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RESUMO
Morais, T.H. Caracterizacdo in vitro do potencial antineopladsico de extratos naturais e
derivados em linhagens celulares de glioma humano. Dissertagdo (Mestrado). Barretos:

Hospital de Cancer de Barretos; 2016.

JUSTIFICATIVA: Os gliomas correspondem a aproximadamente 70% dos casos de tumores
cerebrais. Dentre os gliomas, o glioblastoma é o subtipo mais frequente e agressivo. A
terapia padrdo utilizada, a temozolamida (TMZ), ainda é essencialmente paliativa, sendo
assim, se faz necessario a busca de terapias alternativas que minimizem os sintomas dos
pacientes acometidos por estes tumores. A utilizacdo de novos agentes antineoplasicos de
origem natural tem revelado uma grande eficdcia e oferece um amplo campo para
investigacdo cientifica. Estudos tém mostrado que plantas da flora Brasileira,
Melastomataceaes e Euphorbiaceaes, tém sido amplamente utilizadas na medicina popular
como analgésicos, anti-inflammatérios, e até mesmo, como antineoplasicos. Neste contexto,
este trabalho justifica-se pela busca de terapias alternativas com origem na biodiversidade
Brasileira para o tratamento de gliomas, utilizando um amplo painel de linhagens que
recapitulem as rela¢des gendtipo-resposta. OBJETIVO: Caracterizar o efeito antineoplasico in
vitro de extratos naturais e do composto sintético PEPOO5 em linhagens celulares de glioma
humano. MATERIAIS E METODOS: Utilizou-se um painel de 13 linhagens de glioma humano,
incluindo: (7 glioma adulto, 5 glioma pediatrico, 1 linhagem primaria estabelecida e 1
linhagem de astrdcito normal). Neste painel de linhagens, avaliou-se: i) a citotoxicidade (ICsp)
de 13 extratos naturais e do composto sintético PEPOO5, através da técnica de MTS; ii) os
efeitos bioldgicos dos 3 extratos naturais selecionados e PEPOO5 na morte, migracdo e
invasdo celular para as linhagens de glioma humano, através de ensaios de western blot,
wound healing, transwell e matrigel, respectivamente e iii) as principais vias de sinalizacao
envolvidas nos efeitos dos extratos naturais selecionados e PEPOO5 por western blot.
RESULTADOS: Resultados mostraram efeitos citotoxicos de 3 extratos (17, 18 e 19), obtidos
de plantas da familia Melastomataceae. Quando comparados aos demais extratos testados,
os extratos 17, 18 e 19 evidenciaram uma média nos valores de ICsq de 25,54, 36,27 e 35,59
ug/mL, respectivamente. Adicionalmente, as particdes do extrato bruto 19 foram testadas,

sendo a particdo C (cloroférmica) a que apresentou maior atividade citotéxica para as



linhagens de glioma quando comparada as outras particdes avaliadas, sendo a média do
valor de ICso das linhagens tumorais de 19,79 ug/mL. Os extratos brutos 17, 18 e 19
mostraram ainda promover dano no DNA (H2AX) em linhagens sensiveis de glioma (GAMG e
SF188) e modular a atividade da proteina reguladora do ciclo celular p27 na linhagem de
glioma mais resistente aos tratamentos (RES259). A exposicdo ao extrato 19 e suas
particOes, hexanica e cloroférmica, também foi investigada em relacdo aos mecanismos de
morte celular, revelando a clivagem da proteina PARP nas linhagens de glioma (GAMG e
U251-MG). Além disso, um aumento da expressdo de p21 foi observado para a particdo
cloroférmica mais citotéxica nas linhagens de glioma (GAMG e U251-MG). Os resultados
mostraram ainda, que o extrato 19 e suas parti¢cdes ndao foram capazes de promover a
inibicdo do processo de migracdo e invasao celular, e modulacdo na distribuicdo do ciclo
celular nas linhagens de glioma estudadas. Efeitos citotdxicos do PEPO0O5 também foram
vistos em linhagens de glioma, apresentando uma média dos valores de ICso de 25,65 pg/mL.
Os resultados mostraram ainda, que o PEPOO5 parece modular as isoformas das proteinas
PKCs (p-PKCa/B Il, PKCa e PKD/PKCu) em gliomas. O tratamento com o PEPOO5 mostrou ser
um indutor na ativacdo de PKCa através do processo de translocacdo celular. O composto
PEPOO5 parece atuar ainda, em vias de sobrevivéncia e proliferacdo, bem como na ativacido
da proteina de reparo do DNA H2AX, e aumento da atividade de proteinas reguladoras do
ciclo celular, p21 e p27. Além disso, ndo houve inibigdo significativa dos mecanismos de
migracdo e invasao celular nas linhagens celulares de glioma tratadas com este composto.
CONCLUSAO: Estudos in vitro e in vivo utilizando extratos naturais s3o importantes para
explorar o seu impacto clinico. Os estudos preliminares evidenciaram que o composto
PEPOO5 e os extratos naturais obtidos de plantas Brasileiras da familia Melastomataceae
exibiram um potencial antineopldsico in vitro em linhagens de glioma e uma melhor
caracterizacdo serd necessdria para confirmar os mecanismos de acdao dos mesmos como

uma nova estratégia para o tratamento de gliomas.

PALAVRAS-CHAVE: glioma; fitoterapia; plantas medicinais; extratos vegetais;

Melastomataceae; Euphorbia peplus.



ABSTRACT
Morais, T.H. In vitro characterization of the antineoplastic potential of natural extracts and
derivatives in human glioma cell lines. Dissertation (Master’s degree). Barretos: Barretos

Cancer Hospital; 2016.

BACKGROUND: Gliomas account for more than 70% of brain tumours cases. Among gliomas,
glioblastoma is the most common and aggressive subtype. The standard therapy used,
temozolomide (TMZ), is still essentially palliative, therefore it is necessary to search
alternative therapies that minimize the symptoms of patients affected by these tumors. The
use of new anticancer agents from natural origin has shown a high efficiency and offers a
wide field for scientific research. Studies have shown that plants from Brazilian flora,
Melastomataceaes and Euphorbiaceaes have been widely used in popular medicine as
analgesic, anti-inflammatory and even, as antitumor treatment. In this context, this work is
justified by the search of alternative therapies with origin in the Brazilian biodiversity to the
treatment of gliomas using a wide panel of cell lines that recapitulate the genotype-response
relations. AIM: We aimed to characterize, in vitro, the effect of natural extracts and PEPOO5
compound on human glioma cell lines. MATERIALS AND METHODS: We studied a panel of
13 human glioma cell lines, including: (7 adults glioma, 5 pediatric glioma, 1 primary cell line
established and 1 cell line of normal astrocyte). In this panel of glioma cell lines were
evaluated: i) the cytotoxicity (ICso) of natural extracts and PEPO05 compound to compare the
effect of standard chemotherapy (TMZ) in human glioma cell lines by MTS assay; ii) the
biological effects of three selected natural extracts and PEPOO5 synthetic in cell death,
migration and invasion on glioma cell lines, by western blot, wound healing, transwell and
matrigel assays, respectively; iii) the main signaling pathways involved in the effects of
natural extracts and PEPOO5 compound by Western blot assay. RESULTS: Results showed
cytotoxic effects of 3 extracts (17, 18 and 19), obtained Melastomataceae plants. When
compared to other plant extracts, 17, 18 and 19 extracts showed an mean ICsq value of
25.54, 36.27 and 35.59 pg/mL, respectively. Additionally, the partitions of the crude extract
19 were tested, and the C partition (chloroform) showed a cytotoxic activity higher against
the glioma cell lines, when to compared the other evaluated partitions, with the average 1Cso

value of tumor cell lines of 19.79 pug/mL. The extracts 17, 18 and 19 have shown to promote



DNA damage (H2AX) in the cell lines of glioma (GAMG and SF188) more sensitive and
modulation of the activity of the regulatory protein of cell cycle p27 in glioma cell lines more
resistant to treatment (RES259). The extract 19 and its partitions also have been investigated
in relation to PARP protein activity showed cleavage of PARP protein for the treatment with
the extract as well as with its hexane and chloroform partitions on glioma cell lines (GAMG
and U251-MG). Furthermore, an increase in p21 expression was observed for the Partition C
(chloroform) the more cytotoxic of glioma cell lines (U251-MG and GAMG). The results show
also that the extract 19 and its partitions have not been able to cause the inhibition of the
migration and invasion process on glioma cell lines studied. Cytotoxic effects of PEPOO5 also
have been see in glioma cell lines, that showed an mean ICso value of 25.65 pg/mL. The
results also showed that PEPO05 appears to modulate protein PKCs (p-PKCa/B Il and PKCa)
in gliomas. The treatment with PEPOO5 showed to be a inducer in PKCa activation through
cell translocation process. O PEPO05 compound also appears to act on the proliferation and
survival pathways, as well as activation of DNA repair protein H2AX, and increased activity of
cell cycle regulatory proteins, p21 and p27. Furthermore, there haven’t significant inhibition
of cellular migration and cell invasion mechanisms on glioma cell lines treated with this
compound. CONCLUSIONS: /n vitro and in vivo studies using natural extracts are important
to explore their clinical impact. Preliminary studies showed that PEPOO5 compound and
natural extracts from plants Brazilian of Melastomataceae showed a antineoplastic potential
in vitro on glioma cell lines and better caracterization will be needed to confirm the

mechanism of action of the same as a new strategy for gliomas treatment.

KEYWORDS: glioma; phytotherapy; medicine traditional; plant extracts; Euphorbia peplus.



1- INTRODUCAO

O cancer é responsavel por um numero significativo e crescente de pacientes no
mundo, e representa a segunda causa de morte da populacio mundial'. Dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimam que 8,2 milhdes de mortes entre homens e
mulheres ocorreram em 2012°. Além disso, para o ano 2030 poderdo ser esperados 21,4
milh&es de casos incidentes de cancer’.

No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA),
as estimativas para o ano de 2016, validas também para o ano de 2017, apontam a
ocorréncia de aproximadamente 420 mil novos casos de cancer, sendo excluidos deste
indice os casos de cancer de pele ndo melanoma que perfazem um total de 180 mil novos
casos’. Dessa forma, estas estimativas reforcam a magnitude do problema do céncer e
despertam o interesse iminente no desenvolvimento de novas abordagens com acdo

antitumoral®.

1.1- Gliomas
1.1.1- Epidemiologia e classificacdo

Os tumores cerebrais representam cerca de 2% de todos os tipos de neoplasias
malignas®. Apesar da baixa frequéncia, estes tumores apresentam elevada taxa de
mortalidade, atingindo cerca de 70-76%. A incidéncia europeia de tumor primario do
Sistema Nervoso Central (SNC) apresenta uma variagao de 4,5-11,2 casos para cada 100.000
homens e 1,6-8,5 para cada 100.000 mulheres. Entre os tumores cerebrais, os gliomas,
lesdes originadas a partir das células gliais ou células precursoras, sdo as neoplasias de maior
frequéncia (acima de 70%)°. Este tipo tumoral acomete pacientes idosos, acima dos 60 anos,
mas, podem também ocorrer na infancia, sendo atualmente a principal causa de morte

associada a cancer nesta faixa etaria®’®

. A classificacdo mais utilizada para os gliomas é a da
OMS. De acordo com a OMS (2007)%, os gliomas podem ser classificados histologicamente
em quatro subgrupos: tumores astrociticos (astrocitoma pilocitico (grau |), xantoastrocitoma
pleomdrfico (grau I1l), astrocitoma difuso (grau Il), astrocitoma anaplasico (grau lll),
glioblastoma (grau IV - considerado o mais agressivo), gliossarcoma (grau 1V) e glioblastoma

de células gigantes (grau 1V)); oligodendrogliais (oligodendroglioma (grau II) e

oligodendroglioma anaplasico (grau lll)); gliomas mistos (oligoastrocitoma (grau Il) e



oligoastrocitoma anaplasico (grau lll)); e tumores ependimdrios (subependimoma (grau I),
mixopapilar (grau 1), ependimoma (grau 1) e ependimoma anapldsico (grau 111))® 7 > .
Entretanto, recentemente a OMS™ realizou uma re-classificagio para os gliomas, sendo
estes subdivididos histologicamente em trés grandes grupos: tumores astrociticos difusos e
oligodendrogliais (astrocitoma difuso, IDH-mutante (grau lIl), astrocitoma anapldsico, IDH-
mutante (grau lll), glioblastoma, IDH-tipo selvagem (grau IV), glioblastoma, /IDH-mutante
(grau 1V), sendo o glioblastoma considerado o tipo tumoral mais agressivo, glioma linha-
média difuso, H3K27M-mutante (grau IV), oligodendroglioma, IDH-mutante e 1p19qg co-
deletado (grau Il) e oligodendroglioma anapldsico, IDH-mutante e 1p19qg co-deletado (grau
[11)); outros astrociticos (astrocitoma pilocitico (grau 1), astrocitoma subependimal de células
gigantes (grau 1), xantoastrocitoma pleomorfico (grau Il), xantoastrocitoma pleomorfico
anaplasico (grau lll)); e tumores ependimarios (subependimoma (grau I), ependimoma
mixopapilar (grau 1), ependimoma (grau Il), ependimoma, fusdo-positiva RELA (grau Il ou Ill)
e ependimoma anaplasico (grau I11))*'. A OMS ainda classifica estes tumores quanto ao grau
de malignidade, as caracteristicas bioldgicas das células tumorais (indice mitético, atipia
nuclear, proliferacdo vascular e necrose) e também ao comportamento clinico destes
tumores. Sendo assim, neoplasias de grau | e Il sdo consideradas de baixo grau e as de grau

%11 (Tabela 1). Neoplasias de grau | possuem baixo potencial de

Il e IV s3ao de alto grau
proliferacao e ha possibilidade de cura apenas por ressecgao cirurgica. Alguns tumores de
grau Il evoluem ao longo do tempo para graus mais elevados. As neoplasias de grau lll
apresentam sinais histoldgicos de malignidade que podem ser: atipia nuclear e atividade
mitdtica significativa’?, enquanto que as neoplasias de grau IV s3o as de maior malignidade
da doenga, apresentando atipia citoldgica, mitoses, necrose e possuem um processo
evolutivo clinico rapido™. Dentre os gliomas, o glioblastoma (grau IV-OMS) é o subtipo mais

6141316 Os gliomas mais incidentes em adultos s30 os

agressivo e também o mais frequente
astrocitomas (grau Il a IV-OMS), oligodendrogliomas (Il e 11I-OMS) e oligoastocitomas (grau Il
e IlI-OMS) contrapondo os astrocitomas pilociticos (grau I-OMS) e xantoastrocitomas
pleomdrficos (grau 11-OMS) que acometem comumente criangas, sendo estes dois ultimos os

que mais conferem chances de cura cirdrgica®’.



