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"Na Idade Média, as pessoas acreditavam que a Terra era plana, porque elas
tinham ao menos a evidéncia de seus sentidos; nds acreditamos que ela é
redonda néo porque um por cento de nds pode dar as razées cientificas para
uma crenca téo fantdstica, mas porque a ciéncia moderna nos convenceu de
que nada que é obvio é verdadeiro, e que tudo que é mdgico, improvavel,
extraordindrio, gigantesco, microscopico, cruel ou excessivo é cientifico.”

George Bernard Shaw (1856-1950)
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RESUMO

Nosso grupo tem caracterizado Wilbrandia ebracteata COGN (WE) como fonte de
substancias biologicamente ativas com atividade antiinflamatdéria conhecidas como
cucurbitacinas. A proposta para este trabalho foi investigar as propriedades
antitumorais de um composto isolado de WE, a dihidrocucurbitacina B (DHCB),
sobre células de melanoma murino B16F10. Nos ensaios do MTT e incorporagao de
timidina triciada para investigar a viabilidade e proliferagdo celular, os resultados
demonstraram que tanto a fracao diclorometanica de WE (WEDC) quanto DHCB
reduzem de maneira significativa a proliferagcdo sem alteragdes marcantes na
viabilidade das células B16F10 em cultura, porém DHCB foi menos citotéxica. O
mesmo perfil ndo foi observado em células de fibroblasto murino NIH3T3, onde
DHCB promoveu efeito apenas nas maiores concentracdes. Antiinflamatoérios nao
esteroidais, Indometacina e Naproxeno, exibiram efeito inibitério sobre a viabilidade
e proliferagcdo de células B16F10 apenas em concentracbes mais elevadas. Além
disso, células B16F10 ndo expressaram COX-2 nas condi¢cdes avaliadas. Este fato
direcionou nosso estudo para a investigacdo do efeito da DHCB sobre eventos
relacionados a proliferacdo celular. Analises da expressdo de proteinas que
participam no controle do ciclo celular, revelaram que DHCB foi capaz de reduzir a
expressao de ciclina A e principalmente ciclina B1. Ensaios de citometria de fluxo
para observar as fases do ciclo celular demonstraram que DHCB promoveu um
atraso na progressao do ciclo celular, acumulando as células na fase G2/M, este fato
foi acompanhado pelo surgimento de células polipldides. Ainda por citometria de
fluxo, foi observado que DHCB nao induz apoptose no ensaio de incorporagao de
Anexina V-FITC. O surgimento de células polipldides foi confirmado por
imunofluorescéncia e demonstrou ainda que DHCB promove importantes alteragdes
na distribuicdo dos filamentos de actina, bem como, nos pontos de adesao focal,
concentrando-os. Nos experimentos in vivo, a administracdo de DHCB por via oral
foi capaz de reduzir ambos, o crescimento tumoral e a formacdo de metastase em
pulmé&o induzidos pela inoculagdo de células B16F10 em camundongos. Nossos
resultados revelam que DHCB reduz a taxa proliferacao das células B16F10 devido,
pelo menos em parte, a diminuigdo da expressao de ciclinas, principalmente ciclina

B1 e ao dano na distribuicao e/ou formagao do citoesqueleto de actina, inibindo com



isso a citocinese, mas nao a cariocinese. Além disso, DHCB foi efetiva quando
administrada por via oral em camundongos e n&do foram observados efeitos adversos
como sangramentos, diarréia ou outra alteragdo comportamental. De maneira geral,
nossos resultados sugerem que DHCB apresenta potenciais perspectivas para

utilizacao na terapia de combate ao cancer.

Vi



ABSTRACT

We have characterized Wilbrandia ebracteata COGN (WE) as a source of
cucurbitacins, substances with antiinflammatory properties. Our present study aimed
to investigate the antitumoral properties of a compound isolated from WE,
dihydrocucurbitacin B (DHCB), using murine B16F10 melanoma cells. In the MTT
and H>-Thymidine assays used to investigate cell viability and proliferation, our
results showed that adition of DHCB significantly reduced cell proliferation without
important effects on viability. The same effect was not observed in murine NIH3T3
fibroblats since, DHCB exhibited effects only at highest concentrations.
Nonstereroidal antiinflammatory drugs Indomethacin and Naproxen exhibited an
effect on B16F10 cell viability and proliferation only at the highest concentrations
tested. Moreover, B16F10 cells did not express cyclooxygenase-2 under conditions
evaluated. These results lead us to investigate the events that controlling cell
proliferation. Western blot analysis for some cell cycle regulators demonstrated that
DHCB decreased the expression of Cyclin A, and especially of Cyclin B1. Flow
cytometry revealed that DHCB delayed cell cycle, accumulating cells in G2/M phases
and raising the number of polyploid cells. Annexin V-FITC incorporation
demonstrated that DHCB did not induce apoptosis. The increase in polyploid cell
numbers was confirmed by immunofluorescence assays, which also demonstrated
that DHCB promotes remarkable alterations in the cell cytoskeleton and focal
adhesion points. In the in vivo experiments, administration of DHCB p.o. was able to
reduce both tumor growth and metastase in mice without causing side effects such
as bleeding, diarrhea or behavioral changes. The present results reveal that
dihydrocucurbitacin B reduces cell proliferation. This effect is due, at least in part, to
a decrease in the expression of cyclins, mainly cyclin B1 and disruption of F-Actin
cytoskeleton inhibiting cytokinesis but not karyokinesis. Moreover, our results
demonstrated that DHCB was effective when administered orally. Taken together,
our findings suggest that DHCB might constitute a promising therapeutic tool against

cancers.
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1. Introducdo




1.1 Histérico e aspectos gerais

O cancer é uma doencga antiga, sendo descrita na historia da medicina desde
os relatos médicos mais iniciais. Sete papiros, descobertos e decifrados no final do
século XIX, proveram os primeiros conhecimentos diretos sobre as praticas médicas
do antigo Egito. A descricdo mais antiga, data-se de 1600 a.C. e contém detalhes de
condicbes que sao compativeis com lesdes relacionadas ao cancer. Neste
manuscrito ha a descricao de oito casos de tumores ou ulceras de mama que foram
tratadas por cauterizacdo, com uma ferramenta denominada “the fire drill” (broca de
fogo), relatando ainda que nao ha tratamento para esta doenca. Além disso, ossos
remanescentes de mumias revelaram crescimento que sugere a ocorréncia de
osteosarcomas e em outros casos, ha destruicdo 6ssea similar a observada em
canceres de cabecga e pescogo. Os médicos do antigo Egito tratavam pacientes para
diferentes tipos de cancer correlacionando medicina e religido; prescrevendo pilulas
e orelhas de porco; dispensando unguentos, enemas, 6leo de ricino e partes de
animais (Collins, 2004).

Apos o declinio do Egito, os capitulos seguintes da histéria da medicina foram
escritos por gregos e romanos (Collins, 2004). Hipdcrates e Galeno, cujos conceitos
dominaram o pensamento médico por cerca de 1500 anos, retiraram a medicina do
campo da magia, supersticao e religidao, definindo doengas como sendo processo
natural e baseando o tratamento em observacao e experiéncia. Hipocrates (460 —
370 a.C.) foi o primeiro a utilizar o termo Cancer (origem grega karkinos, que
significa caranguejo), para descrever tumores ulcerosos ou nao.

A falta de anestesia e condigdes assépticas tornaram a cirurgia uma opgao de
risco para o tratamento do cancer no século XVII. No século seguinte, em 1761,

Giovanni Morgagni, foi o primeiro a realizar autdpsias para relacionar a doenga do



paciente a achados patolégicos apds a morte. Este fato foi a base para o surgimento
da oncologia como ciéncia para o estudo do cancer que, no século XIX, teve seu
reconhecimento com Rudolph Virchow, fundador da patologia celular e com a
utilizagdo do microscopio moderno. Quando a anestesia tornou-se disponivel, em
1846, surgiram os grandes cirurgides e no final do século XIX, William Stewart
Halsted, professor de cirurgia na Universidade Johns Hopkins, desenvolveu a
mastectomia radical. E até 1950, a cirurgia era a terapia predominante para o
tratamento do cancer. Em 1960, com a invencao do acelerador linear, a radioterapia
se tornou uma ferramenta preciosa para o controle local e regional da doenga, mas,
do mesmo modo que a cirurgia, ndo era capaz de erradicar o cancer metastatico. O
tratamento efetivo para muitos pacientes necessitava alcangar cada 6rgao do corpo
(Chabner, 2004). Desde entdo, com o passar dos anos, o desenvolvimento e uso de
farmacos tem produzido resultados bem sucedidos no tratamento de muitas pessoas
com cancer (Collins, 2004).

Cancer é o nome dado a um conjunto de mais de cem doengas que tem em
comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os tecidos e
orgaos, podendo espalhar-se (metastase) para outras regiées do corpo. Dividindo-se
rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis,
determinando a formagao de neoplasias malignas. Por outro lado, um tumor benigno
significa simplesmente uma massa localizada de células que se multiplicam
vagarosamente e se assemelham ao seu tecido original, raramente constituindo um
risco a vida. Os diferentes tipos de cancer correspondem aos varios tipos de células
do corpo. Se o cancer tem inicio em tecidos epiteliais como pele ou mucosa, é
denominado carcinoma; se comega em tecidos conjuntivos como 0sso, musculo ou

cartilagem é chamado de sarcoma. Em geral, a progressdo dos tumores segue uma



sequéncia evolutiva: crescimento local, metastase em linfonodos regionais e para
outros 6rgaos e obito (Alisson, 2004).

Apesar dos recentes avangos biotecnoldgicos, o cancer ainda € a segunda
maior causa de morte por doengcas no mundo ocidental. Dados da Organizagao
Mundial de Saude em 2005 demonstraram que, dos 58 milhdes de registros de
morte em todo o mundo, cerca de 13 % (7,6 milhdes) foram causados por cancer. A
estimativa esperada para 2015 e 2030 é de 9 e 11,4 milhdes de o&bitos,
respectivamente (WHO, 2006). O Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos
(NIH, National Institutes of Health) estimou que em 2005 foram gastos cerca de U$
209,9 bilhdes, sendo $74 bilhdes com gastos médicos diretos; $17,5 bilhdes com
morbidade (custo relacionado a doencga); e $118,4 bilhdes com mortalidade (custo
relacionado a morte). A estimativa para o ano de 2006 foi de aproximadamente 1,4
milhdes de novos casos (ACS, 2006). No Brasil, dados do Instituto Nacional do
Cancer (INCA), em 2000, o cancer, seguindo a tendéncia mundial, foi também a
segunda maior causa de morte por doengas.

Apds anos de rapidos avangos na ciéncia, a pesquisa cientifica sobre o cancer
tem gerado uma rica, e a0 mesmo tempo complexa, rede de conhecimentos
revelando ser uma patologia que envolve alteragées dindmicas no genoma. A base
tem sido situada na descoberta de mutagbes que produzem oncogenes que passam
a exercer fungdes dominantes ou que anulam a fungdo de genes supressores de
tumor (Hanahan e Weinberg, 2000). Células tumorais diferem de células normais em
muitas caracteristicas importantes incluindo indiferenciacdo, capacidade de invasao
e sensibilidade reduzida aos medicamentos. Estas diferencas n&o surgem
simplesmente do descontrole no crescimento celular, mas também de um processo

celular de evolugao (Hartwell e Kastan, 1999).



1.2 Carcinogénese

Células normais sao perfeitamente sintonizadas com o ambiente em que elas
se encontram e respondem a sinais reguladores externos que podem estimular ou
inibir a proliferacao celular. Para que uma célula inicie eventos mitogénicos, fatores
extracelulares sao liberados e precisam desencadear uma cascata de eventos no
interior da célula, que resulta na ativacao de genes que estimulam a divisao celular.
Com poucas excecgdes, muitas das populagdes celulares de um organismo adulto
sao diferenciadas e nao proliferam por muito tempo. O cancer surge quando uma
célula, por varias razdes, perde o controle sobre o seu crescimento e comega a se
dividir de maneira desregulada (Bertram, 2001).

Apesar de um eficiente sistema de reparo, danos ou alteracbes permanentes
no genoma (mutagdes) podem ocorrer. Varias linhas de evidéncias indicam que a
carcinogénese € um processo multifatorial onde cada evento € o resultado de
alteragdes genéticas que conduzem a transformacgao progressiva de células normais
em derivados malignos. Estas modificacbes incluem: pontos de mutagdo que
causam substituicbes em aminoacidos; mutacdo por delecdo ou insercdo de
nucleotideos; desbalango cromossomal ou instabilidade resultando em amplificagao,
expressao em niveis elevados ou expressao inapropriada de um gene particular;
perda de um gene ou sua fusdo com outro gene como resultado de ruptura
cromossomal e rearranjo resultando em proteinas quiméricas com fungao alterada;
modificagdes epigenéticas no DNA, dentre as quais a mais importante é a metilagao
de citosina em ilhas CpG, levando ao silenciamento de genes. Células tumorais
apresentam mutagdes seletas que possuem duas fungdes basicas: mutagdes que
aumentam a atividade das proteinas que elas codificam, denominadas oncogenes;

ou mutagdes que inativam a funcdo de genes classificados como supressores de



tumor. E importante observar que o dano ao DNA per se ndo & um evento
mutagénico. A replicacdo do DNA e subsequente divisdo celular sdo necessarias
para converter o dano em alteragcao que pode ser transmitida. Assim, a proliferagcao
€ um fator vital na formagdao de mutagdes e na expansado de clones de células
portadoras de alteragdes gendmicas. Devido aos multiplos pontos de controle que
existem para limitar a proliferacdo inapropriada, com poucas excecgoes, células
malignas humanas precisam acumular multiplas mutacbes (em cerca de 4 — 5
genes) que permitam sua replicagéo autbnoma e invasao (para reviséo ver Bertram,
2001).

Acredita-se que a transformacao de uma célula normal em célula tumoral € um
processo que pode atravessar varios estagios ao longo de varios anos ou décadas.
Os estagios de carcinogénese incluem iniciagdo, promogao e progresso. O primeiro
envolve uma reagao entre a substancia promotora do cancer (carcinégeno) e o DNA
das células do tecido podendo haver suscetibilidade genética. Este estagio pode
permanecer latente, podendo ser um risco para o desenvolvimento de cancer em
uma fase tardia. O segundo ocorre muito lentamente por um periodo que
compreende muitos meses ou anos. Durante este estagio, a alteracdo na dieta e
estilo de vida podem ter um efeito benéfico podendo até nao ocorrer o cancer. O
terceiro estagio envolve a progressao e expansao do cancer (Reddy et al., 2003).
Este processo pode ser ativado por varios carcindgenos ambientais (cigarro, dejetos
industriais, vapores de combustiveis), agentes inflamatdrios (ex. TNF) ou ainda,
promotores de tumor (ésteres de forbol), dentre outros fatores (Hartwell e Kastan,
1999). Hanahan e Weinberg (2000), sugerem que a grande diversidade de gendtipos
de células cancerosas é resultante da manifestacao de seis alteracbes essenciais na

fisiologia celular que, coletivamente, orientam o desenvolvimento maligno: 1) auto-



suficiéncia em sinais de crescimento; 2) sensibilidade reduzida aos fatores que
inibem o crescimento celular; 3) evasdo de morte celular programada (apoptose); 4)
potencial replicativo ilimitado; 5) angiogénese sustentada; 6) invasdo tecidual e
metastase.

Células normais requerem sinais de crescimento mitogénicos para que entao
possam iniciar a transicado de um estado quiescente ao estado de proliferacao ativa.
Estes sinais sao transmitidos no interior da célula por receptores transmembrana
que ativam distintas classes de moléculas: fatores de crescimento que se difundem,
componentes de matriz extracelular e moléculas de adesdo. A aquisicdo de
autonomia de sinais de crescimento foi a primeira das 6 capacidades adquiridas pela
célula tumoral a ser claramente definida pelos pesquisadores em cancer; em grande
parte por causa da prevaléncia de oncogenes dominantes que tém sido
encontrados, que participam desta modulagéo. Trés estratégias moleculares comuns
para adquirir autonomia s&o evidentes, envolvendo alteracbes em sinais de
crescimento extracelulares, em transdutores transcelulares destes sinais, ou de
circuitos intracelulares que traduzem estes sinais em acgao (Rak et al., 1995).

