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RESUMO

As quinonas representam uma das mais importantes classes de compostos utilizados na clinica
oncologica, suas moléculas sdo de ocorréncia natural e distribuem-se em trés grupos
(antraquinonas, benzoquinonas e naftoquinonas). Neste trabalho foi estudado a atividade
citotoxica e mecanismos de acdo anticincer de um composto pertencente ao grupo
benzoquinona, denominado FR42 (benz[glisoquinolina-5,10-diona) em células de
glioblastoma humano (SF-295). Primeiramente realizou-se o ensaio de citotoxicidade em um
painel de 4 linhagens de células cancerigenas, sendo que a FR42 apresentou elevada
toxicidade para todas as células cancerigenas testadas, exibiu ICsy entre 1,70-2,45 pM. Com
relagdo ao ensaio de citotoxicidade realizado em células normais, mostrou ICsy entre 12,18-
23,27 uM, houve ligeira seletividade para células cancerigenas. Estudos em citometria de
fluxo realizados em células SF-295 sugerem que o composto FR42 na maior concentragao
testada, induz morte celular por apoptose, evidenciado pela fragmentacdo do DNA e
despolarizagdo da membrana mitocondrial. O composto FR42 na menor concentragdo testada
2 uM apresentou interferéncia no ciclo celular, promovendo acimulo de células na fase
G2/M. Os resultados indicam que o composto FR42 possui notdvel toxicidade para células

tumorais.

Palavras chave: Benzoisoquinolina. Quinonas. Citotoxicidade. Apoptose.



ABSTRACT

Quinones represent one of the most important classes of compounds used in clinical
oncology, and they are natural products easily found in the nature. They have been distributed
in three groups (anthraquinones, benzoquinones and naphthoquinones). This study
investigated the cytotoxic activity and anticancer mechanism of action of a compound
belonging to the benzoquinone group, called FR42 (benz [g] isoquinoline-5 ,10-dione) in
human glioblastoma cells (SF-295). First of all, it was performed the cytotoxicity assay on a
panel of four cancer cell lines, and the FR42 showed high toxicity to all cancer cells tested,
exhibited IC50 between 1.70 to 2.45 mM. In order to the cytotoxicity assay performed on
normal cells showed IC50 between 12.18 to 23.27 mM, there was a slight selectivity for
tumor cells. Flow cytometry studies performed in SF-295 cells has been suggested that the
compound FR42 in the highest concentration tested, induced cell death by apoptosis as
evidenced by DNA fragmentation and depolarization of the mitochondrial membrane. FR42
lowest concentration tested (2 mM) presented interference in the cell cycle promoting
arresting of cells in G2 / M. The results has been indicated the a notable toxicity from FR42 in

cancer cells lines.

Key Words: Benzoisoquinoline. Quinone. Cytotocity. Apoptosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Caracterizando o Cancer

Cancer ¢ uma palavra comumente utilizada para designar todos os tumores malignos,
esta palavra ¢ oriunda do grego carcinos, cujo significado ¢ caranguejo. Acredita-se que os
tumores malignos passaram a ser chamados de cancer em decorréncia de uma analogia entre a
capacidade de aderéncia das células neoplasicas e a obstinacdo de um caranguejo quando se
agarra a algo (KUMAR et al., 2004; INCA, 2010). O termo neoplasia significa crescimento
novo, ja a expressdo tumor deve-se a tumefacdo decorrente da inflamacdo caracteristica
(LIOTTA; KOHN, 2001; RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003).

O cancer pode ser caracterizado por uma proliferacio ou diferenciacdo celular
anormal, onde mesmo quando interrompido seu estimulo, o crescimento celular ndo cede. O
desenvolvimento de neoplasias estd associado a diversos fatores genéticos, ambientais,
ocupacionais € comportamentais. A exposi¢do a radiagdo, como também a algumas
substancias inorganicas em seres humanos e experimentalmente em animais mostraram-se
capazes de produzir danos ao DNA, provocando anormalidades no crescimento e
diferenciacio celular. E valido salientar que as mutagdes podem também ocorrer como
resultado de erros na replicagdo celular, sem a interferéncia de fatores externos ao organismo
(DOLL; PETTO, 1981). As chances de incidéncia do cancer podem aumentar ao passo que
ocorrem danos ao DNA celular, mutagdes em células normais e genes promotores do
crescimento ou reguladores (COLDITZ et al., 1996). As células cancerigenas possuem
habilidade para invadir células vizinhas, ou até disseminar-se em locais distantes de sua
origem (metastase), apresentam capacidade aumentada de angiogénese, como também
possibilidade de replicagdo ilimitada, insensibilidade a estimulos controladores do
crescimento e inibicdo da apoptose (DOLL; PETO, 1981; COLDITZ et al., 1996; RIBEIRO;
SALVADORI; MARQUES, 2003).

Vérios genes e moléculas endogenas sdao determinantes no aparecimento de
neoplasias, como exemplo a proteina p53, por atuar diretamente ou indiretamente induzindo
células com mutagdes ou defeituosas a apoptose. O gene p53 € capaz de interromper o ciclo
celular, induzir a atividade de molécula responsaveis pela checagem e ou capazes de induzir
apoptose. A apoptose representa uma via de morte celular programada minuciosamente

regulada, que envolve interagdo de diversos fatores. Sao identificadas altera¢des de natureza



morfologica como resultado do desencadear de uma cascata de eventos moleculares e
bioquimicos. Mutagdes no gene p53 sdo responsaveis pelo desenvolvimento de um nimero
expressivo de neoplasias (ALMEIDA et al., 2005; ESSERS; VERMEULEN;
HOUTSMULLER, 2006).

O cancer tem sua génese vinculada a seis determinantes: manuten¢do da proliferacao
celular independente de sinalizacdo, resisténcia a estimulos de morte celular, insensibilidade a
supressao do crescimento, capacidade de invasdao de células vizinhas além de migracao para
c¢lulas mais distantes (metéstase), inducao de angiogénese e imortalidade (capacidade infinita
de replicagdo) (KUMAR et al., 2004). Provavelmente, a caracteristica mais notavel das
células cancerigenas seja a possibilidade de manter sua proliferacio sem necessidade de
estimulos. As células cancerosas beneficiam-se da desregulacao da sinalizacdo celular, através
de fatores de crescimento que ligam-se a receptores da superficie celular (normalmente
contendo dominios de tirosina quinase intracelular), tornando-se completamente autonomas
(SOUZA et al., 2007). Estudos sugerem que mutagdes somaticas podem ocasionar ativagao
constitutiva no sistema de sinalizacdo da proliferacao celular, com frequéncia desencadeada
por receptores de fatores de crescimento (CARVALHO; TIRNAUER; PELLMAN, 2003).

A propriedade de ser insensivel aos sinais supressores de proliferacdo consiste noutra
caracteristica relevante de células neoplasicas. Apesar da existéncia de diversos sistemas de
supressao do crescimento celular, as células cancerigenas podem “driblar” estes programas. A
fosfoproteina nuclear pRB e a p53 sdo moléculas de extrema importancia no controle da
proliferagdo, estes em condigdes normais tém dentre suas atribuicdes a possibilidade de
decidir entre a continuagdo do crescimento celular ou a parada do ciclo. A heranga de genes
supressores do crescimento defeituosos estd comumente associada a canceres familiais
(ANAZETTI et al., 2003). A pRB exerce o papel de supressor da proliferacao celular, nas
situagdes onde encontra-se inativado, representa um aumento no risco de desenvolvimento de
cancer familiar. Ainda ndo estd comprovada a heranca de outros genes supressores do
crescimento defeituosos como causa de tumores malignos, ¢ certo que provavelmente estes
genes supressores do crescimento possuem semelhancas restritas quanto a sua atividade
biologica referente a antiproliferacdo (FISCHER; GLOVER; LANE, 2004).

A transformacdo observada na célula neoplasica referente a imortalidade consiste
numa transformacgdo que a célula neoplasica necessita para executar com sucesso todas as
etapas de formagdo de um tumor maligno. Possivelmente o organismo estabelega a

caracteristica de limitacdo da replicagdao de células normais com o intuito de evitar o cancer.



Os telomeros sdo estruturas moleculares complexas que exibem um padrao replicacio lento,
sdo hexanucleotideos de sequéncia 5 -TTAGGG-3" em uma das fitas (rica em G), na outra fita
5"-CCCTAA-3" (COSTA et al., 2008). Podem ter sua fun¢do grosseiramente comparada a um
lacre, preserva as estruturas intracelulares das adversidades no citoplasma (ANAZETTI et al.,
2003). Ao passo que uma célula normal replica-se, o teldmero tende a degradar-se, sendo que
esta estrutura funciona como uma especi¢ de “lacre” da célula, preservando assim a
integridade dos componentes intracelulares (KRYSKO ef al., 2008). Provavelmente o
telomero tenha intrinseca ligacdo com a limitagdo do crescimento em células normais.
Todavia em células portadoras de transformagdes malignas a capacidade de proliferacao
torna-se ilimitada em decorréncia da ndo degradacdo do teldmero em resposta a proliferacao
(ZIEGLER; GROSCURTH, 2004). A figura 2 apresenta alguns fatores enddgenos

determinantes no desenvolvimento do cancer, bem como caracteristicas da tumorigénese.

Figura 1. Marcos do cancer.
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Fonte: Adaptado de LUO et al., 2009.

A célula neoplésica tem a capacidade de invadir células vizinhas, ou até mesmo
colonizar e atingir tecidos relativamente distantes de sua origem. Neste sentido a colonizagao

¢ considerada como fendmeno mais complexo do que a propria metéstase. Células neoplasicas



migradas para novos parénquimas teciduais sdo capazes de promover massa tumoral neste
novo local (EDINGER; THOMPSON, 2004; KUMAR et al., 2005).

A angiogénese consiste em uma das alteracdes observadas no tumor maligno. A
explicacdo para a neovascularizacao seria a estratégia das células neoplasicas para garantir
uma irrigagdo sanguinea superior, com o intuito de obter oxigénio e outros nutrientes com
relativa abundancia para suas células. Além de garantir eficiente sistema de drenagem para
eliminagdo de moléculas ou gases desnecessarios ao seu funcionamento. O gene VGEF (Fator
de Crescimento do endotélio Vascular), estd envolvido com a inducdo da proliferagao de
vasos sanguineos na embriogénese e no periodo neonatal. O gene VGEF tem em sua via de
sinalizacdo os receptores (VGEF 1-3), e esta implicado angiogénese observada nos tumores
malignos (WEINBERG, 2008).

