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RESUMO

O cancer representa um problema de salde mundial. Apesar dos
constantes esforcos e significativos avancos na pesquisa e
desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos, a recidiva da
doenca devido a heterogeneidade do tumor e a resisténcia aos
guimioterapicos permanece sendo um grande desafio na busca pela cura.
Nesse contexto, os sais de isotiourbnio vém chamando atencdo por
diversas atividades biologicas, entre elas promissora atividade
antitumoral. Em estudo anterior desenvolvido por nosso grupo de
pesquisa foram testadas 28 moléculas com potencial atividade
antitumoral, entre as quais se destacou o sal de isotiour6nio brometo de
(2)-2-(isotioureidometil)-2-pentenoato de metila (SI-MF08) por
apresentar significativa citotoxicidade em linhagem tumoral in vitro e
um mecanismo de acdo de morte celular que parece ativar diferentes
sinalizacdes que levam a morte da célula tumoral. Esta acdo multialvos
pode vir a ser uma vantagem na busca por um futuro farmaco,
possibilitando contornar a resisténcia ao tratamento desenvolvida por
células tumorais. Assim, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a
citotoxicidade do SI-MFO08 in vitro e realizar estudos pré-clinicos para
avaliar a potencial atividade antitumoral. O primeiro capitulo deste
trabalho mostra os estudos em linhagem celular de leucemia e
mecanismo de agdo envolvido na citotoxicidade do composto. Foi
possivel compreender que a molécula atua ativando a via extrinseca da
apoptose via receptor de membrana Fas e ativacdo de caspases -8 e -3,
além de causar blogueio mitético em fase G2/M do ciclo celular e
geracao de espécies reativas de oxigénio que leva ao estresse de reticulo
endoplasmatico e perda do potencial de membrana mitocondrial. O
estresse oxidativo gerado causa danos irreversiveis nas mitocondrias
levando a ativacdo de formacdo de vesiculas acidas para eliminacdo
dessas organelas no intuito de reestabelecer a homeostasia da célula. O
segundo capitulo do trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
citotéxica do composto em linhagem celular de melanoma para posterior
aplicacdo em modelo de melanoma in vivo. Observou-se que o SI-MF08
também apresentou citotoxicidade para a linhagem celular de melanoma
e 0 mecanismo de morte envolvido no processo foi semelhante ao
encontrado nos resultados do primeiro modelo. O terceiro capitulo do
trabalho refere-se aos estudos de citotoxicidade do composto em
camundongos na busca pela dose maxima que ndo apresenta efeitos
significativos. Dessa forma, observou-se no estudo de dose Unica que a
dose limite para ser administrada é de 15 mg/kg do composto. Em



seguida, no estudo de doses repetidas de 10 dias observou-se que a dose
de 12 mg/kg de SI-MF08 representa a dose médxima de trabalho. O
quarto capitulo deste trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antitumoral do SI-MF08 em camundongos portadores de melanoma. Os
animais administrados com a dose de 7,5 mg/kg do composto nédo
apresentaram os efeitos deletérios da doenca como perda de peso e
anemia, contudo a dose ndo foi capaz de melhorar a sobrevida desses
animais ou reduzir significativamente o crescimento tumoral. Entretanto
a dose de 12 mg/kg ndo s inibiu os efeitos deletérios da doenca como
também aumentou a taxa de sobrevida desses animais e reduziu
significativamente o crescimento tumoral, de acordo com padrdes de
institutos internacionais de pesquisa em cancer.

Palavras-chave: sal de isotiourdnio, SI-MFO08, atividade antitumoral,
leucemia, melanoma, estudo pré-clinico,



ABSTRACT

Cancer is a global health problem. Despite the efforts and significant
advances in the research and development for new chemotherapeutic
agents, recurrence of the disease due to tumor heterogeneity and
chemotherapy resistance remains a major challenge in the search for the
cure. In this context, isothiouronium salts have been attracting attention
due to its several biological activities, among those is the promisor
antitumor activity. In a previous work performed by our research group,
28 molecules with potential antitumor activity were tested. Among
those, the isothiouronium salt methyl (2)-2-(isothioureidomethyl)-2-
pentenoate hydrobromide (IS-MFO08) displayed significant cytotoxicity
in tumoral cell line and a mechanism that seems to triggers different
signals that lead to tumoral cell death. This multi-targeting mechanism
may be an advantage in the search for a future drug, making possible to
circumvent the resistance to treatment developed by tumor cells. Thus,
the objective of this work was to characterize the cytotoxicity of IS-
MFO08 in vitro and to perform preclinical studies to evaluate the potential
antitumor activity. It made possible to understand that the molecule
activates the extrinsic pathway of apoptosis via Fas membrane receptor
and further activation of caspases -8 and -3, causing mitotic block in the
G2 / M phase of the cell cycle and generation of reactive oxygen species
that leads to endoplasmic reticulum stress and loss of mitochondrial
membrane potential. The oxidative stress generated causes irreversible
damage in the mitochondria, leading to the activation of acid vesicles
formation in order to eliminate these organelles and reestablish the
homeostasis of the cell. The second chapter of the study aimed to
evaluate the cytotoxic activity of the compound in melanoma cell line to
later application in in vivo melanoma model. 1S-MF08 also showed to be
cytotoxic to melanoma cell line and the mechanism of death involved in
the process was similar to that founded in the results of the first model.
The third chapter of the work refers to the cytotoxicity studies of the
compound in mice in the search for the maximum dose that has no
significant effects. Thus, it has been observed in the single dose study
that the dose limit of the compound to be administered is 15 mg/kg.
Following, in a 10-day repeated dose study, it was observed that 12
mg/kg of 1S-MFO08 represents the maximum working dose. The fourth
chapter of this work aimed to evaluate the antitumor activity of IS-
MF08 in melanoma bearing mice. Animals that were administered with
the dose of 7.5 mg/kg of the compound did not exhibit the deleterious
effects of the disease as weight loss and anemia, however the dose was



not able to enhance the survival rate of these animals or even reduce
tumor growth significantly. However, the dose of 12 mg/kg not only
inhibited the deleterious effects of the disease but also increased the
survival rate of these animals and significantly reduced tumor growth,
according to the standards of international cancer research institutes.

Key words: isothiouronium salt, IS-MFO08, antitumor activity, leukemia,
melanoma, preclinical study
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INTRODUCAO

O cancer estd entre as principais causas de morte no mundo
todo (WHO, 2017).

A maiorias do tratamentos quimioterdpicos causam intensa
toxicidade aos pacientes, criando a necessidade de reducdo de dose e
tempo de utilizacdo, reduzindo consequentemente a eficacia (FRIBERG
et al., 2002; WANG; PROBIN; ZHOU, 2006). Outro problema
enfrentado é a heterogeneidade das neoplasias, que fazem com que 0s
tratamentos, via de regra, sejam ineficazes (DEXTER; LEITH, 1986;
FIDLER, 1978; ZELLMER et al., 2014)

A heterogeneidade ndo se restringe apenas as neoplasias entre
pacientes, mas também as células do tumor de um mesmo paciente, em
relacdo ao poder de malignidade e angiogénese, sensibilidade ao agente
quimioterapico e potencial metastatico e de recidiva (LI et al., 2014;
MARUSYK; POLYAK, 2010; ZELLMER et al., 2014)

Na maioria dos canceres, a recidiva é a maior causa de morte e
pode estar relacionada as células tumorais residuais apds tratamento
guimioterapico. Essas células acabam por desenvolver mecanismos para
driblar a acdo dos quimioterapicos, aumentando o poder de
agressividade e invasividade do tumor (HEGDE et al., 2012; KOTTKE
etal., 2013; Ll etal.,, 2014; ZELLMER et al., 2014).

Em trabalhos anteriores, nosso grupo estudou uma série de 28
sais de isotiourdnio -aril e -alquil substituidos entre os quais 0 brometo
de (Z)-2-(isotioureidometil)-2-pentenoato de metila (SI-MF08) se
destacou por apresentar significativa atividade citotéxica (ICsp = 3 UM)
e expressiva seletividade (IS = 24) para linhagem celular de leucemia.
Além disso, 0 mecanismo de atividade antitumoral do composto parece
ir além da ativagdo da via classica de morte por apoptose, ativando vias
auxiliares de morte celular (FERREIRA et al., 2017).

A pesquisa para desenvolvimento de novos agentes
quimioterapicos envolve a identificacdo de novos agentes através de
estudos in vitro, seguido de testes em roedores para avaliar a atividade
bioldgica e estudos toxicoldgicos para definicdo de dose segura para
posterior estudo em humanos (HOLLINGSHEAD, 2008). Neste
sentido, este trabalho visa evidenciar os mecanismos moleculares
envolvidos na atividade antitumoral do SI-MFO8 in vitro e realizar
ensaios pré-clinicos de toxicidade e atividade antitumoral em modelo de
roedores.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1  Objetivo Geral

Realizar estudo pré-clinico para avaliar a potencial atividade
antitumoral do Sal de Isotiourdnio MFO08.

1.1.2 Objetivos Especificos

Investigar o mecanismo de acdo do SI-MFO08 na linhagem
celular de leucemia L1210.

e Avaliar a citotoxicidade do SI-MFO08 na linhagem celular de
melanoma B16F10.

e Realizar estudo de toxicidade de dose Unica e doses repetidas
em camundongos C57BL/6J/Unib tratados com SI-MF08.

e Auvaliar o efeito antitumoral do SI-MF08 em modelo de
melanoma B16F10 em camundongos C57BL/6J/Unib.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Cancer

Atualmente, o cancer é a segunda doenca que mais mata no
mundo todo, atingindo a marca de 8,8 milhdes de mortes em 2015. Entre
0s homens o cancer mais comum é o de pulmdo, seguido pelo cancer de
préstata, colorretal, estbmago, e figado. Entre as mulheres, o cancer
mais comum é o cancer de mama, seguido de cancer colorretal, pulmao,
colo de utero e estdbmago (WHO, 2017).

Segundo estimativa do Instituto Nacional de Cancer José de
Alencar (INCA), havera 600 mil novos casos de cancer no Brasil para o
biénio de 2016-2017. Em nivel nacional, os tipos mais frequentes de
cancer entre os homens sdo, em ordem de ocorréncia, o cancer de
préstata, pulmao, intestino, estbmago e cavidade oral. Entre as mulheres,
0 cancer de mama lidera a lista, seguido do cancer de intestino, colo de
Gtero, pulmé@o e estdmago (INCA, 2015).

O termo cancer abrange um amplo grupo de doencas
caracterizadas pelo crescimento anormal de células com poder de se
multiplicar além de seus limites normais, podendo invadir tecidos
adjacentes. Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), os fatores
envolvidos na transformagdo de uma célula normal em célula tumoral
podem ser classificados como: fisicos (radiacdo ultravioleta e radia¢do
ionizante), quimicos (aflatoxina, arsénico, componentes do tabaco, etc.)
e biologicos (virus, bactérias e parasitas). Ainda, a idade do paciente é
um fator importante a ser considerado no risco de desenvolvimento de
certas neoplasias, pela combinacgdo de riscos acumulados com a perda da
capacidade de reparo da célula danificada (WHO, 2017).

Héabitos como o tabagismo, o consumo de alcool, m4 alimentacéo
e sedentarismo sdo 0s maiores fatores de risco para desenvolvimento de
cancer, entre outras doencas. Entre os fatores biolégicos, infeccOes
virais por Papilomavirus Humano (HPV), Hepatite B, Hepatite C, e
Epstein-Barr, bem como infec¢do bacteriana por Helicobacter pylori,
representaram 15% dos fatores responsaveis por cancer no ano de 2012
(WHO, 2017).

Existem mais de 100 tipos de cancer e a denominacdo de cada
um é dada, via de regra, de acordo com 0 6rgdo ou o tipo de célula
envolvido na iniciacdo da doenga (WHO, 2013). Entre as centenas de
cancer existentes, encontram-se classificadas as leucemias e o
melanoma.
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2.2 Bases dos mecanismos moleculares do cancer

O dano ao DNA ¢ o processo primordial no qual apds células
normais passarem por uma sequéncia de mutagdes durante o processo de
replicacdo acabam por originarem células malignas. Contudo, é
importante salientar que devido aos multiplos pontos de checagem
existentes no ciclo de replicagdo celular, que tém como objetivo evitar a
progressdo da divisdo celular quando uma falha no material genético ¢é
detectada, de maneira geral é preciso que haja mais de uma mutacdo em
genes de suma importancia para que ocorra a malignidade das células
(BERTRAM, 2000; TURKSON, 2017).

Esse evento pode ser resultado de processos enddgenos, como
erros na replicacdo do DNA e instabilidade das bases do DNA causado
pela geracdo de radicais livres durante o metabolismo celular. Ainda,
processos exdgenos previamente citados (radiacdo UV, substancias
guimicas e outros) também podem danificar o material genético e
desencadear essas mutacGes malignas. No caso de infecgdes virais como
por HPV, que pode levar ao cancer de colo de Utero, sdo 0s genes que
codificam o virus que interagem com o DNA celular e estimulam as
mutagdes malignas (BERTRAM, 2000).

As alteracdes genéticas envolvidas na mutacéo celular podem ser
divididas em dois grandes grupos: muta¢des com ganho de funcéo, ou
mutacBes com perda de funcdo. As mutacbes com ganho de fungédo
promovem a sobrevivéncia da célula tumoral, atuando no ciclo celular,
angiogénese, migragdo, invasdo celular e metéstase. Ja as mutagdes que
exercem perda de fungdo ocorrem em genes nos quais 0s produtos
normalmente atuam restringindo o crescimento e sobrevivéncia da
célula tumoral (TURKSON, 2017).

Em 2000 Hanahan e Weinberg propuseram uma lista de
habilidades que as células tumorais apresentam que permitem o
estabelecimento e desenvolvimento dos tumores. No ano de 2011, com o
avango no conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos na
promocdo do céncer os autores publicaram novo trabalho incluindo
novas habilidades entdo conhecidas. O diagrama abaixo (Figura 1)
apresenta 0s eventos envolvidos na promo¢do do desenvolvimento
tumoral.
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Figura 1 — Diagrama dos eventos envolvidos na promogao e desenvolvimento
tumoral.
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Durante o processo de mutacdo das células normais, genes
envolvidos na homeostasia da proliferacdo e morte celular sofrem
mutacOes que resultam na ativacdo de oncogenes. Os oncogenes sdo 0s
responsaveis por estimular a proliferacdo ou proteger contra a ativacdo
da morte celular em células tumorais. Os oncogenes também podem
atuar inativando genes que participam do controle da proliferacéo
celular (genes de supressdo tumoral) (BERTRAM, 2000).

Assim como em tecidos normais, 0 tumor necessita do
fornecimento de oxigénio e energia suficientes para sua manutengéo.
Contudo, a rapida e descontrolada proliferacdo das células neoplasicas
faz com que o tecido tumoral necessite de mais suprimentos que o
normal. Dessa forma, dois mecanismos sdo ativados: o primeiro € a
reprogramacao do metabolismo energético da célula para que a mesma
possa produzir mais energia, fornecendo o aporte energético necessario
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para o processo de replicagdo; o segundo mecanismo € a estimulacéo da
neovascularizacdo (angiogénese) através de fatores angiogénicos para
permitir a chegada de nutrientes e oxigénio ao ambiente tumoral em
guantidades suficientes (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Alguns tumores apresentam grande quantidade de células do
sistema imune que geram um processo inflamatério no ambiente
tumoral. Esse processo inflamatério contribui para a progressdo do
tumor através do fornecimento de biomoléculas que mantém a
sinalizacdo de proliferacdo, fatores angiogénicos, de invasdo e de
metastase. Ainda, as células envolvidas no processo inflamatdrio podem
liberar espécies reativas de oxigénio que atuam como fator mutagénico
em células normais de tecidos vizinhos transformando-as em células
neoplasicas (COUSSENS; WERB, 2002; DENARDO; ANDREU;
COUSSENS, 2010; GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010;
HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Outa caracteristica das células tumorais é o poder de invasédo e
metastizacdo. A metastase é o deslocamento das células tumorais do seu
local de origem para um local secundério. Inicialmente, ocorre a invasdo
tumoral, em que células neoplasicas migram do seu local de origem e
adentram tecidos adjacentes, alcangando o limen de vasos linfaticos ou
corrente sanguinea. Em seguida essas células neoplasicas deslocam-se
para longe do seu tumor de origem e um novo tumor desenvolve-se
distante do tecido inicial (FRIEDL; ALEXANDER, 2011,
KRAKHMAL et al., 2015; MARTIN et al.,, 2013). O processo
metastatico pode ser classificado em dois momentos: inicialmente,
ocorre a disseminacdo do cancer do local primario em tecido distantes;
em um segundo momento, deve ocorrer a adaptacdo dessas células em
um novo ambiente, longe do microambiente tumoral e todos os seus
estimulos de crescimento iniciais. Em outras palavras, refere-se a
transformacdo de micrometastases em tumores macroscopicos
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). A metastase das células tumorais
dificulta o tratamento da doenca e apresenta pior progndstico a cura do
paciente.

A laténcia do cancer é um desafio da clinica na busca pela cura. E
0 periodo entre a erradicagdo do tumor primario e o ressurgimento da
doenca, local ou sistémica (metastase) a partir de células residuais do
tumor que ndo foram eliminadas com o tratamento, ameacando a vida de
pacientes anteriormente considerados livres da doenga, uma vez que
essas células normalmente tornam-se resistentes a terapia convencional
(BARTOSH et al., 2016).
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A presenca de células residuais em estdgio de quiescéncia
(estagio anterior ao inicio da divisdo celular, em que as células podem
permanecer por longos periodos) representam um desafio no tratamento
de tumores solidos ou doencas hematoldgicas, uma vez que as terapias
convencionais tém como alvo a rapida proliferacdo das células tumorais
(AGUIRRE-GHISO, 2008).

A quiescéncia das células tumorais pode ocorrer pela interrupcéo
da sinalizacdo de fatores de crescimento tumoral e adesdo das células
neoplésicas no microambiente tumoral (AGUIRRE-GHISO, 2008).

As células tronco tumorais pertencem a um subgrupo de células
guiescentes no tumor que apresentam alta capacidade proliferativa e de
auto renovacdo, diferenciando-se em descendentes heterogéneos que
mantém certa similaridade com o tumor inicial (ZHAO, 2016). Séo
células progenitoras tumorais que apresentam caracteristicas
semelhantes as células progenitoras do tecido de origem que podem
persistir por longos periodos de laténcia da doenca (anos ou até décadas)
apés a resseccdo cirlrgica do tumor ou tratamento com
radio/quimioterapia (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Neste sentido, a presenca de células tronco tumorais representa
um desafio na terapéutica, uma vez que uma Unica populacdo
geneticamente  homogénea de um tumor pode apresentar
heterogeneidade no que diz respeito ao seu fenétipo, devido a presenca
de células em diferentes estagios de diferenciacdo e que ndo respondem
a terapia da mesma forma que as demais células neoplasicas presentes
no tumor (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

2.3 Leucemias

No ano de 2012, as leucemias ocuparam o 11° lugar no ranking
dos canceres mais incidentes (quase 352 mil novos casos) e 10° lugar
nas causas de morte (quase 265 mil mortes) entre os diversos tipos de
cancer existentes (WHO, 2014).

A leucemia caracteriza-se por uma neoplasia originada na
medula dssea, podendo ser dividida em grandes grupos quanto ao tempo
de desenvolvimento e tipo celular afetado. Com relagdo ao tempo de
desenvolvimento, pode ser classificada como aguda (caracterizada pelo
rapido aumento de células imaturas no sangue) e cronica (aumento
excessivo de células maduras anormais)(BURKE; STARTZELL, 2008;
INCA, 2015).

Com relacdo ao tipo celular afetado, subdivide-se em linfoide
ou mieldide. Todas as células sanguineas sdo oriundas de uma mesma
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célula pruripotente que se forma na medula 6ssea, essas células entéo se
diferenciam em mieldide ou linfoide. As células mieldides sé&o
diferenciadas na medula 6ssea, enquanto que as células linfdides sdo
diferenciadas no tecido linfatico (BURKE; STARTZELL, 2008).

A Figura 2 a seguir representa os elementos figurados do
sangue, ilustrando as duas linhagens mencionadas.

Figura 2 - Diagrama de formacéo dos elementos figurados do sangue.
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Os avancos na aplicacdo de métodos genbmicos permitiram
explorar o conhecimento de mecanismos moleculares de transformacédo
celular e levaram a um melhor conhecimento de novas variantes de
doencas previamente conhecidas (WHO, 2014). Com isso, a
classificacdo das neoplasias mieldides e leucemias agudas proposta pela
OMS em 2001 e 2008 levam em consideracdo ndo apenas caracteristicas
celulares morfoldgicas, mas também utilizam de informaces
citoquimicas, imunofenotipicas, genéticas e sinais clinicos. Ainda, com
0 aumento do numero de ferramentas utilizadas para caracterizacao
dessas doencas e 0 constante avanco no discernimento dos subtipos de
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malignidades existentes, no ano de 2016 a OMS langou a quarta edicéo
revisada da “Classificacio da OMS de tumores de tecidos
hematopoiéticos e linfoides” (Tradugdo livre do inglés “WHO
Classification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues™)
(ARBER et al., 2016; VARDIMAN JW, THIELE J, 2009; WHO, 2014).

A classificacdo proposta pela OMS atualmente é muito mais
extensa e detalhada, em que, por exemplo, as leucemias miel6ide agudas
encontram-se agora categorizadas como mais de 20 subtipos,
fornecendo valiosas informacBes para melhor compreensdo das
singularidades de cada doenca e proporcionando melhor direcionamento
na escolha da terapia (ARBER et al., 2016). Todavia, neste trabalho nos
ateremos apenas a classificagdo mais ampla dessas neoplasias.

As leucemias agudas sdo caracterizadas pela presenca de grande
numero de blastos (precursores mieldide e linfoides imaturos) na medula
Ossea. Essas células substituem progressivamente a medula 06ssea
normal, atingindo a corrente sanguinea e substituindo as células
sanguineas maduras.

A leucemia linfocitica aguda (LLA) € mais comum em
criancas, sendo também o cancer mais comum dessa faixa etaria. Por
outro lado, a leucemia linfocitica cronica (LLC) é mais comum em
adultos, ocorre majoritariamente em paises desenvolvidos e esta
associada & exposicdo de substancias toxicas. Foram estimados
mundialmente 352 mil novos casos de leucemia (2,5% do total de novos
casos de cancer) e 265 mil casos de 6bitos para 0 ano de 2012 (INCA,
2015).

A LLA apresenta picos de incidéncia de 2 a 5 anos de idade, com
um indice de sobrevivéncia de 85 - 90% nessa faixa etaria. Contudo, o
prognostico ndo é tdo promissor quando acomete bebés e adultos
(INABA; GREAVES; MULLIGHAN, 2013; ONCIU, 2009).

A causa da doenca é multifatorial, envolvendo estimulos
exogenos, enddgenos e genéticos como a exposicdo intrauterina a
radiacdo ionizante, pesticidas e solventes, uso de alcool e tabaco durante
a gestacdo, além de doengas como a Sindrome de Down e Sindrome de
Bloom (ONCIU, 2009; PUI; ROBISON; LOOK, 2008).

As manifestagbes clinicas da LLA estdo relacionadas a carga
celular e grau de substituicdo na medula éssea, levando a citopenia. Os
sintomas mais comuns incluem febre, causada tanto pela leucemia
guanto por uma infecgdo secundaria & neutropenia (contagem baixa de
neutréfilos); fatiga e letargia, como manifestacdo da anemia; dores nas
articulagdes; sangramentos, relacionados a trombocitopenia (redugéo do
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nimero de plaquetas no sangue) (BURKE; STARTZELL, 2008;
ONCIU, 2009).

