& & &

\ﬁ

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA
BACHARELADO EM BIOTECNOLOGIA

LUISE ARAUJO DE ALBUQUERQUE SIMOES

EFEITO CITOTOXICO DO COMPOSTO FISTULARIN 3 EM CELULAS DE
LEUCEMIA MONOCITICA AGUDA

JOAO PESSOA - PARAIBA
2017



LUISE ARAUJO DE ALBUQUERQUE SIMOES

EFEITO CITOTOXICO DO COMPOSTO FISTULARIN 3 EM CELULAS DE
LEUCEMIA MONOCITICA AGUDA

Trabalho de Conclusdo de Curso de
apresentado ao Departamento de
Biotecnologia da Universidade Federal da
Paraiba - UFPB, como requisito parcial para
obtencdo do Titulo de Bacharel em

Biotecnologia.

Orientador:

Profe. Dr. Demetrius Antonio Machado de
Araujo

Co-orientadora:

Prof2 Ma. Bruna Braga Dantas

JOAO PESSOA - PARAIBA
2017



Catalogagéo na publicagéo
Secdo de Catalogacgdo e Classificacao

55%3e 2imfBes, Luise Araljo de Albuguergue.

Efeito citotéxico do compeosto Fistularin 3 em células
de leucemia monocitica aguda / Lulise Aradio de
Albuguergue Simdes. - Jodo Pessca, 2017.

&7 £, 5 il,

Orientagio: Aradjo, Demetrius Antonio Machado de.

Coorientacdo: Dantas, Bruna Braga.
Monografia (Graduagdoc) - UFPB/CBIQTEC.

1. Cdncer - Leucemia monocita. 2. Rutofagia. 3.

Citotoxicidade., I. Aradio, Demetrius Antonio Machade
de. 1I. Dantas, Bruna Braga. III. Titulo.

UFFPE/EC




e

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA (UFPB) CBiotec )
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA (CBiotec) (- S
CAMPUS | - JOAO PESSOA/PB D
Coordenagao do Curso de Bacharelado em
Biotecnologia

ATA DE DEFESA PUBLICA DO TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

Aos vinte e trés do més de novembro de 2017, as 16:00 h, em sessao publica no
auditério do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFariM)
deste Campus Universitario, na presenga da Banca Examinadora presidida pelo
Professor Demetrius Anténio Machado de Araljo e composta pelos avaliadores
1. Prof. Dr. Enéas Ricardo de Morais Gomes (CBIOTEC/UFPB); 2. Profa. Dra.
Tatjana Keesen de Souza Lima Clemente (CBIOTEC/UFPB), a discente Luise
Araujo de Albuquerque Simdes, matricula 11324219, apresentou o Trabalho de
Concluséao de Curso intitulado: Efeito citotoxico do composto Fistularin 3 em
céluias de leucemia monocitica aguda, como requisito curricular indispensavel
para a integralizagao do Curso de Graduagao em Biotecnologia. Apés reuniao
em sessado resgrvada, a Banca Examinadora deliberou e decidiu pela
AN )onsr0.~ do referido trabalho, divulgando o resultado
fon(!almente ao discente e demais presentes e eu, Demetrius Antdnio Machado

de Aratjo, na qualidade de Presidente da Banca, lavrei a presente ata que sera

assinada por mim, pelﬁnais avaliadores e pela discente.

Presidente daBa aminadora Avaliador

l“n/a. 2& 2; A ¢ 2.|m_3*\ / /ZQM

Discente Avaliador 2

Jodo Pessoa/PB, 23 de novembro de 2017.



Dedico este trabalho aos meus pais e aos meus
irméos, que sempre estiveram comigo e me
deram todo apoio possivel para que eu pudesse

completar mais essa jornada.



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais, Clara Magna Araujo de Albuquerque Simdes e Luis
Carlos de Sousa SimOes por terem me dado a oportunidade de entrar em uma
universidade e tornarem possivel que eu conseguisse terminar minha graduacao.
Além de todo o amor e carinho que me foi dado, mesmo nos momentos mais dificeis.
Vocés sempre acreditaram em mim e qualquer mérito que eu possa vir a ter, dedico

ele primeiramente a vocés. Obrigada por serem meu maior exemplo.

Aos meus irmaos, Ismael Aradjo de Albuquerque Simdes e Gabriel Araudjo de
Albuquergue Simdes, por serem 0s melhores irmdos do mundo, por me apoiarem e
por estarem sempre ao meu lado, além de todas as vezes que precisaram me esperar

na universidade ou mudarem a rota de vocés para se adequarem aos meus horarios.

A Raimundo Gongalves Ribeiro Neto, por todo apoio, carinho, companheirismo
e paciéncia durante toda a graduacéo. Obrigada por todas as vezes que me aguentou

reclamar quando algo dava errado.

A0S meus amigos que sempre me ajudaram, principalmente nos momentos de
estresse, auxiliando de forma direta e indireta com este trabalho. Em especial aos
meus companheiros de curso: Luanna Pinheiro, Jéssica Schirato, Rafael Xavier e

Gilanna Falcéao.

A todo corpo docente do Centro de Biotecnologia, por todo 0os ensinamentos.

Todos podem ser considerados fundamentais para minha formacao profissional.

A todos os integrantes do Laboratério de Biotecnologia Molecular e Celular, pela
companhia, pelos ensinamentos e pela amizade. Em especial a Bruna Braga Dantas,
por todos os dias de experimentos, por todas as duvidas tiradas, por todos o0s
protocolos ensinados, por todas discussdes cientificas, e por ter se tornado néo so
uma companheira de laboratério, mas uma grande amiga. A Manoel Oliveira e a Lucas
Lima, por terem se tornado meus companheiros de laboratdrio e amigos de todas as
horas, muito obrigadas por todos os momentos em que vocés me ajudaram. E ao
professor Enéas Ricardo de Morais Gomes, por todo apoio, auxilio e discussbes
cientificas que influenciaram bastante em minha formagéo como biotecnologista, além

de ter aceitado participar de minha banca, obrigada.



Também gostaria de agradecer a professora Tatjana Keesen de Souza Lima
Clemente, por ter aceitado tdo prontamente participar da banca, mesmo estando
extremamente ocupada. A senhora sempre vai ter um papel extremamente importante
em minha formagdo como biotecnologista, alids, a senhora foi a minha primeira

professora, da primeira aula do curso, e de uma matéria tdo querida, quanto foi PCM.

Ao meu orientador, o prof® Dr. Demétrius Anténio Machado de Aradjo, por ter me
aceitado como aluna de iniciagdo cientifica desde o meu primeiro ano de graduacao,
sendo assim uma das maiores influéncias em minha formagdo como profissional.
Muito obrigada por todas as oportunidades, por todo o auxilio e conhecimento

passado, o senhor sempre serd uma peca fundamental em minha formacéao cientifica.

Por fim, agradeco a CAPES e ao CNPq pelo apoio financeiro e ao Centro de
Biotecnologia pela estrutura fisica que tornou possivel a realizagédo deste trabalho.



‘Research is to see what everybody else has
seen, and to think what nobody else has
thought.”

Albert Szent-Gyorgyi



RESUMO
Segundo a OMS 2017, o cancer € uma das maiores causas de mortes por doenca no
mundo, sendo responsavel por 8,8 milhdes de mortes por ano. Nesse contexto, vem-
se conduzindo pesquisas com novos compostos, em especial de origem marinha,
devido ao seu elevado potencial farmacologico, para suprir a necessidade de
tratamentos mais eficazes contra essa doenca. Assim, o presente trabalho teve como
objetivo a avaliacdo do efeito citotdxico do composto de origem marinha Fistularin 3
(FIS 3) em células de leucemia monocitica aguda (THP-1), células de leucemia
mieloide crénica (K562), adenocarcinoma mamario (MDA-MB-231) e em células
endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC). Além da determinacdo, em THP-1, de
suas caracteristicas de morte celular. Para isso, foram realizados os experimentos de
reducdo do MTT, de avaliacéo do ciclo celular por citometria de fluxo, de visualizagao
da fragmentacdo do DNA em gel de agarose, e experimentos de microscopia de
fluorescéncia, para avaliar a influéncia do composto na despolarizacdo mitocondrial,
na presenca de espécies reativas de oxigénio (EROs), na geracdo de organelas
vesiculares acidas (AVOs) e sua capacidade de inducdo a apoptose. Foi possivel
observar que o composto foi seletivo para células cancerigenas, de forma que
apresentou apenas Clso de 135,20 + 3,24 uM em 72 horas em HUVEC. Em células
THP-1 e K562, apresentou Clso nos periodos de 24, 48 e 72 horas, abaixo de 100 uM.
Na linhagem MDA-MB-231 obteve-se apenas Clso em 72 horas. Em THP-1, a FIS 3
causou aumento da porcentagem do DNA na fase SubG1 e parada no ciclo celular na
fase G1, em 24 horas. O composto também induziu o aumento da fragmentacao do
DNA a partir de 48 horas, e no mesmo periodo levou a 20,24 + 11,32% de
despolarizagcdo da mitocondria, 1,8 vezes a mais do que foi visualizado no controle,
sem ter apresentado alteracdes na intensidade de fluorescéncia. A FIS 3 causou 1,67
+ 3,32% de EROs, 78,94 + 3,80% de células positivas para AVOs e o aumento da
fluorescéncia em relacédo ao controle, indicando autofagia, além de ter apresentado
baixa porcentagem de apoptose precoce e tardia, em relagcdo ao controle. Assim,
pode-se concluir que a FIS 3 apresentou efeitos anticancerigenos promissores, tendo
efeito citotoxico seletivo, e citotoxicidade mediada pela autofagia em THP-1. Desta
forma essa substancia possui potencial para continuacdo dos estudos e elucidacéo

dos seus efeitos citotoxicos em outras linhagens neoplasicas.

Palavras Chave: Céancer, autofagia, citotoxicidade.



ABSTRACT

According to the WHO 2017, cancer is one of the biggest causes of death by disease
in the world, accounting for 8.8 million deaths per year. In this context, has been
conducted research with new compounds, especially of marine origin, due to its high
pharmacological potential, to supply the need for more effective treatments against this
disease. The aim of this study was to evaluate the cytotoxic effect of the marine
compound, Fistularin 3 (FIS 3) in acute monocytic leukemia (THP-1), chronic myeloid
leukemia (K562), mammary adenocarcinoma (MDA-MB-231) and non-cancerous
human umbilical vein endothelial cells (HUVEC). In addition to the determination, in
THP-1, of its cell death characteristics. For this, the MTT reduction experiments were
performed, followed by cell cycle evaluation by flow cytometry, visualization of DNA
fragmentation in agarose gel, and also fluorescence microscopy experiments to
evaluate the influence of the compound on the mitochondrial depolarization, on the
presence of EROS, on the generation of AVOs and its ability to induce. It was possible
to observe that the compound was selective for cancer cells, so that it presented only
ICs0 of 135.20 £ 3.24 uM in 72 hours in HUVEC. In THP-1 and K562 cells, it showed
ICs0 in the 24, 48 and 72 hours periods, below 100 uM. In MDA-MB-231 cells, ICso was
only obtained in 72 hours. In THP-1, FIS 3 caused an increase in the percentage of
DNA in the SubG1 phase and caused a halt in the G1 cell cycle, in 24 hours. It was
possible to observe that the compound induces increased DNA fragmentation on
agarose gel from 48 hours, and that in the same period it induced 20.24 £+ 11.32% of
mitochondrial depolarization, 1,8 more times than was visualized in the control, without
showing changes in the fluorescence intensity. FIS 3 caused 1.67 + 3.32% of ROs,
78.94 + 3.80% of positive cells for the presence of AVOs and the increase of the
fluorescence in relation to the control, indicating autophagy, in addition to presenting a
low percentage of early and late apoptosis. Thus, it can be concluded that FIS 3
showed promising anticancer effects, with selective cytotoxic effect and that its
cytotoxicity is mainly mediated by autophagy, in THP-1 cells. Thus, this substance has
the potential for futher studies and elucidation of its cytotoxic effects in other neoplasic

lines.