Tabela 1- Classificacdo dos gliomas segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS).

Tipo de Glioma Grau Nomenclatura

| Astrocitoma Pilocitico

Il Xantoastrocitoma pleomarfico
Astrocitoma Il Astrocitoma difuso
1" Astrocitoma anapldsico

v Glioblastoma
v Gliossarcoma
v Glioblastoma de células gigantes

Il Oligodendroglioma

Oligodendroglioma - - —
11 Oligodendroglioma anaplasico

Il Oligoastrocitoma

Glioma misto ) - .
1] Oligoastrocitoma anapldsico

I Subependimoma

I Mixopapilar

Ependimoma X
Il Ependimoma

1] Ependimoma anaplasico
Fonte: (Adaptada de WHO Classification of Tumours of the Central Nervous System, 4"

Edition-OMS, 2007)°.

1.2- Glioblastomas
1.2.1- Glioblastomas primarios e secundarios

O glioblastoma constitui um dos maiores desafios na oncologia. A média de sobrevida
de pacientes acometidos por esta doenca é de 12 a 15 meses e tem evoluido muito pouco

7,18,19

nas ultimas décadas . Uma das principais caracteristicas destes tumores é a elevada

heterogeneidade intratumoral, sua capacidade de infiltrar e invadir o tecido normal
. e A .. N . .. ~ AL . 20,21,22
adjacente, e a resisténcia inata as distintas opgdes terapéuticas atuais .

Os glioblastomas podem ser subdivididos clinicamente em dois grupos: glioblastomas
primarios, ou de novo, e glioblastomas secundarios®. Os primarios surgem sem nenhuma
evidéncia clinica de lesdao maligna precursora, possuem evolugdo acelerada e, acometem
pessoas mais idosas, em torno dos 60 anos de idade®. Os glioblastomas secundarios
acometem adultos jovens de aproximadamente 45 anos, surgem a partir da progressao de

lesdes como o astrocitoma de grau Il ou astrocitoma de grau lll e evoluem de forma mais

lenta®*.



1.2.2- Tratamento de glioblastomas

Apesar do tratamento dos glioblastomas ser dependente de uma série de fatores, tais
como, localizacdo e tamanho do tumor, e idade do paciente, a grande maioria dos pacientes
é rotineiramente submetida a terapia agressiva com intenc¢do de cura ou diminuicdo dos
. . 425 ~ ~ .
sintomas e aumento da sobrevida®. A opc¢do de tratamento padrdo para os glioblastomas
consiste em ressecc¢do cirdrgica, o mais ampla possivel, ou parcial, seguida de um regime
combinado de radioterapia e quimioterapia adjuvante com agentes alquilantes,

7,15, 18, 2 .
+15.18,26 Fntretanto, estas alternativas de tratamento

principalmente a temozolamida (TMZ)
ndo tém sido eficazes devido a multiplos fatores tais como: (i) carater infiltrativo do tumor;
(ii) massa tumoral composta por células com caracteristicas diversas que expressam uma
variedade de marcadores; (iii) alta resisténcia a processos radio e quimioterapicos™.

Os quimioterapicos aprovados para os glioblastomas sdo limitados, além da TMZ,
existe a carmustina, a lomustina e o bevacizumab. Porém, na clinica, a TMZ é o farmaco
padrdo utilizado para estes tumores®’. A TMZ é um quimioterapico alquilante de DNA de
facil penetracdo pela barreira hemato-encefalica, muito utilizada na pratica clinica para o

27, 28 Uma enzima muito comumente

tratamento de gliomas, inclusive o glioblastoma
envolvida na resisténcia a esse farmaco e que repara a alquilacio do DNA é a proteina O°-
metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT). O MGMT se tornou um grande biomarcador de
progndstico e sobrevida para pacientes acometidos por gliomas. A metilagdo do promotor
do gene MGMT esta presente em cerca de 45% dos glioblastomas, o que promove a sua

expressao, levando desta forma a sensibilidade a quimioterapicos alquilanteszg.

1.2.3- Alteragdes moleculares no cancer

O processo de carcinogénese ocorre devido a multiplas etapas e fatores, envolvendo
alteragbes nos genes que podem originar mutagdes génicas, quebras e perdas
cromossOmicas, amplificagcdes génicas, instabilidade gendmica e mecanismos epigenéticos.
Os principais genes envolvidos nesse processo sao 0s proto-oncogenes, oncogenes e genes

supressores tumorais (GSTs)**>?

. Os proto-oncogenes representam um conjunto de genes
que codificam proteinas responsaveis por regular o crescimento celular normal e/ou o
processo de diferenciacdo e alteracbes como mutagdes, fusdes génicas ou amplificacdes

nestes genes, levam & sua ativacdo e fazem com que eles se tornem oncogenes>>. Sendo



assim, os oncogenes desempenham um papel de formac3o do processo de carcinogénese®
34.

Os GSTs, por sua vez inibem o controle do crescimento e proliferacdo celular e, quando
ha a perda de sua expressdo devido a varias alteracGes (mutacdes, hipermetilacdo da regido
promotora e dele¢Ges) levam a um descontrole destes mecanismos, transformando células
normais em neoplasicas®®.

De acordo com Hanahan & Weinberg®’, seis grandes alterac@es na fisiologia celular s3o
necessarias para o desenvolvimento tumoral maligno: 1) auto-suficiéncia em sinais de
crescimento; 2) sensibilidade reduzida aos fatores que inibem o crescimento celular; 3)
evasdo de morte celular programada; 4) potencial replicativo ilimitado; 5) angiogénese
sustentada; e 6) invasdo tecidual e metastase®’. Além destas alteracdes citadas, os autores
incluiram posteriormente, a capacidade de reprogramag¢do do metabolismo energético e a
evas3o a resposta imune®.

A Figura 1 ilustra as seis grandes alteragdes na fisiologia celular que podem concomitar

no desenvolvimento tumoral.

Auto-suficiénciaem
sinais de crescimento

Evasdo a morte Evasao a supressores

celular de crescimento

Invasao de tecidos e
metastase

Indugaoa
angiogénese

Potencial replicativo
ilimitado

Figura 1 - As seis alteragdes fundamentais para o desenvolvimento tumoral. (Fonte:

modificado de: Hanahan D. & Weinberg R.A., 2011°®).



1.2.4- Alteragées moleculares em gliomas/glioblastoma
Os gliomas apresentam uma alta heterogeneidade intratumoral em sua formacdo

394041, 42 o diversos estudos tém surgido na tentativa de se encontrar marcadores

moleculares e terapias alvo-direcionadas que auxiliem no tratamento da doenga® *.
AlteracGes moleculares como: mutacbes em [DH1 e IDH2, TP53, BRAF, co-delecao
cromossOmica em 1p19q, delecdo em PTEN e amplificacdo em EGFR (Receptor do fator de
crescimento epidérmico) sdo muito encontradas nestes tumores®’. As anélises do material
genOmico tém sido cada vez mais empregadas em glioblastomas na busca de genes
especificos expressos tanto em glioblastoma adulto como pediatrico®®. Segundo os autores
Omuro & DeAngelis*, estas andlises identificaram que os glioblastomas podem ser
subclassificados em quatro tipos de acordo com suas caracteristicas celulares:

i) classico: apresenta amplificacbes e dele¢cdes nos cromossomos 7 e 10
respectivamente, amplificacio e mutacdes em EGFR, sendo as mutacbGes de ponto e
mutacdes VIII as mais frequentes, e dele¢do do locus Ink4a/ARF;

ii) mesenquimal: maior incidéncia de mutacGes em NF1 (neurofibromatose 1) e
aumento da expressdo de CHI3L1 e MET, relacionados a necrose tumoral e vias do fator
nuclear kB;

iii) proneural: PDGFRA alterado e mutagdes no oncogene IDH1 e supressor tumoral
TP53 em gliomas de baixo grau e glioblastomas do tipo secundario;

iv) neural: expressdo de marcadores neuronais, perda do supressor tumoral PTEN,
além de outras disfuncdes a nivel molecular®.

A Figura 2 representa os principais genes alterados nos diferentes tipos de glioma.
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Figura 2 - Principais genes alterados em gliomas. (Fonte: modificado de Appin CL. & Brat DJ.,

2014Y).

Ha 3 grandes grupos moleculares de mutacdes que caracterizam os gliomas, a
presenca do promotor da transcriptase reversa da telomerase (TERT), co-delecdo de 1p19q e
mutacdo em IDH1/2*. Eckel-Passow et al.*” avaliaram 1087 gliomas e 11.590 controles para
esses marcadores e associacdes entre esses grupos. As principais alteracdes encontradas
neste estudo foram de 472 gliomas grau IV com menos de 1% triplo-positivo, 2% TERT e IDH,
7% IDH, 17% triplo-negativo, e de 74% somente TERT™. As mutacdes em TERT foram
essencialmente encontradas em gliomas de alto grau (OMS-1V) e gliomas de grau Il e grau lll,
sendo associadas com a agressividade e baixa sobrevida®. Além disso, mutaces em ambos,
TERT e IDH, tiveram também uma diminui¢do da sobrevida entre os grupos*>. Mutagdes non-

coding em TERT podem ser reportadas em duas posi¢cdes, G228A ou G250A, principalmente



em glioblastomas de novo (83%), sendo estas mutacdes relacionadas a alta expressdo de
TERT e atividade da telomerase®®. A telomerase é uma enzima que desempenha um papel
importante na manutengao do tamanho dos telémeros e estabilidade dos cromossomos em
células-tronco®®. A regulacdo transcricional do gene TERT é bastante limitada em relacdo a
modulacdo da atividade da telomerase, sendo assim, o TERT recebe destague como um
marcador do desenvolvimento tumoral*.

Outros estudos tém mostrado que gliomas com mutacées em IDH1/2 e co-delecdo de

1p199g possuem uma maior mediana de sobrevida em relagdo a pacientes com mutagdes em

IDH somente e sem a co-delecdo de 1p19qg*’.

1.3- Produtos naturais como alternativa terapéutica

Avancos durante o século XX permitiram diversas pesquisas com produtos naturais,
envolvendo principalmente plantas e microrganismos na area oncoldgica, proporcionando
assim, inimeros achados com substancias hoje utilizadas para o tratamento de neoplasias*®.
Nas ultimas décadas, a maior parte (60%) dos farmacos antineoplasicos inseridos como
tratamento oncolégico foram advindos de produtos naturais®®. Os quimioterdpicos
etoposideo, vincristina, vimblastina, tenoposideo e taxol foram introduzidos ao longo dos
ultimos vinte anos no tratamento do cancer, reforcando o interesse das industrias
farmacéuticas em produtos de origem natural®®. Estes medicamentos movimentam
anualmente um mercado de cerca de 50 bilhdes de délares™.