O tratamento da LLA consiste em terapia intensiva de curto
prazo. O tratamento da doenca pode ser dividido em 3 etapas: na etapa
de remissdo o objetivo € erradicar 99% da carga leucémica e restaurar a
hemopoiese. Para isso, uma combinagdo de glicocorticoides,
quimioterapico e um terceiro farmaco € utilizada. Na fase de
consolidacdo, é feita a intensificacdo do tratamento para erradicar as
células leucémicas residuais que apresentam resisténcia e assim, reduzir
a incidéncia de recidiva (retorno da doenca). A terceira e Ultima fase é a
de continuacdo de tratamento. Apesar de dois ter¢os dos pacientes serem
tratados com sucesso no periodo de 12 meses, a manutencdo do
tratamento quimioterapico é feito por cerca de 2 anos, para garantia de
que ndo ocorrerd recidiva da doenca (PUI; ROBISON; LOOK, 2008).

A recidiva da doenga ocorre pela presenca de células residuais
gue encontram-se em periodo de laténcia, em que células residuais do
cancer encontram-se em estagio de quiescéncia (estagio anterior ao
inicio da divisdo celular), representando uma doenca assintomatica que
pode durar por longos periodos (AGUIRRE-GHISO, 2008; BARTOSH
et al., 2016). Parte dessas células quiescentes sdo células tronco
tumorais, que possuem caracteristicas diferentes das células primarias
do tumor e dessa forma apresentam resisténcia a terapia (ZHAO, 2016).

A leucemia mieldide aguda (LMA) por outro lado, é mais
comum em adultos, com crescente aumento da incidéncia a partir dos 50
anos de idade, sendo mais comum em adultos com idade média de 70
anos.

A exposic¢ao a radiacdo ionizante, benzeno e o uso de medicacdes
que causam dano ao DNA interferem na diferenciagdo de células
progenitoras multipotentes, interferindo na maturacdo das células e
causando um acumulo de blastos (mais de 20% do total de células
nucleadas na medula 6ssea ou sangue), refletindo na diminuigdo de
granulécitos, mondcitos, plaquetas e eritrécitos no sangue (ESTEY;
DOHNER, 2006; HEEREMA-MCKENNEY; ARBER, 2009;
JOHANSSON; HARRISON, 2015; O’ DONNELL et al., 2012).

As manifestagbes clinicas da LMA assemelham-se as
previamente mencionadas em pacientes com LLA: fadiga, infeccdes e
hemorragias decorrentes da citopenia causada pela doenca (FERRARA,;
SCHIFFER, 2013).

O esquema de tratamento convencional da LMA é similar ao da
LLA, com uma fase de inducéo, que busca a remissdo completa da
doenca, seguido da fase de consolidacdo. A fase de inducdo é



31

constituida normalmente de 3 dias de tratamento com antraciclina,
seguida de 7 dias de citarabina. Considera-se remissdo completa a
presenca de menos de 5% de blastos em uma medula Ossea
normocelular, além da auséncia de leucemia extramedular e recuperagdo
dos parametros hematoldgicos normais. Em seguida, a fase de
consolidagdo visa eliminar a leucemia residual que persiste ap6s a fase
de inducdo. Ainda, associado ao tratamento quimioterapico pode ser
feito a transfusdo de células progenitoras (ESTEY; DOHNER, 2006;
FERRARA; SCHIFFER, 2013; O’ DONNELL et al., 2012).

Apesar da reducdo nas mortes precoces decorrentes da doenca
pelo avango nas medicacBes usadas no tratamento de LMA, mais da
metade dos adultos e cerca de 90% dos idosos acabam por morrer da
doenca. As causas disso incluem refratariedade ao tratamento inicial e
recidiva da doenga ap0s remissdo completa, além de comorbidades
associadas ao fator da idade do paciente (ESTEY; DOHNER, 2006;
FERRARA; SCHIFFER, 2013).

A leucemia miel6ide cronica (LMC) caracteriza-se pela
presenga do cromossomo Philadelphia, oriundo da translocacéo do gene
BCR (Breakpoint Region Cluster) do cromossomo 22 com o gene ABL1
(Ableson Leukemia Virus) do cromossomo 9, dando origem ao gene de
fusdo BCR-ABL1 que é traduzido na proteina Bcr-Abll. Essa proteina
atua no aumento de proliferacdo celular e resisténcia & apoptose.
(APPERLEY, 2015; HEHLMANN; HOCHHAUS; BACCARANI,
2007; SAWYERS, 1999).

Contudo, a presenca do gene também permitiu o desenvolvimento
de marcadores especificos para diagndstico e monitoramento da doenca,
além do desenvolvimento de terapia-alvo para tratamento com o uso de
inibidores da tirosinoquinase, um quimioterapico que liga-se ao receptor
na proteina, inibindo o estimulo de proliferacdo das células neoplasicas
(APPERLEY, 2015; HEHLMANN; HOCHHAUS; BACCARANI,
2007; MELO; HUGHES; APPERLEY, 2003).

A LMC é prevalente em homens acima de 50 anos. O diagnéstico
é feito por exame de sangue, marcado pelo aumento de leucdcitos, e
investigacdo da presenca do cromossomo Philadelphia. A maioria dos
pacientes é diagnosticada na fase cronica, fase em que a doenca pode ser
facilmente controlada, porém sem o tratamento adequado pode evoluir
para um periodo de crescente instabilidade, transformando-se em uma
doenca aguda conhecida como crise bléastica. (APPERLEY, 2015; VON
BUBNOFF; DUYSTER, 2010).

Foi a primeira neoplasia associada a aberracdo cromossomal e a
primeira na qual foi empregado o uso de terapia-alvo, tornando-se



32

modelo para pesquisa e controle de outras desordens malignas
(HEHLMANN; HOCHHAUS; BACCARANI, 2007; SAWYERS,
1999).

A leucemia linféide crénica (LLC) caracteriza-se pelo acumulo
de linfécitos B CD5+ no sangue periférico, medula 6ssea, linfonodos e
baco. Dessa forma, as células envolvidas nessa doenga apresentam
fenétipo especifico, mas apesar da homogeneidade de fendtipo um tergo
dos pacientes nunca precisara de tratamento, com longo periodo de
sobrevivéncia, outro um terco apresentam uma progressdo lenta da
doenca, com longo periodo de sobrevivéncia, enquanto que a terceira
parte dos pacientes sdo acometidos por uma forma mais agressiva, com
necessidade de tratamento imediato (BOELENS et al., 2009; GHIA;
FERRERI; CALIGARIS-CAPPIO, 2007).

Além do usual aumento na contagem de linfdcitos, caracteristico
das leucemias, um diferencial da LMC é a linfadenomegalia (aumento
dos linfonodos), presente em grande parte dos casos (GHIA; FERRERI,
CALIGARIS-CAPPIO, 2007).

O surgimento da LLC ndo envolve nenhum fator de risco
ambiental, porém estudos mostram a relagio em pacientes
imunodeficientes e com predisposicdo genética familiar (cerca 6 a 9
vezes mais chances de desenvolver a doenca na presenca de um familiar
préximo com historico), com prevaléncia em sujeitos com mais de 70
anos (EICHHORST et al., 2015; GHIA; FERRERI; CALIGARIS-
CAPPIO, 2007).

A evolugdo e eficicia do tratamento da LLC dependem das
mutacdes envolvidas no desenvolvimento da doenca. A terapia envolve
a combinacdo de quimioterapicos, podendo ser associado transplante de
medula 6ssea. Ainda, a recidiva é comum nesse tipo de doenca, e nesse
caso a terapia inicial pode ser utilizada quando ocorre apds longos
periodos de remissdo (BOELENS et al., 2009; EICHHORST et al.,
2015).

2.4 Melanoma

O melanoma é a forma mais agressiva do cancer de pele, e ocorre
pela proliferacdo maligna dos melandcitos, células responsaveis pela
producdo de melanina (pigmentacdo da pele), formando lesGes pré-
malignas na pele, com citologia atipica (ARRANGOIZ, 2016; WHO,
2014).

Em 95% dos casos, 0 melanoma ocorre na pele dos individuos,
porém pode também surgir em mucosas da boca, nariz, anus, vagina e
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intestino (BANDARCHI et al., 2010; SCHADENDOREF et al., 2015;
WHO, 2014).

A exposicdo a radiagdo UV, idade, sexo, predisposicdo, histdrico
familiar e historico de melanoma prévio sdo fatores de risco a serem
considerados para a doenca (WHO, 2014).

A exposicdo ambiental a radiacdo UV é a maior causa do
desenvolvimento de melanomas (cerca de 80% dos casos). A maior
parte do dano celular decorrente dessa exposi¢do € causado durante a
infancia e adolescéncia e, em combinacdo com a susceptibilidade
genética, leva a mutacdes nos melandcitos que resultam na ativacdo de
oncogenes, inativacdo de genes de supressdo tumoral e reducdo nos
mecanismos de reparo do DNA (ARRANGOIZ, 2016; INCA, 2015;
WHO, 2014).

Apesar da estimativa divulgada pelo INCA para o ano de 2016
apresentar baixa incidéncia de novos casos de melanoma no Brasil,
guando comparado a outros tipos de cancer (foram estimados 5.670
novos casos), sua letalidade é elevada, sendo que as maiores taxas de
incidéncia estimadas tanto para homens quanto para mulheres
encontram-se na regido Sul (INCA, 2015).

Estima-se que 232 mil novos casos foram diagnosticados
mundialmente no ano de 2012, com 55 mil ébitos para esse periodo. O
melanoma acomete principalmente paises com popula¢do caucasiana.
Dessa forma, Regides como Oceania, Europa e América do norte
apresentam 80% dos casos de melanoma e 65% dos Gbitos decorrentes
dessa doenca (WHO, 2014).

Em 1985 foi criado o método sistematico com o acrénimo ABCD
para identificacdo de lesfes pigmentadas com possivel malignidade. O
acronimo especifica a observacdo de: A = assimetria; B = bordas
irregulares; C = variagdo de cor; D = didmetro > 6 mm (FRIEDMAN;
RIGEL; KOPF, 1985). Em 2004 esse método foi revisado e a inclusdo
da letra E (evolugdo) foi acrescentada na avaliagdo (Fig. 3) (ABBASI et
al., 2004). Ainda, outros sinais como inflamacédo, coceira ou sensacao
alterada no local da lesdo, sangramento e formacdo de crosta também
devem ser considerados (MACKIE, 1990).
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Figura 3 — Método sisteméatico ABCDE para avaliacdo de lesdo

Assimetria Bordas irregulares

Evolucgdo

Fonte: ARRANGOIZ, 2016

Apos identificacdo visual dos sinais de malignidade, a
confirmacdo é realizada através de bidpsia do tecido, podendo ser
subdividido em 4 grandes subgrupos, de acordo com caracteristicas

histopatolodgicas:
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- O melanoma de dispersao superficial é o subtipo mais comum
de melanoma, sendo que 25% sdo associados a nevos preexistentes.
Acomete normalmente pessoas de pele branca e apresentam-se como
uma placa pigmentada de bordas e superficie irregulares com variacdo
de cor.

- O melanoma lentigo maligno corresponde a 4 - 15% dos
melanomas, acometendo principalmente idosos com peles que foram
danificadas pelo sol. Iniciam-se como melanoma in situ, podendo
tornar-se invasivo em 5-8% dos casos, contudo essa transformacédo é
lenta, podendo levar de 10 a 50 anos antes de crescerem de maneira
vertical. A regressdo nesse tipo de melanoma é comum.

- O melanoma lentiginoso acral é o tipo menos comum,
representando 2-8% de todos os melanomas em pessoas de pele clara e
29-72% em pessoas de pele escura. Desenvolve-se comumente em
regides palmares e plantares, com diametro maior que 3 cm. E o tipo de
melanoma mais comum em pessoas asiaticas e individuos de pele
escura.

- O melanoma nodular € caracterizado pela falta de crescimento
radial em areas periféricas ao redor do crescimento vertical. Nos
estagios iniciais, ndo possui caracteristicas comuns do melanoma,
apresentando-se com bordas regulares e de pequeno tamanho. S&o lesdes
mais escuras e em forma de domo. Representa 15 - 30% dos melanomas
e progride para melanoma invasivo mais rapido que os outros tipos.
Nests casos, a regressdo € incomum (ARRANGOIZ, 2016;
SCHADENDORF et al, 2015; SHAIN; BASTIAN, 2016;
WHITEMAN; PAVAN; BASTIAN, 2011).

Pacientes com melanoma sdo categorizados em 3 grupos, de
acordo com o grau de malignidade da doenga: os estagios | e Il
apresentam melanoma localizado, sem evidéncia de metastase, no
estagio Il hd presenca da neoplasia em tecidos proximos ao tumor
inicial e no estagio IV os pacientes apresentam metéstase em locais
distantes do local inicial (WHO, 2014).

As metéstases oriundas do melanoma cutaneo séo classificadas
em 3 grupos: a metéstase satélite localiza-se em uma distancia de até 2
cm do tumor inicial; a metastase em transito encontra-se a mais de 2
cm do tumor inicial, mas na mesma regido do tumor de origem; e a
metastase distante, encontrada fora da regido do tumor primario,
acometendo 6rgdos distantes e normalmente com caracteristicas
celulares diferentes das células encontradas no tumor primario. Os dois
primeiros tipos de metastase ocorrem via circulacao linfatica na derme e
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apresentam 60% de chance de remissdo em 5 anos (MAVERAKIS et al.,
2015).

O tratamento padrdo para 0 melanoma é a remogdo do tumor a
partir de uma incisdo na regido em que o0 mesmo encontra-se localizado.
A incisdo deve ser feita com ampla margem de seguranca ao redor do
local do tumor (lateralmente e profundamente) para garantir que todas as
células neoplasicas sejam removidas. Pode também ser associada
terapia sisttmica como tratamento adjuvante com o0 wuso de
quimioterapicos tradicionais, além de imunoterapia (anticorpos
monoclonais) e, mais recentemente, foi introduzida a terapia-alvo, com
0 uso de inibidores da via de sinalizacdo de genes que encontram-se
mutados no melanoma. Ainda, a cirurgia de metastases distantes do
tumor inicial, por exemplo de pulmdes, também pode ser associado ao
tratamento com intuito de aumentar o tempo de sobrevida do paciente
(GRAY-SCHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007; MAVERAKIS
etal., 2015; SCHADENDORF et al., 2015; WHO, 2014).

O melanoma presenta bom progndstico se diagnosticado e tratado
cedo, porém em fases mais avangadas, principalmente com a presenga
de metastase, apresentam um progndstico ruim (INCA, 2015; WHO,
2014).

2.5 Pesquisa e desenvolvimento de quimioterapicos

Atualmente, as terapias utilizadas no tratamento do céancer
envolvem a cirurgia para remocdo de tumores sélidos, radioterapia,
quimioterapia, imunoterapia, hormonioterapia para canceres horménio
dependentes, terapia de genes-alvo e transplante de células progenitoras.
A escolha da terapia vai depender do tipo de cancer, mas de maneira
geral a quimioterapia é o tratamento mais utilizado nos mais diversos
tipos de neoplasias existentes (NCI, 2017b).

A maioria dos tratamentos quimioterapicos causam intensa
toxicidade aos pacientes, levando a necessidade de reducdo de dose e
tempo de utilizacdo, e consequentemente reduzindo a eficacia dos
tratamentos (FRIBERG et al., 2002; WANG; PROBIN; ZHOU, 2006).
Outro problema enfrentado é a heterogeneidade das neoplasias, que
fazem com que os tratamentos, via de regra, sejam ineficazes
(DEXTER; LEITH, 1986; FIDLER, 1978; ZELLMER et al., 2014).

A heterogeneidade ndo se restringe apenas as neoplasias entre
pacientes, mas também as células do tumor de um mesmo paciente, em
relacdo ao poder de malignidade e angiogénese, sensibilidade ao agente
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quimioterapico e potencial metastatico e de recidiva (LI et al., 2014;
MARUSYK; POLYAK, 2010; ZELLMER et al., 2014).

Na maioria dos canceres, a recidiva é a maior causa de morte e
pode estar relacionada as células tumorais residuais apds tratamento
quimioterapico. Essas células acabam por desenvolver mecanismos para
driblar a acdo dos quimioterapicos, aumentando o poder de
agressividade e invasividade do tumor (HEGDE et al., 2012; KOTTKE
etal., 2013; Ll etal., 2014; ZELLMER et al., 2014).

A oncologia representa nos dias de hoje a maior area de
investimento em termos de ndmero de projetos, testes clinicos e gastos
com pesquisa e desenvolvimento na indudstria farmacéutica (XU; MAO,
2016). Segundo a OMS, o impacto econémico do cancer € significativo
e se apresenta de forma crescente, com um custo estimado de
aproximadamente 1,16 trilhdes de dolares no ano de 2010 (WHO,
2014). Porém, apesar dos avan¢os na compreensdo da biologia do
cancer, a habilidade de transformar esse conhecimento em novas
terapias ainda é limitada, sendo que apenas 10% das pesquisas sdo bem
sucedidas (XU; MAO, 2016).

Atualmente existem mais de 100 trabalhos escritos com estudo de
guimioterapicos sendo pesquisados para cerca de 200 diferentes tipos de
tumores. Ainda assim, a taxa de cura para 4% dos canceres que
requerem tratamento sistémico permanece muito baixa, fazendo-se
necessario a continuidade da pesquisa de novos farmacos (BURGER;
FIEBIG, 2004).

A pesquisa para desenvolvimento de novos agentes
quimioterapicos envolvem estudos in vitro para inicialmente identificar
novos agentes, seguido por testes em roedores para avaliar a potencial
atividade bioldgica, estudos farmacologicos para definir absorgdo,
distribuicdo, metabolismo e eliminacdo, e estudos toxicoldgicos para
definicdlo da dose segura para inicio de estudos com humanos
(HOLLINGSHEAD, 2008).

E importante destacar que o uso de animais em testes de
toxicidade e atividade de novos farmacos deve ser feita de forma
racional, bem como definido o melhor modelo para cada situacdo. Para
tanto, dispbe-se de diversas diretrizes e protocolos internacionais e
nacionais que auxiliam no delineamento de estudos (ANVISA, 2013;
EMA, 2010a; LASA/NC3RS, 2009; OECD, 2001a; UNDP; WORLD
BANK; WHO, 2004).
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2.6 Sais de isotiouronio

Estudos revelam que as tiouréias, os sais de isotiourbnio e
anadlogos representam uma importante classe de compostos com
atividade bioldgica, entre elas herbicidas (SALAMA et al., 2015),
agonistas de receptores GABAA (ALLAN et al., 1997) e de histamina Hj
(GANELLI et al.,, 1992), além de exibirem ac¢des antinflamatéria
(SRIHARI et al., 2009), anestésica (REGAN; GALYSH; MORRIS,
1967), antiviral (VENKATACHALAM; MAO; UCKUN, 2004),
antibacteriana (BADAWI; AZZAM; MORSY, 2006; BELLA; TAIT,;
PARENTI, 1986; IWAI et al., 2007; TRANI et al., 1989) e fungicida
(BADAWI; AZZAM; MORSY, 2006).

Além das diversas aplicacBes citadas, a atividade antitumoral
desses compostos também vem sendo estudada (EL-HENAWY et al.,
2013; FERREIRA et al., 2013; KORONKIEWICZ et al., 2012, 2015;
KORONKIEWICZ; CHILMONCZYK; KAZIMIERCZUK, 2012;
VENKATACHALAM et al.,, 2007) e recentemente uma molécula
pertencente ao grupo encontra-se em fase 1 de testes clinicos para o
tratamento de tumores solidos ap6s ter apresentando atividade
antitumoral em estudos com cancer de pulmao, préstata, célon e mama
(KUMAR et al., 2011; SHAPIRO et al., 2015).

Em estudo publicado anteriormente, demonstramos que as
tiazindionas, heterociclicos cuja sintese envolve o uso de sais de
isotiourdnio apresentam potencial atividade antitumoral quando testadas
em linhagens de leucemia, atuando no desequilibrio do célcio
intracelular e metabolismo mitocondrial, induzindo ao estresse de
reticulo endoplasmaético e ativacdo da cascata de caspases, culminando
na morte celular por fragmentacdo do DNA (FERREIRA et al., 2013).

Outro estudo realizado por nosso grupo mostra que os sais de
isotiourdnio reduzem a expressdo do gene NRAS associado a resisténcia
a quimioterapicos em melanomas, induzindo & apoptose das células
neoplasicas e diminuindo o poder metastatico das mesmas (CISILOTTO
etal., 2015).

Do mesmo modo, uma série de 28 moléculas de sais
isotiourdnio -aril e -alquil substituidas foram submetidas a uma triagem
para potencial atividade tumoral e observou-se que algumas delas
apresentavam expressiva citotoxicidade e seletividade em linhagem
celular de leucemia. Entre as moléculas estudadas, o brometo de (2)-2-
(isotioureidometil)-2-pentenoato de metila (SI-MFO08) destacou-se por
apresentar melhor atividade citotoxica, sendo capaz de causar a morte da
linhagem celular de leucemia com uma concentragéo de 3 UM, além de



39

apresentar alta seletividade para a linhagem tumoral quando comparados
os efeitos do composto em linhagem ndo tumoral (IS = 71) (FERREIRA
et al.,, 2017). Na investigagdo do mecanismo de agdo do composto,
observou-se que o SI-MFO08 causa um bloqueio de ciclo celular na fase
G2/M, impedindo a progressdo do processo de replicacdo, levando a
morte das células tumorais por apoptose (ASSUNCAO, 2013). Desta
forma, a alta citotoxicidade, combinada com a seletividade da molécula
para células tumorais e a ativagdo da morte pela via da apoptose,
sugerem que o SI-MFO08 seja uma molécula interessante para o estudo
de atividade antitumoral
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CAPITULO 1. MECANISMO
DE ACAO DO SI-MF08 EM
LINHAGEM TUMORAL DE
LEUCEMIA
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1. Introdugéo

A apoptose € o0 nome dado ao tipo de morte celular envolvida em
processos fisiolégicos que ocorrem desde o desenvolvimento
embrioldgico, atuando também na renovagéo tecidual e na homeostasia
de 6rgdos e tecidos, com eliminacdo de componentes que perderam sua
funcionalidade (BONINI; MOURA; FRANCO, 2000).

A apoptose tem sido considerada um alvo importante na pesquisa
de quimioterdpicos. A identificacdo de genes e produtos génicos
envolvidos em processos apoptéticos, bem como informagdes sobre o
mecanismo de acdo de proteinas pré- e anti-apoptéticas permitem o
conhecimento de novas abordagens na terapia do cancer (KAUFMANN;
EARNSHAW, 2000; REED, 2002)

A ativacdo da apoptose pode ocorrer através da via extrinseca
e/ou intrinseca. Na via extrinseca, a sinalizacdo inicial ocorre via
receptores de morte na membrana celular. Esses receptores contem um
dominio citos6lico que permite a ligacdo a proteinas sinalizadoras da
cascata de morte denominadas caspases que ativam a cascata de
sinalizacdo de morte (FULDA; DEBATIN, 2006; KAUFMANN;
EARNSHAW, 2000; REED; PELLECCHIA, 2005).

A via intrinseca da sinalizacdo da apoptose envolve a ativacdo de
caspases diferentes da via extrinseca, além da inibicdo de fatores anti-
apototicos da familia Bcl-2 e permeabilizagio da membrana
mitocondrial para liberacdo de fatores prd-apoptéticos do seu interior.

Entre os membros da familia de proteinas Bcl-2, destacam-se a
proteina anti-apoptdtica Bcl-2 e Bcl-x, como promissores alvos no
desenvolvimento de novos farmacos (FULDA; DEBATIN, 2006;
KAUFMANN; EARNSHAW, 2000; O’NEILL; HOCKENBERY, 2003;
REED; PELLECCHIA, 2005).