Keywords: Cancer, autophagy, cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

O cancer, segundo o documento World cancer report 2014 da International
Agency for Research on Cancer (IARC), da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), é
uma das maiores causas de mortes por doenca no mundo, afetando todas as
populacdes e paises, principalmente os de baixa e média renda, onde estao
concentrados cerca de 70% desses casos. Estima-se, ainda, que essa doenca seja
responsavel por 8,8 milh6es de mortes anualmente, além de ter sido responsavel por
14 milhdes de novos casos em 2012 (MILLER et al., 2016).

No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva
(INCA), ocorrerdo cerca de 600 mil novos casos dessa doenca até o final do ano de
2017, em que serdo mais incidentes para homens os canceres de prostata (28,6%) e
pulméo (7,8%), e para mulheres o de mama (28,1%) e intestino (8,6%). A leucemia
também possui elevadas taxas de incidéncia no Brasil, estando entre os 15 tipos de
neoplasias mais frequentes no pais. Sendo relatada para homens que possuem
menos de 40 anos de idade e para criancas e adolescentes do sexo feminino, como
a causa mais comum de morte por cancer (REPSOLD et al., 2017).

As causas do desenvolvimento dessa doenca sdo variadas, podendo estar
relacionadas a fatores externos, como os fatores ambientais e comportamentais, ou
ainda a fatores internos, relacionados a pré-disposicao genética. Essa doenca pode
também, ser causada por mutacBes genéticas geradas por contaminacao viral e
bacteriana, além de estar diretamente ligada a disfuncées genéticas em genes
codificadores de proteinas, como as proteinas anti-apoptéticas, os fatores de
crescimento, fatores de transcricdo, além de supressores de tumor (MILLIMOUNO et
al., 2017).

Nesse contexto, torna-se claro a importancia e a necessidade de tratamentos
gue sejam eficazes no combate ao cancer, de forma a diminuir suas taxas de

mortalidade e incidéncia.

Normalmente as principais formas de tratamento dessa doenca sdo a cirurgia,
realizada para tumores sélidos, a radioterapia, a terapia alvo, e a quimioterapia, ou

ainda formas combinadas desses tratamentos. Porém, mesmo com essas diversas
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opcOes de formas de tratamento, a eficacia dos mesmos ainda é limitada, tanto pela
toxicidade sistémica causada por diversos farmacos utilizados atualmente, como
pelos altos custos do tratamento e pela resisténcia intrinseca e adquirida desenvolvida
pelo cancer (CHINEMBIRI et al., 2014; MCGRANAHAN e SWANTON, 2017).

Mesmo em casos em que séo utilizadas tecnologias mais recentes e eficazes
no tratamento desta doenca, como a imunoterapia, a utilizacdo de microrganismos
para a entrega de agentes terapéuticos no ambiente tumoral, além da utilizagédo de
biomarcadores que possuem a capacidade de identificar qual a melhor e mais eficaz
droga a ser utilizada em determinado paciente que possui determinado tipo de cancer,
ainda se pode observar limitacdes de sua eficacia e de seu uso (MINN e WHERRY,
2016; TURAJLIC et al., 2017; ZHENG et al., 2017).

Assim, a resisténcia aos quimioterapicos demonstra-se uma grande barreira
para os tratamentos utilizados atualmente. Ela pode, ainda, ser dividida em dois
subgrupos; a resisténcia intrinseca que indica que antes de receber a quimioterapia,
a neoplasia ja possuia fatores mediadores de resisténcia em suas células, fazendo
assim com que o tratamento torne-se ineficaz. E a resisténcia adquirida, que pode ser
desenvolvida durante o tratamento do cancer, que primariamente demonstrava-se
sensivel, porém pode ter sofrido mutacdes que levaram a respostas adaptativas, como
0 aumento da expressdo do alvo terapéutico e a ativacdo de vias de sinalizacéo
compensatorias alternativas (HOLOHAN et al., 2013; MINN e WHERRY, 2016).

Os variados efeitos adversos causados pela quimioterapia também sdo uma
barreira no tratamento desta doenca, devido a necessidade de utilizagcdo ndo somente
do quimioterapico, que normalmente ja possui uma alta toxicidade sistémica, mas de
outros medicamentos que possam ajudar no tratamento desses efeitos adversos.
Desta forma, causando o aumento da toxicidade do tratamento como um todo
(CHINEMBIRI et al., 2014).

Atualmente, com a finalidade de diminuir as limitagdes citadas anteriormente,
vem crescendo o numero de pesquisas com produtos e substancias naturais bioativas
gue possam substituir os compostos que sado utilizados atualmente na clinica, sendo
assim alternativas mais eficazes e seletivas no combate ao cancer. Esses compostos

podem ser extraidos de diversas fontes, como as de origem terrestre, como as plantas,
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vegetais e microrganismos, além das de origem marinha, como esponjas, algas e
microrganismos aquaticos (HOLOHAN et al., 2013; CHINEMBIRI et al., 2014).

Nos ultimos tempos, o estudo e interesse por produtos de origem marinha vem
crescendo, devido ao seu elevado potencial como fonte de compostos bioativos. As
esponjas marinhas do filo Porifera vem sendo um dos principais alvos desses estudos,
devido aos seus eficientes mecanismos intrinsecos de defesa contra virus, bactérias
e organismos eucarioticos, sendo assim fonte de diversos metabolitos bioativos que
podem ser utilizados no combate de vérios tipos de doencas. Dentre esses
compostos, podem ser citados as Fistularinas, que sdo compostos derivados da
bromotirosina isolados de esponjas marinhas da familia Aplysinidae. Esses
compostos ja possuem diversos efeitos relatados na literatura, como de atividade
antiviral, antibacteriana e até mesmo antineoplasica (MIJARES et al., 2013; GOMEZ-
ARCHILA et al., 2014; NICACIO et al., 2017).

Entre essas substancias, pode ser citado o composto alcaloide Fistularin 3, que
foi utilizado no presente estudo. Esse composto natural € um derivado de metabdlitos
secundarios produzido por esponjas marinhas Aplysina fistularis, porém pode ser
encontrado em outras esponjas da familia Aplysinidae. Essa substancia possui alguns
dos seus efeitos relatados na literatura, como sua capacidade de inibir a replicacéo in
vitro do virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), seu efeito antibiotico, e seu
efeito citotdxico e pré-apoptédtico em células cancerigenas (MIJARES et al., 2013;
GOMEZ-ARCHILA et al., 2014; KAUR et al., 2014; PUYANA et al., 2015).

Assim, o estudo citotoxico e do mecanismo de acdo desse composto em células
neoplasicas e ndo neoplasicas, torna-se extremamente pertinente, devido ao potencial

farmacoldgico que este composto vem demonstrando nas ultimas décadas.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito citotéxico do composto de origem natural Fistularin 3 em células
cancerigenas e ndo cancerigenas. E determinar suas caracteristicas de morte celular

em células de leucemia monocitica aguda (THP-1).
2.2 Objetivos especificos

e Determinar a atividade citotoxica do composto Fistularin 3 em linhagens de THP-1,
de leucemia mieloide crénica (K562), em células epiteliais de adenocarcinoma
mamario humano (MDA-MB-231) e em células ndo cancerigenas endoteliais de
veia umbilical humana (HUVEC);

e Determinar o efeito do composto na distribuicdo do DNA nas fases do ciclo celular
em células THP-1;

e Avaliar os danos ao DNA causados pela substancia teste na linhagem THP-1;

e Avaliar os efeitos do composto Fistularin 3 sobre o potencial da membrana
mitocondrial;

e Avaliar as alteracbes nos niveis de producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) apbs o periodo de tratamento com 0 composto;

e Analisar a presenca de organelas vesiculares acidas (AVOs) induzida pelo
composto em células THP-1;

¢ Avaliar a capacidade da substancia Fistularin 3 induzir a apoptose precoce e tardia

na linhagem THP-1.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Epidemiologia do cancer

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o cancer é uma das
principais causas de morbidade e mortalidade no mundo, sendo caracterizado como
um dos principais problemas de saude publica da atualidade. Essa doenca foi
responsavel por cerca de 14 milhdes de novos casos em 2012, e 8,8 milhdes de
mortes em 2015. S&o ainda, estimados cerca de 20 milhdes de novos casos para 2025
(FERLAY, 2013; GBD, 2015; INCA, 2016).

Essa doenca afeta todas as regides do mundo, porém possui diferencas em
suas incidéncias locais, regionais e nacionais, principalmente quando sao
considerados os diversos tipos de canceres existentes. E possivel observar, também,
que 70 % dos casos dessa doenca estao concentrados em paises de baixa e média
renda, localizados principalmente no continente Asiatico, Africano e nas Américas do
Sul e Central, onde 25% desses casos sdo causados por infec¢cdes, como pelo
Helicobacter pylori, pelo virus do papiloma humano (HPV) e hepatite (IARC, 2014;
PLUMMER et al., 2016).

Outros fatores relacionados com o um terco do desenvolvimento e mortalidade
dessas neoplasias, sédo fatores comportamentais e dietéticos, como a obesidade, o
baixo consumo de frutas e vegetais, além da falta de exercicio fisico, uso de tabaco e

consumo de alcool.

E possivel observar que essa doenca € mais incidente em homens (53% do
total de casos) e causa mais mortes (57%) em relacdo as mulheres, sendo os tipos
de canceres mais comuns e que possuem maior taxa de mortalidade para esse
género, os canceres de pulméao (16,7%), o de prostata (15,0%), colorretal (10,0%) e
de estdmago (8,5%). Em mulheres, 0s canceres que apresentam maiores taxas de
incidéncia e mortalidade, sdo os de mama (25,2%), de colorretal (9,2%), pulméao
(8,7%) e de colo de utero (7,9%). No Brasil € possivel observar a distribuicdo da
incidéncia na Figura 1 (IARC, 2014; INCA, 2016).
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Figura 1. Distribuicao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados
para 2016 por género, exceto pele ndao melanoma.

Prostata 61.200  28,6% Homens Mulheres ~ Mama feminina 57.960 28,1%
Traqueia, Brénquio e Pulmao 17.330 8,1% Cdlon e Reto 17.620 8,6%
Cdlon e Reto 16.660 7,8% Colo do utero 16.340 7,9%
Estomago 12.920 6,0% Traqueia, Bronquio e Pulmdo ~ 10.890 5,3%
Cavidade Oral 11.140 5,2% Estémago 7.600 3,7%
Esdfago 7.950 3,7% Corpo do dtero 6.950 3,4%
Bexiga 7.200 3,4% Ovério 6.150 3,0%
Laringe 6.360 3,0% Glandula Tireoide 5.870 2,9%
Leucemias 5.540 2,6% Linfoma ndo Hodgkin 5.030 2,4%
Sisterna Nervoso Central 5.440 2,5% Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

*NUmeros arredondados para multiplos de 10.
Fonte: INCA, 2016.

3.2 Aspectos biolégicos do cancer

No desenvolvimento celular normal, as células possuem um controle eficaz na
regulacdo do seu crescimento, proliferacdo e morte celular, porém com o
comprometimento dessa homeostase, essas células podem sofrer o acumulo
progressivo de danos, mutacdes e alteracbes em seu material genético, o que pode
transforma-las em células cancerigenas (HANAHAN e WEINBERG, 2011;
CHAMMAS, 2013).

Nesse contexto também é possivel visualizar que no metabolismo celular de
células neoplasicas, ocorrem falhas sucessivas nos mecanismos de reparo ao DNA
intrinsecos das células, de forma que pode ocorrer a super-expressao de proto-
oncogenes e a inativacdo de genes responsaveis pela codificacdo de proteinas
supressoras de tumor, como a proteina p53, que em condicdes normais possui
funcdes de repressdo a sinais proliferativos, de sensibilizacdo as células para a
apoptose e autofagia, além de promover maior estabilidade gendmica (HALNAUT et
al., 2013; ENGELAND, 2017).