A etnobotanica permite a identificacdo de novas moléculas bioativas de diversas
plantas. Nesta abordagem, a informacado obtida a partir de comunidades tradicionais sobre o
uso de plantas medicinais é combinado com os estudos quimicos/farmacoldgicos realizados
em laboratdrios>*. Apesar de o Brasil possuir uma flora invejavel para o resto do mundo em
termos de matéria-prima para a produgdo de fitofdrmacos, apenas cerca de 8% foi
estudada’’. Vale ressaltar também que no Brasil, embora existam pesquisas que lidam com a
identificacdo e caracterizacdo de biomoléculas com potencial terapéutico, nenhuma dessas
moléculas, embora promissoras, passou ainda para a etapa clinica®®>. Enquanto isso, 0s
guimioterapicos antineopldsicos consomem uma significante parcela dos recursos

destinados ao Sistema Unico de Saude (SUS)*®* %,



Atualmente, acredita-se que menos de 2% das plantas superiores foram investigadas
para a deteccdo de componentes com efeitos antineoplasicos e, mesmo assim, investigando

>% >4 As estratégias para encontrar novos farmacos tém sido

somente a acdo citotdxica
alteradas com o passar dos anos>>. No comeco dos anos 80, os programas de prospeccio no
Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos iniciaram e, no momento, englobam uma
etapa inicial de testes in vitro através de linhagens tumorais humanas utilizando-se de
técnicas automatizadas (High Throughtput Screening - HTS), as quais possuem resultados
com inimeras moléculas promissoras>°. As tecnologias desenvolvidas como resultado direto
deste programa tém sido os pilares de muitos programas de rastreamento de farmacos anti-
tumorais hoje e provavelmente continuard assim no futuro. Hoje, esta abordagem foi
expandida e sugere que, além de um amplo leque de linhagens tumorais, se inclua linhagens
derivadas de distintas populag¢des e subtipos histolégicos de forma a ter uma representacao
mais fidedigna dos tumores>®.

De Melo et al.*® compilaram informaces de artigos publicados entre 1980 e 2008 e
descreveram um total de 84 espécies de plantas reportadas para o uso na preven¢do ou
tratamento do cancer no Brasil; 69,05% destas foram citadas como sendo usadas para o
tratamento do cancer em geral e 30,95% para tumores especificos. As plantas citadas com
maior frequéncia foram Aloe vera, Euphorbia tirucalli e Tabebuia impetiginosa. Pelo menos
um estudo farmacoldgico, in vivo ou in vitro, foi encontrado para 35,71% das espécies>®.
Além disso, os autores mostraram que plantas das familias Euphorbiaceae, Fabaceae,
Apocynaceae e Asteraceae recebem destaque e sdao de grande importancia em estudos de
etnofarmacologia destinados a ensaios experimentais>°.

Um screening realizado com extratos de diversas plantas Brasileiras mostrou potente
atividade citotéxica em linhagens tumorais com as familias das Anacardiaceaes,
Annonaceaes, Apocynaceaes, Clusiaceaes, Flacourtiaceaes, Sapindaceaes, Sapotaceaes,
Simaroubaceaes e Zingiberaceaes. O contrdrio ocorreu para as familias das Alismataceaes,
Asteraceaes, Bignoniaceaes, Burseraceaes, Magnoliaceaes, Malphighiaceaes, Meliaceaes,
Mimosaceaes, Monimiaceaes, Rubiaceaes, Solanaceaes e Vochysiaceaes, sem efeitos
citotoxicos expressiv0557.

Segundo de Mesquista et al.>’ diversos compostos de espécies de plantas Brasileiras

do cerrado tém sido estudados com resultados promissores. Em seu estudo, 28 de 412
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extratos testados demonstraram um efeito antiproliferativo substancial, com pelo menos
85% de inibicdo da proliferacdo celular em uma ou mais linhagens celulares, tendo sido
utilizados extratos obtidos a partir de diferentes partes de Anacardiaceae, Annonaceae,
Apocynaceae, Clusiaceae, Flacourtiaceae, Sapindaceae, Sapotaceae, Simaroubaceae e
Zingiberaceae. Além do mais, 50 dos 412 compostos testados sdo usados na medicina
tradicional e 21 familias apresentam efeito antineopldsico em linhagens celulares tumorais
in vitro®’.

Portanto, uma maior investigacdo da atividade citotdxica destes extratos derivados de
plantas do segundo maior bioma brasileiro (cerrado) se faz necessaria, avaliando desta

forma os mecanismos biolégicos de acdo destes extratos em linhagens tumorais.

1.3.1- Familia Melastomataceae
O uso popular de plantas Brasileiras, em especial as espécies do cerrado brasileiro tem
sido descrito para o tratamento de inuUmeras doengas, tais como doencas inflamatarias,

microbiais, parasitarias e até mesmo neoplasias malignas®” %

. Porém, pouco se sabe sobre o
efeito dos extratos isolados destas plantas®. As Melastomataceaes fazem parte de uma
familia que compdem aproximadamente 68 géneros e 1.326 espécies de plantas espalhadas
pelo territério brasileiro. Elas correspondem a sexta maior familia das angiospermas,
possuem origem Brasileira e habitam regides tropicais e subtropicais, sendo sua maior

59, 60

incidéncia no Sul da América . Entre os géneros mais numerosos, as Miconias incluem

mais de 1000 espécies de plantas da familia Melastomataceae e muitos extratos destas
plantas tém sido utilizados no tratamento de diferentes patologias, inclusive o cancer® °*.
Estudos realizados tém mostrado a presenca de triterpenos, cumarinas, benzoquinonas,
flavondides e taninos em Miconias, principalmente na Miconia albicans (Sw.) Triana®® 2. A
Miconia albicans (Sw.) Triana é uma das Miconias utilizadas no presente trabalho (Figura 3),
pode atingir até 3 metros de altura e sua ocorréncia se da no cerrado brasileiro. A planta é
conhecida popularmente na Bahia como “canela de velho” ou “quaresmeira-de-flor-branca”
devido as suas acdes anti-inflamatéria e analgésica. Em estudos in vivo realizados
previamente por Vasconcelos et al.®’ demonstraram-se os efeitos analgésicos obtidos a

partir das particdes (hexanica, cloreto de metileno e hidroalcodlica) presentes nas folhas

desta planta. Para elucidar o efeito analgésico e anti-inflamatdrio do extrato, os autores
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avaliaram os principais componentes presentes na particdo cloreto de metileno, o acido
ursélico e acido oleandico, e notaram que quando ha a mistura de ambos os compostos, a
atividade é baixa, sugerindo novos estudos para a investigacdo destas moléculas®®.

Outro estudo in vivo realizado por Serpeloni et al.®®

, avaliaram os efeitos genotéxicos e
mutagénicos da Miconia albicans (Sw.) Triana e outras trés espécies de Miconia, sendo
observado que o uso de extratos brutos foi mais eficaz e quimiopreventivo quando
comparados aos compostos ja isolados. Serpeloni et al.%® verificaram ainda que quando a
ciclofosfamida (um agente alquilante que atua na proliferacdo celular) era associada aos
diferentes extratos das Miconias, estes exibiam um efeito protetor contra ciclofosfamida.
Apesar das citacOes sobre o possivel envolvimento de espécies destas plantas como
terapéutica para o cancer, ndo foram encontrados estudos na literatura que demonstrassem
o papel antineoplasico das plantas alvo deste estudo (Miconia albicans (Sw.) Triana, Miconia
chamissois Naudin e Miconia cuspidata Naudin) (Figura 3). Além disso, ndo existem
evidéncias sobre o uso destas espécies de Miconias em gliomas, por isso surge a necessidade

de se descobrir o potencial citotoxico destas plantas e avaliar os mecanismos de acdo de

seus extratos neste tipo tumoral.

Miconia albicans (Sw.) Triana  Miconia chamissois Naudin Miconia cuspidata Naudin

Figura 3 - Espécies da familia Melastomataceae utilizadas no presente estudo: Miconia
albicans (Sw.) Triana, Miconia chamissois Naudin e Miconia cuspidata Naudin. (Fonte:

modificado de Rezende, AR., 2012%* e Kuhlmann, M., 201265).

1.3.2- Familia Euphorbiaceae e derivados
As plantas da familia Euphorbiaceae sao responsaveis pela producdo de diversos

diterpendides e em sua maioria estes estdao associados a atividades farmacolégicas. Dentre
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os diterpenos encontra-se o ingenol mebutato (ingenol-3-angelato) utilizado para o
tratamento de lesdes de pele, como a queratose actinica e verrugas, e em estudos pré-
clinicos para o tratamento de melanoma®®.

O PEPO05 como é denominado, trata-se de um éster diterpeno ingenol-3-angelato,
composto sintético derivado de uma planta conhecida cientificamente como Euphorbia
peplus (Figura 4). O composto sintético que recebeu o nome de Picato® teve a aprovacao
pelo FDA (Food and Drug Administration) em 2012 para o uso tdpico no tratamento de
lesBes de pele conhecidas como queratose actinica®’.

Este composto tem revelado um grande potencial antineoplasico modulando a
atividade de proteinas quinases C (PKCs), uma classe de mais de dez isoformas da familia das
serina/treonina quinases que sdo distintas quanto a sua estrutura, dominio e substrato. As
izoenzimas (PKCs) sdo subclassificadas em trés grandes grupos de acordo com a interacao
com o cofator célcio (Ca®") ou diacilglicerol: (i) classicas ou convencionais: compostas pelas
PKCs a, BI, Bll e y, que sdo ativadas pelo Ca’*" e diacilglicerol; (i) PKCs novas &, €, n e 8
dependentes do diacilglicerol para a ativacio e independentes do Ca** e (iii) PKCs atipicas A, i
e { que independem dos dois cofatores. Ha uma outra grande classe, também importante e
qgue independe de calcio e diacilglicerol, que incluem as isoformas PKD/PKCu, dependentes
de um pseudosubstrato como cofator®® .

As isoformas PKCs estdo relacionadas a diferentes fungbes celulares, dentre elas
proliferacao, diferenciagdo, apoptose, invasdao, senescéncia, angiogénese tumoral,
resisténcia a farmacos. Embora algumas PKCs tenham fung¢les especificas, como por
exemplo, regular a sobrevida celular (PKC8), deve existir um equilibrio entre as isoformas.
Algumas PKCs, como as PKCa e PKCB, desempenham um papel anti-apoptético e a supressao
destas acaba por induzir a apoptose quando estas proteinas estdo associadas com a
superexpressdo da PKCS (pré-apoptoética). Porém, a superexpressao independente da PKC6
ndo é capaz de induzir a apoptose. Estudos relatam que o PEPO05 modula estas 3 PKCs
(PKCa, PKCPB e PKC8) atuando como fator anti-proliferativo e pré-apoptético® 7% 2.

De acordo com Serova et al.®®, estudos in vitro com linhagens tumorais de célon
tratadas com o PEPOO5 resultaram na ativacdo da PKCS e reducdao da expressao da PKCa

levando as células a apoptose. Além disso, os autores mencionam que o PEPOQS induziu a

diminuicdo de células na fase S do ciclo celular de maneira dose-e-tempo dependente.
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Mascia et al.”*

apontam ainda que outra potencial forma terapéutica do PEPOO5 é a inibicao
da PKCB, a qual atua diretamente no bloqueio da pigmentacdo da pele, se tornando uma
grande drea de interesse para os dermatologistas.

Estudos in vivo de Hampson et al.”*> mostram que o PEP005 induziu apoptose em 78%
das 33 linhagens celulares e células de blastos de pacientes com leucemia mieléide aguda
utilizadas. Consideravelmente, o composto ainda reduziu a massa tumoral em diferentes
modelos de camundongo testados, mostrando-se uma terapia potencial para o tratamento
de leucemia. Em um estudo anterior, os autores mostraram que as linhagens de leucemia
gue eram responsivas ao PEPO0O5 necessitavam da ativacdo e expressdo da PKC&”2. Por isso,
Hampson et al.”> avaliaram também a express3o da proteina PKCS através de western-blot,
comparando as linhagens celulares dos pacientes responsivos ao tratamento com o PEP005
e as linhagens dos pacientes ndo-responsivos, e verificaram que houve ativacao da PKCS em
ambos os grupos, porém devido a ativacdo de ambos, ndo foi possivel diferenciar pacientes
responsivos de ndo responsivos, como se esperava.

Em gliomas, as PKCs desempenham um importante papel na proliferacdo e apoptose.
Além disso, a modulacdo destas proteinas tem se mostrado um importante preditor da
doenca’. Estudos evidenciam ainda, que os gliomas malignos expressam maiores niveis de
ativacdo de PKCa e menores de PKC8 quando comparados aos astrocitomas de baixo grau’”.
Desta forma, a busca de novos compostos que modulem as diferentes isoformas das PKCs,
como o composto PEPOO5, torna-se um campo promissor para novas pesquisas direcionadas

ao tratamento de gliomas.
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Euphorbia peplus

Figura 4 - Espécie da familia Euphorbiaceae: Euphorbia peplus. (Fonte: modificado de

http://www.aphotoflora.com/d euphorbia peplus petty spurge.html). Disponivel em:

23/07/2015.

1.4- Abordagens utilizadas para a descoberta de compostos naturais
Cerca de 80% da populacdo mundial faz uso de produtos fitoterapicos para o
tratamento de doencas’”. Pesquisas tém demonstrado um vasto nimero de farmacos

75-78

obtidos através de produtos naturais e seus compostos secundarios”””"". Devido a este fato,

estudos de rastreamento de plantas e compostos bioativos tém sido utilizados para o
desenvolvimento de novos farmacos’® ’°.
Os métodos empregados para a descoberta destes compostos ativos dependem dos

79 80 porém, a técnica mais utilizada no

objetivos a serem estudados posteriormente
rastreamento de compostos, 0s quais ndo sao conhecidas suas propriedades ainda, tem sido
o fracionamento guiado por bioensaio”’. Ap6s o isolamento da substancia pura, técnicas de
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectroscopia de massa sdo
empregadas na tentativa de se descobrir a molécula isolada’.