Os receptores localizados na superficie celular, que fazem a transducgao de
sinais estimulatorios de crescimento para o interior das células, sdo alvos de falhas
na regulacado durante a patogénese tumoral. Receptores de fatores de crescimento,
que frequentemente estimulam a atividade da tirosina quinase em seus dominios
citoplasmaticos, estdo expressos em maior quantidade em muitos tipos de cancer. A
elevada expressao destes receptores pode fazer com que a célula tumoral se torne
hiperresponsiva em ambientes onde os niveis de fatores de crescimento,

normalmente, ndo seriam suficientes para ativar a proliferagéo (Rak et al., 1995).



Os mecanismos mais complexos para a aquisicao da autonomia em sinais de
crescimento estimulatorios sao derivados de alteragbes em componentes da
sinalizagao citoplasmatica que processam e recebem os sinais emitidos pelos
receptores ativados por seus ligantes. Por exemplo, a via SOS-Ras-Raf-MAPK onde,
cerca de 25 % dos tumores humanos apresentam proteinas Ras estruturalmente
alteradas, sendo capazes de iniciar um fluxo de sinais mitogénicos no interior das
células, sem necessitar de ativagao prévia de receptores sensiveis a fatores de
crescimento (Medema e Bos, 1993).

De maneira ampla, células tumorais possuem defeitos em circuitos regulatérios
que governam sua proliferagdo, incluindo perda na sensibilidade aos estimulos
inibitérios para a proliferacdo. No interior de um tecido normal, multiplos estimulos
antiproliferativos operam com a finalidade de manter a célula em seu estado
quiescente e também a homeostase do tecido. Estes estimulos antiproliferativos
podem bloquear a proliferagcdo por dois mecanismos distintos: as células podem ser
forcadas a permanecer em seu estado quiescente, podendo reiniciar o ciclo celular
se houver estimulo suficiente para tal; ou as células podem ser induzidas a
abandonar de maneira permanente seu potencial proliferativo, sendo conduzidas a
estados pos-mitdticos, usualmente associados com aquisicdo de tracos

diferenciados especificos (Weinberg, 1995).

1.3 Cancer e Ciclo celular

O cancer tem sido considerado, dentre outros fatores, como uma doenga do
ciclo celular onde a compreensdo dos mecanismos moleculares que produzem

proliferacdo inapropriada pode conduzir a identificacdo de alvos que poderiam ser



manipulados terapeuticamente no combate a tumores (Pines, 1995). Diferentemente
de células normais, que sO proliferam quando ativadas por sinais mitogénicos, a
proliferacdo de células tumorais procede de maneira independente, sugerindo que
muitos tumores apresentam “defeitos” na maquinaria de controle do ciclo de celular
(Malumbres e Carnero, 2003). Isto ndo significa dizer que os passos envolvidos no
ciclo celular de células tumorais sejam diferentes do que ocorre em células normais,
mas células malignas proliferam, pois ndo possuem influéncias inibitorias derivadas
do estroma, nem necessitam de fatores de crescimento para iniciar ou ainda manté-
las em estado proliferativo (Deshpande et al., 2005).

Recentes avangos na compreensao do ciclo celular tém revelado varios pontos
de regulagéo que asseguram a ordem dos eventos, bem como processos integrados
de reparo que permitem sua progressao. De maneira geral, a divisdo de uma célula
eucaribtica ocorre em quatro fases distintas: G1, S, G2 e M. A célula é preparada
para a replicacdo do DNA na fase G1 (gap 1). E durante esta fase que a célula
integra os sinais mitogénicos e inibitérios para entdo continuar, parar ou sair do ciclo
celular. A fase S é definida como o estagio em que a sintese de DNA ocorre. A fase
G2 (gap 2), permite a preparagao para a fase M (mitose) onde ocorre a segregagao
dos cromossomos e citocinese. Durante o desenvolvimento, diferenciacdo ou
“retirada” do fator de crescimento, as células podem entrar em um periodo inativo
GO, antes de retornar a G1 e reiniciar o ciclo (Johnson e Walker, 1999).

Etapas de verificagdo, conhecidas como “pontos de checagem”, asseguram a
fidelidade da replicagcdo e separagcdo cromossomal, permitindo a manutencao da
estabilidade genética. A falha nestes pontos de checagem para deter a célula apos
um estimulo apropriado (p.ex. mutagées e dano no DNA) é uma das caracteristicas

do cancer. Um ponto de checagem ocorre na transicdao de G1 para S (ponto de
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restricdo) onde as células tornam-se independentes de fatores de crescimento e
comprometidas com a divisdo celular. O outro ponto de checagem ocorre na
transicdo de G2 para M, sendo que este, responde ao dano no DNA e causa um
atraso que permite seu reparo antes que a célula progrida a fase M; o terceiro ponto
ocorre antes da anafase e assegura a correta formacdo do fuso, garantindo a
manutencgao da integridade genémica (Molinari, 2000; Swanton, 2004).

A progressao no ciclo celular é basicamente regulada por duas classes de
proteinas: as ciclinas e as quinases dependentes de ciclinas (cdks) (Figura 2). Em
G1, o ponto de restricao é coordenado por duas familias de ciclinas, D (D1, D2 e D3)
e E (E1 e E2). As ciclinas tipo D interagem com as cdks 4 e 6 e as ciclinas E1 e E2
com a cdk2. As atividades de ambas as ciclinas sao requeridas para regular a
transicao de G1 para S, mediada parcialmente pela fosforilacdo do retinoblastoma
(Rb - proteina supressora de tumor). Em sua forma nao-fosforilada, Rb reprime a
transcricdo dos genes, mediada por E2F, que seriam necessarios para a entrada na
fase S e replicacdo do DNA. Esta supressao ocorre por no minimo 3 vias: primeiro o
Rb induz modificacbes nas histonas do nucleosoma através do recrutamento da
histona deacetilase para o sitio do fator E2F. A deacetilagdo de histonas altera a
associacdo entre o DNA e nucleosomas, danificando o acesso ao aparato
transcripcional do DNA; segundo, o Rb regula a estrutura do nucleosoma, recrutando
complexos dependentes de ATP para agentes promotores como SWI/SNF; e
terceiro, atuando sobre a estrutura da cromatina, através do recrutamento de
SUV39H1 metilase e HP1 para o gene promotor da ciclina E, levando a metilagao da
histona H3 e assim, silenciando a ciclina E (Harbour et al., 1999; Ezhevsky et al.,
2001). O estado fosforilado do Rb é crucial no controle da sua atividade repressiva e,

a ativagdo sequencial das ciclinas D/cdk-4 ou -6 seguidas pela ciclina E/cdk-2,



11

parece ser necessaria para a fosforilagdo do Rb e ativacdo dos genes dependentes

de E2F (Johnson e Walker, 1999; Swanton, 2004).

Ciclina A-CDK1

Ciclina B-CDK1 "Gy )

\ " CiclinaD-CDK4

A Ciclina D-CDK6

G1 .‘\ ‘I'|
li | \

Ponto de [

restrigy' Y

4

Ciclina A-CDK2

Ciclina E-CDK2

Prometafase Metafase Anafase Tel6fase e citocinese

Préfase

»
»

Figura 1. Controle do ciclo celular: participagdo de ciclinas e quinases dependentes de
ciclinas. De maneira geral, a divisdo de uma célula eucariética ocorre em quatro fases distintas:
G1, S, G2 e M. A célula é preparada para a replicagdo do DNA na fase G1 (gap 1). E durante
esta fase que a célula integra os sinais mitogénicos e inibitoérios para entdo continuar, parar ou
sair do ciclo celular. A fase S é definida como o estagio em que a sintese de DNA ocorre. A fase
G2 (gap 2), permite a preparacdo para a fase M (mitose) onde ocorre a segregacdo dos
cromossomos e citocinese. Durante o desenvolvimento, diferenciacdo ou “retirada” do fator de
crescimento, as células podem entrar em um periodo inativo GO, antes de retornar a G1 e
reiniciar o ciclo (fonte: Lodish, 2004).

Fatores de crescimento e sinais mitogénicos convergem sobre o ciclo celular e
estimulam a expressédo das ciclinas da familia D (D1, D2 e D3). A ciclina D é o

integrante principal destes sinais celulares para iniciar a progressao através da fase
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inicial em G1. Esta familia de ciclinas age de duas maneiras: primeiro por
fosforilacdo dependente de cdk-4 ou -6 e inativagao parcial da atividade supressora
do Rb, e uma segunda por sequestro da molécula p27 de complexos inativos de
ciclina E/cdk-2/p27 (Tetsu e McCormick, 1999).

A familia das ciclinas E (E1 e E2) sao reguladas pela atividade da ciclina D/cdk
de duas maneiras. Primeiro, a inativacao parcial do efeito supressor do Rb, permite
que o fator de transcricado E2F inicie a transcri¢ao da ciclina E; segundo, como dito
anteriormente, complexos ciclina D/cdk sequiestram o inibidor p27<*" dos complexos
previamente inativos ciclina E/cdk2/p27. O complexo ativo ciclina E/cdk2 fosforila
outros substratos da fase G1, tais como o complexo SWI/SNF, que auxilia na
inibicdo da atividade do Rb.

A ciclina E atua também sobre componentes que participam da sintese de
DNA, facilitando a formacdo de complexos necessarios para 0s processos de
replicagao e ainda, fosforilando nucleofosmina, que leva a dissociacado e duplicacao
de centrébmeros (Porter et al., 1997; Strohmaier et al., 2001). As vias de sinalizagao
que controlam a transcricdo, translacdo e localizagcdo nuclear das ciclinas D e E
fornecem alvos terapéuticos potenciais para inibir a proliferacdo celular em fases
iniciais do ciclo celular (Swanton, 2004).

A regulagao da transicdo G2/M e entrada em mitose dependem da correta
ativacdo do complexo ciclina B/cdk-1 e sua localizagao subcelular. A ciclina B é
citoplasmatica até G2, quando inicia o acumulo no nucleo. Proteinas quinases como
weel e myt1 fosforilam e inativam, enquanto fosfatases como cdc25B ativam o
complexo ciclina B/cdk-1 (para revisdo ver Pines, 1999; Molinari, 2000; Smits e

Medema, 2001).
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1.4 Cancer e Apoptose

A habilidade de popula¢gdes de células tumorais de se expandir em numero €
determinada ndo somente pela taxa de proliferagao celular, mas também, pela taxa
de atrito entre as células. A morte celular programada ou apoptose representa a
maior fonte deste atrito. A evidéncia é crescente, principalmente nos estudos em
modelos animais e culturas de células, bem como em analises descritivas em
bidpsias de tumores humanos que adquirem resisténcia para a apoptose, sendo
esta, uma caracteristica de muitos, talvez todos, os tipos de cancer (Hanahan e
Weinberg, 2000).

A maquinaria apoptoética pode ser amplamente dividida em duas classes de
componentes: sensores e efetores. Os sensores sdo responsaveis pela monitoragcao
do ambiente extra e intracelular para condigcbes que indicam se uma célula deve
viver ou morrer. Estes sinais regulam a segunda classe de componentes, que
funcionam como efetores da morte celular. As sentinelas incluem receptores de
superficie celular que se ligam aos fatores que permitem a sobrevéncia ou morte da
célula. Exemplos de pares destes ligantes/receptores incluem sinais de
sobrevivéncia ativados por IGF-1/IGF-2 através de seu receptor, IGF-1R, e por IL-3 e
seu receptor IL-3R (Lotem e Sachs, 1996; Butt et al., 1999). Sinais para a morte
celular sao ativados pelo ligante FAS ao seu receptor FAS e por TNF-a através de
seu receptor TNF-R1 (Ashkenazi e Dixit, 1999). Sensores intracelulares monitoram
as condigdes da célula e ativam a via de morte em resposta a detecgcdo de
anormalidades, incluindo dano ao DNA, desequilibrio na sinalizacdo provocada por
acao de oncogenes, insuficiéncia em fatores de sobrevivéncia ou hipdxia (Evan e

Littlewood, 1998).
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Muitos dos sinais que induzem apoptose convergem sobre a mitocdndria, que
responde aos sinais pro-apoptoticos por liberacdo de citocromo C, um importante
catalisador da morte celular. Membros da familia das proteinas Bcl-2 possuem
ambas fungdes pré-apoptéticas (Bax, Bak, Bid, Bim) ou anti-apoptoéticas (Bcl-2, Bcl-
XL, Bcl-W), e agem em parte, modulando a sinalizagdo de morte celular através da
liberacéo de citocromo C. A proteina supressora de tumor p53 pode induzir apoptose
aumentando a expressao de Bax em resposta ao dano no DNA. Bax por sua vez,
estimula a liberagao do citocromo C mitocondrial (Green e Reed, 1998).

Os efetores finais da apoptose incluem uma disposicao de proteases
intracelulares denominadas caspases. Em especial duas caspases, 8 e 9, sao
ativadas pelos “death receptors”, como FAS ou pela liberagdo de citocromo C,
respectivamente. Estas caspases proximais disparam a ativacdo de varios efetores
que executam os processos de morte celular, através da destruicao seletiva de
estruturas sub-celulares e organelas, e também do genoma (Thornberry e Lazebnik,
1998).

Células tumorais podem adquirir resisténcia a apoptose através de uma
variedade de estratégias. Certamente, a mais comum ocorre com a perda de um
regulador pro-apoptético, através da mutagdo que envolve o gene supressor de
tumor p53. A inativacao resultante do seu produto, a proteina p53, € observada em
um numero maior que 50 % dos canceres humanos, e tem como resultado a
remocao do componente chave para a resposta ao dano do DNA. Sinais evocados
por outras anormalidades, incluindo hipdxia e hiperexpressao de oncogenes, sao
também convergidos, em parte via p53, a ativagao da maquinaria apoptética (Harris,

1996).
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1.5 Cancer e angiogénese

Vasos sanguineos sao estruturas constituidas basicamente por camadas de
células endoteliais, as quais se interconectam para formar tubos que viabilizam o
fluxo do sangue e a perfusao tecidual no organismo (Tobelem, 1990; Sweeney,
1998). No sistema de microcirculagdo sangliinea € possivel distinguir trés
compartimentos: a superficie luminar do vaso, delimitada pelas células endoteliais, o
intersticio ou espaco extracelular da parede vascular e o espaco intracelular
(Bergers e Benjamin, 2003).

A formacgao de vasos sanguineos pode ocorrer a partir de diversos processos,
como a vasculogénese e a angiogénese, nos quais estdo envolvidos diferentes
mecanismos celulares, como proliferagao, migracado e diferenciacdo (Risau, 1997).
Vasculogénese é um processo definido como o desenvolvimento de vasos
sanguineos a partir da diferenciacao in situ de células mesodérmicas progenitoras
de células endoteliais (angioblastos e hemangioblastos). Estas células precursoras
sao recrutadas de areas de mesoderma adjacentes ao embrido e/ou originadas por
divisdo celular local, organizando ilhotas sanguineas e estabelecendo um plexo
vascular primordial (Ruiter et al., 1992).

