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RESUMO

INVESTIGACAO DO POTENCIAL ANTITUMORAL IN VITRO E IN VIVO DE
ALCALOIDES SINTETICOS METOXIPIRROLICOS

Tese de Doutorado. Autor: FRANCISCO WASHINGTON ARAUJO BARROS
NEPOMUCENO. Orientadora: Dra. Claudia do O Pessoa. Co-orientador: Dr. Bruno
Coélho Cavalcanti. Programa de Pés-graduacdo em Farmacologia. Faculdade de
Medicina, Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade Federal do
Ceara, 2012.

Os alcalbides naturais que apresentam o nucleo quimico 4-metoxi-2,2'-
bipirrol tem despertado crescente interesse dos pesquisadores em virtude de
seu potencial biolégico como antibacterianos, antifingicos, antiprotozoarios,
imunossupressores e anticancer. Oriundos principalmente de organismos
marinhos e bactérias seus representantes incluem a classe prodigiosina e
tambjamina. O presente estudo avaliou o potencial citotoxico de 7 alcaldides
sintéticos pertencentes a classe tambjamina (Tambjamina C, E, F, G, H, | e J)
em um painel de 4 linhagens de células tumorais humanas e em células
mononucleares de sangue periférico humano (CMSPH) pelo teste do MTT.
Com excecdo de Tamb E, todos os compostos foram citotéxicos contra todas
as linhagens utilizadas, sendo Tamb | e Tamb J as moléculas mais ativas com
valores de CI50 < | pg/mL. O estudo de mecanismo de acdo de Tamb | e J (0,3
e 0,6 pg/mL), usando células leucémicas humanas HL-60 como modelo
experimental, demonstrou inducdo de morte celular por apoptose,
fundamentalmente, por ativacdo da via extrinseca caracterizada por
fragmentacdo do DNA, externalizacdo da fosfatidilserina e ativacdo de
caspases (3, 7, 8 e 9) determinadas por ensaios de coloracéo, fluorescéncia,
citometria de fluxo e eletroforese. Adicionalmente, o composto Tamb J
mostrou-se mais potente que Tamb |, especialmente apés 24 h de exposic¢do, o
que também foi observado quando associado com trastuzumabe nos testes
contra células que superexpressam o receptor ErbB-2. Nos ensaios de
relaxamento do DNA, Tamb J foi capaz de inibir a atividade catalitica das
enzimas topoisomerases | e Il 0 que explicaria, pelo menos parcialmente, seus
efeitos citotoxicos. A avaliagdo antitumoral em camundongos transplantados
com células Sarcoma 180 demonstrou taxas de inibicdo de crescimento
tumoral de 39.9 e 78.8 % com as doses de 10 e 20 mg/kg/dia i.p. de Tamb J,
respectivamente, apoés 7 dias de tratamento. O efeito antitumoral observado foi
acompanhado de toxicidade moderada e reversivel dos animais, principalmente
na dose de 20 mg/kg/dia, caracterizada por reducdo do ganho de peso,
letargia, diarréia, esplenotoxicidade (deplecéo linfoficitaria) e genotoxicidade
(dano ao DNA e inducédo de micronudcleos). A grande maioria destas alteracdes
assemelha-se a toxicidade dos quimioterapicos citotéxicos tradicionais que
somado com 0s resultados obtidos nos testes in vitro para Tamb J, enfatizam a
potencialidade destas moléculas como protétipo para a produgcao e/ou sintese
de novos compostos com propriedades anticancer.

Palavras-chave: alcal6ides metoxipirrdlicos; tambjaminas; apoptose; atividade
antitumoral; toxicidade.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF POTENTIAL ANTITUMOR IN VITRO AND IN VIVO AND
METHOXY-PYRROLIC SYNTHETIC ALKALOIDS

Doctorade Thesis. Author: FRANCISCO WASHINGTON ARAUJO BARROS
NEPOMUCENO. Advisor: Dr. Claudia do O Pessoa. Co-advisor: Dr. Bruno
Coélho Cavalcanti. Postgraduate Program on Pharmacology. Faculty of
Medicine, Department of Physiology and Pharmacology, Federal University of
Ceara, 2012.

The natural alkaloids that present the Chemical core 4-methoxy-2, 2'-
bipyrrole has attracted increasing interest from researchers because of their
biological potential as antibacterial, antifungal, antiprotozoal,
immunosuppressive and anticancer. Mainly from marine organisms and
bactéria the class includes prodigiosin and tambjamine. This study investigated
the cytotoxic potential of 7 synthetic alkaloids belonging to the tambjamine class
(Tambjamine C, E, F, G, H, | and J) in a panei of four human tumor cell lines
and peripheral blood mononuclear cells from human (PBMC) by MTT assay.
Except for Tamb E, all compounds were cytotoxic against all the lines used, and
Tamb | and Tamb J were the most active molecules with 1C50 values < 1 pg/mL.
The study of the mechanism of action of Tamb | and J (0.3 and 0.6 pg/mL),
using human leukemia cells HL-60 as experimental model, demonstrated
induction of apoptotic cell death, primarily by activation of the extrinsic pathway
characterized by DNA fragmentation, externalization of phosphatidylserine and
activation of caspases (3, 7, 8 and 9) determined by staining assays,
fluorescence, flow cytometry and electrophoresis. In addition, Tamb J was more
potent than Tamb |, especially after 24 h of exposure, which was also observed
when combined with trastuzumab on tests against cells that overexpress the
ErbB-2 receptor. In tests of DNA relaxation, Tamb J was able to inhibit the
catalytic activity of the topoisomerase | and Il enzymes which may explain, at
least partially, its cytotoxic effects. The antitumor evaluation in mice
transplanted with Sarcoma 180 cells demonstrated rates of tumor growth
inhibition of 39.9 and 78.8% with doses of 10 and 20 mg/kg/day i.p. of the Tamb
J, respectively, after 7 days of treatment. The antitumor effect observed was
accompanied by moderate and reversible toxicity of animais, especially at a
dose of 20 mg/kg/day, characterized by decreased weight gain, lethargy,
diarrhea, spleen toxicity (lymphocyte depletion) and genotoxicity (DNA damage
and micronuclei induction). The majority of these modifications are similar to the
toxicity observed on the traditional cytotoxic agents, which putting together to
the results obtained in vitro tests for Tamb J emphasize the potential of these
molecules as template for the production and/or synthesis of hew compounds
with anticancer properties.

Keywords: methoxy-pyrrolic alkaloids; tambjamines; apoptosis; antitumor
activity; toxicity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

1.1.1 Consideracdes gerais

A descricdo mais antiga do cancer foi descoberta no Egito e data de
aproximadamente 1600 a.C.. O papiro encontrado continha a descricdo de 8
casos de tumores ou Ulceras de mama que foram tratados por cauterizacdo. A
origem da palavra cancer é creditada ao médico grego Hipo6crates (460-370
a.C.), considerado o “pai da medicina” No grego, a palavra escolhida por
Hipdcrates significa caranguejo e estd associada a uma analogia entre o
crescimento infiltrante do cancer e a forma como esse crustaceo se prende ao
solo usando suas patas. Hipécrates também usou os termos carcinos e
carcinoma para descrever tumores nao-ulcerosos e ulcerosos, respectivamente
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2009).

Atualmente, o cancer ¢é considerado uma doenca complexa
caracterizada pela instabilidade genética de células que tem a capacidade de
se multiplicar descontroladamente. Segundo Hahn e Weinberg (2002), as
alteracdes genéticas (mutacbes) envolvem a amplificacdo e/ou supra-
expressao de oncogenes aliada a delecdo e/ou silenciamento epigenético de
genes supressores de tumor. Neste sentido, é possivel dizer que as mutacdes
no cancer promovem a reativacdo ou a modificacdo de programas celulares
que coordenam processos relacionados a embriogénese e a homeostasia
como: proliferacdo, migracéo, diferenciacdo e apoptose (LUO et al., 2009).

As células de cancer sao diferentes das células normais por
apresentarem potencial proliferativo ilimitado, auto-suficiéncia para os sinais de
crescimento e resisténcia aos sinais antiproliferativos e apoptéticos. Formacgao
de novos vasos sanguineos (angiogénese), invasdo tecidual e capacidade de
sofrer metastase sao outras propriedades que podem ser acrescentadas
(HANAHAN; WEINBERG, 2000). Recentes trabalhos tem mostrado (Figura 1)
a adicdo de outras caracteristicas que sao: fuga do sistema imune (KROEMER;
POUYSSEGUR, 2008) e fendtipos de estresse (metabdlico, proteotdxico,
mitético, oxidativo e de dano ao DNA) (LUO et al., 2009).
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Hanahan e Weinberg (2011), considerando o progresso conceituai no
entendimento da biologia do cancer na ultima década, publicaram um trabalho
de revisdo que revalida os seis marcos do cancer registrados por eles em
2000, e estabelece a adicdo de 4 marcos que sdo: estresse energético,
instabilidade gendmica, evasdo do sistema imune e promocao tumoral por
inflamacgéo (Figura 1).

Com esse perfil, as células cancerosas tornam-se menos especializadas
em suas funcbes e, aos poucos, substituem as células normais
comprometendo o funcionamento dos oOrgdos e levando, quase sempre, 0

individuo & morte (DE ALMEIDA et al., 2005).

Resisténcia aos sinais
anti-proliferativos

Auto-suficiéncia para os
sinais de crescimento

Proliferacao
ilimitada

Instabilidade gendmica

Angiogénese

Figura 1 - Os marcos do cancer.

Fonte: adaptado de Hanahan e Weinberg (2011).

A nivel molecular, o acimulo de mutacBes observado na célula de
cancer é capaz de promover defeitos no ciclo celular por desregulacdo de
quinases dependentes de ciclina (QDC). Normaimente, as QDCs sao ativadas
por ciclinas e coordenam o processo mitdtico durante a divisdo de uma célula.
A progressdo correta do ciclo celular é monitorada por pontos de checagem
gue detectam possiveis erros durante a sintese de DNA ou segregacao
cromossdmica. No ponto de checagem, QDCs especificas sdo inibidas e o ciclo
celular é parado momentaneamente para que o defeito no DNA, caso exista,

seja reparado antes da formacado das células-filhas. Quando o erro ndo pode
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ser reparado, existem duas opcdes: ou a célula torna-se senescente, ou sofre
morte por apoptose. Em muitos tumores humanos, as QDCs da divisdo celular
encontram-se continuamente ativadas e, nessa condi¢do, a célula de cancer
prolifera indefinidamente e passa adiante suas muta¢gdes, bem como, acumula
outras aberracbes genéticas. Estas evidéncias demonstram, em parte, a
oncogénese molecular e comprovam a origem monoclonal do cancer
(MALUMBRES; BARBACID, 2001; MALUMBRES; BARBACID, 2005; KASTAN;
BARTEK, 2004; BARTEK et a!.,, 2004; MALUMBRES; BARBACID, 2009; LUO
et al., 2009).

A transformacdo de uma célula normal em célula cancerosa €,
geralmente, um processo lento que ocorre em varias etapas. Este processo,
conhecido como carcinogénese, pode ser iniciado espontaneamente, por
fatores ambientais ou de forma hereditaria. Dentre esses, a exposi¢cdo a fatores
ambientais (produtos quimicos, radiacdo e virus) é a causa mais comum de
cancer, com destague para a carcinogénese quimica. A carcinogénese
quimica, que tem na poluicdo, no tabagismo e na dieta seus principais fatores
de risco, pode ser didaticamente dividida em 4 etapas: iniciagdo, promocéao,
conversdao maligna e progressdo. Assim, medidas preventivas individuais e
coletivas como, por exemplo, o controle do tabagismo, para o0os canceres
tabaco-relacionados, e a vacinacdo para a hepatite, para o cancer de figado,
sao formas eficazes para se evitar os efeitos maléficos do cancer (DOLL,;

PETO, 1981; REDDY etal., 2003; RIEGER, 2004).

1.1.2 Epidemiologia do cancer

Como exposto no tépico anterior, o cancer € uma doencga caracterizada
pelo crescimento descontrolado de células transformadas levando ao
comprometimento do funcionamento dos 6rgaos.

Hoje, sdo conhecidos quase 200 tipos de cancer, correspondendo aos
varios sistemas e células do corpo, os quais se diferenciam pela velocidade de
multiplicacdo e a capacidade de invadir tecidos e 6rgéos, préximos ou distantes
de onde se originaram (DE ALMEIDA et al., 2005).

Neste sentido, a vigilancia, bem como, a avaliacdo de seu desempenho,

€ um dos componentes fundamentais para o planejamento e 0 monitoramento
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da efetividade de programas de controle dos diversos tipos de céancer. O
estabelecimento de medidas efetivas no controle do cancer necessita de
informacgdes de qualidade sobre sua distribuicdo de incidéncia e mortalidade, o
que possibilita uma melhor compreensao sobre a doenca e seus determinantes
(INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2009).

Em 2008, a Organizagcdo Mundial da Saude estimou que ocorreriam 12,4
milhdes de casos novos e 7,6 milhdes de 6bitos por cancer no mundo. Destes,
0s mais incidentes foram o cancer de pulmao (1,52 miihes de casos novos),
mama (1,29 milhdes) e colon e reto (1,15 milhdes). Devido ao mau progndstico,
o cancer de pulmao foi a principal causa de morte (1,31 milhdes), seguido pelo
cancer de estdbmago (780 mil Obitos) e pelo cancer de figado (699 mil 6bitos).
Para América do Sul, Central e Caribe, estimou-se em 2008 cerca de um
milh&o de casos novos de cancer e 589 mil ébitos. Em homens, o mais comum
foi o cancer de prostata, seguido por pulmao, estbmago e célon e reto. Nas
mulheres, o mais frequente foi o cancer de mama, seguido do colo do Utero,
colon e reto, estbmago e pulmao (WHO, 2008).

Seguindo tendéncia mundial, notam-se, no Brasil, processos de
transicdo que tém produzido importantes mudancas no perfil das enfermidades
gque acometem a populacdo, observando-se, a partir dos anos 1960, que as
doencas infecciosas e parasitarias deixaram de ser a principal causa de morte,
sendo substituidas pelas doencas do aparelho circulatorio e pelas neoplasias.
Essa progressiva ascensdao da incidéncia e da mortalidade por doencas
cronico-degenerativas, conhecida como transicdo epidemioldgica, tem como
principal fator o envelhecimento da populacédo, resultante do intenso processo
de urbanizacdo e das acles de promocdo e recuperacdo da saude
(INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2011).

No Brasil, tem-se a particularidade de dimensfes territoriais muito
grandes que levam a marcadas diferencas regionais, sejam nos aspectos
culturais, sociais e econdmicos; seja na ocorréncia das patologias e na
distribuicdo dos fatores de risco associados a essas diferencgas.

Assim, torna-se fundamental a existéncia de Registros de Cancer (de
base populacional e hospitalar) com informacdes padronizadas, atualizadas,

com boa qualidade, representativas da populacdo e disseminadas de forma
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oportuna, como uma ferramenta poderosa para a vigilancia epidemioldgica do
cancer no pais.

No Brasil, as estimativas para o ano de 2012, vdlidas para o ano de
2013, apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos de
cancer, incluindo os casos de pele ndo melanoma, reforcando a magnitude do
problema do cancer no pais. Sem os casos de cancer da pele ndo melanoma,
estima-se um total de 385 mil casos novos. Os tipos mais incidentes serdo os
canceres de pele ndo melanoma, proéstata, pulmao, célon e reto e estbmago
para o sexo masculino; e os canceres de pele ndo melanoma, mama, colo do
Gtero, coélon e reto e glandula tireoide para o sexo feminino (INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER, 2011).

Sao esperados um total de 257.870 casos novos para 0 sexo masculino
e 260.640 para o sexo feminino. Confirma-se a estimativa que o cancer da pele
do tipo ndo melanoma (134 mil casos novos) sera o mais incidente na
populacdo brasileira, seguido pelos tumores de préstata (60 mil), mama
feminina (53 mil), c6lon e reto (30 mil), pulméo (27 mil), estbmago (20 mil) e
colo do Gtero (18 mil) (Tabela 1) (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2011).

Os 5 tumores mais incidentes para o sexo masculino (Tabela 1) seréao o
cancer de pele ndo melanoma (63 mil casos novos), prostata (60 mil), pulméo
(27 mil), colon e reto (14 mil) e estbmago (13 mil). Para o sexo feminino
(Tabela 1), destacam-se, entre 0s 5 mais incidentes, os tumores de pele nao
melanoma (71 mil casos novos), mama (53 mil), colo do utero (18 mil), célon e

reto (16 mil) e pulmao (10 mil) (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2011).

Tabela 1 - Estimativa para 2012 dos tipos de cancer mais incidentes na populacéo

brasileira, exceto pele ndo melanoma.

Localizacao primaria casoS Novos percentual Localizacdo primaria casos novos percentual
Préstata 60.180 30'8%  Homens Mulheres Mama Feminina 52.680 27,9%
Traqueia, Brénquio e Pulmao 17.210 8,8% Colo do Utero 17.540 9,3%
Cdlon e Reto 14.180 7,3% Célon e Reto 15.960 8,4%
Estémago 12.670 6,5% Glandula Tireoide 10.590 5,6%
Cavidade Oral 9.990 51% Traqueia, Bronquio e Pulmdo  10.110 5,3%
Es6fago 7.770 4,0% Estémago 7.420 3,9%
Bexiga 6.210 3,2% Ovario 6.190 3,3%
Laringe 6.110 3,1% Corpo do Utero 4.520 2,4%
Linfoma nao Hodgkin 5.190 2,7% Sistema Nervoso Central 4.450 2,4%
Sistema Nervoso Central 4.820 2,5% Linfoma n&o Hodgkin 4.450 2,4%

Fonte: Instituto Nacional do Cancer (2011).
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A distribuicdo dos casos novos de céancer segundo sua localizacéo
primaria € bem heterogénea entre Estados e Capitais do Pais. As regides Sul e
Sudeste, de maneira geral, apresentam as maiores taxas, enquanto que as
regides Norte e Nordeste mostram as menores taxas. J4 as taxas da regido
Centro-Oeste apresentam um padrao intermediario (INSTITUTO NACIONAL
DO CANCER, 2011).

Diante desse cenario, fica clara a necessidade de continuidade em
investimentos no desenvolvimento de acbes abrangentes para o controle do
cancer, nos diferentes niveis de atuagcdo como: na promoc¢ao da saude, na
deteccdo precoce, na assisténcia aos pacientes, na vigilancia, na formacao de
recursos humanos, na comunicacdo e mobilizacdo social, na pesquisa e ha

gestdo do Sistema Unico de Sautde (SUS).

1.1.3 Estratégias em busca de novas moléculas anticancer

As estratégias para o desenvolvimento de novas drogas anti-cancer tem
mudado ao longo dos anos. Os programas de screening comecaram no inicio
dos anos 50 no Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI-EUA), e
consistiam no teste inicial de novos compostos, principalmente produtos
naturais, em camundongos inoculados com leucemias L1210 e P388. Esse
modelo foi bastante questionado, uma vez que ndo era considerado
representativo dos tumores humanos, na sua maioria tumores soélidos
(SCHWARTSMANN; WORKMAN, 1993).

O modelo foi reconsiderado e, atualmente, os programas de screening
do NCI-EUA incluem uma etapa inicial de testes in vitro em linhagens tumorais
humanas utilizando técnicas automatizadas (High troughtput screening). Em
seguida, os compostos selecionados séo submetidos ao teste do Hollow Fiber
antes de serem avaliados em modelos xenograficos de tumores humanos. O
Hollow Fiber combinado ao modelo xenogréafico constituem o modelo basico do
teste antitumoral pré-clinico in vivo. Todo esse contexto acelerou a pesquisa de
novas drogas anticancer, levando a uma grande demanda por bibliotecas de
novas e promissoras moléculas (NEWMAN et ai., 2003; CRAGG et al., 2009).

Muitas companhias farmacéuticas sdo dotadas de estrutura capaz de

realizar o screening rapido de inumeros compostos em relagdo a muitas



30

atividades  biolégicas simultaneamente  (citotoxicidade, antibacteriana,
antiinflamatéria e antiviral). Os testes sdo desenvolvidos com o minimo de
intervencdo humana, sendo o trabalho realizado, em sua maioria, por sistemas
robéticos acoplados a novas técnicas de fluorescéncia, ressonancia magnética
nuclear e de DNA. Os compostos testados séo oriundos de 3 fontes principais:
material natural (por exemplo, plantas, microorganismos e animais), sintese
quimica regular e quimica combinatéria (MANN, 2002; CRAGG et al., 2009).
Nesse contexto, surge a necessidade continuada do desenvolvimento de
bioensaios réapidos e sensiveis para detectar os defeitos especificos
moleculares (alvos especificos - biomarcadores) das células de cada tipo de
cancer. Dessa maneira, novos ensaios de screening anticancer devem ser
produzidos e terapias mais sofisticadas devem ser implementadas, semelhante
ao que acontece com a pesquisa voltada ao combate do virus HIV (POMMIER,

2007).

1.2 Topoisomerases como alvo terapéutico no cancer

Na década de 1980, muitas drogas anticAncer que interferem no ciclo
catalitico das enzimas topoisomerases humanas foram desenvolvidas. Como
exemplo, podemos citar a doxorrubicina, o etoposido e a camptotecina que sao
utilizados até hoje no tratamento de pacientes com cancer. Desde entdo, estas
enzimas celulares assumiram a categoria de alvo terapéutico no cancer e
passaram a fomentar a pesquisa de novas drogas anticAncer em todo o mundo
(CUMMINGS; SMYTH, 1993).

Biologicamente, as topoisomerases sdo enzimas celulares capazes de
alterar a topologia de segmentos do DNA por meio de um ciclo catalitico,
resumidamente, dividido em 3 passos sequenciais: divagem (funcdo
nucleasse), passagem e religacdo (funcao ligase) da fita de DNA. Sua funcao é
reduzir a tensdo no DNA em virtude dos processos biolégicos de replicacédo,
transcricdo, recombinacdo e segregacdo cromossdmica no ciclo celular
(OSHEROFF; ZECHIEDRICH; GALE, 1991).

O genoma humano codifica seis tipos de topoisomerases que sao
agrupados em duas classes (classe tipo | e classe tipo IlI). A classe tipo | é

subdividida em tipo IA (Top3a e Top3£) e tipo IB (Topl e Toplmt), e a classe
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tipo Il € composta pelas isoformas Top2a e Top2p ( FORTERRE et al., 2007,
SCHOEFFLER; BERGER, 2008; WANG, 2009) (Figura 2).

Independente da classe, todas as topoisomerases clivam a fita do DNA
por ataque nucleofilico de um residuo de tirosina do sitio ativo da enzima ao
grupo fosfato do DNA, desfazendo a ligacdo fosfodiéster que une os
nucleotideos. O corte da fita do DNA permite a sua movimentacdo, sob o
controle da enzima, que é responsavel por reduzir a tensdo sobre a molécula.
Em seguida, a topoisomerase religa a fita, agora relaxada, garantindo a
integridade do material genético. E importante registrar que a ligacdo da
enzima com o DNA é de natureza covalente (POMMIER et al., 2010) (Figura 2).

A diferenca fundamental entre as enzimas tipo | e tipo Il esta relacionada
ao passo correspondente a divagem da fita do DNA (Figura 2). As
topoisomerases tipo | (ou simplesmente topoisomerases |) clivam uma fita da
dupla hélice de DNA por vez o qual é imediatamente relaxado e religado. Ja as
topoisomerases tipo I (ou simplesmente topoisomerases Il) clivam,
simultaneamente, as duas fitas da dupla hélice de DNA antes da religacéo e
tem a capacidade de promover o relaxamento de DNA super-enovelado

(POMMIER et al., 2010).

. Top3a
Tipo IA TopaP
Toooi
opoisomerases Ttpo 1B Topl
humanas Toplmt
. Top2a
Tipo A

Top2£

Figura 2 - Topoisomerases humanas e seu mecanismo de acao.

Fonte: adaptado de Pommier etal. (2010).
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Drogas anticancer que tem como alvo as enzimas topoisomerases
geralmente interferem no ciclo catalitico da enzima no passo correspondente a
religacdo do DNA. Na presenca dessas drogas, 0 processo é interrompido com
consequente formacdo de complexos clivados (DNA + Enzima + Droga) que
configuram dano na molécula do DNA. O dano no DNA explica, por sua vez,
muitos dos efeitos citotoxicos dessas drogas que levam a célula a morte,
dando-lhes o status de "poison”, que do inglés significa veneno (D'ARPA; LIU,
1989).

Em se tratando de topoisomerases |, sabe-se que todos os eucariontes
codificam pelo menos a enzima Topl (Tipo IB) (POMMIER et al., 2010). Esta
enzima nuclear é essencial em Drosophila e vertebrados, como pode ser
observado no trabalho de Morham et al. (1996) que registrou a morte precoce
de embrides de camundongos “knockout” para Topl antes do estagio de oito
células. Por outro lado, ja existem linhagens celulares mantidas em cultura que
apresentam uma sub-expresséo de Topl a disposicdo dos pesquisadores: uma
linhagem celular de murino (p388/CPT45), resistente a camptotecina (CPT), e
duas linhagens celulares humanas, com expressado da enzima entre 10-20 %
(ENG et al, 1990; MIAO et al., 2007; TUDURI et al., 2009). E importante
registrar que essas linhagens acumulam alteracbes gendmicas espontaneas,
bem como, defeitos de replicacdo. Isto fortalece a importancia biolégica da

enzima nuclear Topl na manutencao da integridade do DNA (Figura 3).

Figura 3 - Relaxamento de DNA por topoisomerases | (Y).

Fonte: adaptado de Pommier et al. (2010).



33

Em 1966, foi isolada e caracterizada a principal droga capaz de interferir
seletivamente na acdo catalitica de Topl com consequente formacédo de
complexos clivados de DNA. Trata-se do “poison’” camptotecina (CPT) que é
um alcal6ide originalmente isolado da planta chinesa Camptotheca acuminata,
o0 qual demontrou forte atividade antitumoral em modelos experimentais in vitro
e in vivo (Figura 4). Em ensaios com camundongos, CPT demonstrou uma
consideravel atividade no aumento da sobrevida dos animais tratados com
células leucémicas L1210 ou células leucémicas P388, quando doses entre 0,5
e 4,0 mg/kg foram administradas. Além disso, a inibicdo de tumores sdélidos,
incluindo o tumor de Walker, também foi observada (HSIANG et al.,, 1985;

WALL et al., 1966; WALL; WANI, 1995).

Figura 4 - Estrutura quimica de camptotecina.
Fonte: adaptado de Pommiereta/. (2010).

Entretanto, estudos clinicos demonstraram auséncia de resposta
terapéutica de CPT associada a alta incidéncia de efeitos adversos
(mielossupressao, cistite hemorragica, nauseas, vomitos e diarréia). Analises
guimicas e farmacocinéticas identificaram a baixa solubilidade em &agua e a
instabilidade estrutural em pH fisiolégico e em plasma (maior limitacdo) como
0s principais fatores que explicam este fato (MOUKHARSKAYA,
VERSCHRAEGEN, 2012).

Apesar disso, o interesse na classe camptotecina como fonte de drogas
anticancer nao parou e muitos derivados de CPT foram desenvolvidos com o

intuito de manter o efeito anticAncer e superar as limitacdes supracitadas.
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Nesse sentido, trés derivados de CPT estdo aprovados para uso clinico que
sdo: topotecano, irinotecano e belotecano. Os derivados gimatecano,
lurtotecano e exatecano, por sua vez, ainda estdo em triagem clinica. A
despeito de todo o esforco, esses derivados, em graus diferentes, ainda
conservam a instabilidade em meio fisiolégico, mas jA apresentam vantagens
nos aspectos solubilidade em agua e toxicidade (Figura 5) (POMMIER et al.,

2010).

Figura 5 - Inibidores de topoisomerases tipo |.
Fonte: adaptado de Pommier etal. (2010).

Outro ponto a ser superado esta relacionado com os mecanismos de
resisténcia desenvolvidos pelas células cancerosas com o intuito de reduzir o
efeito desses compostos. Nesse aspecto, as células de cancer podem adquirir
pelo menos trés mecanismos de resisténcia: super-expressao de bomba de
efluxo, reducédo dos niveis de Topl e mutagdes na enzima Topl (BRANGI et
al., 1999; POMMIER etal., 1999).

Em se tratando de topoisomerases |, sabe-se que os humanos tem a
capacidade de codificar duas isoenzimas (Top2a e Top2p). Estas enzimas séo
normalmente super-expressas em ceélulas em proliferagdo com 0s maiores

niveis na fase G2/M do ciclo celular. Top2a relaxa mais efetivamente DNA
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super-enovelado positivamente, enquanto que Top2p relaxa DNA super-
enovelado negativamente. E importante registrar que estas enzimas agem
como homodimeros e necessitam de Mg2+ e ATP para realizar suas fungdes
biolégicas (MCCLENDON; RODRIGUEZ; OSHEROFF, 2005).