Um dos primeiros passos para se estudar plantas é saber que estas podem sofrer
influéncia pela idade, modo de coleta e condi¢des climaticas do ambiente, por isso cuidados
devem ser tomados para a re-coleta das espécies evitando-se a alteracdo de seus
metabdlitos”.

Ha diversos métodos de extracdao de compostos das plantas, um deles é através de
adicdo de solventes liquidos, sendo este método conhecido como extracdo de solvente

sélido-liquido’®. Além deste, ha o processo de maceracdo que é bastante simples, e envolve

manter a planta imersa em solvente adequado a temperatura ambiente, podendo estar sob


http://www.aphotoflora.com/d_euphorbia_peplus_petty_spurge.html
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agitacdo mecanica’®. A percolagdo é similar ao processo de maceracdo, mas n3o envolve
solventes quentes. Ja a destilacdo a vapor utiliza um equipamento que destila 6leos volateis
imisciveis com agua.

Quando a polaridade e a solubilidade dos compostos ja sdo conhecidas, a extracdo é
realizada através de uma sequéncia de solventes’’. Os solventes sio adicionados e os
diferentes compostos s3o retirados de acordo com a polaridade (baixa, média ou alta)’®. O
extrato bruto pode ser fracionado através de cromatografia liquida de alta performance
(HPLC), seguida de bioensaios para a extracdo das fracdes ativas’> &',

A Figura 5 mostra de maneira esquematica, o isolamento de compostos ativos guiado

por bioensaio.

Extrato Bruto da Planta

Bioensaio

Atividade Sem Atividade

!

Particionamento

|

|

Bioensaio

Atividade Sem atividade

Atividade =2 Elucidag&o estrutural
Fracionamento  ——3 Bjoensaio

Sem atividade

Figura 5 - Fluxograma do isolamento de compostos secundarios ativos guiados por

bioensaio. (Fonte: modificado de Sharma & Gupta, 20157°).
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2- JUSTIFICATIVA

Os gliomas apresentam elevada taxa de mortalidade e sdo caracterizados pela
presenca de heterogeneidade intratumoral e resisténcia inata as opgdes terapéuticas atuais,
sendo a terapia padrdo essencialmente paliativa. Dessa forma, a busca por novas terapias
alternativas que auxiliem no tratamento destes tumores se faz necessdria. Uma vez que a
utilizacdo de agentes antineoplasicos de origem natural tem revelado uma grande eficacia e
oferece um amplo campo para investigacdo cientifica, este trabalho justifica-se pela busca
de terapias alternativas com origem na biodiversidade brasileira para o tratamento de
gliomas, utilizando um amplo painel de linhagens que recapitulem as relacdes gendtipo-

resposta.



17

3- OBJETIVOS

3.1- Objetivo geral
Caracterizar o efeito antineopldsico in vitro de extratos naturais e do composto PEP00O5

em linhagens celulares de glioma humano.

3.2- Objetivos especificos
- Avaliar a citotoxicidade (ICso) dos extratos naturais e do composto PEPOO5 em

linhagens de glioma humano;

- Avaliar os efeitos bioldgicos dos extratos naturais selecionados e do composto

PEPOO5 na morte, migracdo e invasao celular em linhagens de glioma humano;

- Caracterizar as principais vias de sinalizacdo envolvidas nos efeitos dos extratos

naturais selecionados e do composto PEP0O5.
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4- MATERIAIS E METODOS
4.1- Linhagens celulares estabelecidas

Neste trabalho foi utilizado um painel de 12 linhagens tumorais estabelecidas de
glioma (6 adultos e 5 pediatricos), além de 1 linhagem de astrécito normal comercial (NHA-
ATCC (LGC Promochem Middlesex, UK)) disponiveis no Centro de Pesquisa em Oncologia
Molecular (CPOM) do Hospital de Cancer de Barretos. Estas linhagens foram obtidas
comercialmente a partir da colecdo de culturas celulares Européia (European Collection of
Cell Cultures-ECACC, Salisbury, United Kingdom) e colaboracdes do Centro de Pesquisa do
Hospital de Cancer de Barretos (Tabela 2). De uma forma geral, as células foram cultivadas
em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium-Sigma) suplementado com 10% SBF
(soro bovino fetal - Fetal Bovine Serum-Sigma) e 1% de P/S (Penicilin/Streptomycin - Life
Technologies) em frascos de cultura de 25 ou 75cm?, de polietileno ou em placas de cultura,
na densidade média de 1x10%/mL, a 37°C, 5% de CO, e 90% de umidade, até atingirem
confluéncia. Apds confluéncia, as células foram tripsinizadas (solucdo tripsina 0,05%/EDTA
0,53 mM - Triple Express, Life Technologies), plaqueadas e mantidas nas condigGes acima
descritas para os estudos de resposta terapéutica e caraterizacdo bioldgica. A autenticacdo
das linhagens foi realizada pelo laboratério de Diagndstico no Hospital Cancer de Barretos
(Sao Paulo, Brasil). A analise foi realizada pelo perfil de short tandem repeat (STR) do DNA. A

identidade de todas as linhagens foi confirmada por genotipagemsz.



Tabela 2- Painel de linhagens celulares estabelecidas de glioma e astrdcito normal humano.
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Linhagens Tipo Grau Descricao Sexo Idade Principais mutagées Obtengao das linhagens
celulares histolégico (OMS)
NHA Astrécito - Desconhecido  Desconhecido  Desconhecido - Bax, D.A. et al. 2009
Normal
GAMG Glioblastoma v Adulto Feminino 42 TP53 e TERT DSMZ*
U251-MG  Glioblastoma v Adulto CDKN2A/B, EGFR, TP53, PTEN e Costa B.M. et al. 2010*
TERT
SW1088 Astrocitoma " Adulto Masculino 72 CDKN2A/B, KLHLSY, Interferon ATCC*
anaplasico all, FNa8, BRAF, PTEN, TP53 e
TERT
us87-MG Glioblastoma v Adulto Masculino 44 CDKN2A/B, PTEN e TERT ATCC®
Al172 Glioblastoma vV Adulto Masculino 53 CDKN2A e PTEN ECACC®
T-98G Glioblastoma vV Adulto Masculino 61 CDKN2C e PTEN ECACC®
SW1783 Astrocitoma 1 Adulto Masculino 68 PDGFRA e TERT ATCC®
anaplasico
RES186 Astrocitoma [ Pediatrico Feminino 3 TERT Bax, D.A. et al. 2009%

Pilocitico

(Continua na préxima pagina...)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Costa%20BM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20068170
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Tabela 2 (continuagao)- Painel de linhagens celulares estabelecidas de glioma e astrécito normal humano.

Linhagens Tipo Grau Descricao Sexo Idade Principais mutagées Obtengao das linhagens
celulares histolégico (OMS)
SF188 Glioblastoma v Pedidtrico Masculino 8 - Bax, D.A. et al. 2009*°
RES259 Astrocitoma I Pedidtrico Feminino 4 TERT Bax, D.A. et al. 2009*°
difuso
KNS42 Glioblastoma \Y; Pediatrico Masculino 16 TP53, RB1, H3F3A e TERT Bax, D.A. et al. 2009%
uwa479 Astrocitoma 1] Pedidtrico Feminino 13 - Bax, D.A. et al. 2009*°

anaplasico

*ATCC-Colecdo de Tipos de Cultura Americana, DSMZ-Colecdo Alema

Culturas Celulares Autenticadas.

de Microrganismos e Cultura Celular e ECACC- Colecdo Européia de
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4.2- Linhagem tumoral de cultura primaria estabelecida

Neste estudo utilizou-se também, uma linhagem denominada HCB151, obtida a partir
de um tecido tumoral remanescente de um paciente do Hospital de Cancer de Barretos, sexo
masculino, 65 anos de idade e com diagndstico de glioblastoma, a qual foi estabelecida
previamente, como descrito pelo grupo®. As células foram cultivadas em meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium-Sigma) suplementado com 10% SBF (soro bovino fetal -
Fetal Bovine Serum-Sigma) e 1% de P/S (Penicilin/Streptomycin - Life Technologies) em
frascos de cultura de 25 ou 75cm?, de polietileno ou em placas de cultura, na densidade
média de 1x10°/mL, a 37°C, 5% de CO, e 90% de umidade, até atingirem confluéncia. Apds
confluéncia, as células foram tripsinizadas (solugdo tripsina 0,05%/EDTA 0,53 mM - Triple
Express, Life Technologies), plagueadas e mantidas nas condicGes acima descritas para os
estudos de resposta terapéutica e caracterizacdo bioldgica. O perfil mutacional da linhagem
apresentou alteracdes apenas em TP53. A identificacdo da cultura primaria e a confirmacao
adicional de que a mesma e o tecido normal congelado eram provenientes do mesmo

paciente foi também realizada por analise de perfil STR®.

4.3- Obtencao dos compostos
4.3.1- Extratos

Para este trabalho foram disponibilizados 13 extratos brutos derivados de plantas da
flora Brasileira adquiridos através de uma parceria com a professora Dra. Rosy lara Maciel de
Azambuja Ribeiro da Universidade Federal de Sao-Jodao-del-Rei, Campus Centro-Oeste Dona
Lindu-MG. Estes extratos foram coletados no Parque do Sabia localizado em Uberlandia-MG,
Latitude: -18°54'24.53" e Longitude: -48°13'53.79", e encontram-se depositados em
Herbdrio Fiel Depositdrio da Universidade Federal de Uberlandia. Os extratos (17, 18 e 19)
selecionados para uma avaliagdo mais ampla neste trabalho, também encontram-se
disponiveis no Herbario Fiel Depositario da Universidade Federal de Uberlandia sob o
numero de depésito: HUFU 56558, HUFU 44998 e HUFU 59592, respectivamente. A Tabela 3
evidencia o nome popular, a espécie e a familia dos extratos das plantas que foram avaliados
neste projeto. Os extratos brutos foram obtidos a partir das folhas de suas respectivas

plantas.



Tabela 3- Classificacdo de extratos naturais origindrios da flora Brasileira.
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Identificacdo dos

Nome Popular Nome Cientifico Familia
Extratos
1 Pau pombo Tapirira guianensis Fabaceae
2 Gongalo-Alves Astronium fraxinifolium Anacardiaceae
3 Pimenta-de-Macaco Xylopia aromdtica Annonaceae
7 Araticum Annona crassiflora Annonaceae
8 Negramina Siparuna guianensis Siparunaceae
10 - Acacia alata Fabaceae
14-1 Pata-de-vaca Bauhinia variegata Fabaceae
15-1 Pata-de-vaca branca Bauhinia variegata céndida Fabaceae
16-I Pata-de-viado Bauhinia ungulata Fabaceae
17 Pixirica-da-mata Miconia cuspidata Melastomataceae
18 Canela de velho Miconia albicans Melastomataceae
19 Pixirica-agu Miconia chamissois Melastomataceae
Stryphnodendron
21-1 Barbatimao Fabaceae
adstringens

4.3.2- Particionamento do extrato 19 e sua caracterizagao por RMN

O extrato 19, cujos resultados do screening inicial deste trabalho evidenciaram um

potencial antineoplésico foi selecionado e particionado pela equipe da Prof°. Dr®. Rosy |. M.

A. Ribeiro para obtengdo de componentes mais puros. Desta forma foram obtidas as

seguintes particdes deste extrato: A (hidroalcdolica), B (hexanica), C (cloroférmica) e D

(aceto-etilica). Logo apds, o extrato bruto assim como as particdes foram avaliadas em

estudo qualitativo isto é, quanto a presenca ou auséncia das principais classes de compostos

secunddrios existentes. Na Tabela 4, evidenciamos as classes de compostos secundarios

majoritarios obtidas através do estudo fitoquimico desenvolvido pela equipe da Dr®. Rosy I.

M. A. Ribeiro.
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Tabela 4- Compostos secundarios majoritarios presentes no extrato 19 e particdes de

plantas do género Miconia obtidos através de estudo fitoquimico.

Classe de Compostos Secundarios

Extrato/ Esteréides/
Flavondides Saponinas Taninos Alcaléides Cumarinas
Particbes  Triterpendides

19EB + + + + + +
19A - + + + - +
198 + + - + + -
19C - + + + + +
19D - + - + - +

(19) Miconia chamissois; (EB) Extrato Bruto (A) Particdo hidroalcdolica; (B) Particdo

hexanica; (C) Particdo cloroférmica; (D) Particdo aceto- etilica; (+) presente; (-) ausente.