No Brasil, estima-se que ocorram mais de 518 mil novos casos de cancer no ano de
2013 (Figura 2). Sendo que os tipos de canceres mais incidentes por localizagdo primaria para
0 ano de 2013 nos homens sdo: prdstata, pulmao, colon e reto. Nas mulheres: mama, colo do

utero, colon e reto (INCA,2011).

Figura 2. Estimativas para o ano de 2012/2013 do numero dos casos novos de cancer, em homens e mulheres,

segundo a localizag@o primaria.

Localizagdo primaria Estimativas de casos novos
O .- Feminine . Toal ..
Prastata 60.180 - 60.180
Mama feminina - 52.680 52.680
Traqueia, bronquios e pulmdes 17.210 10.110 27.320
Colon e reto 14180 15.960 30.140
Estdmago 12.670 7420 20.090
Colo do atero - 17.540 17.540
Cavidade oral 9.990 4180 14.170
Laringe 6.110 - 6.110
Bexiga 6.210 2.6%0 8.900
Esdfago 7.770 2.650 10.420
Owario - 6.1%0 6.190
Linfoma ndo Hodgkin 5.190 4.450 9.640
Gléndula Tireoide - 10.520 10.590
Sistema Nervoso Central 4 820 4450 9.270
Leucemias 4570 3.940 8.510
Corpo do Utero - 4520 4520
Pele melanoma 3.170 3.060 6.230
Outras localizacdes 43120 38.720 81.840
Subtotal 195.190 189.150 384.340
Pele ndo melanoma 62.680 71.430 134.170
Todas as neoplasias 257.870 260.640 518.510

Fonte: INCA, 2011.



Podem ser observadas na figura 3, as taxas brutas da incidéncia de cancer por 100 mil
habitantes para homens e mulheres estimadas para o ano de 2013, segundo a Unidade da
Federacdo, para todas as neoplasias. Para o sexo masculino as maiores taxas de cancer por
100 mil habitantes esperadas em 2013 sdo na regido centro-oeste (Goias, Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul). Nas mulheres estima-se que a maior incidéncia em 2013 seja nos estados de

Goias, Mato Grosso do Sul, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo e Rio Grande do Sul.

Figura 3. Taxa de inicidéncia de cancer por 100 mil habitantes para homens e mulheres, segundo a Unidade da

Federacdo, para todas as neoplasias.

Homens Mulheres

. 310,12 - 401,62 . 373,08 - 405,31

. 193,36 -310,11 . . 191,22 - 273,07 a

140,93 193,95 143,81-19121

,. 30,61 - 143,80 ’

Fonte: INCA,2011.

87,39-140,92

O cancer consiste na segunda principal causa de morte no Brasil, tem uma taxa de
mortalidade inferior apenas as doengas do aparelhor circulatério. Em 2008 os canceres de
pulmao, estobmago, prostata, colon e reto e mama, consistiram nas principais causas de morte
por cancer na populagdo brasileira (figura 4). Sendo que nos homens as trés principais causas
de mortalidade foram por canceres de traquéia, bronquios e pulmoes, seguido de cancer na
prostata e estbmago. Nas mulheres as trés pricipais causas de morte por neoplasias foram por

canceres de mama, bronquios, traqueia (INCA, 2011).



Figura 4. As dez principais causas de morte por cancer, segundo 0 sexo.

Homens Mulheres

Traqueia, brénguios e pulmdes 15,3% Mama 16,0%
Prostata 14,1% Tragueia, brénquios e pulmdes 10,0%
Estdmago 9,7% Colon e reto 8,6%
Calon e reto 6,8% Colo do utero 6,6%
Esofago 6,5% Estdmago 5,1%
Figado e vias biliares intra-hepaticas 4,6% Pancreas 4,6%
Cavidade oral 4,2% SNC 4,5%
SNC 4,2% Figado e vias biliares intra-hepaticas 4,2%
Pancreas 3,9% Localizagdo priméria desconhecida 4,0%
Laringe 3,7% Ovdrio 3,9%
Outras 27,0% Qutras 31,3%
Total 85,088 Total 713.775

Fonte: BRASIL, 2008.

As neoplasias representam doencas de grande magnitude em todo o mundo, cujos
mecanismos fisiopatologicos sdo de complexo entendimento. Contudo, dentre os fatores
vinculados ao desenvolvimento do céancer, pode-se citar a falha do organismo em induzir a

morte celular (STRASSER; O’CONNOR; DIXIT, 2000).

1.2  Necrose e Morte Celular Programada (Apoptose)

A teoria de morte celular programada foi proposta pela primeira vez em 1965 por
Lockshin e Williams. Os eventos de mortes celulares sdo classificados baseando-se nas suas
caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas. Dentre as formas de mortes conhecidas, a necrose
e a apoptose sao duas vias bastante estudadas (figura 5). A necrose ¢ notadamente identificada
apos a célula sofrer dano, neste caso, morfologicamente a mesma apresenta um aumento do
volume celular, perda de integridade da membrana, cromatina agregada e desorganizacao
celular. Na necrose, em decorréncia da perda da integridade da membrana ocorre
extravasamento do conteudo celular, geralmente resultando em danificagdo de células
vizinhas, podendo desencadear uma inflamacao local (KUMAR et al., 2004; ZIEGLER;
GROSCURTH, 2004). A apoptose ¢ conhecida como “morte celular programada”, ¢
relativamente facil de ser identificada. Geralmente a membrana celular permanece integra, as
organelas com a morfologia preservada, com a exce¢do da mitocondria que em algumas
situagdes podem ter sua membrana externa rompida. A cromatina apresenta-se condensada e

permanece junta a membrana nuclear, ocorre a formacao de corpos apoptoticos. Estes ultimos



geralmente sdo fagocitados por macrofagos antes de provocarem um processo inflamatorio

(STRASSER; O’CONNOR; DIXIT, 2000; ZIEGLER; GROSCURTH, 2004).

Figura 5. Caracteristicas estruturais dos principais tipos de morte celular.
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Fonte: BRUNIN e MEDENA, 2008.

A apoptose pode ocorrer pelas vias intrinseca e extrinseca. A via extrinseca ocorre
quando ha ligacdo de moléculas especificas as proteinas de membrana pertencentes a familia
dos receptores de fatores de necrose tumoral. A ligacdo referida possibilita a ativa¢ao da
cascata de caspases. Os receptores da familia dos fatores de necrose tumoral possuem
subdominio extracelular dotado de cisteina que confere ao mesmo a capacidade de reconhecer
seus ligantes, tendo tem como resultado uma trimerizagdo e posterior ativacao dos receptores
de morte especificos. A partir dai a sinalizagdo passa a ocorrer por conta da porgao
citoplasmatica do receptor, trata-se de um segmento de 65 aminodcidos conhecido como
“dominio de morte”. Esta por¢do apos reconhecer o estimulo pela ligacdo do ligante passa a
interagir com moléculas chamadas de FAAD/MORT-1, provocando o recrutamento da
caspase -8, que por sua vez ativa a caspase -3 ¢ promove a morte celular (LI ez al., 1998; LUO
et al., 1998).

Dentre as importantes moléculas diretamente envolvidas com a apoptose estdo as

proteinas da familia Bcl-2, as proteinas inibidoras da apoptose, além da propria p53. As



caspases sao da familia cisteinas proteases, estas sdo capazes de induzir e executar a apoptose
através da clivagem do asparato, levando a condensagdo, fragmentacdo nuclear e a saida de
fosfolipidios da membrana que ativa a fagocitose desta célula por macrofagos. As caspases
que tiveram sua atividades biologicas vinculadas a apoptose sdo as (caspases: 3, 6, 7, 8, 9,
10). Na apoptose as caspases podem ser classificadas como iniciadoras (possuem pro-

dominios longos) ou efetoras (pro-dominios curtos ou ausentes).

Figura 6. Esquema da via extrinseca da apoptose.
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Bax, assim como outras proteinas pertencentes a familia Bcl-2 estdo envolvidas com
indugdo ou repressao da apoptose. As proteinas Bcl-2 e Bel-XL inibem a saida do citocromo ¢
da mitocondria, por tanto sao consideradas reguladoras da apoptose ou antiapoptdticas. Ja as
proteinas Bax, Bid e Bak, ligam-se a receptor especifico na membrana mitocondrial,
promovem o potencial de membrana, aumentam sua permeabilidade, favorecendo a liberacao

do citocromo ¢ no citoplasma, neste caso ocorre um aumento da expressdo de espécies



reativas de oxigénio, contribuindo assim para a morte celular programada “apoptose”

(STRASSER; O’CONNOR; DIXIT, 2000). As proteinas inibidoras da apoptose ou IAP’s,

atuam ao inibir a atividade das caspases efetoras -3 e -7, da caspase iniciadora -9 e ainda

modulagdo do fator de transcrigdo NF-kB. Na apoptose as IAP's sdo removidas por proteinas

liberadas da mitocondria denomindas smac/DIABLO (MACFARLANE; WILLIAMS, 2004).

Figura 7. Esquema da via intrinseca da apoptose.
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Como ja assinalado, o gene p53 esta relacionado com a indugdo de morte celular

programada, o mesmo pode parar o ciclo celular, favorecendo durante um periodo a



possibilidade de checagem de possiveis danos ou mutagdes. Em condigdes normais, caso o

dano nao seja reparavel a célula ¢ induzida a morte.

1.3 Ciclo Celular e pRb

O termo “relogio do ciclo celular” apesar de equivocado ¢ largamente utilizado pelos
autores, que pretendem melhor designar um sistema de proteinas resposaveis pelo
processamento de sinais (FOSTER, 2008). Este recebe influéncias de origens intra e
extracelulares, compacta as informagdes e finalmente decide o destino da célula (KING et al.,
1996). O relogio do ciclo celular uma vez decidindo seguir a proliferacdo, induz eventos que
conjuntamente assumem o papel de regéncia do crescimento e divisdo celular. Caso o reldgio
do ciclo celular favoreca a quiescéncia, o mesmo utilizara fatores que contribuirdo para um
estado ndo proliferativo sobre a célula (LOURO et al,, 2002; WEINBERG, 2008).