As drogas anticAncer que agem sobre as topoisomerases Il podem ser
classificadas de acordo com o mecanismo de acdo. Aquelas que induzem a
formacdo de complexos clivados (DNA + Enzima) por intercalacdo ou ndo no
DNA sdo denominadas de “poisons”, como descrito anteriormente. Neste caso,
ocorre guebra de fita dupla do DNA. Ja as drogas que impedem a ligacdo da
enzima com o DNA no inicio do processo sdo denominadas de inibidores
cataliticos ndo havendo, portanto, a formacdo de complexos clivados. Como
consequéncia da tensdo em virtude da dindmica metabdlica, o0 DNA também
sofrera degradacdo (CUMMINGS; SMYTH, 1993).

Etoposido, teniposido, doxorrubicina, daunorrubicina, amsacrina, TAS-
103, CP-115,953, elipticina, azatoxina e mitoxantrona sdo exemplos de
inibidores de Top2 por formagdo de complexos clivados (Figura 6). Por outro
lado, ICRF 159 e 187 sao classificados como inibidores cataliticos de Top2
(Figura 6) (POMMIER et al., 1984; TEWEY et al, 1984; FORTUNE;
OSHEROFF, 2000).

Figura 6 - Inibidores de topoisomerases tipo |I.
Fonte: adaptado de Pommier et al. (2010).
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Similar ao que ocorre com as drogas que inibem Topl, muitos
mecanismos de resisténcia celular j& foram descritos para drogas que afetam o
metabolismo de Top2. Nitiss (2009a; 2009b) apresenta super-expressao de
bomba de efluxo, reducdo dos niveis de Top2, mudanca da localizacdo
intracelular da enzima, fosforilagdo e mutacbes de Top2 como exemplos
desses mecanismos.

Recentemente, os estudos tem buscado associar o uso de inibidores de
mecanismos de reparo do DNA com o, de inibidores de topoisomerases. A
intencdo é elaborar um tratamento mais especificos para células tumorais, ja
que células normais ndo possuem mecanismos de reparo de DNA capazes de
resolver danos muito severos como o0s, observados em células tumorais
(POMMIER, 2007).

Outra estratégia importante consiste em identificar e utilizar compostos
capazes de inibir ambas as enzimas topoisomerases (I e Il). Isto tornaria o
tratamento mais eficaz, uma vez que a inibicdo especifica de uma das enzimas
promove, geralmente, como resisténcia a super-expresséao da outra (SALERNO
et al, 2010).

Assim, baseado no potencial das enzimas topoisomerases como alvo
terapéutico do cancer, mesmo com muitas dificuldades a serem superadas,
como 0s mecanismos de resisténcia, por exemplo, muitos trabalhos tem sido
publicados demonstrando a acgao inibitéria de diversos compostos sobre essas
enzimas. Nesses estudos, observa-se a utilizacdo de DNA isolado submetido a
uma corrida eletroforética na presenca de topoisomerase e compostos-teste.
Apdés marcacdo com brometo de etideo, é possivel comparar o padrdo de
corrida eletroforética que é diretamente relacionado com o tipo de DNA
submetido a diferenca de potencial. Portanto, a técnica baseia-se na corrida
diferencial de DNA super-enovelado, DNA relaxado, complexos clivados de fita
simples de DNA e complexos clivados de fita dupla de DNA apdés interrupcao
da reacdo com forte agente desnaturante (Dodecil sulfato de sddio, SDS, por
exemplo) (Figura 7) (ADJEI et al., 1998; HOLDEN, 2001; OPPEGARD et al.,
2009).



Topo | h - Ao * Topo Il h - S »
Amsacrina 0 125 25 50 100 Amsacrina 0 125 25 50 100
(PM) (PM)
DNA relaxado - DNA relaxado
DNA DNA

r-enovel
super-enovelado super-enovelado

Figura 7 - Efeito de amsacrina sobre a atividade catalitica das enzimas humanas
topoisomerases | e Il (Topo | e Il h). As imagens mostram o padrdo diferenciado de
corrida eletroforética de DNA relaxado e super-enovelado.

Fonte: adaptado de Oppegard et al. (2009).
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A Figura 8 consiste em uma tentativa de demonstrar didaticamente a

formacao desses tipos de DNA apds a acdo do agente desnaturante SDS.

O+
-
TOpOIsomerase l Complexo nao-cilvado DMA super-enovelado
1=
c z—tggr- . y
HO- 7 E
Complexo clivado Complexo clivado de DNA fita simples
Complexo DNAsuper-enovelado
tt né&o-tlivBdo
Topoisomerase |l
y
€39 =
Complexo Complexo clivado
clivado de DNA fita simples

+

Complexo

clivado Complexo clivado

de DNA fitadupla

Figura 8 - Acdo do agente desnaturante dodecil sulfato de sédio (SDS) sobre
diferentes tipos de DNA obtidos pela acdo das enzimas topoisomerases.
Topoisomerase |: A, enzima e DNA; B, ligacdo da enzima ao DNA; C, divagem de fita
simples do DNA pela enzima; D, DNA super-enovelado e E, complexo clivado de fita
simples de DNA. Topoisomerase II: A, enzima (homodimero) e DNA; B, ligacdo da
enzima ao DNA; C e D, divagem de dupla fita do DNA pela enzima; E, DNA super-
enovelado; E, complexo clivado de fita simples de DNA e F, complexo clivado de fita
dupla de DNA.

Fonte: adaptado de D'arpa e Liu (1989).
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1.3 Alcaldides tambjaminas

As tambjaminas sdo um pequeno grupo de alcalbides bipirrélicos obtidos
originalmente por isolamento a partir de véarias fontes marinhas (briozoarios,
nudibrdnquios e ascidias). O nome tambjamina, inclusive, refere-se aos
nudibrdnquios Tambja abdere e Tambja eliora dos quais foram isolados os
primeiros representantes desta classe quimica (CARTE; FAULKNER, 1983;
LINDQUIST, N.; FENICAL, 1991; BLACKMAN; LI, 1994). Nesses organismos,
sabe-se que as tambjaminas sao metabdlitos secundarios que desempenham
papel importante no mecanismo de defesa quimica contra a predacdo (CARTE;
FAULKNER, 1986).

Estruturalmente, todos o0s representantes da classe tambjamina
apresentam o0 nudcleo (Z)-1-(4'-metéxi-1H,5'H-2,2'-bipirrol-5'-ilideno)metanamina
(Figura 9). Dentro desse nucleo, é possivel identificar a funcdo quimica
alcaldide que é caracterizada por ciclo carbénico com o atomo nitrogénio (N)

entre carbonos (PINKERTON et al., 2010).

Figura 9 - Nucleo quimico caracteristico da classe tambjamina.
Fonte: adaptado de Pinkerton etal. (2010).

A Tabela 2 mostra a estrutura quimica dos primeiros 10 alcalbéides
bipirrélicos descobertos pertencentes a classe tambjamina, 0s quais sao

simplesmente identificados por letras do alfabeto (A-J).

BIWEOIIDE FEDERAI DO DEIll
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Tabela 2 - Estrutura quimica dos primeiros 10 alcal6ides bipirrélicos descobertos
pertencentes a classe tambjamina.

R1 R2 R3
Tambjamina A H H H
Tambjamina B Br H H
R OMe Tambjamina C H H CH2CH(CHS3)2
Tambjamina D H Br CH2CH(CH3)2
Tambjamina E H chlchi
N \ Tambjamina F H (CH2)2Ph
H NH.Ra .
Tambjamina G Br H CH2CH3
Tambjamina H Br H ch2chlch3
Tambjamina | Br H CH2CH(CH3)2
Tambjamina J Br H CH2CH(CH3)CH2CH3

Fonte: adaptado de Pinkerton; Banwell; Willis (2007).

Com essas caracteristicas estruturais, as tambjaminas possuem
propriedades bioldgicas interessantes a semelhanca do que € apresentado
pelos alcaldides tripirrélicos da familia prodigiosina com atividades citotéxicas e
imunossupressoras (MANDERVILLE, 2001).

Como exemplo, podemos citar a tambjamina BE-18591 que demonstrou
capacidade de inibir a imunoproliferacdo e gastrite em coelhos (TANIGAKIA et
al., 2002). Adicionalmente, tambjamina |, quando testada contra um painel de
60 linhagens celulares tumorais humanas, apresentou valor médio de CI50
(concentracdo capaz de inibir 50 % do crescimento celular) de 1,6 pM
(MANDERVILLE, 2001).

Semelhantemente, a tambjamina D demonstrou forte atividade citotéxica
contra varias linhagens celulares tumorais humanas, efeito antimitético em
ovos de ourico-do-mar, efeito antifingico contra Candida albicans e atividade
antibacteriana contra Bacillus subtilis (GRANATO et al., 2005). Tambjamina D
também demonstrou efeitos citotdxicos e genotdxicos contra células V79
(fibroblastos de pulmé&o de hamster chinés) (CAVALCANTI et al., 2008).

Alguns estudos tem demonstrado a capacidade das tambjaminas de
ligar-se ao DNA clivando-o na presenca de Cu (Il). Isto, provavelmente,
explicaria, pelo menos em parte, 0 potencial citotéxico desses alcaldides

(MANDERVILLE, 2001).
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Com relacado a familia prodigiosina mencionada acima, sabe-se que esta
corresponde a um grupo de pigmentos vermelhos produzidos por
microorganismos (Serratia spp. e Actinomycetos) que estdo relacionados
estruturalmente com as tambjaminas (FRANCISCO et al., 2007). O seu
principal representante, a prodigiosina (Figura 10), apresenta propriedades
antibacterianas, antifingicas, antimalaricas e citotoxicas, como pode ser
observado na revisdo de Montaner e Pérez-Tomas (2003). Dessa maneira,
prodigiosina tem sido bastante estudada em virtude de seu potencial como uma

droga quimioterapéutica.

Figura 10 - Estrutura quimica da prodigiosina.

Fonte: adaptado de Pérez-Tomas et al. (2003).

Em se tratando de céncer, prodigiosina tem demonstrado forte efeito
citotoxico contra linhagens celulares tumorais humanas hematopoiéticas,
gastrointestinais, de mama e de pulmao através de processos indutores de
apoptose. Por outro lado, este composto tem-se apresentado pouco toxico
contra linhagens celulares humanas n&o-neoplasicas (PEREZ-TOMAS et al.,
2003).

O mecanismo de acdo citotéxico da prodigiosina ainda ndo esta
totalmente elucidado. Porém, sabe-se que a interacdo com o DNA celular
associado com quebra de fita simples e dupla desta molécula por inibicdo da
atividade catalitica das enzimas topoisomerases, constituem fendmenos que
explicam parcialmente o efeito anticancer da prodigiosina (MONTANER et al.,
2005).

Francisco et al. (2007) demonstraram que prodigiosina é um agente

sequestrador de prétons capaz de afetar o gradiente de pH intracelular. Neste
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estudo, prodigiosina mostrou-se mais potente que o0 quimioterapico cisplatina
com valores de Cl50 menores que 1,5 pM em linhagens celulares humanas de
neuroblastoma.

Outro estudo, realizado por Soto-Cerrato et al. (2007), revelou que
concentrac0es nao-toxicas de prodigiosina induzem a expressdo de p2l
conduzindo a um bloqueio do ciclo celular de células MCF-7 com consequente
morte celular por apoptose. O estudo também revelou a necessidade da
participacdo do fator de crescimento TGF-p no processo de inducdo da
proteina p2! reforcando o potencial anticAncer daquela molécula.

Recentemente, a primeira sintese total de 7 tambjaminas (Tambjaminas
C, E, F, G, H, | e J) foi desenvolvida pelo grupo de cientistas da Research
School of Chemistry - Institute of Advanced Studies da Australian National
University. Este grupo, coordenado pelo Prof. Dr. Martin Banwell, firmou
gentilmente colaboracdo com nosso grupo de pesquisa e enviou material
suficiente para a realizacdo do presente estudo (PINKERTON; BANWELL;
WILLIS, 2007).

Neste ponto, € razoavel ressaltar a importadncia da sintese quimica na
producdo de material suficiente para a realizagcdo de estudos biolégicos, uma
vez que as fontes marinhas fornecem quantidades limitadas de produtos para
esse fim. Além disso, a sintese quimica como forma de produzir novos
compostos biologicamente ativos inspirada em produtos naturais configura-se
numa estratégia eficiente na preservacdo da biodiversidade (BANWELL, 2008;
LEYVA; BLUM; LEY, 2008; BARTH; MULZER, 2008).

Os experimentos deste trabalho foram realizados, em sua maioria, no
Laboratério Nacional de Oncologia Experimental vinculado ao Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara. Ademais, cabe
registrar a também gentil e importante colaboragdo do Prof. Dr. Yves Pommier
(coordenador do Laboratory of Molecular Pharmacology, Center for Cancer
Research, National Cancer Institute, National Institutes of Health - USA), nos
estudos envolvendo as enzimas topoisomerases, no intuito de contribuir com a

valoracao e a aplicabilidade terapéutica dos compostos desenvolvidos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar o potencial antitumoral in vitro e in vivo dos alcaloides
Tambjamina |, A/-[(Z)-(5-bromo-4,-metdxi-1H,5'/7-2,2'-bipirrol-5'-ilideno)metil]-2-
metilpropan-1-amina), e Tambjamina J, (A/-[(Z)-(5-bromo-4'-met6xi-1/7,5'H-2,2'-

bipirrol-5'-ilideno)metil]-2-metilbutan-1-amina) obtidos por sintese quimica.

2.2 Especificos

Determinar a citotoxicidade e a seletividade contra linhagens celulares

humanas (tumorais e normais);

Determinar a atividade hemolitica em eritrécitos de camundongos Swiss

{Mus musculus);

Avaliar o padrdo de morte celular envolvido na atividade citotoxica, bem
como, o efeito sobre a progressao do ciclo celular usando células tumorais HL-

60 (leucemia humana) como modelo;

Determinar a acdo sobre a atividade catalitica das enzimas

Topoisomerase | e II;

Avaliar a influéncia do receptor ErbB-2 sobre o efeito citotoxico usando
células mamérias HBA4 (baixa expressdao de ErbB-2), C3.6 (expressao

moderada de ErbB-2) e C5.2 (alta expresséo de ErbB-2) como modelo;

Identificar o efeito antitumoral e a toxicidade in vivo em camundongos

transplantados com células do tumor Sarcoma 180;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Solucbes, reagentes e farmacos

Acido Acético

Acido Cloridrico

Alcool Etilico

Alcool Metilico

Agarose | %

Agarose LMP 1.5 %

Agarose NMP 0.5 %

Alamar Blue (Resazurina)

Anticorpo anti-BrdU

Anticorpo biotinilidado anti-
imunoglobulina de

camundongo

0,5 g de agarose

Agua deionizada g. 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

0,312 mg/mL

1 pL de anticorpo anti-BrdU
BSA 5 % qg.s.p. 500 pL de solucéo

1 pL de anticorpo anti-
imunoglobulina

BSA 5 % g.s.p. 100 pL de solugao
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Vetec®

Vetec®

Vetec®

Vetec®

FMC-

Bioproducts®

Gibco®

Gibco®

Sigma®

Sigma®
Dako®

Sigma®
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Azul de tr Yy 10 mg de azul de tripan Sigma®
zul de tripan 0

PBS qg.s.p. 100 ml_ de solucéo

BrdU 10mM Sigma®
. Grupo
Citrato de Sodio -
Quimica®
Ciclofosfamida (Genuxal) 200 mg Baxter®
Cloreto de Sdédio (NaCl) - Labsynth®
5 pL de DAB Immunotech®
o o 1 mL de Tris-HCI (Tris 0,05 M)
Diaminobenzidina (DAB) Proguimios®
pH= 7,6
2 pL de H202 Proquimios®
Diacetato de 2'7’-
- Invitrogen®
diclorohidrofluoresceina
Dimetilsulféxido (DMSO) - Vetec®
Doxorrubicina - Sigma®
EDTA - Qeel®
Estreptavidina - peroxidase 1 pL de Estreptavidina - peroxidase Sigma®
BSA 5 % g.s.p. 100 pL de solucao Dako®
Meio para montagem rapida de
Entellan laminas para analise em Merck®

microscopia optico

Ficoll Sigma®



Fitohemaglutinina

Formaldeido 10 %

Halotano (Fluothane)

Heparina

Hidréxido de Sédio (NaOH)

lodeto de propideo 50 pg/mL

Kits para analises

bioquimicas

Kit Guava Nexin Assay

Kit FAM Caspase Activity

FLICA Apoptosis Detection

Meio de cultura de células

RPMI 1640

100 ml_ de formaldeido

H20 g.s.p. L L

100 mL

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

AST, ALT, albumina, fosfatase
alcalina, uréia, creatinina, glucose,
amilase, colesterol total e

triglicerideos

Diluido em agua deionizada e
esterelizada, filtrado em filtro
millipore (0,22 pm) e

complementado com SBF 10 %, !

% de glutamina, 1 % de antibidticos,

1 % de bicarbonato de sédio (0,75
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Sigma®

Dinamica®

Zeneca®

Vetec®

Vetec®

Boehringer®

Larbolab®
Labtest®

Guava

Technologies®

Sigma®

Cultilab®



MTT

N-Lauroylsarcosine

Penicilina - estreptomicina

Ringer-lactato

Rodamina 123

Sulfato de Gentamicina

Solucéo de Eletroforese

Solucéo de Lise

Solucéo de Neutralizagao

Solucdo desnaturante
(para analise de

incorporacdo de BrdU)

%) e 25 mM de HEPES

20 mg de MTT
PBS qg.s.p. 100 mL de solugéo

Penicilina 10.000 U.l./mL

Estreptomicina 10 mg/mL

Cloreto de Sdédio = 0,600g
Cloreto de Potassio = 0,0309g
Cloreto de Célcio 2H20 = 0,020g
Lactato de Sédio = 0,30 g
Agua g. s. p. 100 mL

EDTA 1 mM, NaOH 300 mM,
pH > 13

NaCl 2,5 M, EDTA 100mM

Tris 10 mM, N-Lauroyl sarcosine

1% pH = 10, TritonX-100 1 %,

DMSO 10 %
Tris 0,4 M, pH =75

Formamida 70 %

2x SSC (pH entre 6,5 - 7,5 a 70 °C)
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Sigma®

Sigma®

Cultilab®
Cultilab®

Laboratoérios

Biosintética®

Sigma®

Novafarma®

Vetec®



Soro fetal bovino

SSC 10X

Tampéao de corrida 50 X

(TAE)

Tampé&o fosfato (PBS)

Tampé&o Tris (TBS) 10X

Topoisomerase | and Il Drug

Screeening Kit

Trastuzumabe (Herceptin)

Tripsina 0,25%

Triton X -100

Xilol 10%

Cloreto de sédio 1,5 M
Citrato de so6dio 0,15 M
H20

242 g de TRIS
57,1 mL de acido acético glacial
100 mL de EDTAO0,5 M

8,766 g de Cloreto de sodio
2,14 g de NaHPO4.7H20
0,276 g de NaHPO4.H20

H20 g.s.p. 1 L de solucao (pH = 7,2)

Cloreto de so6dio 1,5 M

Tris 0,5 M (pH= 7,6)
H20

440 mg

50 mL de Tripsina 2,5 %
0,125 g de EDTA
450 mL de PBS

100 mL de formaldeido
H20qg.s.p. 1 L
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Cultilab®

Labsynth®
Labsynth®
Labsynth®

Labsynth®

Proquimios®

TopoGEN®

Roche®

Cultilab®

Proquimios®

Isofar®

Dinamica®



ol

Equipamentos

Agitador de placa, MLW Modelo Thys 2®

Agitador de tubo, DonnerAD 8850®

Banho-maria, DELLTA Modelo 105Di®

Bomba a vacuo, EXIMPUMP®

Citoentrifuga, CT-2000 CIENTEC®

Centrifuga Excelsa Baby, | FANEN Modelo 206®

Centrifuga de placas, Eppendorf Modelo Centrifuge 5403®

Centrifuga de laminas, Shandon Southern Cytospin®

Citbmetro de fluxo, Guava EasyCyte mini®

Contador automatico de células sanguineas Coulter Counter T-530®
Deonizador de agua Milli-Q, Milipore®

Espectrofotdmetro de placa DTX-880, Beckman Coulter®

Estantes de ventilagdo, ALESCO®

Fluxo laminar, VECO®

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

Microondas, Panasonic®

Microscépio 6ptico, Metrimpex Hungary/PZO-Labimex Modelo Studar lab®
Microscépio 6ptico de inversdo, Nikon Diaphot®

Micr6tomo, Slee Mainz®

pHmetro, Micronal B474®

Pipetas automaticas, Gilson®

Sistema de Eletroforese Horizontal mini Submarine, Amersham Biosciences®

Sistema de Fotodocumentacdo, Kodak®
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Material bioldgico

Células mononucleares de sangue periférico humano isoladas de voluntarios
sadios;

Camundongos albinos Swiss Mus musculus-,

Linhagens celulares tumorais humanas mantidas em cultura (Tabela 4);

Linhagens celulares normais humanas mantidas em cultura (Tabela 5).
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3.2 Métodos

3.2.1 Obtencao das tambjaminas

Os 7 alcal6ides pertencentes a classe tambjamina (Tambjaminas C, E,
F, G, H, | e J) estudados neste trabalho foram sintetizados no Instituto de
Estudos Avancados em Quimica da Universidade Nacional Australiana pelo
grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Dr. Martin Banwell (PINKERTON;
BANWELL; WILLIS, 2007).

A estrutura quimica desse conjunto de moléculas (Tabela 3) foi
determinada com base em dados espectrométricos de Ressonancia Magnética

Nuclear de 1H e 13C, do Infravermelho, do Ultravioleta e de Massa de Alta

Resolucao, os quais foram corroborados pela literatura.

Tabela 3 - Estrutura quimica dos alcalbides sintéticos pertencentes a classe

tambjamina avaliadas neste estudo.

OMe
Ri rl

Tambjamina C H CH2CH(CH?3)2
Tambjamina E H CH2CH3
Tambjamina F H (CH2)2Ph
Tambjamina G Br chlchi
Tambjamina H Br CH2CH2CH3
Tambjamina | Br CH2CH(CH?3)2
Tambjamina J Br CH2CH(CH3)CH2CH3

Fonte: adaptado de Pinkerton; Banwell; Willis, 2007.

As amostras foram dissolvidas em dimetilsulfoxido (DMSO) estéril na
concentracdo estoque de 5 mg/mL, e devidamente acondicionadas até o

momento do uso.
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3.2.2 Manutencdao das linhagens celulares humanas em cultura

Neste estudo foram utilizadas 4 linhagens celulares tumorais humanas
(Tabela 4) e 3 linhagens celulares normais humanas (Tabela 5).

As células foram cultivadas em garrafas para cultura de células (75 cm3,
volume de 250 mL), e mantidas com os meios RPMI 1640 ou DMEM,
suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiGticos
(penicilina/estreptomicina). As células foram mantidas em incubadoras com
atmosfera de 5 % de CO2 a 37 °C. Diariamente, acompanhava-se o
crescimento celular com a utilizagdo de microscépio de inversdo. O meio foi
trocado sempre que 0 crescimento celular atingia confluéncia necessaria para
renovacado de nutrientes. Para a manutencdo de células aderidas, utilizou-se
tripsina (0,25%) para que as células soltassem das paredes das garrafas

(PESSOA, 2000).

Tabela 4 - Linhagens celulares tumorais humanas utilizadas no ensaio de

citotoxicidade in vitro por meio do teste do MTT.

Linhagem
Tipo Histologico
Celulars3
HL-60 Leucemia promieiocitica
HCT-8 Carcinoma de colon
SF-295 Glioblastoma
MDAMB-435 Melanoma

Cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos - NCI/USA.
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Tabela 5 - Linhagens celulares normais humanas utilizadas no ensaio de

citotoxicidade in vitro por meio do teste do MTT.

Linhagem
Tipo Histoldgico
Celular
HB4A Epitélio luminal mamario - baixa expressao de receptor ErbB-2
C3.6 Epitélio luminal mamaério - expressdo moderada de receptor ErbB-2
C5.2 Epitélio luminal mamaério - alta expresséo de receptor ErbB-2

a Cedidas pelo Instituto Ludwig para Pesquisa do Cancer, Sao Paulo, Brasil

3.2.3 Obtencao de células mononucleares de sangue periférico humano

(CMSPH)

As células mononucleares de sangue periférico humano (linfécitos e
monocitos) foram obtidas de voluntarios saudaveis segundo procedimentos
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Ceard - COMEPE/UFC (Protocolo: 281/09, ANEXO B). A coleta do sangue foi
realizada em frascos heparinizados por profissionais capacitados, nas
dependéncias da Unidade de Farmacologia Clinica da Universidade Federal do
Ceara (UNIFAC-UFC), utilizando seringas esterilizadas e descartaveis com
volume de 5 mL. O material obtido foi imediatamente transportado para o
Laboratério de Oncologia Experimental (LOE) do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da UFC.

CMSPH foram isoladas a partir de 3 mL de sangue acrescidos de 5 mL
de PBS. As etapas até o isolamento incluiram a adicdo de 3 mL de Ficoll,
seguida por 30 minutos de centrifugacdo a 1000 rpm. A suspensao de células
presente na regido intermediaria entre as hemécias e o plasma foi, entéo,
transferida para outro tubo, ao qual foi acrescido PBS até o volume de 11 mL,
sendo centrifugado por 20 minutos a 1000 rpm. O sobrenadante foi descartado
e o precipitado de células foi ressuspendido em meio completo (RPMI 1640

acrescido de 20% de soro fetal bovino, 1| % de antibidtico (penicilina-
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estreptominica) e 4% de fitohemaglutinina) e contado em camera de Newbauer

para posterior diluicdo e plagueamento.

3.2.4 Obtencéo e cuidado dos animais de laboratério

Todos os animais utilizados neste estudo foram camundongos adultos
machos albinos (Mus musculus) da linhagem Swiss provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal do Ceara (BIOCEN - UFC). Os animais foram
mantidos em estantes ventiladas sob condi¢cdes padrdes de temperatura (22 +
1 °C) e luminosidade (12h de ciclo claro/escuro) e sob regime de ingestdo ad
libitum de racdo comercial (Purina, S&o Paulo) e 4gua clorada durante todo o
periodo do experimento. Todos os protocolos de investigacdo utilizados foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (COPEA) da
Universidade Federal do Ceara (Processo n° 039/2012, ANEXO C) e estdo de
acordo com o Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e
seguindo padrfes internacionais de uso de animais de laboratério (ANDRADE

et al., 2002; EEC DIRECTIVE OF 1986, 86/609/EEC).

3.2.5 Determinacédo da atividade e da seletividade citotdxica em linhagens

celulares humanas (tumorais e normais) - Teste do MTT

Principio do teste

A determinacdo da atividade e da seletividade citotdxica das 7
tambjaminas em linhagens celulares humanas (tumorais e normais) foi
realizada pelo Teste do MTT apds 72 h de incubacao.

Este € um ensaio quantitativo in vitro que foi desenvolvido por Mosmann
em 1983 para estimar a proliferacdo e a sobrevivéncia celular. E definido na
literatura como apropriado para estimar a citotoxicidade (PESSOA et al., 2000;
COSTA-LOTUFO et al., 2004; BEZERRA et al., 2005; BEZERRA et al., 2008) 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 é hidrossoluvel e de cor amarelada, em cristais de formazan, que sédo de
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cor purpura. Essa técnica tem a capacidade de analisar a viabilidade e o
estado metabdlico da célula, sendo assim, bastante Uutii para avaliar a

citotoxicidade.

Procedimento experimental

As 7 tambjaminas foram testadas em um painel de linhagens celulares
de diferentes tipos histologicos (Tabela 4) para a determinacdo de suas CI50
(concentracdo 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 106 células/mL, para células em suspensao, e 0,7 x 105 células/mL, para
células aderidas. Apo6s 24 h, os compostos testes (0,19 a 25 pg/mL) foram
adicionados aos pocos, utilizando 0 sistema automatizado HTS (high-
throughput screening), e as placas, incubadas por 69 h. O quimioterapico
doxorrubicina (Dox) foi utilizado como controle positivo (0,019 a 2,5 pg/mL) e 0
controle negativo recebeu a mesma quantidade de DMSO. Apds o periodo de
incubacdo, as placas foram centrifugadas (1500 rpm/15 min) e o sobrenadante
foi descartado. Cada poco recebeu 200 pL da solucdo de MTT (0,5 mg/mL em
meio RPMI 1640) e as placas foram reincubadas por 3 h em estufa a 37 °C e a
5 % CO2. Ap6s esse periodo, as placas foram novamente centrifugadas (3000
rpm/10 min), o sobrenadante foi desprezado, e 0 precipitado foi ressuspendido
em 150 pL de DMSO. Para a quantificacdo do sal reduzido nas células vivas,
as absorbancias foram lidas com o auxilio do espectrofotbmetro de placa no

comprimento de onda de 595 nm (MOSMANN et al., 1983).