As particbes e o extrato 19 foram avaliados ainda, através de RMN (Ressonancia
Magnética Nuclear) pelo Prof. Dr. Wanderson Romdo e sua equipe de alunos (Fernanda
Endringer Pinto e Bruno Gomes de Oliveira) do Laboratdrio de Petrolebmica e Quimica
Forense da Universidade Federal do Espirito Santo, em parceria estabelecida com a Prof°.
Dr’. Rosyl. M. A. Ribeiro. Os espectros obtidos por RMN com as principais moléculas
encontradas tanto nas particdes (B, C e D) quanto no extrato 19 e confirmadas por
similaridade em banco de dados, podem ser observados nos Anexos B, C, D e E do presente

estudo.

4.3.3- Composto sintético

Para este trabalho foi também adiquirido um composto sintético denominado,
ingenol-3-angelato ou PEP005°> 7°, derivado da planta Euphorbia peplus, obtido
comercialmente pela empresa AdipoGen. A estrutura quimica do composto sintético PEP005

é evidenciada na Figura 6.
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Figura 6- Estrutura quimica do composto sintético PEP005. (Fonte: modificado de
http://www.adipogen.com/ag-cn2-0012/ingenol-3-angelate.html). Disponivel em:
29/06/2016.

4.4- Determinacgdo da viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular em solugdo aquosa, Cell Titer 96 Aqueous One Solution
Cell Proliferation Assay (Promega) foi utilizado, conforme descrito pelo fabricante, como um
método colorimétrico para determinar o numero de células viaveis nos ensaios de
proliferacdo ou citotoxicidade. O Cell Titer 96® contém o composto tetrazélio [3 - (4,5-
dimetil-2-il)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazdlio, sal interno; MTS] e
um reagente de acoplamento de elétrons (fenazina ethosulfate; PES). O PES possui uma
estabilidade quimica melhorada, o que Ihe permite ser combinado com MTS para formar
uma solucdo estdvel colorida. Ao medir a absorbancia das diferentes amostras testes e
controle (regra 1%-DMSO), pode-se inferir se o numero de células vivas em cada amostra é
semelhante. Para este ensaio, 5 x 10° células foram semeadas em placas de 96 pocos,
tratadas com diversas doses dos extratos e derivados sintéticos (item 4.6) e incubadas por
72 horas. Para o extrato bruto 19 e suas respectivas particdes, B e C, foi realizada uma
cinética de incubacdo em periodos de 6, 12, 24, 48 e 72 horas. Logo apds, 10l do reagente
de MTS diluido em 90uL de meio de cultura foi adicionado a cada pogo e as células foram
incubadas a 37°C durante 2 horas. A absorbancia foi medida em leitor de placa de ELISA
(Varioskan Flash-Thermo Scientific) a 490 nm. Os resultados dos valores de absorbancia
foram convertidos em média de porcentagem * desvio padrdo de viabilidade celular, os

quais as células em presenca do veiculo (DMSO) foram utilizadas como controle,
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correspondendo a 100% de sobrevivéncia. Os experimentos foram realizados em triplicatas
bioldgicas e experimentais e, as analises de viabilidade celular foram calculadas através do

programa GraphPad PRISM versdo 5.

4.5- Determinagdo da ICsg

A determinacdo da ICso (concentracdo inibitdria de 50% das células) foi realizada por
analise de regressdo ndo-linear através do software GraphPad PRISM versdo 5 a partir dos
resultados de viabilidade obtidos no item 4.4. O NCI (Instituto Nacional do Céancer
Americano) determina que extratos brutos promissores para estudos de purificacdo
subsequentes e ensaios de citotoxicidade possuam valores de ICsq <30ug/mL e para os
estudos de citotoxicidade deste trabalho adotou-se este mesmo critério previamente

estabelecido®.

4.6- Curvas de diluicao
4.6.1- Curva de diluicdo dos extratos naturais e suas particoes

Para a analise de citotoxicidade e determinacdo dos valores de ICsg nas linhagens
celulares de glioma com os extratos brutos foram utilizadas 7 concentragdes iniciais dos
extratos naturais, em DMSO, variando de 1,5 pg/mL a 300 pug/mL e o veiculo DMSO, o qual
nao ultrapassou 1% de concentragao final no pogo para o tratamento (regra 1% DMSO),
sendo: 12, 25, 50, 100, 200 e 300 ug/mL para os extratos 1,2,3 e 7; 3, 5, 10, 50, 100, 200 e
300 pg/mL para os extratos 10, 14-l, 15-1, 16-1 e 21-1; 1,5, 3, 5, 10, 50, 100 e 200 pg/mL para
os extratos 8, 17, 18 e 19. As doses utilizadas para a determinagao dos valores de ICsq foram
obtidas a partir de critérios estabelecidos pelo NCI (Instituto Nacional do Cancer Americano).
A curva de diluigdo inicialmente utilizada foi escalonada a partir de 0,15 ug/mL devido a
sensibilidade de algumas linhagens. Para o preparo das solu¢des de trabalho que variaram
de 0,15 pg/mL a 1,5 pug/mL utilizou-se o estoque 2 de 5 mg/mL (diluigdo 1:10 do estoque 1
em DMSO). Porém, para o preparo das solu¢bes de trabalho que variaram de 3ug/mL a
300pg/mL utilizou-se o estoque 1 (50 mg/mL). Para a analise de citotoxicidade e
determinacdo dos valores de ICso nas linhagens celulares de glioma com as parti¢cdes do
extrato 19 foram utilizadas 6 concentragdes iniciais de 1,5 pg/mL a 100 pg/mL (1,5, 5, 10, 25,

50 e 100 pg/mL) e o veiculo DMSO (regra 1%). O extrato 19 foi utilizado como controle
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interno dos experimentos em relacdo as particdes durante a avaliacdo de citotoxicidade

celular.

4.6.2- Curva de diluicdo do composto sintético e do quimioterapico (TMZ)

Para a andlise de citotoxicidade e determinacdo dos valores de ICso nas linhagens de
glioma com o composto PEPOO5 foram utilizadas 7 concentragdes iniciais e o veiculo DMSO,
o qual ndo ultrapassou 1% de concentracdo final no poco para o tratamento (regra 1%
DMSO), cujas diluigdes variaram conforme a resposta das linhagens durante os ensaios,
sensibilidade ou resisténcia ao farmaco. O estoque 1 (11,6 mM) foi diluido 1000 X para a
obtencdo do estoque 2 (11,6 uM) e preparo das solucdes de trabalho da curva 1 do PEPOOS5,
sendo 7 concentracdes utilizadas para a curva (0,001, 0,002, 0,0043, 0,0086, 0,021, 0,032 e
0,043 pg/mL) e o veiculo DMSO (regra 1%). O estoque 2 (11,6 mM) foi obtido diretamente
da solucdo estoque 1 (11,6 mM) para o preparo das solugdes de trabalho da curva 2 do
PEPOO5. As 7 concentracgOes utilizadas para a curva foram (1,08, 2,15, 4,31, 8,62, 21,55,
32,32 e 43,10 pg/mL) e o veiculo DMSO (regra 1%). Para a curva 3 do PEP0O5, utilizou-se
uma curva gerada a partir da curva 1 e 2 que variou de (0,002, 0,043, 0,21, 0,43, 2,15,4,31 e
8,62 ug/mL) e o veiculo DMSO (regra 1%). Para a analise de citotoxicidade e determinacdo
dos valores de ICso do quimioterapico TMZ nas linhagens celulares de glioma foram utilizadas
7 concentragdes iniciais de 1,21 a 48,54 ug/mL (1,21, 2,43, 4,85, 9,70, 24,27, 36,40, 48,54
ug/mL) e o veiculo DMSO (regra 1%). Para o preparo da curva de trabalho utilizou-se a

solucdo estoque (103 mM).

4.7-Determinacgdo do indice de seletividade

Os extratos brutos, particbes, composto sintético PEPOO5 e o quimioterapico TMZ
foram avaliados através do indice de seletividade (IS) que pode ser obtido pela divisdo do
valor de ICsg de uma linhagem celular ndo tumoral por uma linhagem tumoral. Esta anadlise
permite identificar a seletividade dos compostos testados e o potencial uso destes em
estudos clinicos. Neste estudo, o IS foi obtido a partir da seguinte férmula: ICsq da linhagem
ndo tumoral (NHA) / ICso das linhagens tumorais. Para esta andlise adotou-se como
significativo, um valor de IS maior ou igual a 2,0, bem como descrito previamente pelo NCI

(Instituto Nacional do Cancer Americano)®.
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4.8- Caracterizagdo das principais vias sinalizadoras ativadas/inibidas pelos extratos e
compostos sintéticos
4.8.1- Ensaio de western blot

Para a andlise das vias de sinalizacdo, as linhagens celulares foram cultivadas em placas
de 6 pocos e posteriormente, tratadas por 24 horas com os respectivos valores de ICsg para
os extratos 17, 18 e 19, particoes B e C (extrato 19) e composto sintético (PEP005). Para a
avaliacdo da modulacdo das proteinas kinase C (PKCs), as linhagens foram tratadas com o
PEPOO5 (30 minutos, 1 hora e 24 horas) e com o composto PMA (forbol 12-miristato 13-

acetato) (30 minutos e 1 hora)’® ¥

. Em seguida, as células foram homogeneizadas em
tampado contendo 50mM Tris pH 7.6-8, 150mM NaCl, 5mM EDTA, 1mM Na3Vv04, 10mM
NaF, 10mM NaPirofosfato, 1% NP-40, suplementadas com um coquetel de inibidores de
protease (ImM DTT, 1pg/mL leupeptina hemisulfato, 1ug/mL aprotinina, ImM PSMF, 1mM
EDTA) por 1 hora, seguido por centrifugacdo a 13.000g a 4°C por 15 minutos. A
guantificacdo das proteinas totais foi realizada utilizando o reagente Bradford (Bio-Rad), de
acordo com instrucdes do fabricante. Logo apds, 20ug do extrato total de proteinas de cada
amostra foi separado por SDS-PAGE 10% e transferido para membranas de nitrocelulose
(Hybond-C™ Extra, Amersham Biosciences). As membranas foram entdo bloqueadas com 5%
de leite em pd desnatado diluido em TBST e incubadas com os anticorpos primarios para

proteinas totais e fosforiladas. Os anticorpos primarios utilizados estao descritos na Tabela

5.
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Tabela 5- Relacdo de anticorpos primarios utilizados nos ensaios de western blot.

Anticorpo Primario Isotipo Clone Fabricante
anti-PARP clivada (Asp214) Rabbit mAb (D64E10) Cell signalling
anti-caspase 3 clivada (Asp175) Rabbit mAb (5A1E) Cell signalling
anti-p44/42 MAPK (ERK1/2) Rabbit mAb (137F5) Cell signalling
anti-AKT (Thr308) Rabbit mAb (C31E5) Cell signalling
anti-p-H2AX histona (Ser139) Rabbit mAb (20E3) Cell signalling
anti-p21 Waf1/Cip1 Rabbit mAb (12D1) Cell signalling
anti-p27 kip1 Rabbit mAb (D69C12) Cell signalling
anti-p-PKCa/B I Rabbit mAb (Thr638/641) Cell signalling
anti-p-PKC& Rabbit mAb (Thr505) Cell signalling
anti-PKCa #2056 Rabbit mAb - Cell signalling
anti-PKC% Rabbit mAb (D10E2) Cell signalling
anti-PKC5/6 Rabbit mAb  (Ser643/676) Cell signalling
anti-PKC8 Rabbit mAb (Thr538) Cell signalling
anti-PKC T Rabbit mAb (C24Es6) Cell signalling
anti-PKC ¢/A Rabbit mAb  (Thr410/403) Cell signalling
anti-PKC & Rabbit mAb (D10E2) Cell signalling
anti-PKC & Rabbit mAb (22B10) Cell signalling
anti-PKC Pan Rabbit mAb  (Bll Ser660)  Cell signalling
anti-PKD/PKCp (Ser916) Rabbit mAb (Ser91e6) Cell signalling
anti-PKD/PKCp. (Ser744/748) Rabbit mAb  (Ser744/748) Cell signalling
a-tubulina Mouse mAb (DM1A) Cell signalling

Todos os anticorpos foram diluidos em TBST + BSA 5% e utilizados a uma diluicdo de
1:1000, exceto o anti-p-ERK, p-AKT e p-H2AX que foram utilizados a uma dilui¢ao 1:500.
Posteriormente, as membranas foram incubadas com o anticorpo secundario conjugado
com peroxidase (anti-mouse ou anti-rabbit) e a membrana foi revelada pelo método de
guimioluminescéncia ECL (GE). A deteccdo do sinal quimioluminescente foi realizada no
sistema de foto documentacdo Image Quant LAS 4000 mini (GE) e posteriormente as bandas
foram analisadas e quantificadas utilizando o software Image J, obtendo o indice de

densidade éptica de cada anticorpo utilizado neste projeto. O software Microsoft Excel foi
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utilizado para as normalizacGes de expressdo das proteinas em porcentagem do controle (a-
tubulina). A expressdo da a-tubulina foi utilizada como controle interno de normalizacédo
para proteinas totais, como: AKT, ERK, p27, p21, PARP, Caspase-3, PKCa, PKC, PKCg, PKC (,
PKD/PKCu e as fosforiladas p-PKCO, p-PKCZ/A, p-PKC6/6 e p-PKC Pan (Bll Ser660) que ndo
possuem proteinas totais para a sua normalizacdo. As demais proteinas foram normalizadas
em funcdo de sua proteina total, como: p-PKCa/Bll em fun¢do de PKCa, p-PKCS em funcdo
de PKCS e p-PKD/PKCu(Ser916) e p-PKD/PKCu(Ser744/748) em funcdo de PKD/PKCu. Apds as
normalizacBes de expressao das proteinas em porcentagem do controle, os graficos foram
gerados através do software GraphPad Prism denotando a porcentagem de expressao
relativa de proteinas. O experimento foi realizado uma Unica vez, sendo necessdria a

realizacdo de sua duplicata bioldgica.