A angiogénese é o processo de formacédo de novos vasos sanguineos a partir
de vasos pré-existentes (Hanahan e Folkman, 1996). Durante a resposta
angiogénica, as células endoteliais, normalmente nao proliferativas, sdo ativadas
(Folkman, 1995a). Este evento é regulado por diversos fatores ativadores pro-
angiogénicos, incluindo o bFGF (fibroblast growth factor — basic, ou, type-2), o
VEGF-A (vascular endothelial growth factor — type A) — um membro de uma grande
familia de proteinas estruturalmente relacionadas — e a familia dos VEGFs

(Fachinger et al., 1999; Yancopoulos et al.,, 2000). Esses fatores interagem com
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glicosaminoglicanas (GLG) e proteoglicanas, tais como HSPGs (heparan sulfate
proteoglycans), presentes na matriz extracelular, na lamina basal e em receptores de
superficie celular, regulando o crescimento, a proliferacdo, a migracdo, a
diferenciagao e a sobrevivéncia das células endoteliais entre uma variedade de tipos
celulares (Solimene et al., 1999; Chipperfield et al., 2002). A manutencao do sistema
vascular é baseada na coexisténcia de sinais angiogénicos (ativadores) e
angiostaticos (inibidores) em um equilibrio dindmico de concentragdes estritamente
controladas (D’Amore e Thompson, 1987).

No transcorrer do processo de angiogénese, as células endoteliais migram em
uma direcdo determinada a formagdo de um novo vaso, agrupam-se em uma
estrutura tubular para formar um lumen e diferenciam-se, adequando a forma e
aderindo firmemente umas as outras (tubulogénese). A continuidade da proliferagéao
celular na parede vascular permite a ampliagdo do didmetro do vaso sanguineo.
Assim, a estabilidade dos vasos sanglineos esta normalmente condicionada a
reducdo da atividade proliferativa das células endoteliais, em decorréncia do
recrutamento para a parede do vaso e da adesdo de células periendoteliais ou
perivasculares de suporte, derivadas do musculo liso. A estabilidade é
complementada com a organizagao de uma lamina basal e com o restabelecimento
dos contatos com a matriz extracelular recém reconstituida (Lockshin e Zakeri,
2001).

Na auséncia de contatos com células perivasculares e com a matriz
extracelular, os vasos sanglineos tornam-se susceptiveis a regressdo, o que
consiste em uma forma de apoptose (anoikis — indu¢ado de morte celular, em razéo
da perda de adeséo celular ao suporte na matriz extracelular). Na perspectiva de

que a estabilidade dos vasos sanglineos seja mantida as expensas de sinais
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voltados ndo s6 a sobrevivéncia, mas também a morte das células endoteliais, estas
devem estar constantemente aptas a resistir a inumeros sinais de apoptose por
anoikis (Melino, 2001). Paradoxalmente, durante a remodelagem vascular —
transigcao entre os processos de vasculogénese e angiogénese — a perda da adesao
celular constitui evento imprescindivel para a formacdo de vasos secundarios
(sprouting), pois permite o acesso dos fatores de crescimento angiogénicos a
superficie das células endoteliais (para revisao ver: Yancopoulos et al., 2000).

O papel da angiogénese na biologia do cancer foi descrito inicialmente por
Folkman (1971), que postulou e descreveu o fendmeno da dorméncia do tumor, na
auséncia de vascularizacdo. No tumor existe um balango entre proliferacido e
regressao que impede a expansao tumoral (estado de “dorméncia”). Somente apds o
recrutamento de seu préprio suprimento sanglineo é que o tumor pode expandir em
tamanho. Isto envolve a produgao de fatores angiogénicos secretados pelas células
tumorais e é conhecido como “angiogenic switch”.

Assim que um tumor inicia a produgao de fatores angiogénicos, ativa as células
endoteliais presentes nos vasos do tecido circundante para iniciar a angiogénese.
Este estimulo leva estas células endoteliais originalmente em estado quiescente
para um fendtipo ativado (Auerbach e Auerbach, 1994). Estas células endoteliais
produzem enzimas proteoliticas que rompem suas membranas basais. Este € um
pré-requisito para que células endoteliais possam migrar em dire¢ao ao estimulo
angiogénico e alterar sua forma para um fendtipo alongado, quando comegam a
expressar moléculas de adesdo que permitem a migracdo ao longo da matriz
extracelular, proliferando e formando novos vasos (Alisson, 2004).

Quando descontrolado, o processo de angiogénese torna-se critico para o

crescimento de tumores sodlidos e formacdo de metastases. Geralmente um tumor
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nao pode crescer mais do que uns poucos milimetros, a menos que o
desenvolvimento de um novo suprimento de vasos sanguineos seja induzido, de
modo a invadir e vascularizar a massa tumoral (Kandel et al., 1991; Carmeliet e Jain,
2000; Bergers e Benjamin, 2003). Isto nao significa que a as células tumorais ficam
incapazes de proliferar, mas um inadequado suprimento de oxigénio e nutrientes
resulta em altas taxas de apoptose. A angiogénese fisiopatoldgica
(neovascularizagao) também é caracteristica em diversas doengas desprovidas de
malignidade, mas que implicam em algum nivel de incapacitagao, incluindo a artrite
reumatdide, a endometriose, a psoriase e retinopatias proliferativas (Folkman e

Klagsbrun, 1987; Folkman, 1995b; Jones et al., 2001).

1.6 Invasao e metastase

O tumor primario € uma massa presente no local onde ocorre a conversao de
uma célula normal em célula tumoral. Se as células tumorais permanecessem
localizadas, o cancer nao teria grande relevancia clinica. Entretanto, células tumorais
nem sempre permanecem na massa tumoral primaria, podendo ser deslocadas por:
(1) invasdo, ou o movimento de células para o interior do espago ocupado por
tecidos vizinhos; (2) por metastase, onde ha a formagao de tumores secundarios em
outros orgaos localizados em pontos distantes do tumor primario (Oppenheimer,
2006).

Invasao, em seu conceito mais simples, € a expansao de células tumorais para
o interior do tecido circundante, como resultado de divisdo celular continua.
Entretanto, o movimento celular ativo pode ocorrer. Células em tumores possuem a

tendéncia de promover fraca adesao entre si, o que facilita seu deslocamento e
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locomogéao. Este movimento ndo ocorre no tecido normal. Células normais, de fato,
se movimentam quando em cultura e no curso do desenvolvimento embrioldgico,
mas células normais em cultura, quando tocam umas nas outras, usualmente param
o crescimento € o movimento (Oppenheimer, 2004). Entretanto, células tumorais,
pelo menos em cultura, ndo sao controladas pelo contato e no corpo continuam a
crescer € se mover para o interior dos tecidos circundantes. Além disso, muitas
células tumorais liberam proteases, que provavelmente as auxiliam rompendo
tecidos circundantes e assim, facilitando a invasao (Mazzocca et al., 2005; Wilson et
al., 2005).

Os resultados de experimentos classicos demonstraram que células em
tumores primarios sdo menos adesivas que as células normais do mesmo tipo, e isto
pode contribuir para o espalhamento do cancer. Nestes experimentos, a forca
mecanica requerida para separar pares de células tumorais foi menor que a
necessaria para separar células normais do mesmo tecido (para revisdo ver:
Oppenheimer, 2006).

Varios experimentos tém sugerido explicagbes para a reduzida aderéncia das
células tumorais. E conhecido que muitos tecidos podem se desagregar
simplesmente pela reducido de calcio do fluido. Analises das células utilizadas nos
experimentos descritos anteriormente demonstraram que células tumorais contém
cerca da metade da concentracao de calcio que as normais do mesmo tecido, sendo
este, um fator importante para sua fraca adesao (para revisdo ver: Oppenheimer,
2006). Outra explicacao é baseada nas altas concentragdes de enzimas proteoliticas
de superficie encontradas em muitas células tumorais. Uma vez que a incubagao de
quase todos os tecidos num meio contendo proteases efetivamente os separa,

excessivas concentracbes de proteases podem enfraquecer a forca de adesao
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célula-célula. Além disso, células tumorais exibem freqlientemente glicosilagao
alterada na sua superficie, possivelmente resultante de niveis desregulados da
atividade de glicosiltransferase (enzima que catalisa o prolongamento de cadeias de
agucar), que influenciam a glicosilacdo padrao de proteinas (Oppenheimer, 1969;
Gus, 2002). A sintese anormal de carboidratos de superficie e niveis alterados da
atividade de glicosiltransferase de superficie pode reduzir a aderéncia em tumores
primarios.

Metastase é a propagacao de células tumorais para areas nao diretamente
adjacentes ao tecido primario. O espalhamento pode ocorrer por invasdo de vasos
sanguineos ou linfaticos, por penetragdo das células tumorais no interior da
cavidade corpdrea ou espacgos que circundam 6rgaos. Apos se desprender do tumor
primario, a célula tumoral pode invadir o hospedeiro e penetrar em vasos
sanguineos e linfaticos. Para tanto, a célula tumoral necessita se infiltrar na
membrana basal que circunda os vasos sanglineos. A membrana basal e o tecido
conectivo extracelular contém os quatro maiores grupos de moléculas: colageno,
elastina, glicoproteina e proteoglicanos, que diferem de tecido para tecido e de
membrana para membrana. Essas estruturas da membrana sao organizadas por
cadeias de proteina-proteina e polissacarideo-proteina que podem ser
desestabilizadas por enzimas degradativas. Os principais alvos sao moléculas de
colageno; sendo sua destruicdo essencial para a invasao e posterior metastatizagao.
A célula tumoral pode invadir os vasos linfaticos diretamente, ou através dos vasos
sanguineos. Podem ainda passar dos canais venosos para os linfaticos, e vice-
versa, indicando a existéncia de uma rede veno-linfatica (Fidler, 2002).

Os linfonodos regionais podem servir de barreiras iniciais a disseminagao da

doenca metastatica, mas também podem dissemina-la. A maioria das células
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tumorais que entra na circulacdo sdo rapidamente eliminadas, portanto, quanto
maior for a sua agregagao, maior a chance de sobreviverem na corrente sanguinea.
A disseminacdo hematogénica ocorre quando o tumor penetra na circulagao
sanguinea, havendo aprisionamento e adesdo dos émbolos tumorais a o6rgaos
distantes. Entdo, o tumor invade a parede do vaso com extravasamento para o
tecido adjacente e inicia a multiplicagdo. Alteracbes no componente molecular, tais
como depdsito de fibrina, agregacao plaquetaria e adeséo ao redor do tumor, podem
proteger as células da trama mecanica, auxiliando a sua captura nos leitos
vasculares, protegendo o tumor da resposta imunolégica do hospedeiro. A alteragéo
da coagulagao também é relatada em pacientes com cancer, tais como o aumento
dos niveis de tromboplastina, o pré-coagulante A, responsavel pelo fator X da
coagulagao, e a presenca de fosfatidilserina na membrana celular. Os fatores que,
dentro do vaso sanguineo, contribuem para a morte das células tumorais que entram
na circulagdo sao: fluxo sanguineo turbulento, macréfagos, células natural Killer,
plaquetas e 6xido nitrico. Apds a agregacgao da célula tumoral no leito capilar, ha a
retracdo do endotélio, permitindo sua passagem para o tecido extracelular. O passo
seguinte é o crescimento da célula tumoral. A sua inibigdo ou crescimento dentro do
hospedeiro depende de fatores autdcrinos, paracrinos e enddécrinos, além do sitio

especifico das metastases (Fidler, 2002; Oppenheimer, 2006).

1.7 Cancer e Inflamacéo
A relagdo funcional entre céncer e inflamagdo ndo é recente. Em 1863,
Virchow pressupds que o céncer era originado em locais que apresentavam

inflamacdo cronica e em parte, baseou sua hipétese no aumento da proliferacéo
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celular que algumas classes de agentes irritantes causavam em conjunto com o
dano tecidual e inflamacgao persistente (Balkwill e Mantovani, 2001). Apesar de estar
claro que somente a proliferagao celular ndo causa cancer, a proliferacao sustentada
em um meio ambiente rico em células inflamatoérias, fatores de crescimento e
agentes causadores de dano ao DNA, em conjunto, certamente potencializam e/ou
promovem riscos de ocorréncia tumoral. Durante o dano tecidual, a proliferacédo
celular € aumentada enquanto o tecido se regenera e entdo o agente agressor é
totalmente removido ou o processo de reparo se completa. Em contraste, células em
proliferacdo portando um dano no DNA (e/ou agressao mutagénica) continuam a
proliferar em microambientes ricos em células inflamatdrias e fatores de crescimento
e/ou de sobrevivéncia (que dao o suporte). De certo modo, € possivel considerar que
tumores agem como um ferimento que falhou ao cicatrizar (Dvorak, 1986).

Peyton Rous foi o primeiro a reconhecer que tumores se desenvolvem a partir
de “estados neoplasicos sublimiares” causados por carcindégenos virais ou quimicos
que induzem alteracbes somaticas (para revisdo ver: Coussens e Werb, 2002).
Estes estados, agora conhecidos como “iniciagdo”, envolvem alteragcdes do DNA,
sao irreversiveis podendo persistir em tecidos normais diferentes até a ocorréncia de
um segundo estimulo (agora referido como “promocgéo”). Este segundo estimulo
pode resultar da exposicao das “células iniciadas” a agentes quimicos irritantes,
como os ésteres de forbol, ou a horménios, irritagcdo cronica ou inflamacao.
Funcionalmente, muitos promotores induzem, direta ou indiretamente, a proliferacao
de células e/ou recrutamento de células inflamatérias, aumentam a produgcdo de
espécies reativas de oxigénio, causando dano oxidativo ao DNA (para revisao ver:

Coussens e Werb, 2002).
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Talvez a melhor evidéncia para o significado da inflamagcdo durante a
progressao neoplasica venha de estudos onde € avaliado o risco de cancer em
pacientes que utilizam aspirinas e outros antiinflamatoérios ndo esteroidais (AINES)
por um longo periodo. Muitos dados indicam que o uso destas drogas reduz o risco
de ocorréncia do cancer de colon em 40-50%, e pode ser preventivo contra os de
pulméo, es6fago e estbmago (Barron e Sandler, 2000; Garcia-Rodriguez e Huerta-
Alvarez, 2001). A capacidade dos AINEs em inibir as ciclooxigenases (COX-1¢e 2) é
a base de seus mecanismos de prevengao. Estas drogas podem possuir forte
atividade anti-metastatica devido ao efeito inibitério sobre a agregagao plaquetaria
(Coussens e Werb, 2002). Porém, os AINEs podem agir através de mecanismos
diferentes a inibicdo enzimatica da COX, uma vez que, AINEs com baixa
seletividade para estas enzimas demonstram eficacia na inibicdo do cancer de colon
(Elder et al., 1997). Outros mecanismos tém sido propostos, incluindo indugao de
apoptose através da liberagcdo do citocromo C das mitocdndrias e subseqliente
ativacdo de caspase-9 e 3, e/ou interferéncia com a progressdo do ciclo celular,
reducao da ativagado de carcindgenos e estimulagdo da “supervisdo” endoégena pelo
sistema imune (Brigati et al., 2002). Concentragdes elevadas de COX-2 séao
comumente encontradas em tecidos malignos (Dannenberg at al., 2001). A elevada
expressao de COX-2 aparenta ser uma consequéncia tanto de aumento nos niveis
de transcrigao elevados, quanto na estabilidade do RNAm (Dixon et al., 2000; Shao
et al., 2000). Oncogenes, fatores de crescimento, citocinas, quimioterapia e
promotores de tumor estimulam a transcricdo da COX-2 por via da proteina quinase
C (PKC) e da sinalizagao mediada por RAS (Subbaramaiah, 1996; Zhang, 1998;
Smith et al., 2000; Subbaramaiah, 2002). Agentes que interferem com microtubulos,

incluindo taxanos, induzem COX-2 por ativacdo de PKC e proteinas quinases
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ativadas por mitdgenos (MAPKs) (Zhang, 1998). Dependendo do estimulo, tipo
celular, e uma variedade de fatores de transcri¢ao, incluindo o ativador de proteina 1
(AP-1), fator nuclear kB (NF-xB), fator nuclear de células T ativadas (NFAT), dentre
outros, podem modular a transcrigdo da COX-2 (Smith et al., 2000; Subbaramaiah,
2002).