Andalise dos dados

Os compostos foram testados em diluicOes seriadas e em duplicata ou
triplicata. Os valores de CI50 (concentracao capaz de inibir 50% do crescimento
celular) e seus respectivos intervalos de confianca (IC 95%) foram calculados a
partir de regressdo né&o-linear utilizando 0 programa Prism versdo 5.0

(GraphPad, Intuitive Software for Science, San Diego, CA).
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3.2.6 Determinagcdo da atividade hemolitica em eritrécitos de

camundongos Swiss (Mus musculus) - Teste Hemolitico

Principio do teste

A determinacdo da atividade hemolitica das 7 tambjaminas em
eritrécitos de camundongos Swiss (Mus musculus) foi realizada pelo Teste
Hemolitico apdés | h e 2 h de incubacéo.

Segundo Costa-Lotufo et al. (2002), este ensaio permite avaliar o
potencial dos compostos testes em causar danos a membrana plasméatica da
célula, seja pela formacdo de poros ou pela ruptura total da mesma. Isto é
possivel pelo fato de que os eritrécitos sdo células extremamente simples e
sensiveis a compostos capazes de promover sua lise, possibilitando a
guantificacdo indireta de células mortas a partir da quantidade de hemoglobina

liberada.

Procedimento experimental

O sangue foi coletado de camundongos Swiss (Mus musculus) por
via plexo orbital e diluido em 30 volumes de solucdo salina (NaCl 0,85% +
CaCl2 10mM). Os eritrocitos foram lavados 2 vezes em solucdo salina por
centrifugacao (1500 rpm / 5 min) para reducdo da contaminacdo plasmaética.
Em seguida, foram ressuspendidos em solugcdo salina para se obter uma
suspensao de eritrécitos (SE) a 2% a qual foi plagueada em placas de 96
pocos. Os compostos testes foram adicionados as placas em concentracfes
variando de 1,56 a 200 pg/mL. Triton X-100 (1 %) foi utilizado como controle
positivo e o controle negativo recebeu a mesma quantidade de DMSO. Apo6s |
h e 2 h de incubacédo e sob agitacdo constante a temperatura ambiente (26 *
2°C), as placas foram centrifugadas (5000 rpm/3 min) e o sobrenadante foi
analisado em espectrofotbmetro de placa a 540 nm, para a quantificagdo da

hemoglobina liberada.
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Analise dos dados

Os compostos foram testados em diluicOes seriadas e em duplicata ou
triplicata. Os valores de CE50 (concentracdo média capaz de provocar 50% do
efeito maximo) e seus respectivos intervalos de confianca (IC 95%) foram
calculados a partir de regressao nao-linear utilizando o programa Prism versao

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

3.2.7 Avaliacédo do padrdao de morte celular e do efeito sobre a progresséao

do ciclo celular

Nesta etapa do estudo, células leucémicas humanas (HL-60) foram
utilizadas como modelo. Em cada experimento, as células foram plagueadas na
densidade de 0,3 x 106 células/mL e incubadas com as tambjaminas | e J em
diferentes concentracdes (0,3 pg/mL e 0,6 pg/mL) por 3 h, 6 h, 12 h e 24 h. As
concentracfes testadas foram determinadas a partir da CI50 obtida pelo teste
do MTT em células HL-60. O quimioterapico doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi
utilizado como controle positivo e 0 controle negativo foi tratado com o veiculo
(DMSO) utilizado para dissolver os compostos testes, o qual foi mantido abaixo

de 1%.

3.2.7.1 Determinacgao da viabilidade celular - Teste do Azul de Tripan

Principio do teste

O teste do azul de tripan permite quantificar separadamente as células
vidveis e as ndo viaveis ap6s a incubacdo com os compostos testes. O teste
baseia-se na capacidade que 0 corante azul de tripan tem de penetrar em
todas as células. Entretanto, apenas as células vidveis conseguem bombear o
corante para fora, sendo possivel, observar uma marcac¢do azulada para as
células nao viaveis, que perderam essa capacidade.

O teste do azul de tripan foi realizado, também, antes de cada

experimento desta etapa do estudo para verificar a viabilidade celular.
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Procedimento Experimental

As células HL-60 foram distribuidas em placas de 24 pocgos e incubadas
com os compostos testes por 3 h, 6 h, 12 h e 24 h. Apos a incubagéo, 10 pL do
azul de tripan foram adicionados a 90 pL da suspensdo de células em tubo
eppendorf. As células viaveis e ndo viaveis foram diferenciadas e contadas em

camara de Newbauer.

Andlise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrdo da média
de 3 experimentos independentes. Possiveis diferencas significativas entre os
grupos foram calculadas por analise de variancia (ANOVA) seguida de Student
Newman-Keuls (p<0.05), utilizando o programa Prism versdo 5.0 (GraphPad,

Intuitive Software for Science, San Diego, CA).

3.2.7.2 Analise morfoldgica - Coloracdo com May-Griunwald-Giemsa

Principio do teste

A coloracdo utilizada neste experimento permite verificar alteracdes
morfolégicas citoplasmaticas, nucleares e de membrana celular. O teste
baseia-se na capacidade que a hematoxilina tem de marcar o nucleo celular
em azul, por ser um corante alcalino, aliada a afinidade da eosina pelo

citoplasma, por ser um corante acido, conferindo-lhe uma coloragao résea.

Procedimento Experimental

As células HL-60 foram distribuidas em placas de 24 pocgos e incubadas
com o0s compostos testes por 3 h, 6 h, 12he24h. Para observar a morfologia,
50 pL da suspensado de células foram adicionados a centrifuga de lamina
(cytospin) para promover sua adesado. Apds a adesao das células na lamina, a
fixagdo foi feita com metanol por 30 s, seguida de coloracdo com May-

Grunwald por 10 s, e depois com Giemsa por 10 s.



61

Analise dos dados

As laminas contendo as células coradas foram levadas ao microscopio
Optico para avaliacdo das suas caracteristicas morfolégicas e comparadas com

0 controle negativo. O registro das alteracdes celulares foi feito por fotografia.

3.2.7.3 Analise morfoldgica - Coloracdo diferencial com Brometo de

Etidio/Laranja de Acridina

Principio do teste

O método de coloracdo pelo brometo de etidio/laranja de acridina
(MCGAHON et al, 1995) permite diferenciar células viaveis daquelas em
processo de morte por apoptose ou necrose. Este método baseia-se na
revelacdo diferencial das células por fluorescéncia. A laranja de acridina (LA) é
capaz de atravessar membranas intactas e intercala-se ao DNA celular
conferindo aparéncia verde ao nucleo. O brometo de etidio (BE), por sua vez,
s6 consegue intercalar ao DNA e marcar o nacleo em vermelho se a membrana
celular estiver danificada. Dessa maneira, as células viaveis, que tem a
membrana integra, apresentam nudcleo uniformemente corado de verde pela
LA. As células em apoptose (membrana ainda integra) apresentam manchas
verdes brilhantes (condensacdo da cromatina e fragmentacdo nuclear) e néo
sdo marcadas por BE. Na apoptose, observam-se, também, alteracbes na
membrana celular em decorréncia da formacdo de corpos apoptéticos. O BE é
incorporado majoritariamente por células necrdticas (membrana danificada) e

apresentam, portanto, nucleo corado de vermelho (KUMMAR et. al. 2004).

Procedimento Experimental

As células HL-60 foram distribuidas em placas de 24 pocgos e incubadas
com os compostos testes por 3 h, 6 h, 12 h e 24 h. Apés a incubacao, a
suspensdo de células foi transferida para tubo eppendorf e centrifugada por 5
min em baixa rotacdo. O sobrenadante foi descartado e as células foram

ressuspendidas em 20 pL de solucdo de PBS. Em seguida, ! pL da solugédo de
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BE:LA foi adicionado ao tubo, e uma aliquota dessas células foi transferida
para uma lamina. A lamina foi montada com laminula para contagem em
microscopio de fluorescéncia. Foram contadas 300 células de cada amostra
para a quantificacdo percentual dos eventos celulares (viaveis, apoptéticas e

necradticas). As laminas foram fotografadas para o registro visual dos efeitos.

Analise dos Dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrdao da média
de 3 experimentos independentes. Possiveis diferencas significativas entre os
grupos foram calculadas por andlise de variancia (ANOVA) seguida de Student
Newman-Keuls (p<0.05), utilizando o programa Prism versdo 5.0 (GraphPad,

Intuitive Software for Science, San Diego, CA).

3.2.7.4 Testes utilizando citometria de fluxo

a) Determinacao da integridade de membrana e viabilidade celular

Principio do teste

A andlise da integridade da membrana plasmatica é uma importante
ferramenta para estudar o tipo de morte celular, visto que, apenas na necrose,
a membrana plasmética estd precocemente alterada. O teste baseia-se na
capacidade do iodeto de propideo (IP), que é hidrofilico, de penetrar apenas
em células cuja membrana esteja rompida. Apds a ligacdo ao DNA, o IP emite
alta fluorescéncia quando é excitado pelo laser de argdnio (488 nm). A célula
com membrana integra emite, portanto, baixa fluorescéncia.

Neste experimento, também é possivel avaliar aspectos morfolégicos
como volume e granulosidade, que foram também utilizados como parametros
na determinacdo da viabilidade celular (MACKLIS; MADISON, 1990). O teste
baseia-se no desvio frontal e lateral da luz incidida sobre as células. O desvio

frontal determina o volume celular e o lateral mede a granulosidade.
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Procedimento experimental

As células HL-60 foram distribuidas em placas de 24 pocos e incubadas
com 0s compostos testes por 3 h, 6 h, 12 h e 24 h. Uma aliquota de 50 pL foi
recolhida da suspenséo de células e diluida com a solugdo de IP (2 pg/mL em
PBS). Ap6s 5 min na auséncia de luz a 37 °C, as células (cinco mil eventos)

foram analisadas por citometria de fluxo (MILITAO et al., 2006).

Andlise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrao da média
de 3 experimentos independentes. Possiveis diferengas significativas entre os
grupos foram calculadas por analise de variancia (ANOVA) seguida de Student
Newman-Keuls (p<0.05), utilizando o programa Prism versdo 5.0 (GraphPad,

Intuitive Software for Science, San Diego, CA).

b) Determinacédo do potencial transmembranico da mitocéndria

Principio do teste

A mitocondria estda envolvida na via intrinseca da apoptose. Nesse
processo, membros da familia Bcl-2 ligam-se a membrana externa da
mitocéndria formando um poro que permite a saida de varios fatores
apoptéticos (p. ex. citocromo c) e de ions H+ causando despolarizacao
mitocondrial. Assim, 0 teste baseia-se na marcacdo de mitocdndrias com
potencial transmembranico normal pela rodamina 123, um corante fluorescente
gque tem elevada afinidade por prétons (nucleofilico). As células viaveis emitirdo
alta fluorescéncia verde devido a maior quantidade de rodamina 123 ligada as
cargas positivas internas, enquanto que as mitocdndrias despolarizadas terao
menor afinidade pelo corante, gerando eventos que emitirdo menor
fluorescéncia. Deste modo, este ensaio foi utilizado para investigar a ativacdo
da via apoptética intrinseca a partir do potencial transmembrénico mitocondrial

(MARCHETTI etal., 1996).
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Procedimento experimental

As células HL-60 foram distribuidas em placas de 24 pocos e incubadas
com 0s compostos testes por 3 h, 6 h, 12 h e 24 h. Uma aliquota de 50 pL foi
recolhida da suspenséo de células e diluida com a solu¢cdo de rodamina 123 (1
pg/mL em PBS). Ap6s 15 min na auséncia de luz e a 37 °C, as células foram
centrifugadas e o precipitado ressuspendido em PBS. O material foi reincubado
por 30 minutos e, entdo, analisado (cinco mil eventos) por citometria de fluxo
(MILITAO et al., 2006).

Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrdo da média
de 3 experimentos independentes. Possiveis diferencas significativas entre os
grupos foram calculadas por anélise de variancia (ANOVA) seguida de Student
Newman-Keuls (p<0.05), utilizando o programa Prism versdo 5.0 (GraphPad,

Intuitive Software for Science, San Diego, CA).

c) Determinacdo do conteudo de DNA nuclear da célula

Principio do teste

Este ensaio foi realizado com o intuito de determinar o contelldo 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 conteudo. Assim, as diferentes fases do ciclo celular (GO/G1, S e G2/M)

podem ser determinadas a partir do seu conteddo de DNA. Quando a célula
apresenta cromatina condensada e/ou DNA fragmentado (sub-G1l), a

quantidade de IP incorporada é menor, e, portanto emitira baixa fluorescéncia.
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Procedimento experimental

As células HL-60 foram distribuidas em placas de 24 pocgos e incubadas
com 0s compostos testes por 3 h, 6 h, 12 h e 24 h. Uma aliquota de 50 pL foi
recolhida da suspensao de células e diluida com a solucédo de lise contendo IP
(0,1% de citrato de sddio, 0,1 % de triton X-100 e 2 pg/mL iodeto de propideo
em PBS). Ap6s 30 min na auséncia de luz e a 37 °C, o material (cinco mil

eventos) foi analisado por citometria de fluxo (MILITAO et al., 2006).

Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrao da média
de 3 experimentos independentes. Para verificar a ocorréncia de diferenca
significativa entre os grupos, os dados foram comparados por analise de

variancia (ANOVA) seguida de Student Newman Keuls (p<0,05).

d) Determinacao da externalizacdo da Fosfatidilserina

Principio do teste

A externalizacdo do fosfolipideo de membrana, fosfatidilserina (PS) e,
frequentemente, um dos primeiros eventos a ocorrer quando a célula entra em
apoptose (VERMES et al., 1995). A externalizacdo do fosfolipideo de A
determinacdo da externalizacdo de PS foi realizada com o kit Guava Nexin®
Reagent o qual € composto por anexina V conjugada com ficoeritrina e em
associacao com 7-Amino-Actinomicina-D (7-AAD). A deteccao se da pela alta
fluorescéncia amarela (583 nm) emitida com a ligacdo covalente da anexina V
conjugada com ficoeritrina com a PS. As células em apoptose inicial serdo
marcadas exclusivamente pela anexina V. A contra coloragdo para deteccao de
células em apoptose tardia e necrose foi realizada com 7-AAD, o qual é
bastante hidrofilico e s6 é capaz de se ligar ao DNA das células que tiverem
danos na membrana plasmatica emitindo, entdo, alta fluorescéncia vermelha

quando excitado pelo laser de argbénio (680 nm).
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Procedimento experimental

As células HL-60 foram distribuidas em placas de 24 pocos e incubadas
com os compostos testes por 24 h. Uma aliquota de 100 pL foi recolhida da
suspensdo de células a qual recebeu 100 pL do reagente de trabalho. Em
seguida, as células foram levemente agitadas e incubadas por 20 min em
temperatura ambiente (25 °C) e protegidas da luz antes da andlise em

citbmetro de fluxo.

Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrao da média
de 3 experimentos independentes. Possiveis diferengas significativas entre os
grupos foram calculadas por andlise de variancia (ANOVA) seguida de Student
Newman-Keuls (p<0.05), utilizando o programa Prism versdo 5.0 (GraphPad,

Intuitive Software for Science, San Diego, CA).
e) Determinacado da atividade das Caspases-3, -7, -8 e -9
Principio do teste

A ativacdo das caspases-3, -7, -8 e -9 possui papel fundamental no
mecanismo de morte celular, sendo responsavel pela divagem de vérios
componentes relacionados ao reparo e a replicacdo do DNA. Assim, a
quantificagdo dos niveis de caspases permite avaliar os mecanismos de

inducdo de morte (ZIEGLER & GROSCURTH, 2004).

A determinacédo da atividade das caspases iniciadoras -8/-9 e efetoras -
3/-7 foi realizada com o FAM Caspase Activity FLICA Apoptosis Detection Kit. A
deteccdo se da pela alta fluorescéncia verde emitida com a ligagdo covalente
do inibidor de caspases (Fluorescent Labeled Inhibitor of Caspases, FLICA®)
gue atravessa facilmente a membrana plasmética. As células em apoptose
inicial serdo marcadas exclusivamente pelo FLICA. A contra coloragdo para
deteccao de células em apoptose tardia e necrose foi realizada com IP, o qual

€ bastante hidrofilico e s6 é capaz de se ligar ao DNA das células que tiverem



67

danos na membrana plasmatica emitindo, entdo, alta fluorescéncia vermelha

guando excitado pelo laser de argdnio (488 nm).
Procedimento experimental

As células HL-60 foram distribuidas em placas de 24 pocos e incubadas
com 0s compostos testes por 24 h. Uma aliquota de 90 pL foi recolhida da
suspensado de células a qual recebeu 10 pL de FLICA 10X. Em seguida, as
células foram incubadas por 1| ha 37 °C, 5 % de CO2 homogeneizando as
amostras a cada 20 min. Apds a incubacdo, 80 pL de tampdo de lavagem
foram adicionados as células, as quais foram centrifugadas a 2000 rpm por 5
min. O precipitado foi ressuspendido em uma solucéo de trabalho (IP 1:200 em

tampdao de lavagem 1x) antes da analise em citdbmetro de fluxo.

Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrao da média
de 3 experimentos independentes. Possiveis diferencas significativas entre os
grupos foram calculadas por analise de variancia (ANOVA) seguida de Student
Newman-Keuls (p<0.05), utilizando o programa Prism versdo 5.0 (GraphPad,

Intuitive Software for Science, San Diego, CA).

3.2.7.5 Avaliacdo do dano no DNA - Ensaio Cometa

Principio do teste

O ensaio cometa ou SCGE (Single Cell Gel Electrophoresis Assay) foi
desenvolvido por Singh et al. (1988) para detectar quebra simples e dupla na
molécula de DNA induzida por compostos com potencial genotoxico, tais como
agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes. Este ensaio € muito utilizado em
estudos de genética toxicolégica como biomonitoramento ambiental e
populacional. Entretanto, seus resultados sao utilizados como um indicativo e
nao como um teste mutagénico. O teste pode ser realizado com células
animais ou vegetais, tanto in vitro como in vivo (FAIRBAIRN et al., 1995;

ANDERSON etal., 1994; SILVA etal., 2003).
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Procedimento Experimental

Células HL-60 foram incubadas por 24 h, em tubos falcon, com os
compostos testes em diferentes concentragdes (0,3 pg/mL e 0,6 pg/mL). Em
seguida, 20 pL da suspensao de células (~106 células/mL) foram dissolvidos
em 0,75 % de agarose de baixo ponto de fusdo e imediatamente espalhada
sobre uma lamina pré-tratada com 1,5 % de agarose de ponto de fusdo normal.
As células foram, entdo, colocadas em solucéo de lise por pelo menos 1 h a 4
°C. Em seguida, as laminas foram dispostas horizontalmente na cuba de
eletroforese e preenchida com tampao de corrida em pH ~ 13 (HARTMANN;
SPEIT, 1997; SINGH; SINGH, 2002). A eletroforese foi conduzida em baixa
luminosidade por 20 minutos, usando 14 V e uma corrente de 12 mA (0,5
Vicm). Apds a corrida eletroforética, as laminas foram retiradas e mergulhadas
na solucdo de neutralizacdo por 5 min. As células foram contadas em
microscopio de fluorescéncia apds coloragcdo com brometo de etideo. A andlise
foi realizada de acordo com o padrdo de escores previamente determinados
pelo tamanho e intensidade da cauda do cometa (BURLINSON et al.,, 2007,
HARTMANN; SPEIT, 1997; TICE et al, 2000). Foram contados 50
cometas/lamina e classificados, de acordo com a percentagem de DNA na
cauda do cometa, indicando o grau de quebra do DNA, de acordo com a figura
11. Onde, 0 = sem danos (<5%), 1 = baixo nivel de danos (5-20%), 2 = médio
nivel de danos (20-40%), 3 = alto nivel de danos (40-95%) e 4 = dano total
(95%). O quimioterapico doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi usado como controle
positivo e o controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO) utilizado para

dissolver as substancias, o qual foi mantido abaixo de 1%.

Figura 11 - Padrdo de dano ao DNA para o0 ensaio cometa. Fonte: Collins (2004).
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Analise dos dados

Foi calculado o indice de dano (ID) no DNA, o qual foi obtido pela
seguinte férmula: ID = 400 - X Escores. Os dados foram analisados a partir da
média e do erro padrao da média de 3 experimentos independentes. Possiveis
diferencas significativas entre os grupos foram calculadas por analise de
variancia (ANOVA) seguida de Student Newman-Keuls (p<0.05), utilizando o
programa Prism versdo 5.0 (GraphPad, Intuitive Software for Science, San

Diego, CA).

3.2.8 Determinacdo da acdo sobre as enzimas topoisomerase | e Il -

Ensaio de Relaxamento do DNA

Principio do teste

Este ensaio permite avaliar o potencial inibitério dos compostos testes
sobre a atividade catalitica das enzimas topoisomerase | e Il (Topo | e Topo ).
O teste baseia-se na capacidade dessas enzimas de promover o relaxamento
de DNA super-enovelado, o qual apresenta padrdo de corrida eletroforética

diferenciado.

Procedimento Experimental

A acdo inibitéria de tambjamina J sobre as enzimas Topoisomerase | e |I
humanas (Topoisomerase | e Il Drug Screening Kit, TopoGEN, Inc., Columbus,
USA) foi avaliada de acordo com Bezerra et al. (2007). Um microlitro (250 ng)
de DNA plasmidial superhelicoidizado (pRYG, uma derivacdo do pUC 19) foi
incubado com Topo | e Il (4 U) a 37 °C por 30 min no tampao de relaxamento
(Tampé&o Tris-HCI 10 mM, pH 7,9, EDTA | mM, NaCl 0,15 M, BSA 0,1 %,
espermidina, 0,1 mM e glicerol 5 %) na presenca de 0,1; 1,0; 10 e 100 gM de
Tambjamina J, para um volume final de 20 gL. Camptotecina (CPT; 1 gM) e
Etoposido (VP-16; 100 gM) foram usados como controle positivo para Topo | e
I, respectivamente. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 2 gL de SDS 10

% (para facilitar o bloqueio da enzima no complexo de divagem) e 50 gg/mL de
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proteinase K (para digerir ligacdes protéicas). Em seguida, as amostras foram
misturadas ao tampéao de amostra contendo o corante azul de bromofenol (0,25
%). As amostras foram, entdo, aplicadas no gel de agarose | % e a corrida
eletroforética foi realizada a 80 V (volts) por 120 min a temperatura ambiente. A
revelacdo do gel foi feita com brometo de etidio e, imediatamente, fotografado

sob luz ultravioleta.

Analise dos dados

As imagens obtidas foram avaliadas quanto ao padrdo de corrida

eletroforética das amostras e comparadas com 0s controles positivo e negativo.

3.2.9 Avaliacdo da influéncia do receptor ErbB-2 sobre o efeito citotoxico,

antiproliferativo, genotdxico e mutagénico

O receptor ErbB-2 é um proteina transmembrana de 185 kDa que esta
estruturalmente relacionada ao receptor do fator de crescimento epidérmico. A
superexpressao do ErbB-2 é observada em 25% - 30% dos canceres de mama
priméarios. Uma consequiéncia da amplificacdo do gene ErbB-2 € um aumento
da expressdo da proteina ErbB-2 na superficie destas células tumorais
resultando em um receptor ErbB-2 constitutivamente ativado (VENTER et al,,
1987; SLAMON; GODOLPHIN; JONES, 1989).

A avaliacdo da influéncia do receptor ErbB-2 sobre o efeito citotoxico,
antiproliferativo, genotéxico e mutagénico de tambjaminas | e J foi realizada por
meio dos testes do MTT, da Atividade Clonogénica, do Cometa e do
Micronucleo, respectivamente. Células mamarias HBA4 (baixa expressdo de
ErbB-2), C3.6 (expressdo moderada de ErbB-2) e C5.2 (alta expressao de
ErbB-2) foram utilizadas como modelo (STAMPS et al.,, 1994; HARRIS et al.,
1999). Os testes foram realizados na presenca ou auséncia de trastuzumabe
gue é um anticorpo monoclonal capaz de ligar-se ao receptor ErbB-2
inativando-o. Como consequéncia, a sinalizacado intracelular para a proliferacao

resultante deste receptor é bloqueada (HUDIS, 2007; GOEL et al., 2011).
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3.2.9.1 Teste do MTT

Principio do teste

A determinacdo da atividade citotoxica de tambjamina | e J em linhagens
celulares humanas que expressam o receptor ErbB-2 em niveis diferentes
(HBA4, baixa expressao; C3.6, expressdo moderada; e C5.2, alta expressao de
ErbB-2) foi realizada pelo Teste do MTT apds 24 h e 72 h de incubacéo.

Como descrito no item 3.2.5, este € um ensaio quantitativo in vitro
apropriado para estimar a citotoxicidade de um composto teste frente a
linhagens celulares baseado na capacidade que células viaveis tem de
converter metabolicamente o sal MTT em formazan (PESSOA et al., 2000;

COSTA-LOTUFO et al., 2004, BEZERRA et al., 2005; BEZERRA et al., 2008).

Procedimento experimental

As células foram distribuidas em placas de 96 pocos numa densidade de
0,7 x 105 células/mL. ApOGs 24 h, os compostos testes (0,13 a 67,88 pM) foram
adicionados aos pocgos na presenca ou auséncia de trastuzumabe, utilizando o
sistema automatizado HTS (high-throughput screening), e as placas, incubadas
por 24 h e 69 h. O controle negativo recebeu a mesma quantidade de DMSO.
Apobs o periodo de incubacdo, as placas foram centrifugadas (1500 rpm/15 min)
e 0 sobrenadante foi descartado. Cada poc¢o recebeu 200 pL da solugdo de
MTT (0,5 mg/mL em meio RPMI 1640) e as placas foram reincubadas por 3 h
em estufa a 37 °C e a 5 % CO2 AplOs esse periodo, as placas foram
novamente centrifugadas (3000 rpm/10 min), o sobrenadante foi desprezado, e
0 precipitado foi ressuspendido em 150 pL de DMSO. Para a quantificacdo do
sal reduzido nas células vivas, as absorbancias foram lidas com o auxilio do
espectrofotdmetro de placa no comprimento de onda de 595 nm (MOSMANN et

al., 1983).
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Analise dos dados

Os compostos foram testados em diluicdes seriadas e em duplicata ou
triplicata. Os valores de CI50 (concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento
celular) e seus respectivos erros padrfes da média (E.P.M.) foram calculados a
partir de regressdo nao-linear utilizando o programa Prism versdo 5.0

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

3.2.9.2 Teste da Atividade Clonogénica

Principio do teste

Este ensaio baseia-se na capacidade que células de crescimento
aderido em cultura tem de formar colbnias (atividade clonogénica) quando
plagueadas em densidades baixas (SALMON, 1984; FIEBIGA; MAIERA,;
BURGER, 2004).

Neste caso, a incubacdo com os alcaldides sintéticos tambjaminas | e J
permite avaliar se estes compostos sao capazes de interferir na atividade

clonogénica das linhagens celulares utilizadas.

Procedimento experimental

Células em crescimento exponencial foram tratadas com os compostos
testes (5, 10 e 20 pM) durante 5 h na presenca de trastuzumabe (50 pg/mL).
Em seguida, as células foram tripsinizadas e lavadas com PBS gelado. Apés a
lavagem, foram plaqueadas 1000 células por poco (em triplicata) em placas de
6 pocos para determinar a capacidade de formar colbnia. Apos 6 dias de
incubacdo, as colbnias foram fixadas com metanol, coradas com Giemsa,
contadas, e sua sobrevivéncia calculada como porcentagem relativa ao
controle negativo. Trastuzumabe foi adicionado a cada 2 dias durante o periodo

de incubacao.
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Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrdo da média
de 3 experimentos independentes. Possiveis diferencas significativas entre os
grupos foram calculadas por analise de variancia (ANOVA) seguida de Student
Newman-Keuls (p<0.05), utilizando o programa Prism versdo 5.0 (GraphPad,

Intuitive Software for Science, San Diego, CA).