4.8.2- Ensaio de fracionamento celular

A linhagem celular U251-MG foi semeada e cultivada em placas de 6 pocos, até atingir
a confluéncia de aproxidamente 90%. As células foram entdo tratadas por 1 hora com o
valor de ICsg para o PEPOO5 e uma concentracdo final de 0,1uM do composto PMA (solucdo
estoque de 1,62mM)®’. Subsequentemente, as fracdes celulares foram obtidas através do kit
ProteoExtract™ Subcellular Proteome Extraction (Calbiochem) de acordo com as
recomendagdes do fabricante. A quantificacdo e transferéncia das proteinas para a
membrana de nitrocelulose foi realizada conforme o item 4.7.1, descrito anteriormente. As
proteinas foram entdo incubadas com o anticorpo primdrio de interesse, anti-PKCa Rabbit
mAb (Cell signalling), e com os respectivos anticorpos como referéncia das fracées do
experimento, anti-TRADD (7G8) Rabbit mAb (Cell signalling), anti-Laminina B1 (ab97775)
(Abcam) e anti-glucose transporter GLUT1 (Ab15309) (Abcam). O experimento foi realizado

uma Unica vez, sendo necessdria a realiza¢do de sua duplicata bioldgica.

4.9- Caracterizacdo funcional dos tratamentos com os extratos naturais/derivado
4.9.1- Ensaio de ciclo celular

Para a avaliagcdo do ciclo celular, as linhagens celulares de glioma foram semeadas e
cultivadas em placas de 6 pogos, até atingirem a confluéncia de aproximadamente 90% em

estufa a 37°C e 5% CO, em atmosfera Umida. Em seguida, as células foram tratadas por 24
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horas com os valores de ICso para o extrato 19, suas particdes (B e C) e para os compostos,
PEPOO5 e TMZ. Posteriormente, as células tratadas foram submetidas a marcacdo com
iodeto de propidio (Pl-viabilidade celular) (FITC) utilizando o Cell Cycle Kit (BD Biosciences),
conforme as recomendacdes do fabricante. A aquisicdo dos dados foi realizada através do
citdbmetro de fluxo BD Accuri™ C6 (BD Biosciences) e a analisada com o software BD Accuri®
C6 (BD Biosciences). Os experimentos foram realizados em duplicatas experimentais e

réplicas bioldgicas.

4.9.2- Ensaio de migragao celular (wound healing)

A propriedade de migragdo celular das linhagens celulares de glioma foi avaliada
através do ensaio de wound healing (cicatrizacdo de ferida). Em placas de 6 pocos, as
linhagens de glioma foram semeadas e cultivadas até atingirem a confluéncia de
aproximadamente 90%. Com auxilio de uma ponteira de 200uL foram realizados duas
ranhuras paralelas na monocamada celular. As células foram entdo incubadas com a
concentracdo equivalente a respectiva 1Cso dos extratos 17 e 18. Em seguida, as areas
correspondentes as ranhuras foram fotografadas por microscopia (Nikon Eclipse 50i) em
tempos apropriados (0, 24, 48 e 72 horas) e em 4 diferentes pontos, sendo as distancias das
medidas obtidas em pixels pelo software do microscépio (Nikon Eclipse 50i). A distancia de
migra¢do celular foi calculada utilizando os 4 pontos de referéncia em cada intervalo de
tempo a partir da seguinte formula: distancia de migrac¢do relativa (%) = 100 (A-B)/a-b, onde
A/a é a largura da célula da ferida antes da incubacdo e B/b é a largura da ferida de células
apo6s a incubacdo; A/B refere-se a condi¢do tratada, a/b refere-se a condi¢do do controle
(DMSO)®. Apds os célculos de porcentagem de migragdo, o software GraphPad Prism foi
utilizado para gerar os gréficos. O experimento foi realizado uma Unica vez, sendo necessaria

a realizacdo de sua triplicata bioldgica.

4.9.3- Ensaio de migragao celular (transwell)

A propriedade de migragao celular das linhagens celulares tratadas com o valor de ICs
para o extrato 19, suas particdes (B e C) e para o composto sintético PEPO0O5 foi também
avaliada, através da capacidade de migrar para a membrana do inserto (transwell) utilizando

o Kit Cell Culture Inserts (Falcon). O meio DMEM suplementado com 10% de soro foi
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utilizado como quimio-atrativo no compartimento inferior dos pocos da placa de 24 pocos.
As células foram tripsinizadas e semeadas a uma densidade de 1 x 10° aos compartimentos
superiores dos pocos juntamente ao tratamento (valor de ICsg) com os extratos, particoes e
composto sintético de interesse e incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. As células que
tiveram a capacidade de migrar e alcancar a membrana do inserto foram fixadas com
metanol 100% a -20°C e coradas com Hematoxilina/Eosina. As células foram visualizadas e
fotografadas por microscopia (Nikon Eclipse 50i), sendo posteriormente quantificadas
através do software Imagel e normalizadas em Microsoft Excel. Apds a normalizacdo da
porcentagem de células tratadas em relacdo ao controle (DMSO), os graficos foram gerados
a partir do software GraphPad Prism. Os experimentos foram realizados em duplicatas

experimentais e bioldgicas.

4.9.4- Ensaio de invasao celular

A propriedade de invasdo das linhagens celulares tratadas com o valor de ICsq para o
extrato 19 e suas particdes (B e C) e do composto sintético PEPOO5 foi avaliada pelo ensaio
de matrigel, através da capacidade de transmigrar uma matriz extracelular utilizando o
Biocoat Matrigel Invasion Chamber (BD biosciences). O matrigel foi hidratado por 2 horas
com meio de cultura DMEM sem suplementacdo com soro. Posteriormente, no
compartimento inferior dos pogos da placa foi colocado o meio DMEM suplementado com
10% de soro utilizado como quimio-atrativo. As células foram tripsinizadas e semeadas a
uma densidade de 1 x 10°> aos compartimentos superiores dos pocos juntamente ao
tratamento (valor de ICsg) com os extratos, particdes e composto sintético de interesse e
incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. Apds a incubacio, as células que n3o degradaram
o matrigel (matriz extracelular) foram removidas com um cotonete tipo swab e as células
invasoras ou seja, que degradaram o matrigel e alcangaram a membrana do inserto foram
fixadas com metanol 100% a -20°C e coradas com Hematoxilina/Eosina. As células foram
visualizadas e fotografadas por microscopia (Nikon Eclipse 50i), sendo posteriormente
guantificadas através do software Imagel e normalizadas em Microsoft Excel. Apds a
normalizagao da porcentagem de células tratadas que invadiram a membrana em relagdo ao
controle 1% (DMSO), os graficos foram gerados a partir do software GraphPad Prism. Os

experimentos foram realizados em duplicatas experimentais e bioldgicas.



32

5- Andlise estatistica

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade celular foram expressos por porcentagem
média + desvio padrdo de viabilidade de células relativo ao DMSO (considerado 100% de
viabilidade). A concentracdo ICs, foi calculada por andlise de regressdo nao linear utilizando
o software GraphPad Prism®. ANOVA seguida de pds-teste de Tukey foram utilizados para
comparar os grupos tratados entre si nos ensaios de citotoxicidade, migracdo e invasao
celular por transwell. Os resultados dos ensaios de ciclo celular foram expressos através do
teste ndo-paramétrico de Kruskal Wallis seguido de pds-teste de Dunn, estabelecendo uma
comparacdo entre os grupos. O GraphPad Prism® foi utilizado para todas as andlises
estatisticas supracitadas e um valor de p <0,05 foi adotado como uma diferenca

estatisticamente significativa.



6- Delineamento Experimental

Na Figura 7 estdo sumarizadas as estratégias experimentais utilizadas neste projeto.

Etapa l-A
13 Extratos naturais Avaliagdo de
(Extratos Brutos) citotoxicidade Selegio extratos
Parceria com ER AL 17,18e19
)
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Figura 7- Delineamento experimental.
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6.1- Aspectos éticos

Este projeto trata-se de um segmento de dois projetos previamente aprovados pelo
Comité de Etica e Pesquisa (CEP) do Hospital de Cancer de Barretos - Fundacdo Pio XIl. O
projeto intitulado: “Estabelecimento, caracterizacGo molecular e estudo de resposta
terapéutica de culturas celulares primdrias de tumores cerebrais” recebeu aprovacao do CEP
sob o numero 491/2011 para a utilizacdo das linhagens tumorais primarias ja estabelecidas
no Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular do Hospital de Cancer de Barretos-Fundacao
Pio Xll-Barretos/SP e para o uso de linhagens comerciais de gliomas possui a aprovacdo do
atual projeto: 836/2014, o qual é intitulado: “Caracterizacdo in vitro do potencial
antineopldsico de extratos naturais e derivados em linhagens celulares de glioma humano”.
Os extratos naturais em questdo foram concedidos através da autorizacdo do Conselho de
Patrimdnio Genético cedido pelo CNPq sob coordenacdo da professora e pesquisadora Dr®.
Rosy lara Maciel de Azambuja Ribeiro e sob nimero de processo: 010465/2014-6, cujo
projeto é intitulado: “Caracterizacdo fitoquimica de extratos vegetais e sua acdo sobre

metaloproteinases”.
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7- RESULTADOS

7.1- Analise do perfil de citotoxicidade dos extratos brutos

A citotoxicidade dos extratos brutos in vitro foi avaliada a partir da viabilidade celular
de 5 linhagens comerciais, 2 de glioma adulto (GAMG e U251-MG), 2 de glioma pediatrico
(SF188 e RES259) e 1 linhagem de astrécito normal humano (NHA), além de 1 linhagem de
glioblastoma previamente estabelecida pelo grupo (HCB151)®. Inicialmente realizou-se um
screening a partir de 13 extratos brutos da flora Brasileira o qual demonstrou que as
linhagens de glioma apresentaram um perfil heterogéneo de resposta citotdxica aos extratos
brutos apds 72h de tratamento (Figura 8, 9 e 10). A maioria dos extratos avaliados exibiu

uma resposta dose-dependente nas linhagens de glioma.
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Figura 8- Efeito da concentracdo dos extratos naturais 1, 2, 3 e 7 em linhagens comerciais de astrécito normal, glioma humano adulto,
pediatrico e linhagem primaria estabelecida de glioblastoma. A viabilidade celular foi avaliada apds 72 horas através de ensaio de MTS. Os
resultados estdo expressos por porcentagem média + desvio padrdo de viabilidade de células relativo ao DMSO (considerando 100% de
viabilidade). Os dados representam a média de pelo menos trés ensaios independentes realizados em triplicata. Os asteriscos (*, ** e *** )
indicam significancia estatistica (p<0,05, p<0,005 e p<0,0001, respectivamente) entre controle e grupos experimentais.
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Figura 9- Efeito da concentragdo dos extratos naturais 8, 17, 18 e 19 em linhagens comerciais de astrécito, glioma humano adulto, pediatrico e
linhagem primaria estabelecida de glioblastoma. A viabilidade celular foi avaliada apds 72 horas através de ensaio de MTS. Os resultados estao
expressos por porcentagem média + desvio padrao de viabilidade de células relativo ao DMSO (considerando 100% de viabilidade). Os dados
representam a média de pelo menos trés ensaios independentes realizados em triplicata. Os asteriscos (*, ** e *** ) indicam significancia
estatistica (p<0,05, p<0,005 e p<0,0001, respectivamente) entre controle e grupos experimentais.
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Figura 10- Efeito da concentragdo dos extratos naturais 10, 14-l, 15-I, 16-1 e 21-1 em linhagens comerciais de astrdcito, glioma humano adulto,

3

pediatrico e linhagem primaria estabelecida de glioblastoma. A viabilidade celular foi avaliada apds 72 horas através de ensaio de MTS. Os
resultados estdo expressos por porcentagem média + desvio padrdo de viabilidade de células relativo ao DMSO (considerando 100% de
viabilidade). Os dados representam a média de pelo menos trés ensaios independentes realizados em triplicata. Os asteriscos (*, ** e *** )
indicam significancia estatistica (p<0,05, p<0,005 e p<0,0001, respectivamente) entre controle e grupos experimentais.
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A partir das curvas obtidas para a avaliacdo do efeito da concentracao dos extratos,
calculou-se a média dos valores de ICso + desvio padrdo conforme (Figura 11 e Tabela 6). A
média dos valores de ICso dos extratos 1, 2, 3, 7, 8, 10, 14-l, 15-I, 16-1, 17, 18, 19 e 21-l para
as linhagens podem ser evidenciados na Tabela 6. Entre os 13 extratos avaliados, os extratos
17, 18 e 19, promoveram maior citotoxicidade. Dessa forma, para uma avaliacdo mais ampla
deste trabalho, os 3 extratos (17, 18 e 19) foram selecionados por possuirem valores de ICsg
proximos aos critérios do NCI, o qual preconiza valores de 1Csq <30pg/mL para que
compostos sejam avaliados como promissores e utilizados para futuros ensaios de
purificacdo®®. Além disso, foi realizada uma andlise comparativa entre os extratos avaliados e
0 quimioterdpico padrdao TMZ, que apresentou uma ICso média para as linhagens tumorais
de 26,54, sendo esta préxima a média encontrada para os extratos 17, 18 e 19 (Figura 11 e

Tabela 6).
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Figura 11- Valores de ICso dos extratos naturais 1, 2, 3, 7, 8, 10, 14-l, 15-I, 16-1, 17, 18, 19 e 21-l e quimioterdpico padrdao TMZ em linhagens
comerciais de astrécito normal, glioma humano adulto, pediatrico e linhagem primaria estabelecida de glioblastoma. A ICs, foi calculada por
analise de regressdo nao linear a partir dos resultados de viabilidade celular avaliados apds 72 horas utilizando o software Graphpad Prism. Os

dados representam a média de pelo menos trés ensaios independentes realizados em triplicata.
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Tabela 6- Média e desvio padrao dos valores de ICso para os extratos naturais da flora

Brasileira e quimioterdpico TMZ.