A proteina Bcl-2 atua também na regulacdo de processos
autofagicos. A autofagia é um evento que ocorre em resposta a diversas
situacBes como privacdo de nutrientes, acumulagdo de proteinas mal
enoveladas e organelas danificadas (DALBY et al., 2010; KEPP et al,
2011; ROSENFELDT; RYAN, 2011; DENTON; NICOLSON;
KUMAR, 2012). Na presenca de uma das situa¢cbes mencionadas, ocorre
a formacdo de vesiculas autofagicas que envolverdo pequenas porcoes
do citosol contento as proteinas ou organelas danificadas para
degradagdo das mesmas e manutencao da homeostasia celular.

Assim, a inducdo da autofagia pela inibicdo de proteinas anti-
autofagicas como a Bcl-2 pode ser utilizada como alternativa terapéutica
na morte celular de alguns tipos de céncer, quando essas células ndo
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apesentam moduladores apoptéticos, ou como uma via complementar a
ativacdo da apoptose, para potencializar a agdo antitumoral (FAZI,
2008; DALBY et al., 2010; GALLUZZI et al., 2012).

Verificamos anteriormente que o sal de isotiourdnio MF08
(brometo de (z)-2-(isotioureidometil)-2-pentenoato de metila) (Fig. 4 )
apresentou expressiva atividade citotdxica, destacando-se com melhor
atividade antitumoral entre um grupo de 28 moléculas testadas em
linhagem celular de leucemia.

Figura 4 — Estrutura molecular do brometo de (z)-2-(isotioureidometil)-2-
pentenoato de metila (SI-MF08)
o
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O SI-MFO08 foi sintetizado através da reagdo de Morita-Baylis-Hillman pelo Dr.
Misael Ferreira e pelo Prof. Dr. Marcus Mandolesi S& do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC (SA et al., 2010).

O composto apresentou ICsq (concentracao inibitéria de 50% das
células) de 3 pM. Observou-se ainda que o mecanismo de acdo dessa
molécula envolve externalizacdo da fosfatidilserina, aumento de
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), formacdo de
vacuolos citoplasmaticos sugestivos de processo autofagico, bloqueio do
ciclo celular na fase G2/M e fragmentagdo do DNA (ASSUNCAO,
2013).

Estes resultados indicam que o composto ativa diferentes
mecanismos que induzem a morte da célula, o que pode ser uma
maneira interessante de driblar a resisténcia da célula tumoral aos
tratamentos quimioterapicos convencionais (MARQUEZ et al., 2013).

A resisténcia a quimioterapicos pode ocorrer pela
heterogeneidade do tumor, pela ativacdo de bombas de efluxo na
membrana celular, inativacdo do farmaco ou mudancas no alvo bem
como alteragBes celulares decorrentes de uma resposta ao estresse
induzido pelo tratamento (NOBILI et al., 2006; SUI et al., 2013). Como
exemplo do ultimo mecanismo, podemos citar a capacidade da célula de
driblar a apoptose induzida pelo farmaco (IGNEY; KRAMMER, 2002;
MARQUEZ et al., 2013; NOBILI et al., 2006; POMMIER et al., 2004;
PORTT et al.,, 2011). Sendo assim, o SI-MF08 demonstrou-se uma
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molécula com promissora atividade antitumoral, portanto novos estudos
foram realizados para melhor compreensdo de sua atuacdo na fisiologia
da célula tumoral.

2 Materiais e métodos
2.2 Reagentes

O meio de cultura, soro fetal bovino, tripsina e os antibiéticos
penicilina/streptomicina foram adquiridos da GIBCO (Grand Island,
NY, EUA). A sonda JC-1 (5,5,6,6 -tetraclorol,1°,3,3"-
tetraetilbenzimidazolocarbocianina) foi obtida da Invitrogen (Carlsbad,
CA, EUA). Os anticorpos primérios Bcl-2, Bcl-x, p-actina e o anticorpo
secundario IgG ligado a peroxidase foi fornecido pela Santa Cruz
Biotechnology Inc. (Dallas, TX, EUA). O iodeto de propideo foi obtido
da Millipore (Billerica, MA, EUA), o dimetilsulféxido (DMSO) foi
obtido pela Merck (Darmstadt, Germany) e o Amersham ECL™ pela
GE Healthcare (Little Chalfont, UK). A sonda LysoTracker® Green foi
obtida da Thermo-Fisher (Waltham, Massachusetts, USA) e demais
reagentes foram adquiridas da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

2.3 Cultura celular

As células de leucemia murina L1210 e fibroblasto murino NIH-
3T3 foram mantidas em garrafas plasticas de cultura contendo meio
RPMI ou DEMEM, respectivamente, com 1,5 g/L de bicarbonato de
sodio, 10 mM de HEPES, 100 U/ml de penicilina G, 100 pg/mL de
estreptomicina e suplementado com 10% de soro fetal bovino; pH 7,4
em estufa umidificada a 37°C em 5% de CO,. Para a realizagdo dos
experimentos, o nimero de células viaveis foi avaliado pelo método de
Azul de Trypan (FRESHNEY, 1987) com contagem em camara de
Neubauer e foi estabelecido um limite minimo de 90% de viabilidade
para realizacdo dos experimentos. Os ensaios foram realizados com
células a partir da 3% passagem e com limite de até 6 passagens.

2.4 Tratamento Celular
O sal de isotiour6nio MF08 foi dissolvido em agua miliQ e

armazenado a 4°C em aliquotas. A solugdo estoque foi diluida em meio
de cultura para atingir as concentrac@es desejadas nos experimentos. As
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células NIH-3T3 foram plaqueadas 24 horas antes da adi¢do do
composto para aderéncia nas placas e as células L1210 foram
plaqueadas juntamente com o composto. Como controle, foram
utilizadas células sem adicdes.

2.5 Ensaio de Viabilidade Celular - MTT

O método do MTT baseia-se na utilizacdo de um corante, o
Brometo de 3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT) para
determinar a viabilidade celular por meio da atividade mitocondrial,
majoritariamente pela hidrogenases. O MTT é um sal de tetrazélio
soltvel em agua, o qual é convertido em um formazan purpura insolGvel
apos a clivagem do anel de tetrazolio por desidrogenases mitocondriais
(MOSMANN, 1983). As células NIH-3T3 (1 x 10% poco) foram
plaqueadas 12 horas antes da exposi¢do ao SI-MF08 para aderéncia das
mesmas na placa. Depois de aderidas as células foram expostas a
concentracGes crescentes de SI-MF08 (1 uM a 100 puM) em meio de
cultura em placa de 96 pocgos por 24 h. Ap6s periodo de incubagdo o
meio foi substituido por uma solucdo de MTT (0,25ug/pL) por 2 horas a
37°C. Em seguida, a solucdo de MTT foi substituida por DMSO para
solubilizacdo dos cristais de formazan e leitura da absorbancia em
540nm em leitor de microplacas. A densidade Optica obtida no grupo
controle (células sem tratamento) foi considerada como equivalente a
100% de células viaveis e a viabilidade celular nos demais tratamentos
foi calculada por regressao linear. Portanto, quanto maior a densidade
Optica obtida no ensaio, maior o ndmero de células viaveis. A
concentracdo que inibe em 50% a atividade das desidrogenases
mitocondriais (ICsp) foi calculada usando o programa GraphPad Prisma
5.

2.6 Célculo do indice de seletividade
O indice de seletividade (1S) do composto foi definido pela razdo
da ICs; do composto entre as linhagens ndo-tumoral e tumoral,

conforme férmula a seguir:

IS = ICso em célula ndo — tumoral

ICsoem célula tumoral

(1)
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2.7 Avaliacdo ultraestrutural por microscopia eletronica de
transmisséo (MET)

As células L1210 foram plagueadas (1 x 10°% poco) em placa de
12 pogos e foram expostas a 1,5 — 2,0 — 3,0 uM de SI-MFO08 por 24
horas. Em seguida, as células foram centrifugadas a 400 x g por 10
minuto, lavadas com PBS 3x para completa remocédo do meio de cultura
e fixadas por 8 horas com 4% de paraformaldeido e 2,5% glutaraldeido
em tampéo cacodilato de sédio pH 7,2; 0,1M.

As células foram novamente lavadas 3x com a solucéo tampao,
pos-fixadas com 1% de tetroxido de ésmio com ferrocianeto de potassio
e cloreto de célcio seguido outra lavagem com solugdo tampédo. A
desidratacdo das amostras foi feita com séries crescentes de acetona e as
células foram infiltradas em resina para emblocamento. SecOes
ultrafinas foram obtidas em ultramicrétomo e contrastadas com acetato
de uranila e citrato de chumbo para visualizacdo em microscépio de
transmissao JEM-1011 (JEOL).

2.8 Investigacao da formacao de vacuolos &cidos por
microscopia confocal

A formacdo de vactolos acidos decorrentes do tratamento com o
composto foi observada através de microscopia confocal a utilizagdo do
corante laranja de acridina (DEGTYAREV; REICHELT; LIN, 2014;
HARHAJI-TRAJKOVIC et al., 2009; KANZAWA et al., 2004). Pra a
realizacdo do ensaio, as células L1210 foram plaqueadas em uma
densidade de 1 x 10%/poco em placa de 12 pocos e incubadas por 24
horas com o composto. Apds incubacdo, as células foram centrifugadas
a 400 x g por 10 minutos em 200 pL de PBS. Dessa suspensao, uma
aliquota de 20 pL foi colocada em placa de petri apropriada para
visualizacdo em microscopio confocal e coradas com laranja de acridina
(0,1 pg/mL). As células foram visualizadas em fluorescéncia verde
(Laser de Argbnio com 488 nm de excitacdo e 540 nm de emissdo),
vermelha (Laser He-Ne com 594 nm de excitacdo e 680 hm de emissdo)
e em campo claro. As imagens foram capturadas em microscopio Leica
DMI6000 B acoplado a um scanner confocal TCS SP5. Em condigdes
normais, as células L1210 apresentaram citoplasma e nucleo corados em
verde, na presenca de vaclolos &cidos, o corante penetra esses
compartimentos e emite fluorescéncia vermelha, possibilitando a
distin¢do dos mesmos.
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2.9 Quantificacdo da formacao de vacuolos acidos por
citometria de fluxo

Para quantificacdo dos vacuolos &cidos, as células L1210 (1 X
10%poco) foram expostas a 3,0 M de SI-MF08 em placa de 12 pocos
por 24 horas. Ap6s incubagdo com composto, as células foram marcadas
com 50 nm de LysoTracker® Green por 1 hora a 37°C (CHIKTE;
PANCHAL; WARNES, 2014). Células incubadas sem composto foram
utilizadas com controle negativo e para controle positivo as células
foram sonicadas 10 x com pulsos de 3 segundos ap6s marcagdo com a
sonda fluorescente, conforme descrito por Degtyarev, Reichelt e Lin
(2014), com algumas modificacdes. Apds tempo de marcacdo das
amostras, as células foram centrifugadas a 400 x g por 10 minutos,
lavadas 2x com 1 mL de PBS, ressuspensas em 400 L de PBS gelado e
mantidas em gelo até a aquisicdo no aparelho. A quantificacdo do
nimero de eventos com vacuolos &cidos foi realizada em citdmetro de
fluxo FACSCanto (Becton Dickinson) utilizando o software Flowing
2.5.1 (Universidade de Turku, Finlandia). Para cada amostra, foram
analisados 7 mil eventos.

2.10 Investigacéo do potencial de membrana mitocondrial

A avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial das células
L1210 frente a exposicdo ao SI-MFO08 foi avaliada utilizando a sonda
fluorescente JC-1 (iodeto de 5,5'6,6'-tetracloro-1,1',3,3'-
tetraetilbenzimidazolcarbocianina), uma substancia catibnica capaz de
penetrar a membrana negativa da mitocondria quando o potencial esta
estabelecido, apresentando-se na forma de agregados que emitem
fluorescéncia vermelha. No caso de perda do potencial da membrana
mitocondrial, ocorre a liberagdo desta sonda para o citoplasma em forma
de mondmeros que emitem fluorescéncia verde.

Para realizacdo deste ensaio, as células foram plaqueadas em
placas de 12 pocos em uma densidade de 1 x 10° células/poco e expostas
ao composto por 4 horas. Em seguida, a sonda lipofilica, catibnica
fluorescente JC-1 foi adicionada por 20 minutos a 37°C (5% CO,) e
posteriormente as células foram entrifugadas a 400g por 10 minutos e
lavadas 2 vezes com 1 mL de PBS para completa remocédo do excedente
de sonda. As amostras foram ressuspensas em 500 uL de PBS para
medicdo da fluorescéncia em espectrofluorimetro (Perkin-Elmer LS55)
com excitacdo de 485 nm e emissdo de 535 nm para fluorescéncia verde,
e 560 nm de emissdo e 595 nm de excitacdo para fluorescéncia
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vermelha. Os resultados da razéo entre as fluorescéncias vermelho e
verde, ap6s normalizacdo do conteudo proteico, das células expostas ao
composto e foram comparados com o grupo controle (células sem
exposicdo ao SI-MFO08), que foram consideradas como possuindo 100%
de potencial de membrana mitocondrial. Como controle positivo foi
utilizado FCCP (fluorocarbonil-cianeto fenilhidrazona) 1 pM, um
desacoplador da cadeia transportadora de elétrons.

2.11 Avaliacéo da atividade da caspases -3, -8, -9 e -12

A atividade das caspases -3, -8, -9 e -12 das células L1210
expostas ao SI-MF08 foram monitoradas pela producdo de substrato
fluorescente, segundo protocolo do fabricante (SIGMA-ALDRICH).
Para isso, as células (3 x 10% pogo) foram plaqueadas em placas de 6
pocos e incubadas com meio de cultura contendo a ICsy do composto
por 4 ou 12 horas. Apo6s, as células foram lavadas com PBS e lisadas
com tampdo contendo 50 mM HEPES pH 7.4, 5 mM de CHAPS (3-
propano sulfonato [(3-Colamidopropil)-dimetil amménio]), 5 mM de
DDT (ditiotreitol), 1 mM de PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil), 1
g/mL pepstatina A, 1 pg/mL leupepting, e 5 pg/mL aprotinina,
homogeneizadas em vortex e incubadas por 20 min a 4 °C. Ap0s a lise
celular as amostras foram centrifugadas a 800 x g por 15 mina4 °Ceo
homogenato foi obtido do sobrenadante. Uma aliquota do extrato celular
foi adicionado ao meio de reacdo contendo 25 mM HEPES pH 7.4, 1%
CHAPS, 1 mM EDTA, 10% sacarose, 3 mM DTT e suplementado com
0 substrato correspondente para cada caspase (caspase-3: 20 u M Ac-
DEVD-AMC; caspase-8: 100 u M Ac-IEDT-AMC; caspase-9: 100 u
M Ac-LEDH-AFC; caspase-12: 50 u M Ac-ATAD-AFC). A clivagem
do substrato fluorogénico foi detectada espetrofluorimetricamente
(Perkin-Elmer LS55, Boston, MA, USA) apds incubacéo de 2 h a 37 °C
usando A de excitacdo de 380 nm e emissdo de 460 nm. Os resultados
foram analisados utilizando o programa GraphPad Prisma 5 e
comparados ao grupo controle (sem exposi¢do ao SI-MFO08). Dados
foram expressos em unidades de fluorescéncia.

2.12 Quantificacao da proteina Fas por citometria de fluxo
Para a avaliagdo da quantidade de proteinas envolvidas no

processo apoptotico, as células L1210 (1 x 10°) foram plaqueadas em
placa de 12 pocgos e incubadas por 12 ou 24 horas com SI-MF08. Em
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seguida as células foram centrifugadas a 400 x g por 10 minutos e
lavadas duas vezes com 1 mL de PBS. As amostras foram ressuspensas
em 60 pL de PBS + 1% de SFB. Em seguida, 50 pL das amostras foram
incubadas com 10 pL de anticorpo monoclonal especifico por 30
minutos a 4°C. Posteriormente as células foram lavadas com tampao e
ressuspensas em PBS + 1% de SFB para aquisicdo em citdmetro de
fluxo (FACS CANTO |II, BD Biosciences). A verificacdo de
fluorescéncia inespecifica foi realizada com a utilizacdo de um isotipo e
a expressdo das proteinas em estudo expressas em células expostas ao
composto foram comparadas com a quantidade de proteina expressas em
células do grupo controle (sem exposi¢do ao composto).

2.13 Investigacéo de proteinas envolvidas em processos
apoptoéticos/autofagicos por Western Blot

Para a avaliacdo do conteldo proteico de Bcl-2 e Bcl-x., as
células L1210 foram plagueadas numa densidade de 3 x 10°
células/poco em placa de 6 pogos e incubadas com 1,5 uM e 3,0 uM de
SI-MFO08 por 48 horas. Apés o periodo de incubacao, as amostras foram
centrifugadas a 400 x g por 10 minutos e lavadas duas vezes com 1 mL
de PBS. A extracdo de proteinas foi feita com a utilizacdo de 120 L de
tampdo RIPA contendo inibidores de protease (TrisHCI 10 mM, NaCl
150 nM, 1% de Triton X-100®, 0,1% de SDS, 1 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfonil, 5 pg/mL de aprotinina, 1 pg/mL leupeptina e 1
pg/mL de pepstatina), seguido da quantificacdo de proteinas totais pelo
método de Lowry (1951). Apds quantificacdo, 35 pg de proteinas totais
foram separadas eletroforeticamente em gel de dodecilsulfato de
poliacrilamida 15% e transferidas para membrana de nitrocelulose
seguido de blogueio com 5% de albumina bovina em solugéo salina
tamponada com Tris e Tween-20® (TBS-T). Em seguida as membranas
foram incubadas overnight a 4° C com anticorpos monoclonais
especificos para deteccdo de Bcl-2, Bel-x, ou B-actina nas concentragdes
de 1:100, 1:100 e 1:2000, respectivamente (diluicdo em TBS-T
contendo 2,5 % de albumina sérica bovina). Ap6s, as membranas foram
lavadas com TBS-T e incubadas com anticorpo secundario anti-lgG
murina conjugado a peroxidase (concentracdo de 1:20.000) para
visualizacdo de complexos quimioluminescentes utilizando Amersham
ECL™ (GE Healthcare, GB) detectados com ChemiDoc MP (Bio-Rad,
CA, EUA). As imagens das proteinas foram analisadas com o programa
ImageLab e os dados foram normalizados pela quantidade de [-actina
encontrada em cada amostra.
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2.14 Anélise estatistica

Os resultados das analises foram expressos como média + EPM
de trés experimentos independentes e analise estatistica foi realizada
com o programa GraphPad Prisma 5 utilizando teste T de Student e
valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

3 Resultados e Discussao

3.1 Citotoxicidade do SI-MF08 em linhagem né&o tumoral e
indice de seletividade

Em estudos anteriores, observou-se que o SI-MFO08 apresenta 1Cs
de apenas 3 UM para a linhagem celular de leucemia murina L1210
(ASSUNCAO, 2013; FERREIRA et al., 2017), portanto com 0 objetivo
de avaliar a seletividade da molécula para células tumorais realizou-se o
estudo de citotoxicidade do composto em linhagem ndo tumoral de
fibroblasto murino NIH-3T3.

Para isso, doses crescentes do composto (5 UM a 100 uM) foram
adicionadas a cultura celular de fibroblasto murinoNIH-3T3 por um
periodo de 24 horas para avaliacdo da citotoxicidade do composto e
determinacdo da ICs, (concentracdo que inibe 50% a atividade das
desidrogenases mitocondriais) através do método de MTT
(MOSMANN, 1983). Para fins comparativos, a citotoxicidade do agente
tumoral mitoxantrona foi também avaliada nas mesmas condi¢des do Sl-
MFO08.

A mitoxantrona ¢ uma molécula sintética estruturalmente similar
as antraciclinas. As antraciclinas sdo moléculas naturais ao qual o agente
antitumoral  doxorubicina pertence (KOMESHIMA; TSURUO;
UMEZAWA, 1988). A doxorubicina é amplamente utilizada no
tratamento de leucemias, cancer de mama e outros tumores solidos,
porém sua baixa biodisponibilidade faz com que seja necessario 0 uso
de altas doses, aumentando o risco de cardiotoxicidade devido a efeitos
cumulativos, além de mielossupressdo e nefrotoxicidade (CHHIKARA
et al., 2011). A mitoxantrona por sua vez, foi desenvolvida com o
objetivo de reduzir a cardiotoxicidade presente em moléculas naturais
como a doxorubicina e melhorar o indice terapéutico. E usada no
tratamento do cancer de mama, ovario, préstata, linfomas e leucemias,
incluindo a LLA (HAJIHASSAN; RABBANI-CHADEGANI, 2009;
PARKER et al., 2010; PATEL; TREDAN; TANNOCK, 2013)
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Através da interpolacdo das concentragfes utilizadas com a
resposta da atividade das desidrogenases mitocondriais, foi possivel
determinar através do programa estatistico GraphPad Prisma 5 uma ICs
de 71 uM nas células NIH-3T3. A Figura 5 representa a curva dose-
resposta do SI-MF08 em 24 h de exposi¢do em células NIH-3T3 (Fig. 5-
A) e L1210 (Fig. 5-B). Da mesma forma, foi avaliada a citotoxicidade
do agente antitumoral mitoxantrona nas linhagens celulares NIH-3T3
(Fig. 5-C) e L1210 (Fig. 5-D) apresentando uma ICsy de 15 uM e 45
UM, respectivamente.

Figura 5 - Curva dose- resposta da atividade citotdxica do SI-MF08.
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A citotoxicidade do SI-MF08 foi avaliada através do método de MTT, apds as
células serem expostas por 24 horas a concentragGes crescentes do composto em
fibroblasto murino NIH-3T3 (A) e células de leucemia L1210 (B). Foi também
avaliada a citotoxicidade do agente antitumoral mitoxantrona nas linhagens
celulares NIH-3T3 (C) e L1210 (D) sob as mesmas condi¢des descritas pra o Sl-
MFO08. Valores expressos em média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes.

Ainda, a razdo entre a ICsq da linhagem ndo tumoral e a I1Cg, da
linhagem tumoral nos permitiu determinar o indice de seletividade (IS)
(1). Observou-se dessa forma que o IS do SI-MF08 é de 24. Por outro
lado, a mitoxantrona apresentou IS = 3.
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A seletividade de um composto para células tumorais é um fator
importante na busca por novos agentes quimioterapicos, sendo um
indicio de que a molécula possa apresentar menor toxicidade sistémica
quando usada em pacientes (LOPEZ-LAZARO, 2015). Portanto,
podemos dizer que nas linhagens estudadas, além de apresentar maior
citotoxicidade, o SI-MF08 apresentou também maior seletividade
(IC5=3 UM e SI=24) quando comparado a um agente antitumoral de
referéncia.

3.2 Alteracbes morfologicas em células L1210 expostas ao Sl-
MF08

Para avaliacdo das alteracbes morfoldgicas envolvidas na
citotoxicidade do SI-MF08, secfes ultrafinas de células L1210 foram
avaliadas ap6s 24 horas de exposicdo do composto. A Figura 6 a seguir
mostra 0 aumento das cisternas do RE (Fig. 6-B e F), além de formac&o
de vacuolos autofagicos (Fig. 6-B), vacuolizagdo citoplasmatica (Fig. 6-
D) e mitocondria “donut-like” (Fig. 6-C), indicando alteracdes no
metabolismo celular, causadas pelo composto. Em trabalho anterior,
observou-se que 0 composto gerava nestas mesmas células um aumento
da formag&o de espécies reativas de oxigénio (ASSUNCAO, 2013).

