida em todas as corridas.
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4 RESULTADOS

4.1. Avaliacéo da atividade citotoxica dos bufadiendlideos

A avaliacdo citotoxica inicial dos bufadienolideos envolveu 9 linhagens tumorais
humanas entre as quais estdo HL-60 (leucemia), HCT-8 (c6lon), HCT-116 (c6lon), MDA-MB435
(melanoma), OVCAR-8 (ovario), PC3 (prostata), PC3-M (prostata) e SF-295 (glioblastoma) que
correspondem a diferentes origens tumorais, além de 3 linhagens celulares murinas ndo tumorais
J774 (ascite), L929 (adipdcito) e V79 (pulmé&o) e células mononucleadas do sangue periférico
humano (CMSP) foram tratadas com concentracdes crescentes de bufalina (BUF-05) e bufalina-
3-acetato (BUF-06) durante 72 horas.

A andlise da acdo citotdxica das amostras testadas (Tabela 2) mostrou que ambos
bufadienolideos apresentaram potente citotoxicidade frente as linhagens tumorais de diferentes
tipos histolégicos, com valores de concentracéo inibitéria 50 (Clso) que variaram entre 3 a 32 nM
para linhagens tumorais e valor aproximado de 25 nM para a linhagem normal (CMSP). Houve
um discreto aumento de citotoxicidade do composto bufalina-3-acetato em comparagdo a
bufalina. Entretanto, os compostos ndo se mostraram citotoxicos para as linhagens normais
murinas cuja Clsg foi maior que 10 pM.

Em relacdo ao teste hemolitico utilizando eritrocitos de camundongo Swiss (Mus
musculus), os bufadienolideos estudados ndo foram capazes de induzir lise das hemacias. A
auséncia de atividade hemolitica (CEso > 50 pg/mL) sugere que o efeito citotoxico das amostras
testadas independe de dano a nivel de membrana plasmatica das células.

Tendo conhecimento que a bufalina (BUF-05) ja é um composto que vem sendo estudado
por diversos autores com reconhecida atividade citotdxica, enquanto a 3-acetato de bufalina
(BUF-06), uma analogo da bufalina, tem ainda poucos relatos na literatura, deciciu-se utilizar os
dois compostos nos ensaios para determinacdo dos mecanismos de a¢do. A linhagem tumoral PC-
3 (prostata) foi selecionada para os ensaios posteriores devido sua alta incidéncia na populacéo
do sexo masculino bem como a auséncia de especificidade pelos bufadienolideos entre as

linhagens tumorais testadas. Dessa forma, as concentracdes, proximas a Clso de BUF-06
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utilizadas no trabalho foram 30, 60 e 120 nM e para BUFO05 foram 80 e 160 nM. O composto
doxorrubicina (0,5 uM) também foi utilizado como controle postivo.

Tabela 2. Atividade citotoxica de bufadienolideos bufalina (BUF-05) e 3-acetato de bufalina
(BUF-06) obtidos a partir da secrecdo do anfibio de Rhinella schneideri em linhagens celulares
de cancer e normais. UM (micromolar).

Linhagens BUF-05 BUF-06 Doxo

Tumorais

HL-60 0,007 (0,006-0,010) 0,01 (0,005-0,014) 0,03 (0,018-0,036)
HCT-8 0,005 (0,005-0,010) 0,005 (0,004-0,008) 0,07 (0,055-0,091)
HCT-116 0,008 (0,006-0,012) 0,006 (0,003-0,008) 0,20 (0,16-0,31)
MDAMB-435 0,012 (0,010-0,018) 0,018 (0,012-0,025) 0,81 (0,62-1,19)
OVCAR-8 0,032 (0,023-0,043) 0,019 (0,015-0,026) 0,45 (0,40-0,72)
PC3-M 0,025 (0,012-0,027) 0,007 (0,003-0,009) 0,34 (0,31-0,42)
PC3 0,019 (0,013-0,026) 0,010 (0,006-0,014) 0,76 (0,59-0,73)
SF-295 0,003 (0,003-0,005) 0,003 (0,002-0,004) 0,27 (0,23-0,42)
Linhagens BUF-05 BUF-06 Doxo

Normais

CMSP 0,025 (0,022-0,035) 0,027 (0,025-0,029) 1,78 (0,95-3,31)
L929 >10 > 10 1,72 (1,58-1,87)
V79 > 10 >10 ND*

J774 > 10 > 10 0,09 (0,07-0,128)

A tabela apresenta os valores de CI50 (concentragdo capaz de inibir 50% do crescimento celular) (UM) e o intervalo
de confianca de 95% (IC 95%) realizado pelo teste do MTT, apds 72h de incubacdo obtidos por regressdo ndo-linear
utilizando o programa GraphPad Prism.

4.2  Avaliagdo da atividade citotoxica dos bufadienolideos em tempo real

A atividade citotoxica em tempo real foi realizada utilizando-se o aparelho Xcelligence
(Acea Biosciences), cujo crescimento celular é inferido indiretamente por impedancia.
Concomitantemente, foram obtidas imagens em campo claro em microscépio de fluorescéncia

sem a utilizagdo de nenhum corante. A amostra 3-acetato de bufalina foi analisada nas
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concentragdes de 30, 60 e 120 nM e a bufalina foi analisada nas concentracGes de 80 e 160 nM)
durante 72 horas, tendo como controle positivo doxorrubicina (0,5 pM) e o controle negativo foi
0 veiculo (DMSO 0,1%) usado para dissolver os compostos.

Durante as primeiras 12 horas foi observado aumento da impedancia (na Figura 9.
chamado de Cell Index) em todas as concentracOes testadas de ambos os bufadienolideos e
também para o controle positivo doxorrubicina. A partir de 24 horas de incubacéo, todas as
concentracdes tiveram suas curvas de crescimento celular semelhante entre si, porém com
aumento aparente do cell index logo ap6s incubacdo com os compostos teste e controle positivo,
com diminuicdo de impendancia em relacdo ao controle negativo e atingindo um platd apos
aproximadamente 56 horas de incubacdo. J& o controle positivo, apds 24 horas de incubacgdo
continuou aumentando sua impedancia de forma discreta, chegando préxima a curva de
crescimento do controle negativo.

Em relacdo as imagens de campo claro, foi possivel observar aumento de volume celular
para todas as concentracdes de bufadienolideos a partir de 3 horas de incubagéo (Figura 9). Com
0 passar do tempo de incubacdo, observou-se alteracdo da morfologia celular para formas mais
alongadas acentuadas para para BUF-06 nas concentracdes de 60 e 120 nM e para BUF-05 nas
concentragdes de 80 e 160 nM. A doxorrubicina aumentou drasticamente o volume celular
principalmente a partir de 6 horas de incubacdo, acentuando-se ap6s 24 horas de incubacéo.
Pbde-se notar ainda alteracdo da morfologia celular para forma mais circulares e, em algumas

vezes, alongadas durante todo o periodo de incubacdo,acentuando-se apds 24 horas.
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Figura 9. Efeito do bufadienolideos 3-acetato de bufalina (BUF-06) e bufalina (BUF-05) sobre o
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BUFO5 80 nM

BUF05 160 nM

A doxorrubicina (0,5 pM) foi utilizada como controle positivo. Fotomicrografias obtidas por microscopio de campo
claro invertido com aumento 200x.

4.3  Avaliacdo da viabilidade e morfologia de células PC-3 apds tratamento com o0s
bufadienolideos

A viabilidade celular (concentracdo de células e integridade de membrana citoplasmaética)
foi avaliada por citometria de fluxo utilizando o iodeto de propideo (IP) como agente
fluorogénico (Figura 10 e 11). A doxorrubicina foi usada como controle positivo em todos 0s
experimentos. Enquanto o controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 0,1%). A amostra
BUF-06 (nas concentracdes de 30, 60, 120 nM) e a BUF-05 (nas concentracdes de 80 e 160 nM)
foram analisadas ap6s 24 e 48 horas de incubacao.

Apo6s 24 horas de incubacdo (Figura 10), a concentragdo do nimero de células foi
reduzida em todas as concentra¢fes de ambos os bufadienolideos para aproximadamente metade
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do namero de células do controle. Por outro lado, para a integridade de membrana, foi possivel
observar uma reducdo discreta redugdo do numero de células viaveis, ainda que significativa,
para 3-acetato de bufalina (BUF06) nas concentracGes de 60 (90,87%) e 120 nM (89%) e para
bufalina (BUFO05) nas concentracbes de 80 nM (91,74%). A doxorrubicina também ocasionou

queda apenas discreta (para cerca de 88%) da integridade de membrana.

Figura 10. Efeito dos bufadienolideos 3-acetato de bufalina (BUF-06) e bufalina (BUF-05) sobre
a concentracdo de células (A) e integridade de membrana (B) na linhagem celular PC3,
determinado por citometria de fluxo utilizando iodeto de propideo, apds 24 horas de incubacao.
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O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo utilizado para diluir os compostos testados. Doxorrubicina (0,5
UM) foi utilizada como controle positivo (D). As barras representam a média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes. Cinco mil eventos foram contados em cada experimento. * p < 0,001 comparado com o controle
negativo por ANOVA seguido pelo p6s teste de Newman Keuls.

Para a incubacdo em 48 horas (Figura 11), foi observado queda do numero de células de
forma concentracdo dependente e mais acentuada em relacdo a 24 horas de incuba¢do diminuindo
para cerca 2,0 x 10° células/mL em todas a concentragOes testadas de ambos os bufadienolideos
Para os resultados de integridade de membrana, diferentemente do ocorrido no intervalo de 24
horas de incubacgdo, os bufadienolideos mostraram diminuicdo de células viaveis ainda mais
acentudada com cerca 68,61% de células viaveis para maior dose BUF-06 (120 nM) e 82,30%
para a maior dose de BUF-05 (160). Ainda assim, na demais doses foi possivel observar
dimuicdo de forma concentracdo dependente na integridade de membrana para ambos o0s

bufadienolideos.
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Figura 11. Efeito dos bufadienolideos 3-acetato de bufalina (BUF-06) e bufalina (BUF-05) sobre
a concentracdo de células (A) e integridade de membrana (B) na linhagem celular PC3,
determinado por citometria de fluxo utilizando iodeto de propideo, apds 48 horas de incubac&o.
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O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo utilizado para diluir os compostos testados. Doxorrubicina (0,5
1M) foi utilizada como controle positivo (D). As barras representam a media + desvio padrdo de trés experimentos
independentes. Cinco mil eventos foram contados em cada experimento. * p < 0,001 comparado com o controle
negativo por ANOVA seguido pelo pos teste de Newman Keuls.

O estudo morfoldgico foi estabelecido pela analise do volume e granulosidade celular por
citometria de fluxo (Figura 12 e 13). A andlise do resultado foi feita com de gréficos de
dispersdo representativos dos eventos celulares. Apds 24 (Figura 12) e 48 h (Figura 13) de
incubacdo em diferentes concentracdes, foi observado um aumento do nimero de células com
padrdo apoptético, em todas as concentracdes, conforme observado nos graficos pela diminuigédo
do volume, FSC (foward scatter); e menor granulosidade, SSC (side scatter) quando comparado
ao controle negativo. Foi observado ainda, um aumento do ndmero de células com maior
granulosidade e volume celular em todas as concentracfes utilizadas. O tratamento com

doxorrubicina também apresentou padrdo celular tipico de apoptose.
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Figura 12. Efeito dos bufadienolideos 3-acetato de bufalina (BUF06) e bufalina (BUF05) sobre a
morfologia de células PC3 determinado por citometria de fluxo ap6s 24 horas de incubacéo.
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Utilizou-se o FSC (Forward scatter — desvio da luz para frente) e SSC (Side scatter — desvio da luz para o lado)
como parametros de tamanho relativo das células e granulosidade, ou complexidade interna, da célula,
respectivamente, apos 24 horas de incubacéo. O dot plot colorido em verde representa o debris celular, em azul as
células vidveis e em vermelho as células com volume e granulosidade aumentadas. Cinco mil eventos foram
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contados em cada experimento. * p < 0,001 comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo pos teste

de Newman Keuls.