Em adigdo a descoberta de que a COX-2 comumente tem sua expressao
elevada em tecidos malignos, ha evidéncias consideraveis que relacionam a COX-2
ao desenvolvimento do cancer. Dados mais especificos que dao suporte a conexao
entre COX-2 e carcinogénese sao provenientes de estudos genéticos.
Camundongos fémeas geneticamente alteradas para expressar COX-2 em
concentragbes elevadas nas glandulas mamarias desenvolvem hiperplasia
localizada, displasia mamaria e tumores de mama metastaticos (Liu et al., 2001).

Estas descobertas s&o consistentes com a idéia de que, em algumas
condicbes, a expressdo elevada de COX-2 induz a formacdo de tumores. Em
estudos complementares, camundongos transgénicos que expressam elevadas
concentracbes de COX-2 na pele, desenvolvem hiperplasia e displasia epidermal
(Neufang et al., 2001). Confirmando estes estudos em animais deficientes para a
COX-2, ha a redugdo do desenvolvimento de tumores intestinais e papilomas na
pele (Oshima et al.,, 1996; Tiano et al., 2002). A importancia do metabolismo do
acido araquiddnico na carcinogénese é salientada pela descoberta de que animais
deficientes para a expressdao de COX-1 também apresentam protecdo contra a
formagao de tumores intestinais e de pele (Tiano et al., 2002). O tratamento com
inibidores seletivos da COX-2 reduz a formagéo de tumores intestinais, esofagicos,

de mama, pele e bexiga em animais (Kawamori et al., 1998; Jacoby et al., 2002;
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Subbaramaiah e Dannenberg, 2003), que servem de base para o conceito de que,
inibidores seletivos da COX-2 podem ser benéficos para a prevencao do cancer.
Inibidores seletivos da COX-2 também suprimem o crescimento e metastase de
uma variedade de tumores experimentais (Williams et al., 2000; Tomozawa et al.,
1999). Embora inibidores seletivos para a COX-2 comumente reduzam a taxa de
crescimento de tumores estaveis, a regressao do tumor raramente é observada. Por
isso, apesar de parecer improvavel que estes agentes possam vir a ter sucesso
como monoterapia para o tratamento do cancer, se administrados em conjunto com
a terapia padrao, € provavel que apresentem resultados mais expressivos. Estudos
pré-clinicos demonstram que o co-tratamento com inibidores seletivos da COX-2
potencializam o efeito antitumoral de quimioterapias, radiagao, bioterapias e terapias
fotodindmicas (Ferrario et al., 2002; Subbaramaiah e Dannenberg, 2003).
Administrados juntos, os dados genéticos e farmacoldgicos fortemente indicam que
a COX-2 deve ser investigada como um alvo em potencial para a prevencgao e

tratamento do cancer (Subbaramaiah e Dannenberg, 2003).

1.8 Wilbrandia ebracteata COGN e cucurbitacinas

Plantas tém sido utilizadas como medicamentos por milhares de anos,
inicialmente em sua forma bruta, como tinturas, chas, cataplasmas, pos e outras
formulacgdes (Balick e Cox, 1997). Frequentemente sao utilizadas com o intuito de
substituir ou auxiliar as terapias convencionais no tratamento de varias doencas.
Entre outros fatores, a preferéncia no uso das plantas medicinais decorre da
facilidade de obtencdo e do baixo custo. Porém, sabe-se que plantas medicinais

apresentam ampla diversidade de metabdlitos secundarios com diferentes atividades
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bioldgicas (Farnsworth et al., 1985; Simbes, 2003), justificando a necessidade de um
aprofundamento no conhecimento das propriedades das espécies vegetais e sua
utilizacdo na formulagdo de medicamentos. O maior problema para a utilizagao
terapéutica dos fitomedicamentos,no tratamento convencional das diversas doencgas
€ a falta de dados cientificos que comprovem sua eficacia e a seguranga. Apesar da
preferéncia das grandes industrias farmacéuticas pelo desenvolvimento de
medicamentos sintéticos, nas Uultimas décadas observa-se ainda um grande
interesse do mercado pelo potencial terapéutico das plantas medicinais (para revisao
ver Calixto et al., 1998; Calixto et al., 2000; Koehn e Carter, 2005). Tal fato é
comprovado pela evidéncia de que hoje cerca de 25% das drogas prescritas no
mundo s&o obtidas direta ou indiretamente de plantas. Além disso, cerca de 49%
das drogas desenvolvidas entre 1981 a 2002 foram obtidas a partir de produtos
naturais, ou analogos semi-sintéticos ou ainda compostos sintéticos baseados em
produtos naturais (para revisao ver: Koehn e Carter, 2005).

Conhecida popularmente como taiuia, a Wilbrandia ebracteata Cogn (Figura 2)
€ uma espécie da familia Cucurbitaceae Juss empregada na medicina popular com
diferentes objetivos terapéuticos (Hoehne, 1939). Esta espécie é encontrada,
predominantemente nas regides sul e sudeste do Brasil (Porto, 1974; Matos, 1979) e
suas raizes eram empregadas industrialmente na elaboragdo de fitoterapicos
comercializados em todo o Brasil e no exterior. As raizes dessecadas de W.
ebracteata sao citadas na literatura sobre o0 uso popular de plantas medicinais como:
laxante, anti-helmintico, anti-reumatico, em afec¢des da pele, como contraceptivo ou
abortivo.

Do ponto de vista quimico, os principais representantes do metabolismo

secundario da familia Cucurbitaceae sao cucurbitacinas, saponinas triterpénicas, oleos
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fixos contendo acidos triénicos conjugados e aminoacidos nao-proteinogénicos, além
de A’-esterdides (Hegnauer, 1989; Schenkel et al., 1992). Também tem sido descrita a
presencga de proteinas e polipeptideos biologicamente ativos (Hamato et al., 1995) e C-
glicosilflavonoides (Bauer et al., 1985; Baranowska e Cisowski, 1995; Santos et al.,
1996).

Estudos com o extrato etandlico de Wilbrandia sp., planta conhecida na regiéo
nordeste do Brasil como “cabega-de-negro”, apresentou toxicidade média,
semelhante a descrita posteriormente para uma fragdo purificada de W. cf.
verticillata, com uma DLsy = 1 g/kg, quando administrada por via intraperitoneal.
Essa mesma fragdo mostrou ainda uma baixa citotoxicidade em culturas de células
KB (queratinécitos) e uma inibicdo em torno de 30% no crescimento tumoral do
carcinosarcoma 256 (Rao et al.,, 1991), atividade esta também observada para o
extrato hidroalcodlico, com um indice de inibigdo de 84% (Pessoa et al., 1994). Essa
mesma fragdo inibiu a formacdo de granulomas induzidos pelo éleo de créton, a
resposta inflamatéria aguda causada por carragenina e a artrite originada por
formaldeido, além de reduzir a fertilidade de ratas (Teixeira et al., 1994).

Em relacdo ao estudo das atividades biolégicas dos principais constituintes
quimicos dessa familia, as cucurbitacinas, Miré (1995) apresenta uma revisdo com
uma variedade de efeitos farmacologicos, concluindo tratar-se de um grupo
fitoquimico promissor para pesquisas de substancias de interesse para a
humanidade. Algumas cucurbitacinas apresentam atividade citotoxica e antitumoral
(Kupchan, 1970; Lavie e Glotter, 1971; Fuller et al., 1994; Dang et al., 1994; Edery et
al., 1995; Kim et al., 1997). Foram também descritas na literatura a¢des: laxante (Le
Men et al., 1969), anti-helmintica (Albert et al., 1970) e efeito inibidor sobre o virus

Epstein-Barr (Konoshima et al., 1995) para esses constituintes.
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Figura 2: Folhas e raizes de Wilbrandia ebrateata. Imagens captadas por Jarbas Siqueira, no
dia da coleta (em setembro de 2004), Bairro Nossa senhora da Saude, municipio de Siderépolis-
SC.

A atividade antiinflamatéria de algumas espécies desta familia tem sido atribuida
as cucurbitacinas (Figura 3) (Yesilada et al.,, 1988; Rios et al., 1990; Peters et al.,
1997). Embora ndo sejam encontrados na literatura estudos especificos sobre o efeito
destes compostos no sistema nervoso central (SNC), ha o relato de uma agéo
potencializadora do efeito hipnético de pentobarbital sédico pela cucurbitacina D (Edery
et al.,, 1995). Para a Ecbalium elaterium, uma planta da familia Cucurbitaceae, cujo
suco dos frutos é preconizado para o tratamento da sinusite na regido do

Mediterraneo, tem sido relatadas intoxicagdes fatais (Vlachos e Kanitsakis, 1994).
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R R R R’ R’ outros
Cucurbitacinas com carbonila «,B-insaturada na cadeia lateral
1 cucurbitacina B —0H =0 =0 —H —OCOCH; %%
2 cucurbitacina D —=0OH =0 =0 —H —OH APLH
3 cucurbitacina E —0H =0 =0 —H —OCOCH; a®* al?
Cucurbitacinas com cadeia lateral saturada e carbonila em C-22
5 dihidrecucurbitacina B —=0H =0 =0 —H —O0COCH,
6 dihidrocgcurpitacina B- __oGm —0 -0 —H —OCOCH,;
2-B-D-glicosidea
7 dhidroisocucurbitacinaB =~ =0 wQH =0 —H —QCOCH,
dihidroisocucurbitacina B - v
o DGl =— — —QOCOCH,
2 2-p-D-glicosidec J : 2 2 =
9 dihidrocucurbitacina E —0H =0 —0 —H —OCOCH, 2l
10 dillidrocqcurpitacina E - —0CGhh —0 —0 —H —OCOCH, Al2
2-G-D-glicosideo
11 cucurbitacina P —=0OH —0H =0 —H —0OH
12 cucurbitacina R —=0H =0 =0 —H —O0H

Fonte: Peters, 2003.

Figura 3. Estruturas de Cucurbitacinas encontradas em Wilbrandia ebracteata COGN.

Estudos farmacoldgicos

realizados

anteriormente

pelo

NOSSO

grupo

demonstraram que a fragao diclorometanica de W. ebracteata (WEDC) possui uma
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potente acado antiedematogénica e analgésica. Especificamente foi observado que a
WEDC causa diminuicao do edema de pata induzido pela carragenina, reducao da
dor induzida pela formalina e das contorgcbes abdominais induzidas pelo acido
acético em camundongos (Peters et al., 1997). Além disto, WEDC demonstrou
atividade antiinflamatéria através da redugcdo da migracao celular e do exudato
pleural, avaliados no modelo da pleurisia. A¢des estas relacionadas pelo menos em
parte, com a inibicdo da liberagado de prostaglandina E, (Peters et al., 1999). Nosso
grupo tem observado ainda, que ha a participacédo das vias das enzimas O6xido
nitrico sintase e ciclooxigenase, com maior énfase em um efeito inibitério sobre a
atividade enzimatica da ciclooxigenase-2, sendo estas acbes responsaveis, pelo
menos em parte, a atividade antiinflamatéria exibida pela WEDC e

dihidrocucurbitacina B (Peters et al., 2003; Siqueira et al., 2007).
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2.1 Objetivos Gerais

Avaliar as propriedades antitumorais da dihidrocucurbitacina B (DHCB),

composto isolado de Wilbrandia ebracteata COGN, através de ensaios in vitro,

utilizando cultura de células de melanoma murino B16F10, bem como, ensaios in

vivo de crescimento tumoral e formacgédo de metastase.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

d)

f)

9)

Avaliar os efeitos da WEDC e/ou DHCB sobre a viabilidade e proliferacdo de
células de melanoma murino B16F10 e fibroblastos NIH3T3;

Avaliar os efeitos de farmacos antiinflamatérios ndo esteroidais sobre a
viabilidade e proliferacdo celular, a fim de comparar o perfil exibido pelos
produtos derivados de W. ebracteata, bem como observar se ha expresséo da
enzima COX-2 nas condi¢cOes experimentais avaliadas;

Avaliar a influéncia da DHCB derivada de W. ebracteta sobre a expressao de
proteinas implicadas na progresséao do ciclo celular;

Avaliar a distribuicdo das células nas diferentes fases do ciclo celular por
citometria de fluxo, na presenca ou auséncia de DHCB;

Investigar, também por citometria de fluxo, se DHCB induz apoptose em
células de melanoma murino B16F10;

Avaliar possiveis alteragcdes no citoesqueleto e a formacdo de pontos de
adesao focal decorrentes da incubacao de células B16F10 com DHCB;
Investigar o potencial terapéutico da DHCB in vivo, administrada por via oral,
sobre o crescimento tumoral e formacdo de metastases decorrentes da

inoculacao de células B16F10.



3. Materiais e Métodos




34

3.1 Procedimentos de extragcao e isolamento:

O material botanico foi coletado em setembro de 2004 (periodo de floragdo) na
cidade de Siderdpolis - Santa Catarina, Brasil. Amostras foram depositadas no
herbario da faculdade de farmacia da Universidade Federal de Santa Catarina
(Floriandpolis), sob o numero FLOR 34410.

Para o desenvolvimento deste trabalho, raizes de W. ebracteata, foram
desidratadas, trituradas e submetidas a extracdo com etanol a temperatura
ambiente. O extrato etandlico foi entdo concentrado, sendo ressuspenso em agua e
apods, sucessivamente extraido com éter de petréleo e diclorometano. A partir da
fracdo diclorometanica (WEDC), foi isolada a dihidrocucurbitacina B (DHCB,
composto majoritario), através de cromatografia em coluna de silica gel (0,05 — 0,20
mm) e solucao de éter de petrdleo / acetato de etila (1:2) como eluente. Em seguida,
foi utilizada outra coluna de silica gel (0,04 — 0,063 mm) com éter de petroleo /
acetato de etila / isopropanol (20:10:0,8), como eluente, com o objetivo de purificar a
DHCB isolada. A identidade do composto foi confirmada por cromatografia de
camada delgada, HPLC (High performance liquid chromatography) e espectroscopia
de ultravioleta em comparagdo com amostra padrdo. Utilizando este método foi
possivel obter DHCB B (Figura 4) com teor de pureza de aproximadamente 92 %
(Farias et al, 1993). Todos os ensaios fitoquimicos foram realizados pela equipe da
Profa. Dra. Mareni Rocha Farias, do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da

Universidade Federal de Santa Catarina.
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Figura 4. Dihidrocucurbitacina B. (A) Estrutura da dihidrocucurbitacina
B; (B) HPLC indicando porcentagem de pureza da DHCB.

3.2 Cultura de células

Células murinas de melanoma da linhagem B16F10 e fibroblasto NIH3T3
obtidas do ATCC (American Type Culture Collection), foram mantidas em meio de
cultura DMEM (Gibco, Auckland, New Zeland), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (GIBCO), L-glutamina (2 mM), glicose (4,5 g/L), bicarbonato de sédio (1,5
g/L), penicilina/estreptomicina, e incubada a 37°C e atmosfera umidificada contendo

5% COa,.
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3.3 Ensaio de viabilidade celular

Células de melanoma da linhagem B16F10 ou fibroblastos NIH3T3 foram
semeadas na concentragdo de 2.5 x 10° células/mL em placas de cultura de 96
pocos, contendo meio de cultura DMEM. Apds 24 horas de incubagdo, o meio de
cultura foi substituido por meio contendo concentragdes crescentes de WEDC,
DHCB, Indometacina ou Naproxeno. Apés 48 h, o meio de cultura foi retirado e os
pocos lavados duas vezes com PBS (100 pL/pog¢o). Um novo meio de cultura foi
adicionado, desta vez contendo MTT (brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazolil; 0,5 mg/mL) e incubado por 3 horas a 37°C em atmosfera umidificada,
contendo 5% CO,. Decorrido este periodo, o meio foi novamente retirado, sendo
adicionado 200 uL de DMSO, para dissolver os cristais de formazan produzidos
durante a incubacdo com MTT. As placas foram entdo avaliadas por meio de um
leitor de Elisa, a 540 nm, para estabelecer a relagao linear do numero meédio de
células por pogo no ensaio do MTT (adaptado de Mosman, 1983). Os experimentos

foram realizados em triplicata.