O ciclo pode ser dividido em duas fases: interfase e fase M (mitose). Na interfase
existem as subfases G1, G2 e S, na fase M existem profase, metafase, anéafase, telofase e
citocinese (KING et al., 1996; WEINBERG, 2008). Em varios momentos destas subfases as
células condicionam a proliferagdo a um “ponto de checagem”, um momento de verificagao,
onde o reldgio celular decide entre a continuacdo do ciclo ou a entrada no estado de
quiescéncia (VAKIFAHMETOGLU; OLSSON; ZHIVOTOVSKY, 2008). Sobre as subfases
da interfase sabe-se que GO ocorre logo ap6s a mitose, caracteriza-se como um estadgio de
intensa reacdo bioquimica, observa-se o aumento do volume celular, para que o ciclo tenha
continuidade nesta fase a célula passa pelo ponto de restricdo ou ponto “R”. Passando pelo
ponto de restricdo na continuidade do ciclo inicia-se a fase S, esta ultima ¢ apontada como a
fase de sintese de DNA, nesta etapa os cromossomos sofrem duplicacdo longitudinal,
resultando em duas cromatides, sdo sintetizadas proteinas importantes como as histonas
(JACKSON et al, 2007). Na sequencia G2 ¢ conhecida como a fase pos sintética,
constituindo o intervalo que antecede a mitose. A célula na fase G2 que possui um duplo
complemento de DNA, dividi-se em duas células — filhas G1. Cada uma destas duas células —
filha podem entrar no ciclo celular ou passarem a um estado nao—proliferativo denominado
GO (FISCHER; GLOVER; LANE, 2004).

A mitose inicia-se logo apos G2, corresponde a etapa onde ocorrem mudangas na
célula que resultam na sua divisdo, originando duas outras, ambas com mesmo nimero de

cromossomos. A mitose possui cinco subfases: profase, prometafase, metafase, anafase e



telofase (HANAHAN; WEINBERG, 2000). A profase ocorre no inicio da mitose, em células
diploides, observa-se centrossomos e cromossomos duplicados. Ao microscopio Optico €
possivel evidenciar o inicio da condensagdao cromossdmica, os centriolos deslocam-se para as
extremidades formando o fuso mitdtico, ocorre uma desorganizagao do involucro nuclear e
desaparecimento dos nucléolos (HANAHAN; WEINBERG, 2000; LOURO et al., 2002;
FOSTER, 2008). Na prometafase microtubulos emergem do centrossomas e a nivel dos polos
atingem os cromossomos (condensados), os microtibulos ligam-se ao cinetocoro (estrutura
proteica das cromatides imas), nesta fase o cromossoma ¢ praticamente visivel a olho nu
(SCHOTTENFELD; BEEBE-DIMMER, 2005). E na metifase que 0s cromossomos
condensados passam a alinhar-se no centro da célula. A anifase ocorre quebra dos
centromeros, sdo formados dois cromossomos independentes, estes migram para poélos
opostos (KUMAR et al, 2004). A telofase ¢ caracterizada pela descondensagdo dos
cromossomos filhos situados em cada polo da célula, uma nova carioteca surge em proximo a
cada conjunto cromossOmico, ainda nesta fase os cromossomos ja descondensados retomam a

sintese de RNA e os nucléolos retornam (SALGALLER; LODGER, 1998).

Figura 8. Esquema das fases do ciclo celular.

Mitose

Quiescencia
22 Intervalo

12 Intervalo

Sintese

Dentre os fatores relacionados com a regulagdo da proliferacdo celular o pRb
desenvolve importante papel, servindo como uma espécie de guardiao do portao do ponto de
restri¢do, acredita-se que pRb consiste numa proteina inibidora do crescimento durante a fase

G1, para que o ciclo progrida ¢ necessario que pRb seja extensivamente fosforilada apos o



ponto R (ponto de verificacdo da fase G1), neste caso pRb hiperfosforilado torna-se inativo
(BRANNON-PEPPAS; BLANCHETTE, 2004). Como a pRb representa a decisdo entre
continuar ou parar o ciclo celular, este deve ser rigorosamente controlado. Neste caso pRb ¢
regida por moléculas envolvidas no ciclo celular, estas moléculas sdo ciclinas e cinases
dependentes de ciclinas. Existem varios tipos de ciclinas, porém as ciclinas A, B e D ja
tiveram sua atividade comprovada no ciclo celular. As ciclinas formam complexos com as
cinases dependentes de ciclinas (CDK's), que por sua vez tém os subtipos (CDK's 2,4, 6 ¢
CDC 2) vinculados a atividade no ciclo celular (DRUKER et al., 2001).

Diversos antineoplasicos exercem sua atividade antiproliferativa através de
interferéncia no ciclo celular, neste sentido para a compreensdo dos mecanismos de formagao
dos tumores malignos, como também a atuacdo das drogas anticancer, se faz relevante o
entendimento do ciclo celular (VERMEULEN; VAN BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2005).

Drogas como a vincristina e a vimblastina atuam especificamente na fase da mitose
“M”, a hidroxiuréia e 6 — mercaptopurina atuam na fase de sintese “S” de maneira um tanto
distinta, enfim existem varios outros firmacos capazes de parar o ciclo celular de modo
especifico ou inespecifico (LOURO et al., 2002). Diversas moléculas envolvidas no sistema
do ciclo celular sao alvos de drogas antineoplésicas ja conhecidas, como também alguns
outros alvos neste sistema complexo consistem em objetos de pesquisa para o estabelecimento

de novas drogas para o tratamento do cadncer (HARTWELL; KASTAN, 1994).

1.4  Produtos Naturais Com Propriedades Medicinais

Os primeiros registros que relacionam a utilizagdo de plantas com fins medicinais na
humanidade estdo presentes em escrituras sagradas, sendo descoberto e publicado por George
Ebers (HARVEY, 2008). Estas escrituras foram encontradas proximas a casa mortuaria de
Ramsés 11, todavia pertence a XVIII dinastia, seu conteudo consta de cerca de 100 doengas e
respectivos tratamentos baseados em produtos de origem vegetal e animal (BUTLER, 2008).
No periodo pré-cristianismo, os gregos destacaram-se, principalmente através das publicagdes
de Hipocrates, que ¢ considerado pioneiro da medicina moderna, este estabeleceu a natureza
como referéncia para o tratamento de enfermidades (HARVEY, 1999).

Os produtos naturais consistem em tema frequente dentre pesquisadores quimicos e
farmacologistas no Brasil. Os atores indicam a existéncia de problema associado a falta de

sincronia entre a industria e as subareas (quimica, farmacologia, genética, etc) envolvidas na



pesquisa basica, favorecendo para um insatisfatério indice de desenvolvimento de produtos
inovadores (SHANG; TAN, 2005).

O reino vegetal ¢ o que mais contribui para a obtencdo de metabdlitos secundarios,
muitos destes utilizados como medicamentos, cosméticos e defensivos agricolas (MANN,
2002). Os produtos naturais nem sempre contribuem de maneira integral na sintese de
medicamentos, porém em varios exemplos servem como modelo para sintese de farmacos
sintéticos recentes: procaina, cloroquina, vincristina, vinblastina, camptotecina e outros
(NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003; BUTLER, 2004; BALUNAS; KINGHORN, 2005;
FERREIRA et al., 2008).

Os produtos naturais sempre tiveram importante papel no desenvolvimento de
medicamentos, em especial “antineopldsicos”. Sendo assim a atencdo tém sido voltada para
moléculas comumente presentes na dieta (frutas, cereais, temperos e etc.), (NEWMAN;
CRAGG; SNADER, 2003). Muitas destas moléculas como os flavonodides ja foram isoladas e
testadas contra células cancerigenas (in vivo e in vitro) e apresentaram resultados alentadores,
sugerindo que estas moléculas presentes nos produtos naturais ndo s6 podem ser utilizados no
desenvolvimento de novos medicamentos, como também na prevencao do cancer
(EISENHAUER; VERMORKEN, 1998).

A partir da década de 1980 e nos sequentes 20 anos que se passaram mais de 1.000
moléculas foram aprovadas como medicamento pela Food and Drug Administration (FDA),
sendo que destes, 5% foram produtos naturais e 23% foram entidades quimicas sintetizadas a
partir dos produtos naturais, outros 20 % foram de moléculas sintéticas que “imitam” a
atividade de produtos naturais. Apesar do avango tecnoldgico nas técnicas de sintese e
combina¢do quimica, os produtos naturais como também algumas plantas com propriedades
medicinais continuam como uma relevante fonte para o desenvolvimento de medicamentos
com atividade  antiproliferativa  (antifingicos,  antibacterianos,  antineoplésicos,
imunomodulatorios) (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003).

Por meio de uma bioprospec¢do realizada em cerca de 114 mil extratos de
aproximadamente 35 espécies de plantas o Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos
(NCI/US), foram apontados importantes agentes anticancer (camptotencina, podofilotoxina.
Neste sentido, considerando todas as drogas com propriedades antitumorais, cerca de 75% sao
originadas de produtos naturais e quase 10% sdo de moléculas sintéticas inspiradas em
produtos naturais. Reconhecida a importancia dos produtos naturais no tratamento das mais

diversas patologias, ha anos existe uma importante tendéncia na tentativa de sintetizar



analogos destes, em muitas situagdes visando maior estabilidade, solubilidade, moléculas
mais especificas e com menos efeitos adversos. Um fenomeno que pode ser utilizado como
exemplo foi o surgimento do diterpeno Paclitaxel, que posteriormente fora substituido em
muitas situagdes pelo seu analogo Docetaxel, este ultimo exibe atividade antitumoral similar
ao seu protdtipo, porém seus efeitos adversos sdo menos pronunciados (BALUNAS;

KINGHORN, 2005; FERREIRA et al.,2008).

Figura 8. Estrutura do paclitaxel e seu analogo docetaxel.
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1.5  Mitracarpus Baturitensis Sucre (Rubiaceae)

No contexto dos produtos naturais a familia Rubiaceae consiste em um grupo botanico
que pertence as angiospermas, ocupando o quarto lugar em diversidade dentre estas.
Compreende 637 géneros e aproximadamente 13.000 espécies, distribuidas nas regides
tropicais e subtropicais do globo. (COELHO; AGUIAR; BARBOSA, 2006). E representada
por 112 géneros e 1347 espécies, das quais 66 géneros e 270 espécies encontradas na regido
nordeste (GERMANO et al., 1999). A familia Rubiaceae é amplamente distribuida no globo
terrestre, porém sua diversidade encontra-se mais concentrada em regides de clima tropical, ¢
considerada uma familia botanica bastante importante para a sociedade, pois nela encontra-se
o café, uma das bebidas mais requisitadas do mundo, além de possuir algumas espécies
ornamentais ¢ medicinais como a do género Cinchona que produz o quinino, utilizado no
tratamento da malaria (BISIGNANO et al., 2000).