Meédia dos valores de ICs, (ng/mL) £ desvio padrio

Extratos/

Média
Quimio- NHA GAMG U251-MG SF188 RES259 HCB151 das
o linhagens
terapico tumorais
1 36,38+11,3 ID 146,1+35,8  72,72+8,3  89,92+71,5  25,93%12,9 83,66
2 13,4+2,3 ID ID 118,5+1,7 124,7+188,1 72,85%+26,9 105,35
3 ID ID 120,6+10,9 57,45+13,7 70,9340 54,78+22 75,94
7 41,30+18,21 ID 117,2+53,5 43,75+1,4 50,40+39 28,69+13,4 59,98
8 36,19+20,1  6,66+4,3 176,5+74,88 66,2053  86,80+43,5 125,7+10,9 92,37
10 21,46£1,9 18,83%4,67  70,52161 18,45+16,9  44,15+439  145,7+19,7 59,53
14-1 22,84+14,05 ID 77,68+20,1  26,55+12,4  74,76%1,5 55,3040 58,57
15-1 35,68+37,1 ID 136,4+33,6 34,3148 106,315,2 81,9510 89,74
16-1 62,67+50,2 ID 296,9+23,2  100,5%16,6 ID 208,1+30,1 201,83
17 2,911,4 25,7129 28,915,5 13,645,7 29,3+17,4 30,2+10,6 25,54
18 12,05+1,1 19,94+0,4 70,2147,4 23,0843,6 38,0745,7 30,0543,9 36,27
19 12,11+5,3  8,37+11,8 89,8515 19,28+8,3 33,04£12,0  27,43%6,2 35,59
21 3,73%3,7 ID 132,5+32,5 6,5610,6 37,0418,4 47,5240 55,90
™Z 1,28426,26  7,06+31,84 39,78+23,67 30,74+27,91 16,93+27,55 38,22+26,02 26,54

ID-utilizado para valores de ICso indeterminados.

A partir dos valores de ICso obtidos foi possivel avaliar ainda, o IS (indice de

Seletividade) tanto para os extratos brutos quanto para o quimioterdpico TMZ das linhagens

tumorais em relagdo a linhagem de astrécito normal (NHA), como evidenciado na Tabela 7.

Um valor de IS maior ou igual a 2,0 foi adotado como critério de seletividade para os

extratos/quimioterapico avaliados®®. Entretanto, os resultados evidenciaram que apenas a

linhagem GAMG apresentou um IS de 5,4 para o extrato 8 em relagdo a linhagem de

astrécito normal (Tabela 7).
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Tabela 7- indice de seletividade para os extratos naturais da flora Brasileira e quimioterapico

TMZ.
Linhagens
Extratos/Quimioterapico
GAMG U251-MG  SF188 RES259 HCB151
1 ID 0,2 0,5 0,4 1,4
2 ID ID 0,1 0,1 0,2
3 ID ID ID ID ID
7 ID 0,4 0,9 0,8 1,4
8 5,4 0,2 0,5 0,4 0,3
10 1,1 0,3 1,2 0,5 0,1
14-| ID 0,3 0,9 0,3 0,4
15-1 ID 0,3 1,0 0,3 0,4
16-1 ID 0,2 0,6 ID 0,3
17 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1
18 0,6 0,2 0,5 0,3 0,4
19 1,4 0,1 0,6 0,4 0,4
21 ID 0,03 0,6 0,1 0,1
T™MZ 0,2 0,03 0,0 0,1 0,03

ID-utilizado para valores indeterminados.

7.1.1- Analise do perfil de citotoxicidade das particdes do extrato bruto 19

Para identificar os compostos secundarios responsaveis pela bioatividade do extrato
19 em linhagens de glioma, a citotoxicidade celular promovida por este foi comparada com
as 4 particGes obtidas a partir do seu particionamento: A (hidroalcéolica), B (hexanica), C
(cloroférmica) e D (aceto-etilica). Os resultados evidenciaram que assim como o extrato

bruto, as particdes também apresentaram um efeito dose-dependente (Figura 12).
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Figura 12- Efeito da concentracao do extrato bruto 19 e suas particdes A, B, C e D em linhagens comerciais de astrocito normal, glioma humano
adulto, pediatrico e linhagem primaria estabelecida de glioblastoma. A viabilidade celular foi avaliada apds 72 horas através de ensaio de MTS.
Os resultados estdao expressos por porcentagem média + desvio padrdo de viabilidade de células relativo ao DMSO (considerando 100% de

viabilidade). Os dados representam a média de pelo menos trés ensaios independentes realizados em triplicata. Os asteriscos (*, ** e *** )

indicam significancia estatistica (p<0,05, p<0,005 e p<0,0001, respectivamente) entre o controle e grupos experimentais.
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A média dos valores de ICsp das linhagens tumorais foi calculada para o extrato bruto
(utilizado como controle interno dos experimentos) e suas particGes (Tabela 8). O resultado
revelou que em sua maioria, as linhagens de glioma apresentaram uma maior resposta
citotoxica para as particGes quando comparadas ao extrato bruto. Entre as particGes, a
particdo C (cloroférmica) foi mais citotdxica que as particGes B (hexanica) e D (aceto-etilica)
ap6és 72h de tratamento, sendo as médias de ICso de 19,79, 23,47 e 41,66 pg/mlL,
respectivamente. Entretanto, para a particdo A (hidroalcdolica) os ensaios revelaram valores

de ICso indeterminados para as concentracbes utilizadas em todas as linhagens avaliadas

(Figura 13 e Tabela 8).
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Figura 13- Perfil de citotoxicidade do extrato bruto 19 e suas particdes A, B, C e D em
linhagens comerciais de astrdcito, glioma humano adulto, pediatrico e linhagem primaria
estabelecida de glioblastoma em rela¢cdo ao quimioterapico padrdao Temozolamida (TMZ). A
viabilidade celular foi avaliada apds 72 horas através de ensaio de MTS. Os resultados estao
expressos por porcentagem média * desvio padrao de viabilidade de células relativo ao

DMSO (considerando 100% de viabilidade). A ICsq foi calculada por analise de regressdo nao



45

linear utilizando o software Graphpad Prism. Os dados representam a média de pelo menos
trés ensaios independentes realizados em triplicata. Para valores de p diferentes de p<0,05
foi utilizada a sigla n.s. (ndo significativo). /D foi utilizado para valores de [Csg

indeterminados.

Uma andlise comparativa foi também realizada com o quimioterapico, TMZ, que
apresentou uma ICsp média para as linhagens tumorais de 26,54, sendo esta uma média
proxima aos valores encontrados para o extrato 19 e suas parti¢cdes (Figura 13 e Tabela 8).
Entretanto, os resultados evidenciaram ndo ser estatisticamente significantes quando
comparamos os valores de ICsg obtidos para o extrato bruto 19 as suas particées e também

para o quimioterapico TMZ (Figura 13).

Tabela 8- Média e desvio padrao dos valores de ICso para o extrato bruto 19, particdes e

guimioterapico TMZ.

Média dos valores de ICs (ng/mL) £ desvio padrio

- Média
Parti¢do/ das
Quimio- NHA GAMG U251-MG SF188 RES259 HCB151 .

L. linhagens
terapico .

tumorais
Extrato
19 12,11+5,35 8,37+11,81 89,8515,09  19,28+8,28 33,04+12,08 27,43t6,20 35,59
Partigao

19 A ID ID ID ID ID ID ID
Partigao

19 B 9,17+0,99  37,3915,22  34,6615,45 5,35%2,27 18,22+4,58  21,7616,74 23,47
Partigao

19 C 14,06+2,41 34,31+5,50 21,54+1,80 7,28%3,40 20,83+4,91  15,00+£1,00 19,79
Partigao

19D 31,22410,40 2,57+3,34  102,4+2,61 41,6916,06 27,40+4,25  34,26%4,20 41,66

T™Z 1,28+26,26  7,06+31,84 39,78+23,67 30,74+27,91 16,93+27,55 38,22+26,02 26,54

ID-utilizado para valores de ICsp indeterminados.

Na tabela 9 é possivel evidenciar ainda, os resultados obtidos do IS das particdes do
extrato 19 comparado aos valores obtidos para a TMZ. A analise realizada mostrou um perfil

de seletividade apenas para a particdo D, que mostrou ser 12,1 mais seletiva para a
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linhagem GAMG quando comparada a linhagem de astrécito normal (NHA). Entretanto, nao

houve este mesmo perfil para as demais linhagens avaliadas (Tabela 9).

Tabela 9- indice de seletividade para o extrato bruto 19, particdes e quimioterdpico TMZ.

Linhagens

Particdes/Quimioterapico

GAMG U251-MG SF188 RES259 HCB151

Extrato 19 1,4 0,1 0,6 0,4 0,4
Particdo 19 A ID ID ID ID ID
Particdo 19 B 0,2 0,3 1,7 0,5 0,4
Particdo 19 C 0,4 0,7 19 0,7 0,9
Particdo 19 D 12,1 0,3 0,7 1,1 0,9

T™MZ 0,2 0,03 0,04 0,1 0,03

ID-utilizado para valores indeterminados.

Foi realizada também uma cinética da viabilidade celular nos tempos de 6, 12, 24, 48 e
72 horas com o intuito de identificar o periodo de maior citotoxicidade para as linhagens de
gliomas tratadas, com o extrato e suas partices (B (hexanica) e C (cloroférmica)). O
resultado mostrou que para a maioria das linhagens de glioma houve um perfil de resposta
citotéxica dose-e-tempo-dependente a partir de 24 horas de tratamento tanto para o

extrato quanto para as parti¢cdes (Figura 14, 15, 16, 17 e 18 e Tabela 10).
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Figura 14- Efeito da concentracdo do extrato bruto 19 e suas particdes B (hexanica) e C
(cloroférmica) em linhagem comercial de astrocito humano NHA. A viabilidade celular foi
avaliada ap6s 6, 12, 24, 48 e 72 horas através de ensaio de MTS. Os resultados estdo
expressos por porcentagem média * desvio padrdo de viabilidade de células relativo ao
DMSO (considerando 100% de viabilidade). Os dados representam a média de pelo menos
trés ensaios independentes realizados em triplicata. Os asteriscos (*, ** e *** ) indicam
significancia estatistica (p<0,05, p<0,005 e p<0,0001, respectivamente) entre o controle e
grupos experimentais.
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Figura 15- Efeito da concentracdo do extrato bruto 19 e suas particdes B (hexanica) e C
(cloroférmica) em linhagem comercial de glioma humano adulto GAMG. A viabilidade celular
foi avaliada apos 6, 12, 24, 48 e 72 horas através de ensaio de MTS. Os resultados estdo
expressos por porcentagem média * desvio padrdao de viabilidade de células relativo ao
DMSO (considerando 100% de viabilidade). Os dados representam a média de pelo menos
trés ensaios independentes realizados em triplicata. Os asteriscos (*, ** e *** ) indicam
significancia estatistica (p<0,05, p<0,005 e p<0,0001, respectivamente) entre o controle e
grupos experimentais.
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Figura 16- Efeito da concentracdo do extrato bruto 19 e suas particdes B (hexdnica) e C
(cloroférmica) em linhagem comercial de glioma humano adulto U251-MG. A viabilidade
celular foi avaliada apds 6, 12, 24, 48 e 72 horas através de ensaio de MTS. Os resultados
estdo expressos por porcentagem média * desvio padrdo de viabilidade de células relativo ao
DMSO (considerando 100% de viabilidade). Os dados representam a média de pelo menos
trés ensaios independentes realizados em triplicata. Os asteriscos (*, ** e *** ) indicam
significancia estatistica (p<0,05, p<0,005 e p<0,0001, respectivamente) entre o controle e
grupos experimentais.
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Figura 17- Efeito da concentracdo do extrato bruto 19 e suas particdes B (hexdnica) e C

(cloroférmica) em linhagem comercial de glioma humano pediatrico SF188. A viabilidade

celular foi avaliada apds 6, 12, 24, 48 e 72 horas através de ensaio de MTS. Os resultados

estdo expressos por porcentagem média * desvio padrdo de viabilidade de células relativo ao

DMSO (considerando 100% de viabilidade). Os dados representam a média de pelo menos

trés ensaios independentes realizados em triplicata. Os asteriscos (*, ** e *** ) indicam

significancia estatistica (p<0,05, p<0,005 e p<0,0001, respectivamente) entre o controle e

grupos experimentais.
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Figura 18- Efeito da concentracdo do extrato bruto 19 e suas particdes B (hexanica) e C
(cloroférmica) em linhagem comercial de glioma humano pediatrico RES259. A viabilidade
celular foi avaliada apds 6, 12, 24, 48 e 72 horas através de ensaio de MTS. Os resultados
estdo expressos por porcentagem média * desvio padrdo de viabilidade de células relativo ao
DMSO (considerando 100% de viabilidade). Os dados representam a média de pelo menos
trés ensaios independentes realizados em triplicata. Os asteriscos (*, ** e *** ) indicam
significancia estatistica (p<0,05, p<0,005 e p<0,0001, respectivamente) entre o controle e

grupos experimentais.