Normalmente, no ciclo celular, as células possuem diversos pontos de
checagem, que sao extremamente importantes para que processos como o de divisao
celular ocorram da forma correta. Diversas proteinas regulatorias participam

diretamente na regulacao do ciclo celular, sendo assim seus genes codificadores, s&o
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0s principais alvos de mutacgdes e inativacdes durante o cancer (BERTOLI et al., 2013;
HONG et al., 2014).

A proteina supressora de tumor pRb, por exemplo, € um potente inibidor da
transcrigdo nas fases G1-S, fazendo com que haja parada do ciclo celular em resposta
a estresses genotoxicos. Assim, mutacdes ou inativacbes em genes codificadores
dessa proteina, podem fazer com que haja a desregulacdo na checagem dessa
transicao do ciclo celular (G1-S), permitindo que células avancem para a fase S de
forma irrestrita, sendo essa uma das caracteristicas de células neoplasicas (BERTOLI
et al, 2013; ESCRIBANO-DIAZ et al., 2013; HONG et al., 2014).

Sendo assim, pode-se perceber que a desregulacédo e falhas nos pontos de
checagem do ciclo celular também sdo um fator crucial para o desenvolvimento do
cancer, ja que nao ha a acdo de mecanismos inibitorios dos fatores de crescimento
celular como as ciclinas e quinases dependentes de ciclinas (CDKs), de forma que o
ciclo celular ndo é interrompido e o DNA néo é reparado, levando a divisédo celular de
células com instabilidade gendmica e assim perpetuando danos e muta¢ées genéticas
(KAPLON et al., 2015; WIMAN e ZHIVOTOVSKY, 2017).

As células neoplasicas possuem diversos mecanismos e caracteristicas que
permitem sua sobrevivéncia e 0 aumento da complexidade de seu tratamento, entre
esses mecanismos podem ser observados a sustentacdo de sinais de proliferacao,
seu potencial replicativo ilimitado, inducdo a angiogénese, instabilidade genbémica,
resisténcia a morte celular, a evasao a fatores supressores de crescimento e a
respostas imunoldgicas, além de sua capacidade de invasdo a locais secundarios e
metastase e outros (Figura 3) (HANAHAN e WEINBERG, 2011; SU et al., 2015).

Figura 2. Caracteristicas essenciais para progressao do cancer.
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Manutencao de sinais de Evasao a fatores
crescimento supressores de crescimento

Evasao a respostas
imunoldgicas

Desregulacao do
metabolismo energético

Resisténcia a morte
celular

Potencial replicativo
ilimitado

Presenca de mediadores

Instabilidade gendmica e inflamatorios
mutagoes
Indugao da Ativagao de mecanismos de
angiogénese invasao e metastase

Fonte: Adaptado de HANAHAN e WEINBERG, 2011.

A metastase € um dos principais pontos na progressao do cancer, indicando
um estagio mais avancado da doenca, esse processo € caracterizado pela saida do
cancer do seu microambiente tumoral primario para outros locais do organismo, onde
pode colonizar outros tecidos além do seu de origem (DANTAS et al., 2015; POSTOW
et al., 2015; SU et al., 2015).

Como se pode perceber, os danos, alteracfes e mutacdes ao DNA séo fatores
essenciais para geracao de células neoplasicas, que expressem as caracteristicas
acima. Porém, o dano ao DNA também é considerado um alvo terapéutico para o
tratamento do cancer por meio da quimioterapia e da radioterapia, ja que essas células
tornam-se mais vulneraveis a esses tratamentos devido a suas falhas nos
mecanismos de reparo a esses danos (BOUWMAN e JONKERS, 2012; LORD e
ASHWORTH,2012).

No tratamento das neoplasias com medicamentos que possuem acao citotoxica
de geracdo de danos ao material genético das células, é possivel visualizar a parada
do ciclo celular em determinadas fases do mesmo, demonstrando que houve danos
ao material genético, podendo esses serem reversiveis ou ndo. Também pode ser

observado seu efeito de fragmentacdo do DNA devido ao acumulo do mesmo na fase
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SubG1 do ciclo celular, demonstrando que os danos causados por tal tratamento séo
irreversiveis (REYES-REYES et al., 2012; LIU et al., 2016; ZHANG et al, 2016).

Um dos alvos terapéuticos mais buscados atualmente, sdo danos ao material
genético das células que estabilizem e ativem a p53, ja que essa proteina pode atuar
como um fator de supresséao tumoral (CASTROGIOVANNI et al., 2015; ENGELAND,
2017).

A leucemia, ao contrario de outros tipos de cancer, ndo possui um
microambiente tumoral, devido a sua origem ser a partir da formagao anormal de
células pluripotentes durante o processo de hematopoese. Essas células podem se
diferenciar em células mieloides e linfoides anormais, de modo que poderdo dar
origem a diferentes tipos de neoplasias, como a leucemia monocitica aguda, a
leucemia linfoblastica aguda, a leucemia linfoblastica cronica e a leucemia mieloide
cronica (NCI, 2013; ROSE-INMAN e KUEHL, 2014; ZHANG et al., 2016).

O tratamento dessa neoplasia, normalmente requisita do uso de mais de um
farmaco quimioterapico, de forma que seu tratamento torna-se extremamente toxico
ao paciente, além de deixa-lo mais imunologicamente deprimido. Assim, o estudo de
farmacos mais seletivos para os diferentes tipos e subtipos dessa neoplasia torna-se
extremamente importante (ROSE-INMAN e KUEHL, 2014; REPSOLD et al., 2017).

3.2 Tipos de morte celular
3.2.1 Apoptose

A apoptose € um tipo de morte celular programada caracterizada por diversos
fatores, como por exemplo a desorganizacdo da membrana plasmatica, o
encolhimento celular pela diminuicdo de seu volume, a condensacao da cromatina,
fragmentacao nuclear e do DNA, além da externalizagdo da fosfatidilserina. A ativagéo
das caspases 3 e 6 caracterizam a mediacdo da expressdo dessas caracteristicas
(ZHANG et al, 2016; MILLIMOUNO et al, 2017).

Esse tipo de morte celular possui duas vias de sinalizac¢ao, a via intrinseca e a
via extrinseca. A via intrinseca apoptética pode ser ativada por diversos estimulos
intracelulares, como o estresse oxidativo, a inativacdo de fatores de crescimento e

pelos danos ao DNA. Esses estimulos levam a liberac&o do citocromo ¢ por meio da
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acado de uma série de proteinas da familia Bcl-2 que controlam essa liberacdo por
meio da regulacdo da permeabilizacdo da membrana mitocondrial, mediada pela
ativacdo de Bax de forma que neste processo apoptotico, ocorre a despolarizagédo
mitocondrial e geragéo de estresse oxidativo pela diminuicdo da fosforilagdo oxidativa
causada pela perda do potencial transmembranico mitocondrial (ESCRIBANO-DIAZ
et al., 2013; SU et al., 2015).

Ha também a formacdo de um complexo chamado de apoptossomo, que €
formado a partir da liberagc&o do citocromo ¢ da mitocondria, fazendo com que ele se
ligue a porcao C-terminal da proteina Apaf-1 (fator ativador de protases apoptotica)
que ira, entdo, ser ativada e promover a ativacado das procaspases-9, esta ira clivar e
ativar as caspases efetoras (ZHANG et al., 2016; MILLIMOUNO et al., 2017).

Ja navia extrinseca, é observada a iniciacdo da apoptose por meio da interacao
de ligantes de morte aos seus respectivos receptores na superficie da membrana
plasmatica. Normalmente esses receptores que possuem um dominio de morte
intracelular, sdo da superfamilia do TNF (fator de necrose tumoral). A interacdo entre
o ligante ao seu receptor, resulta na formagado do complexo sinalizador indutor de
morte DISC (death-inducing signaling complex). A formacdo desse complexo pode
promover a ativacao das caspases 10 e 8, em que a ultima, em alguns tipos de célula,
pode iniciar diretamente a apoptose através da ativacao das caspases efetoras 3, 6 e
7. Em outros tipos de célula a mitocondria € despolarizada, por meio por meio da
clivagem de do membro da familia Bcl-2, Bid em tBid, ativando assim, a via intrinseca
(RUSSO et al., 2010; ESCRIBANO-DIAZ et al., 2013; SU et al., 2015; ZHANG et al.,
2016; MILLIMOUNO et al, 2017).

A desregulacao da apoptose pode gerar diversos tipos de doencas, incluindo o
cancer. Assim, adquirida a caracteristica de evasao a morte celular programada, a
neoplasia passa a adquirir outras caracteristicas, como a de metastase, cujo seu
sucesso esta na habilidade das células cancerigenas evitarem a morte celular
programada. A resisténcia adquirida de uma célula neoplasica a determinado
quimioterapico também pode ocorrer devido a essa desregulacéo (ROOS et al., 2016;
MILLIMOUNO et al., 2017).
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3.2.2 Autofagia

A autofagia € um processo evolucionario de conservacao catabolica, em que
ocorre a degradacdo de proteinas e organelas celulares por meio do englobamento
das mesmas por autofagossomos de dupla membrana que se associam ao lisossomo,
formando as AVOs. Dessa forma pode ser considerado um processo de degradacao
e renovacao celular. Assim, pode-se perceber que esse processo é essencial para a
manutencdo da homeostase interna, para renovagdo dos componentes
citoplasmaticos e € um ponto critico na regulagdo do crescimento celular, sendo
considerado um mecanismo de sobrevivéncia das células, que pode ser dividido em
nucleacdo, alongamento, e a formacéao de autofagossomo e autolisossomo (KAPLON
et al., 2015; ROOS et al., 2016).

Porém em determinadas circunstancias de estresse celular, ocorre o excesso
de autofagia, gerando um processo de morte celular. Esse mecanismo é controlado
por uma série de genes conservados, chamados de genes relacionados a autofagia
(ATGs), como o gene BECN1, que possui fungbes supressoras de tumor, sendo um
dos principais genes mutados no desenvolvimento do cancer. Pode ser visualizado,
também, a superexpresséo de vias que regulam a autofagia negativamente, como a
via PI3K/Akt/mTOR. Defeitos nesse processo podem levar a acumulacao de proteinas
chaperonas, que aumentam o nimero de proteinas ndo enoveladas, gue normalmente
seriam eliminadas pelo processo autofagico. Esse mecanismo pode ser influenciado
e ativado pelo aumento de EROs, hipoxia, estimulo de farmacos, pela privacdo de
nutrientes e estresses no reticulo endoplasmatico via transducéo de sinais complexos
(ZHI e ZHONG, 2015; REPSOLD et al., 2017).

Assim, é possivel visualizar diferentes formas funcionais da autofagia, entre
elas sua forma citoprotetora, em que a autofagia pode atuar como mecanismo de
resisténcia ao tratamento do cancer. Em sua forma citotéxica, sendo sua inducéo a
morte celular pode ser independente de apoptose ou nhdo, enquanto como autofagia
citostatica atua como inibidora do crescimento celular de forma independente da
apoptose (WANG et al., 2017).

Nesse contexto, pode-se perceber que esse processo é fundamental para o

bom funcionamento do organismo como um todo, de forma que alteragcdes no
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maquinario autofagico podem levar a condi¢cfes patoldgicas, como envelhecimento e
cancer. E ainda possivel observar que esse processo pode ser utilizado como alvo

terapéutico contra as neoplasias, de diferentes formas (SU et al., 2015).
3.2.3 Necroptose ou necrose programada

Esse tipo de morte celular, que antes pensava-se ser um processo apenas
acidental e ndo regulado de morte celular, pode ser induzido e regulado assim como
os tipos de morte celular descritos anteriormente. Esse mecanismo é independente
de caspases, podendo ser ativado por meio de receptores da familia TNF, receptores
de linfocitos T, receptores de interferon ou toll like, além de por meio do metabolismo
celular, estresses genotéxicos e por meio de diversos quimioterapicos (CHAN, 2013;
DEMPSEY, 2013; PATIL et al., 2015).