O Mitracarpus baturitensis Sucre consiste numa erva ereta, altura variando entre
13 e 70 cm de altura, sendo os caules tetragonos a subtetragonos, ramos opostos, glabros ou

levemente pilosos sobre a bainha estipular, esparsamente ciliadas, folhas opostas sem



branquioblastos nas axilas, estreito-elipticas, agudas no apice, agudas na base, herbaceas, com
margens revolutas. Carcteriza-se pelos caules de ramificagdo oposta, além da corola glabra
externamente e pelas sementes com depressao cruciforme dorsal. No Brasil o Mitracarpus
baturitensis é encontrado no Distrito Federal, além dos estados Ceara, Bahia, Goias, Piaui,
Pernambuco, Paraiba e Mato Grosso. Corresponde a uma especié¢ helidfita, encontrada
preferencialmente entre 40 e 1.000 metros de altitude, comumente em solos rochosos,
lateriticos, inselbergs além de afloramentos rochosos na caatinga e no cerrado (FABRI et al.,
2012 (A).

Algumas espécies do género Mitracarpus sdo empregadas na medicina tradicional no
tratamento de diversos tipos de doengas, especialmente cefaléias, dor de dente, amenorréia,
dispepsia, hanseniase e doengas venéreas (IROBI; DARAMOLA, 1993). Adicionalmente, as
plantas pertencentes a este género estdo associadas a importantes propriedades bioldgicas
como antimicrobiana, antifungica, hepatoprotetora, antiinflamatoria, analgésica e citotoxica e
laxativa (OKUNADE, 1999; FABRI et al., 2012)

Um extrato do género Mitracarpus Frigidus mostrou importante citotoxicidade contra
células cancerigenas (HL-60) e (MCF-7), apresentando I1Csy de 4.5 e 1.1 uM respectivamente.
O mesmo extrato ainda demonstrou atividade citotoxica in vitro contra quatro espécies de
Leishmania com ICsy variando entre 1.7 a 2.7 uM (FABRI et al., 2012). O 6leo essencial
obtido do Mitracarpus Frigidus exibiu uma moderada atividade inibitéria contra
estaphylococcus aureus, bacilos cereus e pseudomonas aeruginosa. O mesmo 6leo exibiu
relevante atividade de citotoxicidade contra alguns fungos como Cryptoccocus neoformans e
Candida Albicans. Foi testado contra formas de promastigotas (L. major e L. amazonensis),
para estes foram encontradas ICsy de 47.2 e 89.7 pg/mL respectivamente, neste caso
apresentando potente inibi¢ao (FABRI et al., 2012).

Ao extrato do Mitracarpus scaber foi atribuida um acgdo hepatoprotetora, em
experimento in vivo, onde ratos pré — tratados com o composto CCL4 (indutor de dano ao
hepatocito) e associados ao extrato do Mitracarpus, sofreram menos danos do que os animais
tratados apenas com o CCL4. Dentre as classes de compostos com importante atividade
biologica isolados do Mitracarpus estdo a classe quimica quinona, estas possuem notaveis

efeitos in vitro, bem como aplicabilidade na clinica oncologica. (GERMANO et al., 1999).



1.6 Quinonas

As quinonas sdo uma relevante classe de substancias presentes na natureza, podendo
ser obtidas como produto sintético e com variedade de aplicagdes (THOMSON, 1987). A
estrutura quinona foi identificada como um importante grupo farmacoforico, caracteriza-se
por importante efeito citotdxico através de varias drogas utilizadas no tratamento de doencas
(DRISCOLL et al., 1974; LIU; LI; SAKYA, 2004), constituindo uma classe de agentes anti-
neoplasicos bastante representativa (ASCHE, 2005).

As quinonas sdo compostos organicos que podem ser entendidos como resultado da
oxidagdo de fenodis; da mesma forma, a reducdo de quinonas pode também originar os
correspondentes fendis. Sua caracteristica marcante ¢ a presenga de dois grupos carbonilicos
que formam um sistema conjugado com pelo menos duas ligagdes duplas C-C. Assim, em
funcdo do ciclo no qual o sistema de duplas e cetonas conjugadas esta inserido, tém-se os trés
grupos principais de quinonas: benzoquinonas — um anel benzénico; naftoquinonas - um anel
naftalénico; antraquinonas - um anel antracénico (Figura 9) (SIMOES; SCKENKEL;
GOSMANN, 2002).

Figura 10: Estruturas dos mais relevantes grupos de quinonas: benzoquinona (A), naftoquinona (B) e

antraquinona (C).

As quinonas representam uma ampla e variada familia de metabolitos de distribuigao
natural. Em estudos farmacologicos, as quinonas mostram variadas atividades destacando-se,
dentre outras, as propriedades microbicidas, anti-inflamatorias e antitumorais (MONKS et al.,
2002).

Drogas que possuem um grupamento quinona tais como antraquinonas e
mitoxantronas apresentam uma excelente atividade anti-neoplasica na clinica oncoldgica,

sendo bastante aceito que a citotoxicidade de quinonas esteja relacionada a geragdo de



espécies reativas de oxigénio, além da inibicdo da enzima topoisomerase-II, levando a quebra
da molécula de DNA. No entanto, a contribuicdo exata da subestrutura quinona para seu

efeito antitumoral permanece incerta (ASCHE, 2005).

Figura 11. Estruturas de quinonas utilizadas na clinica oncolégica.
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A doxurrucina representa um bem sucedido composto antineopldsico pertencente a
classe das quinonas, a mesma ¢ comumente utilizada nas doses 60-75 mg/mL, ou 1,2 a 2,4
mg/kg, em uma Unica inje¢do intravenosa, administrada com intervalos de 21 dias. Dosagens
mais baixas podem ser usadas em pacientes com inadequada reserva medular ou por terapia
anterior. Pode-se usar 20 mg/mL semanalmente ou 30 mg/ml em 3 dias consecutivos,
repetindo-se apés (MUNOZ — GAMEZ et al., 2010). Ha registros bem sucedidos da utilizagio
da doxorrucina em neoplasias da mama, sarcomas dos ossos e tecidos moles, doenca de
Hodgkin, linfomas hodgkinianos e nao hodgkinianos; neoplasias solidas das criangas,
neoplasias do pulmdo, leucemias agudas e cronicas, neoplasias da bexiga, do ovario, da
tiredide e do estdmago, tumor de Wilms e neuroblastoma (MUSSI et al., 2012)

O grupo benzoquinona ¢ também conhecido como par-quinona, em estado puro

formam cristais brilhantes amarelo com odor irritante caracteristico, semelhante a do cloro;



amostras impuras sdo muitas vezes de cor escura, devido a presenca de quinidrona (1:1
complexo de quinona com hidroquinona). Este composto anel de seis membros ¢ a derivada
oxidada da hidroquinona 1,4 [1]. A molécula exibe as propriedades de uma cetona, formando
uma oxima, um oxidante, formando o derivado dihidroxi e um alceno, passando disso.
reacdes, especialmente aqueles tipicos para o, P-insaturados cetonas. 1,4-benzoquinona ¢
sensivel para ambos os acidos minerais fortes e alcalis, que causam a condensagdo e
decomposi¢ao do composto (KOYAMA, 2005).

A benz[g]isoquinolina-5,10-diona tem sido alvo de muitos estudos para determinagao
de atividades bioldgicas em diversos modelos experimentais nos tltimos anos. Foi observado
através de testes em insetos que a benzoisoquinolina era capaz de causar teratogénese e
anormalidades mofologicas, quando este composto foi utilizado para tratar os ovos destes
invertebrados. Estes dados sugerem que a benzoisoquinolina consiste em uma substancia com
elevado potencial inseticida (WALTON, 2010). Apoés realizacdo ensaio de citotoxicidade in
vitro para bactérias e fungos utilizando compostos benzoquinonas, constatou-se que a
benzoisoquinolina apresentou a melhor atividade antibacteriana e uma notdvel agdo
antifiingica, sendo esta ultima acdo comparavel com o antibidtico anfotericina B (CLARK et
al., 1984).

O composto FR42 foi disponibilizado pela Profa. Maria Rose Jane, da Universidade
Estadual do Vale do Acarat, faculdade de quimica, através uma parceria estabelecida com o
Laboratorio Nacional de Oncologia Experimental. Este tltimo consiste no local onde sao

realizados os ensaios para avaliagdo das atividades biologicas da substancia.

Figura 12. Estrutura quimica da Benzoisoquinolina



As benzoquinonas, bem como a benzoisoquinolina tém sido alvo de muitos estudos
nas ultimas trés décadas, seus efeitos citotoxicos em ensaios in vitro, impulsionaram uma
crescente taxa de depodsito de patentes, fendmeno que ressalta a importancia do estudo dos

compostos pertencentes a este grupo (Figura 13) (KOYAMA, 2005).

Figura 13. Taxa de deposito de patentes de benzoquinonas e benzoisoquinolinas por pais.
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Fonte: ESPACENET, 2013.

A Figura 14 mostra as empresas que mais depositaram patentes do grupo das
benzoquinonas. Além da comprovada atividade antimicrobiana, este grupo exibe uma

importante acdo inseticida nos ensaios ja realizados.



Figura 14. Empresas que mais depositaram patentes de compostos do grupo benzoquinona.
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Fonte: ESPACENET, 2013.

De acordo com os dados extraidos do banco de patentes Espacenet em 2013, as trés
empresas que mais depositaram patentes relacionadas as benzoisoquinolinas e outras
benzoquinonas foram a empresa farmacéutica Bayer, o grupo Glaxo e a Norvartis. O interesse
da industria farmacologica no grupo benzoquinona cresceu de maneira proporcional a
obtencdo de dados a respeito de suas atividade biologicas, especialmente a partir dos anos

1990 (Figura 15).

Figura 15. Evolugéo anual do deposito de patentes de benzoisoquinolinas e outras

benzoquinonas.
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Observando a Figura 15, ¢ possivel constatar que apds o ano 2000, os depositos de
patentes para o grupo benzoquinona apresentaram maiores taxas.