O estresse de RE apresenta aumento das cisternas dessa organela,
com liberacdo de célcio para o citosol que é entdo recaptado pela
mitocOndria, causando um desequilibrio no metabolismo mitocondrial
com aumento da geracdo de EROs. Quando ocorre grande acimulo de
EROs no interior da mitocdndria, ha aumento da matriz mitocondrial,
perda do potencial de membrana mitocondrial com abertura dos poros
da membrana e liberacdo de ions calcio para o citosol, induzindo a mais
estresse de RE e assim dando continuidade ao ciclo de eventos
envolvidos no desequilibrio intracelular (WANG; YOULE, 2009;
ZEESHAN et al., 2016). Ainda, a dilatacdo das cisternas do RE ocorre
em processos apoptoticos para formacdo de vesiculas e vacuolos (LY;
GRUBB; LAWEN, 2003). Portanto, a micrografia apresentada na
Figura 6-F parece representar um passo a frente da micrografia da célula
apresentada na Figura 6-D no processo de morte, em que as cisternas do
RE se dilatam (Fig. 6-F) e posteriormente surgem em seu lugar vacuolos
citoplasmaticos que se estendem ao redor de todo nicleo da célula (Fig.
6-D).
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Figura 6 — Mudangas estruturais em células L1210.

Micrografias obtidas por microscopia eletronica de transmissdo de células
L1210 cultivadas sem exposi¢do ao composto (grupo controle) (A) e de células
expostas por 24 horas ao SI-MF08 em concentra¢des de 1,5 uM (B e C), 2,0
uM (D e E) e 3,0 uM (F). “N’ indica o nucleo da célula; “M” representa
mitocondrias, “V” indica vactiolo autofagico, tridngulos indicam o RE e setas
apontam para vacuolizagdo do citoplasma.
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Além disso, pontos mais eletrodensos na regido do ndcleo como
observados na Figura 6-D e F representam a condensacdo da cromatina,
outro fendmeno observado em processos apoptadticos.

A captacdo de calcio e a formacdo de EROs no interior da
mitocOndria pode levar a uma mudanca conformacional da organela pela
perda do potencial de membrana mitocondrial, em que a mitocondria
adquire a forma circular, semelhante a uma rosquinha (donut-like
mitochondria), na tentativa de impedir sua perda de funcionalidade
causada pelo estresse oxidativo (AHMAD et al., 2013; BENARD et al.,
2007; GREGORCZYK et al., 2014; LIU; HAINOCZKY, 2011). Na
Figura 6-C observa-se que em contato com SI-MFO08, as células L1210
apresentaram mitocondrias com formato circular correspondentes ao
fendmeno descrito.

Figura 7 — Bloqueio mit6tico de células L1210 expostas ao SI-MF08
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Células de leucemia tratadas com a ICs, do SI-MFO08 apresentaram bloqueio
mitético. Visualizagdo em microscépio de fluorescéncia com laranja de acridina
e brometo de etidio evidenciou segrega¢do cromossomal (setas vermelhas) apos
exposi¢do ao SI-MF08. Seta branca indica célula em necrose e seta azul indica
vacuolizacdo citoplasmatica. Fonte: ASSUNCAO, 2013 (A). Histograma
representativo da dispersdo das células de leucemia nas fases do ciclo celular
indica que o composto causou aumento do ndmero de eventos na fase G2/M
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quando comparado ao grupo controle. Células foram marcadas com iodeto de
propideo (intercalante de DNA) e adquiridas em citdmetro de fluxo (B).

O composto causou também multinucleagdo celular (Fig. 6-E),
sugestivo de catastrofe mitotica. Alteracdes morfol6gicas semelhantes ja
foram reportadas por Vitale e colaboradores (2011) em micrografias de
células de carcinoma colorretal HCT-116 obtidas por MET, sugerindo
gue esse evento possa ser decorrente de uma catastrofe mitética. Em
estudo anterior com SI-MF08, essa hipotese ja havia sido levantada,
uma vez que 0 mesmo causa segregacdo cromossomal (Fig. 7-A),
levando a um acimulo no nimero de eventos na fase G2/M do ciclo
celular (Fig. 7-B) quando as células foram avaliadas por citometria de
fluxo (ASSUNCAO, 2013).

3.3 Potencial de Membrana Mitocondrial

A permeabilidade da membrana da mitocondria é controlada pelo
potencial de membrana mitocondrial (PMM), que ¢ a diferenca de carga
existente entre o citosol e a matriz mitocondrial. Quando estabelecido, o
PMM permite o controle da troca de ions do interior da mitocéndria e
citoplasma, bem como participa da estruturagdo da matriz da organela
(GOTTLIEB et al., 2003; LY; GRUBB; LAWEN, 2003).

Figura 8 - Potencial de membrana mitocondrial de células L1210.
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Células foram expostas a 3,0 uM de SI-MF08. Como controle negativo, células
foram cultivadas em condic6es normais. Para controle positivo, células foram
incubadas com FCCP. Dados representam médias + desvio padrdo de trés
experimentos independentes.++p<0,004 e +p<0,02.
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Para confirmagdo da mudanga no potencial de membrana
mitocondrial sugerida como uma das alteracfes metabdlicas causadas
pelo composto nas células estudadas, utilizou-se a sonda fluorescente
JC-1 que foi quantificada espectrofluorimetriamente. A razdo entre a
fluorescéncia verde e vermelha emitida pela sonda demonstrou que
houve uma perda do PMM ap6s 4 horas de exposi¢cdo ao composto,
conforme se observa na Figura 8.

A perda do PMM ocorre em processos de morte celular como a
apoptose, levando ao aumento da geracdo de EROSs, ruptura da
membrana externa da organela e liberacdo de moléculas envolvidas na
cascata de sinalizagdo de morte (GOTTLIEB et al., 2003; KROEMER;
GALLUZZI; BRENNER, 2007; TSUJIMOTO; SHIMIZU, 2007;
WANG; YOULE, 2009). Como observado em trabalho anterior, o Sl-
MFO8 também causa aumento da geracdo de espécies reativas de
oxigénio (Fig. 9) (ASSUNCAO, 2013), resultando na perda de PMM
observada.

Figura 9 — Geragdo de EROs em células de leucemia expostas ao SI-MF08
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Avaliacdo da geracdo de EROS induzidas pela ICs, dos Sls ap6s 4 horas de
exposicao aos compostos. H,O, foi usado como controle positivo. No gréfico,
MF8 corresponde ao SI-MF08. A geragdo de EROs foi avaliada com a sonda
DCFH-DA (2°, 7’- diclorodihidrofluoresceina diacetato) e quantificado
espectrofluorimetricamente. Resultados foram analizados com anélise de
variancia de uma via (ANOVA), seguido de pos-teste de Dunnet. Valores foram
expressos em unidades de fluorescéncia ***p<0,0001, n = 3 + EPM. Fonte:
ASSUNGCAO, 2013.
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3.4 Formacao de vacuolos acidos

O controle do metabolismo e homeostasia celular envolve
processos autofagicos para degradacdo de organelas com perda de
funcionalidade. Para isso, ocorre a formacdo de uma membrana que
circunda parte do citoplasma contendo as organelas disfuncionais e
essas que sdo apresentadas aos lisossomos e degradadas
enzimaticamente no interior dessas vesiculas acidas. Em casos de
extensivo dano celular, a autofagia também pode ocorrer como um
mecanismo de morte celular (LEVINE; KROEMER, 2008;
MIZUSHIMA, 2007; NODA; INAGAKI, 2015).

Com o proposito de investigar e quantificar possiveis vaclolos
autofagicos conforme sugerido na Figura 6-B e D, as células L1210
foram coradas com laranja de acridina.

O marcador fluorescente laranja de acridina é uma substancia
lipofilica sem carga que age como uma base fraca e penetra as
membranas bioldgicas da célula, espalhando-se pelo citoplasma e
nucleo, emitindo fluorescéncia verde. Na presenca de compartimentos
acidos, o corante se acumula no interior dessas vesiculas em sua forma
protonada formando agregados que emitem fluorescéncia vermelha. A
intensidade da fluorescéncia vermelha é proporcional ao grau de acidez,
permitindo que tanto o numero de células autofigicas quanto a
intensidade de autofagia, inferida pela avaliagdo da quantidade de
compartimentos celulares acidos, possam ser avaliados (KANZAWA et
al., 2004).

As Figuras 10-A e B apresentam as micrografias obtidas por
microscopio de fluorescéncia confocal das células L1210 incubadas 24
horas com 3 uM de SI-MFO08 e células controle (sem SI-MFO08) para
comparagdo da quantidade de vesiculas &cidas. Imagens das células
foram obtidas em campo claro e em campo escuro para captagdo de
fluorescéncia verde e vermelha (Fig. 10-A). Por fim, a sobreposicao das
micrografias contento as fluorescéncias verde e vermelha permitiu
colocalizagdo das vesiculas no interior da célula, representado pela
fluorescéncia amarela (Fig. 10-B).

Sendo assim, observa-se que ap6s exposi¢do ao SI-MF08, as
células L1210 induziram o aumento da formacao de vesiculas acidas no
citoplasma na tentativa de reestabelecer a homeostasia celular ap6s
sofrerem um estresse oxidativo e dano as ultraestruturas.
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Figura 10 — Formagéo de vesiculas acidas em células L1210.
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L1210 com SI-MFO8
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Microscopia confocal de células L1210 marcadas com laranja de acridina ap6s
24 horas de exposicdo a 3 UM de SI-MFO08 e células controle (sem exposicdo ao
SI-MF08). Micrografias foram obtidas em campo claro e campo escuro para
visualizacdo de fluorescéncia verde e vermelha (A). A colocalizacdo das
vesiculas acidas no interior da célula apresenta fluorescéncia verde, indicada



60

pelas setas (B). Aquisicdo de células L1210 em citdmetro de fluxo apds
marcacdo com LysoTracker® Green para quantificacdo das vesiculas acidas.
Como controle positivo, células foram sonicadas com 9 pulsos de 3 segundos
para indugdo da formagdo de vesiculas. Como controle negativo, células foram
cultivadas sem exposicdo ao SI-MF08. O deslocamento do histograma da regido
um (R1) para a regido dois (R2) representa o0 aumento da fluorescéncia. A tabela
representa 0 nimero de eventos quantificados em cada regido (R1 e R2) (C).

Devido a ruptura das vesiculas pela alta intensidade da luz de
excitacdo os agregados de L.A. internalizados extravasaram para o
citoplasma e nédo foi possivel quantificar a fluorescéncia vermelha em
tempo no citdmetro de fluxo. Problema semelhante ja foi reportado por
Pierzynska-Mach, Janowski e Dobrucki (2014) em estudo comparativo
de sondas para marcacdo dessas vesiculas, sugerindo que devido a
intensidade da luz de excitagdo emitida sob a amostra, ocorre a ruptura
da vesicula e extravasamento dos agregados de L.A.

Portanto, na tentativa de melhorar a quantificagdo das vesiculas,
uma sonda mais estavel foi utilizada para quantificacdo por citometria
de fluxo. As células foram expostas ao SI-MF08 mantendo a mesma
concentracdo e tempo de incubacdo do experimento anterior. Em
seguida, as células L1210 foram marcadas com Lysotracher Green® e
avaliadas em citémetro de fluxo.

O histograma da Figura 10-C representa a sobreposi¢do dos
picos de fluorescéncia das células controle negativo, controle positivo e
células expostas ao SI-MF08, seguido da tabela expressando o ndmero
de ceélulas que apresentam formagdo de vesiculas &cidas para cada
condi¢do celular. O grupo controle negativo (células cultivadas sem
exposicdo ao SI-MF08 ou sonicagdo) foi considerado como a regido de
fluorescéncia de fundo, portanto o deslocamento dos eventos da regido
um (R1) para a regido dois (R2) nas células do grupo controle positivo e
tratadas com SI-MF08 representam o aumento de fluorescéncia emitido
pela sonda pela formagao de vacuolos acidos.

Quando expostas ao composto, as células apresentaram um
deslocamento do pico de fluorescéncia de R1 para R2, representativo do
aumento do nimero de vesiculas marcadas. Na tabela esse efeito refletiu
em um valor de 76% de células marcadas para 0 grupo exposto ao Sl-
MFO08. Ainda, as células incubadas com SI-MF08 apresentaram maior
nlmero de eventos marcados com a sonda que 0 grupo controle positivo
utilizado por Degtyarev, Reichelt e Lin (2014) no estudo de marcadores
dessas vesiculas &cidas, onde as células foram submetidas a sonicacéo
para inducdo da formacdao de vesiculas.
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O aumento da fluorescéncia em ambos 0s experimentos sugere
gue o estresse oxidativo gerado pela exposicdo ao SI-MFO08 leva a perda
da funcéo de organelas como as mitocondrias, ativando a formacéo de
vesiculas digestivas para eliminar essa organela e tentar reestabelecer a
homeostasia celular.

3.5 Ativacao da cascata de caspases

Durante o processo de apoptose, uma cascata de efetores pro-
apoptoticos sdo ativados, entre essas moléculas, as caspases encontram-
se envolvidas nas vias de sinalizacdo extrinseca e intrinseca. A avaliacao
da ativacdo das caspases, além de auxiliar na confirmacdo do processo
de morte celular por apoptose, também indica por qual via de
sinalizacdo isso ocorre, sendo que diferentes caspases sdo ativadas em
cada uma das vias (ASHKENAZI, 2008; CULLEN; MARTIN, 2009;
ELMORE, 2007; RIEDL; SHI, 2004).

Para investigar o possivel envolvimento dessas proteinas no
processo de morte ativado pelo SI-MF08, substratos fluorescentes foram
utilizados para quantificacdo das caspases -12, -9, -8 e -3 ap0s 4 horas e
12 horas de incubacdo do composto com as células.

Na via extrinseca da apoptose, a ativacdo das caspases iniciadoras
-8 e -10 ocorrem em resposta a conjugacdo de ligantes extracelulares
como Fas e fator de necrose tumoral (TNF) aos receptores de superficie
celular. Esses fatores quando estimulados, associam-se, por meio de
proteinas adaptadoras como a FADD (Fas-Associated Protein with
Death Domain), a essas caspases iniciadoras. As caspases iniciadoras
por sua vez ativardo as caspases executoras para culminar na morte
celular (DENTON; NICOLSON; KUMAR, 2012; FERNALD;
KUROKAWA, 2013; HOTCHKISS et al., 2009).

Na via intrinseca, estimulos como EROs, dano ao DNA entre
outros induzem a permeabilizacdo da membrana mitocondrial e
liberacdo de proteinas pro-apoptéticas que ativam a caspase-9
(iniciadora). Essa por sua vez ativard as caspases efetoras -3 e -7
(DENTON; NICOLSON; KUMAR, 2012; FERNALD; KUROKAWA,
2013; HOTCHKISS et al., 2009).

A ativagdo da via intrinseca através da caspase-9 pode também
ocorrer ap0s a ativacdo da via extrinseca da apoptose, quando a ativacdo
da caspase -8 causa perda do potencial de membrana celular, levando a
liberacdo de fatores pro-apoptéticos que ativardo a caspase-9
(STENNICKE et al., 1998; WAJANT, 2002)
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Figura 11 — Ativacdo de caspases em células expostas ao SI-MFO08.
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Células L1210 foram expostas a 3 uM do composto por 4 horas (A) e 12 horas
(B) para investigar o envolvimento de caspases na cascata de sinalizagdo de
morte. Dados representam média de dois experimentos independentes + desvio
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A procaspase-12 localiza-se ha membrana RE e em situacfes
prolongadas de estresse de RE pode ser ativada dando inicio a
sinalizacdo da via intrinseca da apoptose. Essa caspase pode também ser
ativada pela translocagdo da caspase-7 do citoplasma para o RE,
posteriormente ativando as caspases efetoras -3, -6 e -9 (FAN et al.,
2005; ORRENIUS; ZHIVOTOVSKY; NICOTERA, 2003).

A Figura 11 apresenta 0 aumento dos niveis de caspase -8 apds
4 horas de exposigdo ao SI-MF08 (Fig. 11-A), seguido da ativacdo da
caspase-3 observada apds 12 horas de exposicdo ao SI-MF08 (Fig. 11-
B), sugerindo que a via de morte do composto seja apoptética, por
ativacdo da via extrinseca através de ligante de membrana.
Venkatachalam e colaboradores (2007) encontraram resultados
semelhantes na avaliacdo da morte de células de leucemia Jurkat
expostas por 24 horas a moléculas do grupo das tiouréias, em que
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moléculas semelhantes ao SI-MFO08 levaram a ativagdo dessas mesmas
caspases.

3.6 Ativacdo do receptor de membrana Fas

A iniciacdo da via extrinseca de sinalizacdo da apoptose
envolve a ligacdo ao receptor transmembrana de morte Fas, ativando a
caspase-8 (caspase iniciadora) que por sua vez ativa a caspase-3
(caspase efetora de morte) (ASHKENAZI, 2008; ELMORE, 2007
STENNICKE et al., 1998). Portanto, para confirmar o envolvimento do
receptor de membrana Fas no processo de morte induzido pelo SlI-
MFO08, foi realizada a citometria de fluxo com utilizagdo de anticorpo
especifico para deteccdo dessa proteina.

Figura 12 — Quantificacdo de receptores Fas em células L1210 expostas ao
SI-MF08.
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As células L1210 foram expostas ao SI-MF08 por 12 ou 24 horas para € a
quantificagdo de ligacdo anticorpo-especifico com receptores de membrana Fas.
Dados representam média + desvio padrdo de trés experimentos independentes.
*

p>0,03

A Figura 12 apresenta um sutil aumento na deteccdo da proteina
receptora de membrana Fas ap6s 12 horas de exposicdo a 3 UM do
composto e num segundo momento o0 aumento de torna mais
significativo, quando as células foram expostas por 24 horas ao
composto.

Sabendo que a ativacdo das caspases -8 e -3 sucede ao
reconhecimento do composto pela proteina transmembrana e essa porém
s0 foi detectada ap6s 24 horas incubadas com o composto, enquanto que
as caspases ja puderam ser detectadas em apenas 4 horas de incubacéo,



64

sugere-se que a diferenca de detecgéo das proteinas pode ser referente a
diferenca de sensibilidade das metodologias empregadas para
desenvolvimento desse estudo.

3.7 Quantificacéo de proteinas efetoras de apoptose Bcl-2 e Bcl-
XL

A familia das proteinas Bcl-2 possuem um importante papel na
regulacdo do processo apoptdtico, atuando como efetores ou inibidores
de ativacdo da apoptose. A molécula Bcl-2 é uma proteina
transmembrana localizada majoritariamente na mitocondria que inibe o
processo apoptético, mantendo o potencial de membrana mitocondrial
estabelecido e evitando assim a liberacdo de moléculas efetoras do
interior da organela (GROSS; MCDONNELL; KORSMEYER, 1999;
JANUMYAN, 2003; TSUJIMOTO, 1998; YIP; REED, 2008). Ainda,
estudos atuais sugerem que tanto a proteina Bcl-2 quanto a proteina Bcl-
X, regulam também o processo autofagico, ligando-se e inibindo a acdo
da proteina pré-autofagica Beclina-1, que atua na formacdo da
membrana do vacuolo (DJAVAHERI-MERGNY; MAIURI;
KROEMER, 2010; GLICK; BARTH; MACLEQOD, 2010; KROEMER;
MARINO; LEVINE, 2010; PATTINGRE; LEVINE, 2006; SAEKI et
al., 2000).

Portanto, para investigar a possivel inibicdo da atividade da
proteina Bcl-2 no processo de morte do SI-MF08, as células L1210
foram expostas por 48 horas a 1,5 UM do composto e posterior avaliacao
de ligagdo anticorpo especifico. Os resultados encontrados demonstram
uma diminuicdo na quantidade de Bcl-2 em células incubadas com o
composto, que pode ser relacionada a perda de potencial de membrana
mitocondrial previamente descrita e consequente ativacdo da apoptose
(Fig. 13-A). Essa reducdo na quantidade de Bcl-2 também pode explicar
a suspeita de ativacdo do processo autofagico observado pela formacéo
das vesiculas acidas.

Em seguida foi realizada também a quantificacdo da proteina
Bcl-x, ap6s as células serem expostas ao composto. Da mesma forma
que a Bcl-2, essa molécula encontra-se majoritariamente na membrana
mitocondrial, além de encontrar-se nas membranas do Re e ndcleo,
estando envolvida também tanto na inibicdo da apoptose quanto da
autofagia (BOISE et al., 1993; TSUJIMOTO, 1998; VANDER HEIDEN
et al, 1997; VOGLER et al., 2011). Curiosamente, os dados
apresentados na Figura 13-B apresentaram um aumento da quantidade
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de Bcl-x. quando comparada ao grupo controle em ambas concentragdes
de SI-MF08 utilizadas nas células (1,5 UM e 3,0 uM).

Figura 13 — Proteinas relacionadas a apoptose e autofagia envolvidas na morte
de células L1210 expostas ao SI-MF08.
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Células L1210 expostas por 48 horas a 1,5 uM e 3,0 uM de SI-MFO08 para
quantificagdo das proteinas Bcl-2 (A) e Bel-x, (B).
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Estudos recentes referem que a co-expressao da proteina efetora
de apoptose Bak e a proteina inibidora Bcl-x, induzem o aumento das
cisternas do RE (CHEN et al., 2008; KLEE; PIMENTEL-MUINOS,
2005; SZEGEZDI et al., 2009; URRA; HETZ, 2012). Essa talvez seja a
explicagdo necessaria para compreender o motivo do aumento de uma
proteina anti-apoto6tica, uma vez que o aumento das cisternas do RE
visualizadas na micrografia da Figura 6-F poderia portanto justificar o
aumento de Bcl-x,.

Ainda, como o aumento da expressdo de Bcl-2 e Bcl-x. ndo é
capaz de inibir a ativacdo da apoptose via receptor Fas (HUANG et al.,
1999; WALCZAK; KRAMMER, 2000), o aumento de Bcl-x, causado
pelo composto ndo interfere na ativagdo da morte celular, mas induz ao
aumento das cisternas do RE com extravasamento de moléculas efetoras
da apoptose.

Na tentativa de melhor compreender o mecanismo de acdo do
Taxol®, Chen e colaboradores (2008) observaram que o farmaco causa
vacuolizacdo citoplasmatica através do aumento das cisternas do RE e
perda do PMM com consequente aumento da organela, independente de
ativacdo das caspase. Os autores ainda sugerem que a vacuolizacdo
causada por altas doses de Taxol® pode ser decorrente da interacdo
entre as moléculas Bcl-x, e Bak, em que o aumento da Bcl-x, ativaria a
proteina Bak e levaria a vacuolizacdo do RE seguido de morte
independente da ativacdo de caspases.

Esses dados sugerem que os resultados obtidos com o SI-MF08
também possam significar vacuolizacdo do RE. Contudo, as células
expostas ao composto também apresentaram marcacdo com
LysoTracker® Green que indicam a presenca de vesiculas &cidas,
diferindo da ativacdo de vacuolizagdo do RE (RAM; RAMAKRISHNA,
2014), bem como ativacao das caspases -3 e -8 via receptor Fas.

A reducdo de proteina Bcl-2 e o desequilibrio do metabolismo
mitocondrial nas células expostas ao SI-MF08 sugerem que 0s niveis de
caspase-8 ndo sejam suficientes para ativar diretamente a caspase-3, mas
gue a caspase-8 poderia ativar a proteina pro-apoptética Bid, que
normalmente estaria bloqueada pela Bcl-2, e a Bid ativada levaria a
perda do potencial de membrana mitocondrial, causando a liberacdo de
proteinas pro-apoptoéticas do interior da mitocondria que ativariam a
caspase-3, culminando na morte celular por apoptose (ASHKENAZI,
2008; LI et al., 1998; SAYERS, 2011; WAJANT, 2002; WANG,;
YOULE, 2009; YOULE; STRASSER, 2008).