Nesse processo pode-se visualizar a formagéo de “necrossomo” por meio da
interacdo proteina receptor quinase 1 e 3 (RIP1/3), sendo essa uma das principais
caracteristicas desse tipo de morte. Também durante esse processo, pode-se
observar a geracao de EROs, que resulta em uma peroxidacao lipidica e o aumento
da permeabilidade da membrana mitocondrial (LU et al., 2014; LEPRETE et al., 2015).

Esse aumento na permeabilidade desta membrana gera diversas
consequéncias para a progressdo do mecanismo da necroptose, como a diminui¢ao
dos niveis citosolicos de ATP devido reducao do transporte do mesmo da mitocéndria
para o citosol, além do alto consumo de ATP pela poli(ADP-ribose) polimerase 1
(PARP1) que se encontra superativada nesse mecanismo de morte celular, além da
liberacdo do fator de inducéo a apoptose (AIF), de forma que esse fator entra no
nacleo celular e se liga ao DNA (SU et al., 2015, 2016).

Ha também o aumento da permeabilizacdo da membrana lisossomal nesse tipo
de morte, resultando na liberagdo de hidrolases citotdxicas no citosol. Esse conjunto
de fatores levam a consequente fissdo da mitocondria e execu¢do da necroptose (LU
et al., 2014; LEPRETE et al., 2015; SU et al., 2015; SULLIVAN et al., 2016; NAJAFOV
et al., 2017).

Esse processo também pode ser relacionado a formacdo e progressdo de

doencas como o cancer. Variagdes no gene codificador da RIP3, por exemplo, pode
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levar ao aumento do risco de desenvolvimento de linfomas ndo Hodgkin. Porém,
assim como os tipos de morte relatados anteriormente, essa via também pode ser o

alvo de agentes terapéuticos (SU et al., 2015, 2016).
3.3 Acao de compostos naturais de origem marinha

Nos ultimos 30 anos, tem-se aumentado o numero de pesquisas com
compostos de origem marinha, devido ao seu potencial efeito farmacologico e o
aumento da tecnologia, que permitiu com que esse campo fosse melhor explorado.
As esponjas marinhas sdao um dos principais organismos de origem marinha
estudados atualmente, devido aos seus eficazes mecanismos de defesa contra
patogenos (CHINEMBIRI et al., 2014; MILLIMOUNO et al., 2014).

Os metabdlitos derivados da bromotirosina em esponjas da ordem Verongida,
sdo uma classe multifacetada de compostos bioativos que possuem um importante
papel na defesa desses organismos, de forma que nos ultimos anos o potencial
farmacoldgico dessas substancias vem sendo explorado e demonstrado diversos
efeitos bioativos (GOMEZ-ARCHILA et al., 2011; PALKAR et al., 2015; DAI et al.,
2016; MUDIT e SAYED, 2016).

Substancias alcaloides derivadas desses metabdlitos possuem um
diversificado espectro de atividades metabdlicas, sendo encontrados principalmente
em esponjas das familias Aplysinidae, Aplysinellidae,e Pseudoceratinidae. Entre os
efeitos relatados desses compostos, pode ser citada a atividade antineoplasica a
células de adenocarcinoma cervical humano (Hela), células de adenocarcinoma de
préstata humano (PC3), células de cancer de mama e em células acisticas de tumor
de Ehrlich, entre outras (GOMEZ-ARCHILA et al., 2011; GALEANO et al., 2011;
NIEMANN et al., 2014).

Sendo assim, o maior estudo e avaliacdo do efeito desses compostos se torna
uma alternativa para o desenvolvimento de novos farmacos que se demonstrem mais
eficazes e seletivos no combate ao cancer. Entre esses compostos, podemos citar a

substancia Fistularin 3 (Figura 3).
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Figura 3. Composto alcaldide de origem marinha, derivado da bromotirosina,
Fistularin 3.
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Fonte: ROGERS et al., 2005.

Esse composto foi primeiramente isolado da esponja Aplysina fulva em 1979,
e ja possui alguns efeitos relatados na literatura que demonstram seu potencial
farmacolégico, como sua atividade antibacteriana, antimicética, e atividade citotoxica
em células de carcinoma mamario humano (célula MCF-7), e em células U937 e
Jurkat, utilizadas como modelos para neoplasias sanguineas (GALEANO et al., 2011;
BLUNT et al., 2013; MAYER et al., 2013; MIJARES et al., 2013; PALKAR et al., 2015;
FLOREAN et al., 2016; NICACIO et al.,, 2017). Desta forma, essa substancia foi
utilizada para realizacdo deste estudo, com a finalidade de avaliar sua citotoxicidade
em células cancerigenas e ndo cancerigenas e identificar seus mecanismos de morte

celular em células de leucemia monocitica aguda (THP-1).
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4 METODOLOGIA
4.1 Modelos Biologicos experimentais
4.1.1. Cultivo celular

Foram utilizadas, para o presente estudo, células cancerigenas e néo
cancerigenas (Quadro 1). As linhagens foram obtidas através do Instituto Nacional do
Cancer (INCA) no Rio de Janeiro, ou por meio de colaboradores. Os cultivos foram
realizados no Laboratério de Biotecnologia Celular e Molecular, no Centro de
Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba.

As células foram mantidas em incubadora (modelo HF212, Ultrafase) com 5%
de COz2a 37°C, e foram cultivadas em frascos de cultivo celular contendo meio RPMI
1640, no caso das células HUVEC, K562 e THP1, e meio DMEM, linhagem MDA-MB-
231, suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) e antibiéticos (penicilina 100

U/mL e estreptomicina 100 ug/mL).

O meio de cultura foi trocado a cada 48 horas. As células aderentes
requisitaram do uso da solucéo de tripsina/EDTA, com a finalidade de solta-las do
frasco de cultivo ao atingirem confluéncia de 80%. ApGs passado esse periodo, essa
solucéo era bloqueada com o meio de cultivo, e entdo as células eram centrifugadas
(centrifuga HERMLE Labortechnik GmbH) a 500 g por 5 minutos. As linhagens nao

aderentes foram passadas diretamente para tubos de 15 mL e centrifugadas.

O crescimento celular foi acompanhado por meio da utilizacdo de microscopio
optico invertido (Medilux) e a viabilidade celular inferida por meio da contagem de
células em camara de Neubauer, utilizando o reagente Azul de Tripan (4%, SIGMA).
Esse reagente consegue penetrar apenas células com a membrana danificada,
deixando-as com uma coloragédo azulada, de forma que as mesmas podem ser
identificadas e contadas como inviaveis. Desta forma, quando a amostra possuia 90%

de células viaveis, os experimentos eram realizados (STROBER, 2015).

Foi utilizado o seguinte célculo de contagem de viabilidade celular:
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% de viabilidade celular = nUmero de células viaveis x 100
numero de células totais

Quadro 1.Linhagens celulares utilizadas para os ensaios de avaliacéo de

citotoxicidade in vitro.

Linhagem Histologia Origem Tipo de Cultura

HUVEC Nao cancerigena. Célula endotelial | Humana Aderente

de veia de corddo umbilical humano

MDA-MB-231 Cancerigena. Células epiteliais de | Humana Aderente

adenocarcinoma mamario humano

THP-1 Cancerigena. Células de leucemia | Humana Nao-aderente/em
monocitica aguda suspensao

K562 Cancerigena. Células de leucemia | Humana N&o-aderente/em
mieloide crénica suspensao

Figura 4. Fotomicrografia das linhagens A. HUVEC; B. MDA-MB-231; C. THP-1 e D.
K562, em microscépio optico invertido com aumento de 400x.

® N
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4.2 Métodos Experimentais
4.2.1 Composto estudado

O composto utilizado € um produto natural derivado de metabdlitos secundéarios
que podem ser encontrados na espécie de esponja marinha Aplysina fulva. Assim, a
substéancia Fistularin 3 foi extraida, purificada e cedida pela professora Dra. Barbara
Viviane de Oliveira Santos, do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

Para realizacdo dos ensaios, a substancia foi diluida em dimetilsulfoxido
(DMSO) puro e estéril, com concentragao inferior a 1,6% para o preparo da solucéo
estoque a uma concentracdo de 50mM. A partir da solucao estoque, foram realizadas
diluicdes seriadas em meio RPMI para obtencdo das concentracdes finais utilizadas

para cada experimento.

4.2.2 Ensaio colorimétrico de inferéncia da citotoxicidade por meio da reducéao
do MTT

Essa técnica consiste na inferéncia da citotoxidade do composto estudado na
viabilidade celular, por meio da reducéo do MTT, composto hidrossoluvel de coloracéo
amarela, em cristais de formazan, composto ndo solivel em agua de coloracdo
parpura, por células viaveis devido ao metabolismo intracelular indireto feito pelo
subproduto, NADH e NADPH, de enzimas mitocondriais e lisossomais. Assim,
considera-se a intensidade de absorbancia lida pelo ELISA diretamente proporcional
a quantidade de células vidveis em cada poco apo6s o tratamento com a substancia
em estudo (MOSMANN, 1983; RISS et al., 2013).

Protocolo experimental:

As linhagens K562 e THP-1 foram plagueadas em uma densidade de 5 x 10°
células/mL, enquanto as linhagens aderentes foram a 3x10° células/mL, 24 horas
antes da incubacdo com a substancia, para que as células pudessem aderir ao poco,
em placas de 96 pocos, contendo 200 uL por poco. As linhagens foram incubadas
com as concentracdes de 200, 100, 50 e 25 uM da substancia por 24, 48 e 72 horas

em estufa a condi¢des reguladas de temperatura de 37°C e 5% de CO2. Apds esse
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periodo os pocos foram lavados com solucéo salina (PBS) e entéo foi adicionado 10
uL de MTT (amresco, 5mg/1lmL de PBS) (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium]) por 3 horas e meia. Passado esse intervalo, foi adicionado 100 puL
da solucédo de SDS/HCI (10 g de SDS, Amresco, 100 mL de HCI 0,01N, Fisher). As
placas foram entdo deixadas “overnight” em agitador de placas, protegidas da luz,
tendo, por fim, sua intensidade de absorbancia mensurada por espectrofotometria do
tipo ELISA (leitor ELISA EIx800, Biotek Instruments) com o filtro de 570nm. Assim,
apo6s o “screening” do composto nas linhagens estudadas, foram realizadas anélises

estatisticas afim de se obter a Clso do composto para cada linhagem estudada.

4.2.3 Anélise do conteudo de DNA e sua distribuicao nas fases do ciclo celular

por meio de citometria de fluxo

A fluorescéncia gerada pelo IP no citbmetro é diretamente proporcional a
guantidade de DNA na célula, de forma que é possivel determinar sua fase no ciclo
celular. Isso acontece devido a capacidade do IP, que € um corante catidnico, entrar
em células cuja membrana esta rompida e de ligar-se ao DNA. Células que possuem
o conteudo de DNA duplicado (G2/M) tendem a emitir uma maior fluorescéncia, devido
a maior captacao de IP, enquanto as células hipodiploides (sub-G1) possuem um
menor conteddo de DNA, apresentando menor florescéncia (RICCARDI e
NICOLETTI, 2006).