Figura 13. Efeito dos bufadienolideos 3-acetato de bufalina (BUF06) e bufalina (BUF05) sobre a
morfologia de células PC3 determinado por citometria de fluxo apds 48 horas de incubagéo.

Forward Scatter (FSC-MHLIn)
Piot P01, ungated

- T S

...2800
...7000 , 9000

Potpol ungated __ Controle piot P01, ungeted ___D0X 0,5 pM
™
T of =
iF 25
g g
v
83 g%
2o 3
w @ }
§§ 28
g g
o > o
0 1000 3000 5000 7000 9000 0 1000 3000 S000 7000 9000

BUF06 30 nM  _plotpos, ungated BUFQ6 60 NV

Forward Scatter (FSC-MLIn)

5 9
g

T o T
3 8 2
v
a§ 3%
- R £
3 J as§
<
.§§: an
L T L ° 'vz
7000 9000 0 1000

¥

3000 5000 7000 9000

Forward Scatter (FSC-MLin) Forward Scatter (FSC-HLIn)

7

Piot P01, ungated  BUFOS5 80 nM

Side Scatter (SSC-HUN)
Side Scatter (SSC-HUn)

3000 5000 7000 9000
Forward Scatter (FSC-HUn)

0 1000

0 1000

BUFO5 160 nM

4

3000 5000 7000 9000
Forward Scatter (FSC-HUIn)

Side Scatter (SSC-MUn)
... 3000 , SQ00 , 7Q00 . 9000 .

48h

Forward Scatter (FSC-MLin)

Debris
Viaveis
Aumentadas

Utilizou-se o FSC (Forward scatter — desvio da luz para frente) e SSC (Side scatter — desvio da luz para o lado)
como parametros de tamanho relativo das células e granulosidade, ou complexidade interna, da célula,
respectivamente, apos 48 horas de incubacéo. O dot plot colorido em verde representa o debris celular, em azul as
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células vidveis e em vermelho as células com volume e granulosidade aumentadas. Cinco mil eventos foram
contados em cada experimento. * p < 0,001 comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo pds teste
de Newman Keuls.

4.4  Avaliacdo da morfologia de células PC3 por coloracéo diferencial apds tratamento

com os bufadienolideos

A avaliacdo da morfologia celular por coloracdo de Panotico Rapido permite diferenciar
nucleo do citoplasma, bem como detalhes das caracteristicas morfoldgicas das células. A
doxorrubicina (0,5 puM) foi utilizada como controle positivo em todos os experimentos. O
controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 0,1%). As células foram, entdo, analisadas
apos 24 e 48 horas de incubacéo.

Apdbs 24 horas de incubacdo (Figura 14), foi possivel observar aspectos morfologicos
diferentes do controle negativo a partir da menor concentracdo de 3-acetato de bufalina (30 nM) e
bufalina (80 nM). Dentre essas caracteristicas podemos citar o surgimento de células com padrédo
apoptotico como picnose, principalmente, apesar de poder ser encontrada células com
fragmentacdo nuclear e formacdo de blebbings (pequenas prolongacGes e/ou alteracbes na
membrana celular). Além disso, observou-se o aparecimento de células com padrdo necrético
com aumento de volume celular e citoplasma com aspecto transltcido. Houve ainda o surgimento

de células multinucleadas em todos as doses testadas de ambos os bufadienolideos.
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Figura 14. Mudangas morfolégicas provocadas pelos bufadienolideos 3-acetato de bufalina
(BUF06) e bufalina (BUF05) ap6s 24 horas de incubacdo em células PC-3.
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tratado com o veiculo utilizado para diluir as amostras. Doxorrubicina (0,5 uM) foi utilizada como controle positivo.
Setas pretas mostram células com padrdo apoptético. Setas verdes mostram células com padrdo necrdtico. Setas
vermelhas mostram células multinucleadas.

Os efeitos observados ap6s 48 horas como mostra a Figura 15 sdo 0s mesmos vistos para

24 horas com aparecimento de células com padrdo apoptdtico e necrotico, porém sdo mais

intensos.



76

Figura 15. Mudangas morfolégicas provocadas pelos bufadienolideos 3-acetato de bufalina
(BUF06) e bufalina (BUFO05) ap6s 48 horas de incubacdo em células PC-3.
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Setas pretas mostram células com padrdo apoptético. Setas verdes mostram células com padrdo necrético. Setas
vermelhas mostram células multinucleadas.
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45  Determinacao de externalizagéo de fosfatidilserina

A externalizacdo de fosfatidilserina (PS) é considerada um marco importante das fases
iniciais do processo apoptdtico e é utilizada nesse trabalho como marcador para tal (MARTIN et
al. 1995). Logo, as células tratadas com os compostos durante 24 e 48 horas e os controles
negativo (DMSO 0,1%) e positivo (doxorrubicina 0,5 pM) foram incubadas com anexina V
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(proteina com alta afinidade por PS) com o objetivo de avaliar a porcentagem de células com PS
externalizada sobre a superficie da membrana celular.

Os resultados da Figura 16 mostram que apos a incubacdo de 24 horas existe um aumento
do ndmero de ceélulas principalmente em apoptose inicial, ndo tendo aumento significativo de
apoptose tardia em todas as doses testadas de ambos os bufadienolideos (BUF06 e BUF05). Ao
se analisar a quantidade total de células coradas com Anexina V, ou seja, sem a diferenciacdo
entre apoptose inicial e tardia, podemos observar aumento significativo de apoptose total em
todas as concentracdes testadas em ambos osbufadienolideos, evidenciando a participacdo da

apoptose na morte celular induzidas pelos bufadienolideos.
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Figura 16. Efeito do bufadienolideos 3-acetato de bufalina (BUF06) e bufalina (BUFO05) sobre a
externalizacdo da fosfatidilserina em células PC3 determinado por citometria de fluxo apds 24
horas de incubacao.
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Utilizou-se Anexina V-PE e 7-AAD, apds 24 horas de incubagdo. O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo
utilizado para diluir as substancias testadas. Doxorrubicina (0,5 pM) foi utilizada como controle positivo (D). Os
dados correspondem a média + E.P.M. de trés experimentos independentes. Cinco mil eventos foram adquiridos em
cada experimento. *p < 0,05; comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Newman
Keuls.

Ja em relacdo a incubacdo de 48 horas (Figura 17), foi observado aumento significativo
de células em apoptose tardia (exceto na dose de 30 nM de BUF-06) e aumento de células em
apoptose inicial somente nas doses de 60 e 120 nM (BUF-06) em comparacdo ao controle
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negativo. Em relagdo a quantidade de células em apoptose total, apenas as doses de 60 e 120 nM
de BUF-06 obtiveram aumento significativo.

Figura 17. Efeito do bufadienolideos 3-acetato de bufalina (BUF06) e bufalina (BUFO05) sobre a
externalizacdo da fosfatidilserina em células PC3 determinado por citometria de fluxo apds 48
horas de incubacao.
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Utilizou-se Anexina V-PE e 7-AAD, apds 24 horas de incubagdo. O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo
utilizado para diluir as substancias testadas. Doxorrubicina (0,5 pM) foi utilizada como controle positivo (D). Os
dados correspondem & média + E.P.M. de trés experimentos independentes. Cinco mil eventos foram adquiridos em
cada experimento. *p < 0,05; comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Newman

Keuls.
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46  Efeito das amostras de bufadienolideos sobre a despolarizacdo mitocondrial em
celulas de PC3

Com o intuito de avaliar o papel da mitocondria na apoptose induzida por 3-acetato de
bufalina (BUF-06) e bufalina (BUF-05), a capacidade de induzir alteracbes no potencial
transmembranico da mitocéndria foi observada por citometria de fluxo através da incorporacao
do corante Rodamina 123 durante 24 e 48 horas de incubacao.

Para ambos os tempos de incubacdo (24 e 48 horas) (Figura 18 e 19), foi possivel
observar aumento significativo entre 15,30 % a 22,16% sem diferengas entre as doses dos
bufadienolideos testados, porém mais acentuado ap6s 48 horas de incubagcdo com aumento da
despolarizacdo entre 20,36% e 27,17%. Esses resultados podem indicar participacdo da via

intrinseca da apoptose.
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Figura 18. Efeito dos bufadienolideos 3-acetato de bufalina (BUF06) e bufalina (BUF05) sobre o
potencial transmembranico em células PC-3 determinado por citometria de fluxo utilizando
rodamina 123, ap6s 24 horas de incubacao.
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O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as substancias testadas. Doxorrubicina (0,5
puM) foi utilizada como controle positivo (D). Os dados correspondentes a média + desvio padrdo de trés
experimentos independentes. Cinco mil eventos foram contados em cada experimento. * p<0,001 comparado com o

controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Newman Keuls.
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Figura 19. Efeito dos bufadienolideos 3-acetato de bufalina (BUF06) e bufalina (BUF05) sobre o
potencial transmembranico em células PC-3 determinado por citometria de fluxo utilizando
rodamina 123, ap6s 48 horas de incubacao.
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O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as substancias testadas. Doxorrubicina (0,5
puM) foi utilizada como controle positivo (D). Os dados correspondentes & média + desvio padrdo de trés
experimentos independentes. Cinco mil eventos foram contados em cada experimento. * p<0,001 comparado com o
controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Newman Keuls.

4.7  Efeito dos bufadienolideos sobre as vias apoptéticas em células PC-3

Afim de se confirmar quais as possiveis vias de apoptose envolvidas na morte induzida
por 3-acetato de bufalina e bufalina, foram realizadas anélises por western blot o qual foi
utilizado para analisar qualitativamente a expressdo de proteinas.

Apo6s o tempo de incubacdo de 48 horas, observou-se a expressdo de componentes
relacionados a indugdo de apoptose (Figura 20). A clivagem de PARP é utilizada como indicio
confirmatorio de apoptose e em nossos resultados podemos observar discreta clivagem de PARP

para todas concentragOes utilizadas, ndo havendo diferenca nas intensidades das bandas. Ao se
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analisar as caspases envolvidas na inducdo de apoptose, apenas a caspase 8 foi discretamente
ativada, por todas as concentra¢cdes de ambos bufadienolideos testados, perante o aparecimento
de seus produtos clivados. Enquanto que, a caspases 9, responsavel pela via intrinseca, ndo se
mostrou clivada da mesma forma que as caspases efetoras 3 e 7. A ativacdo de caspase 8 indica,
entdo, a participacdo da via extrinseca na inducdo de apoptose por ambos os bufadienolideos
estudados. Os componentes anti-apoptéticos (Bcl-xL e Bcl-2) e pro-apoptoticos (Bax) também
foram analisados. Enquanto Bcl-xL sofreu dimuicdo expressiva apenas na maior concentracao
(120 nM) de 3-acetato de bufalina, Bcl-2 teve sua expressdo diminuida para todas as
concentragfes dos bufadieolideos, no entanto mais expressivamente para a concentracdo de
bufalina (160 nM) testada. O componente pro-apoptdtico Bax, por sua vez, teve suas expressdes
dimuidas em todas as concentracbes de ambos os bufadienolideos. O balango entre os
componentes pro e anti-apoptéticos promove acdo da via intrinseca de apoptose e, nesse caso,

existe indicativo de favorecimento da ndo inducdo de apoptose.
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Figura 20. Efeito dos budadienolideos 3-acetato de bufalina (BUF06) e bufalina (BUF05) sobre
as proteinas de controle da via da apoptose, PARP, caspases 8, 9, 3,7 e proteinas da familia Bcl-2
(Bcl-xL, Bcl-2 e Bax).
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O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as substancias testadas. Doxorrubicina (0,5
UM) foi utilizada como controle positivo (D). Ensaio do western blot realizados em dois experimentos independentes
através da extracdo de proteinas totais incubadas por 48 horas com os bufadienolideos 3-acetato de bufalina (BUF-
06) e bufalina (BUF-05).