3.2.9.3 Teste do Cometa

Principio do teste

Como descrito no item 3.2.8.5, este € um ensaio quantitativo in vitro
apropriado para estimar o potencial genotoxico de um composto teste em
linhagens celulares animais ou vegetais (FAIRBAIRN et al., 1995; ANDERSON
etai.,, 1994; SILVA et al., 2003).

Procedimento experimental

Células foram tratadas com os compostos testes (5, 10 e 20 pM) na
presenca ou auséncia de trastuzumabe (50 pg/mL) por 24 h e 72 h. As células
também foram tratadas com trastuzumabe isolado nas concentracdes de 10, 50
e 100 pg/mL por 24 h e 72 h. Em seguida, 20 pL da suspensao de células
(~106 células/mL) foram dissolvidos em 0,75 % de agarose de baixo ponto de
fusdo e imediatamente espalhada sobre uma lamina pré-tratada com 1,5 % de
agarose de ponto de fusdo normal. As células foram, entdo, colocadas em
solucdo de lise por pelo menos 1| h a 4 °C. Em seguida, as laminas foram
dispostas horizontalmente na cuba de eletroforese e preenchida com tampéo
de corrida em pH - 13 (HARTMANN; SPEIT, 1997; SINGH; SINGH, 2002). A
eletroforese foi conduzida em baixa luminosidade por 20 minutos, usando 14 V
e uma corrente de 12 mA (0,5 V/cm). ApGs a corrida eletroforética, as laminas
foram retiradas e mergulhadas na solucdo de neutralizacdo por 5 minutos. As
células foram contadas em microscépio de fluorescéncia apds coloracdo com

brometo de etideo. A analise foi realizada de acordo com o padrdo de escores
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previamente determinados pelo tamanho e intensidade da cauda do cometa
(BURLINSON et al,, 2007; HARTMANN; SPEIT, 1997; TICE et al., 2000).
Foram contados 50 cometas/lamina e classificados, de acordo com a
percentagem de DNA na cauda do cometa, indicando o grau de quebra do
DNA, de acordo com a figura 11. Onde, 0 = sem danos (<5%), | = baixo nivel
de danos (5-20%), 2 = médio nivel de danos (20-40%), 3 = alto nivel de danos
(40-95%) e 4 = dano total (95%). O quimioterapico doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi
usado como controle positivo e 0 controle negativo foi tratado com o veiculo
(DMSO) utilizado para dissolver as substancias, o qual foi mantido abaixo de

1%.

Figura 11 - Padrdo de dano ao DNA para o ensaio cometa
Fonte: Collins (2004).

Analise dos dados

Foi calculado o indice de dano (ID) no DNA, o qual foi obtido pela
seguinte féormula: ID = 400 - £ Escores. Os dados foram analisados a partir da
média e do erro padrao da média de 3 experimentos independentes. Possiveis
diferencas significativas entre os grupos foram calculadas por analise de
variancia (ANOVA) seguida de Student Newman-Keuls (p<0.05), utilizando o
programa Prism versdo 5.0 (GraphPad, Intuitive Software for Science, San

Diego, CA).
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3.2.9.4 Teste do Micronucleo in vitro

Principio do teste

O micronucleo representa perda de cromatina em consequéncia de
danos cromossdmicos ou dano no aparelho mitético. E importante ressaltar que
0s micronucleos sao formados durante a mitose, independentemente do tipo de
dano ocorrido durante o ciclo celular (FENECH, 1997; CLARE et al., 2006).

O teste do micronlcleo com o emprego da citocalasina B pode ser
utilizado para monitoramento genotéxico de populacdes, para a avaliacdo do
potencial mutagénico de agentes quimicos e fisicos e para estudos especificos
como a Vvariacdo interindividual da radiosensibilidade e predicdo da
radiosensibilidade de tumores (SHIBAMOTO et al.,, 1991; BURRIL et al., 2000;
KIRSCH-VOLDERS et al., 2003).

Procedimento experimental

Apés tratamento com os compostos testes (10 pM por 24 h) na presenca
ou auséncia de trastuzumabe (50 pg/mL), as culturas foram lavadas duas
vezes com meio e citocalasina-B (3 pg/mL) foi adicionado 44 h apds o inicio do
cultivo. Doxorrubicina (D) foi utilizada como controle positivo (0,3 pg/mL) e o
DMSO (0,1%) como controle negativo. As células também foram tratadas com
trastuzumabe isolado nas concentracdes de 10, 50 e 100 pg/mL por 24 h.

Ap6s 72 h do momento de adicdo das drogas, as culturas foram
centrifugadas a 1000 rpm durante 5 min. Posteriormente, o sobrenadante foi
desprezado e o pellet foi ressuspendido em solugcdo hipoténica de cloreto de
potassio 0,075 M (37 °C), tendo permanecido na incubadora por 20 min a 37
°C. ApOs o tratamento hipotbnico, a suspensdo celular foi centrifugada (1000
rom por 5 min), sendo o sobrenadante desprezado em seguida. O pellet foi
fixado com uma solucdo fixadora (metanol/acido acético, 3:1) mantida
previamente gelada (4°C). O processo de fixagdo foi realizado trés vezes. Na
Ultima, o pellet foi ressuspendido em | mL da solucédo de fixacdo gelada até a

preparacao das laminas.
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Em seguida, duas a quatro gotas (dependendo da quantidade do
material) da suspensao celular foram transferidas para laminas limpa e seca.
Ap6s a montagem das laminas, estas foram coradas com uma solugdo de
Giemsa (5%) por 7 min. Foram montadas cinco laminas para cada cultura.

As laminas previamente codificadas foram analisadas em teste cego, em
microscopio oOptico binocular com aumento de 1000 vezes. Os critérios
adotados de identificagcdo dos micronucleos foram os descritos por Fenech
(2000). Assim, somente células binucleadas (1000 células/lamina) com nucleos
intactos, com tamanhos aproximadamente iguais e com o mesmo padrdo de

coloragéo foram analisadas (Figura 12).

Figura 12 - Fotomicrografia de linfocitos binucleados portando micronucleos.

Fonte: Fenech etal., 2003.

Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrao da média
de 3 experimentos independentes. Possiveis diferengas significativas entre os
grupos foram calculadas por andlise de variancia (ANOVA) seguida de Student
Newman-Keuls (p<0.05), utilizando o programa Prism versdo 5.0 (GraphPad,

Intuitive Software for Science, San Diego, CA).
3.2.10 Identificacdo do efeito antitumoral e da toxicidade in vivo
A identificagdo do efeito antitumoral e da toxicidade in vivo de

tambjamina J foi realizada em camundongos transplantados com células do

tumor Sarcoma-180.
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Neste ensaio, camundongos machos adultos sadios foram divididos
aleatoriamente em grupos de 10 animais com pesos variando entre 22 - 25 g
(p>0.05). O tumor Sarcoma-180 foi utilizado com 10 dias de implantacdo na
cavidade peritoneal do animal doador. O animal doador foi sacrificado por
deslocamento cervical, sendo realizada assepsia com alcool iodado. Em
seguida, retirou-se o liquido ascitico da cavidade abdominal e preparada uma
suspenséo de células com 5 mL de Ringer lactato, 200 pL de gentamicina (5

mg/mL) e 500 pL do liquido ascitico, para posterior contagem de células. Nos

animais receptores, foram injetadas 2 x 106 células/0,5 mL na regido axilar
esquerda dos camundongos (PEREIRA & CHAVES, 1983; MAGALHAES et al.,
2010). ApoOs 24 h de inoculagéo, o tratamento foi iniciado e realizado durante 7
dias consecutivos, utilizando como controle negativo o veiculo de diluicdo
(DMSO 10 % em agua destilada) e como controle positivo, o quimioterapico
ciclofosfamida (20 mg/kg/dia). Para o alcalbide sintético tambjamina J, foram
estabelecidas as doses de 10 e 20 mg/kg/dia, ambas administradas via
intraperitoneal (i.p.). Concomitantemente a administragcdo, um grupo de animais
livres de tumor e droga (saudaveis) foi mantido durante o experimento para
posterior comparacdo com 0os demais grupos de experimentacgao.

Os animais foram pesados no inicio e no final do experimento e
observados quanto ao aparecimento de qualquer sinal de toxicidade, como
diarréia, erecdo de pélos, letargia e convulsbes. No 8o dia, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical, sendo seus 6rgaos (rins, baco, figado e
estbmago) e tumores dissecados para avaliagdo do peso relativo e da atividade
antitumoral, respectivamente. O percentual de inibicdo do crescimento tumoral

(IT) foi calculado pela férmula:
IT (%) = [(A-B)/AJ x 100
Onde:

A = média dos pesos dos tumores no grupo controle;

B = média dos pesos dos tumores nos animais tratados.
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3.2.10.1 Analise do perfil bioquimico e hematoldgico

Antes do sacrificio, os animais foram submetidos a um jejum de 8 h
antes da coleta de sangue via plexo orbital (WAYNFORTH, 1980). Os
camundongos foram anestesiados com halotano e o sangue foi coletado com
pipetas heparinizadas e tubos estéreis.

Para a determinacdo dos parametros bioquimicos, o plasma foi obtido
por centrifugacdo a 2000 rpm por 10 min, o qual foi submetido a técnicas
padronizadas de kits comerciais baseados em métodos cinéticos, enzimaticos
e colorimétricos através de espectrofotometria segundo as orientagfes do
fabricante (Labtest® ou Larbolab®). O plasma coletado foi utilizado para a
andlise das funcbes hepética [aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), uréia nitrogenada sanguinea] e renal (creatinina).

Para a avaliacdo hematologica foram contabilizados hemacias,
plaquetas, leucécitos totais e diferenciados, hematdécrito, volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo da
hemoglobina corpuscular média (CHCM) e a variagdo da distribuicdo do
tamanho eritrocitario (Red cell Distribution Width - RDW) usando um contador

automatico de células sanguineas.

3.2.10.2 Observactes histopatoldgicas

Imediatamente apds a retirada dos fémures, foi realizada a dissecacao
dos rins, baco, figado, coracdo, pulmdfes e estbmago para avaliacdo do peso
relativo. Todos esses 6rgdos foram armazenados em formol 10 % para
posterior andlise macroscdpica e microscopica como descrito anteriormente.

Imediatamente apds a dissecacdo, os 0Orgdos e os tumores foram
armazenados em formol 10 % para posterior analise macroscdopica em relacao
a cor, tamanho e presenca de focos hemorragicos. Em seguida, os tumores
foram desidratados com alcool, clarificados com xilol, embebidos em parafina e
seccOfes de 3-5 pm de espessura foram preparadas em laminas. Apoés

completa reidratagdo, as laminas foram lavadas com agua destilada, coradas

com Hematoxilina/Eosina (H/E) e examinadas em microscopio dptico (400x).
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3.2.10.3 Determinacao do potencial genotoxico - Ensaio Cometa in vivo

Um total de 200 pL de sangue periférico de cada animal foi retirado e
acrescentou-se Ficoll para permitir o isolamento de CMSP. Depois de isoladas,
20 pL de células mononucleares foram transferidas para tubos eppendorf
contendo 110 pL de agarose 0.5 % de baixo ponto de fusdo para preparo das
laminas (3 laminas por amostra). Os passos seguintes foram seguidos como

descrito item 3.2.10.3.

3.2.10.4 Determinacdo de potencial mutagénico - Teste do Micronucleo in

Vivo

Todos os animais foram sacrificados por deslocamento cervical 24 h
apoés o término do tratamento, imediatamente apds a coleta de sangue. Os
fémures foram retirados, limpados e as epifises proximais foram seccionadas.
A medula 6ssea foi retirada fazendo uso de seringas de 5 mL previamente
preenchida com 0,5 mL de soro fetal bovino. Posteriormente, a agulha foi
firmemente inserida na abertura do fémur e o soro fetal bovino foi injetado de
modo a deslocar a medula para dentro de um tubo Falcon contendo 3 mL de
soro fetal bovino. Ap6s a obtencdo do material medular, este foi centrifugado
(1000 rpm por 5 min), o sobrenadante foi descartado e o precipitado,
homogeneizado. Uma gota da suspensdo de células foi transferida para uma
lamina limpa e seca, sendo, em seguida, realizado o esfregaco. Foram
preparadas duas laminas por cada animal. Vinte e quatro horas apés a
confeccdo das laminas, o material foi fixado e corado pelo método de
Leishman. As laminas foram montadas com entellan (SCHMID, 1975).

Toda a analise foi realizada em teste cego, utilizando microscépio 6ptico
binocular, com objetivas de 20X e 40X. Foram considerados MNs as estruturas
tipicamente arredondadas, com diametro de 1/5 a 1/20 do didmetro dos
eritrécitos jovens identificados pela coloracdo azulada (SCHMID, 1975;
HEDDLE et al., 1983). Um total de 1000 eritrocitos policromaticos (EPC) foi
quantificado por lamina (duas laminas/animal) (HEDDLE et al.,, 1973) (Figura

13).
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Figura 13 - Eritrécito normocromatico (A), eritrécito policromatico

(B) e eritrécito policromético micronucleado (C). Fonte: Ribeiro etal., 2003.

Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média e do erro padrdo da média.
Possiveis diferencas significativas entre os grupos foram calculadas por analise
de variancia (ANOVA) seguida de Student Newman-Keuls (p<0.05), utilizando

0 programa Prism versdo 5.0 (GraphPad, Intuitive Software for Science, San

Diego, CA).
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4 RESULTADOS

4.1 Determinacdo da atividade e da seletividade citotoxica em linhagens

celulares humanas (tumorais e normais)

Inicialmente, a citotoxicidade de tambjaminas (Tambjaminas C, E, F, G,
H, | e J) foi determinada pelo teste do MTT em um painel de 5 linhagens
celulares humanas (4 linhagens tumorais e ! linhagem normal) apds 72 horas
de incubacdo. A CI50 (concentracdo capaz de inibir 50 % do crescimento
celular) dos compostos testados esta apresentada na Tabela 6.

Os resultados indicam que o0os compostos testados, com excecdo de
Tambjamina E (CI50 > 25 pg/mL), apresentaram forte atividade citotéxica contra
todas as linhagens celulares tumorais humanas utilizadas (HL-60, MDAMB-
435, HCT-8 e SF-295) com valores de CI50 variando de 0,35 (0,32 - 0,38)
pg/mL a 3,42 (2,59 - 4,52) pg/mL.

Em células mononucleares de sangue periférico humano (CMSPH), o
valor de CI50 encontrado para todos os compostos testados variou de 0,77
(0,55 - 1,08) pg/mL a 4,16 (3,52 - 4,93) pg/mL. Com excecao de Tambjamina E
(CI50 > 25 pg/mL), o resultado revela baixa seletividade dos compostos para
células tumorais humanas, uma vez que o indice de seletividade (CI50 em
CMSPH / Média da CI50 em células tumorais) variou de 1,4 a 2,6.

Doxorrubicina, usada como controle positivo, também apresentou forte
atividade citotoxica (CI50 variando de 0,02 a 0,48 pg/mL) contra as linhagens
celulares tumorais humanas utilizadas acompanhada de baixa seletividade
(indice de seletividade de 1,2) quando comparada com a acdo em células

normais.
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Tabela 6 - Atividade citotoxica dos alcaldides sintéticos tambjaminas
(Tambjaminas C, E, F, G, H, | e J) em linhagens tumorais humanas e em

células normais pelo teste do MTT, apds 72 h de incubacéao.

Linhagens Tumorais

indice de
mbjamina HL-60  MDAMB435  HCT-8 SF295 | cMsPH3  seletividade
CI50 - PE[/mL (pM) (1S”)
(IC195 %)
. 070 (229) 342 (1120) 141 (462) 164 (537) 253 (8.28) e
059-0,82  259-452 125159 145186  1,74-3,68 !
E >25(90,15)  >25 (90,15)  >25 (90,15) 25 (90,15)  >25 (90,15) Ndc
i 0,80 (226) 2,27 (6,42) 1,04 (294) 1,08 (3,06) 3,25 (9,20) -
067-0,95 178291  083-1,30  087-1,35  2.38-4,37 !
. 0,82 (2,51)  1,19(3,65) 0,65(1,99) 0,59 (1L81)  2,10(6,44) 6
075-0,88  098-144  057-0,73  050-0,69 145304 !
4,16
2,12(6,23) 2,57 (7,55) 2,46 (7.23) 131 (3,85)
H (12,23) 2,0
187241 226293 207292 115148
3,52-4,93
1 061 (1,72) 083 (234) 052(1,47) 041 (1,16) 1,11 (3,.13) .
1!
049-0,77  071-096  0,46-059  0,35-048  0,83-1,50
J 049(1,33) 061 (166) 035(0,95 035 (0,95) 0,77 (2,09) .
041-0,60  052-0,72  032-0,38 028043  0,55-1,08 !
S 0,02 (0,04) 048 (0,88) 0,23 (0,42) 0,04 (0,08) 023 (0,42)
0X 1,2
0,01-0,02  034-0,66  019-0.25 003005  0,02-0,56

A tabela apresenta os valores de CI50 (concentracdo capaz de inibir 50 % do crescimento
celular) em pg/mL (pM) e 0 intervalo de confianca de 95 % (IC 95 %). Os dados foram obtidos
de trés experimentos independentes realizados em duplicata pelo teste do MTT. a CMSPH =
células mononucleadas de sangue periférico humano. h O indice de seletividade (IS) foi
determinado a partir da razéo entre a CI50 em CMSPH e a média da CI50 em células tumorais

humanas. Doxorrubicina (Dox) foi usada como controle positivo.c Nd = ndo determinado.
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4.2 Determinacao da atividade hemolitica em eritrécitos de camundongos

Swiss (Mus musculus)

A atividade hemolitica dos 7 alcaldides sintéticos tambjaminas
(Tambjaminas C, E, F, G, H, | e J) foi determinada em eritrécitos de
camundongos Swiss (Mus musculus) apés | e 2 h de incubagdo. A CE50
(concentracdo capaz de promover 50 % do efeito maximo) dos compostos
testados estd apresentada na Tabela 7.

Os resultados indicam que os compostos testados nao foram capazes
de causar lise dos eritrocitos nas concentracdes testadas até 200 pg/mL. Isto
sugere que a citotoxicidade dos compostos, provavelmente, ndo esta
relacionada com um processo de dano direto a membrana celular, mas sim, a

uma via de morte celular mais especifica.

Tabela 7 - Atividade hemolitica de tambjaminas (Tambjaminas C, E, F, G, H, | e J)

em eritrocitos de camundongos Swiss (Mus musculus) apés 1 e 2 h de incubacéo.

Tambjamina CEX - pg/mL (pM)

T @ T m O

1h
>200 (654,94)

>200 (721,19)
>200 (565,91)
>200 (613,14)
>200 (587,85)
>200 (564,59)
>200 (543,09)

2h
>200 (654,94)

>200 (721,19)
>200 (565,91)
>200 (613,14)
>200 (587,85)
>200 (564,59)
>200 (543,09)

A tabela apresenta os valores de CE50 (concentracdo capaz de promover 50 % do efeito
maximo) em pg/mL (pM) e o intervalo de confianca de 95 % (IC 95 %). Os dados foram obtidos
de 2 experimentos independentes realizados em duplicata pelo teste Hemolitico.
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4.3 Avaliacdo do padrdo de morte celular e do efeito sobre a progressao

do ciclo celular

A partir dos dados de citotoxicidade, decidiu-se estudar o padrdo de
morte celular induzido pelos compostos tambjamina | (Tamb I) e J (Tamb J),
bem como, seus efeitos sobre a progressdo do ciclo celular. A linhagem
tumoral HL-60 (células leucémicas humanas) foi utilizada como modelo para a
continuidade do estudo, por ser uma linhagem de crescimento rapido, facil
manutencdo e bem descrita na literatura para estudos anticAncer in vitro. As
concentracdes testadas dos compostos (Tamb | e J 03 e 0,6 pg/mL;
Doxorrubicina: 0,3 pg/mL) foram escolhidas com base nos resultados do MTT
nas quais foi possivel avaliar o mecanismo de acdo dos mesmos.

Nesta etapa do estudo, foram realizados ensaios de coloragdo, em

citometria de fluxo e por eletroforese.

4.3.1 Determinacao da viabilidade celular

A viabilidade de células HL-60 foi determinada pelo teste do azul de
tripan apo6s 3, 6, 12 e 24 h de incubagdo com os compostos testes.

Os resultados indicam que Tamb | e Tamb J foram capazes de reduzir a
viabilidade celular significativamente (p<0,05) a partir de 6 h de incubacéo.
ApOs este tempo, na concentracdo de 0,3 pg/mL, Tamb J reduziu o niumero de
células viaveis em 37,05 %. Enquanto que na concentracdo de 0,6 pg/mL, a
reducdo observada foi de 35,88 % e 40,95 % para Tamb | e Tamb J,
respectivamente (Figura 14).

Em 12 h de incubacgéo, na concentracéo de 0,3 pg/mL, Tamb | e Tamb J
reduziram o nUumero de células vidaveis em 3050 % e 31,32 %,
respectivamente. Enquanto que na concentracdo de 0,6 pg/mL, a reducao
observada foi de 42,37 % e 56,83 % para Tamb | e Tamb J, respectivamente
(Figura 14).

Em 24 h de incubacdo, a reducdo no numero de células viaveis foi de
20,84 % e 36,17 % para Tamb | e Tamb J, respectivamente, na concentracdo

de 0,3 pg/mL. Enquanto que na concentracdo de 0,6 pg/mL, a reducdo da
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labilidade celular foi bem superior com valores de 49,27 % e 59,94 % para
’amb | e Tamb J, respectivamente.

O controle positivo doxorrubicina (D, 0,3 pg/mL) reduziu a viabilidade de
:6lulas HL-60 a partir de 12 h de incubacdo. Neste tempo, a reducéo
)bservada foi de 29,77 %. Porém, em 24 h, a reducdo do numero de células
'ifAveis foi mais elevada (53,55 %) demonstrando uma tendéncia de efeito

empo-dependente (p<0,05).

:igura 14 - Efeito de tambjamina | (Tamb [) e J (Tamb J) sobre a viabilidade de
:€lulas HL-60 determinado pelo teste do azul de tripan apds 3, 6, 12 e 24 h de
icubacéo.

) controle negativo e o controle positivo doxorrubicina (0,3 pg/mL) estdo
epresentados por C e D, respectivamente. O grafico apresenta os valores
:orrespondentes a média + E.P.M. de trés experimentos independentes realizados em
riplicata. *, p<0,05 quando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA

andlise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls.

L3.2 Analise morfoldgica

A morfologia de células HL-60 foi avaliada por métodos de coloracao
May-Grunwald-Giemsa e brometo de etideo/laranja de acridina) apés 3, 6, 12
3 24 h de incubagdo com os compostos testes.

A analise morfoldgica da coloracdo com May-Grinwald-Giemsa permitiu

)bservar que as células nao-tratadas (controle negativo) apresentaram nucleos
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volumosos, citoplasma homogéneo e integridade de membrana celular,
caracteristico de células viadveis. J4 as células tratadas com Tamb | e Tamb J
exibiram reducdo do volume celular, formacdo de blebb, corpos apoptéticos,
fragmentacdo do DNA nuclear e alguns restos celulares, caracteristicos de
morte celular por inducdo de apoptose. Os efeitos foram mais intensos com o
aumento da concentracdo testada (0,3 e 0,6 gg/mL). O controle positivo
doxorrubicina (0,3 gg/mL) também promoveu alteracdes morfologicas tipicas de

apoptose apds o periodo de incubacao (Figura 15).
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Fragmentagcdo nuclear — Formacao de blebb
Reducéo do volume --mX Corpo apoptoético

Restos celulares

Figura 15 - Efeito de tambjamina | (Tamb | - 0,3 *g/mL, C; 0,6 gg/mL, D) e J (Tamb J
- 0,3 gg/mL, E; 0,6 jig/mL, F) sobre a morfologia de células HL-60 determinado por
coloragdo com May-Grinwald-Giemsa apos 24 h de incubacéao.

O controle negativo e o controle positivo doxorrubicina (0,3 pg/mL) estdo
representados em (A) e (B), respectivamente. As laminas foram analisadas por

microscopia Optica (x400). As setas indicam o0s aspectos apoptoéticos observados.
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Na andlise morfolégica por microscopia de fluorescéncia utilizando o
corante brometo de etideo/laranja de acridina, foi possivel observar um
aumento significativo (p<0,05) de células apoptéticas de modo tempo-
dependente e com tendéncia a um efeito concentragdo-dependente. Apos 3 h
de incubacdo, apenas Tamb J, na concentracdo de 0,6 pg/mL, foi capaz de
induzir de modo significante morte por apoptose (18,53 + 6,09 %). Ja apds 6 h
de incubacdo, Tamb | e Tamb J induziram morte por apoptose de modo
significante apenas na concentracdo de 0,6 pg/mL com percentuais de 18,20 +
492 % e 23,87 = 3,67 %, respectivamente. Apos 12 h, as tambjaminas, de
modo mais intenso e significativo, induziram apoptose em ambas as
concentracdes testadas. Na concentracdo de 0,3 pg/mL, o percentual de
células apoptoéticas encontrado para Tamb | e Tamb J foi de 15,20 + 1,34 % e
27,80 £+ 0,87 %, respectivamente. Na concentracdo de 0,6 pg/mL, obedecendo
a mesma ordem dos compostos testes, os valores foram 35,00 + 2,13 % e
42,00 £ 1,42 %. ApOs 24 h de incubacdo, houve morte por apoptose a qual foi
mais intensa que no tempo de 12 h. Na concentracdo de 0,3 pg/mL, os
percentuais de células apoptéticas para Tamb | e Tamb J foram 35,22 + 2,64 %
e 48,39 * 3,27 %, respectivamente. Na concentragdo de 0,6 pg/mL,
obedecendo a mesma ordem dos compostos testes, os valores foram 69,44 +
1,28 % e 82,56 = 1,21 % (Figuras 16).

O aumento do numero de células apoptéticas descrito acima foi
acompanhado de reducédo significativa (p<0,05) do numero de células viaveis.
Além disso, houve discreta alteracdo significativa no numero de células
necréticas apenas para o composto Tamb J nos tempos de 6 e 12 h e na
concentragao de 0,6 pg/mL.

O controle positivo doxorrubicina (0,3 pg/mL) induziu morte por apoptose
a partir de 12 h de incubacdo. O controle negativo apresentou ocasionais

células apoptéticas e raras células necréticas (Figuras 16).
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Figura 16 - Efeito de tambjaminas (Tamb | e Tamb J) sobre a indugdo de morte
celular de células HL-60 determinado por coloracéo diferencial com Brometo de Etidio
e Laranja de Acridina, apds 3, 6, 12 e 24 h de incubacao de incubacao.

O controle negativo e o controle positivo doxorrubicina (0,3 pg/mL) estdo representados por C e
D, respectivamente. O grafico apresenta os valores correspondentes a média + E.P.M. de trés
experimentos independentes realizados em ftriplicata. * p<0,05 quando comparado com o
grupo controle negativo por ANOVA (andlise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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4.3.3 Testes utilizando citometria de fluxo

a) Determinacédo da integridade de membrana e viabilidade celular

A integridade da membrana de células HL-60 foi determinada por
citometria de fluxo utilizando o iodeto de propideo como agente fluorogénico,
apos 3, 6, 12 e 24 h de incubacdo com os compostos testes.

Os resultados indicam que, apés 3 h de incubacdo, as tambjaminas, nas
concentragdes testadas, ndo reduziram significativamente (p<0,05) o numero
de células com membrana integra em relagcdo ao controle negativo (98,12 +
0,22 %). Ap6s 6 h de incubacdo, Tamb | e Tamb J reduziram de modo
significativo (p<0,05) o nimero de células com membrana integra apenas na
concentracao de 0,6 pg/mL com percentuais de 95,63 + 0,63 % e 96,21 + 0,77
%, respectivamente. O mesmo ocorreu apés 12 h de incubacdo, quando
observaram-se valores de 93,07 + 0,83 % e 91,79 + 0,53 % para células com
membrana integra apés exposicado a Tamb | e Tamb J, respectivamente. Em 24
h, Tamb | e Tamb J também afetaram de modo significativo a integridade da
membrana celular apenas na concentracdo de 0,6 pg/mL. Obedecendo a
mesma ordem dos compostos, os valores determinados foram 94,14 + 0,58 %
e 87,03 = 2,57 %. O controle positivo doxorrubicina (0,3 pg/mL) nao foi capaz
de alterar de modo significante a membrana de células HL-60 nos tempos de

incubacgéo avaliados (Figura 17).
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(ng/mL)

Tamb | TambJ

Figura 17 - Efeito de tambjamina | (Tamb 1) e J (Tamb J) sobre o a integridade de
membrana citoplasmética de células HL-60 determinado por citometria de fluxo
usando iodeto de propideo, respectivamente, apos 3, 6, 12 e 24 h de incubacéo.