Protocolo experimental:

As células foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO: pelo periodo de 24
horas, em densidade de 1x10°8 células/mL, tendo cada pogo um total de 500 uL, com
0 composto Fistularin 3, considerando sua Clso, Clso/2 e Clso/4 (80, 40 e 20 uM). Apés
o periodo de tratamento as células foram transferidas para microtubos de 1,5 mL e
centrifugadas por 500 g por 5 minutos em temperatura ambiente, sendo em seguida
lavadas com PBS. Os “pellets” celulares foram ressuspendidos em solucéo de lise da
membrana contendo IP (0,1% de citrato de sodio, 0,1% de triton x-100 e lodeto de
propideo 50 pug/mL) por 30 min a 4°C de temperatura. Posteriormente, as amostras
foram analisadas em citdmetro de fluxo modelo FACS Calibur (BD Biosciences), tendo
o IP sido excitado pelo laser azul de 488 nm no filtro 585/42 (FL2).
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4.2.4 Avaliacao da fragmentacdo do DNA por eletroforese em gel de agarose

Essa técnica consiste na visualizacdo da fragmentacdo do DNA
internucleossomal, devido a reducdo do seu tamanho a fragmentos menores,
permitindo que esses fragmentos se difundam mais rapidamente no gel de agarose.
A formacao desses fragmentos de DNA esta associada a ativacao de endonucleases
durante o processo de morte celular. Desta forma, essa técnica permite a visualizacéo
de danos ao DNA e maior entendimento sobre o tipo de morte causada pelo composto
(WIDLAK e GARRARD, 2009; FAHEINA-MARTINS et al., 2012).

Protocolo experimental:

As células foram plagueadas a 1x108 células/mL, tendo um total de 500 uL por
poco, e incubadas em placas de 24 pocos a 37°C e 5% de CO2, com a substancia
teste por diferentes periodos de tempo, 24, 48 e 72 horas, a concentracdo de 80 pM.
ApoOs esses periodos, as células foram coletadas e passadas para microtubos de 1,5
mL, centrifugadas por 10 minutos a 500 g e ent&o lavadas com PBS. O precipitado foi
ressuspendido em tampao de lise (10mM EDTA, 50mM tris HCI e 0,5% SDS) por 15
minutos a 55°C. Foi adicionado entdo, as células lisadas, proteinase K (500 ul/mL) por
1 hora a 55°C, sendo em seguida adicionado RNAse (1ug/ul) a 55°C por 1 hora e
meia. O DNA foi entdo extraido e purificado com 250 ul de fenol, cloroférmio e élcool
isoamilico (24:24:1) por 5 minutos e centrifugado a 5000 g por 5 minutos, a fase
organica foi descartada e adicionou-se cloroférmio e alcool isoamilica (24:1) a fase
aguosa. Uma nova centrifugacéo foi realizada e o DNA foi precipitado com 0,1 volume
de NaCl (2 M) e 2,5 volume de etanol absoluto por 12 horas, a -20°C. O precipitado
foi centrifugado por 10 minutos a 5000 g e dissolvido em solucéo de tris (10 mM) e
EDTA (1 mM). O DNA foi corado com o corante EZ-VISION e entdo foi realizada a

eletroforese em gel de agarose 1,5%, 70V por 1 hora e meia.
4.2.5 Microscopia de Fluorescéncia

A partir da utilizag&o de microscopio de fluorescéncia (Zeiss Axiovision, sistema
Zeiss AxioCam HSm de aquisicdo de imagens, da Carl Zeiss, Alemenha) foram
realizados diferentes tipos de avaliagbes dos efeitos do composto Fistularin 3 em

células THP-1 a 5 x 10° células/mL, em que se tinha um total de 200 uL por pocgo, no
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periodo de 48 horas e na concentracéo de 30 uM. Por fim, foram realizadas contagem
de células e avaliacdo da intensidade de fluorescéncia (quando aplicavel) pelo
programa ZEN da Zeiss. Essa técnica consiste na visualizacdo ou nado da
fluorescéncia gerada por sondas fluorescentes a partir da utilizacdo de filtros
correspondentes ao espectro gerado por cada sonda utilizada nos diferentes
experimentos. Para todos os experimentos foi utilizada como droga controle o

Etoposideo, com sua concentracéo correspondente a Clso no periodo avaliado.
4.2.5.1 Avaliagéo do potencial da membrana mitocondrial

A tetrametilrodamina, € um corante fluorescente catiénico, que € sequestrado
para dentro da membrana quando seu potencial transmembranico se apresenta
inalterado. Desta forma, as células que estdo com o potencial transmembranico
inalterado emitem fluorescéncia mais intensas do corante, enquanto células que
apresentam alteragbes nesse potencial, apresentam menor intensidade de
fluorescéncia, devido ao efluxo deste corante (MESQUITA, 2009).

Protocolo experimental:

As células foram plaqueadas e tratadas com o composto em estudo. Apés o
tempo de incubacao com a substancia, as células foram lavadas com PBS e marcadas
com o fluoréforo Tetrametilrodamina (TMRM) (5mg de tetrametilrodamina, 200 ul
DMSO, solucéo estoque) a 10 uM, diluida em meio aquecido, por 30 minutos a 37°C
no escuro. Passados os 30 minutos, os pocos foram lavados e ressuspendidos com
PBS. A fluorescéncia foi visualizada e analisada por meio da microscopia de

fluorescéncia, utilizando filtro de 594 nm.
4.2.5.2 Avaliacao da producao das espécies reativas de oxigénio (EROS)

A sonda H2-DCFH-DA (2’,7’ diclorohidrofluoresceina-diacetato) € um composto
lipossoluvel, que penetra facilmente a célula e é hidrolisada enzimaticamente por
esterases intracelulares, formando, entdo, o DCFH nao fluorescente. Na presenca de
EROs, esse composto é rapidamente oxidado e convertido em DCF (2',7'-
diclorofluoresceina), tornando-se fluorescente e insolavel em meio lipidico, de forma
gue se mantem no ambiente intracelular, indicando se o composto em estudo promove
alteracdes nos niveis de EROs (KALYANARAMAN et al. 2012).
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Protocolo experimental:

As células foram semeadas em placas de 96 pocos e foram incubadas com a
substancia teste. Passado o periodo de exposi¢do a droga, as células foram lavadas
com PBS e marcadas com 10 uM H2-DCFH-DA (2,7’ diclorohidrofluoresceina-
diacetato) por 30 minutos, no escuro a 37°C. As células foram, novamente, lavadas
com PBS e a sua fluorescéncia foi medida e analisada por meio da microscopia de

fluorescéncia, utilizando filtro de 480 nm.

4.2.5.3 Avaliacdo da presenca de organelas vesiculares acidas (AVOs) como
indicador da autofagia

O composto laranja de acridina € um fluoréforo basico de coloracao verde, que
penetra facilmente a membrana celular devido as suas caracteristicas lipofilicas. Esse
corante, apds penetrar a célula, pode ser facilmente protonado e retido em organelas
vesiculares acidas, passando a emitir fluorescéncia vermelha. Essa mudanga na cor
da fluorescéncia € dependente de concentracdo, de forma que essa técnica pode ser
utilizada para inferir o volume de organelas vesiculares acidas, que aumentam devido
a inducéo autofagica (THOME et al., 2016).

Protocolo experimental:

As células foram incubadas e ap6s o periodo de exposi¢cdo ao composto, as
células foram lavadas com PBS, centrifugadas a 500 g por 5 minutos e o sobrenadante
foi retirado. O pellet foi resuspendido em 100 pul de solucédo de laranja de acridina (LA)
(1 pg/mL) diluida em PBS, por 30 minutos em temperatura ambiente e no escuro.
Passados os 30 minutos, as células foram lavadas com PBS e levadas para serem

analisadas por microscopia de fluorescéncia, nos filtros 480 nm e 540 nm.

4.2.5.4 Avaliagdo da apoptose por meio da externalizag&o da fosfatidilserina e

apotose tardia por marcagao com iodeto de propideo (IP)

A anexina possui a propriedade biologica de ligagdo aos fosfolipideos, como a
fosfatidilserina, de forma que com externalizagdo da mesma, facilmente a anexina se
liga a ela. Esse composto esta associado ao fluorocromo FITC, que é o responsavel

pela emissdo da fluorescéncia quando ocorre a associacdo da anexina com a
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fosfatidilserina. O IP, por outro lado, apenas emite fluorescéncia quando consegue
penetrar a célula e se ligar ao seu material genético, porém, isto s6 é possivel quando
a membrana plasmatica se encontra rompida, caracterizando o processo de necrose.
Células que apresentam dupla marcacédo para anexina e IP, caracterizam o processo
de apoptose tardia, em que a membrana plasmatica jA se encontra danificada
(BRAUCHLE et al., 2013; YOO et al., 2013; PIETKIEWICZ et al., 2015).

Protocolo experimental:

As células foram incubadas em placas de 96 pocos na concentracdo de 5 x 10°
células/poco com o composto Fistularin 3, por 48 horas. Apos esse periodo, as células
foram lavadas com PBS, ressuspendidas em tampéao de ligacdo (100 ul) e entédo
marcadas com 1 pl de Anexina V-Alexafluor kit (Invitrogen, USA) por 15 minutos no
escuro, e entdo foi adicionado 1 pl do IP. As células foram lavadas e levadas para

analise em microscopia de fluorescéncia.
4.3 Andlises estatisticas
4.3.1 Ensaio de reducéao do MTT

Foram realizadas andlises estatisticas utilizando o software GraphPad Prism
na versao 6.0 para obtencéo dos resultados referentes a Clso do composto Fistularin
3 nas diferentes linhagens cancerigenas e néo cancerigenas, a partir de trés
experimentos independentes, em triplicata das diferentes concentracdes testadas,

utilizando curva de regressao néo linear.
4.3.2 Andlise dos dados de citometria de fluxo

Foram realizados dois experimentos de avaliacdo do ciclo celular,
independentes e em duplicata, por citometria de fluxo utilizando o equipamento
Citdmetro FACS Calibur (BD Biosciences), onde no momento da leitura das amostras
com auxilio do sofware BD CellQuest Pro 6.0 foram gerados dados de porcentagens
referentes ao experimento. Esses dados foram analisados e comparados utilizando o
software GraphPad Prism 6.0, sendo expressos como média *+ desvio padrao (DP) em
seguida comparados por analise de variancia (ANOVA) seguido do pos-teste de
Newman-Keuls, em que para se obter diferenca estatistica foi necessario p<0.05. Na
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Figura 5 é possivel observar a divisdo das fases avaliadas no histograma obtido por

meio da técnica de citometria de fluxo.

Figura 5. Histograma representativo do efeito do composto Fistularin 3 na distribuicéo
do DNA no ciclo celular em células THP-1, em que M1 representa a fase SubG1, M2
representa G1, M3 é equivalente a fase S e M4 a fase G2/M.
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CTL representa o controle e FIS 3 (80 uM) o composto Fistularin 3 em sua maior concentracéo utilizada

para esse experimento.

4.3.3 Andlises de microscopia de fluorescéncia

Os dados obtidos pela microscopia de fluorescéncia de dois diferentes
experimentos que foram realizados em duplicata, foram analisados por meio do
software GraphPad prism 6.0, de forma que foram expressos em média £+ DP em
porcentagem/unidades arbitrarias (U.A.), analisados por ANOVA, com pés teste
Bonferroni, onde *p < 0,05, **p< 0.01, ***p<0,001 e ****p<0,0001.
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5 RESULTADOS
5.1 Avaliacéo do efeito citotoxico do composto Fistularin 3

Para avaliar o potencial citotoxico da substancia Fistularin 3, foram inicialmente
realizados ensaio de MTT, em que as células foram incubadas em diferentes
concentragbes do composto, afim de se obter a Clso (concentragdo inibitoria de 50%

do efeito maximo) em diferentes periodos de tempo.

Desta forma, foi possivel observar que a substancia apresentou um efeito
dependente de tempo e concentragdo nas linhagens HUVEC, MDA-MB-231 e K562
nos trés periodos de tempo estudos e dependéncia de tempo, em THP-1, até 48 horas

de tratamento (Tabela 1).