4.7  Avaliagéo do efeito dos bufadienolideos sobre o contetdo de DNA nuclear de células
PC3

O contetdo de DNA nuclear da célula, que reflete as fases do ciclo celular, foi avaliado
por citometria de fluxo utilizando o iodeto de propideo (IP) dessa vez com o contetdo celular

lisado. A doxorrubicina (0,5 uM) foi utilizada como controle positivo em todos 0s experimentos.
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O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 0,1%) usado para diluir as amostras. As
células foram, entdo, analisadas apds 24 e 48 horas de incubacdo com o compostos bufalina-3-
acetato e bufalina.

Nessa avaliacdo, os resultados apresentados na Figura 21 mostram que, ao se analisar a
porcentagem de células com DNA referente a fase G1/GO, foi possivel observar a diminuigdo
significativa de células de forma concentracdo dependente para BUF-06 e também para BUF05.
Em relacdo a fase S, houve a diminuicdo significativa para ambos os bufadienolideos, porém nao
de forma concentracdo dependente. Ja em relacdo a fase G2/M, houve a aumento significativo de
30% para cerca de 50% de células nessa fase. Observou-se ainda o aumento da quantidade de
DNA fragmentado sub-G1 em todas as doses de ambos os bufidienolideos, o que geralmente
indica fragmentacao nuclear resultante de processo apoptaético.

As andlises de 48 horas de incubacdo com os bufadienolideos (Figura 22) mostraram
resultados semelhantes aos observados ap6s 24 horas, com excecdo para a concentracdo de 30
nM de BUF-06 a qual ndo apresentou nenhuma alteracdo da quantidade de células com DNA
referentes as fases G1/G0, S e G2/M.
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Figura 21. Efeito dos bufadienolideos 3-acetato de bufalina (BUF-06) e bufalina (BUF-05) sobre
o contetldo de DNA nuclear de células PC3 determinado por citometria de fluxo usando iodeto de
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A figura apresenta os valores correspondentes a média de trés experimentos independentes realizados em triplicata.
Cinco mil eventos foram analisados em cada experimento. * p < 0,05; quando comparado com 0 grupo controle
negativo por ANOVA (analise de variancia) seguido pelo teste de Newman Keuls. Doxorrubicina foi usada como
controle positivo.
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Figura 22. Efeito do bufadienolideos 3-acetato de bufalina (BUF06) e bufalina (BUF05) sobre o
conteddo de DNA nuclear de células PC-3 determinado por citometria de fluxo usando iodeto de
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A figura apresenta os valores correspondentes @ média de trés experimentos independentes realizados em triplicata.
Cinco mil eventos foram analisados em cada experimento. * p < 0,05; quando comparado com o0 grupo controle
negativo por ANOVA (analise de variancia) seguido pelo teste de Newman Keuls. Doxorrubicina foi usada como

controle positivo.
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4.8 Efeitos dos bufadienolideos sobre ciclinas controladoras do ciclo celular

No intuito de verificar o papel das ciclinas responsaveis pelas fases G2 e M, foram
analisadas as expressdes de ciclina B1 e ciclina A2 ap6s a incubacdo de 3-acetato de bufalina e
bufalina por 48 horas em células da linhagem PC-3.

A ciclina A2, quando associada a CDK1, é responsével pela progressdo da fase G2. Em
nossos resultados, a ciclina A2 ndo teve suas expressdes detectadas quando da incubacdo por
ambos os bufadienolideos. Ja a ciclina B1, responsavel pela entrada e saida de da fase M do ciclo
celular, teve sua expressdo aumentada quando tratada pelos bufadienolideos (Figura 23). Tais
resultados podem indicar que a parada do ciclo celular seja na fase mitética (M).

Figura 23. Efeitos dos bufadienolideos 3-acetato de bufalina (BUF06) e bufalina (BUF05) sobre
ciclinas controlodoras do ciclo celular.
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O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as substancias testadas. Doxorrubicina (0,5
1M) foi utilizada como controle positivo (D). Ensaio do western blot realizados em dois experimentos independentes
através da extracdo de proteinas totais incubadas por 48 horas com os bufadienolideos 3-acetato de bufalina (BUF-
06) e bufalina (BUF-05).

4.9 DANO AO DNA POR BUFODIENOLIDEOS.

4.9.1 Avaliacdo do potencial de dano ao DNA pelo teste do cometa em células de prostata
PC3

A avaliagdo do potencial de dano ao DNA pelos bufadienolideos em PC3, foi realizado

inicialmente pelo ensaio do cometa em condicBes alcalinas, 0 que torna o teste mais sensivel a
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deteccdo de danos. A doxorrubicina, agente reconhecidamente genotdxico, foi usada como
controle positivo. Os compostos testese os controles foram incubados por 6 e 24 horas.

Analise das laminas de cometa mostrou que nenhum dos bufadienolideos foram capazes
de produzir quebra de fita dupla ou simples do DNA (Figura 24).

Figura 24. Efeito dos bufadienolideos 3-acetato de bufalina (BUF06) e bufalina (BUF05) sobre a
inducdo de dano ao DNA em células de céncer de prostata (PC-3) apds 3 e 24 horas de
incubacéo.
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O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as substancias testadas. Doxorrubicina (0,5
uM) foi utilizada como controle positivo (D). Os dados correspondem a média + E.P.M de trés experimentos
independentes. *p < 0,001; comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Newman Keuls.

4.9.2 Avaliacdo da fosforilacdo de AH2AX em células de prostata PC3

A fim de se confirmar a auséncia de dano ao DNA, utilizou-se a marcacdo de AH2AX,
técnica bastante sensivel, por citometria de fluxo. A doxorrubicina mais uma vez foi utilizada
como controle positivo e os compostos foram incubados por 3 e 24 horas.

O presente ensaio mostrou que os bufadienolideos ndo foram capazes de aumentar a

quantidade de AH2AX fosforilado em nenhuma das concentrages utilizadas (Figura 24).
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Figura 25. Efeito dos bufadienolideos 3-acetato de bufalina e bufalina sobre a fosforilagdo de
H2AX em células PC-3 por citometria de fluxo ap6s 3 (A) e 24 (B) horas de incubacao.
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O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as substancias testadas. Doxorrubicina (0,5
pM) foi utilizada como controle positivo (D). Os dados correspondem a média de trés experimentos independentes.
Cinco mil eventos foram adquiridos em cada experimento.
*p<0,001 comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Newman Keuls.
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4.9.3 Avaliacdo do envolvimento vias de reparo de DNA por bufadienolideos.

A fim de avaliar a atuacdo de 3-acetato de bufalina e bufalina nas vias de reparo de DNA
foram realizados ensaios de citotoxidade (por mensuragdo de ATP) em um painel de linhagens
knockout DT40 para 20 componentes das vias envolvidas no reparo de DNA. Os resultados de
IC90 sdo mostrados na escala logaritmica e em comparacdo com a linhagem DT40 selvagem
(Figura 26). Os controles positivos camptotecina, etoposideo e ICRF-193 foram utilizados.

De forma geral, a ICgq (a concentracdo que inibe 90% das células) dos bufadienolideos
néo diferiram em comparacdo com ICgo obtida pela linhagem selvagem. No entanto, a linhagem
DT40 deficiente em PARP se mostrou duas vezes mais resistente para ambos os bufadienolideos,
0 que indica sua possivel participacdo no processo de morte ocasionado pelos compostos. A
linhagem deficiente em BRCA2 também se mostrou resistente em relacdo a linhagem selvagem
quando da incubacdo por 3-acetato de bufalina (BUF-06).
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Figura 26. Perfil de sensibilidade para os bufodienolideos bufalina (BUF05) e 3-acetato de
bufalina (BUF-06) indicados no painel da linhagem celular DT40 com deficiéncia em genes de

reparo de DNA.
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O escores negativos (esquerda) e positivos (direita) mostram que a células indicadas sdo sensiveis ou resistentes a
determinada droga, respectivamente. A linhagem selvagem é mostrada no topo com valor de referéncia 0. A média
da 1C90 com desvio padrédo para cada droga na linhagem selvagem (WT) ¢é 1,35 uM para BUF05 (bufalina) e 0.9 uM
para BUFO06 (3-acetato de bufalina).
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410 ENSAIOS DE TOPOISOMERASE

4.10.1 Efeito dos bufadienolideos sobre a clivagem de DNA mediado por topoisomerase |

A topoisomerase |, responsavel principalmente por resolver os pontos superenovelados do
DNA, atua quebrando apenas uma fita de DNA, desfazendo sua tenséo e religando-o de volta. A
enzima é posta para reagir com DNA sozinho, com os controles positivos camptotecina (CPT),
MJ-111-65 (MJ, uma indenoisoquinolina) e os bufadienolideos bufalina (BUF05) e 3-acetato de
bufalina (BUF06) em concentracGes crescentes (1 a 1000 uM). A corrida em gel desse DNA
marcado radioativamente mostrou que os bufadinelolideos ndo interferiram na atividade da

enzima (Figura 27).
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Figura 27. Ensaio de clivagem de DNA mediado por Topoisomerase I.

BUFO5 BUFO6

Eletroforese de DNA em gel SDS-PAGE. Incubagdo com a enzima por 20 minutos. Faixa 1, DNA sozinho. Faixa 2,
Topoisomerase 1 (topol) na presenca de DNA. Faixa 3 e 4, controles positivos Camptotecina (CPT) e MJ-I11-65
(MJ). Faixas seguintes, bufodienolideos BUF05 e BUF06 em concentracdes de 1, 10, 100 e 1000 pM.
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4.10.2 Efeito dos bufadienolideos sobre a clivagem de DNA mediado por topoisomerase |1

A topoisomerase |1, responsavel além de desenovelar o DNA é importante no processo de
separacdo das cromatides irmas (decatenacdo) e atua quebrando ambas as fitas de DNA,
desfazendo sua tensdo e religando-as de volta. A enzima é posta pra reagir com DNA sozinho e
ATP (necessério para sua atividade), com os controle positivos etoposideo e ICRF-193 (uma
bisdioxopiperazina) e os bufadienolideos bufalina (BUF05) e 3-acetato de bufalina (BUF06) em
concentracgdes crescentes (1 a 1000 uM). A corrida em gel desse DNA, marcado radioativamente,
mostrou que os bufadienolideos provocaram discreta inibi¢do observado pela formacao de bandas
em todas as concentracBes testadas, porém menos intensas que os controles positivos (Figura
28).
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Figura 28. Ensaio de clivagem de DNA mediado por Topoisomerase 1.

Eletroforese de DNA em gel SDS-PAGE. Incubag¢do com a enzima por uma hora. Faixa 1, DNA sozinho. Faixa 2,
Topoisomerase 1l (topo2) na presenca de DNA. Faixa 3 e 4, controles positivos Etoposideo (ETP) e ICRF193. Faixas

seguintes, bufodienolideos BUF05, BUF06 em concentragdes de 1, 10, 100 e 1000 uM.
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4.10.3 Interacbes moleculares in silico a porc¢édo catalitica de topoisomerase 11 por Docking
Molecular

O docking molecular é uma ferramenta Gtil capaz de predizer a melhor orientacdo de um
ligante a uma proteina nos permitindo caracterizar o comportamento de pequenas moléculas no
sitio de ligagdo de proteinas alvo bem como elucidar suas interagdes moleculares. A andlise dos
resultados foi baseada na interacdo dos compostos (ligantes) 3-acetato de bufalina e bufalina com
o sitio de ligacdo a ATP da topoisomerase Ilo. (PDB: 1zxm) 0 qual seria a porcdo da enzima
responsavel por uma inibicdo catalitica. O redocking utilizando molécula de ATP (energia de
ligacdo: -13,14 kJ/mol) para comprovagédo do ensaio também foi realizado.