O controle negativo e o0 controle positivo doxorrubicina (0,3 pg/mL) estdo
representados por C e D, respectivamente. O grafico apresenta os valores
correspondentes a média + E.P.M. de trés experimentos independentes realizados em
triplicata. *, p<0,05 quando comparado com o controle negativo no respectivo tempo

de incubacdo por ANOVA (andlise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls.

A complementacdo do estudo morfolégico de células HL-60 foi
estabelecida pela andlise do volume e da granulosidade celular por citometria
de fluxo, apds 3, 6, 12 e 24 h de incubacdo com 0s compostos testes. Estes
pardmetros foram utilizados na determinac&o da viabilidade celular.

Os resultados indicam que as tambjaminas, apos 3 h de incubagédo, nao
reduziram significativamente (p<0,05) o numero de células com padrédo
morfolégico viavel. Apoés 6 h de exposicdo, uma reducdo significativa foi
observada apenas na concentracao de 0,6 jug/mL para os compostos Tamb | e
Tamb J com valores de células viaveis de 27,07 + 0,23 x 104 células/mL e
23,88 + 0,78 x 104 células/mL, respectivamente. Apos 12 h, a redugédo
significativa (p<0,05) do namero de células viaveis ocorreu também apenas na
concentracdo de 0,6 pg/mL com valores de 24,06 + 0,53 x 104 células/mL e

26,47 + 1,36 x 104 células/mL para Tamb | e Tamb J, respectivamente. ApéGs 24

h de incubacédo, a reducéao significativa observada no nimero de células viaveis
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apresentou uma tendéncia de efeito concentracdo-dependente. Neste tempo
ie exposicdo e na concentracdo de 0,3 pg/mL, os valores encontrados para
Tamb | e Tamb J foram 59,97 + 1,89 x 104 células/mL e 49,35 + 4,59 x 104

}elulas/mL, respectivamente. Ja na concentracdo de 0,6 pig/mL, os valores
egistrados para células viaveis foram 44,35 + 2,23 x 104 células/mL e 49,35 £

4,59 x 104 células/mL, respectivamente. O controle positivo doxorrubicina (0,3

ig/mL) promoveu reduc¢do no numero de células viaveis a partir de 12 h de

ncubacado com valor, para este tempo, de 26,67 + 0,86 x 104 células/mL. Apds

24 h de exposicao, o valor encontrado para doxorrubicina foi de 21,47 + 2,80 x
104 células/mL (Figura 18).

(gg/mL)

Tamb | Tamb J

Figura 18 - Efeito de tambjamina | (Tamb ) e J (Tamb J) sobre o a viabilidade de
células HL-60 determinado por citometria de fluxo, usando o FSC (Forward scatter -
desvio da luz para frente) e SSC (Side Scatter — desvio da luz para o lado) como
parametros de tamanho relativo da célula e granulosidade ou complexidade interna da
célula, respectivamente, apdés 3, 6, 12 e 24 h de incubacao.

O controle negativo e o controle positivo doxorrubicina (0,3 pg/mL) estdo
representados por C e D, respectivamente. O grafico apresenta os valores
correspondentes a média + E.P.M. de trés experimentos independentes realizados em
triplicata. *, p<0,05 quando comparado com o controle negativo no respectivo tempo

de incubacdo por ANOVA (analise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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b) Determinacdo do potencial transmembranico da mitocdndria

O potencial transmembranico da mitocondria de células HL-60 foi
determinado por citometria de fluxo utilizando a rodamina 123 como agente
fluorogénico, apos 3, 6, 12 e 24 h de incubagcdo com 0os compostos testes.

Os resultados indicam que Tamb | e Tamb J, nas concentracdes
testadas, ndo foram capazes de promover despolarizagdo mitocondrial
significativa (p<0,05) de células HL-60 até 24 h de incubacdo (Figura 19).

O controle positivo doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi capaz de promover
significativa despolarizacdo mitocondrial a partir de 12 h de incubacgéo. Apos 12
e 24 h, o percentual de células com mitocéndrias despolarizadas encontrado foi
de 12,78 = 3,93 % e 36,06 + 3,14 %, respectivamente (Figura 19).

Figura 19 - Efeito de tambjamina | (Tamb I) e J (Tamb J) sobre o potencial
transmembranico de mitocondrias de células HL-60 determinado por citometria de
fluxo, usando rodamina 123, apés 3, 6,12 e 24 h de incubacdo.

O controle negativo e o controle positivo doxorrubicina (0,3 pg/mL) estdo
representados por C e D, respectivamente. Os graficos apresentam os valores
correspondentes a média = E.P.M. de trés experimentos independentes realizados em
triplicata. *, p<0,05 quando comparado com o0 controle negativo no respectivo tempo

de incubacéo por ANOVA (analise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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c) Determinacédo do conteddo de DNA nuclear da célula

O conteddo de DNA nuclear de células HL-60, que reflete as fases do
ciclo celular, foi determinado por citometria de fluxo utilizando o iodeto de
propideo como agente fluorogénico, apds 3, 6, 12 e 24 h de incubacdo com o0s

compostos testes.

Os resultados indicam que as tambjaminas em nenhum tempo de
incubagdo promoveu alteragao nas fases do ciclo celular (Gi, Se G2/M) quando

comparado com o controle negativo (Tabela 8 e 9).

Entretanto, foi possivel observar um aumento significativo (p<0,05) de
DNA sub-G1 (DNA fragmentado ou condensado) para Tamb | e Tamb J com
tendéncia a efeito tempo e concentracdo-dependente. Apds 3 h de incubacéo,
as tambjaminas testadas ndo foram capazes de induzir fragmentacao
significativa do DNA. Apdés 6 h, Tamb | induziu fragmentacdo significativa
(p<0,05) do DNA apenas na concentracdo de 0,6 pg/mL. Nesta concentracao,
o valor encontrado foi de 35,52 = 4,04 %. Tamb J, por sua vez, promoveu
fragmentacgéo significativa do DNA em ambas as concentracdes testadas (0,3 e
0,6 pg/mL) com valores de DNA fragmentado de 34,12 + 2,84 % e 49,14 + 4,03
%, respectivamente. Apds 12 h de exposicdo, Tamb | induziu fragmentacdo do
DNA apenas na concentracdo de 0,6 pg/mL com valor de 39,85 + 1,05 % de
DNA fragmentado. J& Tamb J promoveu fragmentacéo significativa em ambas
as concentragdes testadas. Obedecendo a mesma ordem das concentragdes,
os valores encontrados foram 34,45 + 2,39 % e 51,52 + 3,42 %. ApOs 24 h,
Tamb | foi capaz de induzir fragmentacdo do DNA de 32,17 + 1,53 % e 48,12 +
6,15 % nas concentracOes testadas de 0,3 e 0,6 pg/mL, respectivamente. De
modo semelhante, houve fragmentacdo do DNA de 36,74 + 1,38 % e 65,30 +
6,68 por exposicao a 0,3 e 0,6 pg/mL de Tamb J, respectivamente (Tabela 18 e
19).

O controle positivo doxorrubicina (0,3 pg/mL) foi capaz de promover
significativa (p<0,05) fragmentacdo do DNA a partir de 12 h de incubacéo.
AplGs 12 e 24 h, o percentual de DNA fragmentado encontrado foi de 30,87 *
4,73 % e 69,17 + 7,25 %, respectivamente (Tabela 8 e 9).
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Tabela 8 - Efeito de tambjamina | (Tamb I) e J (Tamb J) sobre o conteido de DNA

nuclear de células HL-60 determinado por citometria de fluxo usando iodeto de

propideo, apés 3, 6 e 12 h de incubacao.

bstancias Concentracdes
(pg/mL)
de incubacédo
ntrole -
Korrubicina 0,3
0,3
nbl
0,6
0,3
nbJ
0,6
de incubacao
ntrole -
corrubicina 0,3
0,3
nb |
0,6
0,3
nb J
0,6
h de incubacéo
itrole -
<orrubicina 0,3
nb | 0,3
0,6
nb J 0,3
0,6

Sub-Gl

13,22 +1,75
12,21 + 1,18
15,63 £2,44
25,68 £ 4,75
22,97 £ 3,84
32,56 +4,90

15,22 +2,28
16,72 £1,78
22,58 +3,51
35,52 +4.04*
34,12 +2,84*
49,14 +4,03*

18,27 £1,69
30,87 +4,73*
23,10 +0,56
39,85 +1,05*
34,45 + 2,39*
51,52 +3,42*

Conteudo de DNA (%)

G<i

18,14 + 1,29
16,43 +0,62*
16,51 +0,83*
14,42 £1,22
12,35 +1,55
13,17 #1,32

15,47 +2,09
11,42 £ 1,13
16,14 +2,62
15,58 +3,22
15,92 +2,52
14,82 +2,43

16,42 +0,82
8,46 + 0,33
18,31 +0,72
19,45 +0,62
16,42 +0,67
17,76 +1,23

S

75,19 £ 1,79
76,57 £1,41
77,18 £1,73
79,16 + 1,58
79,37 1,96
81,37 £2,16

75,36 +2,68
83,06 +1,53
76,46 +2,98
75,74 +4,05
76,91 + 3,08
75,41 +4,27

76,11 +0,82
89,03 + 1,09
74,13 £ 1,35
73,95 1,35
74,62 £ 0,62
76,70 £ 1,85

agl/m

7,04 0,61
7,06 = 1,06
572 £ 0,47
6,16 +0,85
7,51 +0,58
6,78 £ 1,20

7,60 £ 0,53
5,52 +0,44
7,39 +0,47
8,51 + 1,45
7,10 £0,73
8,55 +1,27

7,47 £0,30
2,51 £1,07
8,45 +0,67
7,29 £ 0,89
8,96 +0,34
6,08 £ 0,57

A tabela apresenta os valores correspondentes & média + E.P.M. de trés experimentos

independentes realizados em triplicata. Cinco mil eventos foram analisados em cada

experimento. *, p<0,05 quando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA

(andlise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls. Doxorrubicina foi usada

como controle positivo.
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Tabela 8 - Efeito de tambjamina | (Tamb |) e J (Tamb J) sobre o contelido de DNA

nuclear de células HL-60 determinado por citometria de fluxo usando iodeto de

propideo, apés 3, 6 e 12 h de incubagéo.

Substancias

3 h de incubacéo
Controle

Doxorrubicina

Tamb |

Tamb J

6 h de incubacéao

Controle

Doxorrubicina

Tamb |

Tamb J

12 h de incubacéo

Controle

Doxorrubicina

Tamb |

Tamb J

Concentragdes
(lig/mL)

0,3
0,3
0,6
0,3
0,6

0,3
0,3
0,6
0,3
0,6

0,3
0,3
0,6
0,3
0,6

Sub-Gi

13,22 ¥1,75
12,21 +1,18
15,63 2,44
25,68 +4,75
22,97 £3,84
32,56 + 4,90

15,22 +2,28
16,72 ¥1,78
22,58 +3,51
35,52 +4.04*
34,12 +2,84*
49,14 £4,03*

18,27 +1,69
30,87 +4,73*
23,10 0,56
39,85 +1,05*
34,45 +2,39*
51,52 £3,42*

Conteudo de DNA (%)

Gi

18,14 1,29
16,43 £0,62*
16,51 +0,83*
14,42 +1,22
12,35 1,55
13,17 + 1,32

15,47 + 2,09
11,42 £ 1,13
16,14 +2,62
15,58 £3,22
15,92 +2,52
14,82 +2,43

16,42 +0,82
8,46 +0,33
18,31 +0,72
19,45 +0,62
16,42 +0,67
17,76 £1,23

S

75,19 + 1,79
76,57 ¥1,41
77,18 +1,73
79,16 1,58
79,37 £1,96
81,37 + 2,16

75,36 +2,68
83,06 + 1,53
76,46 +2,98
75,74 +£4,05
76,91 +3,08
75,41 £4,27

76,11 +0,82
89,03 £ 1,09
74,13 £1,35
73,95 1,35
74,62 + 0,62
76,70 £1,85

gl/m

7,04 +0,61
7,06 +1,06
5,72 £0,47
6,16 +0,85
7,51 0,58
6,78 £1,20

7,60 £0,53
552 £0,44
7,39 +0,47
8,51 + 1,45
7,10 +0,73
8,55 +1,27

7,47 £0,30
2,51 1,07
8,45 +0,67
7,29 = 0,89
8,96 + 0,34
6,08 = 0,57

A tabela apresenta os valores correspondentes a média + E.P.M. de trés experimentos

independentes realizados em triplicata. Cinco mil eventos foram analisados em cada

experimento. *, p<0,05 quando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA

(analise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls. Doxorrubicina foi usada

como controle positivo.



Tabela 9 - Efeito de tambjamina | (Tamb ) e J (Tamb J) sobre o conteido de DNA nuclear de células HL-60 determinado por citometria de

fluxo usando iodeto de propideo, apds 24 h de incubacéo.

A tabela apresenta os valores correspondentes a média

Substancias

24 h de incubacéo

Controle

Doxorrubicina

Tamb |

Tamb J

Concentragoes
(pg/mL)

0.3
0,3
0,6
0,3
0,6

Sub-Gl!

17,43 0,79
69,17+ 7,25*
32,17 +1,53*
48,12+6,15*
36,74 +1,38*
65,30 +6,68*

+ E.P.M. de trés experimentos independentes

eventos foram analisados em cada experimento. * p<0,05 quando comparado com 0 grupo controle

Conteudo de DNA (%)

<>1

17,00 £1,70
15,17+5,62
14,38+ 1,72
16,41 +0,75
14,18+1,30
13,41 +0,92

S

76,00 +1,80
76,97 +4,38
80,26 + 1,89
81,07 +1,08
81,68+ 1,41
83,69+ 1,25

gllm

6,99 +0,28
7,87+2,70
5,36 +0,41
2,52 +0,58
4,15+0,55
2,89+0,65

realizados em triplicata. Cinco mil

negativo por ANOVA (analise da

variancia) seguido por Student Newman-Keuls. Doxorrubicina foi usada como controle positivo. A esquerda da tabela, estdo apresentados os

histogramas referentes ao DNA de células do controle negativo (C), do tratamento com doxorrubicina (D) e do tratamento com tambjaminas | e

J obtidos pelo programa ModFit LT 3.1 software.
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d) Determinacdo da externalizacdo da Fosfatidilserina

A externalizagdo da fosfatidilserina de células HL-60 foi determinada por
citometria de fluxo utilizando anexina V conjugada com ficoeritrina em
associacdo com 7-Amino-Actinomicina-D como agentes fluorogénicos, apos 24
h de incubacdo com os compostos testes (Figura 20).

Os resultados indicam que as tambjaminas foram capazes de promover
externalizacdo da fosfatidilserina de modo significativo (p<0,05) em relacao ao
controle negativo (4,12 £ 0,73 %). Na concentracdo de 0,3 pg/mL, Tamb | e
Tamb J induziram externalizacdo de 14,78 + 1,10 % e 26,61 + 3,65 %,
respectivamente. Ja na concentracdo de 0,6 pg/mL, o efeito foi mais intenso
para ambos os compostos. Tamb | e Tamb J promoveram externalizagcdo de
fosfatidilserina de 46,42 + 3,97 % e 66,36 £6,10 %.

O controle positivo doxorrubicina (0,3 pg/mL) também foi capaz de promover
externalizacdo significativa de fosfatidilserina ap6s 24 h de incubacédo. O

percentual encontrado foi de 85,27 = 2,92 % (Figura 20).



Anexina V

c 0,3 Ug/mL 0,6 pg/mL

Tamb |

D 0,3 pg/mL

TambJ

Figura 20 - Efeito de tambjamina | (Tamb 1) e J (Tamb J) sobre a externalizacdo da fosfatidilserina de células HL-60 determinado por
citometria de fluxo, usando anexina-V e 7-amino-actinomicina-D (7-AAD), apés 24 h de incubagéo.

O controle negativo e o controle positivo doxorrubicina (0,3 pg/mL) estdo representados por C e D, respectivamente. O grafico apresenta os
valores correspondentes a média + E.P.M. de trés experimentos independentes realizados em triplicata. * p<0,05 quando comparado com o
controle negativo no respectivo tempo de incubacdo por ANOVA (analise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls. A esquerda do

grafico, estdo apresentados os dotplots referente as células obtidos pelo programa Guava Express Plus software.
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e) Determinacéo da atividade das Caspases -3, -7, -8 e -9

A atividade das caspases iniciadoras -8/-9 e efetoras -3/-7 de células HL-
60 foi determinada por citometria de fluxo utilizando FLICA como agente
fluorogénico, apds 24 h de incubagdo com os compostos testes.

Referente a caspase iniciadora -8, o0s resultados indicam que as
tambjaminas foram capazes de ativar de modo significante (p<0,05) esse
marcador celular em ambas as concentracdes testadas (0,3 e 0,6 pg/mL). Na
concentracdo de 0,3 pg/mL, a ativacdo encontrada foi de 7,72 + 0,69 % e 10,65
+ 0,61 % para Tamb | e Tamb J, respectivamente. J4 na concentragao de 0,6
pg/mL, os valores encontrados foram maiores para ambos os compostos
testados. Obedecendo a mesma ordem dos compostos, houve ativacdo de
caspase -8 em 27,60 + 1,45 % e 57,42 + 1,50 %, respectivamente (Figura 21).

Na avaliagdo da caspase iniciadora -9, os resultados indicam que as
tambjaminas também promovem ativacdo significativa (p<0,05) deste marcador
em ambas as concentragcbes testadas (0,3 e 0,6 pg/mL). Na menor
concentracdo, Tamb | e Tamb J ativaram caspase -9 em 12,63 + 1,94 % e
15,44 3,10 % de células, respectivamente. Na maior concentracdo, houve
ativacao em 27,20 + 4,02 % e 56,14 + 6,55 % de células por Tamb | e Tamb J,
respectivemente (Figura 22).

Em relacdo as caspases efetoras -3/-7, os resultados indicam que as
tambjaminas promoveram ativacdo significativa (p<0,05) desses marcadores
celulares nas concentracdes testadas. Na concentracdo de 0,3 pg/mL, Tamb |
e Tamb J promoveram a ativacdo de caspases -3/-7 em 7,87 £ 0,77 % e 8,77 +
1,70 % de células, respectivamente. Na concentracao de 0,6 pg/mL, o efeito foi
mais evidente com porcentagem de 24,10 + 4,76 % e 40,34 + 3,69 % de
células com caspases ativas, respectivamente (Figura 23).

O controle positivo doxorrubicina (0,3 pg/mL) também foi capaz de
promover ativagdo significativa de caspases iniciadoras -8/-9 e efetoras -3/-7
apés 24 h de incubacdo. O percentual de ativacdo encontrado para as
caspases -8, -9 e -3/-7 foi de 13,42 £ 0,41 %, 40,62 + 4,00 % e 26,13 + 2,54 %,

respectivamente (Figura 21, 22 e 23).



Caspases ativas

Idéo  I0ef  10e2  1GSJ  1Ce4
Green Ruoresoence (GRN-HLog) Gneen Ruorescence (CRN-Kog)

c 0,3 pg/mL 0,6 pg/mL

Tambl
10-4 1n.

1062

D 0,3 pg/mL 0,6 pg/mL

Tamb

Figura 21 - Efeito de tambjamina | (Tamb I) e J (Tamb J) sobre a ativacdo da caspase iniciadora -8 de células HL-60 determinado por
citometria de fluxo, usando FLICA e 7-amino-actinomicina-D (7-AAD), ap6s 24 h de incubacéo.

O controle negativo e o controle positivo doxorrubicina (0,3 pg/mL) estdo representados por C e D, respectivamente. O gréafico apresenta os
valores correspondentes a média = E.P.M. de trés experimentos independentes realizados em triplicata. *, p<0,05 quando comparado com o
controle negativo no respectivo tempo de incubacdo por ANOVA (analise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls. A esquerda do

grafico, estdo apresentados os dotplots referente as células obtidos pelo programa Guava Express Plus software.



Green flwaréscence (GRN< Log)

0,6 ng/mL

Tamb |

Tamb | TambJ

D 0,3 pg/mL 0,6 pg/mL

TambJ

Figura 22 - Efeito de tambjamina | (Tamb I) e J (Tamb J) sobre a ativacdo da caspase iniciadora -9 de células HL-60 determinado por
citometria de fluxo, usando FLICA e 7-amino-actinomicina-D (7-AAD), apos 24 h de incubagéo.

O controle negativo e o controle positivo doxorrubicina (0,3 pg/mL) estdo representados por C e D, respectivamente. O grafico apresenta os
valores correspondentes a média + E.P.M. de trés experimentos independentes realizados em triplicata. *, p<0,05 quando comparado com o
controle negativo no respectivo tempo de incubagdo por ANOVA (analise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls. A esquerda do

grafico, estdo apresentados os dotplots referente as células obtidos pelo programa Guava Express Plus software.



Caspases ativas

Gre«n Fluorescenc* <GRN-HLogi Green Ruor~scence (GRN-HLog) Green Auor«»c«nc» (GRtl-HLog)

c 0,3 pg/mL 0,6 pg/mL

Tamb |

Tamb | Tamb J

D 0,3 pg/mL 0,6 pg/mL

TambJ

Figura 23 - Efeito de tambjamina | (Tamb I) e J (Tamb J) sobre a ativacdo das caspases efetoras -3/-7 de células HL-60 determinado por
citometria de fluxo, usando FLICA e 7-amino-actinomicina-D (7-AAD), ap0s 24 h de incubacéo.

O controle negativo e o controle positivo doxorrubicina (0,3 pg/mL) estdo representados por C e D, respectivamente. O grafico apresenta os
valores correspondentes a média + E.P.M. de trés experimentos independentes realizados em triplicata. *, p<0,05 quando comparado com o
controle negativo no respectivo tempo de incubacdo por ANOVA (analise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls. A esquerda do

grafico, estdo apresentados os dotplots referente as células obtidos pelo programa Guava Express Plus software.
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4.3.4 Avaliacdo do dano no DNA

O dano no DNA de células HL-60 foi avaliado por meio do ensaio
Cometa ap6s 24 h de incubacao.

Os resultados indicam que as tambjaminas promoveram dano
significativo (p<0,05) no DNA nas duas concentragdes testadas (0,3 e 0,6
pg/mL) em relacdo ao controle negativo (ID = 5,25 + 1,49). Os valores para o
indice de dano (ID) de Tamb | e Tamb J, na concentracdo de 0,3 pg/mL, foram
42,25 + 2,39 e 71,25 + 3,22, respectivamente. JA& na maior concentracdo, 0s
valores de ID, obedecendo a mesma ordem dos compostos, foram 51,75 + 2,50
e 85,40 + 2,25, respectivamente (Tabela 10).

O controle positivo doxorrubicina (0,3 pg/mL) também foi capaz de
promover dano significativo (p<0,05) no DNA de células HL-60 apds 24 h de
incubacdo. O valor encontrado foi de 247,60 + 7,47 (Tabela 10).

Tabela 10 - Efeito de tambjamina | (Tamb 1) e J (Tamb J) sobre o DNA de células HL-

60 pelo ensaio cometa, apds 24 h de incubacao.

A - Concentragao P
Substancias indice de Dano (ID
(pg/mL) (D)
Controle - 5,25 +1,49
Doxorrubicina 0,3 247,60 + 7,47*
Tamb | 0,3 42,25 + 2,39*
0,6 51,75 +2,50*
Tamb J 0,3 71,25 +3,22*
0,6 85,40 + 2,25*

A tabela apresenta o0s valores correspondentes a média = E.P.M. de dois
experimentos independentes realizados em duplicata. Doxorrubicina foi utilizada como
controle positivo. * p<0,05 quando comparado com 0 grupo controle negativo por

ANOVA (analise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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4.4 Determinacdo da acdo sobre as enzimas topoisomerase | e li

A acdo do alcaléide sintético tambjamina J sobre as enzimas
topoisomerase | e Il foi determinada pelo ensaio de relaxamento do DNA.

Observando o0 padrdo de corrida eletroforética no ensaio com
topoisomerase | (Figura 24), nota-se que Tamb J, linhas 4-7, foi capaz de inibir
a formacdo de complexos clivados na concentracdo de 100 pM. Nesta
concentracdo, como consequéncia, € possivel observar auséncia de DNA
relaxado. Esta observacédo baseia-se no padrdo de corrida eletroforética da
linha 2 do gel (DNA superhelicoidizado + Topo ) que é decorrente da presenca
de bandas inferiores de DNA, que na eletroforese tendem a correr mais
rapidamente. O padrdo de corrida para o DNA superhelicoidizado pode ser
observado na linha 1, que corresponde ao branco do teste (DNA
superhelicoidizado + veiculo). O controle positivo CPT (1 pM) induziu formacao
intensa de complexos clivados como pode ser observado na linha 3 do gel.

A andlise do resultado do ensaio com topoisomerase Il (Figura 25)
indica que Tamb J (linhas 4-7), na concentracdo de 10 pM, foi também capaz
de inibir a formacdo de complexos clivados com consequente inibicdo do
relaxamento do DNA. O controle positivo VP-16 (100 pM) induziu formagao
intensa de complexos clivados como pode ser observado na linha 3 do gel. O
padrao de corrida para DNA superhelicoidizado e relaxado podem ser
observados nas linhas | (DNA superhelicoidizado + veiculo) e 2 (DNA

superhelicoidizado + Topo ll), respectivamente.
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DNA superhelicoidizado

DNA relaxado

Complexo clivado
(DNA/Enzima/Droga)

Figura 24 - Acdo de tambjamina J sobre a enzima topoisomerase | no relaxamento de
DNA plasmidial superhelicoidizado (pRYG), por eletroforese horizontal em gel de
agarose 1 %.

Linha 1, 250 ng de pRYG incubados somente na presenca do solvente (DMSO 10 %)
(branco); Linha 2, 250 ng de pRYG na presenca do solvente (DMSO 10 %) e 4 U de
Topoisomerase | (controle negativo); Linha 3, Camptotecina | pM (controle positivo);
Linha 4-7, 250 ng de pRYG com 4 U de Topoisomerase | na presenca de 0,1; 1,0; 10 e

100 pM de Tamb J, respectivamente. Revela¢cado por brometo de etidio.
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1 2 3

4 5 6 7
WW* <— DNA superhelicoidizado

DNA relaxado

Complexo clivado
(DNA/Enzima/Droga)

Figura 25 - Acdo de tambjamina J sobre a enzima topoisomerase Il no relaxamento de
DNA plasmidial superhelicoidizado (pRYG), por eletroforese horizontal em gel de
agarose 1 %.

Linha 1, 250 ng de pRYG incubados somente na presenca do solvente (DMSO 10 %)
(branco); Linha 2, 250 ng de pRYG na presenca do solvente (DMSO 10 %) e 4 U de
Topoisomerase Il (controle negativo); Linha 3, VP-16 100 pM (controle positivo); Linha
4-7, 250 ng de pRYG com 4 U de Topoisomerase Il na presencga de 0,01; 0,1; 1,0 e 10

pM de Tamb J, respectivamente. Revelagdo por brometo de etidio.
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4.5 Avaliacdo da influéncia do receptor ErbB-2 sobre o efeito citotéxico,

antiproliferativo, genotoéxico e mutagénico

A avaliacdo da influéncia do receptor ErbB-2 sobre o efeito citotoxico,
antiproliferativo, genotéxico e mutagénico dos alcalbides sintéticos
tambjaminas | e J foi realizada por meio dos testes do MTT, da Atividade
Clonogénica, do Cometa e do Micronucleo, respectivamente.

No teste do MTT, os resultados demonstram que apés 24 h de
exposicdo a associacdo tambjamina/trastuzumabe foi mais ativa que
tambjamina isolada em todas as linhagens celulares utilizadas. O efeito
citotoxico da associagcdo tambjamina/trastuzumabe foi mais forte nas linhagens
C3.6 e C5.2 que apresentam expressao mediana e alta de receptor ErbB-2,
respectivamente. Tambjamina |, nessas linhagens e na presenca de
trastuzumabe, apresentou CI50 de 7,21 +0,11 pM e 4,20 £0,17 pM. Ja 0
composto Tamb J, nessas linhagens e também na presenca de trastuzumabe,
foi um pouco mais ativo com valores de CI50 de 3,86 £ 0,75 pM e 2,15 = 0,01
pM. Apdés 72 h de incubacado, observou-se efeito citotéxico semelhante ao
encontrado no tempo de 24 h com discreto aumento de atividade. Tambjamina
I, nas linhagens C3.6 e C5.2 e na presenca de trastuzumabe, apresentou
valores de CI50 de 2,71 + 0,55 pM e 1,57 £ 0,11 pM, respectivamente. Nessas
linhagens e também na presenca de trastuzumabe, Tamb J apresentou valores
de CI50 de 1,98 + 0,33 pM e 1,16 + 0,01 pM, respectivamente (Tabela 11).