Os mecanismos envolvidos na citotoxicidade da benzoisoquinolina ainda sdo
desconhecidos, todavia outras quinonas ja demonstraram mecanismos antineopldsicos
importantes, algumas destas drogas sao utilizadas com sucesso no tratamento de certos tipos
de canceres (Figura 11). Os mecanismos antitumorais relacionados com as quinonas ja
identificados envolvem: interferéncia no ciclo celular, inibi¢do da topoisomerase, além da
geragao de espécies reativas de oxigénio. Obviamente os resultados obtidos com compostos
quinona podem servir de parametro para realizagao de ensaios no estudo dos mecanimos
anticancer da benzoisoquinolina (FISCHER; GLOVER; LANE, 2004). Nesta perspectiva foi
determinados objetivos envolvendo a investigagdo das possiveis acdes citotoxicas e

mecanismos de a¢ao do composto testado contra células tumorais.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar o potencial citotoxico em células cancerigenas e os provaveis mecanismos de

acao da FR42 (benzoisoquinolina), isolada do Mitracarpus baturitensis, em ensaios in vitro.

2.2 Objetivos especificos

* Determinar a ICso da FR42 em um painel de linhagens celulares cancerigenas:
Leucemia (HL-60, K-562), célon (HCT-116), Ovéario (Ovcar-8), glioblastoma (SF-295) e
melanoma (MDA/MB-435) através do ensaio de MTT.

* Definir a citotoxicidade da FR42 sobre as células SF-295, através do ensaio de

citotoxicidade em tempo real (XCELLIigence)

* Avaliar o provavel mecanismo de acdo da FR42 através de citometria de fluxo
(integridade de membrana, fragmentacdo de DNA, despolarizagdo mitocondrial) de células

SF-295 (glioblastoma humano) tratadas com a benzoisoquinolina.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Equipamentos

Agitador de placa Shaker PSU — 2T plus

Agitador de placa, MLW Modelo Thys 2
Agitador de tubo, Donner AD 8850
Banho-maria, DELLTA Modelo 105Di

Centrifuga Centimicro FANEN Modelo 212

Centrifuga de laminas, Serocito®, Centrifuge Mod. 2400, FANEM®
Centrifuga de placas, Eppendorf Modelo Centrifuge 5403

Centrifuga Excelsa Baby | FANEN Modelo 206

Citometro de fluxo Guava EasyCyte Mine

Espectrofotometro de placa, DTX 880 Multimode Detector, Beckman Coulter, Inc. Fullerton,
California, USA

Estufa de secagem e esterilizagdio FANEM Modelo 315 SE
Fluxo laminar VECO

High Throughput Screening (HTS)/Laboratory Automation Workstation, Biomek 3000,
Beckman Coulter

Incubadora de células (CO2 Water-Jacket Incubator) NUAIRE TS Autoflow

Microondas, Panasonic

Pipetas automaticas, Gilson



Solucdes, reagentes e farmacos

Acido Acético

Acido Cloridrico

Alcool Etilico

Agarose 1%

Agarose LMP 1,5%

Agarose NMP 0,5%

Anticorpo biotinilidado
Antiimunoglobulina de
Camundongo

Azul de tripan 10%

Brometo de Etidio 100
ug/mL

Citrato de Sodio

0,5g de agarose
Agua deionizada q.s.p. 50 mL

1,5 g de agarose
PBS g.s.p. 100 mL

0,5 g de agarose
PBS g.s.p. 100 mL
Gibco®

1,0 mL de anticorpoanti-
imunoglobulina

BSA 5% q.s.p.100 pLde solugdo

10,0 mg de azul de tripan
PBS g.s.p. 100 mL de solugao

1,0 mg de brometo de etideo

PBS qg.s.p 10 mL de solugdo

Vetec®

Vetec®

Vetec®

FMC-
Bioprodu
cts®

Gibco®

Gibco®

Sigma®

Sigma®

Sigma®

Grupo

Quimica®



Cloreto de Sodio
(NaCl)

Diaminobenzidina

(DAB)

Dimetilsulfoxido

(DMSO)

Doxorrubicina

EDTA

Eosina 0,5%

Estreptavidina—

Peroxidase

Ficoll

Fitohemaglutinina

Formaldeido 10%

1,0 mL de DAB
1,0 mL de Tris-HCI (Tris0,05M)
pH=
7,6
2,0 uL de H,0,

0,5 g de Eosina
80 mL de Alcool etilico
0,5 mLdeAcidoacético
20 mL de H,O
1,0 uL de Estreptavidina—
peroxidase

BSA 5% q.s.p. 100 pL de solugao

100 mL de formaldeido
H,O g.s.p. IL

Labsynth
®

Immunote
ch®
Proquimio
s®
Proquimio

s®

Vetec®

Zodiac®

Qeel®

Doles®

Sigma®

Dako®

Sigma®

Sigma®

Dindmica

®



Hematoxilina 0,1%

Hidroxido de Sédio
(NaOH)

Iodeto de propideo 50
pg/mL

Laranja de Acridina

Meio de cultura de

Células RPMI 1640

MTT

N-Lauroylsarcosine

Penicilina—

Estreptomicina

Ringer-lactato

0,5 g de Hematoxilina
10 mL de Glicerina
25 g de Sulfato de aluminio
0,1 g de Iodeto de potassio
H,0O g.s.p. 500 mL de solugao

1,0 mg de iodeto de propideo
PBS g.s.p. 50 mL

1,0 g de laranja de acridina (100
pg/mkL)

H,0 g.s.p. 10,0 mL de solucao

Diluido em 4gua deionizada e
esterelizada, filtrado em filtroMillipore
(0,22 pm) e complementado com SBF

10%, 1% de glutamina, 1% de

antibioticos, 1% de bicarbonato de sodio

(0,75 %) ¢ 25 mM de HEPES

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

Penicilina 10.000 U.I./mL

Estreptomicina 10 mg/mL

Cloreto de S6dio=0,600g
Cloreto de Potéassio=0,030g
Cloreto de Calcio2H20=0,020g
Lactato de S6dio=0,30g

Doles®
Labsynth
®
Labsynth
®
Labsynth
®

Vetec®

Boehrin®

Fluka®

Cultilab®

Sigma®

Sigma®

Cultilab®
Cultilab®

Laboratori
oS
Biosintétic

a®



Sulfato de Gentamicina

Solugdo de

Eletroforese

Solugao de Lise

Solugdo de

Neutralizacao

Soro fetal bovino

Solugdo salina (para

hemolise)

SSC 10X

Tampao fosfato (PBS)

Agua q.s.p. 100 mL

EDTA 1,0 mM, NaOH 300 mM,
pH>13

NaCl2, 5 M, EDTA 100 mM
Tris 10 mM, N-Lauroylsarcosine
1% pH=10, TritonX-1001%,
DMSO 10%

Tris 0,4 M, pH=7,5

8,5 g de Cloretodesodio (0,85%)
1,11 g de Cloreto de célcio(10
mM)
H,0 q.s.p 1L de solugdo

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

8,766 g de Cloreto de sddio
2,14 g de NaHPO,4.7H,0
0,276 gdeNaHPO4.H20

H20q.s.p.1Ldesolug¢ao(pH=7,2)

Gentamici
n
Novafarm

a®

Cultilab®

Labsynth
®

Reagen®

Labsynth
®
Labsynth
®
Labsynth
®



Tampao Tris (TBS)
10X

Tripsina 0,25%

TritonX-100

Xilol 10%

Cloreto de sédio 1,5 M
Tris 0,5 M (pH=7,6)

50 mL de Tripsina 2,5%

0,125 gde EDTA
450 mL de PBS

100 mL de formaldeido

H,O g.s.p. IL

Labsynth
®
Proquimio
s®
Cultilab®
Proquimio
s®

Isofar®

Dinamica

®

As células utilizadas nos ensaios estdo listadas quanto ao tipo histolégico e a origem

na tabela 1.

Tabela 1 - Células utilizadas nos ensaios de citotoxicidade ¢ estudo do mecanismo de agao da

FR42.

Linhagem Tipo Histologico Origem

HL-60 Leucemia Humana
HCT-116 Carcinoma de célon Humana
SF-295 Glioblastoma Humana
MDAMB-435 Carcinomademama Humana
OVCAR-8 Cancer ovariano Humana
CMSPH Linfocitos Humana




3.2 Obtencao e cultivo das células mononucleares do sangue periférico

As células mononucleadas do sangue periférico (CMSP) foram obtidas a partir de
sangue periférico de voluntarios. A coleta de sangue foi realizada em frascos heparinizados
(vacuntainer) por profissionais da Universidade Federal do Ceard. Cujo protocolo foi
aprovado pelo comité de ética em pesquisas com seres humanos.

As células foram isoladas através de um gradiente de densidade por meio da utilizagao
do Histopaque™-1077. Uma amostra de 3mL de sangue periférico foi diluida em 5mL de
PBS. Essa solugio foi adicionada a um tubo Falcon contendo 2mL de Histopaque " -1077 e,
posteriormente, centrifugada por 30 minutos a 1500 rpm. Apoés a centrifugagdo, a solugdo foi
separada, em virtude da densidade do Histopaque™-1077, em trés camadas visiveis (Figura
16). Uma superior (soro), uma intermediaria (células) e uma inferior (hemacias). Em seguida,
a regido intermediaria foi cuidadosamente removida e adicionada a um terceiro tubo contendo
PBS, o qual foi centrifugado por 20 minutos a 1000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o
pellet de células foi ressuspendido em 2mL de PBS. As células foram utilizadas
imediatamente apds o processo de isolamento, sendo cultivadas em meio de cultura RPMI-

1640 suplementado com 20% de soro fetal bovino, 1% de antibioticos e fitohemaglutinina (2

a 4%,).

Figural6. Obtenc¢éo das células mononucleadas do sangue periférico (CMSP)

por meio de gradiente de densidade estabelecido pelo Histopaque™-1077.




3.3 Obtencao das moléculas

Extracdo e isolamento

M. baturitensis foi coletado em maio de 2009, na Serra do Rosario, Sobral-CE. A
identificacao botanica foi realizada pelo Prof. Elnatan Bezerra de Sousa, Curso de Biologia da
UVA. A exsicata da planta, correspondente a coleta, encontra-se depositada no Herbario
Francisco José de Abreu Matos do Centro de Ciéncias Agrarias e Bioldgicas da UVA sob o

nimero de registro 14.660.

Figura 17. Género Mitracarpus.

Fonte: THE PLANT LIST, 2013.