Além disso, estudos recentes relacionam que 0 atraso ou bloqueio
do processo mitético leva a morte celular por apoptose através da
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ativacdo de caspase-8 (CLARKE; ALLAN, 2009; COLIN et al., 2015;
ORTH et al., 2012; SILVA et al., 2015), o que pode explicar o bloqueio
de G2/M observado nas células ap6s exposicdo ao SI-MF08
(ASSUNCAO, 2013; FERREIRA et al., 2017).

Apesar de amplamente empregado com quimioterapico em
diversos tipos de céncer, a via de acdo do Taxol® ainda ndo esta
completamente elucidada e por isso, em busca de mais respostas para 0
mecanismo de a¢do do fArmaco, Guo e colaboradores (2010) afirmam
em trabalho mais recente que o Taxol® pode ativar mais de uma via de
morte. De forma semelhante, essa poderia ser uma alternativa para
explicar as diferentes sinalizagbes de morte encontradas nas células
tumorais expostas ao SI-MF08.

Uma possibilidade para as diferentes sinalizacfes encontradas
seria de que o composto pode ativar mais de uma via de morte,
semelhante ao que sugerem Guo e colaboradores (GUO et al., 2010) em
trabalho mais recente do grupo sobre 0 mecanismo de morte envolvido
no uso do Taxol®.

Por fim, a partir dos resultados obtidos nesse capitulo, foi criado
um esquema que resume os efeitos do SI-MF08 na linhagem celular
L1210, conforme apresentado na Figura 14.
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Figura 14 - Efeito do SI-MF08 em linhagem celular L1210
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A exposi¢do de 3uM do SI-MF08 (ICsp) em linhagem celular de leucemia
L1210 leva ao estresse oxidativo, com aumento de EROs no citoplasma celular,
despolarizagdo da membrana mitocondrial e estresse de reticulo
endoplasmatico. O estresse oxidativo causa dano a elementos celulares, levando
a perda de funcionalidade de organelas que sdo degradadas através da formagéo
de vesiculas &cidas. O composto também leva a ativagdo da via extrinseca da
apoptose via receptor de membrana Fas e ativacdo das caspases -8 e -3,
externalizagdo da fosfatidilserina e dano ao DNA.

4  Conclusdo

O SI-MF08 apresentou promissora atividade citotoxica (ICso =
3 uUM) e seletividade (IS = 24) em estudo in vitro com células de
leucemia. Como parte do mecanismo de acdo, o composto induz ao
aumento da geracdo de EROs, causando estresse oxidativo e dano as
organelas, que sdo degradadas em vesiculas 4cidas. Essa formagdo de
vesiculas apresenta-se de maneira intensa, causando expressivo dano ao
citoplasma celular. A presenca de EROs no citoplasma celular parece
ser também responsavel pelo dano ao DNA que leva a um blogqueio
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mitético irreversivel e morte da célula. Por fim, como parte do
mecanismo de citotoxicidade do composto, ocorre ativagdo da via
extrinseca da apoptose, com envolvimento do receptor de membrana
Fas, reducdo da proteina anti-apoptdtica Bcl-2 e ativacdo das caspases -8
e -3 (Fig. 14). Portanto, os diferentes mecanismos envolvidos no
processo de morte celular pela exposi¢do ao SI-MF08 fazem do mesmo
uma molécula interessante na busca por novos compostos que possam
impedir a resisténcia ao quimioterapico adquirida pelas células tumorais.
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CAPITULO 2. ATIVIDADE
ANTITUMORAL DO SI-
MF08 EM CELULAS DE

MELANOMA B16F10
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1 Introducéo

A maioria dos quimioterdpicos registrados e clinicamente
utilizados sdo farmacos classicos que atuam como citotdxicos
preferencialmente em células tumorais, empregando como método de
selecdo a preferéncia dessas moléculas em eliminar as células tumorais
(morte celular) ou reduzir a multiplicacdo celular (blogueio mitético),
uma vez que apresentam alta taxa de proliferacdo (BAGULEY, 2002).

InstituicGes publicas, industria farmacéutica e companhias de
biotecnologia criam milhares de compostos com potencial atividade
antitumoral, mas apenas uma pequena parcela de quimioterapicos
chegam a ser avaliados clinicamente devido aos custos e consideracGes
éticas. Portanto, faz-se importante o uso de estudos de triagem para pré-
selecdo de compostos que apresentem real potencial na prospecgédo por
novos farmacos (BURGER; FIEBIG, 2004).

Os resultados previamente apresentados no Capitulo 1 deste
trabalho indicam que em estudo in vitro com células de leucemia o Sl-
MF08 demonstrou, entre os diversos sais de isotiourbnio previamente
estudados (FERREIRA et al., 2017), interessante potencial antitumoral
com ativacdo de diferentes mecanismos de morte celular. Esta agéo
multi-alvos pode vir a ser uma vantagem ao futuro farmaco no sentido
de contornar a resisténcia ao tratamento desenvolvida por células
tumorais. Para continuidade dos estudos de atividade do composto faz-
se necessaria a avaliacdo da atividade antitumoral em modelo in vivo.

O melanoma é um tipo de cancer extremamente agressivo, com
alto poder metastético e notdria resisténcia a agentes citotoxicos. 1sso
ocorre porque os melandcitos sdo oriundos de células com alta
motilidade, que apresentam  proeminentes propriedades de
sobrevivéncia. Além disso, as células do melanoma apresentam baixo
indice de apoptose espontdnea comparada a outros tipos de células
neoplasicas, conferindo resisténcia a farmacos indutores de apoptose em
testes in vitro (GRAY-SCHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007).
Portanto, para esse estudo optou-se pelo modelo de melanoma
subcutaneo em camundongo, um modelo tumoral bem estabelecido e
extremamente  agressivo (BERKELHAMMER et al., 1982;
KRUCZYNSKI; HILL, 2002; OVERWUK; RESTIFO, 2001a;
PLOWMAN et al., 1997).

Deste modo, inicialmente foi realizado uma répida avaliagdo in
vitro da atividade do SI-MF08 na linhagem celular tumoral que seria
posteriormente aplicada no modelo in vivo pretendido. Os resultados
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apresentados nesse capitulo referem-se a atividade do SI-MF08 em
cultura celular de melanoma B16F10.

2 Materiais e Métodos
2.1 Reagentes

Os reagentes foram obtidos das empresas previamente citadas
no capitulo 1, item 2.2. A anexina-V-FITC foi adquirida pela Millipore
(Billerica, MA, EUA).

2.2 Cultura celular

A cultura das células de melanoma murino B16F10 foram
cultivadas como previamente descrito no item 2.3 do capitulo 1 em meio
de cultura DMEM.

2.3 Tratamento Celular

O tratamento celular foi realizado conforme previamente
descrito no item 2.4 do capitulo 1.

2.4 Ensaio de Viabilidade Celular - MTT

A viabilidade das células B16F10 foi realizada através do
método de MTT conforme descrito no item 2.5 do capitulo 1.

2.5 Calculo do indice de seletividade

O indice de seletividade (IS) do composto nas células B16F10 foi
definido conforme férmula apresentada no item 2.6 do capitulo 1.

2.6 Avaliacéo da disperséo das células no ciclo celular por
citometria de fluxo

Para a analise do ciclo celular foi utilizado iodeto de propideo,
um intercalante de DNA que pode ser quantificado por citometria de
fluxo seguindo o método descrito por Yang et al. (2007). As células (2,5
x 10°/ poco) B16F10 foram tratadas com as concentrages crescentes de
356-70-17,0 - 24,0 — 35,0 uM de SI-MF08 em meio de cultura em



74

placa de 12 pocos por 24 h. Apds este periodo de incubagdo, as células
foram tripsinizadas, centrifugadas e lavadas com PBS duas vezes para
remogdo total do meio de cultura. Em seguida as células foram fixadas
com Etanol 70% gelado seguido de incubacdo a - 4°C por 30 min.
Posteriormente, adicionou-se PBS + BSA a 2 % seguido de
centrifugacdo para inibir possiveis ligacdes inespecificas com o iodeto
de propideo. O sobrenadante foi removido e as células foram
ressuspensas em PBS contendo 0,1 % Triton X-100® + RNase 100
pHo/mL para permeabilizagdo da membrana celular e degradacdo do
RNA, afim de evitar que o iodeto de propideo se intercale ao écido
nucleico. Em seguida, as células foram marcadas com iodeto de
propideo (1 mg/mL) e a analise do contedo de DNA foi realizada por
citometria de fluxo (FACS CANTO II, BD Biosciences). A populagdo
de células em cada fase do ciclo celular foi determinada usando Flowing
Software 2.5.1 e a analise estatistica dos dados foi feita com a utilizacdo
do programa GraphPad Prisma 5.

2.7 Investigacéo do tipo de morte celular por citometria de fluxo

Apoptose, necrose ou dano da membrana celular podem ser
analisados por citometria de fluxo apds coloracdo das células com
anexina V-FITC (isotiocianato de fluoresceina) e iodeto de propideo. Na
fase inicial da apoptose, ocorre a translocagdo da fosfatidilserina do lado
interno da membrana plasmatica para a camada externa, tornando-se
exposta na superficie extracelular (BEVERS, et al. 1999). A anexina V é
uma proteina que se liga fortemente aos fosfolipideos de membrana, e
tem alta afinidade pela fosfatidilserina, que se encontra externalizada no
processo apoptético. Quando acoplada ao fluroréforo FITC essa
proteina pode ser usada como uma sonda (anexina V- FITC) sensivel a
exposicdo de fosfatidilserina sobre a membrana celular, sendo um
marcador de morte por apoptose. Porém a externalizacdo das
fosfatidilserinas ndo é exclusivo de apoptose, ocorrendo também durante
a necrose celular. A diferenca entre estes dois tipos de morte € que,
durante os estagios iniciais da apoptose, a membrana celular permanece
intacta. Por conta disso, utiliza-se também um corante, o iodeto de
propideo, que sé entrard na célula quando houver perda da integridade
de membrana, sendo assim um indicativo de apoptose tardia ou morte
celular por necrose (LIAO, et al. 2010). Essa ligagao da anexina V-FITC
e do lodeto de Propideo a célula pode ser analisada por citometria de
fluxo. Neste contexto, as células (2,5 x 10° células/ poco) foram
incubadas por 24h em meio contendo SI-MF8 nas concentracdes de 3,5
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- 70 - 17,0 - 24,5 — 35,0 uM. Posteriormente, as células foram
tripsinizadas, centrifugadas a 400 x g por 10 minutos e lavadas duas
vezes com 1mL de PBS gelado. O PBS foi removido, as células foram
ressuspensas em 250 pL de tampdo de ligacdo 1x (Millipore) e
marcadas por 15 min a 4° C com anexina V-FITC e em seguida o iodeto
de propideo foi adicionado para subsequente avaliagdo em citbmetro de
fluxo (FACS CANTO II, BD Biosciences). A populacdo de células
Vvidveis, em apoptose, em necrose e/ou apoptose tardia foi analisada
utilizando o programa Flowing Software 2.5.1 e a andlise estatistica dos
dados foi feita com a utilizacdo do programa GraphPad Prisma 5.

2.8 Avaliacdo morfoldgica por microscopia eletrénica de
transmisséo

As células B16F10 foram previamente plagueadas (5x10°/
poco) em placa de 6 pocos e esperado um periodo de pelo menos 12
horas para sua completa aderéncia. Apds aderéncia as células foram
expostas a metade da ICsy do SI-FO8 (16,0 uM) por 24 horas. Em
seguida, o meio foi removido, as células foram lavadas com PBS,
tripsinizadas e centrifugadas. Apos centrifugacdo, as células foram
lavadas com PBS e processadas conforme previamente descrito no item
2.7 do capitulo 1.

2.9 Andlise estatistica

Os resultados das analises foram expressos como média + EPM
de trés experimentos independentes e andlise estatistica foi realizada
com o programa GraphPad Prisma 5 utilizando teste T de Student e
valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

3 Resultados e Discussao

3.1 Citotoxicidade e seletividade do SI- MF08 em linhagem celular
de fibroblasto e melanoma murino

O envolvimento de diferentes mecanismos que levam a morte
celular, bem como a seletividade do composto para a célula tumoral,
tornam o SI-MF08 um interessante candidato para continuidade dos
estudos de atividade tumoral. No intuito da continuidade dos estudos
com o composto e, visando a aplicacdo de um modelo in vivo de tumor
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de melanoma com células, a citotoxicidade foi também testada in vitro
nessas células.

Neste sentido, realizou-se 0 estudo da atividade antitumoral do
SI-MF08 em linhagem de melanoma murino B16F10, para futuramente
ser aplicado o modelo in vivo de atividade antitumoral com inoculacéo
de células B16F10 em camundongos C57BL/6J. Para isso, doses
crescentes do composto (5 uM a 100 uM) foram adicionadas a cultura
celular de melanoma murino B16F10 por um periodo de 24 horas para
avaliacdo da citotoxicidade do composto e determinacdo da ICsg
(concentracdo que inibe 50% a atividade das desidrogenases
mitocondriais) através do método de MTT (MOSMANN, 1983). Da
mesma forma, células de fibroblasto murino NIH-3T3 foram expostas ao
SI-MF08 nas mesmas condi¢Bes para avaliacdo da seletividade do
composto.

Figura 15 - Curva dose- resposta da atividade citotéxica do SI-MFO08.
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A citotoxicidade do composto foi avaliada através do método de MTT, apés as
células serem expostas por 24 horas a concentragdes crescentes de SI-MF08 em
fibroblasto murino NIH-3T3(A) e células de melanoma murino B16F10 (B).
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Valores expressos em média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes.

Através da interpolacdo das concentracfes utilizadas com a
resposta da atividade das desidrogenases mitocondriais, foi possivel
determinar através do programa estatistico GraphPad Prisma 5 uma ICs
de 71 pM e 35 pM de SI-MFO08 nas linhagens celulares NIH-3T3 e
B16F10, respectivamente (Fig. 15).

Ainda, a razdo entre a ICs da linhagem nédo tumoral e a 1Cs da
linhagem tumoral nos permitiu determinar que indice de seletividade (1)
do composto para as células de melanoma é de 2,0. Um indice de
seletividade maior que 1,0 significa que a toxicidade do composto nas
células tumorais se sobrepBe a citotoxicidade apresentada em células
ndo tumorais (CALLACONDO-RIVA et al., 2008).

3.2 Perfil de distribuicéo das células B16F10 no ciclo celular
apos tratamento com SI-MF08

Em seguida, o0 DNA das células B16F10 foi marcado com iodeto
de propideo e através da citometria de fluxo foi possivel observar a
distribuigdo celular nas diferentes fases do ciclo de replicacdo através da
guantidade de material genético em cada uma das células.

O processo de divisdo celular é controlado por pontos de
checagem que tem o papel de identificar falhas no material genético
replicado ou no nimero de cromossomos da célula. Esses pontos de
checagem encontram-se na transicdo de fase G1/S, em que as células
organizam-se para iniciar a sintese de DNA; na transicdo das fases
G2/M, em que j& ocorreu a replicagdo de DNA e a célula prepara-se para
a divisdo de célula-mde em duas células-filhas; e durante a fase M
(mitose) entre a metafase e anafase, para certificar-se de que o fuso
mitético foi criado corretamente e os cromossomos replicados foram
divididos de maneira correta entre as duas células-filhas. Quando
identificado algum defeito, ocorre a sinalizacdo para que o processo de
replicacdo seja interrompido até que o problema seja corrigido. Em caso
de danos extensos, a divisdo celular é interrompida e a célula entra em
processo de morte (HARTWELL; WEINERT, 1989; KING;
CIDLOWSKI, 1995; MURRAY, 1994; PIETENPOL; STEWART,
2002; RUSSELL, 1998; VERMEULEN,K., VAN
BOCKSTAELE,D.R.,BERNEMAN et al., 2003)
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Figura 16 — Ciclo celular de células B16F10 expostas ao SI-MFO08.
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Histogramas representativo da quantificacdo do DNA de células B16F10
marcados com iodeto de propideo para avaliacdo da dispersdo celular nas
diferentes fases do ciclo de replicagdo. Células B16F10foram tratadas com 3,5
UM (i) 7,0 pM (ii) 17,0 pM (iii) 24,0 pM (iv) e 35uM (v) de SI-MF08
respectivamente (histograma em azul) e comparadas ao grupo controle (células
sem tratamento, histograma vermelho) para avaliacdo das diferengas nas fases
do ciclo celular. Como controle positivo foi utilizado 0,1 uM de paclitaxel (vi)
(A). Quantificagdo do material genético nas fases do ciclo celular de células
B16F10 expostas a diferentes concentracoes de SI-MF08 (B). GO/G1, S e G2/M
representam as fases do ciclo celular e sub-G1 correspondem a fragmentacéo do
DNA. Dados representam médias + desvio padrdo de trés experimentos
independentes. *p > 0,05, **p > 0,01

Na Figura 16 observamos a sobreposi¢do da dispersdo celular do
grupo controle (vermelho) com os grupos tratados com as diferentes
concentracBes de SI-MFO08 (azul). Como controle positivo foi utilizado
paclitaxel, um gente antitumoral amplamente utilizado em tumores
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solidos que apresenta como parte do mecanismo de acdo o bloqueio do
ciclo celular na transicdo de fase G2/M (BLAGOSKLONNY; FOJO,
1999; GUO et al., 2010; WAHL et al., 1996; WANG; WANG; SOONG,
2000).

A concentracdo de 3,5 uM (Fig. 16-Ai) mostra apenas um leve
aumento no numero de eventos em sub-G1 (14%), respectivo as células
com DNA fragmentado, porém a partir da concentracéo de 7,0 uM (Fig.
15-Aii) foi possivel observar que o composto agiu de forma semelhante
aos resultados previamente encontrados em linhagem de leucemia
(ASSUNCAO, 2013), causando um bloqueio na transicéo de fase G2/M
em 45% da s células.

Esse efeito persistiu com o aumento das concentragdes, como
podemos perceber nas Figuras 16- Aiii e Aiv, com o acimulo de eventos
na fase G2/M (45% e 35%, respectivamente - Fig. 16-B), seguido de
morte, representada pelo aumento do nimero de eventos em sub-G1.
Observa-se ainda que conforme o nimero de eventos em G2/M diminui
nas maiores concentracBes, o nimero de eventos em sub-G1 aumenta,
chegando a 40% da populagdo total na maior concentracdo utilizada
(Fig. 16-Avi e 16-B) Esses dados indicam que 0 composto cause um
blogueio mitotico irreversivel, levando a morte da célula. Resultados
semelhantes jA haviam sido observados em linhagem celular de
leucemia (Fig.7-B).

3.3 Avaliacéo do perfil de morte celular de células B16F10 expostas
ao SI-MF08

Para avaliar o perfil de morte celular, foi feita a aquisicdo das
células marcadas com anexina V-FITC e iodeto de propideo por
citometria de fluxo. A Figura 17 apresenta a dispersdo das células no
grafico representativas do grupo controle (Fig. 17-A) e tratadas com 3,5
—7,0-17,0-24,0 -35,0 uM de SI-MFO08 (Fig. 17-B a E).

A tabela 1 apresenta a porcentagem de células marcadas em
cada um dos quadrantes da Figura 17. Observa-se que a concentragdo de
35 UM matou cerca de 50% das células de melanoma, nos permitindo
correlacionar diretamente a atividade das desidrogenases mitocondriais
com o potencial de morte causado pelo SI-MFO08.
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Figura 17 — Avaliacdo da morte de células B16F10 tratadas
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Tabela 1 — Viabilidade das células B16F10 expos
marcadas com anexina-V-FITC e iodeto de propideo.
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Células (%)

Grafico
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B 35uM° 95 0 3
c 7,0 um”® 93 0 3 4
D 17,0 uM’ 94 1 3 2
E 24,0 um® 87 4 3 6
F 35,0 uM’ 49 12 5 34

Graficos de pontos representando células B16F10 (A) sem tratamento
(controle), (B) tratadas com 3,5 uM de SI-MF08, (C) 7,0 uM de SI-MFO08, (D)
17,0 uM de SI-MFO08, (E) 24,0 uM de SI-MF08 e (F) 35,0 uM de SI-MFO08.

Quadrante inferior esquerdo = células viaveis, quadran
células em apoptose, quadrante superior direito = células
necrose, quadrante superior esquerdo = células em necrose.
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A fosfatidilserina € uma proteina de membrana que na fase
inicial da apoptose transloca-se do lado interno da membrana
extracelular para a superficie externa da mesma (BEVERS, et al. 1999).
A anexina V é uma proteina com alta afinidade pela fosfatidilserina,
ligando-se a mesma. A por¢do FITC da sonda apresenta propriedade
fluorescente que pode ser quantificada pelo citdmetro de fluxo. O iodeto
de propideo ¢ uma molécula intercalante de DNA que devido ao seu
tamanho ndo penetra liviemente a membrana extracelular, porém em
casos de perda da integridade dessa membrana, como na necrose ou
apoptose tardia, esse corante liga-se ao DNA da célula e emite
florescéncia que pode ser quantificada.

Do total de células B16F10 tratadas com a ICs, do SI-MF08
(35,0 uM), 12% dos eventos foram marcados apenas com anexina V-
FITC, seguido de uma maioria das células marcadas por anexina V-
FITC e iodeto de propideo (34%), o que nos leva a acreditar que o
composto possa induzir majoritariamente a apoptose tardia, o que
explicaria a penetracdo do iodeto de propideo. Os demais experimentos
com concentracBes menores do SI-MF08 (Fig 17-B a E) apresentaram
pouca ou nenhuma morte celular, quando comparadas ao grupo controle
(sem tratamento) (Fig 17-A). Correlacionando com os resultados obtidos
na avaliacdo do ciclo celular frente as mesmas concentrag@es, pode-se
dizer que as concentracdes inferiores a 35 pM que foram usadas em
ambos experimentos sdo capazes de atuar interferindo na progressdo da
divisdo celular, mas ndo sdo suficientes para levar a uma morte de
valores expressivos em um periodo de 24 horas de exposicéo.

Quando comparamos a porcentagem de células em sub-G1 do
ciclo celular em concentragGes inferiores a 35 UM (ICs) expressa na
Figura 16-B com os resultados da porcéo de células mortas apresentadas
na Tabela 1 nas mesmas concentragdes (3,5 UM — 17 uM), observamos
uma expressiva diferenca de valores entre 0s experimentos. Por
exemplo, observamos cerca de 20% de morte na Figura 16-B quando as
células foram tratadas com a 7,0 uM de SI-MF08, ja na Tabela 1 essa
mesma concentracdo causou 7% de morte nas células. Isso pode ser
explicado possivelmente pela diferenca de processamento das amostras,
de qualquer forma em ambas as técnicas as concentragGes inferiores a
ICso ndo induziram valores significativos de morte celular.
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3.4 Alteragdes em micro e macroestruturas causadas pelo SI-MF08
em células B16F10

Para avaliagdo das alterages morfoldgicas em micro e
macroestruturas das células B16F10 expostas ao composto, foram
realizadas micrografias obtidas por microscopia eletronica de
transmissdo apds 24 horas de incubacdo com metade da ICs de SI-
MFO08 (17,5 uM) (Fig. 18-A a E). Células sem exposi¢do ao SI-MFO08
foram processadas para comparacdo das alterag@es ultraestruturais (Fig;
18-F).

Figura 18 — Micrografias de células B16F10 expostas ao SI-MF08.
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Células B16F10 foram expostas a 17,5 UM do composto por 24 horas para
avaliacdo de alteracBes morfol6gicas de macro e microestruturas celulares por
microscopia eletronica de transmissdo. V = vacuolos autofagicos, RE = reticulo
endoplasmético, N = nlcleo, m = mitocdndrias, setas = prolongamentos
citoplasmaticos.