Em relacdo a 3-acetato de bufalina (BUF-06), foi observado que a menor energia de
ligacdo (-10,96 kJ/mol), ou seja, a energia mais estavel, acontecia quando BUF-06 se encontrava
exatamente no sitio de ligacdo do ATP (Figura 29A). A interacdo com o magnésio livre é
importante, uma vez que tal elemento é essencial para funcionamento da enzima. Outras
interacdes importantes sdo ligacGes hidrogénio formadas entre BUF-06 e ASN120 (asparagina),
TYR165 (tirosina) e GLY166 (glicina). As demais interacbes, como por exemplo forca de Van
der Waals, estéo representadas no item B da Figura 29.

Ja para a bufalina (BUF-05), obteve-se uma energia de ligacdo semelhante a encontrada
para bufalina (-10,58 kJ/mol) com sitio de ligacdo bastante parecido (Figura 30A). Foi possivel
observar também interacdes com o magnésio livre e ligacbes de hidrogénio com os aminoacidos
LYS123 (lisina), GLY164 (glicina), TYR165 (tirosina), GLY166 (glicina) e THR215 (treonina).
As demais interacOes estdo representadas no item B da Figura 30.

Os resultados encontrados in silico indicam uma possivel inibi¢&o de topoisomerase Il por

competicdo ao sitio de ATP da enzima.
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Figura 29. Docking molecular evidenciando a ligagdo entre porgédo de topoisomerase Ila humana

A

e 0 bufadienolideo 3-acetato de bufalina.

Os célculos computacionais forem realizados através do programa Autodock. A macromolecula inteira (A) mostra o
local de ligacéo do bufadienolideo (seta em preto). As interages entre 0s aminociacos (B) mostram as ligacdes de
hidrogénio (tracejados em verde) e as forcas VVan der Waals (esferas).
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Figura 30. Docking molecular evidenciando a ligagdo entre porcéo de topoisomerase lla. humana

e 0 bufadienolideo bufalina.
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Os calculos computacionais forem realizados através do programa Autodock. A macromolecula inteira (A) mostra o
local de ligacéo do bufadienolideo (seta em preto). As interages entre 0s aminociacos (B) mostram as ligacoes de
hidrogénio (tracejados em verde) e as forcas Van der Waals (esferas)
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5 DISCUSSAO

Desde a antiguidade, a humanidade vem buscando fontes de cura para doencas em
plantas, animais e organismos marinhos. E, ainda hoje, utilizam-se varios farmacos oriundos de
produtos naturais para as mais variadas doencas, incluindo o céncer. Os produtos naturais
continuam a desempenhar um forte papel no descobrimento e desenvolvimento de novas drogas
(NEWMAN; CRAGG, 2016). Os compostos que foram inspirados, em sua estrutura quimica, na
natureza sdo chamados sintéticos ou semissintéticos ¢ pretendem “melhorar” as caracteristicas
farmacoldgicas de suas inspiracdes. Na presente tese, exploramos o mecanismo de acdo do
composto 3-acetato de bufalina (BUF-06), uma modificacdo do bufadienolideo bufalina (BUF-
05) isolado da pele do sapo Rhinella schneideri, em células tumorais humanas.

Inicialmente, o potencial citotdéxico dos bufadienolideos em estudo foram determinados
utlizando o ensaio do MTT (Tabela 2). De forma geral, os bufadinolideos bufalina (BUF-05) e 3-
acetato de bufalina (BUF-06) mostraram elevada acdo citotoxica para diferentes linhagens
tumorais humanas (HL-60, HCT-8, MDA-MB435, OVCAR-8, PC3, PC3M e SF-295) em
concentracdes nanomolares (nM). O acréscimo do grupo acetil no bufadienolideo bufalina,
pareceu potencializar de forma discreta sua citotoxicidade em até cerca de trés vezes para PC3M,
por exemplo. Os dados corroboram com diversos autores que utilizaram o ensaio do MTT para
verificar a citotoxicidade de bufadienolideos e algumas de suas modificacbes (KAMANO et al.,
1998; NOGAWA et al., 2001; YEH et al., 2003; KUO et al., 2008; XU et al., 2014; LI et al.,
2015). Tais resultados estdo, ainda, de acordo com trabalho previamente realizado pelo nosso
grupo de pesquisa no qual avaliou a citotoxicidade de varios bufadienolideos extraidos de
Rhinella schneideri, e também suas modificacdes, utilizando diversas linhagens tumorais
(CUNHA-FILHO et al., 2010). Esse resultados, sdo reforcados por outro trabalho do nosso
grupo, dessa vez com extratos de Rhinella marina, que mostrou potente citoxicidade com ICsg
entre 10 e 90 ng/mL, inclusive para bufalina (FERREIRA et al., 2013Db).

Muitos farmacos que sao utilizados no tratamento do cancer agem inibindo a progressao
do ciclo celular e, como consequéncia, inibem a proliferagdo celular (DOBBELSTEIN; MOLL,

2014). Uma das grandes limitaces evidenciadas no tratamento do céncer ao se utilizar
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quimioterdpicos sdo os seus efeitos colaterais. Grande parte desses efeitos deve-se,
principalmente, & baixa seletividade desses farmacos para células tumorais, uma vez que as
células normais mais afetadas sdo as que se proliferam rapidamente, como as da pele, do trato
gastrointestinal e do sangue (ANAZETTI et al., 2003) . Assim, a busca por novos
quimioterapicos tem como objetivo principal aumentar a seletividade e a efetividade dessas
substancias, procurando eliminar apenas as células tumorais e preservando as celulas normais.

Ao se considerar os efeitos colaterais da quimioterapia, é de grande importancia verificar
se a droga teste causa danos a células normais, tais como linfocitos (ZUCO et al., 2002;
ANAZETTI et al., 2003). Desse modo, células mononucleares do sangue periférico (CMSP)
foram utilizadas para avaliar a seletividade dos bufadienolideos. Os dois bufadinolideos
avaliados ndo apresentaram especial sensibilidade frente as células tumorais, causando também
citotoxicidade a CMSP. Entretanto, Daniel e colaboradores (2003) mostraram que
bufadienolideos modificados para remogdo do sitio cardioativo ndo possuiam toxicidade para
CMSP, mas mantiveram seus efeitos citotdxicos em células tumorais. Tal abordagem poderia ser
utilizada para otimizacéo estrutural de novos bufadienolideos visando a reduc¢éo de citotoxicidade
em ceélulas normais. Cragg e colaboradores (2009) tém mostrado que compostos naturais
possuem grande potencial anticancer. Porém, é necessario otimizar suas estruturas por remocao,
modificagéo, introdugdo de grupos funcionais e estereocentros, melhorando as propriedades dos
compostos. Além disso, atualmente tem sido utilizadas novas estratégias para entrega dos
compostos em tecidos especificos como o uso de lipossomas, microssomas e nanoparticulas,
reduzindo assim toxicidade e, por sua vez, seus efeitos colaterais (TIWARI et al., 2012). Tal
estratégia ja foi utilizada em relacdo aos bufadienolideos encapsulados em lipossomas, onde foi
possivel aumentar a citoxicidade frente as células tumorais, aumentar o tempo de retengdo do
bufadienolddeo na area do tumor bem como reduzir sua toxicidade (HU et al., 2011).

Ainda considerando as células normais, a citotoxicidade dos bufadienolideos foi avaliada
em linhagens celulares normais murinas (L929, V79 E J774) onde os dois compostos ndo se
mostraram citotoxicos (Clso > 5 pM). Apesar de controverso, uma vez que 0S COMpOStos se
mostraram citotoxicos para linfocitos humanos (PBMC), isso se deve ao fato das diferengas entre
afinidades dos bufadienolideos e as subunidades da Na'/K*-ATPase. A bomba de sodio e
potassio (Na'/K*-ATPase) possui duas subunidades principais: a subunidade o catalitica ¢ a

subunidade P regulatéria, cada uma possuindo mais 4 subtipos. Dessa maneira, a diversidade de
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Na*/K*-ATPase se da pela combinacdo desses 8 tipos de subunidades (MIJATOVIC et al., 2007).
No entanto, a maioria dos glicosideos cardiacos, incluindo os bufadienolideos, tém maior
afinidade para a subunidade a3 que ¢ a mais abundante nas células humanas, mas nao em cé¢lulas
de roedores (NEWMAN et al., 2008; MORENO Y BANULS et al., 2013). Recentemente, alguns
autores tém criticado a falta de toxicidade em alguns estudos in vivo quando da utilizagdo de
espécies murinas no ensaios, uma vez que auséncia de toxicidade pode ser mascarada pela menor
sensibilidade dos bufadienolideos a essas espécies (CALDERON-MONTANO et al., 2015).

Para os estudos de mecanismo de acdo da atividade antiproliferativa dos bufadienolideos
3-acetato de bufalina (BUF-06) e bufalina (BUF-05) foram utilizadas as concentra¢des 30, 60 e
120 nM para BUF-06; e 80 e 160 nM para BUF-05; valores determinados com base na Clsg de
cada composto. Uma vez que ambos os bufadienolideos ndo foram seletivos para nenhuma
linhagem tumoral, a linhagem de cancer de prostata PC3 foi escolhida para realizagdo dos testes.
A linhagem celular PC3 é um adenocarcinoma bastante utilizado para investigacdo de células de
préstata em estdgio avancado e na resposta a agentes quimioterdpicos. Ainda, o céancer de
préstata tem alta prevaléncia na populacdo masculina mundial e brasileira (WHO 2014; INCA
2016).

Durante o desenvolvimento de um novo prot6tipo com potencial anticancer, 0s ensaios
celulares sdo ferramentas que auxiliam na escolha de uma droga segura e sdo cruciais para
implementagdo do conceito dos 3R’s da experimentacdo animal: redugdo, substituicdo e
refinamento. (FENWICK; GRIFFIN; GAUTHIER, 2009). Hoje em dia, diversos ensaios sao
utilizados no intuito de se avaliar diferentes mecanismos de morte celular como, por exemplo,
apoptose ou necrose. Tais ensaios geralmente se utilizam de tempos de incubacdo especificos,
ndo levando em conta a cinética envolvida nos efeitos investigados (XIA et al., 2008). Analise
em tempo real por meio de impedancia poderia, entdo, superar esse problema. Essa tecnologia
permite que células vivas sejam monitoradas de forma constante e ndo-invasiva em relacdo ao
seu crescimento, morfologia e dano durante um periodo de tempo determinado (KUSTERMANN
et al., 2013). Nesse sentido foi realizado o ensaio de crescimento celular utilizando-se o aparelho
Xcelligence (ACEA Bioscienses, San Diego, CA) que utiliza as diferencas de impedancia,
guando da aderéncia das células a placas, para mensurar de forma indireta o crescimento celular.
De forma controversa, houve um aumento da impedancia para niveis acima do controle negativo

em ambos os bufadienolideos (em todas as concentracOes testadas) entre 3 e 24 horas de
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incubacdo (Figura 9). A partir de 48h, os bufadienolideos atingiram um plat6, indicando um
perfil citostatico nesse tempo de incubacdo. Efeito semelhante ocorreu com o controle positivo
doxorrubicina aumentando sua impedancia a partir de 3h, ocasionando em um platd até o final
periodo de incubacdo apresentado (aproximadamente 72h). Kustermann e colaboradores (2013)
utilizaram-se de varios ensaios de viabilidade celular, incluindo citometria, para confirmar a
eficacia da analise da impedancia para avaliar perfis citotdxicos e citostaticos. Diversos autores
tem utilizado o mesmo sistema para avaliar a proliferacdo de diferentes compostos frente a
linhagens tumorais (XIA et al., 2008; MODIS et al., 2014; PEPER et al., 2014; KHO et al.,
2015).