A parte aérea (518,2 g) foi seca a temperatura ambiente, triturada e submetida a
extracdo exaustiva com hexano a frio, seguida de EtOH. As solugdes obtidas foram destiladas

sob pressdo reduzida, resultando nos extratos hexanico (6,9 g) e EtOH (37,8 g). O extrato



hexanico foi fracionado sobre gel de silica utilizando os solventes hexano, hexano/CH,Cl, de
25% em 25% até AcOEt, AcOEt/CH,Cl, de 25 em 25% até AcOEt, seguido de MeOH. A
fragdo hexano/CH,Cl, 50% (713,3 mg), proveniente do fracionamento cromatografico do
extrato hexanico, apos diversos procedimentos cromatograficos em gel de silica, resultou no
isolamento da benzoquinona benz[g]isoquinolina-5,10-diona (1; 12 mg). A determinagao
estrutural de 1 foi realizada por meio da interpretagio dos espectros de RMN 'H e "°C, bem

como por analise comparativa dos dados de RMN "°C.

3.4 Ensaio de citotoxicidade em células tumorais humanas - teste do MTT

Principio do teste

A avaliacao do efeito citotoxico dos compostos quindnicos em células tumorais
humanas foi realizada pelo Teste do MTT apds 72 h de incubacdo. Este ¢ um ensaio
quantitativo in vitro que foi desenvolvido por Mosmann em 1983 para estimar a proliferagdo e
a sobrevivéncia celular. E definido na literatura como apropriado para estimar a citotoxicidade
e baseia-se na capacidade da succinato desidrogenase, uma enzima do Ciclo de Krebs ativa
em mitocondrias de células viaveis, em converter o sal de tetrazolium (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, ou MTT), que ¢ hidrossolivel e de cor amarelada, em
cristais de formazan, que sdo de cor purpura. Essa técnica permite analisar a viabilidade e o

estado metabolico da célula, sendo assim, bastante 1til para avaliar a citotoxicidade.

Procedimento experimental

Inicialmente o FR42 foi testado em concentragdo tnica (5 pg/mL) para avaliacao do
potencial citotoxico. Nesta etapa, foram utilizadas trés linhagens de tumores s6lidos (HCT-
116, SF-295 e MDA-MB-435). A partir deste screening inicial foram consideradas ativas as
amostras que obtiveram um percentual de inibi¢do do crescimento celular maior, ou igual a

90%, em pelo menos uma das linhagens testadas.



Em seguida, as amostras selecionadas foram testadas em um painel de linhagens
celulares de diferentes origens (Tabela 1), para determinacdo de suas Clsy (concentracao
capaz de inibir 50% do crescimento celular), como descrito a seguir.

As células foram distribuidas em placas de 96 pocos numa densidade de 0,3 x 10°
células/mL, para células em suspensio (HL-60), e 0,1 x 10° (SF-295), ou 0,7 x 10> células/mL
(HCT-116) e (OVCAR-8), para células aderidas. Apos 72h de incubagdo, os estéres (0,09 a 25
png/mL) dissolvidos em DMSO foram adicionados a cada pogo, utilizando o HTS (high-
throughput screening), e as placas incubadas por 72 horas. A doxorrubicina foi utilizada como
controle positivo com concentragdes variando de 0,003 a 0,25 pg/mL. O controle negativo
recebeu a mesma quantidade de DMSO. Apods o periodo de incubagdo, as placas foram
centrifugadas (15 G/15 min), e o sobrenadante foi descartado. Cada cavidade recebeu 200 pL
da solugdo de MTT (0,5 mg/mL em meio RPMI 1640) e a placa reincubada por 3 horas, em
estufa a 37 °C e a 5% CO,. Apods esse periodo, as placas foram novamente centrifugadas (30
RPM/10 min), o sobrenadante foi desprezado, e o precipitado foi ressuspendido em 150 pL de
DMSO. Para a quantificagdo do sal reduzido nas células vivas, as absorbancias foram lidas

com o auxilio do espectrofotdmetro de placa, no comprimento de onda de 595 nm.

Andlise dos dados

Os compostos foram testados em diluicdo seriada, em triplicata. Foi registrada a
porcentagem de inibicdo x log da concentra¢do e determinadas suas Clsy e seus respectivos
intervalos de confianca (IC 95%) a partir de regressdo ndo-linear, utilizando, o programa

Prisma versao 5.0 (GraphPad Software).

3.4.1 Avaliacdo da atividade citotoxica em células mononucleares de sangue humano

periférico (CMSP) — ensaio do alamar blue

Principio do Teste

Com o objetivo de estudar a atividade dos compostos sobre a proliferacdo de células
normais, o ensaio do alamar blue foi realizado com célula mononucleares de sangue periférico
(CMSP), que inclui linfocitos e mondcitos. O alamar blue, recentemente identificado como
resazurina, ¢ um indicador fluorescente/colorimétrico, onde em sua forma oxidada apresenta

uma coloragdo azul (ndo fluorescente/célula ndo viavel) e em sua forma reduzida uma



coloracdo rosea (fluorescente/célula vidvel). Assim como o MTT, o alamar blue reduz-se em

células viaveis, e assim pode ser quantificado e utilizado para avaliar a viabilidade celular.

Procedimento Experimental

As células mononucleares foram isolados a partir de uma amostra de cerca de 5 mL de
sangue periférico de voluntarios sadios, acrescida de 5 mL de PBS. As etapas até o isolamento
incluiram a adi¢do de 3 mL de Ficoll, seguida por 30 minutos de centrifugacdo a 1500rpm, e
feita aspiragdo das células mononucleares presentes na regido intermedidria entre as hemacias
e o soro (“nuvem de linfécitos”). A suspensdo de linfocitos foi transferida para um outro tubo
ao qual foi acrescido PBS até o volume de 11 mL, sendo centrifugado por 20 min a 1000 rpm.
O sobrenadante foi descartado e o pellet de linfécitos foi ressuspendido em 2 mL de meio
RPMI 1640 suplementado com 20% de soro fetal bovino, 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL
estreptomicina para uma concentracdo final de final 3 x 10° células/mL. Fitohemaglutinina
(3%) foi adicionada para induzir a proliferacao dos linfécitos. Apds 24 horas de incubacao das
células, as substancias em estudo foram adicionadas em concentragdes seriadas (0,009 - 5
pg/mL) juntamente com 10 pL da solugdo estoque (0,312 mg/mL) de alamar blue e incubadas
por 24 horas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO; e 95 % de umidade. A
doxorrubicina (0,009 - 5 pg/mL) foi utilizada como controle positivo. Apds o periodo de
incubagdo as absorbancias foram medidas no espectrofotdometro de placa, no comprimento de

onda de 570 nm (reduzido) e 595 nm (oxidado).

Analise dos Dados

A prolifera¢do celular foi calculada utilizando a seguinte formula: % proliferacao =
Arw — (Agw x Rp) x 100. Onde, Arw € Apw sdo as absorbancias no menor € maior
comprimento de onda, respectivamente. O Ry foi calculado utilizando a seguinte féormula:
Ro=AO_w/AOpw. Onde, AOLw € AOyxw sdo as absorbancias do meio adicionado ao alamar
blue subtraido das absorbancias do meio isolado nos comprimentos de onda menor e maior,
respectivamente. A absorbancia foi medida usando um leitor de multiplacas (DTX 880
Multimode Detector, Beckman Coulter, Inc. Fullerton, Califérnia, EUA). O efeito da droga
foi quantificado como a porcentagem da absorbancia controle a 570 nm e a 595 nm. Os

compostos foram testados em dilui¢do seriada, em duplicata ou triplicata, e suas Clsg



(concentracdo inibitoria média capaz de provocar 50% do efeito maximo) e respectivos
intervalos de confianca de 95% (IC 95%) foram determinados a partir de regressdao nao-linear

utilizando o programa Prism versdo 5.0 (GraphPad Software).

3.5 Ensaio de citotoxidade em tempo real

O ensaio de citotoxicidade em tempo real foi realizado de acordo com as instrugdes do
fabricante do equipamento (xCELLigence — Roche). As células foram plaqueadas em uma
placa de 16 pocos com microeletrodos no fundo de cada pogo e colocadas no xCELLigence
(Figura 18). Foram inicialmente incubadas por 24 horas. Apds este perido foram
administrados os compostos testados. O sistema xCELLigence fornece um histograma em
tempo real. As células SF-295 foram utilizadas neste ensaio, apds observada sua maior

seletividade, as mesmas foram plaqueadas na concentragdo de 0,1 x 10° células/mL.

Figura 18. Equipamento xCELLigence — Roche.

RTCA Control Unit RTCA DP Analyzer

3.6 Estudo de Mecanismo de Acio



Citometria de Fluxo

As células SF-295 foram tratadas com benzoisoquinolina, incubadas nos tempos de ¢
48h. Todas as analises foram realizadas no citdmetro Guava EasyCyte Mine (Guava Express
Plus software). Cinco mil eventos foram quantificados por fibra e os debris celulares serdo
omitidos das andlises. A citometria de fluxo (EasyCyte, Guava Technologies) ¢ capaz de
comparar populacdes de células quanto as caracteristicas de tamanho e de granulosidade
(relativo a organelas, vacuolos etc) usando um laser de argonio (488nm). A partir desta
ferramenta, pode-se delimitar a regido (através de um gate) que compreende a populagdo de

células normais realizando a contagem da populagdo de interesse.
3.6.1 Integridade de Membrana
Para avaliar a integridade das membranas das células SF-295 tratadas, foi utilizada

uma suspensio de células (50pL) na concentracio de 0,1 x 10% mL, incubada com iodeto de

propideo (PI, 50pg/mL) diluido em PBS (DARZYNKIEWICZ et al., 1992).



3.6.2 Fragmentagao de DNA

Para andlise da fragmentacdo internucleossomal do DNA foi utilizada uma suspensao
de células (50 pL) na concentracdo de 0,1 x 10% mL , incubada a 25 °C com PI (50 pg/mL),
0,1 % de citrato de s6dio e 0,1 % de Triton X-100. Ap6és um periodo de 30 minutos de

incubagao protegido de luminosidade, as amostras foram analisadas no citometro de fluxo.

3.6.3 Potencial transmembranico mitocondrial

A despolarizagdo mitocondrial foi determinada através da incorporagdo de rodamina
123 (Sigma Aldrich Co. - St. Louis, MO/USA), um corante fluorescente catidnico capaz de
atravessar a membrana celular sem induzir efeitos citotoxicos. As células serdo centrifugadas
a 2000rpm por 5 min. (o sobrenadante foi descartado) e as células foram incubadas com
rodamina 123 (1 pg/mL em PBS) por 15 minutos na auséncia de luz a temperatura ambiente.
Ap0s esse periodo de incubagdo, as células serdo centrifugadas e o sobrenadante, descartado.