Na Figura 18-A é possivel observar um significativo aumento das
cisternas do reticulo endoplasmatico das células expostas ao SI-MF08.
Além disso, o composto também causou fragmentacdo nuclear com
condensacdo da cromatina (Fig. 18 - A e C), mudanca conformacional
da mitocodndria (Fig. 18 - B a E), bem como a formacgdo de vactolos
sugestivos de autofagia para degradacdo de organelas disfuncionais e
formagcdo de prolongamentos citoplasmaticos caracteristicos da
formacéo de corpos apoptoticos (Fig. 18 — B e C).

Estes resultados corroboram as alteracbes previamente
encontradas em células L1210 (Fig. 6), sugerindo que o composto cause
nessas células estresse do RE e mitocondria, levando a perda de fungédo
das organelas e assim ativando um processo de eliminacdo das mesmas
através da formacao de vacutolos sugestivos de um processo autofégico.
Ainda, devido ao extenso dano celular, o composto ativou nas células
um processo apoptotico identificado pela fragmentacdo nuclear com
condensacéo da cromatina e formacéo de corpos apoptéticos.

Para compilagdo dos resultados encontrados nesse capitulo
quanto ao efeito do SI-MF08 em linhagem celular de melanoma foi
criado um esquema que se encontra representado na Figura 19 a seguir.
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Figura 19 - Efeito do SI-MF08 em linhagem celular B16F10
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A exposi¢do de 35 pM do SI-MFO08 (ICs,) em linhagem celular de melanoma
B16F10 causa estresse de reticulo endoplasmético e mudancas conformacionais
na mitocdndria, sugerindo um estresse oxidativo ocorrendo a perda de
funcionalidade de organelas que sdo degradadas através da formagdo de
vesiculas 4cidas. O composto também leva a externalizagdo da fosfatidilserina e
dano ao DNA que sugerem ativacdo da via de morte da apoptose.

4  Conclusao

O efeito do sal de isotiourénio SI-MF08 em células de melanoma
murino B16F10 se mostrou semelhante ao que foi previamente
encontrado em células de leucemia L1210. O composto apresentou
seletividade para a linhagem de melanoma, com ICsq de 35 uM. Como
mecanismo de acdo, o composto induz bloqueio em G2/M em
concentracBes inferiores a ICsq e fragmentacdo de DNA. Ainda, as
células expostas ao SI-MF08 apresentaram aumento das cisternas do RE
e mudancas na morfologia das mitoc6ndrias que sugerem estresse
oxidativo, resultando na formacgdo de vacuolos. Portanto, os dados
apresentados nesse capitulo sugerem que o mecanismo de acdo do SI-
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MFO08 é semelhante tanto para linhagem celular de melanoma, quanto
para linhagem celular de leucemia.
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CAPITULO 3. ESTUDOS PRE-
CLINICOS DE TOXICIDADE
DO SI-MF08 EM MODELO
MURINO
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1 Introducéo

Os estudos de toxicidade podem ser aplicados para determinar o
mecanismo e grau de toxicidade de um agente quimico e como esse
pode causar efeito em humanos, animais ou meio ambiente. Estes testes
incluem a investigacdo de efeitos adversos ap6s exposicdo a uma Unica
dose (toxicidade aguda) e a uma exposi¢do continua (doses repetidas),
sendo também aplicados para avaliagdo de seguranga no estudo de
novos farmacos (NUFFIELD COUNCIL OF BIOETHICS, 2015;
PARASURAMAN, 2011; TAMBA et al., 2013).

Na pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos, os testes de
toxicidade em animais devem ser comparados com os dados de eficacia
obtidos também em animais, para determinar se os efeitos benéficos se
sobrepdem aos riscos inferidos pelos efeitos adversos, bem como
estabelecer uma dose segura para testes clinicos e definir que potenciais
efeitos adversos devem ser monitorados (CDER, 1996; LASA/NC3RS,
2009; NUFFIELD COUNCIL OF BIOETHICS, 2015).

Em testes farmacéuticos, os testes de toxicidade aguda (dose
Unica) realizados em animais determinam a natureza e duracdo da
resposta toxica, incluindo efeitos tardios, auxiliam na determinacdo da
dose maxima ndo letal para fornecer informacBes que possam ser
relevantes a exposicdo em humanos, como em caso de overdose aguda,
além de auxiliar na escolha de doses para 0 estudo de toxicidade de
doses repetidas (FDA, 2010; NUFFIELD COUNCIL OF BIOETHICS,
2015; UNDP; WORLD BANK; WHO, 2004)

Os estudos de toxicidade de doses repetidas em animais permitem
identificar os efeitos atribuidos apés um determinado tempo, sob
continua exposicdo de um agente, bem como identificar 6rgdos que
podem ser afetados e determinar as doses em que esses efeitos ocorrem.
A partir desse estudo, identifica-se a maior dose na qual o agente
guimico ou farmacoldgico nédo apresenta efeitos significativos e fornece
resultados que auxiliam na predigdo da dose para testes em humanos. O
nimero de doses administradas nos animais é definido conforme o
tempo previsto para o estudo em humanos. (EMA, 2010b; FDA, 2010;
NUFFIELD COUNCIL OF BIOETHICS, 2015; UNDP; WORLD
BANK; WHO, 2004).

Nos capitulos anteriores desse trabalho, foram apresentados
resultados promissores quanto a potencial atividade antitumoral do SI-
MFO08 portanto, com o objetivo de dar continuidade a avaliacdo do efeito
terapéutico do composto, estudos pré-clinicos de toxicidade foram
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realizados em camundongos C57BL/6J/Unib para avaliacdo dos efeitos
citotoxicos dessa molécula in vivo.

2 Materiais e Métodos
2.1 Reagentes

Os reagentes do contador hematoldgico veterinario foram obtidos da
Mindray (Shenzen, China). Os kits de reacéo para as analises bioquimicas
foram adquiridos da Labtest (Vista Alegre, MG, BR). O anestésico
quetamina foi obtido da Vetnil (S&o Paulo, SP, BR) e xilasina foi adquirido
pela Realpet (Santo Antbnio, SC, BR).

2.2 Aspectos Eticos

Os experimentos aqui realizados seguiram 0s preceitos éticos
para experimentacdo animal, e o protocolo experimental foi previamente
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFSC sob o
parecer nimero PP00892 (Anexo A).

2.3 Animais

Para os estudos de toxicidade foram utilizados camundongos
isogénicos C57BL/6J/Unib fémeas com aproximadamente 8 - 10
semanas de idade e peso de 20g + 2, obtidos no Biotério da
Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP (S8o Paulo). Os
animais foram alojados em gaiolas de plastico (15 x 36 x 30 cm)
forradas com serragem, substituida a cada trés dias para manutencdo e
higiene das gaiolas. Durante o periodo de permanéncia no biotério e
durante os experimentos os animais foram mantidos em gaiolas com
livre acesso a 4gua e comida, em ambiente com temperatura de 20 + 1°C
e ciclo claro/escuro de 12 horas.

Os animais foram tratados intraperitonealmente (SUCKOW;
DANNEMAN; BRAYTON, 2001) com doses preconizadas para estudos
toxicoldgicos (OECD, 2001b). As amostras de sangue foram coletadas
da veia facial ou através de puncdo cardiaca nos animais previamente
anestesiados com solucdo de quetamina (200 mg/kg) e xilazina (15
mg/kg).
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2.2 Atividade hemolitica

O ensaio da atividade hemolitica foi realizado conforme
descrito por Lu e colaboradores (2009) com adaptagfes. Amostras de
sangue de animais saudaveis foram obtidas por venopuncdo em tubos
contendo &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) sddico 300
mmol/L na propor¢do de 10 pL/mL sangue. Os eritrcitos foram
separados por centrifugacdo a 1500 rpm por 30 minutos e lavados 3x
com solucdo fisioldgica. A solucdo de hemécias foi preparada numa
concentracdo de 5% e um volume de 100 puL foi adicionado a placa de
96 pocos com concentragdes cresecentes de SI-MFO8 que variaram de 1
a 500 mg/kg. Como controle positivo, utilizou-se 0,1 % de Triton X-
100® e como controle negativo foi usado 100 pL de solugdo fisiolégica.
A placa foi incubada 60 minutos em temperatura ambiente com agitacao
suave em agitador orbital. Ap6s incubacdo, a placa foi centrifugada a
1500 rpm por 5 minutos e 75 pL do sobrenadante foram transferidos
para nova placa para leitura em leitor de placa de Elisa em 540nm. A
absorbancia da amostra com se 0,1 % de Triton X-100® (controle
positivo) foi considerada como 100% de hemdlise e a atividade
hemolitica dos demais foi calculada por regra de trés simples.

2.4 Preparo das injecGes

O SI-MFO08 foi pesado e solubilizado em solucéo fisioldgica nas
concentraces adequadas para cada experimento. As solugdes foram
esterilizadas através de filtragdo em membrana de 0,22 um e preparadas
a cada 5 dias de experimentacdo. O volume administrado para cada
animal foi adaptado de acordo com a dose para 4 pL / g de peso animal.

2.5 Avaliacdo da toxicidade do SI-MF08 in vivo

A avaliaco da toxicidade foi realizada em camundongos do
género feminino C57BL/6J/ Unib saudaveis, sem a inducdo do tumor,
para avaliar o potencial efeito toxico das doses de SI-MF08, que foram
administradas de acordo com protocolos de dose fixa e dose repetida
(durante 10 dias) sendo os animais eutanasiados 24 horas apés o final do
tratamento, ou 14 dias apds a Ultima administracdo do tratamento
(ANVISA, 2013; OECD, 2001b). Os animais do estudo de toxicidade
foram divididos em dois grandes grupos:

1) Dose Unica: as doses estabelecidas para esse grupo tinham a

finalidade de obtermos a dose méaxima de trabalho que poderia
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ser usada nos animais, sem causar toxicidade aguda ou
mortalidade. Para isso, 3 a 7 animais por grupo receberam
doses de 5 mg/kg, 15 mg/kg ou 50 mg/kg .Como grupo
controle animais foram injetados com solucdo fisioldgica.
Parte dos animais foi sacrificada 24 horas apds a
administragdo das doses, para avaliacdo da toxicidade aguda.
A segunda parte dos animais foi avaliada por 14 dias apds
administracdo das doses para observacdo de toxicidade tardia,
ou reversdo de toxicidade. Os animais foram pesados todos 0s
dias para avaliacdo da varia¢do do peso corporal.

2) Doses repetidas: para simular o esquema de tratamento que
seria administrado nos animais com tumor, foram injetados
nos animais desse grupo doses de 1,0 -2,5-5,0-7,5-10,0
ou 12,0 mg/kg por um periodo de 10 dias. Os animais foram
pesados todos os dias para avaliacdo da variagdo do peso
corporal. Parte dos animais foram eutanasiados 24 horas apds
a Ultima dose administrada para avaliacdo da toxicidade aguda
e a outra parte foi eutanasiada 14 dias apds a administragdo da
altima dose, a fim de avaliar possivel toxicidade tardia ou
reversdo de toxicidade causada pelo composto.

O grupo controle foi administrado com solucéo fisiologica nas

mesmas condi¢des dos grupos 1 e 2.

A Figura 20 representa o esquema de administracdo de SI-MF08

dos grupos do estudo de dose Unica e doses repetidas:

Figura 20 — Esquema de administracdo de doses do estudo de toxicidade e
parametros avaliados.
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Para estudo de dose Unica, os animais receberam 1 dose de SI-MFO08 nas
concentragBes de 5, 10, ou 50 mg/kg . Para o estudo de doses repetidas, 0s
animais receberam doses em intervalo de 1 — 12 mg/kg de SI-MF08 durante 10
dias. Em ambos os estudos, animais foram eutanasiados 24 horas ou 14 dias
apods a Ultima dose.

Os animais foram mantidos em observacdo para qualquer tipo
de mudanca sugestiva de dor ou desconforto como prostracéo,
piloerecdo, perda de peso/desidratagdo, mudancas na pele
(vermelhidao), pélo, olhos e mucosas, no sistema motor e respiratorio,
além de padrGes comportamentais como agressividade e isolamento do
resto do grupo. Além disso, foi realizada a observacdo de possivel
surgimento de tremores, convulsbes, diarreia, letargia e coma
(CHORILLI, M.; MICHELIN, D.C.; SALGADO, 2007; GRIBALDO et
al., 2004).

Ao final de cada periodo de observacdo (24h ou 14 dias)
amostras de sangue foram coletadas para avaliacdo de pardmetros
hematoldgicos e bioquimicos.

2.6 Parametros hematologicos

O sangue dos animais do estudo de toxicidade foi coletado 24
horas e 14 dias apds a administracdo das doses. A coleta foi feita pela
veia facial através de pungédo com agulha em tubo contendo EDTA.

Para determinacdo dos pardmetros hematoldgicos, foi utilizado o
analisador de hematologia veterindria BC-2800 Vet (Mindray, S&o
Paulo, Brasil), onde foram realizadas a contagem de leucdcitos totais,
plaquetas e eritrécitos, além da determinagdo da hemoglobina e
hematdcrito.

2.7 Parametros bioguimicos

A partir do sangue coletado da veia facial dos animais e por
puncdo cardiaca, ap6s anestesia com quetamina (200 mg/kg) e xilazina
(15 mg/kg), foram obtidos o soro e plasma. O soro foi coletado em tubo
seco e o plasma em tubo contendo EDTA, e ambos foram submetidos a
centrifugacdo a 1500 rpm por 30 minutos para separagao.

A partir da obtencdo do soro dos animais foram realizadas as
dosagens de creatinina, lactato desidrogenase (LDH), fosfatase alcalina
(FAL), proteinas torais e albumina. Com o plasma dos animais foram
realizadas dosagens de triglicerideos, ureia, creatinina, bilirrubinas totais
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e direta, aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase
(ALT). A determinacdo dos pardmetros bioquimicos foi realizada no
analisador Cobas Mira (Roche Diagnostic Systems) do Departamento de
Anélises Clinicas da UFSC.

2.8 Celularidade da medula

Para avaliar a celularidade da medula, as células da medula do
fémur dos animais foram coletadas para contagem total das células
nucleadas. Para isso, ap6s a eutanasia dos animais os fémures de cada
animal foram seccionados entre as articulagdes fémur-iliaca. Com o
auxilio de uma agulha e seringa as cavidades femurais foram lavadas
com soro fetal bovino e as células coletadas e centrifugadas. O
sobrenadante foi descartado, as células foram novamente ressuspensas
em soro fetal bovino e diluidas em solucéo de Turk para contagem em
camara de Neubauer.

2.8 Analise estatistica

Os foram expressos como a média + erro padrdo da média (EPM)
e analisados estatisticamente pela andlise de variancia de uma via
(ANOVA) seguida do teste de comparacdo multipla de Dunnet para
comparagdo do grupo controle com grupos tratados utilizando o
programa GraphPad Prisma 5. Valores de p < 0,05 foram considerados
significativos.

3 Resultados e Discussao
3.1 Hemocompatibilidade do SI-MF08

SolugBes administradas por vias parenterais como a
intraperitoneal precisam apresentar biocompatibilidade com os tecidos
envolvidos para que o composto ndo cause toxicidade ao individuo. A
hemdlise ¢ um efeito comum em solucbes que ndo apresentam
biocompatibilidade e a lise dos eritrdcitos do sangue resulta na liberagéo
de hemoglobina, podendo causar irritacdo vascular, anemia, faléncia
renal, dor ao individuo e até mesmo morte. Portanto faz-se importante a
avaliacdo ex vivo da hemocompatibilidade do composto previamente a
administragdo nos animais (AMIN; DANNENFELSER, 2006).
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Dessa forma, antes de iniciarem-se 0s estudos in vivo, a
hemocompatibilidade do composto foi avaliada através do ensaio de
atividade hemolitica.

De maneira geral, compostos dispersos em solucdes hidrofilicas
ndo resultam em inducdo da hemolise, porém em alguns casos, até
mesmo compostos hidrossollveis administrados intravenosa ou
intraperitonealmente podem causar irritacdo no local, irritacdo vascular,
anemia, entre outros (KRZYZANIAK et al., 1997). Para tanto,
concentracBes equivalentes estimadas a doses de SI-MF08 para um
animal de 25g foram adicionadas a uma suspensdo de eritrdcitos e o
sobrenadante foi quantificado espectrofotometricamente (Fig. 21).

Figura 21 - Ensaio de hemocompatibilidade do SI-MF08
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Composto foi adicionado nas concentragfes de 1; 5; 10; 20; 50 ; 100; 200
ou 500 mg/kg em solucdo eritrocitéaria para estudo de hemocompatibilidade.
Para controle positivo foi utilizado 0,1% de Triton X-100°.

O limite aceitavel de atividade hemolitica para um composto
administrado por via parenteral é de até 5% de hemdlise da amostra
analisada (MOCAN, 2013). Deste modo, os resultados obtidos nesse
estudo demonstraram que até a concentracdo de 200 mg/kg o composto
é biocompativel para administracdo via parenteral, visto que a atividade
hemolitica observada foi bem inferior & 5%.
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3.2 Toxicidade do SI- MF08 em camundongos C57BL/6J/UNIB

- Dose Unica

O estudo teve como finalidade avaliar a toxicidade aguda que o
SI-MF08 poderia causar nos animais e determinar a dose maxima de
trabalho que ndo causasse toxicidade evidente. Para isso, foram
utilizados, com adaptacdes, os protocolos internacionais de estudo de
toxicidade de dose fixa oral, que preconizam doses de 300 mg/kg, 50
mg/kg e 5 mg/kg (OECD, 20014, 2001b).

A diretriz 423 para estudos de toxicidade aguda da OECD
(OECD, 2001a) preconiza que a dose inicial administrada nos animais
deve ser aquela que causa morte em um dos animais. Quando nao
existem informacGes prévias sobre o composto, a dose de 300 mg/kg de
peso animal deve ser a dose inicial.

Os protocolos utilizados no estudo de toxicidade consideram a
administracdo via oral. Contudo, a via de administragdo utilizada para
esse estudo foi a via intraperitoneal (IP), uma vez que a maioria dos
agentes quimioterapicos sdo administrados por via sistémica.
Considerando-se  que  vias  parenterais  apresentem  maior
biodisponibilidade (ndo passam pela absorcdo intestinal, como na via
oral), optou-se por iniciar com uma dose inferior a dose de 300 mg/kg
indicada nos guias utilizados. Portanto, como dose de inicio para o
estudo de toxicidade de dose Unica, administrou-se 50 mg/kg do SI-
MFO8.

3.2.1 Peso e sobrevida

A Tabela 2 apresenta a sobrevida e variacdo de peso dos animais
tratados com dose Unica de 50 mg/kg , 15 mg/kg ou 5 mg/kg e avaliados
24 horas e 13 dias ap6s a administracdo intraperitoneal da respectiva
dose. Para o grupo controle foi administrado solucdo fisiologica nas
mesmas condicoes.

Inicialmente, 3 animais foram administrados com uma Unica dose
de 50 mg/kg do composto contudo, algumas horas apds a administragéo,
a dose apresentou-se letal nos 3 camundongos injetados. Com isso, a
dose foi excluida dos estudos e procedeu-se para a seguinte dose do
protocolo de dose fixa (5 mg/kg).

A dose de 5 mg/kg do SI-MF08 ndo causou morte em nenhum
dos individuos do estudo e tampouco esses animais apresentaram perda
de peso significativa. O limite de perda de peso aceitavel em animais no
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estudo de toxicidade é de 10% do peso corpéreo (UNDP; WORLD
BANK; WHO, 2004).

Tabela 2 - Avaliacéo da sobrevida e variagdo de peso dos animais

2° dia 14° dia
. Variacao de . Variacao de
Sobrevida peso (%)’ Sobrevida Deso (%6)*
N Média EPM N Média EPM
Salina 6/6 1.4 1.0 6/6 3.94 1.56
50 mg/kg 0/3 X X X X X
15 mg/kg 4/5 -3.0 1.6 2/2 6.76 4.1
5 mg/kg 5/5 -1.9 1.3 2/2 1.73 1.3

Sobrevida e variagdo de peso dos animais foi avaliada 24 horas e 13 dias apés
administracdo Unica de SI-MFO08 para estudo de toxicidade aguda. Animais
foram administrados intraperitonealmente com as doses de 5 m/kg, 15 mg/kg ou
50 mg/kg. Animais do grupo controle foram injetados com salina.

*Variacdo de peso do animal foi calculado pela diferenca de peso do animal no
primeiro dia e do peso ao final do tempo de observacéo

N = nimero de animais

EPM = Erro Padrdo da Média

Continuando, 2 animais foram administrados com a mesma dose
e a observacdo de sinais de toxicidade foi avaliada por 14 dias para
detecgdo de possivel toxicidade tardia. Da mesma forma, esse grupo
também ndo apresentou morte de nenhum dos animais e ndo houve
perda de peso significativa.

Portanto, pode-se dizer que a dose de 5 mg/kg do SI-MF08
apresentou-se segura nos estudos de toxicidade de dose Unica. Contudo,
a faixa de trabalho entre as doses de 50 mg/kg e 5 mg/kg era muito
ampla e, ainda ndo se conhecia o limite de dose trabalho para o SI-
MF08.

Conforme a diretriz 420 da OECD (OECD, 2001a), a adicdo de
doses intermedidrias pode ser feita até que se encontre sinais de
toxicidade ou a morte de ndo mais que um animal por grupo. Deste
modo, um grupo de 5 animais foram injetados com 15 mg/kg do
composto. Dos 5 animais, 1 morreu e 0s 4 que sobreviveram
apresentaram uma pequena perda de peso de 3% ap6s 24 horas da
administracdo do composto.

Em seguida 2 animais foram administrados com a mesma dose e
avaliados por 14 dias. Nesse grupo ndo houve nenhuma morte e 0S
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animais ndo apresentaram perda de peso em relacdo ao primeiro dia do
estudo. Portanto, pode-se dizer que a perda de peso observada nos
animais 24 horas ap6s a administracdo da dose foi transitdria, pois 0s
animais que foram administrados com dose fixa de 15 mg/kg e avaliados
apos 13 dias da injecdo ganharam peso em relacéo ao peso inicial.

Ainda, depois de administrado o0 composto, 0s animais
apresentaram sinais de piloerecdo e prostracdo nas primeiras 24 horas. A
combinacdo desses sinais indica que essa dose ja é suficiente pra
apresentar certa toxicidade aos animais. Sendo assim, a dose maxima de
trabalho do composto é de 15 mg/kg, por ter apresentado sinais de
toxicidade bem como causado a morte de 1 dos animais do grupo.

Além da avaliacdo de sobrevida e variacdo de peso, o sangue dos
animais foi coletado antes de serem eutanasiados para avaliagcdo dos
parametros hematoldgicos e bioquimicos.

3.2.2 Parametros hematoldgicos

O hemograma dos animais pode nos fornecer informagdes quanto
ao quadro hematoldgico dos animais frente as doses de SI-MF08.
Anemia (reducdo na contagem de eritrocitos e na determinagdo de
hemoglobinas), trombocitopenia (reducdo de plaquetas) e leucopenia
(reducdo no numero de leucécitos) podem ser evidéncia de toxicidade
causada por agentes quimicos. Ainda, em situacBes de anemia,
hemolise, desidratagdo ou hemorragia pode ocorrer redugdo do
hematdcrito (proporcdo de células vermelhas no sangue). A Figura 22
apresenta 0s parametros hematoldgicos dos animais 24 horas e 14 dias
apos tratados com dose Unica de 5 mg/kg e 15 mg/kg de SI-MF08.