No teste da atividade clonogénica, a andlise dos resultados indica que a
associagcdo tambjamina/trastuzumabe foi capaz de inibir significativamente
(p<0,05) a formacdo de colbnias em todas as concentracOes testadas e em
todas as linhagens celulares utilizadas. Em comparacdo com 0 tratamento sem
trastuzumabe, observou-se efeito antiproliferativo mais evidente da referida
associacao, principalmente, nas linhagens que apresentam expressao mediana
e alta de receptor ErbB-2 (C3.6 e C5.2, respectivamente). Nessas linhagens,
Tamb |, na concentracdo de 5 pM associado com trastuzumabe, inibiu a
formacdo de colénia em 51,00 % e 75,25 %, respectivamente. Na mesma
condicdo experimental, Tamb J inibiu em 48,75 % e 74,75 %, respectivamente.
Ja na concentracdo de 10 pM, as associacdes Tamb |/Trastuzumabe e Tamb

J/Trastuzumabe inibiram a formacdo de colénia em 72,50 %/80,75 % e 67,25
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%/84,75 %, respectivamente. Na concentracdo de 20 pM, as associagoes,
obedecendo a mesma ordem, reduziram a proliferacdo em 84,50 %/93,00 % e
82,75 %/93,50 %, respectivamente (Figura 26).

Em relacdo ao teste do Cometa, foi observado que, apdés 24 h de
incubacéo, trastuzumabe (10, 50 e 100 pg/mL) e tambjaminas | e J isolados (5,
10 e 20 pM) nédo foram capazes de causar dano significativo (p<0,05) no DNA
de nenhuma linhagem celular utilizada. Entretanto, a associacao
tambjamina/trastuzumabe foi capaz de promover dano significativo no DNA
principalmente nas linhagens C3.6 e C5.2 e nas concentracdes de 10 e 20 pM.
Na concentragcdo de 10 pM, Tamb I/Trastuzumabe demonstrou indice de dano
em C3.6 e C5.2 de 20,00 + 1,86 e 18,33 = 2,14, respectivamente. Nesta
concentragdo, a associagdo Tamb J/Trastuzumabe apresentou indice de dano
de 25,33 + 2,60 e 31,00 = 1,03, respectivamente. Ja na concentracao de 20
pM, mantendo a mesma ordem das linhagens, Tamb |/Trastuzumabe
apresentou 20,00 = 141 e 21,83 += 2,36 como indices de dano,
respectivamente. Por sua vez, Tamb J/Trastuzumabe demonstrou indices de
dano de 36,83 + 2,72 e 40,17 + 2,75 em C3.6 e C5.2, respectivamente. Apos
72 h de exposicdo, o resultado foi similar ao encontrado no tempo de 24 h.
Porém, houve aumento do efeito, principalmente, nas linhagens C3.6 e C5.2
tratadas com tambjaminas associadas com trastuzumabe nas concentraces
de 10 e 20 pM. Neste tempo de exposicao e na concentracdo de 10 pM, Tamb
I/Trastuzumabe promoveu dano no DNA de C3.6 e C5.2 de 42,17 + 3,61 e
33,83 + 2,23, respectivamente. J4 a associagcdo, Tamb J/Trastuzumabe induziu
dano de 44,83 + 2,21 e 49,83 = 3,34, considerando a mesma ordem das
linhagens. Ja na concentracdo de 20 pM, a associacdo Tamb |/Trastuzumabe
apresentou valores de 64,17 + 4,30 e 57,17 + 2,02 de inducdo de dano para
C3.6 e C5.2, respectivamente. Tamb J/Trastuzumabe, por sua vez, demonstrou
inducédo de dano de 69,50 + 3,02 e 73,83 + 2,30, respectivamente (Figura 27 e
28).

Por fim, a analise do resultado do teste do Micronucleo revelou que
trastuzumabe e tambjaminas isolados ndo foram capazes de induzir formacéao
significativa (p<0,05) de microndcleo (MN) quando comparados com o controle

negativo. Porém, a associacdo tambjamina (10 pM)/trastuzumabe (50 pg/mL)
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promoveu dano cromossdmico significativo nas linhagens C3.6 e C5.2. A
associagcdo com Tamb |, nessas linhagens, induziu formacdo de MN de 16,75 +
2,32 e 27,75 + 3,40, respectivamente. J& a associagdo com Tamb J apresentou
efeito mais forte com valores de inducdo de MN de 38,50 + 2,27 e 47,25 * 2,32,
respectivamente. O controle positivo doxorrubicina (0,3 pg/mL) induziu
significativa formagdo de MN em todas as linhagens celulares utilizadas com
valores de 62,00 + 3,81; 56,75 + 1,75 e 59,50 £ 4,87 para HBA4, C3.6 e C5.2,

respectivamente (Figura 29).

Tabela 11 - Atividade citotoxica de tambjamina | e J, na auséncia e presenca de
trastuzumabe, em linhagens celulares humanas que expressam o receptor ErbB-2 em

niveis diferentes pelo teste do MTT, apos 24 h e 72 h de incubacdo.

Trastuzumabe Linhagens celulares (Ciso + E.P.M; pM)
Tambjaminas
(50 pg/mL) HBA4 C3.6 C5.2

- 19,47 + 1,75 12,50 £0,21 10,39 +0,22

0

o + 13,52 0,10 7,21 #0,11 4,20 +0,17
- S - 8,98 +0,55 521 #0,10 4,17 +0,33
= + 6,46 + 0,33 3,86 +0,75 2,15 +0,01

- 9,79 +0,53 4,94 + 0,39 4,51 +0,25
o + 542 +1,10 271 0,55 1,57 + 0,11
E 5 - 551 +0,35 3,70 £0,36 2,76 +0,10

+ 7,49 = 2,45 1,98 +0,33 1,16 +0,01

A tabela apresenta os valores de CI50 (concentracdo capaz de inibir 50 % do crescimento
celular) em pM e o erro padrdo da média (E.P.M.) obtidos de trés experimentos independentes
realizados em duplicata pelo teste do MTT. HBA4, baixa expressdo; C3.6, expressao

moderada; e C5.2, alta expresséo de ErbB-2.
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Figura 26 - Efeito de tambjamina | e J na auséncia (A) e presenga (B) de trastuzumabe (50 pg/mL) sobre a atividade clonogénica de linhagens

celulares humanas que expressam o receptor ErbB-2 em niveis diferentes, ap6s 5 h de incubacéo.

O grafico apresenta os valores correspondentes a média + E.P.M. do percentual de atividade clonogénica relativo ao controle negativo de trés

experimentos independentes realizados em triplicata. HBA4, baixa expressao; C3.6, expressao moderada; e C5.2, alta expressao de ErbB-2. *,

p<0,05 quando comparado com o controle negativo por ANOVA (andlise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls. a, p<0,05 quando

comparado com o tratamento de HBA4 na respectiva concentracdo por ANOVA (andlise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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Figura 27 - Efeito de tambjamina | e J, na presencga e auséncia de trastuzumabe (50 pg/mL), sobre o DNA de linhagens celulares humanas
que expressam o receptor ErbB-2 em niveis diferentes, apds 24 h de incubagéo.

HBA4, baixa expressdo; C3.6, expressdao moderada; e C5.2, alta expressdo de ErbB-2. Gréfico A: tratamento com trastuzumabe (10, 50 e 100
pg/mL); Grafico B: tratamento com Tamb | (5, 10 e 25 pM); Gréfico C: tratamento com Tamb | (5, 10 e 25 pM) na presenca de trastuzumabe
(50 pg/mL); Grafico D: tratamento com Tamb J (5, 10 e 25 pM); Gréfico E: tratamento com Tamb J (5, 10 e 25 pM) na presenca de
trastuzumabe (50 pg/mL). Os gréficos apresentam os valores correspondentes a média + E.P.M. do indice de dano no DNA de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. *, p<0,05 quando comparado com o controle negativo por ANOVA (andlise da variancia)

seguido por Student Newman-Keuls.
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Figura 28 - Efeito de tambjamina | e J, na auséncia e presenca de trastuzumabe (50 pg/mL), sobre o DNA de linhagens celulares humanas
gue expressam o receptor ErbB-2 em niveis diferentes, ap6s 72 h de incubacéo.

HBA4, baixa expressdo; C3.6, expressdo moderada; e C5.2, alta expressdo de ErbB-2. Gréfico A: tratamento com trastuzumabe (10, 50 e 100
pg/mL); Gréfico B: tratamento com Tamb | (5, 10 e 25 pM); Gréfico C: tratamento com Tamb | (5, 10 e 25 pM) na presenca de trastuzumabe
(50 pg/mL); Gréfico D: tratamento com Tamb J (5, 10 e 25 pM); Gréfico E: tratamento com Tamb J (5, 10 e 25 pM) na presenca de
trastuzumabe (50 pg/mL). Os graficos apresentam os valores correspondentes a média + E.P.M. do indice de dano no DNA de trés
experimentos independentes realizados em ftriplicata. *, p<0,05 quando comparado com o controle negativo por ANOVA (analise da variancia)

seguido por Student Newman-Keuls.
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Figura 29 - Efeito do anticorpo monoclonal trastuzumabe (10, 50 e 100 pg/mL) sobre a indugcdo de formac¢do de microndcleos (MN) em
linhagens celulares humanas que expressam o receptor ErbB-2 em niveis diferentes, apds 24 h de incubacéo.

O controle negativo esta representado por C. Gréafico A: HBA4, baixa expresséo; Gréfico B: C3.6, expressdo moderada; e Grafico C: C5.2, alta
expressao de ErbB-2. Os graficos apresentam os valores correspondentes a média = E.P.M. do numero de MNs em 1000 células binucleadas

de trés experimentos independentes realizados em triplicata. *, p<0,05 quando comparado com o controle negativo por ANOVA (anélise da

variancia) seguido por Student Newman-Keuls.



[ ] HBA4
| | C3.6
C5.2

(PM)

Figura 30 - Efeito de tambjamina | (Grafico A) e J (Gréafico B), na auséncia (10) e presenca (10+) de trastuzumabe (50 pg/mL) sobre a inducéo
de formacdo de micronucleos (MN) em linhagens celulares humanas que expressam o receptor ErbB-2 em niveis diferentes, ap6s 24 h de
incubacao.

O controle negativo e o controle positivo doxorrubicina estdo representados por C e D, respectivamente. Grafico A: HBA4, baixa expressao;
Gréfico B: C3.6, expressdao moderada; e Grafico C: C5.2, alta expressdo de ErbB-2. Os graficos apresentam os valores correspondentes a
média + E.P.M. do namero de MNs em 1000 células binucleadas de trés experimentos independentes realizados em triplicata. *, p<0,05

guando comparado com o controle negativo por ANOVA (analise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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4.6 ldentificacdo do efeito antitumoral e da toxicidade in vivo

O efeito antitumoral e a toxicidade in vivo do alcaldide sintético
tambjamina J foram identificadas em camundongos transplantados com células
do tumor Sarcoma-180 apés 7 dias de tratamento.

Os resultados indicam que tambjamina J foi capaz de inibir de modo
significativo (p<0,05) o crescimento tumoral nas doses testadas. Em
comparacdo com o grupo controle negativo, as doses de 10 e 20 mg/kg/dia
inibiram o crescimento tumoral em 39,87 % e 78,82 %, respectivamente.
Similar a dose de 20 mg/kg/dia de tambjamina J, o controle positivo
ciclofosfamida (20 mg/kg/dia) também inibiu significativamente o crescimento
tumoral com valor de inibicdo de 82,87 % (Tabela 12).

O peso relativo imido dos 6rgaos dos animais submetidos ao protocolo
de avaliacdo do efeito antitumoral revelou que tambjamina J promoveu reducao
significante (p<0,05) apenas do baco na dose de 20 mg/kg/dia. O controle
positivo ciclofosfamida (20 mg/kg/dia) foi capaz de reduzir de modo significante
o baco (0,26 £ 0,02) e o rim (1,74 + 0,09) quando comparado com 0 grupo
controle negativo. Em comparacdo com o grupo de animais saudaveis, néo
houve alteragdo significativa no peso relativo umido dos 6rgédos analisados em
nenhum composto e dose testados (Tabela 12).

Em relacdo ao ganho de peso, tambjamina J e ciclofosfamida, ambas na
dose de 20 mg/kg/dia, promoveram reducéo significativa (p<0,05) no ganho de
peso dos animais quando comparados ao grupo controle negativo (8,33 + 1,05
g). Os valores encontrados foram 357 + 143 g e 167 = 105 g,
respectivamente. Entretanto, na dose de 10 mg/kg/dia, Tamb J ndo afetou
significativamente o ganho de peso corpéreo (5,00 + 1,29 g) (Tabela 12).
Durante o tratamento, observou-se que Tamb J, apds as administracdes,
promoveu piloerecdo e letargia (sinais de dor); diarréia e entumecimento do
abdome.

A analise dos parametros bioquimicos demonstrou, por sua vez, que nao
houve alteracdo significativa (p<0,05) desses parametros em nenhum
composto e dose testados, quando comparado ao grupo controle negativo e de

animais saudaveis (Tabela 13).
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Em se tratando da andlise dos parametros hematoldgicos, nenhum
composto nas doses testadas promoveu alteracdo significativa dos elementos
avaliados em relagdo ao grupo controle negativo. Por outro lado, em
comparacdo com o grupo dos animais saudaveis, tambjamina J promoveu, nhas
doses testadas (10 e 20 mg/kg/dia), reducdo significativa (p<0,05) de
hemoglobina (10,18 + 0,44 e 11,32 + 0,93 g/dL), aumento de RDW (16,05 *
1,25 % e 16,13 + 1,25 %), aumento de leucécitos segmentados (39,83 + 3,51
% e 46,00 + 2,94 %), reducdo de linfécitos (59,83 + 3,67 % e 52,50 = 2,67 %) e
aumento de monécitos (1,17 + 0,48 %, apenas na dose de 20 mg/kg/dia). O
controle positivo ciclofosfamida (20 mg/kg/dia) também promoveu reducéo de
hemoglobina (11,33 £ 0,25 g/dL), aumento de RDW (14,80 + 0,48 %), aumento
de leucécitos segmentados (36,00 £3,17 %) e reducdo de linfécitos (63,29 +
3,01 %) (Tabela 14).

No teste do cometa alcalino em células mononucleres de sangue
periférico dos animais, apenas ciclofosfamida e Tamb J, na dose de 20
mg/kg/dia, foram capazes de promover dano ao DNA. Os valores de indice de
Dano encontrados foram 52,50 + 6,30 e 23,67 %= 2,78, respectivamente.
Tambjamina J, na dose de 10 mg/kg/dia, ndo promoveu dano significativo ao
DNA das células analisadas (5,67 + 1,33) quando comparado com o controle
negativo (7,50 + 0,92) (Figura 31).

Semelhantemente, alteracdes cromossdmicas na forma de micronucleo
(MN) foram detectadas em eritrécitos isolados da medula d&ssea de
camundongos tratados com ciclofosfamida e Tamb J na dose de 20 mg/kg/dia.
Os valores encontrados foram 24,83 + 2,86 e 6,83 + 1,14, respectivamente. Por
sua vez, tambjamina J, na dose de 10 mg/kg/dia, ndo promoveu alteractes
cromossémicas significativas (0,50 + 0,34) em eritrocitos na forma de MN
quando comparado com o controle negativo (1,00 + 0,45) (Figura 31).

A anadlise histolégica dos 6rgdos do grupo controle negativo demonstra
sinais de baixa toxicidade: figado com arquitetura bem preservada, regides
centrolobulares e espacos-porta bem definidos, leve degeneragdo hidrépica
dos hepatécitos (aumento do tamanho de volume e palidez citoplasmatica) e
pequenos infiltrados linfoplasmocitarios irregularmente distribuidos (Figuras
32); rins com arquitetura preservada, estrutura glomerular e tubular bem

preservados e discreta tumefacao turva irregularmente distribuida por alguns
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tabulos (Figura 33); baco com arquitetura geral preservada, sinais de
hiperplasia de polpa branca, moderada hematopoese extramedular (evidéncia
de elementos celulares das linhagens mieldide e eritréide) e hemossiderose em
multiplas areas do 6rgdo (Figura 34). De modo semelhante, os Orgaos
analisados do grupo saudavel e do grupo controle positivo (ciclofosfamida 20
mg/kg/dia) também revelaram sinais de baixa toxicidade (Figura 32-35).

A histologia do figado dos animais tratados com Tamb J revela que o
composto nas doses testadas (10 e 20 mg/kg/dia) nado foi capaz de alterar
significativamente o 6rgdo quando comparado com o controle negativo (Figura
32).

A microscopia dos rins dos animais tratados com Tamb J, por sua vez,
também revela que o composto nas doses testadas (10 e 20 mg/kg/dia) nao foi
capaz de alterar significativamente o 6rgdo quando comparado com o controle
negativo (Figura 33).

O baco dos animais tratados com Tamb J na dose de 10 mg/kg/dia néo
foi alterado significativamente quando comparado com o0s animais do grupo
controle negativo. J4 na dose de 20 mg/kg/dia de Tamb J observou-se
deplecéo linfocitaria evidenciada pela rarefacdo de células linféides nas polpas
vermelha e branca, com corpusculos de Malpighi mal definidos (Figura 34).

Por fim, os tumores dos animais do grupo controle negativo (Figura 35)
e dos grupos tratados com Tamb J 10 e 20 mg/kg/dia (Figura 35)
apresentaram caracteristicas de processo neoplasico maligno pouco
diferenciado com células pleomorficas (poligonais, redondas e disformes),
pouco coesas, com citoplasma eosinofilico, por vezes, mostrando pequenos
vacuolos, com nucleos de contornos irregulares, cromatina distribuida de forma
bizarra pelo ndcleo formando areas grosseiras, além de nucleolos evidentes e
multiplos. Aumento da relagdo nucleo/citoplasma, células binucleadas e células
tumorais gigantes também foram observadas. Entrecortando esses tipos
celulares havia faixas extensas de necrose margeadas por células em
processo de morte por apoptose que foram ficando mais intensas com o
tratamento. Infiltrado inflamatério agudo, hemorragia, hemossiderose e invasao

muscular também foram detectados.



Tabela 12 - Atividade antitumoral de tambjamina J (Tamb J) e seus efeitos sobre o peso relativo dos 6rgdos de camundongos Swiss machos

transplantados com Sarcoma 180 e tratados via intraperitoneal (10 e 20 mg/kg/dia) durante 7 dias consecutivos.

Dose
Grupo (mg/kg/dia)
Controle
negativo
Ciclofosfamida 20
10
Tambjamina J
20

Saudaveis

Os valores correspondem a média + E.P.M. (n=10 animais/grupo). O controle negativo recebeu veiculo de diluicdo da substancia (DMSO 10 %). O

Ganho de
peso
corpéreo

(9)
8,33 +1,05

3,57 +1,43*
5,00 +1,29
1,67 +1,05*
3,75 £ 1,25*

Figado

Pesio relativo (g/1()0g)

4,32 0,23

4,69 + 0,32
519+0,19
4,20 + 0,22
4,54 +0,10

quimioterapico ciclofosfamida (20 mg/kg/dia) foi usado como controle positivo.

Baco

0,39 +0,04

0,26 +0,02*
0,81 +0,06
0,27 +0,04*
0,31 +0,04

Rim
Tumor (g)
1,28 +0,05 3,21 +0,36
1,74 £+0,09* 0,55 +0,17*
1,57 £0,05 1,93 +0,34*
1,42 £+0,07 0,68 +0,25*
1,64 £0,04

* p<0,05 comparado com o grupo controle negativo e analisado por ANOVA seguido de Student Newman-Keuls.

a p<0,05 comparado com o grupo de animais saudaveis e analisado por ANOVA seguido de Student Newman-Keuls.

Inibicdo
tumoral
(%)

82,87
39,87
78,82



Tabela 13 - Perfil bioguimico plasmatico do sangue periférico de camundongos Swiss machos adultos tratados com tambjamina J via

intraperitoneal (10 e 20 mg/kg/dia) durante 7 dias consecutivos.

;’_arémet_ros Controle negativo Ciclofosfam!da Tambjamina J . Saudaveis
iogquimicos (20 mg/kg/dia) 10 mg/kg/dia 20 mg/kg/dia
AST (UL) 76,83 £5,62 55,86 2,61 116,5 + 13,27 115,5+7,36 78,20 5,16
ALT (U/L) 25,50 +1,89 21,29+ 1,11 27,17 + 1,45 20,50 + 2,04 35,60 + 1,91
Uréia (mg/dL) 26,50 +2,19 39,00 + 1,09 27,50 + 1,91 43,33 +5,67 36,60 +3,53
Creatinina (mg/dL) 0,25 +0,03 0,30 + 0,02 0,38 +0,02 0,37 +0,02 0,32 + 0,02

Os valores correspondem a média + E.P.M. (n=10 animais/grupo). O controle negativo recebeu veiculo de diluicdo da substancia (DMSO 10 %). O
quimioterapico ciclofosfamida (20 mg/kg/dia) foi usado como controle positivo.
* p<0,05 comparado com o grupo controle negativo e analisado por ANOVA seguido de Student Newman-Keuls.

a p<0,05 comparado com o grupo de animais saudaveis e analisado por ANOVA seguido de Student Newman-Keuls.
AST, aspartato aminotransferase, também conhecida como TGO, transaminase glutamico-oxaloacética; ALT, alanina aminotransferase, também conhecida

como TGP, transaminase glutamico-pirQvica.



Tabela 14 - Perfil hematologico do sangue periférico de camundongos albinos Swiss machos adultos tratados com tambjamina J via intraperitoneal (10 e 20

mg/kg/dia) durante 7 dias consecutivos.

Parametros hematoldgicos

Eritrocitos (x 106/pL)
Hemoglobina (g/dL)
Hematacrito (%)
RDW (%)
VCM (fL)

HCM (pg)
CHCM (g/dL)
Plaquetas (x 103/pL)
Leucacitos totais (x 103/pL)
Segmentados (%)
Linfocitos (%)
Mondcitos (%)

Eosindfilos (%)

Os valores correspondem a média + E.P.M. (n=10 animais/grupo). O controle negativo recebeu veiculo de diluicdo da substancia (DMSO 10 %). O quimioterapico ciclofosfamida (20 mg/kg/dia) foi

usado como controle positivo.

Controle
negativo

6,82 0,18
11,13 + 0,434
37,70 £1,65
14,52 + 0,54a
55,20 +1,01
16,32 +0,28
29,57 + 0,26
1496 £127,1
3,17 +0,23
41,33 + 1,61a
57,83 + 1,681
0,17+0,17
0,67 +0,33

Ciclofosfamida

(20 mg/kg/dia)
6,91 +0,14
11,33 £ 0,252
37,89 + 0,90
14,80 + 0,484
54,84 + 0,75
16,40 0,21
29,90 £0,10
1522 +134,9
1,69 +0,13
36,00 + 3,17a
63,29 + 3,01a
0,29 +0,18
0,43 £0,20

Tambjamina J

10 mg/kg/dia
6,67 + 0,20
10,18 + 0,444
37,90 £ 0,70
16,05 + 1,253
57,67 £ 2,26
16,50 0,40
29,47 £ 0,20
1362 +74,58
2,43 £0,22
39,83 + 3,51a
59,83 + 3,67a
0,17 +0,17
0,17 £ 0,17

* p<0,05 comparado com o grupo controle negativo e analisado por ANOVA seguido de Student Newman-Keuls.

a p<0,05 comparado com o grupo de animais saudaveis e analisado por ANOVA seguido de Student Newman-Keuls.

VCM, Volume Corpuscular Médio; HCM, Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM, Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média; RDW, variacdo da distribuicdo do tamanho eritrocitario (Red

cell Distribution Width).

20 mg/kg/dia
7,28 £ 0,50
11,32 £ 0,932
38,38 £3,15
16,13 + 0,784
52,58 +1,06
15,48 +0,29
29,48 £0,16
1414 £121,6
3,03+ 1,09
46,00 = 2,94
52,50 + 2,67a
1,17 +0,48a
0,33 £0,21

Saudaveis

8,11 0,27
13,60 +0,25
44,52 + 0,87
11,44 +0,32
55,02 + 1,11
16,80 +0,35
30,62 +0,17
1316 + 89,18
3,20 £ 0,23
19,00 + 1,38
80,80 + 1,32
0,00 £0,00
0,20 +0,20
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Figura 31 - Efeito genotoxico e mutagénico de tambjamina J (Tamb J) em camundongos Swiss machos transplantados com Sarcoma 180 e
tratados via intraperitoneal (10 e 20 mg/kg/dia) durante 7 dias consecutivos.

O controle negativo e o controle positivo ciclofosfamida (20 mg/kg/dia) estdo representados por C e Ciclo, respectivamente. O grafico (A)
apresenta os valores correspondentes a média + E.P.M. do indice de dano ao DNA em células mononucleares de sangue periférico dos
animais, determinado pelo ensaio cometa alcalino. O grafico (B) apresenta os valores correspondentes a média + E.P.M. do numero de
micronucleos (MN) na medula 6ssea dos animais, determinado pelo ensaio do micronucleo. *, p<0,05 quando comparado com o controle
negativo por ANOVA (analise da variancia) seguido por Student Newman-Keuls.



Figura 32 - Andlise histolégica do figado de camundongos Swiss machos adultos transplantados com Sarcoma 180 e tratados via
intraperitoneal (10 e 20 mg/kg/dia, painel D e E) durante 7 dias consecutivos com tambjamina J (Tamb J).

O controle negativo recebeu o veiculo de diluicdo dos compostos (DMSO 10 %, painel A). O grupo dos animais saudaveis e o grupo controle
positivo (ciclofosfamida 20 mg/kg/dia) estdo representados pelos painéis B e C, respectivamente. Coloragdo por Hematoxilina/Eosina (H/E).

Microscopia Optica, 100x.



Figura 33 - Andlise histol6gica dos rins de camundongos Swiss machos adultos transplantados com Sarcoma 180 e tratados via intraperitoneal
(10 e 20 mg/kg/dia, painel D e E) durante 7 dias consecutivos com tambjamina J (Tamb J).

O controle negativo recebeu o veiculo de diluicdo dos compostos (DMSO 10 %, painel A). O grupo dos animais saudaveis e o grupo controle
positivo (ciclofosfamida 20 mg/kg/dia) estdo representados pelos painéis B e C, respectivamente. Coloracdo por Hematoxilina/Eosina (H/E).

Microscopia 6ptica, 100x.



Figura 34 - Andlise histoldgica do baco de camundongos Swiss machos adultos transplantados com Sarcoma 180 e tratados via
intraperitoneal (10 e 20 mg/kg/dia, painel D e E) durante 7 dias consecutivos com tambjamina J (Tamb J).
O controle negativo recebeu o veiculo de diluicdo dos compostos (DMSO 10 %, painel A). O grupo dos animais saudaveis e 0 grupo controle

positivo (ciclofosfamida 20 mg/kg/dia) estdo representados pelos painéis B e C, respectivamente. Coloracdo por Hematoxilina/Eosina (H/E).
Microscopia Optica, 100x.



Figura 35 - Andlise histolégica do tumor Sarcoma
180 de camundongos Swiss machos adultos tratados
via intraperitoneal (10 e 20 mg/kg/dia, painel E e F)
durante 7 dias consecutivos com tambjamina J
(Tamb J)

O controle negativo recebeu o veiculo de diluicdo dos
compostos (DMSO 10 %, painel A e B). O grupo dos
animais saudaveis e 0 grupo controle positivo
(ciclofosfamida 20 mg/kg/dia) estdo representados
pelos painéis C e D, respectivamente. Coloracdo por

Hematoxilina/Eosina (H/E). Microscopia 6ptica, 100x.
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5 Discusséao

Os alcaldides naturais que apresentam 0 nucleo quimico 4-metoéxi-2,2'-
bipirrol tem despertado crescente interesse dos pesquisadores em virtude de
seu potencial biolégico como antibacterianos, antiflingicos, antiprotozoarios,
imunossupressores e anticancer. Oriundos principalmente de organismos
marinhos, como briozoarios, nudibranquios e ascidias; e bactérias, como
Streptomyces e Serratia, seus representantes incluem a classe prodigiosina e
tambjamina (MELVIN et al.,, 2001; FRANCISCO et al.,, 2007; PINKERTON et
al., 2010).