A fim de se verificar possiveis mudancas morfol6gicas durante o ensaio de proliferacdo
em tempo real, foram realizadas fotografias em microscopio de campo claro sem adicdo de
nenhum corante (3, 6, 12, 24, e 72 horas de incubacéo). A analise revelou um aumento do volume
celular principalmente a partir de 3 horas de incubagéo tanto para 3-acetato de bufalina como
para bufalina em praticamente todas as concentragOes testadas (Figura 9). O aumento do
tamanho celular poderia explicar o aumento inicial durante o ensaio de proliferacdo em tempo
real, bem como o inicio dos efeitos citotoxicos dos bufadienolideos. Um aumento celular ainda
mais expressivo foi observado no controle positivo doxorrubicina. Ocorre aumento da
impedancia, analisada pelo Xcelligence, quando do contato da célula com a superficie de ouro da
placa utilizada no equipamento, quanto maior o contato maior a impedancia (SCRACE et al.,
2013). Alguns autores também relacionaram o aumento da impedancia inicial com aumento do
volume celular iniciado por uma entrada de osmolitos causado pela incapacidade da célula de
manter sua homeostase (YEON; PARK, 2005; AHMAD; MOORE, 2009). Uma vez que 0s
efeitos de proliferagdo celular em tempo real e analise em microscopio de campo claro revelaram
que os efeitos foram mais pronunciados tardiamente, os tempos de incubacdo de 24 e 48 horas
foram escolhidos para analise dos mecanismos de acdo dos bufadienolideos 3-acetato de bufalina
e bufalina.

A fim de prover informagdes a respeito dos mecanismos de morte celular causadas pelos
bufadienolideos, foram utilizadas técnicas de microscopia Otica e citometria de fluxo. Tal
abordagem é caracterizada pela mensuracdo de multiplas caracteristicas fisicas de uma Unica
célula como, por exemplo, tamanho e granulosidade, em uma suspensdo de células que percorre

uma fina canaleta através de um equipamento. Seus resultados dependem das caracteristicas das
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células a qual o laser atravessa, 0 que pode depender do corante ou do anticorpo utilizado. Os
alvos podem ser tanto moléculas localizadas nas superficies externas ou na superficie interna das
células. Desse modo, a citometria de fluxo torna-se uma poderosa ferramenta para analises
detalhadas de populacdo complexas em um curto periodo de tempo (ADAN et al., 2017).
Inicialmente, para as andlises de citometria de fluxo utilizou-se o corante iodeto de
propideo o qual cora os nucleotideos das células cujas membranas plasmaticas estdo permeaveis,
bem como ¢é possivel analisar sua morfologia (tamanho e granulosidade) e concentracdo celular
como medida de viabilidade celular (Figuras 10 e 11). A concentracdo do numero de células foi
reduzida para aproximadamente 2x10° cels/mL para 24 e 48 horas de incubacio e para
praticamente todas as concentracfes dos dois bufadienolideos, o que corrobora com os resultados
obtidos na proliferacdo celular em tempo real (Xcelligence). Ao se observar a integridade da
membrana, vemos reducdo discreta de células com membrana integra apenas nas concentracdes
de 60 e 120 nM (3-acetato de bufalina) e 80 nM (bufalina) em 24 horas de incubacdo. Tal efeito
foi melhor evidenciado durante a incubacdo de 48 horas, quando todas as concentracOes testadas
dos bufadienolideos sofreram reducdo de sua integridade. Dessa maneira, o efeito da diminuicéao
da integridade de membrana parece iniciar mais tardiamente em relacdo a concentracdo do
namero de células, o que corrobora com a manutencdo do platd da curva de crescimento
observada durante andlise da proliferacdo em tempo real. O efeito citostatico acontece quando um
grande parte das terapias anticancer que buscam neutralizar o crescimento descontrolado de
células tumorais (VALERIOTE; VAN PUTTEN, 1975). Estas drogas geralmente interferem com
as vias de crescimento celular, tanto no nivel de receptores de membranas como também no nivel
de moléculas sinalizadoras como por exemplo as quinases envolvida na proliferacdo celular
(SHAWVER; SLAMON; ULLRICH, 2002). O efeito citostatico é entdo caracterizado como uma
parada do crescimento e da divisdo que antecede a morte celular (HOFFMAN, 1991). Por outro
lado, um efeito citotoxico engloba uma series de efeitos menores que podem levar a necrose,
apoptose e/ou outros tipos de morte celular (MELINO, 2005; XIA et al., 2008). Assim, devido
aos resultados obtidos pelos ensaios de proliferacdo celular em tempo real, microscopia de campo
claro e viabilidade celular por citometria fluxo é possivel sugerir um efeito citostatico pelo menos

inicial dos bufadienolideos frente a linhagem de préstata PC-3.



106

No processo de analise por citometria de fluxo, células em suspensdo sdo carreadas por
um fluido isotdnico criando um fluxo laminar que permite as células passarem individualmente
por um feixe luminoso. A luz emitida é, entdo, coletada e direcionada a uma serie de filtros e
espelhos dicroicos que, por sua vez, permitem o isolamento das bandas de comprimentos de
ondas. Os dois tipos de dectores basicos permitem a analise do tamanho (FSC - Foward Scatter) e
granulosidade/complexidade celular (SSC - Side Scatter) (BROWN; WITTWER, 2000). Assim
sendo, utilizando-se do citdmetro de fluxo pudemos observar a morfologia de 5.000 eventos
(células) incubadas com os bufadienolideos por 24 e 48 horas. De formar geral, houve aumento
de células com tamanho aumentado e maior granulosidade bem como aumento de debris ou resto
celulares apos tratamento com os bufadienolideos tanto em 24 como 48 horas de incubacéo
(Figuras 12 e 13). No entanto, o aumento de debris celular foi mais evidente em 48 horas de
incubacdo o que pode ser relacionado com a diminuicdo de células com membrana integra. A fim
de analisar tais efeitos na morfologia celular, foram realizadas fotomicrografias nos quais as
celulas foram coradas no intuito de se evidenciar nucleo e citoplasma (Figuras 14 e 15). De
forma geral, observou-se células com maior volume celular, multinucleadas e membrana com
aspecto translucido, mas também com algumas caracteristicas de apoptose como picnose,
fragmentacdo nuclear e formagdo de blebs (pequenas protusdes da membrana plasmaética). Os
aspectos morfolégicos mais evidentes, também encontrados para 0 controle positivo
doxorrubicina, como aumento do volume celular e aspecto translicido da membrana se encaixam
no conceito classico e, agora atualizado, de morte celular por necrose (GALLUZZI et al., 2014a).
Diversos autores reportam, em geral, que bufalina e outros bufadienolideos promovem alteracdes
morfolégicas condizentes com apoptose, como formacdo de blebs e fragmentacdo nuclear
(JIANG et al., 2014; GIRI et al., 2006; DENG et al., 2014; ZHAI et al., 2014). Ainda, trabalho
realizado pelo nosso grupo de pesquisa utilizando o bufadienolideo hellebrigenina também
mostrou alteraces morfoldgicas condizentes com apoptose em ceélulas leucémicas (SOARES,
2013). No entanto, os bufadienolideos 3-acetato de bufalina e bufalina apresentaram aspectos
morfologicos condizentes com necrose e apoptose em linhagem celular de tumoral de préstata
PC3.

Uma caracteristica bioquimica importante na deteccdo de apoptose é a externaliza¢do da
fosfatidilserina (PS), mais presente na regido interna da bicamada lipidica (BRATON et. al.,
1997). O uso de annexina V, uma proteina recombinante que interage forte e especificamente
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com os residuos de fosfatidilserina, pode e tem sido utilizada na identificagdo de apoptose (Arur
et al., 2003). A utilizagéo do teste de Anexina V, mostrado nas Figuras 16 e 17, foi realizado a
fim de caracterizar bioguimicamente a inducdo de apoptose. Os resultados apresentados na
Figura 16 revelam que a externalizacdo da fosfatidilserina ocorre de forma menos intensa que no
controle positivo doxorrubicina, mas ainda assim foi possivel observar aumento de apoptose
inicial em todas as doses testadas em 24 horas de incubagdo. Enquanto que em 48 horas de
incubacdo (Figura 17), observou-se principalmente apoptose tardia, indicando um possivel efeito
tempo dependente na inducdo de apoptose por bufadienolideos. Ainda, o efeito apoptético
discreto pode indicar o envolvimento de outros tipos de morte celular. No entanto, diversos
autores tém demonstrado externalizacdo de fosfatidilserina quando da incubacdo de bufalina e
outros bufadienolideos em varias linhagens tumorais (YIN et al., 2012; DENG et al., 2014; DING
et al., 2014; CHEN et al., 2015b; DELEBINSKI et al., 2015). Yeh e colaborades (2003)
mostraram que bufalina e cinobufagina foram capazes de induzir apoptose inclusive em linhagem
celular PC3, a mesma do nosso estudo, de forma mais intensa, mas em concentracdes bem
maiores do que as utilizadas nesse estudo (10 uM). Em estudos anteriores nosso grupo
demonstrou que hellebrigenina foi capaz de induzir apoptose em células de leucemia HL-60 em
baixas concentragcbes por meio do ensaio de acridina laranja, por alteracdes morfoldgicas e
também por externalizagdo de fosfatidilserina (SOARES, 2011; SOARES, 2013).

A ativacdo de endonucleases esta associada ao processo de apoptose e resulta em extensa
clivagem (quebra) de DNA (VERMES et al., 2000), que pode ser detectada por citometria de
fluxo, utilizando o corante iodeto de propideo. A analise da fragmentacdo do DNA (Figuras 21 e
22), observado por todas as concentracfes de ambos bufadienolideos mostrou producédo de niveis
significativos de DNA/sub-G1 (DNA fragmentado ou condessado) em 24 horas, mas que se
tornou mais intenso nas analises de 48 horas de incubacdo. O carater mais intenso quando da
incubacdo de 48 horas corrobora com os achados de integridade de membrana e externalizacdo de
fosfatidilserina. Daniel e colaboradores (2003) também mostraram aumento de DNA
fragmentado para varios bufadienolideos em células Jukart, também como indicativo de
apoptose. Deng e colaboradores (2014) observaram aumento de DNA sub-G1 mais intenso em 48
horas com helebrigenina em doses semelhantes as utilizadas nesse trabalho na linhagem tumoral

hepatica HepG2.



108

Como caracteristica tipica de apoptose, a fragmentacdo internucleossomal de DNA &,
costumeiramente, atribuida as caspases, enzimas pertencentes a familia das cisteinas proteases
dependentes de Ca®* e Mg?* que tém a capacidade de reconhecer e clivar substratos que possuam
residuos de aspartato (STRASSER ET AL. 2000). Existem duas vias mediadas por caspases para
ativagdo de apoptose, a via extrinseca e a via intrinseca. A primeira delas, também chamada de
via mediada por receptor de morte, desempenha um papel importante na homeostase tecidual,
especialmente na resposta imune, e € iniciada pela ativacdo da caspase iniciadora 8. Enquanto
que a outra via, também conhecida como via dependente da mitocondria é usada extensivamente
na resposta a danos intracelulares, tais como danos ao DNA, e é induzida pela ativacdo da
caspase iniciadora 9 (DANIAL & KORSMEYE, 2004; FOSTER, 2008). A perda do potencial
transmembranico mitocondrial (AW) € geralmente, mas ndo exclusivamente, relacionado a
ativacdo da via intrinseca da apoptose (GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007). Nesse
sentido, analisamos o AY apoés a incubagdo dos bufadienolideos por 24 ¢ 48 horas (Figura 18 e
19). Ambos os compostos despolarizaram significantemente a mitocéndria em niveis semelhantes
para 24 e 48 horas de incubacdo. O envolvimento da mitocdndria na inducdo de morte por
bufalina e também por outros bufadienolideos ja vem sido bastante estudado, indicando muitas
vezes ativacdo da via intrinseca da apoptose (MASUDA et al., 1995; DANIEL et al., 2003;
DONG et al., 2011; HUANG, 2012). No entanto, 0 mecanismo especifico tem variado bastante
entre diferentes tipos de tumor e até mesmo entre diferentes fen6tipos de um mesmo tumor
(CHEN et al., 2015b).