Apesar dos sinais observados fisicamente (prostracdo e
vermelhiddo na pele no local da aplicacdo logo apds a administracdo da
dose de 15 mg/kg de SI-MF08), nenhuma alteracdo significativa foi
observada na contagem de leucdcitos (Fig. 22-A), plaquetas (Fig. 22-B),
eritracitos (Fig. 22-C), bem como na determinacdo de hemoglobina (Fig.
10-D) e hematdcrito (Fig. 22-E), seja 24 horas apds a administracdo da
dose ou 14 dias depois, sugerindo entdo que até uma dose de 15 mg/kg o
SI-MF08 nédo é capaz de causar toxicidade significativa para alterar os
parametros hematoldgicos dos animais, nem logo apés a administracéo,
nem em uma toxicidade tardia . Da mesma forma, a dose de 5 mg/kg de
SI-MF08 néo causou alteracbes hematolégicas (Fig. 22-A a E).



98

Figura 22- Parametros hematol6gicos de animais tratados com dose Unica de SI-

MF08.
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Contagem de leucdcitos (A), plaquetas (B), eritrdcitos (C) e determinacdo da
hemoglobina (D) e hematdcrito (E) dos animais injetados intraperitonealmente
com doses de 5mg/kg e 15 mg/kg de SI-MF08. Coletas de sangue foram
obtidas no 2° 14° dia do estudo (24 horas e 13 dias apds aplicacdo da dose,
respectivamente). Animais do grupo controle receberam solugéo fisioldgica.
Resultados expressos em média + erro padréo (n = 4).

3.2.3 Celularidade da medula

As células sanguineas tém sua origem na medula dssea e algumas
substancias, incluindo quimioterapicos, podem alterar a hemopoese das
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células sanguineas e das células progenitoras, desta forma torna-se
relevante a realizagdo da avaliacdo da celularidade da medula Gssea.
Juntamente com o hemograma, a contagem da celularidade da medula
permite avaliar a extensdo da toxicidade causada pelo composto, através
de sinais de mielossupressdo (reducdo de um ou mais elementos do
sangue produzidos pela medula) (EMA, 2010b; KINTZEL, 2001).

A Figura 23 demonstra que a contagem do nimero de células
nucleadas da medula 6ssea foi semelhante no grupo controle e no grupo
dos animais tratados com SI-MFO08 nas duas concentracOes utilizadas.
Esses dados corroboram os resultados encontrados no hemograma (Fig.
22) de que as doses de 5 mg/kg e 15 mg/kg ndo sdo mielotoxicas.

Figura 23 — Celularidade da medula dos animais tratados com dose Unica SI-
MFO08.
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Contagem de células obtidas da medula femoral dos animais do estudo de
toxicidade de dose Unica tratados intraperitonealmente com SI-MF08 nas doses
de 5 mg/kg e 15 mg/kg.. Grupo controle recebeu solugdo fisiolégica nas
mesmas condigdes. Coletas foram realizadas no 2° e 11° dia do estudo (24 horas
e 13 dias ap6s a administragdo, respectivamente). Resultados expressos em
média + erro padrdo (n = 4).

3.2.4  Parametros bioquimicos

A avaliacdo de parametros bioquimicos pode nos fornecer
informacGes sobre lesdes teciduais e alteracBes metabolicas causadas
pela administragdo do composto, que podem posteriormente ser
confirmadas através de histopatologia.
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LesGes hepéaticas sdo a maior causa de toxicidade por
medicamentos, tornando-se o maior obstaculo no desenvolvimento de
novos medicamentos, portanto exames envolvendo marcadores
hepéaticos como a dosagem de bilirrubinas, que nos possibilitam avaliar
anemias hemoliticas e doencas hepaticas e das vias biliares, aspartato
aminotransferase (AST), alanina amino transferase (ALT), bem como a
fosfatase alcalina (FAL), utilizada para investigacdo de disturbios
hepéticos e dsseos se fazem necessarios para avaliagdo do
funcionamento do 6rgdo (CULLEN; MILLER, 2006; LEE, 2003;
RAMAIAH, 2007).

Da mesma forma, a disfungdo e lesdo renal também sdo muito
comuns na toxicidade causada por medicamentos. A nefrotoxicidade é
uma caracteristica inerente a diversos quimioterapicos como a
carmustina, cisplatina, ifosfamida, metrotexato, entre outros, que acaba
por dificultar a administragdo continua do tratamento antineoplasico,
bem como a utilizagdo da melhor dose terapéutica. Nesse caso, a
dosagem de ureia e creatinina foram usadas para avaliacdo do
funcionamento dos rins (CHOUDHURY; AHMED, 2006; KINTZEL,
2001; RAJAKARUNA, 2005).

Alteracdes nos niveis de lactato desidrogenase (LDH), proteinas e
albumina auxiliam na identificacdo da causa e localizacdo do dano
tecidual no corpo, além de permitirem o monitoramento da progressédo
da lesdo. Ainda, a dosagem de glicose, colesterol e triglicerideos
fornecem uma visdo geral do estado metabdlico do individuo
(QUIMBY; LUONG, 2007).

A LDH encontra-se elevada em diversas condigdes, refletindo
ampla distribuicéo da enzima nos tecidos. Em camundongos, a atividade
da LDH encontra-se mais expressiva no musculo esquelético, seguido
do coracdo, figado, rins e intestino (QUIMBY; LUONG, 2007).

O figado estd envolvido na sintese de diversas proteinas
plasméticas, incluindo a albumina, bem como na sintese de colesterol e
triglicerideos. Além disso, o figado também atua na regulacdo dos niveis
de glicose sanguinea.

Além de auxiliar na identificacdo de lesdes no figado referentes a
diminuicdo da sintese hepdtica, baixos niveis de albumina podem
significar uma alta perda dessa proteina através de hemorragia ou por
via intestinal (enteropatias) e renal (nefropatias) (QUIMBY; LUONG,
2007).
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Figura 24 — Parametros bioquimicos dos animais tratados com dose Unica de SI-

MFO08.
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Animais foram administrados intraperitonealmente com dose Unica de 5 mg/kg
ou 15 mg/kg de SI-M08. Grupo controle foi tratado com solugéo fisioldgica.
Amostras de sangue foram coletadas 24 horas e 14 dias ap6s administracdo das
injecBes para dosagem de glicose (A), colesterol (B), triglicerideos (C),
bilirrubina total (D) e direta (E), fosfatase alcalina (F) aspartato
aminotransferase (G), alanina aminotransferase (H), ureia (I), lactato
desidrogenase (J), proteinas totais (K) e albumina (L). Valores de creatinina
encontraram-se abaixo do limite detectavel (0,2 mg/kg). Resultados expressos
em média = erro padrao (n = 4).

No estudo de dose Unica, os animais administrados com 5 mg/kg
e 15 mg/kg de SI-MFO08 ndo apresentaram alteracbes expressivas nos
parametros avaliados, sugerindo que uma dose de até 15 mg/kg nédo
cause danos teciduais hepaticos ou renais até 13 dias apds a
administragdo (Fig. 24).

Com relacdo a creatinina, observou-se que todos o0s resultados
foram inferiores ao valor de 0,2 g/dL (valor que representa a
sensibilidade do teste utilizado). Considerando-se que os valores de
referéncia encontrados na literatura para a dosagem de creatinina de
camundongos é de < 0,53 + 0,04 g/dL, pode-se afirmar que todos os
animais do estudo apresentaram valores normais (FERNANDEZ et al.,
2010).

Da mesma forma, observou-se que ndo houve indicios de
alteragdes envolvendo o metabolismo da glicose e metabolismo lipidico,
visto que os valores encontrados sdo semelhantes aos do grupo controle.

Para confirmacdo desses resultados, exames histopatoldgicos dos
rins e figado, entre os outros 6rgdos coletados, deverdo ser realizados
(OECD, 2008; PARASURAMAN, 2011; RAMAIAH, 2007).

Segundo preconizado pelos guias internacionais de estudos de
toxicidade aguda, a dose maxima de trabalho de um composto quimico
deve ser a dose que apresenta toxicidade severa ao animal ou morte,
portanto, apesar da dose 15 mg/kg de SI-MF08 ndo ter apresentado
diferenca nos parametros hematolégicos e bioquimicos avaliados, a
morte de um animal foi decisiva para que essa fosse considerada a dose
méaxima de trabalho (OECD, 2001a).

3.3 Toxicidade do SI- MF08 em camundongos C57BL/6J/UNIB
- Doses repetidas

Para avaliar possiveis danos causados pelo composto em um
esquema continuo de administragdo, realizou-se o estudo de doses
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repetidas. A dose de 15mg/kg foi excluida dessa segunda etapa, uma vez
gue no estudo de dose Unica houve toxicidade evidente com a perda de
um animal. Portando, para uma administracdo prolongada a dose
maxima definida foi inferior a 15 mg/kg de SI-MF08 (ANVISA, 2013;
PARASURAMAN, 2011). Dessa forma, o0s animais foram
administrados intraperitonealmente com doses de 1,0 mg/kg, 2,5 mg/kg,
5,0 mg/kg, 7,5 mg/kg, 10,0 mg/kg ou 12,0 mg/kg por 10 dias
consecutivos, buscando encontrar a dose maxima segura para trabalho.

3.3.1 Peso e sobrevida

Os animais desse estudo foram pesados todos os dias, até o fim
do experimento, para avaliacdo da variagdo de peso decorrente de uma
possivel toxicidade. Na Figura 25-A observa-se que durante o periodo
de 24 dias, os individuos ndo apresentaram uma perda de peso
significativa. Quando calculada a variacdo de peso desses animais (peso
do dia em relacdo ao primeiro dia do estudo) a cada 4 dias de intervalo,
observou-se que nas doses menores ndo houve uma variagdo
significativa no peso corpéreos dos individuos administrados com as
doses de 1 — 2,5 — 5 mg/kg (Fig. 25-B). Da mesma forma, a dose de 7,5
mg/kg ndo induziu a uma perda de peso significativa nos animais (Fig.
25-C).

Na administracdo das doses de 10 e 12 mg/kg foi observado
perda de peso dos animais no 4°dia de administracdo do composto (Fig.
25-C), porém no 8° dia de estudo e administracdo das doses 0s animais
ja estavam recuperando 0 peso que possuiam no inicio do experimento,
0 que sugere que 0s mesmos podem ter sofrido uma reacdo a
administragdo das doses, mas essa perda ndo ultrapassou o limite de
10% do peso corporal (LASA/NC3RS, 2009). Além disso, essa varia¢do
se mostrou transitéria, uma vez que logo apds o periodo de
administracdo das injecdes a perda foi revertida, conforme observado no
12° dia de estudo.

Quanto a sobrevida, ndo houve morte de nenhum animal,
independentemente da concentragdo de SI-MF08 administrada.
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Figura 25 — Peso e variacdo de peso dos animais tratados com doses repetidas
de SI-MFO08.
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Média do peso dos animais nos dias 1, 10 e 24 do estudo de toxicidade de dose
repetida tratados intraperitonealmente com SI-MF08 com doses em intervalo de
1 -12 mg/kg (A). Variacdo de peso dos animais administrados com as doses de
1-25-5mg/kg (B) e 7,5 — 10 — 12 mg/kg de SI-MF08 (C) nos dias 1 4, 8,
12, 16, 20 e 24. Animais do grupo controle foram injetados com solugdo
fisioldgica nas mesmas condig¢des. Resultados expressos em média + erro
padrdo (n =4).

3.3.2 Parametros hematoldgicos

Para avaliacdo do perfil hematologico dos camundongos tratados
com SI-MF08, o sangue dos animais foi coletado pela veia facial 24
horas e 14 dias ap6s o final do tratamento (11° e 24° dia). A Figura 26
representa os valores da contagem de leucdcitos (Fig. 26-A), plaquetas
(Fig. 26-B), eritrocitos (Fig. 26-C), bem como a determinagdo de
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hemoglobina (Fig. 26-D) e hematécrito (Fig. 26-E) dos animais tratados
com as doses de 1 a 12 mg/kg de SI-MF08. Da mesma forma que no
estudo de dose aguda, o tratamento com as diferentes doses de SI-MF08
ndo resultaram em alteracBes nos parametros hematoldgicos dos
animais, quando comparados ao grupo controle (Fig. 26-A a E).

Com relagdo a contagem de leucdécitos, nota-se que existe uma
maior varia¢do entre os valores encontrados nos diferentes grupos (Fig.
26-A), no entanto ressalta-se que os valores encontrados encontram-se
dentro da faixa de normalidade. Em estudo apresentado por Mazzacara e
colaboradores (2008) sobre intervalos de referéncia hematoldgicos, os
valores de leucdcitos para camundongos fémeas C57BL/6J com idade
entre 3 e 7 meses ficam entre 2,2 — 11,53 x 10*/mm®, dessa forma, a
variacdo na contagem leucocitaria dos animais em estudo encontram-se
dentro da normalidade. Ainda, se observarmos os valores do grupo
controle do estudo de dose Unica (Fig. 22-A) encontramos valores que se
assemelham ao grupo de dose repetida de 5 mg/kg no 24° dia, sugerindo
gue essa realmente é uma variabilidade normal encontrada neste grupo.

Figura 26 — Parametros hematoldgicos dos animais tratados com doses repetidas
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Contagem de leucdcitos (A), plaquetas (B), eritrocitos (C) e determinagdo da
hemoglobina (D) e hematdcrito (E) dos animais injetados intraperitonealmente
com doses em intervalo de 1- 12 mg/kg de SI-MFO08 por 10 dias consecutivos.
Coletas de sangue foram obtidas no 11° e 24° dia de estudo. Resultados
expressos em média + erro padréo (n =4).

3.3.3 Celularidade da medula

Quando realizada a contagem das células nucleadas da medula
femoral dos animais administrados com 1 a 12 mg/kg de SI-MF08 para
investigacdo de potencial mielossupressdo ou toxicidade as células
sanguineas (Fig. 27), os valores mostraram-se semelhantes aos
encontrados no grupo controle, mais uma vez confirmando que qualquer



107

diferenca encontrada nos hemogramas dos animais € apenas uma
variabilidade normal do grupo. A mielossupressdo ¢ um fator limitante
de muitos quimioterapicos utilizados, comprometendo a resposta
terapéutica por exigir reducdo da dosagem e duracdo do tratamento,
além de comprometer a qualidade de vida do paciente (FRIBERG et al.,
2002; WANG; PROBIN; ZHOU, 2006).

Figura 27 — Celularidade da medula dos animais tratados com doses repetidas
de SI-MFO08.
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Gréfico representativo da contagem de células obtidas da medula femoral dos
animais do estudo de toxicidade subaguda tratados intraperitonealmente com Sl-
MF08 nas doses em intervalo de 1 a 12 mg/kg. por periodo de 10 dias. Grupo
controle recebeu solugdo fisioldgica nas mesmas condi¢Bes. Coletas foram
realizadas no 11° e 24° dia do estudo. Resultados expressos em média + erro
padrdo (n =4).

3.3.4 Parametros bioquimicos

No estudo de doses repetidas, nenhuma das doses administradas
causou alteragBes significativas nas dosagens de colesterol e
triglicerideos em relacdo ao grupo controle, sugerindo que nédo
ocorreram alteracdes metabdlicas causadas pela administracdo do
composto (Fig. 28-B e C).

Em relacdo a funcdo renal dos animais, nenhum sinal de
toxicidade foi encontrado na dosagem de marcadores especificos como
creatinina (valores inferiores 0,2 mg/kg) e ureia (Fig. 28-D).

A determinagéo das transaminases ALT e AST sdo preconizadas
como ensaios para avaliagdo de injurias hepatocelulares em caes, ratos e
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primatas ndo humanos, sendo a ALT considerada mais especifica
(BOONE et al., 2005).

A enzima ALT encontra-se no citosol dos hepatocitos e a
mudanca na permeabilidade da membrana celular ou a ruptura final da
mesma na morte por necrose leva a libera¢do dessa enzima no plasma e
soro sanguineo, podendo entdo ser detectada como um marcador de
lesdo hepética (AMACHER, 2002). Deste modo, 0 aumento da ALT,
acompanhado ou ndo do aumento de AST, estd associado a necrose
hepatocelular, injuria ou atividade de reparagdo/regeneracdo do tecido.
Normalmente, a magnitude e aumento da ALT é maior que a AST no
caso das duas estarem aumentadas, uma vez que a meia-vida da AST é
maior e a AST encontra-se ligada as mitocéndrias, apresentado menor
disponibilidade no sangue (BOONE et al., 2005).

Ap6bs dano hepatocelular agudo ocorre 0 aumento moderado ou
acentuado dos niveis séricos de AST e ALT, contudo os niveis de AST
normalizam-se rapidamente (de horas a dias). Em contrapartida, 0s
niveis de ALT permanecem elevados por mais tempo no soro (dias)
sendo esse mais confiavel para detec¢do tanto de dano agudo como
subagudo (RAMAIAH, 2007). Considerando que o aumento da ALT foi
observado apenas nos animais avaliados 14 dias apds o fim do
tratamento com a dose de 12 mg/kg de SI-MF08, pode-se sugerir que 0
composto causou uma toxicidade tardia (Fig. 28-H).

Ainda, conforme critérios estabelecidos pelo National Cancer
Institute para monitoramento de hepatotoxicidade, o aumento da
dosagem de enzimas soroldgicas pode ser classificada como leve, se 0s
valores forem até 2,5x mais altos que os limites de normalidade;
moderado, se os valores forem >2,5 a 5x acima do limite; severo, se > 5
a 20x acima do valor limite e se mais de 20x acima dos limites normais,
apresenta risco de vida (GRIGORIAN; O’BRIEN, 2014). Nesse caso, 0s
valores de ALT encontrados para 0s animais administrados com dose de
12 mg/kg de SI-MF08 sugerem leve toxicidade hepética.

Juntamente com os resultados da dosagem de transaminases, a
dosagem de glicose, albumina e fatores de coagulacdo também podem
auxiliar na determinacdo da fungéo hepética. Alteragcdes nos parametros
previamente mencionados indicam perda significativa da fungdo
hepética (>70 - 80%), uma vez que o figado apresenta capacidade de
sintetizar esses analitos. Adicionalmente, esses pardmetros podem
também estar associados & causas ndo hepatica, como no caso da
reducdo dos niveis séricos de albumina, que podem significar uma
inflamac&o relacionada & uma resposta de fase aguda, ou desnutri¢do
(RAMAIAH, 2007).
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Nos animais tratados com as doses de 7,5, 10 e 12 mg/kg os
niveis de glicose apresentaram-se elevados 14 dias ap6s o fim da
administragdo das doses (Fig. 28-A). Contudo, a dosagem de albumina
dos animais ndo apresentou nenhuma variacdo indicativa de toxicidade
(Fig. 28-K).

Os animais avaliados 14 dias apds o fim da dose de 12 mg/kg
apresentaram ALT elevada, no entanto até mesmo os animais que
receberam doses inferiores (7,5 e 10 mg/kg) apresentaram niveis
elevados de glicose.

E importante destacar que um periodo muito curto de jejum pode
interferir na dosagem correta dos niveis de glicose e, considerando a
tendéncia ao canibalismo inerente da espécie de camundongo utilizada
no estudo, o tempo de jejum dos animais precisou ser ajustado.

Portanto, pela falta de dados que confirmem a toxicidade hepatica
nos animais administrados com doses de 7,5 e 10 mg/kg no que se refere
aos niveis de glicose, é possivel que esses dados estejam apenas
refletindo um aumento de glicose decorrente da ingestdo de ragdo
previamente a coleta de sangue.
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Figura 28 — Pardmetros bioguimicos dos animais tratados com doses repetidas

de SI-MFO08.
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Foram realizadas avaliagdes de colesterol (A), triglicerideos (B), glicose (C),
ureia (D), bilirrubina total (E), bilirrubina direta (F), aspartato aminotransferase
(G), aspartato aminotransferase (H), fosfatase alcalina (1), lactato desidrogenase
(J), proteinas totais (K) e albumina (L). Animais foram administrados
intraperitonealmente por 10 dias com doses em intervalo de 1 — 12 mg/kg de SI-

MO08.

Grupo controle foi injetado com solucdo fisioldgica nas mesmas

condicbes. O sangue dos animais foi coletado no 11° e 24° dia de estudo (24
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horas e 13 dias ap6s a ltima dose, respectivamente), para avaliacdo do
metabolismo renal e hepatico. Resultados expressos em média + erro padrédo (n
=+7), **p<0,01.

A dosagem de fosfatase alcalina e bilirrubinas totais auxilia na
investigagdo de danos hepatobiliares em roedores, cées e primatas néo
humanos utilizados em estudos pré-clinicos. O aumento de FAL nessas
espécies normalmente indicam dano hepéatico ou problemas no
desenvolvimento dsseo. Adicionalmente, o aumento de FAL é seguido
do aumento dos niveis de bilirrubina total (BOONE et al., 2005).

Apesar dos niveis de fosfatase alcalina dos animais administrados
com dose de 5 mg/kg apresentarem discreto aumento, nenhum outro
grupo apresentou as mesmas alteracdes, inclusive animais administrados
com doses mais altas do composto (Fig. 28-1).

A variabilidade nos valores encontrados entre os grupos do
estudo para a dosagem de fosfatase alcalina, podem ter sido ocasionada
por uma interferéncia analitica relacionada a vestigios de hemolise na
amostra (LIPPI et al., 2006). Segundo Quimby e Luong (2007), os
valores de referéncia para camundongos C57BL/6 fémeas adultas sdo de
118 + 15,9 U/L, portanto, de maneira geral, os animais tratados com
todas as doses de SI-MF08 ndo apresentaram alterages significativas.

As bilirrubinas também sdo dosadas como marcadores para dano
hepético. A bilirrubina é o produto da quebra da fracdo da heme da
hemoglobina e sua eliminacdo é feita através do figado, onde s&o
absorvidas pelos hepatocitos e conjugadas (bilirrubina direta) para
excre¢do. O aumento de bilirrubina direta indicaria um problema de
excrecdo, e 0 aumento de bilirrubinas totais poderia indicar um
problema de conjugacdo por parte do figado ou aumento na degradacéo
da fracdo heme. No estudo de doses repetidas, nenhuma das doses
administradas induziu a uma variacdo nos valores de bilirrubina total e
direta (Fig. 28-E e 28-F).

A dosagem de proteinas totais e também auxilia na avaliacdo do
funcionamento do figado e, conforme observado na Figura 28-L o0s
animais tratados com o composto ndo apresentaram alteracoes
significativas quando comparados ao grupo controle.

Para confirmacédo da extensdo do dano causado ao tecido hepéatico
sugestivo do aumento dos niveis de ALT nos animais administrados
com a maior dose de SI-MF08 e elucidacdo das dlvidas quanto aos
demais resultados bioguimicos obtidos, avaliagfes histopatolégicas do
figado devem ser posteriormente adicionadas ao estudo.
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4 Concluséo

O estudo de toxicidade de dose Unica, realizado em camundongos
saudaveis C56BL/6J/Unib para avaliacdo da seguranca do composto,
demonstrou que a dose limite para administracdo nos animais é de 15
mg/kg de SI-MF08. O estudo de toxicidade de doses repetidas por sua
vez ndo apresentou aparente toxicidade que refletisse nos parametros
hematoldgicos ou celularidade de medula, porém revelou indicios de
gue a dose de 12 mg/kg de peso corporal o SI-MFO08 possa apresentar
leve toxicidade hepética apds a administracdo continua do composto.

Efeitos hepatotdxicos sdo comuns em agentes quimioterapicos,
porém os efeitos terapéuticos acabam por sobrepor os efeitos adversos,
sendo esses efeitos toxicos muitas vezes reversiveis (GRIGORIAN;
O’BRIEN, 2014; KING, 2001; MAOR; MALNICK, 2013; SHARMA et
al., 2014). Contudo, os dados encontrados ndo sdo conclusivos, e uma
futura avaliacdo histopatologica dos 6rgdos dos animais se faz
necessaria para melhor compreensdo e elucidacdo do possivel efeito
toxico do SI-MF08.
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CAPITULO 4. ATIVIDADE
ANTITUMORAL IN VIVO
DO SI-MFO08 EM MODELO
DE MELANOMA
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1 Introducéo

O uso de modelos animais em estudos pré-clinicos se faz
importante na investigagdo de novos produtos com atividade
antitumoral, destacando-se os modelos em roedores (GOLDIN et al.,
1981; KRUCZYNSKI; HILL, 2002; PANTALEAO; LUCHS, 2010;
VENDITTI, 2016).