As prodigiosinas sdo um grupo de pigmentos vermelhos polipirrélicos
que incluem a prodigiosina, a cicloprodigiosina, a metacicloprodigiosina, entre
outros derivados. A prodigisiosina, o principal representante da classe, foi
isolada pela primeira vez em 1929 de Serratia marcescens e, ao longo dos
anos, tem apresentado propriedades pro-apoptéticas e anticancer
pronunciadas. Nesse contexto, prodigiosina apresentou seletividade para
alguns tipos de células cancerosas o que fortaleceu a sugestdo de sua
indicacdo para os casos de carcinoma hepatocelular (WREDE; ROTHHASS,
1934; PEREZ-TOMAS et al., 2003).

As tambjaminas, por sua vez, sdo um grupo de alcaldides bipirrélicos
isolados originalmente dos nudibranquios Tambja abdere e Tambja eliora.
Semelhante as prodigiosinas, as tambjaminas também apresentam efeito
citotéxico contra células de cancer humano, com possivel mecanismo de acao
relacionado com a capacidade de interagir diretamente com o DNA celular.
Especula-se que a estrutura plana do nucleo bipirrélico destes compostos
associada a sua natureza catidbnica favorecem a ligagcdo com a hélice do DNA
por intercalacdo, bem como, a interacdo eletrostidtica com 0s seus grupos
fosfatos (HEARN; MEDINA-CASTRO; ELSON, 1968; CARTE; FAULKNER,
1983; MELVIN et al., 2001).

Sabendo do potencial farmacoloégico dos produtos naturais bipirrélicos
citados acima, o presente trabalho tem como desafio fundamental contribuir
com o desenvolvimento de novas drogas anticAncer a partir de alcaldides

sintéticos tambjaminas por meio de estratégias e ferramentas biolégicas.
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Neste sentido, avaliou-se, inicialmente, a citotoxicidade e a seletividade
in vitro de sete alcaldides sintéticos pertencentes a classe tambjamina
(Tambjaminas C, E, F, G, H, | e J) por meio do teste do MTT. Nesse teste,
foram utilizadas linhagens celulares tumorais (HL-60, HCT-8, SF-295 e
MDAMB-435) e células normais (CMSPH) humanas como modelo.

A analise dos resultados de citotoxicidade em células tumorais humanas
permitiu observar que, com excecdo de tambjamina E, todos os alcaldides
testados foram fortemente citotdxicos contra todas as linhagens tumorais
utilizadas com valores de CI50 < 4 pg/mL. Adicionalmente, tambjamina | e J
foram os Unicos compostos que demonstraram Cl5% < | pg/mL em todas as
linhagens de cancer testadas.

De fato, os produtos naturais que apresentam o0 nucleo quimico 4-
metoxi-pirrélico, nos quais incluem-se as tambjaminas, apresentam atividade
citotoxica pronunciada contra varios tipos de cancer in vitro (MELVIN et ai.,
2001). Corroborando com os dados de citotoxicidade apresentados acima,
Granato et ai. (2005) demonstraram a acao citotdéxica de tambjamina D contra
células tumorais humanas leucémincas CEM (CI50 = 1,22 pg/mL) e HL-60 (CI50
= 1,32 pg/mL), de mama MCF-7 (CI50 = 1,32 pg/mL), de c6lon HCT-8 (CI50 =
1,01 pg/mL) e de melanoma murinho B16 (CI50 = 0,67 pg/mL). Os dados sao
também corroborados pelos resultados obtidos com prodigiosina que mostrou
ser mais ativo que 0 quimioterapico cisplatina contra linhagens celulares de
neuroblastoma humano. Neste trabalho, prodigiosina apresentou valores de
CI50 variando de 0,15 a 7 pM, apo6s 24 h de incubacdo (FRANCISCO et ai.,
2007).

Ao contrario do que foi observado com tambjamina E no presente
estudo, Melvin et ai. (1999) demonstraram que este composto é capaz de ligar-
se ao DNA e facilitar a sua divagem oxidativa na presenca de Cobre (ll). O
referido autor aponta 0 DNA como alvo farmacoldgico fundamental para 0
entendimento das propriedades biolégicas de tambjamine E, inclusive, a
anticancer.

A comparacéo estrutural das tambjaminas testadas no ensaio do MTT
revela que a presenca do bromo no anel em Ri e de um radical ramificado ou
volumoso em R2 sdo caracteristicas importantes para o efeito citotoxico dos

compostos. Além disso, alguns estudos tem demonstrado a contribuicdo
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relevante dos anéis pirrdlicos na ligagdo com o DNA, bem como, em sua
atividade de nuclease. O nitrogénio heterociclico e o grupamento enamina
presentes na estrutura também sdo componentes fundamentais nas
propriedades bioldgicas desse tipo de alcaléide natural (MELVIN et al.,, 2001,
MELVIN et al.,, 2002a; MELVIN et al., 2002b).

Um fator importante no desenvolvimento de novos medicamentos
anticancer é que o0s mesmos sejam avaliados quanto a sua toxicidade em
células normais humanas (células da pele, do trato gastrintestinal, plaquetas,
glébulos vermelhos e brancos) (ZUCO et al.,, 2002; ANAZETTI et al., 2003).
Assim, a atividade citotoxica dos alcaldides sintéticos tambjaminas foi avaliada
em células mononucleares de sangue periférico humano (CMSPH) pelo teste
do MTT. A analise do resultado permitiu identificar elevada citotoxicidade (Cl50
variando de 0,77 a 4,16 pg/mL) dos compostos em CMSPH e, portanto, baixa
seletividade (IS variando de 1,4 a 2,6) para células tumorais. Efeito semelhante
também foi observado para o controle positivo doxorrubicina que é um
quimioterapico usado na clinica. Sua CI50 (0,23 pg/mL) e IS (1,2) revelam
elevada citotoxicidade frente a células normais, 0 que pode ser traduzido em
inespecificidade in vitro em relacdo ao painel de células tumorais avaliadas. De
fato, 0 uso terapéutico de doxorrubicina estd associado a efeitos adversos
significativos como cardiotoxicidade, hepatotoxicidade e mielossupressao
(ALIMORADI et ai, 2012; BHINGE et al., 2012; HENNINGER, efa/,,2012).

Além disso, os alcalbides sintéticos tambjaminas aqui estudados nao
foram capazes de promover lise dos eritr6citos de sangue periférico de
camundongos (CE50 > 200 pg/mL) em pelo menos 2 h de exposicdo. Isto
sugere que a atividade citotéxica dos compostos testados esta, provavelmente,
relacionada com um mecanismo de morte celular mais especifico que
simplesmente um dano direto & membrana plasmética (COSTA et al.,, 2008;
BARROS et al., 2012).

Sabendo disso, e com 0 intuito de investigar 0 mecanismo de acao
citotoxica desse grupo de moléculas, a continuidade do estudo do potencial
anticancer das amostras foi realizada a partir dos compostos tambjamina | e J
(Tamb | e Tamb J, respectivamente) em linhagem tumoral HL-60 apés 3, 6, 12
e 24 h de incubacdo. As concentracfes testadas de Tamb | e J (0,3 e 0,6

pg/mL) foram determinadas com base nos resultados do teste do MTT, tendo a
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preocupacdo de ndo utilizar concentracbes muito toxicas a fim de possibilitar a
verificacdo do inicio do efeito citotéxico. E importante também registrar que a
linhagem tumoral HL-60 foi escolhida como modelo biolégico no estudo pela
facilidade de cultivo, por ser bem descrita na literatura e por apresentar rapida
multiplicac&o.

Desse modo, o efeito antiproliferativo de Tamb | e J foi determinado pelo
teste do azul de tripan em células HL-60. Os resultados demonstram que 0s
compostos testados apresentaram efeitos antiproliferativos semelhantes entre
si, com discreto aumento do efeito para o composto Tamb J, principalmente, na
maior concentracao testada (0,6 pg/mL) e a partir de 12 h de exposi¢cdo. Este
resultado reforca o efeito dos compostos sobre a viabilidade celular observado
no teste do MTT. Entretanto, células em estagios iniciais de apoptose
apresentam seus sistemas de transporte de membrana ainda ativos, o que
possibilita a exclusdo do corante azul de tripan, sendo, entdo contabilizadas
como células viaveis nesse teste (KRYSKO et al., 2008).

Nesse aspecto, a fim de determinar o padrdo de morte celular induzido
por Tamb | e J, células HL-60 tratadas e nao-tratadas com os compostos testes
foram avaliadas por 2 métodos de coloracdo: may-grinwald-giemsa e brometo
de etideo/laranja de acridina.

Apesar de que muitos autores consideram a distincdo entre apoptose e
necrose dificil e controversa, algumas caracteristicas podem ser avaliadas e
consideradas na sugestdo do tipo de morte celular (TINARI et al., 2008).
Integridade da membrana plasmética e nuclear, integridade do DNA, formagao
de corpos apoptéticos e volume celular sdo algumas dessas caracteristicas que
podem ser observadas pelos métodos de coloracdo citados acima
(DARZYNKIEWICZ et al.,, 1992; KEYHANI et al., 2009).

De acordo com Kroemer et al., (2005) e Ricci & Zong (2006), a
apoptose corresponde a um mecanismo de morte celular bastante regulado
caracterizado por reducdo do volume, manutencdo da integridade da
membrana plasmatica, fragmentacdo nuclear e formacdo de blebbs
(prolongamento celular). Externalizacdo da fosfatidilserina, fragmentacdo do
DNA, despolarizagdo mitocondrial e ativacdo de caspases sao outras

caracteristicas que podem ser apresentadas por células apoptéticas.
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Diferentemente da apoptose, a morte por necrose ndo tem um
mecanismo molecular bem esclarecido. A nivel celular, a necrose &
caracterizada pelo aumento do volume, ruptura da membrana plasmaética,
inchaco de algumas organelas citoplasmaticas e degradacdo macica do DNA.
A liberacdo de componentes celulares promove a inducdo de resposta
imunolégica com consequente crescimento celular e reparo tecidual
(KROEMER etal., 2005; RICCI; ZONG, 2006).

Com base nessas informacdes, a analise morfolégica de células HL-60
tratadas com Tamb | e J por may-griunwald-giemsa permite verificar sinais
consistentes de morte celular por apoptose principalmente na concentracdo de
0,6 pg/mL. As caracteristicas encontradas foram reducdo do volume celular,
formacdo de blebbs, condensacdo da cromatina, fragmentacdo nuclear e
alguns restos celulares.

Os resultados obtidos na coloracdo diferencial com brometo de
etideo/laranja de acridina demonstram aumento significativo de células com
padrao apoptético (reducdo do volume, corpos apoptéticos e fragmentacao
nuclear), os quais corroboram com os resultados encontrados na marcacao
com may-grinwald-giemsa. Nesse teste, vale ressaltar que o0s eventos
apoptéticos foram se tornando mais evidentes com o aumento do tempo e da
concentracdo dos compostos testados. Além disso, com excec¢do de Tamb J na
concentragcdo de 0,6 pg/mL e nos tempos de 6 e 12 h, ndo foi observado
aumento significativo de células com padrdo necrético. Contudo, existem
evidéncias de que o0s corpos apoptéticos, quando ndo fagocitado por
macroéfagos, evoluem para um estado necrético, conhecido como necrose
secundéaria, e sdo capazes de despertar uma resposta inflamatéria. Dessa
forma, é possivel observar morte celular por necrose a partir de um processo
apoptético inicial (WYLLIE et al, 1980; MAJNO; JORIS, 1995; VAN
CRUCHTEN; VAN DEN BROECK, 2002).

Subsequentemente, alteracdes morfolégicas e bioquimicas de células
HL-60 foram investigadas por citometria de fluxo com o intuito de reforcar o
estudo do tipo de morte celular que estaria relacionado com a citotoxicidade
dos compostos testes. Para esse fim, a citometria de fluxo consiste em um
sistema automatizado ligado ao computador que permite a observacdo de

células individuais de uma suspensado celular. Assim, uma populacdo de
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células, previamente tratada com corantes especificos fluorogénicos, passa por
um tubo capilar sobre o qual incide-se um laser e cuja resposta € percebida por
detectores que transmitem a informacdo para o computador. Isto habilita o uso
do citbmetro de fluxo no diagnoéstico de neoplasias e como uma ferramenta
poderosa para a deteccdo e compreensao de alteracdes celulares causadas
por compostos biologicamente ativos (SHAPIRO et al., 1995; MARINHO-FILHO
etal., 2010).

Em relagcdo aos aspectos morfolégicos investigados por citometria de
fluxo, os resultados indicam que Tamb | e J foram capazes de reduzir o
tamanho e aumentar a granulosidade de células HL-60, principalmente na
concentracdo de 0,6 pg/mL e ap6s 24 h de exposicdo. Esses parametros foram
utilizados na quantificagdo do numero de células com padrdo morfologico viavel
a qual demonstrou uma, também, reducdo do numero de células viaveis. Os
dados encontrados corroboram com a sugestdao de morte celular por apoptose,
uma vez que células em apoptose inicial apresentam reducdo do volume e
aumento da granulosidade (BARROS et al, 2011). Adicionalmente, a
integridade da membrana, uma outra caracteristica marcante da apoptose, de
células HL-60 tratadas com Tamb | e J foi essencialmente preservada. A
discreta reducgéo significativa da integridade da membrana celular observada
na maior concentracdo testada e no maior tempo de incubacdo pode ser
indicativo de células em processo final de morte ou de necrose secundaria,
como observado nas andlises microscépicas (ARAUJO et al., 2012).

Dos mecanismos conhecidos que conduzem a morte celular por
apoptose, dois sdo bem estabelecidos: a via de sinalizacdo intrinseca ou
mitocondrial e a extrinseca. Ambos 0s processos contam com a participacao
imprescindivel de proteases intracelulares conhecidas por caspases. Dentro da
célula, as caspases encontram-se em sua forma inativa e precisam ser clivadas
para realizar suas funcdes. Na cascata reacional da apoptose, existem as
caspases iniciadores, que ativam outras caspases, e as efetoras, que
executam as modificacbes estruturais observadas nesse padrdo de morte
celular. As caspases iniciadoras podem ser do tipo 8, 9 e 10 e as caspases 3, 6
e 7 sdo consideradas efetoras (NAGATA, 1997; THORNBERRY; LAZEBNIK,
1998; DANIAL; KORSMEYER, 2004; RICCI; ZONG, 2006).
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A via intrinseca da apoptose pode ser ativada por um sinal de estresse
intracelular que inclui dano ao DNA (por radiacdo ionizante ou quimioterapico),
espécies reativas de oxigénio (EROs), infeccéo viral ou ativacdo de oncogenes.
Apés o estimulo, os monémeros protéicos Bax e Bak (membros da familia Bcl-
2) sao oligomerizados e ligam-se a membrana externa mitocondrial
promovendo a liberagdo de varios fatores apoptéticos. Dentre eles, o
citocromo-c tem a capacidade de ligar-se ao fator ativador de caspase | (apaf-
1) e ativar a caspase 9 por divagem. A caspase 9 ativada, por sua vez,
promove a divagem das caspases 3 e 7, tornando-as também ativas, que
rapidamente cliva os substratos intracelulares (VERHAGEN et al.,, 2000; DU et
al., 2000; WEI et al., 2001).

A via extrinseca da apoptose, por sua vez, é caracterizada pela ligacdo
de agonistas ao dominio extracelular de receptores especificos da membrana
plasmatica, conhecidos como receptores de morte. Os agonistas envolvidos
nesse processo sao TNF-a, CD95-L e TRAIL. Quando os receptores de morte
sao ativados, a sua porgao intracelular liga-se ao FADD (proteina que contém o
dominio de morte celular associado ao Fas) e promove o recrutamento de
caspase 8 e 10, as quais sofrem auto-clivagem e tornam-se ativas. Em células
tipo |, essas caspases tem a capacidade de ativar as caspases efetores por si.
Entretanto, em células tipo Il, a ativacdo das caspases efetoras é realizada a
partir de uma comunicacdo cruzada com a via intrinseca, intermediada pela
proteina BID. A proteina BID é clivada pelas caspases 8 e 10 e promove a
liberacdo mitocondrial de fatores pré-apoptéticos, como visto no paragrafo
anterior (CHINNAIYAN et al., 1995; KISCHKEL et al.,, 1995; SCAFFIDI et al.,
1998; LI et al,, 1998; LUO et al,, 1998; LOCKSLEY et al.,, 2001; LEBLANC;
ASHKENAZI, 2003; PETER; KRAMMER, 2003; WAJANT et al, 2003;
DONEPUDI et al.,, 2003; BOATRIGHT et al., 2003).

Buscando entender a via de sinalizacao da apoptose envolvida no efeito
citotdéxico dos compostos Tamb | e J em células HL-60, foi utilizada a citometria
de fluxo para determinar o potencial transmembranico mitocondrial das células
tratadas com os compostos testes. Os resultados encontrados demonstram
que Tamb | e J ndo foram capazes de promover despolarizacdo mitocondrial

em nenhum dos tempos de incubacdo avaliados. Isto sugere que a apoptose
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induzida pelos compostos parece ndo envolver a via intrinseca desse processo
de morte celular.

Neste sentido, Ashkenazi (2008) tem demonstrado que compostos que
atuam em outras vias deflagradoras de apoptose que ndo a mitocondrial
consiste em uma ferramenta terapéutica importante uma vez que a maioria dos
canceres, incluindo os linfomas, apresentam mutagbes que silenciam a via
intrinseca apoptdtica. Dentre essas mutacdes, existe aquela que promove a
subexpressdo da proteina p53 que é considerada o guardido do genoma
humano e possui status de supressora tumoral. Nestes casos, a ativacdo da via
extrinseca da apoptose torna-se uma alternativa atraente para o tratamento

dos pacientes (FETT-CONTE & SALLES, 2002; CAVALCANTI JUNIOR;

KLUMB; MAIA, 2002).

Considerando a possibilidade de participacdo da via extrinseca da
apoptose na acao citotoxica de Tamb | e J, testou-se a ativacdo catalitica da
caspase iniciadora 8 em células HL-60 tratadas com esses compostos apos 24
h de incubacédo. Os resultados demonstram que Tamb | e J foram capazes de
promover ativacdo de caspase 8 na concentracao de 0,6 pg/mL, sugerindo que
a inducdo de morte celular envolve, pelo menos em parte, a via apoptética por
receptor de morte.

A atividade das caspases efetoras 3 e 7 também foi investigada e os
resultados demonstram ativagdo significativa na concentragcdo de 0,6 pg/mL,
comparavel ao tratamento com doxorrucina. Nos testes de ativacdo de
caspases, Tamb J mostrou-se levemente mais ativa que Tamb |
Interessantemente, as tambjaminas testadas também foram capazes de
promover ativacdo catalitica da caspase 9 na maior concentracdo testada e
apos 24 h de exposicao.

Corroborando com esses resultados, Pérez-Tomas et al. (2003)
demonstraram em sua revisdo que a familia prodigiosina, formada por
pigmentos vermelhos polipirrélicos e, portanto, estruturalmente relacionados
com as tambjaminas, é capaz de promover apoptose por ativacado de diversas
vias de sinalizagdo, inclusive, a extrinseca e a intrinseca com ativagcado de
caspases 8, 9, 3 e 7. Adicionalmente, prodigiosina, o principal representante da

familia, também é capaz de induzir morte apoptédtica independente de p53 o
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que representa uma vantagem sobre outras drogas quimioterapicas. Estas e
outras informacgdes sugerem que a classe prodigiosina pode ser considerada
promissora para o desenvolvimento de novas drogas anticancer.

Em relacdo a ativacdo de caspase 9, a despeito da falta de
despolarizacdo mitocondrial, explica-se que as tambjaminas, na concentracao
de 0,6 pg/mL, promovem ativacdo de todas as caspases possiveis, uma vez
que a quantidade da droga é relativamente elevada causando intensa alteracao
intracelular.

A ativacdo das caspases celulares na morte celular por apoptose é
responsavel pela divagem de varios substratos. As caspases iniciadoras tem
como alvo as caspases efetoras, e as caspases efetoras, por sua vez, clivam,
principalmente, protéinas envolvidas no reparo do DNA e proteinas estruturais
do citoesqueleto e do nicleo celular (GRUTTER, 2000; ZHANG; ZHANG;
HERMAN, 2003). Estas acdes sao responsaveis pelas caracteristicas tipicas
de morte celular por apoptose nas quais se inclui a fragmentacao
internucleossomal do DNA.

Neste sentido, decidiu-se avaliar o conteaddo de DNA de células HL-60
tratadas com Tamb | e J ap6és 3, 6, 12 e 24 h de incubagdo. O teste foi
realizado por citometria de fluxo utilizando o corante fluorogénico iodeto de
propideo que tem elevada afinidade pelo DNA celular. Nesse teste, o tamanho
do DNA é diretamente proporcional a intensidade de fluorescéncia emitida o
gue permite diferenciar e quantificar as diferentes fases do ciclo celular, bem
como, o DNA sub-Gi (DNA fragmentado ou condensado) (BARROS et al.,
2011). Isso é possivel porque, apds o estimulo proliferativo, a célula sai do
estado de repouso (fase Go) e entra no ciclo celular que esta dividido em 4
etapas (Gi, S, G2 e mitose). Em Gi, a célula se prepara para duplicar o seu
DNA. A duplicacdo propriamente dita ocorre na fase S, e em G2 a célula se
prepara para sofrer a mitose. Assim, percebe-se que o conteudo de DNA por
célula vai aumentando de Gi a G2 e, em seguida, diminui com a mitose quando
surgem as células filhas (FISCHER et al., 2004).

Dessa forma, a andlise do teste descrito acima demonstra que as
tambjaminas testadas nao foram capazes de alterar as fases do ciclo celular de
células HL-60 nas concentracdes testadas. Entretanto, Tamb | e J induziram

intensa fragmentacdo do DNA celular com o aumento da concentracéo e do
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tempo de exposicdo, determinando, desse modo, o potencial desses
compostos de induzir morte celular por apoptose. Doxorrubicina, por sua vez,
causou fragmentacdo do DNA apdOs 12 e 24 h de exposi¢cdo. De fato, é sabido
que 0 mecanismo de acédo da doxorrubicina (Adriamycin®, Rubex®, Doxil®)
envolve o bloqueio do processo de replicacdo celular por intercalagéo entre os
pares de bases do DNA, bem como, a inibicdo catalitica da enzima
topoisomerase I, uma enzima importante para o desenrolamento da fita do
DNA antes da transcricdo génica (MOMPARLER et al.,, 1976; FORNARI et al.,
1994). Estas atividades explicam o seu uso clinico no tratamento de canceres
hematoldgicos, de bexiga, estbmago, figado, testiculo, ovario e mama (WEISS,
1992).

A fragmentacdo do DNA observada na analise por citometria de fluxo foi
corroborada pelo teste do cometa versao alcalina realizado com células HL-60
tratadas com Tamb | e J. Esse teste, segundo Tice et al., (2000), é capaz de
detectar quebras de fita simples e dupla do DNA a partir de eletroforese em gel
de agarose. Fundamentalmente, o teste do cometa tem sido utilizado para o
estudo do dano as moléculas de acido desoxirribonucléico alcan¢cando o status
de teste padrdo para avaliar a seguranca de novas drogas no que se refere a
genotoxicidade contra células normais e transformadas (humanas ou animais).
Porém, o objetivo do seu uso, no presente trabalho, foi identificar lesdes no
DNA de células neoplasicas apés o tratamento com os compostos testes. O
resultado demonstra que as tambjaminas testadas foram capazes de promover
dano significativo ao DNA o que se constitui em indicio importante de indugédo
de morte celular por apoptose (HARTMANN & SPEIT, 1997; DIXON & PRUSKI,
2002; COLLINS, 2004; CAVALCANTI et al., 2006).

Esses achados sédo corroborados por Cavalcanti et al. (2009) os quais
demonstraram morte de células leucémicas humanas por apoptose apo6s
inducdo de dano ao DNA por acido kauren-19-6ico. O trabalho demonstra que
esses efeitos derivam da capacidade desse composto de intercalar com o DNA
celular e promover, por consequéncia, a inibicdo catalitica da enzima
topoisomerases |. Semelhantemente ao que foi observado no presente estudo
para 0os compostos tambjaminas, também foram observados indicios de morte
por necrose de células HL-60 apds o tratamento com o &cido kauren-19-6ico

em tempos e concentracdes mais elevadas.
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A confirmacado do tipo de morte celular foi estabelecida pelo teste da
Anexina V por citometria de fluxo o qual permite avaliar a externalizacdo da
fosfatidilserina (PS) da membrana celular. Células sanguineas normais exibem
assimetria fosfolipidica, com predominancia de fosfatidilcolina e esfingomielina
na parte externa da membrana plasmética e fosfatidiletanolamina e PS na parte
interna  (KUMAR et al., 2004). Células apoptéticas mostram perda dessa
assimetria aumentando a externalizacdo de PS, como visto apds o tratamento
de células HL-60 com Tamb | e J apos 24 h de incubagdo. Esta marcacdo é
possivel pela utilizagdo do corante fluorogénico anexina V que € uma proteina
ligante de Ca2t de 35 kDa com grande afinidade pela PS (VERMES et al,
1995).

Durante a apoptose, ha um espaco de tempo separando a positividade
para a PS e para o 7-AAD enquanto que ambos 0s eventos coincidem nas
células necrdticas, fato visto nos graficos tipo dotplot apds tratamento com as
as tambjaminas principalmente na maior concentracao testada (0,6 pg/mL).

Os dados obtidos no teste da anexina V corroboram as alteracdes
morfolégicas indicativas de morte celular por apoptose (cariorréxis, rarefacéo e
retracdo nucleares e extensa formacdo de vacuolos no citoplasma)
visualizadas por microscopia Optica nas células HL-60 tratadas com as
substancias testes. Ja a desintegracdo da membrana plasmatica foi uma
particularidade tipicamente encontrada na maior concentracao testada e nos
maiores tempos de incubacédo utilizados. Isto corrobora com os resultados
encontrados por citometria de fluxo apés marcacdo com IP ou 7-AAD,
sugerindo efeito condizente com apoptose tardia ou necrose secundaria. O IP
ou 7-AAD entram nas células somente apds a membrana plasmaéatica se tornar
permeavel e nos estagios finais de morte nenhuma das caspases efetoras (-3, -
6 e -7) costuma ser encontrada na sua forma ativa, sendo, portanto, muito
comum medir a integridade de membrana e a acdo catalitica das caspases
para diferenciar entre necrose primaria e secundaria (DARZYNKIEWICZ et al.,
1992; DENECKER et al.,, 2001; KRYSKO et al., 2008). Neste momento, &
importante destacar a vantagem fisioldgica que muitos farmacos
antineoplasicos atuais possuem em matar as células tumorais por apoptose,

devido ao reconhecimento especifico gracas a externalizacao de PS e remocao
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macrofagica, prevenindo eventuais danos teciduais resultantes da lise celular in
situ, (VERMES et al., 1995; GRIMSLEY & RAVICHANDRAM, 2003).

Muitos trabalhos tem mostrado que drogas que interferem com o DNA
celular apresentam potencial de interferir com a atividade catalitica das
enzimas topoisomerases (HOLDEN, 2001; HURLEY, 2002). PEREZ-TOMAS et
al. (2003), em sua revisao, registra que 0s compostos que possuem 0 nucleo
quimico bipirrdlico tem a capacidade de ligar-se a hélice do DNA por
intercalagdo, preferencialmente, no sitio AT do seu sulco menor. Esta condi¢céo
determina a atividade nuclease desses compostos conferindo uma correlacao
positiva com o seu efeito citotdéxico por inducdo de apoptose. Pelo menos 3
caracteristicas estruturais responsaveis por esse comportamento podem ser
apontadas: a) estrutura planas da molécula; b) presenca do grupo metoxila e
c) presenca de nitrogénio heterociclico.

Assim, 0 prosseguimento do estudo consistiu em avaliar o efeito do
composto Tamb J sobre a atividade catalitica das enzimas topoisomerases | e
Il pelo ensaio de relaxamento de DNA. Como foi abordado na introdugdo deste
trabalho, estas sdo enzimas nucleares que tem a capacidade de reduzir a
tensdo do DNA durante os processos de replicagdo, transcricdo, recombinagao
e segregacdo cromossdbmica no ciclo celular. Isso ocorre porque as
topoisomerases tem a capacidade de clivar (acdo nuclease) uma
(topoisomerase |) ou as duas fitas (topoisomerase Il) de DNA, permitindo o seu
desenrolamento, e religar (acdo ligase) a cadeia polinucleotidica
(PARCHMENT; PESSINA, 1998). A divagem da fita do DNA pelas
topoisomerases resulta do ataque nucleofilico do sitio ativo tirosinico da enzima
sobre a ligacao fosfodiéster da dupla-hélice. Para tanto, a enzima tipo | liga-se
a porcdo 3 ou 5 do DNA, enquanto que a enzima tipo Il liga-se apenas a
porcdo 5 (REID; BENEDETTI; BJORNSTI, 1998).