A fim de se confirmar a resposta apoptdtica observada nos experimentos de
externalizacdo de fosfatidilserina e despolarizagcdo de mitocondria, bem como confirmar as vias
envolvidas nesse processo, foram realizados uma série de marcaces protéicas utilizando a
metodologia de western blot. Tal técnica tem sido usada por mais de trés décadas e ainda é muito
importante na deteccdo de proteinas em amostras complexas (TAYLOR; POSCH, 2014). A
Figura 20 mostra uma discreta clivagem de PARP1. As enzimas poli (ADP-ribose) polimerases
(PARPs) sdo importantes em varios processos celulares incluindo modulagdo da estrutura da
cromatina, transcricdo, replicacdo, recombinacéo e reparo de DNA (MORALES et al., 2014). Em
relacdo a morte celular, a clivagem de PARP-1 pelas caspases 3 e 7 € um importante marcador de
apoptose (HUERTA et al., 2007). Embora a clivagem de PARP esteja de acordo com diversos

autores que também observaram inducdo de apoptose para linhagens tumorais diferentes (YU et
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al., 2008; SU et al., 2009; HUANG et al., 2012a; CHAN et al., 2013; LIU et al., 2013; YAN et
al., 2014; CHEN et al., 2015b). Hsu e colaboradores (2013), por exemplo, ndo encontram
clivagem de PARP em linhagem de cancer de figado e, nesse caso, observaram morte por
autofagia. Ja Shen e colaboradores (2014) também observaram discreta clivagem de PARP em
células de glioma e sugeriram um equilibrio entre autofagia e apoptose quando do tipo de morte
ocasionado por bufalina. Em questdo aos mecanismos de morte associados a apoptose por 3-
acetato de bufalina e bufalina, analisamos as caspases 9, 8, 3 e 7. As caspases pertecem a familia
das cisteinas proteases que tém a capacidade de reconhecer e clivar substratos que possuam
residuo de aspartato. As caspases sinalizam para a apoptose e clivam esses substratos levando a
condensacdo, fragmentacdo nuclear e externalizacdo de fosfolipidios de membrana, que irdo
sinalizar para estas células serem fagocitadas por macréfagos (GRIVICICH; REGNER; DA
ROCHA, 2007). Uma vez que as caspases sdo as efetoras moleculares da apoptose, a deteccdo de
seus clivados é uma poderosa ferramenta na identificacdo de apoptose inicial (HUERTA et al.,
2007). Em nossos achados, apenas a caspase 8 se apresentou clivada em todos os tratamentos.
Observou-se ainda diminuicdo na expressao de caspase 3 na maior dose (120nM) de 3-acetato de
bufalina bem como para caspase 7 na dose 160 nM de bufalina. Ndo houve, ainda, diferenca na
expressdo de caspase 9. A caspase 8 é principalmente associada a via extrinseca da apoptose,
sendo extensivamente utilizada para indicar morte celular apoptética induzida por sinais
extracelulares, que sdo identificados e propagados por receptores transmembrana especificos
(GALLUZZI et al., 2012). Ja a caspase 9 é associada a via intrinseca, onde uma grande variedade
de estresses intracelulares como dano ao DNA, estresse oxidativo, aumento excessivo de célcio,
entre outros promovem um desbalanceamento entre os fatores pro e anti-apoptéticos na
mitocondria que culmina em permeabilidade de sua membrana e alteragdo de seu AY (TAIT;
GREEN, 2010). Assim, a apoptose intrinseca resulta de uma catastrofe bioenergética e
metabolica associada a multiplos executores de morte propriamente dita, como a cascata na qual
caspase 9 participa (GALLUZZI et al., 2012). De maneira geral, os bufadienolideos ativam tanto
via extrinseca quanto a via intrinseca da apoptose, com variagfes dependendo da estrutura
quimica e/ou tecido em estudo (DANIEL et al., 2003; YU et al., 2008; SU et al., 2009; QI et al.,
2012; CHAN et al., 2013; CHEN et al., 2015b). Autores como Yan e colaboradores (2014)
mostraram o envolvimento apenas da caspase 8 na apoptose ocasionada por bufalina em células

de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231. J4 Huang e colaboradores (2012a) ndo observaram



110

ativacdo de caspase 8, mas sim caspase 9 e, por sua vez, ativagdo da via intrinseca para linhagem
de cancer de bexiga. As caspases chamadas de efetoras, como as caspases 3 e 7, Sdo responsaveis
por eventos finais de clivagem de substratos que, de fato, causam a morte celular (GRIVICICH;
REGNER; DA ROCHA, 2007). Apesar de termos observado clivagem de PARP e caspase 8, ndo
foi observado clivagem de caspase 3 e 7. Além disso, houve uma discreta diminuicdo na
expressao dessas duas caspases. Embora ativacdo das caspases se dé por meio de suas clivagens,
a diminuicdo das pré-caspases pode estar relacionada a sua ativacdo. Hong & Choi (2011), por
exemplo, mostraram que bufalina provocou diminuicdo de expressdo de pro-caspases 9, 8 e 3 e,
ao mesmo tempo, mostrou aumento da atividade enzimética das mesmas caspases, indicando
ativacdo das vias extrinseca e intrinseca da apoptose. No entanto, algumas vezes a auséncia de
clivados para caspase 3 associado a morfologia celular caracteristica e marcacdo de outros
fatores, como Beclinl e LC3, indicou via de morte por autofagia (HUANG, 2012; HSU et al.,
2013). Mas, de forma geral, em relagdo a bufalina e outros bufadienolideos, quando houve
ativacdo e/ou clivagem de caspase 9 e 8, também ocorreu ativacdo de caspase 3 ou 7 bem como
clivagem de PARP evidenciado pelos autores ja citados acima. Em nossos estudos, foram
avaliados ainda a expressdo de Bcl-xL, Bcl-2 e Bax, que regulam ativamente a apoptose. Os
membros da familia Bcl-2, como Bcl-2 e Blc-xL inibem a apoptose, pois previnem a liberacdo de
citocromo c e sdo chamados de reguladores anti-apoptéticos. Por outro lado, Bax, Bid e Bak sdo
proteinas pré-apoptoticas. A homeostasia celular é mantida pelo balanco da quantidade de
proteinas antiapoptdticas e pro-apoptéticas (BORNER, 2003). Em nossos achados, € possivel
observar a dimuicdo da expressdo de Bcl-xL, Bcl-2 e também Bax. No entanto, existe uma
sensivel dimuicdo da expressdo de Bax na menor concentracao de 3-acetato de bufalina (60 nM),
enquanto Bcl-2 e Bcl-xL parecem diminuir de forma concentracdo dependente. Esse
desbalanceamento discreto entre as proteinas antiapoptéticas (Bcl-2 e Bcl-xL) e pro-apoptoicas
(Bax) pode explicar a discreta ativacdo de apoptose observada até entdo. Em linhagem tumoral
de cancer de figado tanto Bcl-2 como Bax tiveram suas expressdes diminuidas quando tratadas
com bufalina, o que levou a um tipo de morte ndo apoptoético como ja foi citado acima (HSU et
al., 2013). Outros autores, no entanto, observaram apoptose intrinseca com aumento de expressao
de Bax e dimuicao de Bcl-2 e Bcl-xL para linhagens diferentes por bufalina (NASU et al., 2005a;
HONG; CHOI, 2011; ZHU et al., 2012; SHEN et al., 2014). As caracteristicas apontadas até
entdo para 3-acetato de bufalina e bufalina para a linhagem de prostata PC-3 apontam para um
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papel secundario de apoptose em relacdes ao tipo de morte causado pelos bufadienolideos
estudados.

O surgimento de um tumor pode ser consequéncia de varios fatores, dentre os quais estdo
a heranca genética e os fatores ambientais (raios UV, poluicdo, alimentagdo, estresse, etc.) que
podem desencadear um acimulo de alteracBes génicas que ndo conseguiram ser reparadas e
agregam a ceélulas caracteristica moleculares prdprias de um cancer (desdiferenciacdo, alto grau
de mitose e, dentre outros, mecanismos de protecdo contra morte celular programada) (DANIAL,
2007; BUCHAKJAN & KORNBLUTH, 2010). Durante décadas, a apoptose foi considerada
como a morte celular padrdo durante os processos de desenvolvimento, homeostase, infeccéo e
patogénese, onde necrose era considerada como um tipo de morte “acidental” decorrente de
reposta a insultos fisico-quimicos (TAYLOR; CULLEN; MARTIN, 2008b; SUZANNE;
STELLER, 2013). Recentemente, evidencias genéticas, bem como a descoberta de inibidores de
necrose, tem mudado esse ponto vista, e revelado a existéncia de varias vias de necrose regulada.
A necrose regulada é definida como um processo de morte celular geneticamente controlada que
eventualmente resulta em extravasamento celular, e é caracterizada morfologicamente por
granulacdo do citoplasma e também aumento de volume celular (VANDEN BERGHE et al.,
2014). Diversos tipos de morte celular compartilham essas caracteristicas morfologicas e
precisam, agora, serem examinados em relacdo a suas vias sinalizadoras em comuns ou distintas.
Virias tentativas em definir e classificar esses “novos” tipos de morte resultaram em multiplos
neologismos, como necroptose, parthanatos, oxitose, ferroptose, ETose, NETose, pironecrose e
piroptose; onde todos estes processos caracterizam um aspecto particular de morte celular
(KACZMAREK; VANDENABEELE; KRYSKO, 2013).

Ainda no intuito de se caracterizar o0 mecanismo de acdo de 3-acetato de bufalina, foi
analisado o conteudo total de DNA por citometria de fluxo das células de cancer de prostata PC-
3, que reflete as fases do ciclo celular. A analise do ciclo celular bem como proliferacdo celular é
importante no estudo de crescimento, senescéncia e apoptose. Isso permite a investigacdo dos
mecanismos basicos bem como a avaliacdo a eficacia dos efeitos terapéuticos de drogas anti-
cancer. Durante a progressdo do ciclo celular, células em crescimento transicionam entre as fases
Gl > S > G2 > M, de sintese de DNA, preparagdo para divisdo e subsequente mitose celular
(MALUMBRES; BARBACID, 2009). Os bufadienolideos foram capazes de provocar acimulo
de células em G2/M, mas também discreta dimuicdo de células em G0/G1 e em S, tanto em 24
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horas quanto em 48 horas de incubacdo em todas doses testadas, exceto 30 nM de 3-acetato de
bufalina apds 48 horas (Figura 21 e 22). Houve ainda aumento significativo de DNA sub-G1
(fragmentado) para todas as concentracGes utilizadas. A parada do ciclo celular por bufalina e
outros bufadienolideos ja é descrita na literatura. EXxistem relatos de parada de ciclo celular em
GO0/G1 para leucemia, cancer de figado e bexiga e em células do endométrio (NASU et al.,
2005a; GIRI et al., 2006; HUANG et al., 2012b; ICHIKAWA et al., 2015). Jiang e colaboradores
(2014) descreveram parada do ciclo em S por bufalina em duas linhagens tumorais de vesicula
biliar (SCG996 e GBC-SD) com diminuicdo de GO/G1 e G2/M. No entanto, a maioria do relatos
descreve parada do ciclo celular em G2/M, para bufalina e outros bufadienolideos, em varios
tipos de tecidos tumorais (MASUDA et al., 1995; XIE et al., 2011b; ZHU et al., 2012; HSU et
al., 2013; HUANG et al., 2013; DENG et al., 2014). Estudos prévios do nosso grupo utilizando
linhagem tumoral leucémica HL-60, hellebrigenina também mostrou parada em G2/M apos 24
horas de incubacdo (SOARES, 2011; SOARES, 2013). Xie e colaboradores (2013) mostraram
que a possivel parada por bufalina identificada como G2/M poderia estar relacionada em parte
com parada do ciclo em mitose e parte com avanco de células com o dobro de DNA (2N) para
fase em G1 e, nesse caso, seria identificado por citometria de fluxo como G2/M. Tais achados
reforcam nosso resultados de ciclo celular e abre espago para discussdes acerca do envolvimento
de outros tipos de morte celular induzidas por 3-acetato de bufalina e bufalina em células de
cancer de prostata.