A Clso obtida por esse composto em células de leucemia K562 no periodo de
24 horas foi de 97,32 + 3,64 uM, sendo de 81,35 + 3,23 uM em células THP1. Na
célula MDA-MB-231 nédo foi possivel se obter a Clso do composto em 24 horas nas
concentracdes testadas, assim como na célula ndo cancerigena HUVEC. No periodo
de 48 horas foi observado um decaimento da Clso nas células cancerigenas K562 e
THP-1, em que cada uma apresentou as seguintes Clso; 64,31 £ 3,06 uM e 29,46 +
3,01 uM, respectivamente. O efeito do composto foi visualizado apenas em 72 horas
nas células HUVEC, apresentando Clso de 135,20 + 3,24 uM, enquanto nas células
cancerigenas foi observada Clso de 68,65+ 3,55 uM em MDA-MB-231, de 28,66 + 3,09
uM em K562 e de 36,94 + 3,17 uM em THP-1, neste mesmo periodo de tempo.
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Tabela 1. Caracterizacao do efeito citotoxico do composto Fistularin 3 (FIS3) e do
Etoposideo (ETO) nos periodos de 24, 48 e 72 horas, sobre as linhagens HUVEC,
MDA-MB-231, THP-1 e K562.

FIS3 ETO
24H 48H 72H 24H 48H 72H
HUVEC >200 >200 135,20+ 3,24 >200 NT 28,76+ 3,32
MDA-MB- >200 NT 68,65+ 3,55 NT NT NT
231
THP-1 81,35+ 3,23 29,46+3,01 36,94+3,17 58,76+3,88 13,41+4,29 <6,25
K562 97,32+ 3,64 64,31+3,06 28,66+ 3,09 >200 34,24+ 3,04 66,00+ 3,54

Os dados foram expressos em uM, pela média dos valores de Clso + desvio padrdo (DP) de trés
experimentos em triplicata e foram obtidos utilizando curva de regresséo ndo-linear. NT corresponde
aos nao testados.

5.2 Avaliacao do tipo de morte celular causada pelo composto Fistularin 3 em
células de leucemia monocitica aguda (THP-1)

Como é possivel observar, a linhagem leucémica THP-1 foi a que se
demonstrou mais sensivel ao tratamento com o composto, desta forma, essa linhagem
foi escolhida para a realizacéo de diferentes experimentos que pudessem identificar o

tipo de morte celular causado pela substancia nessas células.
5.2.1 Alteragdes no ciclo celular de células THP-1 pelo composto Fistularin 3

Para identificar o efeito citotoxico do composto sobre no material genético das
células, foi realizada a andlise da progressao das células THP-1 nas fases do ciclo
celular por meio da avaliagdo da fluorescéncia do IP, sendo esta diretamente

proporcional a quantidade de DNA nas células, de forma que foi possivel indicar,
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indiretamente, a fase do ciclo celular em que as células se encontravam durante o

tratamento de 24 horas em diferentes concentragoes (20, 40 e 80 uM).

Assim, foi possivel visualizar que com o aumento da concentracdo, e
proximidade da Clso do composto no periodo avaliado, hd um aumento significativo da
porcentagem de células que se encontram na fracdo hipodiploide (SubG1) do ciclo
celular, saindo de 13,59 £ 2,26% no controle para 33,55 + 3,07% na maior
concentragéo testada. Foi observada também uma parada no ciclo celular, devido ao
aumento da concentracdo de DNA na fase G1 de 35,20 £+ 3,42% no controle para
58,19 + 11,35% na maior concentracdo testada. Consequentemente, pbde ser
observado a reducéo da concentracdo de células na fase G2/M de 12,36 + 1,75% para
8,13 + 1,57% (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito do composto Fistularin 3 em diferentes concentracdes na distribuicéo

do DNA no ciclo celular da linhagem leucémica THP-1.

Fases Controle 20uM 40pM 80 puM

SubG1 13,59 £ 2,26 16,30 £ 2,86 27,67 £ 7,62* 33,55 + 3,07**
Gl 35,20 + 3,42 59,03 + 11,91* 57,00 £ 7,51* 58,19 + 11,35*
S 28,14+ 11,03 15,14+ 2,57 17,15+ 6,61 18,84 £ 7,49
G2/M 12,36 £1,75 10,73 +£1,42 7,78 + 2,06* 8,13+ 1,57*

Os valores foram expressos em porcentagem (%) + DP de dois experimentos em duplicata com dados
analisados por meio da andlise de variancia ANOVA seguido de pds-teste Newman-Keuls, onde *p <
0,05 e **p <0.01.

5.2.2 Analise do dano ao DNA causado pelo composto Fistularin 3 em diferentes
periodos de tempo nas células THP-1

Apos a visualizagdo do aumento na porcentagem de DNA que se encontravam
em Sub-G1, foi realizado o experimento de avaliagdo da fragmentacdo do DNA por

eletroforese em gel de agarose. Esse experimento foi realizado com amostras em
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diferentes periodos de incubacéo (24,48 e 72 horas) com o composto em estudo,

utilizando a Clso do composto do primeiro periodo tempo.

Com esse experimento, foi possivel observar que a partir de 48 horas de
tratamento, houve um aumento da fragmentacdo do DNA, sendo essa fragmentacéo
mais visivel no periodo de 72 horas de tratamento, indicando que os danos causados

pela substancia ao DNA de células THP-1 sdo tempo-dependentes (Figura 6).

Figura 6. Avaliacdo da fragmentacédo do DNA causada pelo composto Fistularin 3 em
células THP-1, por eletroforese.

THP-1

M CTL 24H 48H 72H

M representa o marcador, CTL o controle, 24H, 48H e 72H representam os periodos de tempo em que

as células foram expostas a substancia teste.

5.2.3 Determinagdo dos efeitos do composto Fistularin 3 no potencial da

membrana mitocondrial de célula THP1

Com a finalidade de melhor entendimento do mecanismo de acdo da
substancia estudada em células THP-1, foi avaliado se seu efeito citotdxico poderia
estar relacionado com o evento bioquimico de perda do potencial da membrana

mitocondrial. Devido a visualizacdo de maior fragmentacdo do DNA a partir do periodo
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de 48 horas, esse tempo de tratamento foi escolhido para realizacdo dos experimentos

de microscopia de fluorescéncia.

A representacdo dos dois experimentos realizados e da fluorescéncia emitida
pelo composto em estudo, seu controle positivo e pelo controle sem tratamento podem

ser visualizados na Figura 7.

Figura 7. Imagem de microscopia de fluorescéncia representativa dos dois
experimentos em duplicata realizados com o objetivo de avaliar a despolarizacao
mitocondrial.

As imagens foram obtidas a partir do microscopio de fluorescéncia ZEISS, e as analises realizadas pelo

programa acoplado ZEN. Na coluna 1 (CTL, FIS3, ETO) é observada a fluorescéncia em laranja, na

segunda coluna, seguindo a mesma configuracdo, é observada a imagem das células sem

fluorescéncia e na coluna 3, temos a sobreposicao das duas imagens anteriores

Assim, com esse experimento, foi possivel visualizar que no tratamento de 48 horas,
o0 composto Fistularin 3 causa 20,24 = 11,32 % de despolarizacdo mitocondrial, 1,8
vezes a mais do que foi visualizado no controle, que foi 10,74 + 10,07 %. O Etoposideo

foi utilizado como controle positivo, apresentando, assim, alta porcentagem de
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despolarizacdo mitocondrial, cerca de 98,53 + 3,26%, 9,1 vezes a mais do que foi

visualizado no controle (Figura 8).

Figura 8. Avaliacdo da porcentagem % de células que apresentaram potencial de
membrana mitocondrial polarizado e despolarizado.
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Os dados correspondem a média + DP em porcentagem de dois experimentos em duplicata, analisados
por ANOVA, seguido de pés-teste Bonferroni, onde **p< 0.01 e C. CTL representa o controle, FIS 3 0

composto Fistularin 3, e ETO o Etoposideo, droga utilizada como controle positivo.

Outro parametro analisado foi a intensidade da fluorescéncia emitida pelas
células que apresentaram a internalizacdo do corante catiénico fluorescente TMRM.
A fluorescéncia emitida por esse corante € inversamente proporcional a
despolarizacdo mitocondrial, de forma que a diminuicdo na intensidade de

fluorescéncia, pode indicar o aumento da despolarizacdo mitocondrial.

Desta forma, pbéde ser visualizado que ndo h& diferenca estatistica entre a
intensidade emitida pelas células do controle, que foi de 596 = 87,30 U.A. e a
intensidade de fluorescéncia que foi emitida pelas células que foram tratadas com o
composto Fistularin 3 de 545,7 + 84,43 U.A., ao contrario do que pode ser visualizado
no tratamento com o Etoposideo, em que houve uma reducdo da intensidade de
fluorescéncia da TRMR para 195,9 + 60,48 (Figura 9).
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Figura 9. Avaliacédo da intensidade de fluorescéncia TRMR emitida por células THP-
1 nos trés diferentes grupos avaliados.
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Os dados correspondem a média + DP em unidades arbitrarias (U.A.) de dois experimentos em

duplicata, analisados por ANOVA, seguido de pés-teste Bonferroni, onde ****p<0,0001.

5.2.4 Determinacao da influéncia da substancia Fistularin 3 na producédo de

espécies reativas de oxigénio (EROs) em células THP-1

As EROs possuem um importante papel nas cascatas de sinalizacao
intracelular que desencadeiam a iniciagdo de mecanismos de morte celular. Essas
espécies podem causar alteracdes na homeostase do calcio intracelular devido ao
seu aumento, de forma que esses ions sdo liberados para o reticulo endoplasmatico
e outros estoques, causando a permeabilizacdo da membrana mitocondrial e ativando
a via intrinseca de morte celular. A geracdo de EROS também pode ser uma
consequéncia do processo apoptético devido a despolarizacdo da mitocondria e
consequente diminuicdo da fosforilagdo oxidativa, de forma a aumentar os niveis de
EROs (SABHARWA e SCHUMACKER, 2014; MA et al., 2017).

Desta forma, na Figura 10 € possivel observar a imagem representativa dos
dois experimentos realizados em duplicata da presenca de EROS em células THP-1.
Foi, entdo, avaliada a presenca desses componentes nas células THP-1 tratadas com
o composto Fistularin 3, afim de se avaliar as influéncias dessas espécies na
citotoxicidade causada pelo composto. Foi observado que as EROs ndo possuem uma

grande influéncia no efeito citotoxico do composto, de forma que foram encontradas
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apenas 1,67 + 3,32 % de células marcadas com o H2-DCFH-DA, ndo apresentando

diferenca estatistica em relacéo ao controle (Figura 11).

Figura 10. Imagem de microscopia de fluorescéncia representativa dos dois
experimentos em duplicata realizados com o objetivo de avaliar a presenca de EROs.

As imagens foram obtidas a partir do microscopio de fluorescéncia ZEISS, e as analises realizadas pelo
programa acoplado ZEN. Na coluna 1 (CTL, FIS3, ETO) é observada a fluorescéncia em verde,
demonstrando a presenca ou ndo de EROs, na segunda coluna, seguindo a mesma configuracao, é
observada a imagem das células sem fluorescéncia e na coluna 3, temos a sobreposicdo das duas
imagens anteriores.

Figura 11. Avaliacdo da porcentagem % de células que se apresentaram positivas
para a presenca de EROS.
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Os dados correspondem a média £ DP em porcentagem de dois experimentos em duplicata, analisados

por ANOVA, seguido de pos-teste Bonferroni, onde ****p<0,0001.

5.2.5 Determinacdo da inducdo de autofagia pelo composto Fistularin 3 em
células THP-1

Por meio da utilizacdo do fluoroforo LA, foi avaliada a presenca de organelas
vesiculares acidas, que sao indicadores de autofagia, devido a sua formacao durante
esse processo, surgindo por meio da juncao de autofagossomos com o lisossomo.

Figura 12. Imagem de microscopia de fluorescéncia representativa dos dois
experimentos em duplicata realizados com o objetivo de avaliar a presenca de AVOs
como indicativo de autofagia.