O precipitado foi ressuspendido em PBS e incubado por mais 30 minutos.

Andlise dos dados

Os resultados foram expressos como média = E.P.M. Possiveis diferencas
significativas serdo calculadas por andlise de varidncia (ANOVA) seguida de Student
Newman-Keuls (P < 0,05), usando o programa GraphPad (Intuitive Software for Science, San
Diego, CA).

3.6.4 Determinagao do contedo de DNA nuclear da célula

Principio do teste

Este ensaio foi realizado com o intuito de determinar o contetdo de DNA nuclear das
células. O teste baseia-se na capacidade do corante IP em ligar-se ao DNA celular e emitir
fluorescéncia vermelha em intensidade proporcional ao seu contetido. Assim, as diferentes

fases do ciclo celular (Go/Gi, S e G»/M) podem ser determinadas a partir do seu conteudo de



DNA. Quando a célula apresenta cromatina condensada e/ou DNA fragmentado (sub-G1), a

quantidade de IP incorporada ¢ menor, e, portanto emitird baixa fluorescéncia.

Procedimento experimental

As células SF-295 foram distribuidas em placas de 24 pogos e incubadas com os
compostos testes por 48 h. Uma aliquota de 100 pL foi recolhida da suspensao de células e
diluida com a solucao de lise contendo IP (0,1% de citrato de sédio, 0,1 % de triton X-100 e 2
pg/mL iodeto de propideo em PBS). Apds 30 minutos na auséncia de luz e a 37 °C, o material

(cinco mil eventos) foi analisado por citometria de fluxo.

Andlise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média + E.P.M. de 3 experimentos
independentes. Para verificar a ocorréncia de diferenga significativa entre os grupos, os dados
foram comparados por andlise de variancia (ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com

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



4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao da atividade citotoxica da FR42

O estudo inicial da citotoxicidade da FR42 foi realizado em quatro linhagens tumorais
humanas (HL-60, HCT-116, MDA-MB, OVCAR-8 e SF-295) e uma linhagem normal, as
cé¢lulas mononucleares de sangue periférico (CMSP). Sendo a citotoxicidade determinada pelo
teste do MTT, apds 72h de incubagdo para as células cancerigenas e o teste Alamar Blue para
as (CMSPH). As células foram incubadas com concentragdes que variaram entre 0,38 a 23,90
pg/mL, a fim de determinar a ICs,

Na andlise da atividade citotoxica da FR42, foi determinado que a mesma apresentou
elevada citotoxicidade para células de linhagens cancerigenas de diferentes tipos histologicos.
Tendo sido observado que o menor valor de ICsg foi (1,70-2,45) uM para linhagens SF-295
(Tabela 2). Enquanto que para células normais (CMSP) a ICs foi de 16,82 uM (Tabela 3).

Tabela 2 - Atividade citotoxica da FR42 em linhagens de celulas tumorais pelo método MTT.

A doxorrubicina (DOX) foi usada como controle positivo.

Linhagens FR42 DOX

SF-295 2,00 uM 0,41 uM (0,34-0,46 )
(1,70-2,45)

HCT-116 2,10 uM 0,21 uM (0,15-0,29)
(1,72-2,48)

OVCAR-8 4,39 uyM 0,45 uM (0,29-0,52)
(3,53-5,40)

HL-60 2,20 uyM 0,02 uM (0,02-0,03)
(1,90-2,77)

A tabela apresenta os valores de Clsy (concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento celular) (uM) e o
intervalo de confianga de 95% (IC 95%) realizado pelo teste do MTT, apds 72 h de incubagdo obtidos por
regressdo nao-linear utilizando o programa GraphPad Prism. * n.d. = ndo determinado.

O composto FR42 apresentou elevada toxicidade para todos as células tumorais

testadas, todavia a células tumorais SF-295 (Glioblastoma humano) foi selecionada para

realizagdo para estudo dos possiveis mecanismos de acdo, haja vista a agressividade dos




tumores provocados por transformacdes similares as observadas nestas células (SF-295) no
sistema nervoso central.
Tabela 3 — Determinagdo da atividade citotoxica da benzoisoquinolina em células normais

(Células Mononucleares do Sangue Periférico Humano) pelo ensaio Alamar Blue.

Linhagem Benzoisoquinolina DOX

CMSP 16,82 uM (12,18-23,27) 1,78 uM (0,52-1,80)

Os resultados sdo apresentados em valores de Clsy com um intervalo de confianga de
95% obtido por regressdo nao-linear a partir de trés experimentos independentes, feitos em

duplicata.

4.2 Ensaio de citotoxicidade em tempo real.

No ensaio de citotoxicidade em tempo real as células SF-295 foram plaqueadas em
placas de 16 pogos. Foram incubadas durante 24 horas. Apds decorridas 24 horas as células
foram tratadas com a FR42 e a doxorrubicina, a qual foi utilizada como controle positivo.
Como pode ser observado na Figura 19, a FR42 apresentou diminuicao da proliferacao celular

nas duas maiores concentragdes (8,0 e 16,0 uM), efeito evidenciado logo apos o tratamento.

Figura 19. O histograma foi obtido através do sistema xCELLigence. O composto FR42 foi testado nas
concentragdes de 2 uM, 4 uM, 8 uM e 16 pM. A doxorrubicina (DOX) na concentragdo de 0,5 uM foi utilizada
como controle positivo. Todos os compostos foram administrados ap6s 24 horas de incubacdo das células. O

experimento foi realizado em triplicata.
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4.3Analises celulares utilizando citometria de fluxo

4.3.1 Integridade de membrana celular e concentragao de células por citometria de fluxo.

Como mostrado na Figura 20, a FR42 provocou diminui¢cao do nimero de células de
maneira dose-dependente, sendo que a porcentagem de células vidveis foi reduzida
significamente nas concentracdes de 4 uM 6,59 + 4,70 % (p < 0,05), 8 uM, 6,28+ 3,17 % (p
< 0,05) e 16 uM, 4,02 £ 2,59 % (p < 0,05) . A doxorubicina (DOX) foi utilizada como

controle positivo e causou diminuicao significativa do nimero de células.

Figura 20. Efeito da FR42 nas concentragdes 2,0, 4,0, 8,0 e 16 uM sobre a densidade de células cancerigenas

SF-295, analisado por citometria de fluxo utilizando iodeto de propideo, apds 48 horas de incubagao.

SF-295

30

50 de células (X 107

O controle negativo foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as substancias.
A doxorrubicina (DOX) na concentragdo de 0,5 uM foi utilizada como controle
positivo. Os dados correspondem a média + E.P.M. de trés experimentos
independentes. Cinco mil eventos foram contados em cada experimento. *p < 0,05
comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.



4.3.2 Analise do ciclo celular e da fragmentacao de DNA por citometria de fluxo

A progressao do ciclo celular e a fragmentacdo internucleossomal do DNA das células
de SF-295, tratadas com a FR42 nas concentragoes 2,0, 4,0, 8,0 ¢ 16 uM foram realizadas por
citometria de fluxo e analisadas através do programa ModFit LT 3.1. Os resultados
demonstram que tanto o controle positivo (DOX) quanto a maior concentragdo da FR42
causaram aumento significantivo na fragmentacdo do DNA. Apds 48 horas de exposicdo, as
células do controle negativo apresentaram 5,8 + 2,57% (p < 0,05) de fragmentacdo, enquanto
que as células tratadas com FR42 na concentracdo de 16,0 uM apresentaram 30,8 + 12,14% (p
< 0,05) de fragmentagdo do DNA. J4 a Doxorrubicina, utilizada como controle positivo

mostrou 25,3 + 3,83% (p < 0,05) das células com DNA fragmentado (Figura 21).

Figura 21. Fragmentacdo internucleossomal de DNA.
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O composto FR42 foi testado nas concentragoes 2,0, 4,0, 8,0, ¢ 16 uM. A doxorrubicina 0,5
uM (DOX) foi utilizada como controle positivo. Os dados correspondem a média + E.P.M. de
trés experimentes independentes. Cinco mil eventos foram contados em cada experimento. *, p
< 0,05 comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.

O composto FR42 nas concentragoes 2,0, 4,0, 8,0 ¢ 16 uM foi testado quanto sua
interferéncia na progressao do ciclo celular. Neste sentido a molécula testada (FR42) na

concentragdo de 2,0 uM induziu um acumulo de 50,9 £+ 2,78% (p < 0,05) na fase G2/M das



células SF-295. A doxorrubicina 0,5 pM (DOX) foi utilizada como controle positivo e este
promoveu um acumulo de 59,7 + 4,36 % (p < 0,05) na fase S das células SF-295. (Figura
22).

Figura 22. Efeito do composto FR42 (2,0, 4,0, 8,0 e 16 uM) sobre o ciclo celular da SF-295 apds incubacao de
48 horas.
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A doxorrubina 0,5 uM (DOX) foi utilizada como controle positivo. Os dados
correspondem a média £ E.P.M. de tr€s experimentes independentes. Cinco mil eventos
foram contados em cada experimento. *, p < 0,05 comparado com o controle negativo por
ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.

4.3.3 Determinacao do Potencial Transmembranico de Mitocondria

Na figura 23, pode ser observado o efeito do composto FR42 (2,0, 4,0, 8,0 ¢ 16 uM)
sobre o potencial de membrana mitocondrial. Como controle positivo foi utilizada
Doxorrubicina 0,5 uM (DOX). Células tratadas com o composto FR42, na concentracao de
16,0 uM, apresentaram 35,5 + 12,14% (p < 0,05) de redugdo do potencial de membrana
mitocondrial, enquanto que o controle negativo apresentou apenas 9,8+ 2,57% (p < 0,05). A

doxorrubicina causou 17,2 = 3,83 % (p < 0,05) diminuicao do potencial de membrana.



Figura 23. Efeito da FR42 (2,0, 4,0, 8,0 ¢ 16 uM) sobre o potencial transmembranico em células SF-295,

determinado por citometria de fluxo utilizando rodamina 123, ap6s 48 horas de incubagao.
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O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as substancias.
A doxorrubicina 0,5 uM (DOX) foi utilizada como controle positivo. Os dados
correspondem a média + E.P.M. de trés experimentes independentes. Cinco mil
eventos foram contados em cada experimento. *, p < 0,05 comparado com o controle
negativo por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.