A fim de elucidar os mecanismos envolvidos na parada em G2/M pelos bufadienolideos
estudados, foi realizado western blot para dois “checkpoints” do ciclo celular envolvidos nessas
fases do ciclo celular. Em nosso estudo, foram marcadas a ciclinas A2 e B1 (Figura 23). As
ciclinas e quinases dependentes de ciclinas (CDKs) sdo responsaveis pelo controle do ciclo
celular. A atividade das CDKSs requer a ligacdo a uma ciclina e sdo responsaveis por enviar 0s
sinais que irdo de fato controlar o crescimento e a divisao celular (MALUMBRES; BARBACID,
2009). A incubacdo de 3-acetato de bufalina e bufalina diminui ou inibiu completamente a
expressao de ciclina A2 a0 mesmo tempo que aumentou a expressao de ciclina B1. Ambas as
ciclinas tem papel importante durante a fase G2 e M. A ciclina A2 é essencial em pelo menos
dois pontos do ciclo celular: durante a fase S, quando ativa CDK2, e durante a fase G2 em
transicdo para fase M quando ativa CDK1. A ciclina A2 é encontrada, geralmente, no nudcleo
durante a fase S onde regula a iniciacdo e progressao da sintese de DNA (YAM; FUNG; POON,
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2002). No final de G2, a ciclina A2 se relocaliza para 0s centrossomos no citoplasma onde se liga
aos polos do fuso mitdtico e, junto com a ciclina B, regula a passagem da fase G2 para M
(FUNG; MA; POON, 2007). Ja a ciclina B, em geral, é responsavel pelo rompimento do
involucro nuclear, formacdo do fuso mitotico, condesacdo dos cromossomos e ativacdo do
checkpoint do fuso mitético (HOCHEGGER; TAKEDA; HUNT, 2008). O checkpoint do fuso
mitético monitora 0 ancoramento dos cromossomos aos fusos e atrasa a progressdo da anafase até
que todos 0s cromossomos estejam corretamente aderidos ao fuso bipolar. Uma vez que o
ancoramento foi realizado corretamente, o checkpoint ¢ ‘desligado’ ¢ Cdc20 ativa o ubiquitina
ligase E3 que, entdo, degrada ciclina B (SACRISTAN; KOPS, 2015). Quando da ndo degradacao
de ciclina B, o complexo CDK1/ciclina B , ainda ativo, pode atuar fosforilando e inativando a
familia de proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 o que levaria a inducao de apoptose, a0 mesmo tempo
que CDKZ1 poderia fosforilar e inativar as caspases responsaveis por essa morte celular (MC
GEE, 2015). Isso explicaria em parte a auséncia de clivagem (forma ativa) das caspases 9, 3 e 7
em nossos achados bem como a dimuicdo da expressdo de Bcl-2. Como j& foi mencionado
anteriormente, os bufadienolideos possuem diferentes respostas dependendo do tipo de tecido
analisado. No casos da expressdes de ciclinas, em geral, autores mostraram diminuicdo da
expressao de ciclina A2 e ciclina B1 (TAKAI et al., 2008; HUANG et al., 2012b; JIANG et al.,
2014). No entanto, Deng e colaboradores (2014) mostraram que helebrigenina provocou aumento
da expresséo de ciclina B1 em linhagem tumoral de figado HepG2 e morte celular por apoptose.
Ja Nasu e colaboradores (2005b) ndo mostraram alteracdo da expressao de ciclina B1 em célula
endometriais por bufalina. O aumento da expressdo de ciclina B1 tem sido relacionado a relatos
de catastrofe mitética. O aumento da expressdo ou ndo degradacdo, em nossos resultados, de
ciclina B1 pode ainda indicar a participacdo de catastrofe mitética. Assim, nossos achados em
célula tumoral prostatica PC3 indicam que a parada do ciclo causada pelos bufadienolideos pode
estar mais relacionada a metafase do que a fase G2 do ciclo celular.

Os diversos mecanismos de morte e parada de ciclo celular tém sido observados para 0s
bufadienolideos e tém sido associados muitas vezes ao dano causado por esses compostos ao
DNA. No intuito de se verificar possivel dano ao DNA causado por 3-acetato de bufalina e
bufalina, foi realizado o Ensaio do Cometa em células tumorais de préstata PC-3. Uma vez que o
dano ao DNA ¢é um evento que ocorre durante as primeiras horas de incubacdo, o ensaio foi

realizado em 3 e 24 horas de incubag¢do. Em nosso ensaio ndo foram observados danos ao DNA
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para nenhuma das doses ou tempos testados (Figura 24). Um dos primeiros eventos em resposta
ao dano de DNA em humanos é a fosforilagcdo da histona H2AX e, na Gltima década, o H2AX
fosforilado se tornou um poderoso biomarcador de danos de dupla fita em células e tecidos (JI et
al., 2017). Para confirmar a auséncia de dano, foi realizado por citometria de fluxo a marcacao de
H2AX fosforilado. Em nossos ensaios, mais uma vez utilizando 3 e 24 horas de incubacdo, ndo
foram observados aumentos significativos de H2AX fosforilado com nenhum dos
bufadienolideos (Figura 25). Embora, em nosso estudo tenhamos encontrado DNA fragmentado
(Sub-G1) na andlise por citometria de fluxo, tais resultados ndo necessariamente se relacionam
com os danos de dupla-fita que podem ser identificados por Cometa e H2AX fosforilado. E
pouco provavel que os fragmentos ocasionados por apoptose, por exemplo, sejam identificados
pelo ensaio do Cometa, uma vez que durante o processo de apoptose 0 DNA é quebrado em
pedacos maiores compativeis com o tamanho de nucleossoma (COLLINS et al., 2008). Pastor e
colaboradores (2002) mostraram que bufalina ndo induziu dano ao DNA em células de ovario de
hamster chinés. Mais tarde, 0 mesmo grupo, mostrou o efeito da bufalina no adiamento da agao
das vias de reparo de DNA (PASTOR; CORTES, 2003). Recentemente, Wu e colaboradores
(2014) indicaram dano ao DNA pelo ensaio do cometa por bufalina bem como inibicdo da
resposta a esse dano em células de cancer de pulmd@ NCI-H460. Outros autores também
observaram genotoxicidade (tanto por ensaio do cometa como por fosforilagdo de H2AX) de
outros esterdides cardiotonicos (CALDERON-MONTANO et al., 2013; LEE et al., 2014). As
diferencas entre os resultados podem ser, mais uma vez, atribuida as diferentes linhagens
tumorais utilizadas em cada estudo.

Tendo em vista a controvérsia acerca do envolvimento dos bufadienolideos em relacéo
inibicdo de resposta ao dano em DNA, decidimos realizar um ‘screening’ em vias de reparo DNA
em linhagem de galinha DT40 com genes knockout (deficientes) para diversas vias do reparo de
DNA. A linhagem DT40 possui a maior colecdo de clones mutantes em células vertebradas,
devido a eficiéncia em tornar deficientes genes especificos, mas manter seu cariotipo estavel.
Além disso, como células DT40 ndo possuem checkpoint G1/S e proliferam numa taxa
extremamente rdpida (+ ou — 8 horas de tempo de duplicacdo), tais células possuem, entdo,
caracteristicas em comum as células tumorais (WINDING; BERCHTOLD, 2001). Quase todos
0s elementos estruturais do DNA podem ser danificados, de sua base até quebra das pontes

fosfodiéster. Devido a sua existéncia delicada bem como sua necessidade de manter a
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estabilidade do genoma e prevenir morte celular ou tumorigénese, o reparo de DNA é uma
importante funcdo celular (NICKOLOFF et al., 2017). Em nosso ‘screening’, foi possivel
observar que as células deficientes de PARP-/- foram mais resistentes ao tratamento com 0s
bufadienolideos (Figura 26). Existem quatro vias principais de reparo de DNA, cada uma com
varios subtipos: reparo de dupla-fita, reparo de excisdo de base (BER — “base excision repair”),
reparo de excisdo de nucleotideo (NER — “nucleotide excisio repair”) e reparo do
emparelhamento erroneo de DNA (MMR — “mismatch repair”) (CICCIA; ELLEDGE, 2010).
Nesse contexto, PARP tem papel no reparo de quase todos os tipos de dano em DNA tornando-o
um alvo promissor para a clinica, a exemplo dos inibidores de PARP utilizados em céncer de
mama para mutacdo em BRCAL e/ou BRCA2 (DZIADKOWIEC et al., 2016). Em nosso ensaio,
a célula deficiente em PARP se tornou mais resistente aos bufadienolideos, o que pode vir a
indicar uma possivel participacdo de PARP na acdo citotdxica/citostatica dos compostos. Apesar
de extensivamente estudada em suas participacfes no reparo de DNA e também sua clivagem
durante os processos de morte apoptotica, apenas recentemente PARP tem tido destaque em
relacdo a processos de necrose programada. Ainda assim parthanatos, juncdo de PAR e Thanatos
(deus grego da morte), € um dos mecanismos de necrose regulada mais estudados (FATOKUN;
DAWSON; DAWSON, 2014; SOSNA et al., 2014). E, geralmente, provocado pelos estimulos
que também induzem danos ao DNA, como a irradiacdo ultravioleta, agentes alquilantes e
espécies reativas de oxigénio que hiperativam PARP (CHIU et al., 2011). Essa hiperativacdo de
PARP induz intenso acimulo de polimeros PAR, causando deplecdo de NAD+ e ATP, o que leva
a célula a uma catéastrofe energética. A hiperativacdo de PARP produz ainda polimeros de PAR
que induzem a liberacdo da forma truncada do fator indutor de apoptose (AIF, do inglés
apoptosis-inducing factor) da membrana externa da mitocondria bem como sua entrada no
nacleo, onde o AIF induzird fragmentacdo nuclear por uma série de mecanismos ainda nao
conhecidos (FATOKUN; DAWSON; DAWSON, 2014). Em nossos resultados, algumas
caracteristicas quando da incubagdo por 3-acetato de bufalina e bufalina como por exemplo a
despolarizacdo da mitocéndria, mas com pouca indugdo de apoptose em geral e ainda a
morfologia necrética de parte das células em nossas micrografias, nos levam a sugerir morte por
parthanatos. Apesar disso, a auséncia de dano ao DNA, caracteristico desse tipo de morte, nos