Neste sentido, muitas classes de inibidores de topoisomerase foram
introduzidas na clinica como agentes anticancer. Os derivados da
camptotecina, irinotecan e topotecan, s&o conhecidos inibidores de
topoisomerase |. Doxorrubicina, etoposideo e amsacrina, por sua vez, Sao
exemplos de farmacos que agem por inibir a topoisomerase Il. Ativos contra
muitos canceres soélidos e de origem hematolégica, o0 mecanismo de acgao

destes compostos tem sido explicado pela estabilizacdo do complexo enzima-
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DNA, com consequente formacdo de DNA fragmentado e inducdo de morte
celular por apoptose (D'ARPA; LIU, 1989; POMMIER et al., 2010).

Dessa maneira, os resultados apresentados pelo ensaio de relaxamento
de DNA realizado com Tamb J revelam que o mesmo apresenta a capacidade
de inibir a atividade catalitica de ambas as enzimas topoisomerases.
Diferentemente dos farmacos apresentados no paragrafo anterior, Tamb J
parece impedir a ligacdo da enzima com o DNA evitando a ocorréncia do
processo de relaxamento do mesmo promovido por divagem, seguido de
desenrolamento e religacdo da fita polinucleotidica. Como resultado, o DNA em
condigcbes celulares também sofre fragmentacdo, e a sinalizacdo para a
apoptose é deflagrada (D'’ARPA; LIU, 1989; SORDET et al., 2003).

A capacidade de inibir as duas isoformas de topoisomerase observada
para Tamb J confere a este composto uma vantagem em relacdo as drogas
que inibem apenas uma das enzimas. A vantagem esta relacionada com os
processos celulares de desenvolvimento de resisténcia a drogas. Células
cancerosas tratadas com inibidores especificos de topoisomerase |
desenvolvem a capacidade de super-expressar a enzima topoisomerases |l
sendo o inverso também constatavel. Sendo assim, drogas inibidoras de
topoisomerases néo-seletivas sdo detentoras de um potencial terapéutico mais
elevado uma vez que o0 mecanismo de resisténcia citado acima ndo sera
capaz, pelo menos por essa via, de silenciar o efeito anticAncer desses
compostos (DENNY, 1997; SALERNO et al., 2010).

Esses achados sdo corroborados pelo trabalho de Larsen et al. (2003)
que registram em sua revisao a capacidade que aclarubicina possui de inibir a
acdo catalitica das enzimas topoisomerase | e ll. Este € um agente anticancer
pertencente a classe das antraciclinas usado na clinica no tratamento de
leucemia mielocitica aguda e que apresenta semelhanca estrutural com a
doxorrubicina que pertence a mesma classe quimica.

Outro alvo importante na terapia do cancer € a familia de receptores
HER ou ErbB responsaveis, pelo menos parcialmente, pela proliferacéo
descontrolada das células tumorais. Estes sdo receptores de membrana celular
pertencentes a familia tirosina quinase de receptores de fator de crescimento
epidermal que apresenta 4 sub-tipos: ErbB-1, ErbB-2, ErbB-3 e ErbB-4.

Estruturalmente, os receptores ErbB apresentam um dominio de ligacédo
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extracelular, um dominio transmembranico e uma porgcao intracelular com
atividade quinase (GARCIA-ECHEVERRIA; SELLERS, 2008; YAP et al., 2008;
KLEMENT et al., 2012).

A via de sinalizacdo de crescimento descontrolado ErbB-2/PI3K é a via
oncogénica mais frequentemente mutada ou amplificada no cancer. Estudos
tem demonstrado que ErbB-2 esta super-expresso em 25 - 30 % de canceres
de mama e de ovario invasivos. Esta amplificacdo também foi detectada em 24
% dos canceres endometriais, em 15 % de cénceres de colon retal, em 53 %
de canceres de pulmdo e 69 % de cénceres cervicais. Considerando esses
dados, muitos compostos que inibem o receptor ErbB-2 tem sido desenvolvidos
e avaliados pelo FDA (Food and Drug Administration) dos Estados Unidos, com
destaque para trastuzumabe e lapatinibe que foram aprovados para uso clinico
por este 6rgdo (YUAN; CANTLEY, 2008; LIN et al., 2010; KLEMENT et al.,
2012).

Trastuzumabe é um anticorpo monoclonal que bloqueia o receptor
ErbB-2 e que tem mostrado resposta clinica promissora no que se refere ao
aumento da sobrevida dos pacientes com cancer de mama. Seu uso clinico é
realizado em combinacdo com outras drogas, como por exemplo paclitaxel,
epirrubicina, doxorrubicina, 5-fluorouracil e ciclofosfamida; com o objetivo de se
obter resultados mais positivos na quimioterapia (SLAMON et al.,, 2001;
KLEMENT et al.,, 2012; LEE, J. S.; SON, B-H.; AHN, 2012; PERNAS et al,
2012).

Baseado nestas informacfes, o presente trabalho buscou avaliar a
importancia do receptor ErbB-2 no efeito antitumoral dos compostos Tamb | e
J. Para tanto, foram realizados os testes do MTT, da atividade clonogénica, do
cometa e do micronucleo ap6s 24 h e 72 h de exposi¢cdo com as tambjaminas.
Nesses testes, foram utilizadas linhagens celulares normais que expressam o
receptor ErbB-2 em niveis diferenciados (células mamarias: HBA4, baixa
expressao de ErbB-2; C3.6, expressdo moderada de ErbB-2; e C5.2, alta
expressao de ErbB-2) como modelo.

Os resultados indicam que a associacao trastuzumabe/Tamb | ou J foi
capaz de potencializar o efeito em todos os testes realizados quando
comparado ao tratamento com Tamb | ou J isolados. A potencializacdo do

efeito foi mais evidente apds 72 h de incubacdo e na linhagem celular C5.2,
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que apresenta expressao elevada de receptor ErbB-2. Este dado sugere que a
referida associacao possui elevado potencial anticAncer com a possibilidade de
reducado de efeitos colaterais, uma vez que o uso desta associacao permite
reduzir a quantidade de droga referente ao composto tambjamina no
tratamento sem alterar significativamente o efeito antitumoral (PERNAS et al.,
2012). Corroborando este resultado, Gupta & Srivastava (2012) demonstraram
a atividade antitumoral in vitro e in vivo do fenitil isotiocianato (FIC) em modelos
de cancer de mama ErbB-2 positivos potencializando, inclusive, o efeito de
doxorrubicina. Nos testes in vitro, FIC foi capaz de reduzir o crescimento celular
e induzir apoptose de células MDA-MB-231 E MCF-7 transfectadas com ErbB-
2. A refereida apoptose foi determinada pela ativagcdo da via intrinseca com
consequente divagem da caspase 3 avaliados por ensaios de citotoxicidade,
fluorescéncia, imunofluorescéncia e western blot. Resultados semelhantes
foram obtidos nos testes in vivo por meio do modelo xenografico com células
de cancer de mama.

Em seguida, fundamentado no uso de tumores experimentais para a
identificagcdo de substancias com potencial antitumoral, a atividade in vivo de
Tamb J foi avaliada usando camundongos Swiss transplantados com o tumor
S-180. Nesse contexto, animais de laboratério representam um poderoso
sistema experimental para a compreensdo da intricada patogénese do cancer
em seres humanos, uma vez que a maioria dos conceitos de tumorigénese
atualmente aceitos foi fortemente influenciada por modelos de desenvolvimento
de cancer em camundongos. Esses organismos sdo modelos acessiveis,
proliferos, com periodo de gestacao curto, de facil domesticacdo e manutencao
e possuem sistemas, o6rgdos e genes semelhantes aos nossos. Logo, o
camundongo se tornou o mamifero mais usado na experimentacdo animal
(ANDRADE et al., 2002; RANGARAJAN & WEINBERG, 2003).

O Sarcoma 180 é um tumor murino e uma das linhagens celulares mais
usadas na pesquisa por novos produtos com atividade antineoplasica
(ITOKAWA et al., 1990; BEZERRA et al., 2008; MAGALHAES et al., 2010).
Schabel et al. (1977) demonstrou que o melhor resultado desses fatores
depende do procedimento do tratamento, que devera ser comecado até 48 h
apos o transplante. Neste periodo, as células tumorais ja teriam iniciado a

formacado do nédulo tumoral, o que embasou o presente trabalho em optar pelo



143

inicio do tratamento dos animais com Tamb J 24 h ap6s a administracdo do
in6culo de células cancerosas. Como determinado pelos ensaios in vitro
usando o teste do MTT, pelo qual se mostrou a atividade citotéxica in vitro de
Tamb J sobre linhagens celulares de cancer de diferentes tipos histologicos, os
estudos in vivo também revelaram elevado efeito antiproliferativo de Tamb J
nas doses de 10 e 20 mg/kg/dia via i.p., com taxas de redugdo do crescimento
tumoral de 39.87 e 78.82 %, respectivamente. A andlise histolégica dos
tumores desses grupos revelou frequentes areas de necrose margeadas por
células com caracteristicas apoptoéticas, embora a apoptose tenha sido mais
intensa na maior dose de tambjamina e, também, no grupo tratado com
ciclofosfamida, provavelmente, como resultado da acdo antitumoral dos
compostos administrados.

De fato, vérios estudos tem demonstrado uma correlagdo positiva entre
os resultados in vitro de citotoxicidade e o efeito antitumoral em camundongos
transplantados com Sarcoma 180 (MAGALHAES et al., 2010; OLIVEIRA et al.,
2010). Semelhante aos resultados obtidos com Tamb J nesse modelo, Bezerra
et al. (2006) demonstrou a inibicdo do crescimento tumoral do Sarcoma 180
apos administracdo intraperitoneal de piplartina nas doses de 50 e 100
mg/kg/dia. Os percentuais de inibicdo observados foram 28,7 e 52,3 %,
respectivamente, o0s quais foram acompanhados por uma reducdo da
marcacdo por imunohistoquimica de Ki67 dos tumores, que é um antigeno
nuclear associado com as fases do ciclo celular. Entretanto, piplartina foi capaz
de promover alteracdes morfoldgicas reversiveis no figado e rins dos animais.
No figado, foram observadas degeneracdo de hepatdcitos e esteatose em
algumas areas do mesmo. Nos rins, por sua vez, o efeito foi mais toxico com
discreta alteracdo hidropica do epitélio e tubulos proximais e alguma
hemorragia tubular. Além disso, segundo Schabel et al. (1977), a regressao
total de tumores nos animais, a redugdo no crescimento dos tumores sensiveis
ao composto e/ou o aumento da expectativa de vida durante o tratamento,
comparado com 0s animais nao tratados sdo fatores diretamente relacionados
a atividade antitumoral.

Entretanto, o balanco entre os efeitos terapéuticos e toxicolégicos de um
composto quimico é um parametro importante quando se pretende verificar a

sua aplicabilidade farmacolégica (ANAZETTI et al, 2003). Com esta
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preocupacdo, 0s animais submetidos ao tratamento com Tamb J foram
avaliados em seus aspectos comportamentais, morfolégicos, histopatolégicos,
bioquimicos, hematoldgicos e genotéxicos.

O figado, que desenvolve um papel importante no metabolismo, e os
rins, que sao os principais 6rgdos do sistema urinario, desempenham um
grande numero de fungdes no corpo, incluindo a detoxificacdo e a excrecdo de
substancias inuteis, respectivamente. Por outro lado, o baco exerce papel
importante no processo de renovacdo de células vermelhas e imunes do
sangue. A descricdo resumida dos 6rgdos citados acima deve-se ao fato de
gue os mesmo sao frequentemente afetados por farmacos antineoplasicos.
Disfuncdo hepética por irinotecano, toxicidade renal induzida por docetaxel e
supressao hematopoiética por 5-fluorouracil sdo alguns exemplos de alteractes
presumiveis do tratamento anticancer (ZAMAGNI et al.,, 1998; CAO et al., 1998;
SAIF, 2009).

No presente trabalho, a histologia do figado dos animais tratados com
Tamb J revela que o composto nas doses testadas (10 e 20 mg/kg/dia) ndo foi
capaz de alterar significativamente o 6érgdo quando comparado com 0S grupos
controle negativo e saudaveis. Este dado foi corroborado pela analise das
transaminases, que sdo marcadores de funcdo hepéatica (MAGALHAES et al.,
2011), na qual nédo foi detectada alterac&o nos niveis séricos dessas enzimas.

A microscopia dos rins dos animais tratados com Tamb J, por sua vez,
também revela que o composto nas doses testadas (10 e 20 mg/kg/dia) néo foi
capaz de alterar significativamente o 6rgdo quando comparado com 0S grupos
controle negativo e saudaveis. Isto, também, foi corroborado pela analise dos
niveis séricos de uréia, que é um marcador de funcéo renal (MAGALHAES et
al.,, 2011), onde ndo observou-se diferenca significativa entre os grupos.

Em adicdo, a analise histolégica do baco permite verificar que o grupo
tratado com Tamb J na dose de 10 mg/kg/dia néo foi alterado
significativamente quando comparado com 0s grupos controle negativo e
saudaveis. Ja na dose de 20 mg/kg/dia de Tamb J, observou-se deplecao
linfocitaria evidenciada pela rarefacdo de células linféides nas polpas vermelha
e branca, com corpusculos de Malpighi mal definidos. Este dado foi
corroborado pela reducdo do peso relativo do 6rgdo quando comparado com o

grupo controle negativo, o que também foi observado pelo tratamento dos
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animais com ciclofosfamida 20 mg/kg/dia. Sendo o baco o principal 6rgéao
responsavel pela renovacdo do sangue periférico (BEZERRA et al., 2008), o
resultado encontrado consiste em um fator limitante importante no possivel uso
de Tamb J como droga antitumoral que, portanto, precisa ser contornado.

Considerando os dados hematoldgicos registrados no presente trabalho,
observou-se que ndo houve alteracdo significativa desses parametros entre os
grupos tratados com Tamb J e o grupo controle negativo, sendo o mesmo
observado para o tratamento com ciclofosfamida. Porém, detectou-se discreta
reducdo significativa de hemoglobina e linfécitos no tratamento com Tamb J e
ciclofosfamida quando comparado com o grupo de animais saudaveis (sem
tumor e tratamento). Especula-se, portanto, que esta reducédo tenha ocorrido,
provavelmente, pela inducdo e presenca de tumor nos animais, bem como,
pelo tratamento dos mesmos (contencdo durante o manuseio e injecdes
intraperitoneais repetidas) segundo o protocolo experimental, uma vez que 0s
animais do grupo saudavel ndo foram submetidos a essas intervengdes.

Em termos comportamentais, os animais tratados com Tamb J,
principalmente na maior dose testada, apresentaram piloerecdo e letargia
(sinais de dor); diarréia e entumecimento do abdome. A perda de peso foi
observada apenas na dose de 20 mg/kg/dia e no tratamento com
ciclofosfamida. Embora a reducdo da massa tumoral associada com a perda
minima de peso apds 2 semanas de tratatamento (ndo mais que 10 %) sejam
indicativos de uma janela terapétuca aceitavel para farmacos anticancer em
humanos (KAMB, 2005), compostos que apresentam toxicidade sistémica
severa e que favorecem intensa reducdo do peso, como o 5-FU, séo,
costumeiramente, utilizados na clinica (ZUNIGA-GONZALEZ et al., 2003). A
perda de peso é um dos efeitos colaterais mais comuns apds algumas sessbes
de quimioterapia, uma vez que as células da mucosa intestinal também sao
alvos inespecificos do farmaco antineoplasico, favorecendo a inducao de
vbmito e diarréia (KATZUNG et al., 2003).

Finalizando, neste trabalho, a analise da seguranca do tratamento dos
camundongos com Tamb J, realizou-se a avaliagdo do potencial genotoxico e
mutagénico desse composto em células mononucleares de sangue periférico e
em hemécias da medula dssea dos animais utilizando os ensaios cometa e do

microndcleo, respectivamente, isoladas apds 7 dias consecutivos de
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tratamento. Os resultados demonstram que Tam J e ciclosfosfamida na dose
de 20 mg/kg/dia foram genotoxicas e clastogénicas nas condicdes
experimentais descritas.

Os resultados demonstram que Tamb J e ciclosfosfamida, na dose de 20
mg/kg/dia, foram genotdxicas e clastogénicas nas condi¢cdes experimentais
descritas, uma vez que as quebras de fita dupla representam umas das mais
severas lesbes ao DNA, devido a perda da continuidade cromossémica e a
geracdo de fragmentos cromossOmicos acéntricos (sem centrdmero) que
comprometem a segregacdo cromossOmica durante a mitose (KAYE et al.,
2004). Esse fato pode estar relacionado a formagdo de eritrocitos
policromaticos micronucleados na medula 6ssea dos camundongos do grupo
Tamb J e ciclofosfamida 20 mg/kg/dia i.p. Os MNs representam perda de
cromatina em consequéncia de dano cromossdmico estrutural (fragmento) ou
dano no aparelho mitético, gerando fragmentos cromossémicos acéntricos ou
cromossomos inteiros que nao sao incluidos no nucleo principal durante a
tel6fase da mitose (FENECH, 2007). No entanto, nem todo agente genotdxico
€, necessariamente, mutagénico, pelo fato das lesdes geradas no DNA
poderem ser reparadas. Adicionalmente, esses danos nao podem ser
extrapolados a todas as células somaticas e germinativas do ser humano, pois
ndo esta claro se injurias encontradas em células da linhagem branca do
sangue refletem, fielmente, aquelas ocorridas em 6rgdos-alvo (ALBERTINI et
al., 2000; ANAZETTI et al., 2003; MATTIOLI et al.,, 2006). Logo, o dano ao DNA
€ somente a primeira etapa do processo carcinogénico, nao fornecendo
nenhuma informacdo sobre o potencial de Tamb J como carcinbgeno
(MATTIOLI et al., 2006).

Agentes antineoplasicos usados atualmente na clinica sdo indutores de
quebras nas fitas do DNA de células de mamiferos, como visto com os
inibidores de topoisomerase | (camptotecina) e topoisomerase Il (etoposideo)
(SORTIBRAN et al., 2006) e com o 5-FU. Este ultimo, por exemplo, é um
antimetabdlito muito usado para tratar adenocarcinoma de mama e canceres
do trato gastrointestinal, de cabeca e pescoco gracas a sua acdo inibidora
sobre a enzima timidilato sintase, entre outros mecanismos, apesar de sua

atividade clastogénica in vivo (GREM, 1997; ZUNIGA-GONZALEZ et al., 2003;
NOORDHUIS et al.,, 2004). Os diterpenos acido caurendico (CAVALCANTI et
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al., 2006) e paclitaxel (BRANHAM et al, 2004) também apresentam
positividade para testes genotoxicos (Cometa e Microndcleo) realizados com
células sanguineas de série branca de humanos.

Assim, é bastante provavel que a inducdo de danos ao DNA observada
com Tamb J nos ensaios cometa e do micronucleo seja um indicio do
mecanismo de ac¢do de sua citotoxicidade tumoral, uma vez que compostos 4-
metoxipirrélicos possuem a capacidade de intercalar o DNA celular (MELVIN et
al., 1999). Ferguson & Denny (2007), em sua revisdo, apontam que a estrutura
planar do composto, como nas acridinas e antraciclinas, é fundamental para o
processo de intercalagdo com o DNA e, muitas vezes, determinante para o
efeito genotoxico dos mesmos. Backer et al. (1990), utilizando testes similares,
acrescentam gque esse efeito pode estar ligado a capacidade do composto de
interferir com a atividade catalitica das enzimas topoisomerases, como foi
observado para Tamb J aqui estudada nos ensaios de relaxamento de DNA.

Dessa maneira, com base nas informacdes geradas no presente
trabalho e como pode ser observado na figura 36, as tambjaminas analisadas,
em especial Tam J, demonstraram elevado potencial anticancer fortalecendo a
importancia dos alcaldides 4-metoxipirrélicos na pesquisa antitumoral basica.

Entretanto, registra-se aqui a necessidade da realizacdo de estudos
adicionais mais extenso com o0 objetivo de aprofundar a determinacdo dos
possiveis mecanismos de acdo desses compostos, bem como, sua acao
antitumoral in vivo. Destaca-se também a necessidade de se desenvolver
analogos desses compostos que possam apresentar maior ou, pelo menos,
mesmo efeito citotoxico, com menos efeitos colaterais.

Assim, é possivel apontar algumas perspectivas de continuidade do
estudo:

- Estudos in vitro desses compostos associados com trastuzumabe em
linhagem celular de cancer humano que super-expressa o receptor ErbB-2;

- Estudo do envolvimento dos lisossomos no efeito citotoxico dos
COmpostos;

- Estudo in vivo desses compostos associados com ciclofosfamida nos

modelos antitumorais Hollow Fibere Xenografico;



ESTUDO DO MECANISMO DE ACAO

CITOTOXICIDADE Elevada citotoxicidade contra todas as linhagens
* humanas testadas: tumorais (leucémica, carclnoma

de colon, gliobtestoma e melanoma) e normais

(células  mononucleares de sangue periférico

humano).
SUBSTANCIAS ESTUDADAS INDUGAO DE APOPTOSE Ocorréncia de alteragdes celulares morfolégicas
TAMB leTAMBJ (picnose, cariorréxis, retragdo celular, condensagéo

da cromatina, corpos apoptoéticos e integridade da

membrana) e bioquimicas (fragmentagdo do DNA,

externalizacdD da fosfatidilserina e ativacdo de

caspases iniciadoras/efetoras) tipicas de morte
DANO AO DNA celular por apoptose.

4 Elevado indice de dano ao DNA pelo ensaio do
cometa.

INIBIGAO CATALITICA DE TOPOISOMERASE | ¢ li

Inibicdo das enzimas topoisomerase | e Il pelo ensaio
do relaxamento do DNA.
CELULAS LEUCEMICAS HUMANAS
HL-60 EFEITO ANTITUMORAL
Inibic&o do crescimento tumoral em 39,9 % e 78,8 %
do Sarcoma 180 nas doses de 10 e 20 mg/kg/dia via

i.p. com toxicidade moderada e reversivel dos
animais.

MMMM

Figura 36 - Resumo dos resultados da investiga¢do do potencial antitumoral in vitro e in vivo dos alcal6ides sintéticos tambjamina | (Tamb [) e J (Tamb J).
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6 Conclusao

Dentre os alcaldides tambjaminas testados, dois foram selecionados
(Tamb | e J) os quais apresentaram efeito citotdxico contra linhagens celulares
de cancer humano com baixa seletividade para células tumorais. Ambos os
compostos foram capazes de induzir morte celular por apoptose em células
leucémicas HL-60 ativando, provavelmente, a via extrinseca desse processo de
morte. Tamb | e J associados com trastuzumabe foram mais ativos que esses
compostos testados isoladamente contra células que superexpressam o
receptor ErbB-2. Além disso, Tamb J mostrou-se mais potente que Tamb | nos
testes in vitro e foi capaz de interferir com a atividade catalitica das enzimas
topoisomerases | e Il. No teste in vivo, Tamb J reduziu drasticamente o
crescimento tumoral exibindo toxicidade moderada e reversivel representada

por diarréia, esplenotoxicidade e genotoxicidade.
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XNEXO A: Trabalho publicado em 2010 na revista Chemistry & Biodiversity

Qualis B2) contendo parte dos resultados apresentados nesta tese.

( HEMISTRY A. BIOOM KM 1Y V-x7

Antimicrobial and Cytotoxic Activities t»f Synthcticalh Derived Tambjamines
C and E-J. BE-18591. and a Related Alkaloid from the Marine Bacterium
Pseudoalicromonas tunicaia

by Djvki M. Martin G. BaaweB**). Mary X (IMvm"). biared, Rimar).
Manoel Odnncodc Morar»1) BnaoC. Cavalcanti'l). Frandvn W. A. Barro»1). xnd< laudia Peaoi*1)

*) Research Schoolof Cheffliitry. InstittBeof Advanced Siudx-'.. The A-j-.triaan S’.»txnal lJnrversxty.
Canherra, ACT CC00, Awtrala ipbnne 6. 26125K2®; fxx 161 2 6125 Sl 14;

erwil: tx mu edu au)
h)Sch«dcif Chenserryind Molecuiir BfoMienee”™ The tinsveray cif Queendsnd.St. l.uax QLD4072.
Aiistraba

9 Schnoi nf QiemtrtTy. The IJjBverstyof Né» South Wxlca Sydney. NSW 2052. Austrais
a)Lahoratorxi de Ononinvu rvpenrnental, lJnr»erod*de lederal do Cesrd, CEP60130 2Ti» Tbrtalezi.
CF. Rraal (phene: 55 X5 3366 £255: fav: + 55 S53366X333; ernajl:cperaca®ufcbr)

In the fim comprehensrve bfokgiai araerament of the tansbjaffline clara of marme alkiksds.
synthetxaDv derived simples of oompounds | 9 have heen subjected » evalustfon as artanicromil
irent. and screened for their cyrotcifoe effects on various hunun omcerceD iines. .Most were stronglv
active agairr.t the funrur. A/afatrenis furfur (:» amphotentin D) and shcwred considerabJe. bus tvm
seteetrve, antrprohferatrve athvily against both human cancer and normal ceB hnes. Tartinjanoner. J and J
(6 and 7. resp )displayed rirnsfirin: apnmosK SKiueingeff&es.

I. Intruduction. - Natural pioducts continue to provide a rich souree of neu drugs
[l with tbhom! being isolated from organisms found in marine and freshwater
environments becoming incrcasingh prominent in this regard |2 . For example.
microoip.antlints.. including thosc found in marine coosystemx provide a rcmaikable
array ofbiolocjcally active metabolites"* |- Intho&e instanccs wherc limitedquantitiesof
metabolites have bcen avauable from tbc natural sourcefs). chcmical-synthcsis
tcchniqucs have often bocn deployed to address tlx; problem of supply and thus
providingsufficient material forextendcdbiological evaluations [ | . It is raie, howcvci.
that such tcchniqucs have bcen used to deliver samplesof almost every member of an
entirc class of natuial pioduct foi the purposc of carrying out a comprehensvc
biologjcal evaluation ofthe membersof that dass. Hcrcin. tbcicfore. wc report such a
case. Spccifically. wc describc tlxr evaluation of synthetically derived samples of
tambjamines 1- 7, BF.-I8S91 181. and pyrrolc 9 as antimictobi.il and cytotoxic agents

The tambjamines, which includc the illustratcd compounds 1-7 are a class of some
ten alkaloids that have bcen isolated from variousmarinc souroes including biyozoans,
nudibiaixhc and ascidians |5 In addition, the related alkaloids BE-18591 (8i (6

) See’3] m.ireis dt thrrefo.
£e« [5a] for unfojunines A D. i.5b] for t«nhj»min« F aad F. and I5¢j for ambjwnincsG J.

O UIitG V<z,A? Haw.VJ Aca AO Xsaca
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EXO B: Aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da

iversidade Federal do Ceard (COMEPE - UFC).

Universidade Federal do Ceara
Comité de Etica em Pesquisa

)f. N° 285/09 Fortaleza, 18 de setembro de 2009
rotocolo COMEPE n° 281/ 09

'esquisador responsavel: Franciso Washington Araudjo Barros
)ept®./Servico: Departamento de Fisiologia e Farmacologia/ UFC

itulo do Projeto: “Ilsolamento de células mononucleares de sangue
eriférico  humano para avaliar o efeito citotéxico, genotéxico e
lutagénico in vitro de produtos naturais sintéticos”

Levamos ao conhecimento de V.Sa que o Comité de Etica em
‘esquisa da Universidade Federal do Ceara - COMEPE, dentro das
lormas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Jacional de Saude - Ministério da Saude, Resolucdo n° 196 de 10 de
eutubro de 1996 e complementares, aprovou 0 projeto supracitado na
eunido do dia 17 de setembro de 2009.

Outrossim, informamos, que o pesquisador devera se comprometer
i enviar o relatério final do referido projeto.

Atenciosamente,

COMEPE/UFC



175

ANEXO C: Aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da

Universidade Federal do Ceara (CEPA - UFC).

Universidade Federal do Ceara
Comisséo de Etica em Pesquisa Animal - CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Tedfilo Fortaleza-Ce
Email secdff@ufc.br - Tel: (85)3366.8331

DECLARACAO

Declaramos para os devidos fins que o Projeto Intitulado

wVé4/eQ """ T bj IY\e>27"

de responsabilidade do Pesquisador
deu entrada para ser avaliado pela Comisséo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA),

no Departamento de Fisiologia e Farmacologia, recebendo o protocolo n° 3~/ 12 no

dia ?(
Fortaleza 34. / ni