3.3.1 Viabilidade celular por imunofluorescéncia (LIVE/DEAD)

Células de fibroblasto murino NIH3T3 foram semeadas na concentragao de 25
x 10% células/mL em placas de cultura de 24 pogos, contendo meio de cultura
DMEM. Apés 24 horas de incubacdo, o meio de cultura foi substituido por meio
contendo concentragdes crescentes de Dihidrocucurbitacina B e apdés 48 h de
incubacéao foi adicionado a cada poco, 5 uL de SYBR 14 (300 nM; marcagao para
células intactas - cor verde) e foi incubado por 10 min 37 °C, sendo apds, adicionado
5 uL de iodeto de propidio (12 uM; marcacao para células mortas — cor vermelha) e

incubado por mais 10 min. Decorrido este periodo, a placa foi levada ao microscépio
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de fluorescéncia para a visualizar as células viaveis (marcadas em verde)/mortas

(vermelho). As imagens foram captadas com objetiva de 10x.

3.4 Ensaio de proliferagao celular

Células de melanoma da linhagem B16F10 e fibroblastos NIH3T3, n&o
sincronizadas, foram semeadas na concentragdo de 25 x 10° células/mL em placas
de cultura de 24 pocgos, contendo meio de cultura DMEM. Apds 24 horas de
incubacédo, foram adicionadas diferentes concentracbes de WEDC, DHCB,
Indometacina, Naproxeno ou Citocalasina D, juntamente com [metil->H]-timidina (2
MCi/mL). Apds 48 h, o meio de cultura foi retirado e os pogos lavados duas vezes
com PBS (1 mL/pogo) e uma vez com acido tricloroacético (TCA, 10%). As células
foram entdo fixadas com solugdo de éter:etanol (1:3) e deixadas a temperatura
ambiente por 2 horas. Decorrido este periodo, foi adicionado 600 ulL/pogco de
hidroxido de sodio (0,2 N) sendo a radioatividade incorporada verificada por medidor

de cintilagéo.

3.5 Analises de microscopia em tempo real (time lapse)

Neste experimento, células B16F10 foram plaqueadas em placas de 6 pogos.
Apoés 24 horas, foi adicionado DHCB 10 ug/mL ou veiculo e imediatamente levadas
para camara umidificada em acrilico (5 % CO,, 37 °C) acoplada ao microscopico
optico. As placas foram posicionadas e o equipamento foi configurado para captar 1

imagem a cada 30 min (veiculo) ou a cada 10 min (DHCB), sempre no mesmo
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ponto, durante 48 h. Ao final do experimento as imagens obtidas com objetiva de
20x foram agrupadas, o que permitiu a observagao da dindmica e da morfologia

celular.

3.6 Avaliagao de proteinas que participam da modulacdo do ciclo

celular.

Para este experimento, as células da linhagem B16F10 foram plaqueadas e 24
horas apds, tratadas com 10 uyg/mL de DHCB e incubadas por varios intervalos de
tempo (0, 4, 8, 16, 24, 36 e 48 horas), sendo entdo lisadas e as amostras separadas
em gel vertical para a avaliagdo da expressao de proteinas participantes do ciclo
celular. Foram avaliadas as proteinas p-ERK-1/2, p-AKT, ciclinas -A, -B, -D1/D2, -E,

cdk-1 cdk-2, E2F-1, E2F-4 e actina.

3.6.1 Protocolo para extratos celulares:

Apos cada intervalo de incubacido, as amostras foram obtidas pela lise das
células B16F10 por meio de em solugédo contendo Tris-HCI (50 mM, pH 7.5), Triton
X-100 (1%), NaCl (100 mM), EDTA (5 mM, pH 8.0), B-glicerolfosfato (40 mM), NaF
(50 mM), ortovanadato de sodio (200 uM), Glicerol (5%) e inibidores de protease
(PMSF, Leupetina, Aprotinina e Pepstatina). Proteinas (35 ug) a partir das amostras
obtidas com as células lisadas e o marcador de peso molecular (BioRad) foram
separados por gel SDS-PAGE (10%) e transferidas por eletrotransferéncia para
membranas de nitrocelulose (Amersham-Pharmacia Biotechnology). Em seguida, foi
feito o bloqueio com solugdo de PBS contendo leite em pd desnatado (5%) e Tween

20 (0,05%) por 1 hora a temperatura ambiente, sob agitagdo. As membranas foram
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entdo incubadas overnight a 4 °C com anticorpos primarios especificos para cada
proteina diluidos em solugédo de bloqueio, e apds, incubadas com anticorpos
secundarios conjugados com peroxidase (monoclonais ou policlonais, 1:1000) por 1
h. Os blots foram visualizados utilizando o sistema ECL (Perkin Elmer). As
quantidades proteinas por amostra foram dosadas através do método de BCA

(Lowry modificado) com BSA como padrao (Boucher et al., 2004).

3.7 Avaliagéao do ciclo celular por citometria de fluxo

Células B16F10, ndo sincronizadas, foram plaqueadas em placas de 6 pogos.
Apés 24 horas, DHCB (10 pg/mL) ou veiculo (DMSO 0,01 %) foi adicionado e
incubado em estufa de CO, por 0, 4, 8, 16, 24 e 48 h. Decorridos os periodos de
incubagdo, as ceélulas foram cuidadosamente coletadas, permeabilizadas com
tampao H (Triton X-100 0,05 % - levemente hiperténico: 20 mM HEPES pH=7,2;
0,16 M NaCl; 1 mM EGTA), fixadas com a adigdo de paraformaldeido 2% frio e
ressuspensas em tampao H contendo 10 ug/mL de iodeto de propidio (Pl) e 200
pg/mL de RNAse A. Apos 30 minutos em temperatura ambiente as amostras foram
levadas ao citdmetro de fluxo (FACSCAN - Becton-Dickinson, 488 nm) para analise.
Os dados foram analisados utilizando o software CellQuest ® e a porcentagem de
células agrupadas em cada estagio foi determinada (M1 = células em G1; M2=

células em S; M3 = Células em G2/M; M4 = indicativo de poliploidia).
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3.8 Avaliacao de Apoptose por citometria de Fluxo (Incorporagao de

Anexina V-FITC)

Células B16F10 foram plaqueadas em placas de 6 pocos. Apds 24 h, DHCB 10
pg/ml ou veiculo (DMSO 0.01%) foi adicionado. Decorrido o intervalo de 48 h de
incubacdo, o sobrenadante foi coletado (para verificar também células em
suspensao) e logo apos, as ceélulas aderidas foram cuidadosamente coletadas por
tripsinizagdo. As duas solugdes (sobrenadante e células tripsinizadas) foram
centrifugadas, ressuspensas e combinadas para posterior coloragdo com Anexina V-
FITC e iodeto de propidio e analise em citbmetro de fluxo. Os dados foram
analisados utilizando o software CellQuest ©® e a porcentagem de células agrupadas
em cada estagio (células viaveis — abaixo a esquerda; em apoptose — abaixo a

direita; ou em necrose — acima a direita) foi determinada.

3.9 Avaliagao do citoesqueleto e pontos de adesdo focal por

imunofluorescéncia:

Para estes experimentos foram utilizadas placas de 6 pocos onde, laminas
circulares de vidro estéreis e tratadas com poli-L-lisina por (1 h, 37 °C) foram
adicionadas a cada pogo. Em seguida, células de melanoma murino B16F10 foram
plaqueadas sobre as laminas e deixadas em incubacdo por 24 horas, para a
completa adesao. Apds este periodo, o meio foi retirado e adicionado um novo meio
de cultura contendo DHCB (10 ug/mL) ou veiculo e novamente incubados por 24 e
48 horas. Apés incubacdo com o composto, o meio foi removido e a lamina contendo
as células foi fixada em formaldeido 3,7 % por 30 min a 4°C, e depois

permeabilizada com triton X-100 (0,05 % em PBS) por 30 min a 4 °C. Em seguida as
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laminas foram incubadas por 30 min a temperatura ambiente com solugdo de
rodamina/faloidina para a coloragao das fibras de actina, Hoeschst 33342 para a
coloragao do nucleo e quando necessario, com anti-paxilina e anticorpo secundario
(FITC) para a marcacgao dos pontos de adesao focal, sendo avaliadas com auxilio de

microscopio de fluorescéncia.

3.10 Ensaios biolégicos in vivo

3.10.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL6, machos, com idade entre 1,5 e 3
meses, pesando em meédia 20 — 30 g. Os animais foram mantidos no Biotério
Setorial da Coordenadoria Especial de Farmacologia (Laboratério de Pesquisas em
Produtos Naturais), CCB, UFSC, alojados em gaiolas plasticas, em temperatura
ambiente controlada (22 + 1 OC), com ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo
dieta comercial e agua ad libitum. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa

Catarina, protocolo numero PP00016/CEUA.

3.10.2 Influéncia sobre crescimento tumoral

Células de melanoma da linhagem B16F10 foram inoculadas no dia zero (1 x
10° células; volume = 100 uL/animal) por via subcutanea no dorso de camundongos
C57BL6 machos (n = 7 — 9 animais), de seis semanas de idade. Os animais foram
tratados por via oral (gavagem), com dose diaria de DHCB (1, 3 e 10 mg/kg) ou
veiculo, durante 12 dias, iniciando quando os tumores se tornaram palpaveis. Ao

final do experimento, tamanho dos tumores foi medido com auxilio de paquimetro
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digital e apds foram removidos para a obtengao do peso. O volume foi calculado de
acordo com a férmula (12° dia): volume do tumor (mm?®) = largura®x comprimento x

0,52 (Lee et al., 2003).

3.10.3 Ensaio de metastase

Os animais (n = 7 — 9) foram inoculados com 1x10° células de melanoma
B16F10 em 0,1 mL através de injecao endovenosa. Os animais foram tratados por
via oral com DHCB (1 ou 10 mg/kg), com dose diaria com inicio no dia 0 (dia da
inoculagdo) até o 12° dia experimental. Ao fim do experimento, os animais foram
entdo sacrificados em camara de CO; e o pulm&o removido e fixado em solugao de
Bouin. Os ndédulos visiveis (pontos negros) foram enumerados e comparados aos

dos grupos controle.

3.11 Drogas e Reagentes

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide), meio de cultura
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), lodeto de propidio, Hoechst 33342 e
outros reagentes utilizados nas analises de imunoblot foram obtidos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). RNAse e Rodamina-Faloidina (Molecular
Probes/Invitrogen). Anticorpos primarios para a deteccdo de: ciclina-E (M-20),
ciclina-A (H-432), ciclina-B1 (H-433), cdk-1 (17), cdk2- (M2), p27"*" (C-19), actina (c-
2) e demais anticorpos (Santa Cruz Biotechnologies - Santa Cruz, CA, USA).
Anticorpos secundarios utilizados nas analises de immunoblot, Timidina triciada
([methyl->H]-thymidine), membranas de nitrocelulose (Hybond™-ECL™) e
hiperfilmes (ECL™) foram obtidos da Amersham-Pharmacia (Oakville, ON, Canada).

Reagente de ECL™ para a detecgao por immunoblot obtidos da PerkinElmer (USA).
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Todos o0s outros reagentes utilizados foram obtidos da Sigma-Aldrich.
Dihidrocucurbitacina B foi dissolvida em dimetilsulféoxido (DMSQO) e a concentragao
final do solvente nao ultrapassou 0,1% para os ensaios in vitro e 1% para os ensaios

in vivo.

3.12 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como médias * erro padrao das médias (EPM).
As diferencas estatisticas entre os grupos experimentais foram detectadas com
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett. Valores de p menores

que 0,05 (p < 0,05) foram considerados estatisticamente significantes.



4. Resultados
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4.1 Efeito sobre a viabilidade e proliferacao celular:

4.1.1 Efeito da Fragao diclorometédnica (WEDC) e dihidrocucurbitacina B (DHCB)
sobre células de melanoma murino B16F10:

Para investigar o efeito do tratamento com WEDC e DHCB sobre a viabilidade
e proliferagéo celular foram utilizados os ensaios do MTT e incorporagéo de timidina
triciada. Nesta série de experimentos, a incubagao das células com concentracbes
crescentes de WEDC, por 48 horas, reduziu significativamente a viabilidade celular
em até 73,5 % (29,4; 31,7 e 73,5 %, para 1, 10 e 100 yg/mL, respectivamente);
enquanto que concentragdes crescentes de DHCB foram capazes de reduzir
significativamente a viabilidade celular em até 48,4 % (18,7; 26 e 48,4 %, para 1, 10
e 100 pg/mL), quando comparados aos controles (veiculo). Quanto a proliferagéo,
concentracdes crescentes de WEDC foram capazes de reduzir a incorporagao de
timidina triciada em até 98,2 % (35,6; 74,3 e 98,2 % para 1, 10 e 100 pg/mL,
respectivamente), enquanto que DHCB reduziu a taxa de proliferagao celular, apos
incubacéo de 48 h, em até 95,2 % (47,6; 72,7 e 95,2 % para 1, 10 e 100 pg/mL),
quando comparadas aos controles (Figuras 5A e B).

Estes resultados sugerem que tanto WEDC quanto DHCB, reduzem a
viabilidade e proliferacdo celular. Porém quando comparado ao composto isolado,
WEDC apresenta maior citotoxicidade (efeito maximo para WEDC 73,5% contra
48,4% para DHCB, observados no teste do MTT). Este fato pode estar relacionado a
constituicdo da fragao diclorometanica de W. ebracteata, que possui a DHCB como
composto majoritario e outras cucurbitacinas, como por exemplo a cucurbitacina B,

descrita por sua elevada toxicidade.
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Figura 5. Efeito da WEDC (A) e DHCB (B) sobre a viabilidade e proliferacdo celular em
células B16F10. No ensaio de viabilidade celular (teste do MTT), 2,5 x10° células (B16F10) foram
plaqueadas em placas de 96 pocos e apds 24 h as células foram incubadas com concentra¢ées
crescentes de WEDC ou DHCB por 48 h (0,001 — 100 ug/mL; 37°C, 5 % CO,). No ensaio da
proliferagdo celular (incorporagao de H3-timidina), 25 x 10° células (B16F10) foram plaqueadas em
placas de 24 pogos e apds 24 h, novamente incubadas com concentragbes crescentes de WEDC
ou DHCB + 2 uCi/mL de H-timidina por 48h (37°C, 5 % CO,). Nos graficos, barras representam a
média + E.P.M. das porcentagens relacionadas ao controle (veiculo). * indica p<0.05™® (viabilidade
celular) e # p<0,05 o (proliferagéo celular), quando comparados aos respectivos controles (veiculo).
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4.1.2 Efeito da dihidrocucurbitacina B (DHCB) sobre células de fibroblasto murino

NIH3T3:

Para investigar o efeito da adicao de DHCB sobre a viabilidade e proliferacéo
de células NIH3T3, foram utilizados os ensaios do MTT e incorporacéo de timidina
triciada. Nesta série de experimentos, a incubagao das células com concentracdes
crescentes de DHCB, por 48 horas reduziu significativamente a viabilidade celular
em até 88,7% (83,0 e 88,7 %; para 10 e 100 pg/mL, respectivamente) e a
proliferacdo em até 91,6% (85,37 e 91,6 %; para 10 e 100 ug/mL, respectivamente),
quando comparados aos controles (Figura 6). Entretanto havia muitas células em
suspensao nos pogos que receberam DHCB 10 e 100 ug/mL. Foi verificada entdo a
viabilidade celular desta vez por fluorescéncia, onde foi observado que a maioria das
células estava viavel e formando aglomerados (Figura 7). Estes resultados sugerem
que, para esta linhagem celular, DHCB a partir de 10 ug/mL interfere na adeséo das
células NIH3T3 promovendo seu “descolamento” sem, contudo alterar de maneira

expressiva, a sua viabilidade.
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Figura 6. Efeito da DHCB sobre a viabilidade e proliferacdo em células NIH3T3. Efeito de
concentragbes crescentes de DHCB (0,01 — 100 ug/mL) sobre a viabilidade e proliferagéo de células de
fibroblasto murino NIH3T3. No ensaio de viabilidade (teste do MTT), 2,5 x10° células foram plaqueadas
em placas de 96 pogos e apds 24 h, as células foram incubadas com concentragdes crescentes DHCB
por 48 h (37°C, 5 % CO,). No ensaio da proliferacdo celular (incorporagcéo de H3-timidina), 25 x 10°
células (NIH3T3) foram plaqueadas em placas de 24 pocos e apds 24 h, novamente incubadas com
concentragbes crescentes DHCB + 2 uCi/mL de H>-timidina por 48h (37°C, 5 % CO,). Nos gréficos,
barras representam a média + E.P.M. das porcentagens relacionadas ao controle (veiculo). * indica
p<0.05 B: # p<0,05 o, quando comparados ao veiculo (C= controle), (N= células que receberam
apenas meio de cultura).
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Figura 7. Efeito da DHCB sobre a viabilidade de células NIH3T3 por
fluorescéncia (LIVE/DEAD). Neste experimento 25 x 10° células foram plaqueadas
em placas de 24 pocos e apds 24 horas foram incubadas com concentragbes
crescentes DHCB por 48h (1 — 100 ug/mL; 37°C, 5 % CO,). Em verde, células
viaveis marcadas com SYBR 14; em vermelho, células mortas marcadas com iodeto
de propidio. As imagens foram captadas com lente objetiva de 10x. (Controle=

veiculo; Normal= células que receberam apenas meio de cultura).
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4.1.3 Antiinflamatdrios ndo-esteroidais e expresséo da enzima COX-2

Como demonstrado em trabalhos anteriores, DHCB inibe a atividade da enzima
COX-2, sendo este, pelo menos em parte, o mecanismo da sua atividade
antiinflamatoria. Como continuidade deste trabalho, investigamos se o efeito do
tratamento observado com os produtos de W. ebracteata sobre a viabilidade e
proliferacédo celular seriam decorrentes de interferéncia sobre a enzima COX-2. Para
tal, as mesmas condi¢cbes experimentais foram aplicadas, desta vez na presenca
dos inibidores Indometacina (IC50 para a COX-2 = 24,6 uM) e Naproxeno (IC50 para
a COX-2 = 28,4 uM), a fim de observar se apresentariam o mesmo perfil exibido pela
WEDC e DHCB. Os resultados demonstraram que apenas na concentragcdo mais
elevada (150 e 200 uM, para Indometacina e Naproxeno, respectivamente) houve
reducao importante na viabilidade e proliferacao celular, podendo estar relacionados
a efeitos independentes a inibicao da COX-2 (Figuras 8A e B). Como complemento,
observamos ainda que, em condi¢gdes basais, as células B16F10 ndo expressam a
enzima COX-2 (Figura 8C). Os resultados obtidos até entdo, sugerem que os
produtos derivados de W. ebracteada apresentam efeito inibitério sobre células
tumorais e ainda, sdo independentes da atividade sobre COX-2, podendo interferir

com eventos que conduzem a progressao do ciclo celular.
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Figura 8. Efeito de AINEs sobre a viabilidade e proliferagao celular. Expressao basal da
COX-2 em células B16F10. No ensaio de viabilidade (teste do MTT), 2,5 x10° células foram
plaqueadas em placas de 96 pogos e apés 24 h, as células foram incubadas com
concentragées crescentes dos compostos por 48 h (37°C, 5 % CO,). No ensaio da proliferagdo
celular (incorporagdo de H? -timidina), 25 x 10° células foram plaqueadas em placas de 24
pogos e apos 24 h, novamente incubadas com concentragbes crescentes dos compostos + 2
uCi/mL de H>-timidina por 48h (37°C, 5 % CO,). Em (A), efeito da adi¢cdo de Naproxeno (0,02 —
200 uM); Em (B) efeito da adi¢cdo de Indometacina (0,015 — 150 uM). Para todos os gréficos,
barras representam a média + E.P.M. das porcentagens relacionadas ao controle (veiculo). *
indica p<0.05 - # p<0,05 o, quando comparados ao veiculo (controle). (C) Anélise por
Western blot da expressdo da enzima COX-2, em condi¢cbes basais e diferentes quant/dades
de células B16F1 0. Células B16F10 foram plaqueadas em diferentes quantidades (2,5 x 10°, 5
x 10° e 1 x 10° células) e apds 24 horas, as células foram coletadas, lisadas e as amostras
separadas em gel de acrilamida. NIH3T3 utilizada como controle.
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4.2 Anadlise da dinamica e morfologia de células B16F10 por

microscopia 6ptica em tempo real:

Neste experimento, as imagens foram capturadas a cada 30 minutos para as
células que receberam veiculo e a cada 10 minutos para as células que receberam
DHCB, durante 48 horas, sempre no mesmo ponto. Ao final, pdde-se observar a
dindmica e morfologia das células mantidas em cultura. Os resultados demonstraram
que a adicdo de DHCB (10 pg/mL) promoveu alteragbes morfologicas, tornando as
células mais arredondadas (fato observado a partir de poucas horas de incubagéo),
durando até aproximadamente 24 horas, onde as células recomegam a adquirir a
morfologia normal. Outro fato marcante observado nas células incubadas com DHCB
foi a inibicdo da sua motilidade quando comparada aquela de células que receberam
veiculo. Na figura 9, estdo apresentadas imagens referentes as células expostas ou

nao ao tratamento com DHCB nos intervalos de 0, 8, 16, 24 e 48 h.
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4.3 Efeito da dihidrocucurbitacina B sobre o ciclo celular e

apoptose avaliados por citometria de fluxo:

Nesta série de experimentos, células B16F10 foram marcadas com iodeto de
propidio para a obtencao da estimativa da distribuicdo das células nas fases do ciclo
celular. Para tal, as porcentagens de células agrupadas em cada estagio (M1=
células em G1; M3= células em G2/M) foram determinadas e revelaram que apos
adicdo de DHCB, a células tendem a permanecer em G2/M, pelo menos até 24 h
(Figuras 10A, B e C). No intervalo de 48 horas, houve importante alteragdo,
sugerindo a presenca de células poliploides (M4= poliplioidia), que teve seu inicio
em 8 horas (indicado pelas setas; Figura 10C). A ocorréncia de apoptose foi
verificada pelo ensaio da incorporagao de Anexina V-FITC e iodeto de propidio. Os
resultados demonstraram (Figura 11) que a adicdo de DHCB aumenta o numero de
células em apoptose para 6,8% (abaixo direita) e necrose para 10,37% (acima
direita). Apesar disto, a populagéo de células viaveis foi de 81,8% (abaixo esquerda),

corroborando os resultados obtidos no ensaio de viabilidade no teste do MTT.



54

—~ A @) fo‘ B o
2 > 0© 108
LU » N n
a ° g o
Q o s
_ 504 r50 5 .8 50 Lso =
X o < >
- g = g
0] o S o
c 25+ F25 3 (é 25+ 25 =
8 5 3
%] Q i =
@ S g o Lo §
o 0 08 8 e
T T T T T T
0 4 8 16 24 48 0 4 8 16 24 48
Tempo (h) Tempo (h)
oVeiculo O eDHCB
C
0 4 8 16 24 48 horas

VEICULO

DHCB 10 pg/mL

Figura 10. Efeito da adicdao de DHCB (10 ug/mL) sobre a distribuicao das células B16F10 nas
fases G1 e G2/M do ciclo celular. Células B16F10 foram plaqueadas em placas de 6 pogos e
apos 24 horas, incubadas em diferentes intervalos de tempo (0, 4, 8, 16, 24 e 48 horas) com DHCB
(10 ug/mL) ou veiculo. Apos cada intervalo, as células foram coletadas, fixadas e marcadas com
iodeto de propidio, para a verificagdo do ciclo celular por citometria de fluxo. Os graficos referem-se
a média de 3 experimentos diferentes. Barras representam a média + EPM da porcentagem de
células em G1 (A) ou G2/M (B); os pontos representam a porcentagem de células polipléides. Os
graficos referem-se a média de 3 experimentos diferentes. (C) Distribuicdo celular na presenga ou
na auséncia de DHCB (10 ug/mL), as setas indicam a area onde ha a ocorréncia células

polipléides.
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Figura 11. Verificagdo da indugcao de apoptose pelo ensaio da incorporacdo de
Anexina-V FITC. Neste ensaio, células B16F10 foram plaqueadas em placas de 6 pocos
e apos 24 horas, incubadas por 48 horas com DHCB (10 ug/mL) ou veiculo. Apdés este
periodo, as células foram coletadas e marcadas com Anexina-V FITC e iodeto de
propidio para a verificacdo das populagbes de células em apoptose e/ou necrose por
citometria de fluxo. Em cada figura, os quadros indicados pelas letras (A) representam
células viaveis, (B) células apoptéticas e (C) células necréticas. As porcentagens
descritas na figura referem-se a média de 3 experimentos diferentes.
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4.4 Efeito da dihidrocucurbitacina B sobre a expressao de proteinas

que participam na regulagao do ciclo celular:

Para este experimento, procuramos avaliar se DHCB poderia estar interferindo
com a expressao de proteinas que participam do controle da proliferagao celular.
Para tal, observamos a expressédo dos principais reguladores do ciclo celular nas
diferentes fases. Nossos resultados demonstraram que DHCB né&o foi capaz de
interferir significativamente na expressao das proteinas que participam da regulagao
do ciclo no inicio de G1 (Figura 12A). Quando observamos a expressao de ciclinas
que participam da transicdo G1/S os resultados demonstraram leve reducdo na
expresséao de ciclina A (Figura 12B); por outro lado, a expressao da ciclina B1, que
atua na transicao G2/M, apresentou-se reduzida, a partir de 8 horas de incubacéo,
permanecendo até o final do experimento (48 horas), quando comparadas ao
controle (Figura 13).

Estes resultados sugerem que a DHCB pode interferir no ciclo celular,
promovendo um atraso na transicdo de G2/M e na saida de M, uma vez que a
atividade do complexo ciclina B1/cdk1, necessaria para a progressao nestas etapas
do ciclo celular, se encontrou prejudicada devido a redugao na expressao da ciclina

B1.
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Figura 12. Expressdo de proteinas que participam na regulagdo do ciclo
celular no inicio de G1 (A) e na transicao G1/S (B). Células B16F10 foram
plaqueadas e apds 24 h, incubadas com DHCB 10 ug/mL ou Veiculo por diferentes
intervalos de tempo. Apos cada periodo, as células foram coletadas, lisadas, e as
proteinas, separadas em gel de acrilamida 10% e transferidas para membrana de
nitrocelulose onde foram adicionados os anticorpos especificos para cada
proteina, conforme protocolo. Resultados semelhantes foram obtidos em 3
experimentos diferentes.
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Figura 13. Expressao de proteinas que participam na regulacdo do
ciclo celular na transicdao G2/M. Células B16F10 foram plaqueadas e
apos 24 h, incubadas com DHCB 10 ug/mL ou Veiculo por diferentes
intervalos de tempo. Apés cada periodo, as células foram coletadas,
lisadas, sendo as proteinas separadas em gel de acrilamida 10% e
transferidas para membrana de nitrocelulose onde foram adicionados os
anticorpos especificos para cada proteina. Grafico representa unidades
arbitrarias referentes a densidade das bandas obtidas para ciclina B1.
Resultados semelhantes foram obtidos em 3 experimentos diferentes.
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4.5 Analises do citoesqueleto e nucleo das células B16F10 por

microscopia de fluorescéncia:

Para confirmar o surgimento das células poliploides observadas na citometria
de fluxo, foi utilizado Rodamina-Faloidina e Hoeschst 33342 para a marcacédo de
filamentos de actina e nucleo, respectivamente. Os resultados qualitativos
demonstraram que a incubacao das células B16F10 com DHCB, apés 48 horas de
incubacdo, promoveu o surgimento de células polipldides, com predominancia de
células binucleares (Figura 14A). Porém, foi também observado que DHCB
promoveu importante alteragdo no citoesqueleto de actina (Figura 14B). Este fato,
que se inicia apds 4 horas de incubagdo com DHCB (dados ndo apresentados)
poderia explicar, pelo menos em parte, as alteragées na morfologia das células que
receberam DHCB. Na tentativa de observar se farmacos que promovem prejuizo nas
fibras de actina apresentariam o mesmo perfil, células B16F10 foram tratadas com
citocalasina D (inibidor da polimerizacdo das fibras de actina), marcadas com
Rodamina-Faloidina e Hoeschst 33342 e ainda, como complemento, foram feitos
também, ensaios de proliferacdo celular (incorporacédo de H>-timidina). Os resultados
demonstraram que a citocalasina D (Figuras 15A e B) promove também um prejuizo
na conformacao das fibras de actina, mas, de maneira diferente da DHCB, nao reduz
a incorporacao de timidina triciada (Figura 16) indicando que as células continuam a
dividir seus nucleos (cariocinese), de modo que, ao final do experimento, haja o

surgimento de células polinucleadas com 3 ou mais nucleos.



A Veiculo DHCB 10 pg/mL (48 h)

24 h 48 h
Veiculo DHCB Veiculo DHCB

F-actina

Hoeschst 33342

Merge

60 x

Figura 14. Influéncia da DHCB sobre o citoesqueleto e nucleo de células B16F10,
avaliado por microscopia de fluorescéncia. Laminulas circulares de vidro estéreis
foram acondicionadas em placas de 6 pogos e entdo tratadas com poli-L-Lisina (1 h / 37
°C). Decorrido este periodo, células B16F10 foram plaqueadas e apos 24 horas,
incubadas com DHCB 10 ug/mL ou veiculo por 24 e 48h (37°C, 5 % CO,). (A) imagens
capturadas com objetiva de 15 x; (B) imagens capturadas com objetiva de 60 x.
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Figura 15. Influéncia da Citocalasina D sobre o citoesqueleto e nucleo de células
B16F10, avaliado por microscopia de fluorescéncia. Laminulas circulares de vidro estéreis
foram acondicionadas em placas de 6 pogos e entdo tratadas com poli-L-Lisina (1 h / 37 °C).
Decorrido este periodo, células B16F10 foram plaqueadas e ap6s 24 horas, incubadas com
citocalasina D (2 uM) ou veiculo por 24 e 48h (37°C, 5 % CO,). (A) imagens capturadas com
objetiva de 60 x; (B) imagens capturadas com objetivas de 60 x em 24 h e 40 x em 48 h.
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Figura 16. Teste de proliferacdo celular em células B16F10 na presenca de
concentragées crescentes de citocalasina D. Proliferagdo celular (incorporagdo de H-
timidina), 25 x 1 0° células (B16F10) foram plaqueadas em placas de 24 pogos e apos 24 h,
novamente incubadas com concentragées crescentes de CitocalasinaD + 2 uCi/mL de H’-
timidina por 48h (37°C, 5 % CO,). Nos gréficos, barras representam a média + E.P.M. das
porcentagens relacionadas ao controle (veiculo).
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4.6 Analises da formacao de pontos de adesao focal nas células

B16F10 por imunofluorescéncia:

Este experimento foi proposto para observar se o prejuizo ao citoesqueleto de
actina observado anteriormente poderia levar a alteracdo na distribuicdo de pontos
de adeséao focal. Para tal, as células foram novamente marcadas com Rodamina-
Faloidina, Hoeschst 33342 (para os filamentos de actina e nucleo) e anticorpo anti-
paxilina para a visualizagdo dos pontos de adesdo focal. Os resultados
demonstraram que DHCB prejudica a organizagdo da actina, bem como altera a
distribuicdo dos pontos de adesao, concentrando-os e sobrepondo-os a marcagao

observada para o citoesqueleto (Figuras 17A e B).
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Figura 17. Influéncia da DHCB sobre o citoesqueleto, nicleo e pontos de adesao focal de
células B16F10, avaliado por microscopia de fluorescéncia. Laminulas circulares de vidro
estéreis foram acondicionadas em placas de 6 pogos e entao tratadas com poli-L-Lisina (1 h / 37 °C).
Decorrido este periodo, células B16F10 foram plaqueadas e apds 24 horas, incubadas com DHCB
10 ug/mL ou veiculo por 24 e 48h (37°C, 5 % CO,) e entdo marcadas com Rodamina-Faloidina
(fibras de actina), Hoeschst 33342 (Nucleo) e anticorpo primario anti-paxilina/ anticorpo secundario
FITC . (A) imagens capturadas com objetiva de 15 x; (B) imagens capturadas com objetiva de 60 x.
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4.7 Avaliagdo da atividade da dihidrocucurbitacina B sobre o

crescimento tumoral in vivo:

A fim de investigar o efeito do tratamento com DHCB in vivo, camundongos
C57BL6 receberam injecdo subcutanea de 1x10° células (100 pL) B16F10 na regido
dorsal. Sete dias apos a inoculagdo, com o surgimento da massa tumoral palpavel,
foi iniciado o tratamento com concentragdes crescentes de DHCB (1-10 mg/kg; v.0.)
ou veiculo, 1 vez ao dia, durante 12 dias. Ao final do experimento, o grupo controle
apresentou massa tumoral com volume médio de 5133,4 + 1302,4 mm®. Quando
comparados ao controle, os grupos tratados com DHCB apresentaram reducao da

massa tumoral em: 49,3; 57,8 e 83,5 % para as doses avaliadas (Figura 18A).
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Figura 18. Efeito do tratamento v.o. com DHCB ou veiculo, sobre o crescimento tumoral. (A) Efeito
de concentracbes de DHCB sobre o crescimento tumoral em animais inoculados s.c. com células de
melanoma murino B16F10. Apés o surgimento da massa tumoral palpavel, os animais foram tratados por
diariamente, 1 vez ao dia por 12 dias. Barras representam a média + EPM do volume do tumor (n=7 -9
animais) no décimo segundo dia. * indicativo para p<0,05 (B) Fotos representativas do grupo controle. (C)
Fotos representativas do grupo tratado com DHCB 10 mg/kg.
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4.8 Avaliagdo da atividade da dihidroccurbitacina B sobre a

formacao de metastases in vivo:

Para este ensaio, procurou-se observar se o tratamento com DHCB poderia ser
também eficaz em reduzir o numero de metastases pulmonares, provocadas pela
inje¢gdo endovenosa de células B16F10. O tratamento com DHCB (1 e 10 mg/kg;
v.0.) ou veiculo, foi efetuado 1 vez ao dia, durante 12 dias, a iniciar no dia da
inoculagado. Ao final do experimento, o numero de colénias pulmonares visiveis foi
contado, tendo o grupo controle apresentado numero médio de 124,8 + 11,3 colbnias
visiveis. Quando comparados ao controle, apenas o grupo tratado com DHCB 10
mg/kg apresentou redugao significante do numero de colénias em 50,3 % (Figura

19A).
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Figura 19. Efeito do tratamento com DHCB sobre a formag¢ado de metdstases em pulmao.
(A) Efeito de concentragbes crescentes de DHCB sobre a formagéo de metastases em animais
inoculados com células de melanoma B16F10. O tratamento foi iniciado no mesmo dia da
inoculagdo de células B16F10 por via endovenosa. Barras equivalem a média + SEM do
numero de colbnias pulmonares visiveis. * p<0,05. (B) Pulmdo grupo controle; (C) Pulmao
grupo DHCB 10 mg/kg.




5. Discussdo
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Dos muitos desafios da medicina, nenhum teve um inicio tdo controverso
quanto o da cura para o cancer. Embora o processo neoplasico tenha sido
reconhecido por séculos, os conhecimentos sobre os mecanismos bioldgicos de
transformacao e progressdao do tumor eram escassos até o advento da medicina
molecular em meados do século 20. Até 1950, a terapia disponivel para o cancer era
predominantemente a intervencéo cirurgica. Com a invencédo do acelerador linear,
em 1960, a radioterapia se tornou uma ferramenta preciosa para o controle local e
regional da doenga, mas, do mesmo modo que a cirurgia, ndo era capaz de erradicar
o cancer metastatico. O tratamento efetivo para muitos pacientes necessitava
alcangar cada érgao do corpo. Farmacos e terapias imunolégicas transformaram-se
no foco dos esforgcos para curar o cancer. A partir de entdo, dos primeiros
experimentos com mostarda nitrogenada, realizados ha cerca de 65 anos atras, as
atuais tentativas de desenvolver farmacos para alvos especificos relacionados ao
cancer, a pesquisa cientifica se tornou multidisciplinar e tem trabalhado em conjunto
na busca por medicamentos mais efetivos para o tratamento de tumores (Figura 20;
Chabner e Roberts, 2005).

O controle e o tratamento do cancer, a segunda maior causa de morte por
doencas em todo o mundo, tém apontado para a busca de novas diretrizes voltadas
para o aprimoramento e a melhoria de terapias ndo convencionais. A descoberta de
novos farmacos derivados de plantas medicinais (metabdlitos secundarios e
derivados) possui um importante papel no tratamento do cancer. De todos os
farmacos antitumorais disponiveis entre 1940 e 2002, 40% foram de originados de
produtos naturais ou derivados (semi-sintéticos) (Newmman et al., 2000, 2003;

Butler, 2004).
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Figura 20. A histéria da quimioterapia (Fonte: Chabner e Roberts, 2005).

A introdugao de agentes ativos derivados de produtos naturais tem alterado a

histéria de muitos tipos de cancer humano e varios compostos de origem vegetal sao

atualmente empregados. Um dos exemplos mais significantes € a vincristina, um

alcaldide extraido da Vinca (Catharanthus roseus), que é encontrada nas florestas

de Madagascar. A introdugdo da vincristina foi responsavel por um aumento nas

taxas de cura para a doenca de Hodgkin e algumas formas de leucemia. Outro

exemplo de agente ativo derivado de plantas é o etoposidio, que é uma

epipodofilotoxina, derivada da Podophyllum peltatum e Podophyllum emodi. Este

composto apresenta grande eficacia na cura de cancer de testiculo, quando utilizado

em combinagdo com bleomicina (também derivada de produto natural) e cisplatina.

Os taxanos, paclitaxel e docetaxel, derivados de Taxus brevifolia e Taxus baccata

apresentam expressiva atividade antitumoral contra canceres de mama, ovario e

outros tipos de tumores malignos. Os derivados da campotencina, irinotecano e

topotecano, tém demonstrado significante atividade antitumoral contra céancer
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coloretal e de ovario, respectivamente. Novas moléculas de origem natural oferecem
uma grande oportunidade para avaliar ndo somente novas classes quimicas de
agentes antitumorais, mas também mecanismos de acdo novos e potencialmente
relevantes (para revisdo ver Rocha et al., 2001).

Varios agentes de origem vegetal como, por exemplo, cucurmina, resveratrol e
catequinas interferem com as vias regulatérias do ciclo celular, o que as qualifica
como agentes terapéuticos (Mukhopadhyay et al., 2002; Estrov et al., 2003). Em
células de mieloma, a inibicdo da atividade do NF-kB pela cucurmina, reduz a
expressao da ciclina D1 (Bharti et al., 2003), que resulta em diminuicdo da formagéao
de complexo ativo ciclina D/cdk4, levando a supressao da proliferacdo e indugao de
apoptose. Em outro estudo, a este mesmo composto induz uma “parada” no ciclo
celular em GO0/G1 e/ou G2/M, através do aumento da expressao dos inibidores de
cdk como p21°Pwal Ko 7KPT & diminuigdo da expressao de ciclina B1 e cdk-1 (Park
et al., 2002). Além da cucurmina, outros agentes fitoquimicos tém demonstrado
atividade antitumoral, tais como a (-)-epigalocatequina-3-galato, a genisteina, alicina,
licopeno, capsaicina, 6-gingerol, silimarina, eugenol, anetol, acido elargico, acido
ursolico e S-alil cisteina (Balunas e Kinghorn, 2005).

Existem poucos relatos na literatura correlacionando cucurbitacinas e cancer, e
dentre eles, o efeito de cucurbitacina E sobre o citoesqueleto de células de tumor de
préstata humano (Duncan et al., 1996); efeito inibitério de varias cucurbitacinas
sobre o crescimento de células de cancer de mama, pulméo e colon (Jayaprakasam
et al., 2003); inibicdo da fosforilagdo de STAT3 pela cucurbitacina | e Q em células
tumorais humanas e murinas (Blaskovich et al., 2003; Sun et al., 2005).

De acordo com observagdes feitas pelo nosso grupo em conjunto com outras

evidéncias que demonstram a participacdo de enzimas pro-inflamatorias em
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processos tumorais, a proposta inicial deste trabalho foi estudar a ligacdo entre
inflamacao e cancer, com o objetivo de relacionar a inibicdo da enzima COX-2 em
processos tumorais com produtos derivados de Wilbrandia ebracteata,
principalmente a Dihidrocucurbitacina B (Siqueira et al., 2007), composto majoritario
da fracao diclorometano de W. ebracteata (WEDC).

Varios relatos na literatura demonstram que a expresséao elevada da COX-2 em
diferentes células tumorais pode estar relacionada com proliferagcdo celular
aumentada, prevencao de apoptose, aumento do potencial metastatico, producao de
fatores angiogénicos e inibicao da vigilancia imunoldgica. Essas evidéncias sugerem
que a inibicado da COX-2 e/ou diminuicdo de sua expressao, poderiam ser uma das
vias no controle do cancer (Tsuijii et al., 1997, 1998; Banerjee et al., 2002).

Nossos resultados para esta etapa demonstraram que tanto WEDC quanto o
composto isolado DHCB reduzem a taxa de proliferacdo celular, porém a DHCB
demonstrou menor citotoxicidade. WEDC ¢é uma fracao rica em cucurbitacinas, tais
como DHCB (composto majoritario, aprox. 45 %), cucurbitacina B (cerca de 3 %),
cucurbitacina E, isocucurbitacina B e dentre outras. Nosso grupo tem caracterizado
estruturas de varias cucurbitacinas derivadas de W. ebracteata, evidenciando suas
diferencas. Por exemplo, comparando as estruturas da cucurbitacina B e da
dihidrocucurbitacina B nota-se uma diferenga entre os carbonos 23-24 (dupla ligagcéo
para a CUCB e ligacédo simples para a DHCB) (Farias et al., 1993; Valente, 2004).
Como continuidade do trabalho, passamos entdo a verificar a expressdo da enzima
COX-2 e o efeito de antiinflamatérios ndo esteroidais de conhecida atividade, nas
mesmas condi¢gdes experimentais (condi¢des basais), para as células de melanoma
murino da linhagem B16F10 utilizadas para as avaliagbes de viabilidade e

proliferacdo celular. As figuras 7A e B demonstram que nas células B16F10 a
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viabilidade e proliferacdo apds estimulo com os AINEs, ndo apresentam efeitos
importantes, principalmente na faixa descrita para a inibicdo da enzima. Em adicao a
isto, em condigdes basais, as células nao expressam a enzima COX-2. Em conjunto,
estes resultados revelam que para esta linhagem, a COX-2 nao participa nos
eventos de proliferagao celular, e com isso, os efeitos exibidos pelos produtos
derivados de W. ebracteata, sao independentes desta enzima.

Além dos efeitos acima citados, analises da dindmica celular por microscopia
em tempo real, demonstraram que a adicdo de DHCB promoveu importantes
alteragdes na morfologia das células, tornando-as arredondadas e ainda, reduzindo
sua taxa de proliferagdo. Estes fatos, em conjunto, redirecionaram nosso estudo
para os efeitos da DHCB sobre o ciclo celular, um caminho que, apesar de
complexo, proporciona um amplo leque de possibilidades para a investigacado do
potencial de farmacos com atividade antitumoral.

E bem estabelecido na literatura que a compreensdo dos mecanismos
moleculares que regulam a proliferagao celular, permite a identificacdo de alvos que
poderiam ser manipulados para utilizagado contra tumores (Pines 1995; Hanahan e
Weinberg, 2000; Swanton, 2004). Frente ao exposto, investigamos os efeitos da
DHCB sobre eventos relacionados ao estudo da proliferacdo celular, onde foram
feitos ensaios de proliferacdo (incorporacdo de H>-timidina), estudos de citometria de
fluxo com iodeto de propidio e analises por Western blot com células B16F10 nao
sincronizadas. Rodriguez-Ayerbe e Smith-Zubiaga (2000), em andlises de
viabilidade, proliferacdo celular e sintese de DNA demonstraram que células de
melanoma murino B16F10 apresentam um classico “congelamento” no ciclo celular,

nao podendo ser sincronizadas por protocolos de privagao de soro.
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Avaliando a expressao das proteinas que participam no controle do ciclo
celular, podemos observar que nao ha alteragcbes marcantes em proteinas que
regulam o inicio do ciclo em G1, porém modificacbes comegcam a surgir na
expressao da ciclina A, participante pela transicao G1/S e G2/M e sdao marcantes na
expressao da ciclina B1, que possui papel fundamental para a correta transicéo
G2/M e saida de M. Analises do ciclo celular das células marcadas com iodeto de
propidio corroboram as observacdes obtidas com a eletroforese e demonstram que
apos incubacdo com DHCB em diferentes intervalos de tempo, as células se
acumulam em G2/M (4 — 24 h apds incubagdo com DHCB). Estes resultados
sugerem que DHCB provoca um retardo na progresséo do ciclo celular acumulando
as células em G2/M devido, pelo menos em parte, a redugao da atividade do
complexo ciclina B1/cdk-1, uma vez que, os niveis de ciclina B1 encontram-se
reduzidos.

A progressdao no ciclo celular é conduzida por complexos formados por
proteinas quinases formadas por uma subunidade catalitica (cdk) e uma subunidade
regulatdria, as ciclinas que conferem especificidade, cada um com seu parceiro (por
exemplo: ciclina E/cdk-2). Na transicdo G2/M, o complexo ciclina B/cdk-1 é
conhecido por ser um mediador chave em todas as células eucaridticas. Esta
quinase mitética (também denominada MPF — mitosis promoting factor) é regulada
em varios niveis, dentre eles: 1) a formag¢ao do complexo ciclina B/cdk-1 depende da
disponibilidade da ciclina B, que inicia sua produg¢ao no final da fase S, acumula na
mitose e é rapidamente degradada, preparando a célula para entrar na proxima fase
G1; 2) a localizagdo subcelular da ciclina B e a regulagdo do MPF pelo estado
fosforilativo. Neste processo, fosfatases como cdc25B e cdc25C sao responsaveis

pela ativagcédo e as proteinas quinases wee1 e myt-1 sdo responsaveis por inativar o
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complexo (Molinari, 2000). A diminuicdo da expressao de ciclina B, observada nas
células tratadas com DHCB, poderia caracterizar redugcao na sua disponibilidade e,
dessa maneira, este fato nos leva a crer que seja racional sugerir que o acumulo das
células em G2 seja decorrente da reducao da atividade do complexo ciclina B/cdk-1.
Outra observagao importante no ensaio do ciclo celular foi o surgimento de
células polipléides iniciado apdés 16 h de incubacdo com DHCB. Para confirmar esta
observacao, foram feitas coloragdes observadas por microscopia de fluorescéncia.
Este experimento demonstrou que principalmente apds 48 h de incubacdo com
DHCB, as células se apresentaram em maioria, binucleadas o que indica que as
células estariam dividindo o material nuclear (cariocinese) e sendo incapazes de
formar duas células (citocinese). Além disso, foi também observado um importante
efeito sobre o citoesqueleto das células tumorais. E interessante notar que nos
resultados obtidos com a incubacgao das células B16F10 com citocalasina D, também
foi observado efeito sobre citoesqueleto, porém as células ao final de 48 h
apresentaram mais de dois nucleos, e ndo houve redugdao na incorporacdo de
timdina triciada. Drogas como citocalasinas sao, ha muito tempo, descritas como
agentes quimicos capazes de inibir a citocinese sem prevenir a divisdo nuclear.
Como consequéncia disto, células que se dividem na presenca de citocalasina
podem ser facilmente identificadas por apresentarem mais de um nucleo (Carter,
1967; Minissi et al., 1999). Farmacos que interferem nos filamentos de actina, apesar
de ndo serem utilizados na clinica, estdo em estudo (Giganti e Friederich, 2003). E
curioso notar que até pouco tempo atras, as citocalasinas eram o0s unicos compostos
conhecidos que afetavam diretamente a polimerizacao e dindmica dos filamentos de

actina. Entretanto, durante os ultimos anos, um numero consideravel de novos

compostos, tem sido desenvolvido, todos derivados de produtos naturais, que
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freqientemente modulam eventos relacionados aos filamentos de actina, por um
proliferagcdo celular que provocam, possuem potencial como agentes para o
tratamento do cancer (Jordan e Wilson, 1999). Nossos resultados demonstram que
DHCB apresenta certa vantagem sobre citocalasina D, pelo efeito provocado sobre o
ciclo celular onde ha o acumulo das células em G2/M e consequentemente, ha
reducdo na taxa de proliferacao.