Células viaveis Células AVOS +

CTL1

As imagens foram obtidas a partir do microscopio de fluorescéncia ZEISS, e as andlises realizadas
pelo programa acoplado ZEN. Na coluna 1 (CTL, FIS3, ETO) é observada a fluorescéncia em verde,
demonstrando a viabilidade das células, na segunda coluna, seguindo a mesma configuracdo, €
observada, em laranja a fluorescéncia do fluoréforo LA, na terceira coluna pode-se observar a imagem

das células sem fluorescéncia e na coluna 4, temos a sobreposi¢éo das trés imagens anteriores.
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Com esta técnica péde ser observado que o composto Fistularin 3 induz a
autofagia em células THP-1, tendo 78,94 + 3,80 % de células positivas para a
presenca de AVOs e 25,81 * 5,25 % de células negativas, apresentando 48,22 % a
mais de células em autofagia em relacéo ao controle, que apresentou 30, 72 + 6,00 %
células positivas, e 69,27 £ 6,05 % negativas. O Etoposideo apresentou 94,16 + 2,43
% de células negativas para a presenca de AVOs e 5,83 * 2,43 % de células positivas
(Figura 13).

Figura 13. Avaliacdo da porcentagem % de células que apresentaram presenca ou
nado de organelas vesiculares acidas.
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Os dados correspondem a média + DP em porcentagem de dois experimentos em duplicata, analisados
por ANOVA, seguido de pés-teste Bonferroni, onde **p< 0.01, ***p<0,001 e ****p<0,0001.

Também foi avaliada a intensidade da fluorescéncia do fluoréforo LA, devido
ao aumento de sua fluorescéncia estar associado ao aumento de AVOs na célula,
sendo assim, um maior indicativo de autofagia. O composto Fistularin 3 apresentou
intensidade de florescéncia de 600,6 + 32,17 U.A. enquanto o controle apresentou
408,6 + 48,14 U.A. e o Etoposideo uma intensidade de apenas 135,7 + 48,83 U.A.
(Figura 14).
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Figura 14. Avaliacao da intensidade de fluorescéncia LA emitida por células THP-1

nos trés diferentes grupos avaliados
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Os dados correspondem a média + DP em unidades arbitrarias (U.A.) de dois experimentos em

duplicata, analisados por ANOVA, seguido de pés-teste Bonferroni, onde **p< 0.01 e ***p<0,001.

5.2.6 Determinacao da inducdo do composto Fistularin 3 na externalizacdo de
fosfatidilserina

Essa técnica permite a identificacdo de células viaveis, células em processo de
apoptose precoce, marcadas apenas com anexina V, ou apoptose tardia, células
marcadas com IP e anexina V, e de células em processo de necrose, marcadas
apenas com IP. A anexina V se acopla a fosfatidilserina quando esta se encontra
externalizada, sendo um indicativo de apoptose, e o IP apenas consegue se

internalizar na célula, quando esta possui a membrana plasmatica danificada.

Na Figura 15 podemos observar a imagem representativa dos dois
experimentos em duplicata, realizados com a finalidade de avaliar a capacidade de

inducado a apoptose pelo composto em estudo.
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Figura 15. Imagem de microscopia de fluorescéncia representativa dos dois
experimentos em duplicata realizados com o objetivo de avaliar indugédo do composto
Fistularin 3 a apoptose tardia e precoce em células THP-1.

Células ANEXINA + Células IP +

CTL1

As imagens foram obtidas a partir do microscopio de fluorescéncia ZEISS, e as analises realizadas pelo
programa acoplado ZEN. Na coluna 1 (CTL, FIS3, ETO) é observada a fluorescéncia em verde,
demonstrando as células marcadas com anexina V, na segunda coluna, seguindo a mesma
configuracdo, é observada, em laranja as células marcadas com IP, na terceira coluna pode-se
observar a imagem das células sem fluorescéncia e na coluna 4, temos a sobreposicdo das trés

imagens anteriores.

Assim, foi possivel visualizar que o composto Fistularin 3 induziu a apoptose
precoce 5,83 + 1,22 % e a apoptose tardia em 8,90 + 1,15 %, apresentando um
aumento significativo em relagcdo ao controle, que apresentou 0,52 + 1.5 % de
apoptose precoce e 1,39 + 1,95 % de apoptose tardia. O Etoposideo apresentou,
principalmente, maior porcentagem de células em apoptose tardia, com o equivalente
a 26,60 £ 9,77 % de células, e cerca de 2,10 £ 1,08 % de apoptose precoce (Figura
16).
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Figura 16. Avaliacao da porcentagem % de células marcada para apoptose precoce

e apoptose tardia.
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Os dados correspondem a média £ DP em porcentagem de dois experimentos em duplicata, analisados

por ANOVA, seguido de pds-teste Bonferroni, onde **p< 0.01, ***p<0,001 e ****p<0,0001.



53

6 DISCUSSAO

Um dos maiores problemas relacionados ao tratamento do céancer esta na
toxidade sistémica causada pelos farmacos ao organismo, isso se da principalmente
pela falta de seletividade de diversos compostos utilizados atualmente para esse
tratamento. Assim, esses farmacos podem levar a sobrevida dos pacientes com
cancer, mas aumentar a morbidade e mortalidade por outros fatores, devido aos seus
efeitos colaterais. Essa falta de seletividade, muitas vezes esta relacionada ao
mecanismo de acdo do farmaco ndo reconhecer apenas as células neoplasicas,
sendo toxicos para diversos tipos de células do corpo. Um exemplo disso esta na alta
cardiotoxicidade causada por diversas drogas existentes hoje no mercado, que
resultam no desenvolvimento de doencas cardiovasculares (HOLOHAN et al., 2013;
HE et al., 2014; ZAMORANO et al., 2016).

Pode-se observar, entdo, que a seletividade de um composto as células
cancerigenas é uma das principais caracteristicas buscada na prospeccdo de
tratamentos mais eficientes para o combate a esta doenca. Os compostos naturais
tém mostrado maior eficacia quanto a essa caracteristica em relacdo aos compostos
sintéticos, de forma que o estudo dessas substancias pode levar a fabricacdo de
novos farmacos mais eficazes (CHINEMBIRI et al., 2014; NICACIO et al., 2017).

Nesse contexto foram realizados experimentos de avaliagdo dos efeitos
citotdéxicos do composto natural de origem marinha Fistularin 3 na viabilidade celular
de células cancerigenas (K562, THP-1 e MDA-MB-231) e ndo cancerigenas (HUVEC),
por meio do método de reducdo do MTT. Foi possivel visualizar, a partir desta técnica,
gue o composto apresentou seletividade em relacdo as células neoplasicas, nao
possuindo efeito até a maior concentracdo testada (200 uM) na linhagem néo
cancerigena HUVEC nos periodos de 24 e 48 horas, e apresentando elevada Clso de
135,20 + 3,24 uM no periodo de 72 horas.

Sendo assim o composto pode ser considerado seletivo para todos os periodos
de tempo, devido a sua Clso encontrada para 72 horas ser quase guatro vezes maior
do que aquela que foi encontrada para o mesmo periodo de tempo em THP-1, 36,94

+ 3,17 uM, quase cinco vezes maior do que a que foi encontrada em células K562,
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28,66 + 3,09 uM, e quase duas vezes a encontrada em células MDA-MB-231, 68,65+
3,55 uM (Tabela 1).

Pode ser visualizado, também, que a partir do periodo de 24 horas 0 composto
ja apresentou efeito citotoxico nas células leucémicas K562 e THP-1, e que seu efeito
em K562 foi tempo dependente, de forma que foi observada maior citotoxicidade do
composto em 72 horas . Para THP-1, o efeito também se demonstrou tempo
dependente de 24 a 48 horas, tornando-se mais citotéxico em 48 horas. Porém de 48

a 72 horas, nao foi visualizada reducéo da Clso.

O controle positivo utilizado nesse estudo, a droga Etoposideo, também se
apresentou seletivo no periodo de 24 horas, ndo apresentando efeito na maior
concentracéo testada em HUVEC. Porém, no periodo de 72 horas esse composto se
demonstrou mais citotéxico para essas células, além de nao ter se apresentado
seletivo para células K562, sendo sua Clso cerca de 2,3 vezes menor para a linhagem
HUVEC em relagdo ao que se pode visualizar na linhagem de leucemia mieléide

cronica.

Desta forma, a Fistularin 3 se mostrou menos citotéxica para a linhagem néao
cancerigena, em relacao a droga controle, além de ter se apresentado seletivo para

todas as linhagens, ao contrario do que foi visto com o Etoposideo.

Com esses resultados foi possivel visualizar que a célula leucémica THP-1 foi
a que apresentou maior sensibilidade em relacdo ao tratamento com o0 composto
Fistularin 3. Assim, foram realizados experimentos que puderam elucidar o

mecanismo de morte celular ativado por esse composto nesta linhagem.

A avaliacdo dos efeitos de um determinado composto em relagcdo ao ciclo
celular de uma célula é um dos pontos chaves na determinagdo do mecanismo de
acdo dessa substancia. A parada no ciclo celular, em células ndo cancerigenas, na
fase G1 pode prevenir a replicacdo de um DNA que apresente danos, alteracdes e até
mutacdes, enquanto a parada do ciclo na fase G2 permite que a célula evite a
segregacao de cromossomos defeituosos. Quando ha uma maior concentracao do
DNA na fase SubGl, h4 a indicacdo de fragmentacdo do DNA, indicando que
ocorreram danos irreversiveis a esse material genético, ou seja, que nao puderam ser

reparados. No caso do céancer, as ceélulas entram em crescimento de forma
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desordenada, fazendo com que haja o acumulo progressivo de mutacdes nesse
material genético, assim, drogas que atuem de forma a impedir a divisdo celular
dessas células ou que causem danos irreversiveis ao DNA, sdo imprescindiveis no
tratamento de neoplasias (AGAMI e BERNARDS, 2000; ESCRIBANO-DIAZ et al.,
2013; HONG et al., 2014; ZHANG et al., 2015).

Na literatura, as substancias da mesma classe da Fistularin 3, os alcaloides
derivados de esponjas marinhas, possuem diversos efeitos anticancer relatados,
como a capacidade da substancia Ranieramycin M induzir apoptose via p53-
dependente, inibindo assim, a progressdo das células cancerigenas de cancer de
pulm&o ndo pequenas, atuando por meio do aumento de DNA na fase SubG1 do ciclo
celular. Outras substancias, como a Kuanoniamines A, possuem forte mecanismo de
inibicdo do ciclo celular em G2/M em células MCF-7 (ESSACK et al.,, 2011;
DYSHLOVOY et al., 2015)

Desta forma, foi avaliado o efeito da substéancia Fistularin 3 no ciclo celular de
células THP-1 por meio do experimento de analise da fluorescéncia do IP por
citometria de fluxo. P6de-se observar que no tratamento de 24 horas, com 0 aumento
da concentracdo da substancia, ha também o aumento do niumero de células na fracéo
hipodiploide do ciclo celular (SubG1) de 13,59 * 2,26% no controle para 33,55 + 3,07%
na maior concentracao testada, indicando que o composto causa danos irreversiveis
ao DNA destas células. Também foi visualizado o aumento da porcentagem de células
na fase G1 do ciclo de 35,20 £+ 3,42% no controle para 58,19 + 11,35% na maior
concentracdo testada, e consequente diminuicdo do numero de células G2/M,
indicando que com o aumento da concentracdo da substancia, hA uma maior parada
no ciclo celular, impedindo a replicacao e proliferacéo dessas células. Esse resultado
apresenta um perfil semelhante aquele que foi observado na literatura, em relacao

aos alcaloides derivados de esponjas marinhas.