leva a pensar ao contrario.
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As topoisomerases desempenham papel importante em diversos aspectos do metabolismo
de DNA através da sua funcdo em modelar as tensdes topologicas necessérias para replicacao,
transcricao, recombinacdo e segregacao das moléculas filhas (POMMIER et al., 2016). Tendo em
vista 0s papéis desempenhados pelas topoisomerases, ndo € surpresa que essas enzimas sejam o
foco de pesquisas na terapia do cancer (LIU, 1989). Os bufadienolideos, em especial a bufalina,
ja possuem atividade inibitéria da topoisomerase Il descrita por alguns autores, no entanto, néo
tem tido muita importancia nos ultimos anos (HASHIMOTO et al., 1997; WATABE et al., 1997;
DOMINGUEZ et al., 2001). Recentemente, Calderon-Montafio e colaboradores (2013)
mostraram a relacdo entre as lactonas alfa e beta insaturadas dos glicosideos cardiacos (incluindo
os bufadinolideos) e sua relacdo com a formacdo de complexos clivados de DNA ocasionados
por topoisomerase | e Il. Nesse sentido, foi realizado o ensaio de clivagem de DNA para
topoisomerase | e Il quando incubados por 3-acetato de bufalina e bufalina (Figura 27 e 28).
Nossos ensaios revelaram que ndo houve a formagdo de complexos de clivados para
topoisomerase |, mas houve uma discreta formacdo de clivados para topoisomerase Il, o que
indicaria possivel inibicdo da enzima por 3-acetato de bufalina e bufalina. Existem dois tipos de
inibidores de topoisomerase II, os inibidores classicos, também chamados ‘poisons’ e oS
inibidores cataliticos. O tipo classico, ou poison, age estabilizando os complexos de clivagem de
DNA, produzindo quebra de fita de DNA e interferindo a replicacdo e/ou transcricdo. Ja 0s
inibidores cataliticos interferem diretamente no sitio catalitico da enzima, interrompendo sua
funcdo e, por sua vez, ndo produzem quebra das fitas do DNA (POMMIER, 2013). Além disso,
como observaram Pastor e colaboradores (2002), a bufalina mostrou ser capaz de inibir
cataliticamente topoisomerase Il em células de ovéario de hamster. Da mesma forma, Hashimoto e
colaboradores (1997) observaram que a bufalina reduziu a atividade das topisomerase Ilo ¢ 1If3
em células leucémicas HL-60. A auséncia de dano em DNA por duas metodologias (Ensaio do
Cometa e fosforilagdo de H2AX) nos levou a crer que 3-acetato de bufalina possa inibir de forma
catalitica a enzima topoisomerase I1.

Na tentativa de se elucidar possivel inibicdo catalitica de topoisomerase Il por 3-acetato
de bufalina, foram realizados ensaios in silico de modelagem molecular (docking). O docking
molecular pode ser utilizado para criagdo de modelos de interacdo entre uma molécula pequena
(ligante) e uma proteina (macromolécula) que permite caracterizar o comportamento de ligantes

alvos em seus sitios nas macromoléculas, bem como elucidar seus processos bioquimicos
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(MCCONKEY; SOBOLEV; EDELMAN, 2002). Diversos programas baseados em diferentes
algoritmos foram desenvolvidos para uso em docking molecular, o que tem feito seu uso uma
importante ferramenta em pesquisas farmacéuticas (MENG et al., 2011). Uma vez que que a
estrutura completa da topoisomerase lla ainda ndo esta disponivel, em nossos ensaios in silico foi
utilizada porcéo responsavel pelo sitio ATPasico (PDB: 1zxm). Tanto 3-acetato de bufalina como
bufalina obtiveram grande afinidade pela topoisomerase 11 humana indicada pela baixa energia de
ligacdo (-10,96 kJ/mol para BUFO06 e -10,57 kJ/mol para BUF05) como mostrado nas Figuras 29
e 30. Além disso, os sitios de ligacdo sobrepdem a localizacdo da molécula de ATP, indicando
possivel competicdo e, dessa forma, inibindo a funcdo da enzima. A interacdo com a molécula de
MG torna a hipotese de inibicdo plausivel, pois tal molécula é necesséaria juntamente com o ATP
para o correto funcionamento da topoisomerase Il. Jun e colaboradores (2011) mostraram a
sintese de uma analogo de xantona que obteve resultados semelhantes para docking molecular
utilizando a mesma porcdo de topoisomerase Il e com confirmada acéo inibitdria da enzima por
ensaios bioldgicos. A topoisomerase Il utiliza a energia vinda da hidrdlise do ATP para completar
a replicacdo do DNA. Portanto, esforcos tém sido feitos para desenvolver novos inibidores
cataliticos por atenuar a atividade ATPasica por bloguear ou impedir o ATP de se ligar ao seu
sitio de ligagdo na enzima. Um inibidor de ATPase como um inibidor catalitico de topoisomerase
Il pode ser considerado uma abordagem benéfica para tratamentos anticancer em termos de baixa
toxicidade ao DNA e seu coincidente potencial de atividade inibitorias de histonas HSP90
(FURET et al., 2009).

Além disso, as topoisomerases Il sdo importantes na separacdo (decatanecdo) dos
cromossomos durante a mitose. O checkpoint do fuso mitético é o mecanismo de controle que
regula a segregacdo dos cromossomos e um dos passos importantes é a formacdo do complexo
promotor de anéfase/ciclossomo (APC/C do inglés anaphase-promoting complex). O APC/C ¢é
formado pela ubiquitina ligase E3 que controla a progressdo mitdtica bem como a separacao das
cromatides. Durante a progressdo da mitose, CDC20 age como ativador de APC/C promovendo a
degradacéo dos substratos mitoticos como securina e ciclina B1. A degradagéo de ciclina B1 leva
a inativacdo de CDK1 e inicia a saida da fase mitética (PETERS, 2002). Geralmente, o
checkpoint mitotico monitora também o estado de catenacdo dos cromossomos. As células séo
paradas na fase G2 do ciclo celular, e o progresso da mitose é atrasada, caso as cromatides ndo
sejam completamente separadas (DEMING et al., 2001). A topoisomerase Ila possui 3
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subunidades distintas de dimerizacdo com o0 maximo de suas expressdes durante as G2 e M do
ciclo celular, sendo especificas para 0 desenovelamento dos cromossomos e essenciais para sua
separacdo na transicdo de metafase para anafase (CHEN et al., 2015a). Nossos resultados,
revelaram possivel inibi¢ao do sitio ATPasico de topoisomerase Ila. A parada do ciclo celular em
G2/M, o acumulo de ciclina B1 e o surgimento de células grandes e com mais de um nucleo sdo
indicios que nos levam a crer no mal funcionamento dos checkpoints mitéticos provocados tanto
por 3-acetato de bufalina como bufalina. Ishida e colaboradores (1991) observaram que ICRF-
193, um inibidor catalitico de topoisomerase I, levou a dimuicdo da segregacéo de cromossomos
e surgimento de células poliploides. Outros autores também revelaram que ICRF-187 também
provocou grande aumento de células poliploides (HASINOFF et al., 2001). Ainda, o acimulo de
ciclina B1 e inibicdo catalitica da topoisomerase Il, atrapalhando a segrega¢do dos cromossomaos,
pode levar a célula a uma desregulacdo semelhante ao que vimos para catastrofe mitotica que, por
sua vez, pode direcionar a célula a vérios tipos de morte celular.

O Comité de Nomenclatura em Morte Celular (NCCD do inglés Nomenclature Comittee
on Cell Death) define catastrofe mitética ndo mais como um tipo de morte celular, mas sim como
um mecanismo oncosupressivo. Esse mecanismo € iniciado por (i) perturbacGes no aparato
mitdtico (como por exemplo, inibi¢ao de topoisomerase Ila, que impede a correta separacdo dos
cromossomos); (ii) € iniciado durante a fase M do ciclo celular; (iii) é associado a algum grau de
parada mitotica; e (iv) por Gltimo aciona morte celular ou senescéncia (GALLUZZI et al., 2012).
Em nosso caso, a possivel inibi¢do de topoisomerase Ila. por 3-acetato de bufalina pode ter
ocasionado falha na segregacdo dos cromossomos, evidenciado pelo aumento do volume celular e
presenca de células multinucleadas. O aumento da ploidia de células, como encontrado em
algumas células tratadas pelos nossos bufadienolideos, pode levar a formacdo de células gigantes
com até 32 N de conteudo de DNA, a exemplo de células de ovario de hamster (CHO)
(HASINOFF et al., 2000). No entanto, para a maioria das células, o aumento da ploidia leva a
catastrofe mitdtica (LARSEN; ESCARGUEIL; SKLADANOWSKI, 2003). Como ja foi
mencionado, o acumulo de ciclina B1, ocasionado pelos bufadienolideos, pode ser também um
indicativo de catastrofe mitética (MC GEE, 2015). Essa via pode ter sido favorecida também pelo
fato de a linhagem de prostata PC-3 ndo possuir p53, um conhecido inibidor de catastrofe
mitotica. Como mencionando anteriormente, a catastrofe mitotica pode levar a outros processos

de morte. Apoptose induzida pelos bufadienolideos foi confirmada pela externalizacdo de
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fosfatidilserina e aumento de fragmentacdo celular e também por clivagem de caspase 8 (via
extrinseca) e clivagem de PARP. Apesar de confirmada por essas caracteristicas, a discreta
ativacdo das mesmas nos leva a questionar a participacdo de outras vias no processo. E sabido
que o complexo ciclina B1/CDKZ1, observado em nossos resultados, pode levar a inativacdo de
Bcl-2 e Bcl-xL, ambos fatores antipoptdticos, levando a ativacdo de via ndo apoptotica (DUTTA
et al., 2012). No entanto, em nossos resultados o fator pré-apoptdtico Bax também teve sua
expressao diminuida, o que pode ter reduzido a inducdo de apoptose, como confirmado pela
auséncia dos clivados de caspase 9, 3 e 7. Assim, por ndo conseguir ativar a via de morte por
apoptose em todo seu potencial, a célula findou por ativar outros mecanismos de morte, em
especial necrose programada. As ceélulas deficientes em PARP quando tratada pelos
bufadienolideos se tornaram sensivelmente mais resistentes, o que nos indicaria a participacdo de
PARP em seu mecanismo de morte. A fragmentacdo de DNA sub-G1, o que geralmente indicaria
apoptose intrinseca, pode também ser um indicio de morte por PARP (parthanattos), uma vez que
ativacdo de PARP libera AIF que poder ser indicado pela despolarizacdo mitocondrial, também
mostrado por nossos bufadienolideos. A despolarizacdo mitocondrial também pode ter sido
ocasionada ainda pelo aumento de calcio intracelular e como consequéncia a permeabilizacdo de
sua membrana com liberacdo de AIF, sinalizando para uma via de morte ndo-apoptotica
(ORRENIUS; GOGVADZE; ZHIVOTOVSKY, 2015). Sabe-se que os bufadienolideos, como
por exemplo a bufalina, por sua inibicdo da Na*/K*ATPAse, causam aumento notavel de calcio
intracelular refor¢ado por varios autores (WINNICKA et al., 2008; YU et al., 2008; GAO et al.,
2011). O célcio é essencial na atividade de PARP1 e acredita-se que 0 mesmo possa por si sé
ativa-lo (BURKLE; VIRAG, 2013). Em resumo, esquematizado na Figura 31, a inibigio de
topoisomerase Ila, e sua importante fung¢do na separagdo dos cromossomos durante mitose, por 3-
acetato de bufalina e bufalina levaria a estado de catastrofe mitética. A prolongacao de tal estado
sinalizaria a célula para morte celular primeiramente por apoptose e secundariamente por necrose
programada, em especial parthanatos. No entanto, sdo necessarios estudos posteriores a fim se de

confirmar a participacdo desse e outros tipos de morte celular.
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Figura 31. Mecanismos de agdo proposto para os bufadienolideos bufalina e 3-acetato de
bufalina.

Nicleo
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6 CONCLUSAO

O bufadienolideo 3-acetato de bufalina (BUF-06) se motrou ligeiramente mais pontente que
bufalina (BUF-05) sendo capaz de promover efeito citostatico em linhagem de cancer de prdstata
PC-3, promovendo eventos de morte celular do tipo necrotico e apoptotico por sua inibicdo de
topoisomerase Il e possivel ativacdo do mecanismo oncossupressivo compativel com catastrofe
mitética. Portanto, pode ser considerado um novo protétipo de molécula com potencial

anticancer.
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