Quando as células entram em mitose, a fosforilagdo de componentes
essenciais de estruturas subcelulares causa a completa reorganizagdo da
arquitetura da célula. Esta fosforilagdo € principalmente decorrente da ativagcao do
complexo formado por ciclina B/cdk-1 (Nigg, 1993). A fosforilagdo mediada pela
ciclina B também induz alteragdes na formacao de microtubulos, filamentos de actina
e nucleo (Yamashiro et al., 1991; Ubersax et al., 2003). Por exemplo, acredita-se
que cdk-1 pode fosforilar Eg5, uma proteina requerida para estabilizar as fibras do
fuso mitético. Por fosforilar a proteina caldesmon (relacionada a actina), o complexo
ciclina B/cdk-1 enfraquece sua ligagdo com a actina, induzindo a dissociagao dos
microfilamentos, contribuindo para na alteracdo da morfologia celular para um
formato arredondado (Yamashiro et al., 1990).

Alguns autores tém relacionado o surgimento de células polipléides também
com a atividade irregular do complexo ciclina B1/cdk-1 em alguns tipos celulares.
Usando megacariécitos, Zhang e colaboradores (1998), relataram que a citocinese
(divisdo da célula como um todo), mas nao a cariocinese (divisdo do nucleo), parece
ser completamente abolida quando os niveis da ciclina B estdo reduzidos devido ao
aumento em sua degradacdo. Este fato proporciona a formagdo de células

multinucleares. Em outro trabalho, Férnandez e colaboradores (2004) demonstraram
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que SKF-104976 (inibidor da sintese de colesterol) induziu um retardo na transicéo
G2/M seguido pela formacao de células polipldides em células de leucemia humana
(HL-60). Este fato foi também acompanhado por diminuicdo na atividade ciclina
B/cdk-1.

Por outro lado, Duncan e colaboradores (1996), demonstraram que
cucurbitacinas, principalmente cucurbitacina E, sdo potentes “desorganizadores” da
integridade do citoesqueleto por aumentar os filamentos ou induzir a polimerizagao
da actina em células de carcinoma de prostata. Em 1997, os mesmos autores
utilizando células endoteliais ECV304, observaram que cucurbitacina E € capaz de
promover a formacéo de células polipléides por alterar a distribuicao dos filamentos
de F-actina com perda de fibras de stress e acumulando-as na periferia (Duncan et
al.,, 1997). Além disso, a similaridade da estrutura das cucurbitacinas com o
colesterol, também sugere a possibilidade de um efeito parcial sobre membrana,
como a desorganizagao de proteinas regulatorias que poderiam afetar a arquitetura
do citoesqueleto como proposto por Fenton e colaboradores (1992). Em conjunto
com nossos resultados, estes relatos indicam que DHCB interfere com o
citoesqueleto e que este efeito pode ser parcialmente responsavel pelo
aparecimento de células binucleares. Uma vez que a fung¢ao da actina ndo é apenas
restrita a divisdo celular, mas possui papel predominante em outros fendmenos
associados a membrana como, por exemplo, movimentagao celular (Wodarz, 2002),
drogas que interferem na dindmica da actina podem n&o somente inibir a citocinese,
mas em paralelo, podem bloquear a movimentagcao descontrolada das células
tumorais, gerando interesse particular para a terapia do cancer (Giganti e Freiderich,

2003).
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O passo final na divisdo celular no qual, o citoplasma se divide para formar
duas células é conhecido como citocinese. Durante os estagios tardios do ciclo
celular, um anel cortical contendo actina e miosina, € construido no local onde inicia
a separagao celula-célula. Em seguida a segregacao do material genético e
organelas nas duas metades da célula, a contragdo dos aneéis de actina-miosina
permite a invaginagcdo da membrana plasmatica e a consequente separagao das
duas células. A formacao e contragdo do anel de actina-miosina € regulada por um
processo minuciosamente controlado, assegurando que a separagao das células
aconteca no tempo exato (para revisdo ver Huckaba e Pon, 2002). Por envolver
dindmica ativa de acoplamento e desacoplamento de filamentos de actina durante a
citocinese, compostos que interferem com a polimerizagao ou organizagao espacial
destes filamentos, poderédo bloquear este processo e gerar células multinucleadas
por desacoplar a divisdo citoplasmatica da divisdo nuclear (Giganti e Friederich,
2003). Estes relatos complementam nossos achados com DHCB sobre o
citoesqueleto de actina e poderiam estar diretamente relacionados a formacao de
células polipldides e concomitante reducao na proliferagao celular.

Nossos experimentos por microscopia de fluorescéncia demonstram ainda que
DHCB nao provoca apenas um prejuizo na organizagdo da actina, mas também
altera a distribuicdo dos pontos de adesdo focal, que aparecem sobrepostos a
actina. Migragao e adesao celular constituem um processo integrado que requer
regulacdo coordenada de varias moléculas sinalizadoras, incluindo algumas
quinases e fosfatases, que por sua vez, podem fosforilar e defosforilar proteinas-
chave que atuam no correto funcionamento da adesdo/migracdo. Os dois
componentes principais da adesao focal sdo: a quinase de adeséao focal (FAK) e a

paxilina que interagem diretamente (Parsons et al., 2000; Turner, 2000). FAK é uma
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proteina quinase que apresenta um dominio catalitico central flanqueado por
dominios N- e C- terminais nao-cataliticos. Paxilina € uma proteina que esta
localizada primariamente nos pontos de adesao relacionados a matriz extracelular,
sendo o principal alvo de tirosinas quinase durante varios eventos celulares
associados com adesao celular e controle do crescimento (Turner, 2000). O
complexo formado pela FAK — Src medeia a fosforilagcdo de duas moléculas bem
conhecidas, paxilina e p130CAS (p130 — Crk-associated substrate). Paxilina e
p130CAS podem recrutar outras moléculas para a adesao e regular o citoesqueleto
de actina. Fibroblastos deficientes em paxilina apresentam defeitos no citoesqueleto
cortical, propagacao celular e migracao (Webb et al., 2004).

Vale ressaltar que, de maneira interessante, o tratamento de fibroblastos
NIH3T3 com DHCB apresentou um perfil diferente em relagado as células B16F10.
Para ensaios de viabilidade e proliferacdo celular na presenca de DHCB, os
resultados foram marcantes apenas nas maiores concentracdes avaliadas. Porém
este resultado foi resultante de um “descolamento” das células NIH3T3 em presenca
das concentracbes mais elevadas de DHCB. Por sua vez, este “descolamento” nao
resultou na morte destas células conforme observado no experimento de viabilidade
por microscopia de fluorescéncia.

A partir dos resultados obtidos in vitro, passamos para os experimentos in vivo
onde Dihidrocucurbitacina B foi administrada por via oral. Ao contrario de outros
membros da familia das cucurbitacinas, o tratamento com DHCB nao provocou
sinais de toxicidade como diarréia, sangramentos, alteragcbes comportamentais ou
mortalidade (resultados ndo apresentados) e o mais importante, foi efetiva em
reduzir tanto o crescimento da massa tumoral primaria, quanto o surgimento de

metastases. E possivel que os efeitos observados in vitro, possam ser responsaveis
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pelos efeitos observados in vivo, mas outros aspectos relacionados a atividade da
DHCB nao devem ser descartados, como por exemplo, a potente atividade
antiinflamatoria relacionada com reducdo dos niveis de prostaglandina E2
decorrente da inibicdo da atividade da enzima COX-2 (Siqueira et al., 2007). E
importante ressaltar que varios relatos na literatura relacionam a prostaglandina E2 e
seus receptores a progressao tumoral em eventos relacionados a proliferagéo
celular, invasao, angiogénese e imunossupressao (Wang e DuBois, 2006). Mediante
isso, DHCB in vivo poderia também estar inibindo a sintese de PGE2, e em adicao
aos efeitos descritos neste trabalho, poderia estar contribuindo para o efeito final
observado.

Os quimioterapicos para o tratamento do cancer, que estdo atualmente em uso
na clinica séo basicamente classificados como:
- Medicamentos de fase especifica no ciclo celular: neste caso estdo incluidos os
farmacos que podem atuar sobre as células em uma ou mais fases fora do periodo
de “repouso” (G0), sendo mais eficazes contra tumores em crescimento rapido que
tém maior proporcao de células passando pela fase do ciclo em que o medicamento
exerce seu efeito. Exemplos incluem os antimetabdlitos, os alcaldides da vinca e
outros agentes, como a asparaginase e a dacarbazina.
- Medicamentos de fase inespecifica do ciclo celular: sdo ativos contra células em
divisdo ou em “repouso”, sendo ativos em todas as fases do ciclo celular. Exemplos
incluem os agentes alquilantes, antibiéticos antitumorais, nitrosuréias, horménios e
esteroides, e outros como a procarbazina.

Os mecanismos de acdo sdo os mais variados, como por exemplo: inibicao de
enzimas (topoisomerase Il — etoposideo); inibidores de mitose (paclitaxel e

vincristina); interferéncia na sintese e funcdo de acidos nucléicos (bleomicina,



82

mitomicina); horménios e antagonistas hormonais (fluoximesterona, dieltilbestrol);
agentes alquilantes que estabelecem ligagdes cruzadas com o DNA impedindo sua
replicacdo (mostarda nitrogenada, carmustina, lomustina), dentre outros.

Em resumo, demonstramos que dihidrocucurbitacina B, um composto isolado
de Wilbrandia ebracteata Cogn, promove diminuigdo da expressao da ciclina B,
mediador na transicdo de G2/M e saida de M, prejudicando este evento, e ainda,
age sobre o citoesqueleto desorganizando filamentos de actina e distribuicdo dos
pontos de adesao focal (Figura 21). Em conjunto, sdo capazes de reduzir a taxa de
proliferacdo celular, tornando as células B16F10 binucleares. Provavelmente estes
achados tenham implicacbes em processos fisioldgicos (efeitos adversos), mas por
outro lado, podem ser benéficos sobre eventos patolégicos como, por interferir na
capacidade migratéria e invasiva de células tumorais e reduzir sua proliferagao,
sugerindo um grande potencial na quimioterapia para o tratamento do cancer. Para
compostos com atividade semelhante a observada para DHCB, o fato de reduzir a
taxa de proliferagdo e movimentagao celular pode néo ser suficiente para extinguir o
tumor, porém, pode ser muito util se administrados em conjunto com outros
quimioterapicos convencionais. A associagao poderia possibilitar, em teoria, reducao
do tempo de administragado ou da dose do agente antineoplasico, diminuindo o efeito
colateral provocado pela quimioterapia; prevenir o aparecimento de metastases, e
outros beneficios a serem computados a favor do paciente.

Sendo assim, nossos resultados propéem que Wilbrandia ebracteata,
popularmente conhecida como Taiuia, pode ser considerada fonte potencial de
substancias farmacologicamente ativas, que auxiliariam na terapéutica do combate

ao cancer.
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Figura 21. Possivel mecanismo de acao da Dihidrocucurbitacina B sobre células tumorais. A
adicdo de DHCB as células tumorais da linhagem B16F10 promove leve reducdo na expressao da
cilcina A, proteina que atua na transicdo G1/S; por outro lado reduz de maneira importante a
expressdo da ciclina B que participa na transicdo G2/M. Outro fato observado foi a influéncia da
DHCB sobre o citoesqueleto de actina e formacg&o dos pontos de adeséo focal.




6. Conclusoes
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Os resultados apresentados permitem concluir que:

1)

Tanto a fragdo diclorometano de W. ebracteata quanto o composto isolado
Dihidrocucurbitacina B, foram capazes de reduzir a viabilidade e proliferacéo
de células de melanoma murino B16F10, porém o ultimo apresentou menor
citotoxicidade.

Os ensaios de microscopia em tempo real demonstraram que DHCB induz
alteragdes expressivas na morfologia fusiforme das células B16F10,
reduzindo também a taxa de proliferacao durante o periodo total de 48 horas
de duracao do experimento.

Na presenca de DHCB, células de fibroblasto murino da linhagem NIH3T3,
nao exibiram o mesmo perfil apresentado pelas células B16F10, uma vez que
DHCB reduziu a viabilidade apenas nas concentragdes de 10 e 100 ug/mL.
Entretanto, utilizando um modelo de viabilidade celular por avaliado por
microscopia de fluorescéncia, as células que receberam as concentracdes
acima descritas estavam em suspensao, porém viaveis.

Os Antiinflamatdrios nédo esteroidais Indometacina e Naproxeno exerceram
efeito inibitério sobre a viabilidade de células B16F10 apenas nas
concentracdes mais elevadas e, além disso, essas células ndo expressam
COX-2 nas condigdes avaliadas, sugerindo que os resultados obtidos com
WEDC e DHCB néao sao mediados por esta enzima.

Os ensaios sobre a expressao de proteinas que participam no controle do
ciclo celular demonstraram que a adicdo de DHCB reduz a expressido de
ciclinas como ciclina A, e principalmente, ciclina B, sugerindo que as células

podem estar sendo acumuladas nas fases G2/M.
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Nos ensaios por citometria de fluxo para a avaliagcdo do ciclo celular foi
demonstrado que as células que receberam DHCB se acumulam em G2/M,
corroborando os achados anteriores e, apos 48 h de incubacéo, se tornam
polipldides. Na analise da inducdo de apoptose por incorporagdo de Anexina
V-FITC, foi observado que DHCB nao induz apoptose apresentando ainda,
cerca de 82 % de células viaveis.

Os ensaios por imunofluorescéncia confirmam o surgimento de células
polipléides (binucleares) e demonstram ainda que DHCB induz importantes
alteracdes no citoesqueleto de actina e na distribuicdo dos pontos de adesao
focal.

Nos experimentos in vivo o tratamento por via oral com DHCB foi capaz de
reduzir tanto o crescimento tumoral, quanto a formacdo de metastases em
camundongos inoculados com células B16F10, ndo sendo observados efeitos
adversos como sangramentos, diarréia ou alteragdes comportamentais.

Em conjunto, podemos concluir DHCB promove um atraso na progressao do
ciclo celular, acumulando as células em G2/M, pelo menos em parte, por
reduzir a expressao de ciclinas que regulam essa transicdo e pela
desorganizagao causada no citoesqueleto de actina. E ainda, DHCB ¢é ativo
por via oral, foi capaz de reduzir o volume do tumor primario e o numero de
colonias de células B16F10 (metastases) pulmonares. Além do efeito in vitro
observado neste trabalho, deve-se considerar também que DHCB apresenta
atividade antiinflamatéria decorrente da diminuigao dos niveis de PGE2, o que
pode contribuir de maneira importante para a obtencdo dos efeitos
observados, sugerindo potenciais perspectivas para a terapia de combate ao

cancer.
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