A fragmentacdo do DNA é um processo celular relacionado a morte celular
programada, em que devido ao sofrimento de danos irreversiveis ao material genético,
estresse oxidativo ou até mesmo a inibicdo aos fatores de crescimento, essa via de
morte celular é ativada. Essa fragmentacdo pode ser observada nas fases finais do
processo apoptético, quando um segundo grupo de proteinas pré-apoptéticas, AlF,

endonuclease G e S é liberado pela mitocondria. Essas proteinas podem ser
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translocadas para o nucleo celular e entdo causarem a fragmentacdo do DNA
(LEPRETRE et al., 2013; ZHDANOV et al., 2015; ROOS et al., 2016).

Nesse contexto e devido aos resultados anteriores que demonstraram o
aumento do numero de células em SubG1 do ciclo celular, foi realizado o experimento
de extracdo e analise de fragmentacdo do DNA por meio da eletroforese em gel de
agarose, em diferentes periodos de tempo (24, 48 e 72 horas) com a finalidade de

observar se ha inducéo a fragmentacdo do DNA pelo composto Fistularin 3.

Foi possivel observar que a partir de 48 horas ha um maior arraste do DNA no
gel de agarose, sendo possivel observar uma fragmentacéo mais visivel no periodo
de 72 horas. Indicando que o composto causa danos irreversiveis ao DNA de células

THP-1 a partir do tratamento de 48 horas, sendo dependente de tempo.

A partir desses resultados, o periodo de 48 horas foi selecionado para a
avaliacdo dos possiveis mecanismos de morte celular induzidos pelo composto em

estudo.

Como ja foi citado, a despolarizacao da mitocéndria € um processo diretamente
ligado a via de morte celular por apoptose, de forma que o aumento da permeabilidade
da membrana mitocondrial e a liberac&o do citocromo c, faz com que haja a geracao
de estresse oxidativo intracelular. A perda do potencial de membrana faz com que a
mitocondria permita a redistribuicdo de solutos como o NAD* e NADH para o citosol.
No estresse oxidativo que pode levar a formacao dos poros mitocondriais, as espécies
reativas de oxigénio que conseguem chegar ao nudcleo celular, podem causar danos
ao DNA e levarem a ativacdo de poli(ADP-ribose) polimerase (PARP), que
normalmente esta evolvida com o reparo ao DNA, porém, nessas condicdes PARP
ativada consome NAD®* citosélico ou mitocondrial, o0 que causa a paralisacdo da
glicdlise e crise bioenergética letal para células. Horas apds o inicio desse processo,
ha também a ruptura da membrana mitocondrial externa (SABHARWA e
SCHUMACKER, 2014; SU et al., 2015; ROOS et al., 2016).

Desta forma, foi realizado o experimento por microscopia de fluorescéncia para
avaliar a porcentagem de células que apresentavam o potencial de membrana

alterado. Foi possivel visualizar que o composto Fistularin 3 causou 20,24 + 11,32 %
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de despolarizacdo mitocondrial, 9,5% a mais do que foi visualizado no controle, ao

contrario do Etoposideo, que apresentou 98,53 + 3,26%.

A intensidade da fluorescéncia também foi medida nesse experimento, devido
a diminuicdo de sua fluorescéncia corresponder ao aumento da despolarizacao
mitocondrial. Nao foram observadas diferencas estatisticas entre a intensidade de
fluorescéncia emitida pelas células do controle e pelas células que foram tratadas com
a Fistularin 3. Ao contrario do Etoposideo, que apresentou consideravel reducdo de

sua fluorescéncia, em relag&o ao controle.

Assim, pode-se observar que o Etoposideo, em THP-1, induz a alteracédo do
potencial de membrana da mitocéndria, porém, isso ndo pode ser visualizado com o
composto Fistularin 3 que apresentou baixa depolarizagdo mitocondrial. Desta forma,
pode-se inferir que o principal tipo de morte celular causado pelo composto nédo € por

via de inducéo e alteracdes no potencial da membrana da mitocéndria.

Em condicbes normais, as espécies reativas de oxigénio podem apresentar um
importante papel na sinalizagao celular que desencadeia a iniciagdo da morte celular
por apoptose. Porém em condi¢cBes patologicas, o aumento de EROS pode contribuir
para a geracdo de danos ao DNA, levando a uma consequente progressao ao cancer.
Essas espécies podem causar a despolarizacdo da mitocéndria, e também podem ter
seu aumento intracelular como consequéncia dessa alteracdo de membrana. O
aumento das EROs também pode ser relacionado ao mecanismo de acdo de
farmacos, por meio da sensibilizacdo celular a terapias devido ao estresse adicional
imposto a célula, ou a propria acdo excessiva de danos ao DNA (AHMAD et al., 2013;
SABHARWA e SCHUMACKER, 2014; MA et al., 2017).

Assim, a presenca de EROs foi avaliada em células THP-1, com a finalidade
de avaliar se essas espécies estdo relacionadas a citotoxicidade causada pelo
composto em estudo. Corroborando com o0s resultados anteriores de analise da
porcentagem de células apresentando despolarizagdo mitocondrial, foi possivel
observar que as EROs n&o apresentam grande influéncia no efeito citotoxico do
composto, de forma que apenas 1,67 = 3,32 % foram marcadas positivamente para a
presenca de EROs. Sendo assim, pode-se observar que o estresse oxidativo ndo esta

relacionado ao tipo de morte celular causado pelo composto, ao contrario do que foi
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visualizado no etoposideo. Esse resultado corrobora com o que foi visto no
experimento de despolarizacdo mitocondrial, ja que 0 aumento de espécies reativas
de oxigénio pode causar a despolarizagdo mitocondrial, ou ser uma consequéncia

dessa alteracao no potencial de membrana mitocondrial (MA et al., 2017).

Apo6s a observacdo de que o estresse oxidativo e a ativacéo da via intrinseca
da apoptose nao estéao relacionadas ao efeito citotoxico do composto, foi realizado o
experimento de avaliacdo da presenca de AVOs nas células, que sdo indicativos de

autofagia.

Diversos alcaloides de origem marinha também demonstraram alta capacidade
de induzir morte por autofagia em células cancerigenas. Um exemplo, é a
Monanchocidin A (MonA) que em células de cancer de préstata e de bexiga, levou a
formacdo de organelas vesiculares &cidas, indicando autofagia e teve seu efeito
citotoxico inibido quando encubado com o composto inibidor de autofagia 3-
metiladenina. O esteroisbmero da Fistularin 3, o Isofistularin-3 também pode ser
considerado um indutor de autofagia em células de linfoma de Burkitt (RAJI) (ESSACK
et al., 2011; FLOREAN et al., 2016; DYSHLOVOY et al., 2015).

Outra substancia que atualmente esta sendo bastante relacionada a esse tipo
de morte celular, é a Ivermectin, que é derivada da droga antiparasitaria Avermectin.
Esse composto demonstrou a capacidade de inducdo a autofagia em células de
cancer de mama, por meio da inibicdo da expressédo de PAK1 (p21 [RAC1] quinase 1

ativada), sendo seu efeito citotoxico relacionado a autofagia citostatica apoptose
(WANG et al., 2017).

A autofagia, como ja foi citado, € um processo de degradacéo e renovac¢ao dos
componentes citoplasmaticos, sendo essencial para o crescimento e sobrevivéncia
celular. Esse processo possui uma relacdo complexa com a apoptose, de forma que
em ativagdo de mecanismos de recuperacdo dos componentes citoplasmaticos, a
autofagia pode inibir os mecanismos de apoptose, porém também é relatado que em
alguns casos a autofagia pode influenciar na ativacdo da apoptose por meio da
inducdo da ativacao da caspase-8 e deplecéo de inibidores apoptéticos endogenos.
Porém esse processo, apos ser estimulado por farmacos, por exemplo, pode gerar

um mecanismo de morte celular, em que n&o ocorre a ativagdo de outros mecanismos
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de morte, e sim a superativacdo da autofagia (SU et al., 2015; WHITE, 2015;
REPSOLD et al., 2017).

Foi observado, entdo, que a autofagia possui um importante papel nos
mecanismos de citotoxicidade causados pelo composto, assim como em outros
compostos alcaloides de origem marinha, de forma que pdde ser observado quase
50% a mais de células positivas para a autofagia em relacdo ao que pdde ser
visualizado no controle. O aumento da fluorescéncia do fluorocromo LA nas células,
indica que h& uma maior quantidade de AVOs intracelulares, sendo assim um
indicativo de um processo de autofagia mais intenso. Com isso, foi possivel observar
também que a intensidade de fluorescéncia foi significativamente maior nas células
tratadas com o composto Fistularin 3 do que pdde ser visualizado no controle e no
etoposideo. Este ultimo apresentou baixo niumero de células positivas para autofagia

e baixa fluorescéncia.

Por fim foi determinado a influéncia do composto Fistularin 3 sobre a inducéo a
apoptose em células THP-1. A apoptose em seus estagios precoces apresenta a
externalizacao da fosfatidilserina, porém néo se pode visualizar danos ou rompimento
da membrana nesses estagios, essa € uma caracteristica das células apoptéticas
tardias, em que a apoptose se apresenta em seus estagios finais, onde ja pode ser
observado, outros fatores, como o0 rompimento da membrana externa mitocondrial, a
fragmentacao do DNA e reducéo significativa do volume celular (CASTROGIOVANNI
et al., 2017; HEIDEN e DEBERARDINIS, 2017).

Foi possivel observar, entdo que o composto Fistularin 3 induziu cerca de 5,83
+ 1,22 % de apoptose precoce e a 8,90 £ 1,15 % de apoptose tardia, sendo esses
valores significativos em relacdo ao controle, porém pode-se visualizar que essa nao
€ a principal via de morte causada pelo composto, A substancia controle positivo
Etoposideo, que gerou cerca de 26,60 + 2,18 % de apoptose tardia e 2,10 + 1,08 %
de apoptose precoce, enquanto o controle apresentou 1,39 + 1,95% de apoptose

tardia e 0,52 + 1,5% de apoptose precoce.

Esse resultado pode ser relacionado com os dados obtidos em relacdo a
inducdo a autofagia pelo composto Fistularin 3, corroborando com o que pode ser

visualizado na literatura, que quando o mecanismo de morte por autofagia é ativado,
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pode-se observar a reducdo ou inativacdo de outros mecanismos de morte celular,
como a apoptose. Assim, o mecanismo de acdo desse composto também pode ser
relacionado ao efeito citotoxico da autofagia, em ao contrario do efeito citostatico nao
h& apenas a parada do ciclo celular e consequente inibicdo do crescimento celular, e

sim a inducdo a morte celular, sendo essa, principalmente, independente de apoptose.
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7 CONCLUSOES

Foi possivel concluir com o presente trabalho que o composto Fistularin 3 se
apresentou seletivo, possuindo baixo ou nenhum efeito citotoxico em células ndo
cancerigena da linhagem HUVEC, além de ter se demonstrado citotoxico para as
células cancerigenas testadas. Também foi possivel observar que o composto afeta
o ciclo celular de células THP-1 provocando parada em G1 e aumento do nimero de
células de SubGl, indicando danos irreversiveis ao DNA. Também foi possivel
observar que este composto natural de origem marinha, provoca a fragmentacédo do
DNA a partir de 48 horas de tratamento, tendo um aumento dessa fragmentacao no
periodo de 72 horas.

Os resultados do estudo, também indicam que o composto causa baixa
despolarizacdo da membrana mitocondrial, e ndo possui influéncia de espécies
reativas de oxigénio em seu mecanismo de acdo citotoxico. Também foi possivel
observar alta inducao a formacao de organelas vesiculares &cidas, indicando que o
composto Fistularin 3 induz o processo de autofagia, de forma que esse dado pode

ser reafirmado devido a baixa inducdo do composto as apoptoses precoce e tardia.

Assim, pode-se observar que o composto Fistularin 3 apresentou efeitos
anticancerigenos promissores, indicando ser uma substancia em potencial para
continuacdo dos estudos e elucidacdo dos seus efeitos citotoxicos em outras
linhagens neoplasicas, além do melhor entendimento do seu mecanismo de acao

indutor da autofagia na linhagem THP-1.
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