Entre os modelos utilizados, pode-se realizar o implante de
células neoplasicas da mesma espécie que o hospedeiro do estudo
(exemplo: células tumorais murinas implantadas em camundongos),
como também podem se utilizadas células de outras espécies (JUNG,
2014; KUZU et al., 2015; TALMADGE et al., 2007). No primeiro caso,
podemos citar o modelo de melanoma em camundongos C57BL/6, em
que células da linhagem B16 utilizadas sdo oriundas de um surgimento
espontaneo na pele da orelha de camundongos, que foram isoladas para
posterior utilizacdo em estudos de atividade antitumoral in vivo, com
inducdo de melanoma em animais saudaveis dessa espécie. (GERAN et
al., 1972; MCKINNEY; HOLMEN, 2011)

O segundo modelo utiliza o implante de células tumorais de outra
espécie (normalmente humana) em animais e é utilizado para avaliacdo
de parametros farmacol6gicos e toxicologicos, porém exige a utilizacdo
de animais imuno-deficientes para evitar a rejei¢do do implante.

Quanto ao local do implante, os tumores podem ser ectopicos ou
ortotopicos. Os tumores ectdpicos implantados em um local diferente da
origem das células sdo amplamente utilizados para facilitar o
monitoramento do tumor e avaliar a eficacia do tratamento antitumoral.
Inversamente, os tumores ortotépicos sdo implantados no mesmo drgao
de origem das células tumorais apresentando maior semelhanca na
resposta terapéutica frente ao crescimento tumoral e poder metastatico
(JUNG, 2014; KUZU et al., 2015; TALMADGE et al., 2007).

Neste contexto, o modelo subcutidneo de melanoma B16 em
camundongos C57BL/6 é um modelo cléassico, bem estabelecido e ainda
usado nos dias de hoje, por ser de rapida progressao tumoral, altamente
agressivo e, diferente de outros modelos, por ser também um modelo
ortotépico, fornecendo informagdes precisas quanto a acdo do composto
no 6rgdo de origem do tumor (BERKELHAMMER et al., 1982;
KRUCZYNSKI; HILL, 2002; OVERWIK; RESTIFO, 2001a;
PLOWMAN et al., 1997).

No caso de agentes antitumorais com principio de citotoxicidade
a célula neoplésica, assume-se que gquanto maior a dose, igualmente
maior serd a eficacia, uma vez que esses agentes apresentam uma
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relacdo dose-toxicidade (EISENHAUER et al., 2000). Portanto, a maior
dose segura observada nos estudos de toxicidade in vivo foi escolhida
como a dose com maior chance de apresentar eficicia, de forma que
apresenta significante, porém reversivel, toxicidade.

Nos capitulos anteriores, foi demonstrado o poder citotoxico do
SI-MFO08 em linhagem celular de leucemia e melanoma, apresentando
promissora atividade antitumoral. Ainda, o estudo de toxicidade em
camundongos C57BL/6J/Unib sugere que até a dose de 12 mg/kg o
composto possa ser administrado intraperitonealmente por um periodo
de 10 dias sem apresentar comprometedora toxicidade aos animais.
Dessa forma, a ultima parte desse trabalho teve como objetivo a
avaliacdo da atividade antitumoral de animais C57BL/6J/ Unib portadores
de melanoma.

2 Materiais e Métodos
2.1 Reagentes

Os reagentes foram obtidos conforme previamente descritos no item
2.1 do capitulo 3. Ainda, a parafina TissuePrep Embedding Media foi
adquirida da Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EUA).

2.2 Aspectos Eticos

Os experimentos aqui realizados seguiram 0s preceitos éticos
para experimentacdo animal, e o protocolo experimental foi previamente
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFSC sob o
parecer nimero PP00892 (Anexo A).

2.3 Animais

Para o0s estudos atividade antitumoral foram utilizados
camundongos isogénicos C57BL/6J/Unib fémeas conforme descrito no
item 2.3 do capitulo 3.

Os animais foram tratados intraperitonealmente e as amostras de
sangue foram coletadas da veia facial. Os animais foram também
anestesiados com solucdo de quetamina (200 mg/kg) e xilazina (15
mg/kg) antes da eutanasia para posterior remo¢do do tumor.
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2.4 Cultura de células

A cultura das células de melanoma murino B16F10 para implante
nos animais foi realizada conforme previamente descrito no item 2.3 do
capitulo 1 em meio de cultura DMEM.

2.5 Implante de células de melanoma murino B16F10 em
camundongos C57BL/6J/ Unib

As células B16F10 foram mantidas em cultura até a 4* passagem.
Em seguida, foram tripsinizadas, lavadas 3x com PBS e as culturas que
apresentaram mais de 95% de viabilidade pelo método de Azul de
Trypan (item 2.3 do capitulo 1) foram injetadas por via subcutanea na
densidade de 5 x 10 em um volume de aproximadamente 100 pL de
PBS no dorso previamente depilado dos animais, em condic8es estéreis
(CONTENTE et al., 2014; OVERWIJK; RESTIFO, 2001b). Durante 10
dias os tumores foram maturados e monitorados a cada 48 horas até
crescimento no espago subcutaneo (Fig. 29).

Figura 29 — Esquema representativo de inocula¢do subcutdnea de células
B16F10 no dorso de camundongos C57BL/6J/Unib.
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2.2 Tratamento dos animais portadores de tumor com SI-MF08

Ap6s o desenvolvimento dos tumores de melanoma,
camundongos portadores de tumores de volume similar foram
distribuidos homogeneamente em trés grupos:

e Controle
e SI-MFO08 na dose de 7,5 mg/kg;
e SI-MFO08 na dose de 12 mg/kg;
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A escolha das doses foi feita a partir dos resultados obtidos no
estudo de toxicidade. Considerando-se a agressividade da doenga, a
maior dose do estudo de toxicidade com doses repetidas (SI-MF08 12
mg/kg) foi utilizada no tratamento dos camundongos portadores de
tumor. Adicionalmente, uma dose inferior utilizada no estudo de
toxicidade de doses repetidas foi eleita para o estudo (SI-MF08 7,5
mg/kg) na busca por efeitos antitumorais com menor possibilidade de
toxicidade aos animais debilitados em decorréncia da doenca.

Os animais foram tratados intraperitonealmente com SI-MF08 ou
solucdo salina (controle) durante um periodo de 10 dias, com inicio no
11° dia ap6s implante do tumor. As injecfes foram administradas
sempre no mesmo horario do dia.

Para avaliacdo do efeito antitumoral foram monitorados peso,
volume tumoral e sobrevida dos animais, além da avaliacdo de
parametros hematoldgicos, celularidade da medula e histopatologia do
tumor (Fig. 30).

Figura 30 — Fluxograma representativo do estudo de atividade antitumoral do
SI-MFO08.
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animais tumoral sobrevida hematolégicos da medula do tumor

2.3 Volume tumoral e peso dos animais

A avaliagdo do crescimento tumoral e peso dos animais foi
realizada por 45 dias, 3 dias por semana. O monitoramento do tamanho
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tumoral foi realizado através da medida do diametro transversal e
longitudinal, com auxilio de paquimetro. Os volumes dos tumores dos
animais foram determinados conforme equacdo abaixo (SANCEAU et
al., 2002):

comprimento (mm) x [largura (mm)]?
2
)

O peso dos animais foi monitorado com o auxilio de balanga
apropriada e a variacdo de peso foi calculada pela razdo da média do
peso final dos animais e média do peso inicial dos animais, subtraindo o
peso do tumor. Conforme descrito por Plowman (1997), o peso do
tumor pode ser calculado por equagdo semelhante ao volume tumoral,
portanto considerou-se que 1 mm® equivale a 1 g para determinacéo da
massa tumoral.

Volume tumoral (mm?3) =

2.4 Parametros hematol6gicos

A coleta do sangue dos animais do estudo de atividade
antitumoral foi realizada antes da indugdo do tumor (controle basal),
antes do inicio do tratamento (10° dia do implante do tumor) e 7 dias
apos o final do tratamento (27° dia apds o implante do tumor) para
acompanhamento do perfil hematolégico dos animais pds-tratamento
com SI-MF08. A coleta e pardmetros avaliados foram realizados
conforme previamente descritos (Capitulo 3, item 2.5).

2.5 Celularidade da medula

A avaliacdo da celularidade da medula dos animais foi realizada
conforme descrito no capitulo 3 (item 2.7).

2.6 Analise histoldgica do tumor

Para a avaliacdo histoldgica, contou-se com a colaboracdo da
Profa. Dra. Evelise Maria Nazari, do Dep. de Biologia Celular,
Embriologia e Genética da UFSC.

Apos eutanasia dos animais, os tumores foram coletados, fixados
em paraformaldeido 4% por 48 horas e guardados em alcool 70%. Apds,
foram desidratados em uma sequéncia crescente de banhos de alcool
(80% < 90% < 100%) e xilol, seguidos de inclusdo em parafina. Apos
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solidificada a parafina, as pegas foram cortadas em micr6tomo com
espessura de 6 um e as laminas previamente recobertas com gelatina
foram confeccionadas com as dos tumores.

A coloracdo das laminas para a visualizagdo das estruturas dos
tecidos foi feita com hematoxilina e eosina. Brevemente, as laminas
foram desparafinizadas em banhos com xilol e decrescentes
concentragdes de alcool (100% > 90% > 80% >70%), coradas em banho
de hematoxilina e eosina e, apds removido o excesso de corante, 0
excesso de &gua das amostras foi retirado com banhos crescentes de
alcool e xilol novamente.

2.7 Analise estatistica

A probabilidade de sobrevida foi analisada com curvas de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier associado ao teste de significancia de
Mantel-Cox. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o
programa GraphPad Prisma 5 e os niveis criticos de significancia foram
de p<0,05.

Os demais experimentos foram expressos conforme descrito no
item 2.8 do capitulo 3.

3 Resultados e Discussao

Para a investigacdo do efeito antitumoral do SI-MF08 em modelo
murino de melanoma, camundongos fémeas foram inoculadas por via
subcutanea com células B16F10 no dorso e o crescimento do tumor foi
observado por 10 dias antes do inicio da administracdo dos tratamentos.

Duas doses foram escolhidas para o tratamento dos animais:

1) dose de 12 mg/kg de peso corporal - maior dose utilizada no
estudo de doses repetidas que ndo apresentou toxicidade grave, com o
objetivo de obter a maior resposta possivel na inibi¢cdo da progressao
tumoral;

2 ) dose de 7,5 mg/kg de peso corporal — dose que também ndo
induziu toxicidade grave, para avaliar se uma dosagem menor também
consegue atuar interferindo na progressdo do tumor e reduzir as
possiveis toxicidades causadas pelo composto em animais com uma
condicdo mais fragil devido a doenga.

O tratamento dos animais foi feito por 10 dias consecutivos. Um
terceiro grupo foi administrado com solucdo fisioldgica para grupo
controle. A Figura 31 representa uma linha do tempo do estudo



122

realizado para a avaliagdo da atividade antitumoral do SI-MFO8 nos

animais portadores de tumor de melanoma B16F10.

Figura 31 — Linha do tempo do estudo de atividade antitumoral in vivo.
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O final do experimento foi considerado 45 dias ap6s inducéo do
tumor ou até animais atingirem volume tumoral de 6 cm®.

3.1 Probabilidade de sobrevida

A probabilidade de sobrevida dos animais com tumor de
melanoma subcutaneo induzido pelo implante de células B16F10 foi
avaliada por 45 dias ou até que os tumores atingissem volume de 6 cm?,
conforme representado na Figura 32 e Tabela 3 por meio das curvas de
Kaplan-Meier.

Através da mediana de sobrevivéncia dos animais é possivel
determinar o tempo estimado em que a sobrevida de cada grupo atingiu
50%. Conforme descrito na Tabela 3, o tempo estimado para o grupo
controle foi de 25 dias e para os animais tratados com a menor dose do
composto foi de 28 dias. Em contraste, o tratamento com a maior dose
do composto resultou em aumento da sobrevida em relacdo ao grupo
controle (p<0,0016). Neste caso, destaca-se a dose mais alta de Sl-
MF08, que apresentou uma estimativa de 32 dias para atingir 50% de
sobrevida (Fig. 32).

Figura 32 - Taxa de sobrevida dos animais portadores de tumor tratados com Sl-
MF08.
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Animais foram tratados com as doses de 7,5 mg/kg e 12 mg/kg. Grupo controle
tratado com solucdo fisiolgica. Animais foram observados diariamente por 45
dias. (n = + 10, **p<0,0016).
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Tabela 3 - Mortalidade dos camundongos C57BL/6J/Unib com tumor
subcutaneo de melanoma B16F10.

Mortalidade 32°dia Tempo (dias)"

(%)*
Controle 100% 25
SI-MF08 7,5 mg/kg 81% 28
SI-MF08 12 mg/kg 53% 32

Animais foram tratados intraperitonealmente com doses de 7,5 mg/kg e 12
mg/kg por 10 dias consecutivos.

4Taxa de mortalidade dos animais no 32° dia de experimento, 12 dias ap6s
o0 implante do tumor.

*Tempo estimado para a morte de 50% dos animais do grupo

No presente estudo, todos 0s animais do grupo controle morreram
até o 32° dia do experimento. Esses dados estdo de acordo com o estudo
de Entin e colaboradores (2003), que demonstrou que camundongos
portadores de melanoma B16 morrem entre o 35° e 40° dia depois de
implantados os tumores. Em contraste, nota-se nesta mesma data, que o
grupo de animais tratados com a maior dose de SI-MF08 apresentava
uma sobrevida de 47%. Deste modo, os dados obtidos no experimento
sugerem que o composto na dose de 12 mg/kg aumente a probabilidade
de sobrevida desses individuos.

3.2 Crescimento tumoral

O volume do tumor dos animais foi medido trés vezes por semana
e, ao final do tratamento (20° dia de experimento) observou-se que as
curvas de crescimento tumoral dos animais tratados com as doses de 7,5
mg/kg e 12 mg/kg de SI-MF08 apresentaram-se expressivamente
menores que a do grupo controle, visto que para os animais tratados com
solucdo fisiolégica, a média de volume tumoral (2) foi de 1,4 cm’,
enguanto que os animais tratados com a dose mais baixa e mais alta do
composto apresentaram uma média de 0,9 cm® e 0,3 cm’,
respectivamente. Isso nos leva a compreensdo de que mesmo a dose
mais baixa do composto teria capacidade de retardar o crescimento do
tumor, enquanto os animais estavam em tratamento (Fig. 33).
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Figura 33 — VVolume tumoral dos animais tratados com SI-MF08.
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Animais foram tratados por 10 dias com as doses de 7,5 mg/kg e 12 mg/kg de
SI-MF08. Grupo controle recebeu solugdo fisioldgica pelo mesmo periodo.
Gréfico representativo do volume dos animais (2) até o dltimo dia de tratamento
(n= % 10, **p<0,01, *** p<0,001).

Foi possivel observar que os animais tratados com a dose de 12
mg/kg de SI-FMO08 apresentaram uma taxa de inibicdo do crescimento
tumoral de 76% em relagdo aos animais ndo tratados (Tabela 4).

Tabela 4 - Atividade antitumoral de SI-MF08 em animais C57BL/6J/Unib
com tumor subcutaneo de melanoma B16F10.

GrUDos %T/CA % ICT"

P 20° dia 20° dia
SI-MFO08 7,5 mg/kg 56 44
SI-MF08 12 mg/kg 24 76

Animais foram tratados intraperitonealmente com doses de 7,5 mg/kg e 12
mg/kg por 10 dias consecutivos.

L9%T/C = (mediana da massa tumoral dos animais tratados/média da massa
tumoral dos animais controles) x 100.

"%ICT (inibicdo do crescimento tumoral) = 100 — (%T/C)
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Foi também avaliada a racdo entre a massa tumoral dos animais
tratados e a massa dos animais controle (solucdo fisiologica) para
obtencdo do valor de %T/C.

Conforme padrfes estabelecidos pela divisdo de tratamento do
cancer do National Cancer Institute (NCI- EUA), quando a relacdo
entre a massa tumoral do grupo tratado e grupo controle (T/C) forem
menores ou iguais a 42%, a atividade tumoral é significativa
(PLOWMAN et al., 1997), portanto podemos dizer que a dose de 12
mg/kg de SI-MF08 apresentou expressiva capacidade de reducdo do
crescimento tumoral com valores de T/C de 24% ao final do tratamento
(Tabela 4).

3.3 Peso dos animais

Para o crescimento do tumor, uma alta quantidade energética ¢
exigida. Dessa forma, tecidos adjacentes sdo recrutados para prover
energia necessaria para 0 crescimento do tumor. Contudo, ndo ocorre
um ajuste calérico no organismo do hospedeiro para manutencdo da
homeostasia, levando a perda de peso em pacientes com cancer. Essa
perda de peso reduz a taxa de sobrevivéncia dos pacientes, bem como
prejudica a resposta ao tratamento quimioterapico (DEWYS et al., 1980;
FEARON etal., 2011).

Na avaliacdo da variacdo de peso dos animais em estudo, a razdo
entre 0 peso dos animais no inicio e fim do tratamento foi considerada
descontando-se a estimativa do peso do tumor de cada animal. O peso
dos tumores foi calculado conforme descrito por Geran (1972).

Na Figura 34 é possivel observar que os animais do grupo
controle apresentaram perda de peso em relagdo ao inicio do
experimento.
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Figura 34 — Variacdo de peso dos animais portadores de tumor tratados com SlI-
MFO08.
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Média da variagdo de peso dos animais com tumor tratados com 7,5 mg/kg e 12
mg/kg de SI-MF08 em esquema de 10 dias. Grupo controle foi tratado com
solucéo fisiolégica no mesmo periodo (n=£10).

A perda de peso observada nos animais do grupo controle pode
ser relacionada com os efeitos de caquexia (perda de peso, perda de
massa muscular, inflamacdo, anemia) inerentes a doenca. (EVANS et
al., 2008). Por outro lado, os animais tratados com ambas as doses de
SI-MF08 apresentaram ganho de peso, 0 que indica que o composto
pode reduzir os efeitos causados pela doenca.

3.4 Parametros hematolégicos

A avaliacdo do perfil hematol6gico dos animais inoculados com
melanoma B16F10 é uma ferramenta Util para avaliacdo das alteracdes
inerentes ao tumor. A Figura 35 apresenta os valores da contagem de
leucocitos, plaquetas, eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito dos
animais tratados com solugéo fisioldgica (controle) e com as doses de
7,5 mg/kg e 12 mg/kg de SI-MF08 coletado no 28° do experimento. Foi
também realizada uma coleta de sangue previamente a inducéo do tumor
nos animais, para comparacéao de valores basais de animais saudaveis.

Refletindo o estado de anemia inerente a doenca, 0s animais do
grupo controle apresentaram reducao significativa (p<0,01) na contagem
de eritrdcitos, e determinacdo da hemoglobina e hematdcrito (Fig. 35- C
a E), bem como observou-se um expressivo aumento nos valores de
leucocitos (Fig. 35-A) quando comparados aos pardmetros
hematol6gicos dos animais saudaveis (basal). Entretanto, os animais
tratados com SI-MF08 em ambas as doses apresentaram valores de
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eritrdcitos, hemoglobina e hematdcrito mais préximos aos animais
saudaveis (basal).

Figura 35 — Perfil hematoldgico dos animais portadores de tumor tratados com
SI-MFO08.
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Contagem de leucdcitos (A), plaquetas (B) e eritrdcitos (C), e determinagdo de
hemoglobina (D) e hematécrito (E) dos animais com tumor tratados 7,5 mg/kg e
12 mg/kg de SI-MFO08 por 10 dias. Grupo controle foi tratado com solugdo
fisiol6gica no mesmo periodo e hemograma dos animais obtido previamente a
inducdo tumoral representam grupo basal. (n=£10, *controle vs. basal , p<0,01)

Em pacientes com céncer, a leucocitose ocorre em diversos tipos
de tumores solidos, sendo associada a um pior prognéstico pelo aumento
de mortalidade, dessa forma, a reversdo da leucocitose esta relacionada a
uma melhor resposta terapéutica. (KASUGA et al., 2001; RUKA et al.,
2001; TANAKA et al., 1996). Como observado na Figura 35-A 0s
animais tratados com ambas a doses de SI-MF08 ndo apresentaram
leucocitose quando comparados com 0s animais saudaveis no grupo
basal.
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3.5 Andlise histoldgica dos tumores

As fotomicrografias apresentadas na Figura 36 representam 0s
cortes histologicos do estudo preliminar de avaliagdo histologica dos
tumores dos animais coletados 48 horas apés o fim dos tratamentos.

O corte histolégico do tumor do grupo controle apresentou um
tecido com grande nimero de células neoplasicas (Fig. 36-A), enquanto
gue no tecido tumoral obtido de um animal tratado com a dose de 7,5
mg/kg de SI-MF08 observou-se areas de necrose e fibrose sugestivas de
morte celular induzida pelo composto (Fig. 36-B).

No tecido tumoral do animal tratado com a dose de 12 mg/kg do
composto notou-se um tecido com uma densidade celular reduzida, além
da presenca de necrose e algumas areas com sugestiva deposicdo de
fibras de colageno (Fig. 36-C). Em outro animal também tratado com a
maior dose de SI-MF08, observa-se um encapsulamento do tumor com a
presenca de fibras circundando a massa tumoral (Fig. 36-D).
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Figura 36 — Fotomicrografias representativas do aspecto histolégico dos
tumores.
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Os tumores de melanoma de animais C57BL /6J/Unib foram obtidos 24 dias
apoés inoculagdo com células de melanoma B16F10. Os cortes de tumores dos
animais tratados com solugéo fisiolégica (volume = 5 cm®) (A), 7,5 mg/kg de
SI-MF08 (volume = 2 cm®) (B) e 12 mg/kg de SI-MFO08 (volume = 2 cm® e
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0,02 cm®) (C e D) foram corados com hematoxilina-eosina e observados em
magnificacdo de 100x.

4  Conclusao

O SI-MF08 na dose de 12 mg/kg apresentou atividade
antitumoral em camundongos portadores de melanoma, demonstrado
pelo aumento da taxa de sobrevida dos animais, inibicdo de crescimento
tumoral, além de atenuar os efeitos deletérios inerentes a doenca.
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CONCLUSOES GERAIS

Nos estudos in vitro observou-se que SI-MF08 atua por diferentes
vias para ativacdo do processo de morte celular, caracterizando-o como
um potencial agente antitumoral multialvo, o que pode favorecer a
transposicdo de mecanismos de resisténcia aos tratamentos antitumorais.
Adicionalmente, os estudos in vivo em animais portadores de melanoma
demonstram que 0 composto apresenta atividade antitumoral
significativa, com baixa toxicidade encorajando a continuidade da
pesquisa deste composto como um candidato a farmaco para o
tratamento do cancer.
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PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos neste trabalho indicam algumas
perspectivas para o futuro:

e Avaliacdo histoldgica dos 6rgdos (figado, rins, baco, coracéo,
pulméo e cérebro) dos animais do estudo de toxicidade do SI-
MFO08;

e Auvaliacdo histologica dos tumores dos amimais do estudo de
atividade antitumoral do SI-MFO08;

o Realizar estudo de toxicidade in vivo com quimioterapico
disponivel no mercado para fins de comparacdo com resultados
obtidos no estudo do SI-MFO08;
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