5 DISCUSSAO

H4 uma quatidade grande de drogas anti-neopldsicas oriundas de vegetais sob
avaliacdo pré-clinica e clinica (BALLADRIN et al., 1993), e apesar do desenvolvimento da
quimica combinatéria e da modelagem molecular, a quimioterapia do cancer ainda nao
apresenta resultados alentadores, devido a multipla resisténcia as drogas e aos sérios efeitos
colaterais resultantes das similaridades morfologicas e fisiologicas entre as células normais e
transformadas, o que torna uma tarefa dificil evitar a toxicidade advinda do tratamento. Por
i1sso, ¢ relevante identificar moléculas naturais com potencial atividade terapéutica para a
realizacdo de futuros estudos clinicos e que sirvam de alicerce de conhecimento para a sintese
de novos compostos com atividade tumoral mais efetiva e menos toxica e/ou novos
mecanismos de acao (KAMB, 2005).

A planta Mitracarpus baturitensis Sucre ja foi utilizada na medicina tradicional no
tratamento de algumas enfermidades como cefalé¢ias, dispepsia, hanseniase e doencas
venéreas (FABRI et al., 2009). Ao género Mitracarpus foi atribuida atividade antiviral,
antifungica, inseticida, citotoxica e hepatoprotetora (OKUNADE, 1999).

As quinonas representam uma grande classe de metabolitos de distribui¢do natural ou
produto de sintese com uma grande variedade de fungdes em sistemas bioldgicos (ASCHE,
2005). Esses sdao de interesse tanto farmacoldgico quanto toxicoldgico uma vez que varios
farmacos clinicamente importantes na terapia do cancer contém o nucleo quinona (como as
antraciclinas, mitoxantrona e saintopina) apresentando excelente atividade anti-cancer
(FOYE, 1995; MONKS; JONES, 2002).

Nos ultimos anos intensificou-se o interesse nestas substincias, ndo s6 devido a sua
importancia nos processos bioquimicos vitais, como também ao destaque cada vez maior que
apresentam em variados estudos farmacologicos (SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003).
Muitos anéalogos estruturalmente relacionados as naftoquinonas de origem natural e sintética,
tais como plumbagina, lapachol, menadiona e seus derivados, estdo sendo estudados devido
ao seu potencial anticdncer contra varias linhagens de células tumorais in vitro e in vivo
(NOTO et al., 1989; NGO et al., 1991; HSU et al., 2006; ESTEVES-SOUZA et al., 2007).

Dados obtidos através do ensaio de citotoxicidade (MTT) mostraram que o composto
FR42 exibiu elevada toxicidade para todas a células tumorais testadas, apresentado HCT-116

ICsp - 2,10 uM, OVCAR-8 ICs - 4,39 uM, HL-60 ICs - 2,20 uM (tabela 2). A partir destes



resultados iniciais a célula cancerigena SF-295 (glioblastoma humano) foi selecionada para
realizacdo dos demais testes, neste sentido levou-se em consideragdo a agressividade deste
tipo de tumor. Estudos prévios indicam que compostos da classe quinona tendem a apresentar
elevada citotoxicidade para células cancerigenas, corroborando os resultados obtido em nosso
trabalho (TANDON et al., 2004; RYU et al., 2003).

Uma grande desvantagem no tratamento do cancer utilizando quimioterapicos sao os
seus efeitos colaterais. A baixa seletividade dos compostos as células tumorais favorecem
para que cé€lulas normais sejam mais afetadas, especialmente as que proliferam rapidamente,
como as da pele, do trato gastrointestinal ¢ do sangue. Neste sentido, o principal foco da
quimioterapia ¢ a busca por novas drogas seletivas que sejam capazes de destruir apenas as
células tumorais, poupando as células normais (ANAZETTI et al., 2003). A avaliacdo do
potencial citotdoxico de um composto, ¢ de fundamental importancia a utilizagao de células
normais, tais como os linfocitos, para investigar a seletividade da substancia teste para células
normais ou cancerigenas (ZUCO et al., 2002).

O composto FR42 apresentou ICsyp em CMSP entre 16,82 uM (Tabela 3). Apesar de
considerar-se importante tal citotoxicidade para as células normais, pode ser ressaltado que os
valores de ICsy para SF-295 ¢ CMSP podem ser traduzidos numa maior sensibilidade das
células de glioblastoma humano ao composto FR42.

Diversos compostos de ocorréncia natural exercem sua atividade antiproliferativa em
células cancerigenas como um resultado do impedimento da progressao do ciclo celular
(ANAZETTI et al., 2003). Para investigacao de possivel efeito no ciclo celular foi realizado
previamente um ensaio de citotoxicidade em tempo real, para estabelecimento da dose de
trabalho, bem como o periodo de incubagdo com o composto. Os resultados obtidos através
do ensaio de citotoxicidade em tempo real e expresso por histograma disponibilizado pelo
sistema XxCELLigence, indicaram uma importante toxicidade do composto FR42 nas
concentragdes de 8,0 uM e 16,0 uM poucos minutos apds a administragdo. Na concentracio 4
UM observou-se um efeito citotoxico mais discreto, a partir das 24 horas apds sua incubagao,
apés este periodo o efeito citotoxico manteve-se constante, sugerindo uma atividade
citostatica na horas seguintes. A dose de 2 uM apresentou citotoxicidade apenas apds 48
horas apds administragdo, neste caso nas horas seguintes também apresentou uma atividade
citostatica (figura 19). Muitos andlogos estruturalmente relacionados com a FR42

(benzoisoquinolina) de ocorréncia natural ou origem sintética apresentaram citotoxicidade in



vitro e in vivo (NOTO et al., 1989; NGO et al., 1991; HSU et al., 2006; ESTEVES-SOUZA
etal.,2007).

As células em apoptose caracterizam-se por suas membranas integras durante quase
todo o processo até a sua morte, de maneira oposta as necroticas. Em confirmagdo com os
resultados de MTT e o ensaio de citotoxicidade em tempo real (figura 19), o composto FR42
reduziu significativamente e de maneira concentragdo-dependente a quantidade de células
vidveis. FR42 diminuiu a integridade da membrana plasmatica nas trés maiores concentragdes
testadas (4,0, 8,0, e 16,0 uM) (figura 20). Os dados de concentracdo de células e integridade
de membrana corroboram com os resultados do ensaio de citotoxicidade em tempo real, onde
somente a dose de (2 uM) ndo apresentou uma diminuicao significativa na viabilidade celular.

Além da ja comprovada atividade antineoplasica de alguns compostos da classe
quinona utilizados para tratamento de véarios tipos de canceres como a doxorrubicina e
daunorrubicina, a benzoisoquinolina mostra-se uma substdncia com uma potente acao
citotoxica e antiproliferativa contra bactérias e fungos (FABRI et al., 2012a; GERMANO et
al., 1999).

A ativacdo de endonucleases ¢ vinculada ao processo apoptotico e desencadeia uma
extensa clivagem (quebra) do DNA (ANAZETTI et al., 2003), podendo ser observada por
citometria de fluxo, utilizando o corante iodeto de propidio. A andlise da fragmentagdo do
DNA mostrou que o composto FR42 precipitou fragmentacdo relevante no DNA na maior
concentragdo testada 16,0 pM, assim apresentando perda da integridade de membrana e
30,8% de células com fragmentacdo no DNA (figura 21), apds 48 horas de incubacdo com o
composto FR42, neste sentido pode-se considerar que estas células caracterizaram-se
apoptdticas em estagios finais ou em processo de necrose secundaria (ORMEROD, 2002).

Existem muitos ensaios para andlise da interferéncia de compostos no ciclo celular,
como a citometria de fluxo consiste em um desse métodos. Alguns compostos que
desencadeiam apoptose podem ser ciclo-especifico ou ndo, mas todos podem de alguma
forma influenciar este processo (ORMEROD, 2002). O composto FR42, quando incubado por
48 horas com as células SF-295, interferiu na fase G2/M do ciclo celular, promovendo um
acimulo celular de 50,91% nesta fase, porém, apenas na menor concentracdo testada 2 uM
(figura 22). Portanto o FR42 tem atividade ciclo-especifico na menor concentracao testada,
apesar de causar intensa fragmentagdo no DNA, como descrito anteriormente, na maior
concentragdo testada 16,0 uM. O mecanismo envolvido na interferéncia do ciclo celular nao

esta completamente elucidado, aparentemente pode variar com linhagens celulares diferentes,



uma vez que a parada em uma fase especifica do ciclo celular depende da célula testada
(HENGARTNER et al., 2000).

A despolarizacdo da membrana mitocondrial foi outra varidvel estudada. A
mitocondria atua em papel central na regulagao da sinalizagdao apoptdtica (GREEN, 1998).
Alteragdes no padrdo do potencial de membrana mitocondrial sdo fendmenos iniciais que
acontecem apods a indugdo da apoptose, principalmente pela via intrinseca ou via mitocondrial
(HAN et al., 2006; ORRENIUS, 2004). Entao, na condicdo onde proteinas pré-apoptoticas
sejam liberadas do espago intramembranar da mitocondria, através de um poro formado na
membrana externa, haverd também a saida de H+, provocando despolarizagdo mitocondrial
(HENGARTNER et al., 2000). A alteragdo no potencial transmembranico mitocondrial € um
forma para constatacao indireta da ativacao da via intrinseca (ORRENIUS, 2004). Assim, as
células SF-295 tratadas com o composto FR42 exibiram relevante diminui¢ao do potencial de
membrana mitocondrial (35,5%) quando tratadas com a maior concentragdo 16,0 uM (figura
23). Estudos realizados com compostos da classe das quinonas demonstram que a via

intrinseca esta envolvida na morte celular por apoptose (LI et al., 1999).






6 CONCLUSAO

O composto benz[g]isoquinolina-5,10-diona (FR42) isolado do Mitracarpus
Baturitensis Sucre, demonstrou elevado potencial citotoxico contra todas as linhagens de
células cancerigenas testadas, com uma ligeira seletividade para células tumorais em
comparacdo com as células normais (CMSP). Nos ensaios direcionados ao estudo do
mecanismo de acdo do FR42 nas células de glioblastoma humano (SF-295), foi constatado
que o composto testado exibe uma atividade citostatica na menor concentragao testada 2 uM
(promovendo actimulo de células na fase G2/M). Na concentragdo 16 puM provocou
fragmentacdo internucleossomal de DNA e despolarizagdo de mitocOndria, estes ultimos

achados sugerem que o composto FR42 induz apoptose na maior concentragao testada.
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