52

Tabela 10- Média e desvio padrao dos valores de ICso para a cinética com o extrato bruto 19

e particGes B (hexanica) e C (cloroférmica).

Média dos valores de IC_| (ng/mL) = desvio padrao

Linhagens  Composto/ 6h 12h 24h 4ash 72h
Parti¢oes

NHA  Extrato bruto 19 ID ID ID 64,94+23,29 11,58+32,70
Particdo B ID 77,66+24,02 37,64+32,21 30,55:37,02 24,41%38,33
Particdo C ID 61,39+21,98 35,13+26,58 20,93+32,62 12,33+34,31
GAMG  Extrato bruto 19 ID ID 89,29+20,33 35,98+26,61 8,12+40,52
Particio B ID 49,20+21,85 55,95+26,24 34,78+32,96 28,64+40,35
Particio C  51,52+18,43 32,17+24,64 40,11#26,13 39,14%23,52 6,89+35,07
SF188  Extrato bruto 19 ID 91,88+17,86 56,87+24,38 15,42+32,78 18,25+36,91
Particdo B ID 51,88+24,84 26,54+31,35 16,46+34,98 33,83+37,13
Particdo C ID 41,58+22,61 22,35:30,20 6,34+32,81 18,31+37,00
RES259  Extrato bruto 19 ID ID ID 20,45+24,31 33,68+34,40
Particdo B ID 93,91+19,89 66,21+30,07 22,89+32,60 40,92+36,99
Particdo C ID ID 64,72425,95 9,16+35,78 17,87+41,25
U251-MG  Extrato bruto 19 ID ID ID ID 75,83+29,82
Particdo B ID ID ID ID 63,18+29,28
Particdo C ID ID ID 69,03+30,89 28,15+39,32

ID-utilizado para valores de ICsq indeterminados.

7.2- Efeitos dos extratos 17, 18 e 19 na ativagdo/inibicdo de vias de sinaliza¢do intracelular

em linhagens de glioma

Para caracterizar o efeito dos extratos 17, 18 e 19 nas vias de sinalizacdo de

sobrevivéncia/proliferacdo, morte, dano no DNA e ciclo celular, as linhagens de glioma

foram avaliadas pelo ensaio de western-blot apds 24 horas de tratamento utilizando seus

respectivos valores de ICsq. Para isso, foram utilizadas duas linhagens definidas como
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sensiveis (GAMG e SF188) e duas resistentes (U251-MG e RES259), selecionadas a partir de
seus valores de ICsg,

Inicialmente foram avaliadas as vias de sinalizacdo relacionadas a sobrevivéncia e
proliferacao celular. Para isso, o perfil de expressdo das proteinas AKT e ERK foi avaliado
apos 24 horas de tratamento com os extratos 17, 18 e 19, como mostra a Figura 19. Os
resultados revelaram um perfil heterogéneo de resposta a AKT e ERK para as linhagens de
glioma. Os tratamentos com os extratos brutos 17, 18 e 19 ndo promoveram alteracGes
evidentes em AKT (Figura 19). Por outro lado, o aumento da atividade da proteina ERK foi
evidenciado, apenas para a linhagem de glioma pediatrico RES259 apds o tratamento com o

extrato 17 (Figura 19).
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Figura 19- Efeito dos extratos brutos na expressdo das proteinas, ERK e AKT, nas linhagens
comerciais de glioma. A) As linhagens celulares GAMG, SF188, RES259 e U251-MG foram
incubadas com o valor de ICsg referente aos extratos 17, 18 e 19 por 24 horas. Os controles
foram tratados apenas com DMSO (1%). As proteinas ERK e AKT foram analisadas por
Western blot. B) Grafico com os niveis da atividade das proteinas ERK e AKT. As proteinas

foram quantificadas pelo programa ImageJ.
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O perfil de ativacdo da proteina de reparo ao dano no DNA, H2AX, também foi avaliado
em gliomas. Os resultados obtidos sugerem que os tratamentos com os trés extratos
promovem um aumento na atividade de H2AX para as linhagens de glioma (GAMG e SF188),
mais sensiveis aos extratos. No entanto, para as linhagens mais resistentes aos tratamentos,
(RES259 e U251-MG@), os resultados iniciais sugerem uma diminuicdo da fosforilacdo de H2AX

como mostra a Figura 20.
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Figura 20- Efeito dos extratos brutos na atividade da proteina H2AX nas linhagens comerciais
de glioma. A) As linhagens celulares GAMG, SF188, RES259 e U251-MG foram incubadas com
o valor de ICsq referente aos extratos 17, 18 e 19 por 24 horas. Os controles foram tratados
apenas com DMSO (1%). A proteina p-H2AX foi analisada por Western blot. B) Grafico com

os niveis da atividade da proteina H2AX. A proteina foi quantificada pelo programa Imagel.

O efeito dos extratos brutos 17, 18 e 19 foi também investigado na modulacdo do ciclo
celular a partir da expressao da proteina reguladora p27. Os resultados obtidos no presente
trabalho evidenciaram um aumento da expressdo de p27 apenas na linhagem de glioma

RES259 quando tratada com todos os extratos testados. Nas demais linhagens testadas
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(GAMG, SF188 e U251-MG) nao foram observadas alteracdes desta proteina (Figura 21).
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Figura 21- Efeito dos extratos brutos na expressdao de p27 nas linhagens comerciais de
glioma. A) As linhagens celulares GAMG, SF188, RES259 e U251-MG foram incubadas com o
valor de ICso referente aos extratos 17, 18 e 19 por 24 horas. Os controles foram tratados
apenas com DMSO (1%). A proteina p27 foi analisada por Western blot. B) Grafico com os
niveis de expressado da atividade da proteina p27. A proteina foi quantificada pelo programa

Imagel.

Os resultados iniciais demonstram que os extratos 17, 18 e 19 possuem um potencial
antineopldsico alterando vias importantes relacionadas ao processo de carcinogénese. No
entanto, mais ensaios deverao ser realizados para confirmar o mecanismo de acdo destes

extratos em gliomas.

7.3- Efeitos do extrato 19 e parti¢des B (hexdnica) e C (cloroférmica) na ativa¢ido/inibi¢do
de vias de sinalizagao intracelular em linhagens de glioma
Para melhor caracterizar o efeito dos compostos secunddrios que compde o extrato

bruto 19, avaliamos o efeito das suas particdes de maior potencial citotdxico, B e C, nas vias
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de sinalizacdo de morte e ciclo celular. As linhagens de glioma previamente selecionadas
pelo perfil de sensibilidade (GAMG e SF188) e de resisténcia (U251-MG e RES259) ao extrato
bruto e as particoes foram previamente tratadas por 24 horas. As linhagens de glioma foram
avaliadas quanto a clivagem de PARP, proteina relacionada a morte celular, e expressao da
proteina reguladora do ciclo celular, p27, como observado na Figura 22 e 23. Na Figura 22,
os resultados obtidos mostram um aumento da clivagem de PARP para as linhagens mais
resistentes (RES259 e U251-MG) tratadas com o extrato 19 e suas particdes. Entretanto,
para as linhagens sensiveis (GAMG e SF188), os resultados ndo sdo conclusivos, uma vez que

os controles na presenca do veiculo (DMSO) também apresentaram a clivagem desta

proteina.
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Figura 22- Efeito do extrato bruto 19 e suas particdes B (hexanica) e C (cloroférmica) na
clivagem da proteina PARP nas linhagens comerciais de glioma. A) As linhagens celulares
GAMG, SF188, RES259 e U251-MG foram incubadas com o valor de ICso referente ao extrato
19 e suas respectivas particdes, B e C, por 24 horas. Os controles foram tratados apenas com
DMSO (1%). A proteina PARP foi analisada por Western blot. B) Grafico com os niveis de

expressao da proteina PARP clivada. A proteina foi quantificada pelo programa ImageJ.
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O extrato 19 e suas parti¢cdes foram avaliados ainda, em relacdo a modulacdo do ciclo
celular através da expressdo da proteina reguladora p21. Para esta caracterizacdo, apenas
uma linhagem sensivel (GAMG) e outra resistente (U251-MG) foram utilizadas. Os resultados
mostram que houve um aumento da expressao desta proteina para as linhagens GAMG e
U251-MG, tratadas com a particdo C (cloroférmica), mais citotdxica quando comparada as
outras particGes avaliadas neste estudo (Figura 23). Ressalta-se que o aumento desta

expressao foi mais pronunciado na linhagem mais sensivel, GAMG.
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Figura 23- Efeito do extrato bruto 19 e suas particdes B (hexanica) e C (cloroférmica) na
expressao de p21 nas linhagens comerciais de glioma. A) As linhagens celulares GAMG e
U251-MG foram incubadas com o valor de ICso referente ao extrato 19 e suas respectivas
particdes, B e C, por 24 horas. Os controles foram tratados apenas com DMSO (1%). A
proteina p21 foi analisada por Western blot. B) Grafico com os niveis de expressdo da

atividade da proteina p21. A proteina foi quantificada pelo programa Imagel.
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7.4- Caracterizagao biolégica dos extratos brutos/particées
7.4.1- Ensaio de ciclo celular

O efeito do extrato 19 e suas particdes B e C foi também avaliado na modulacdo das
fases do ciclo celular em 2 linhagens de glioma (GAMG e U251-MG) apds 24 horas de
tratamento. As linhagens foram tratadas com o extrato 19 e suas parti¢des (valores de ICsg) €
com o quioterdpico de referéncia, TMZ. O efeito dos tratamentos na distribuicdo do ciclo
celular foi determinado através da contagem de material genético celular (DNA) utilizando a
técnica de citometria de fluxo. Os tratamentos com o extrato 19, suas particdes e TMZ nao
promoveram altera¢bes na distribuicdo do ciclo celular durante o periodo avaliado para as

linhagens GAMG e U251-MG (Figuras 24 e 25 e Tabelas 11 e 12).
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Figura 24- Efeito do extrato bruto 19, particdes B (hexanica) e C (cloroférmica) e
guimioterdpico TMZ na distribuicao do ciclo celular na linhagem de glioma humano adulto
GAMG. A) A linhagem GAMG foi incubada com os valores de ICso para o extrato 19 e suas
particdbes B e C, e com o quimioterdapico TMZ por 24 horas. As células foram fixadas,
marcadas com iodeto de propidio e analisadas por citometria de fluxo. B) Os graficos sao
representativos de 2 experimentos independentes realizados em duplicata e evidenciam a
porcentagem de células + desvio padrdo nas fases Sub GO, GO/G1, S e G2/M. Para valores de

p diferentes de 0,05 foi utilizada a sigla n.s. (ndo significativo).
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Tabela 11- Média da porcentagem de células e desvio padrdao para a linhagem de glioma

(GAMG) tratada com o extrato 19 e suas particdes e o quimioterapico TMZ.

Média da porcentagem de células * desvio padrao

Fases do ciclo

Controle Extrato 19 ParticdoB  Particdao C ™™Z
celular
G0/G1 75,00£3,39 81,95+4,45 76,55+2,05 73,00£9,33 59,50+5,37
GAMG

S 14,40+4,52 8,60+4,95 12,25+3,18 14,80+5,23 29,85+2,61
G2/M 9,75%+2,47 8,00+1,13 10,05+2,33 10,60+1,98 11,1545,16
Sub GO 1,05+0,63 0,85+0,77 1,35+1,48 2,15+2,47  0,85%0,77
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Figura 25- Efeito do extrato bruto 19, particdes B (hexanica) e C (cloroférmica) e

% células

<& @ <

guimioterdpico TMZ na distribuicao do ciclo celular na linhagem de glioma humano adulto
U251-MG. A) A linhagem U251-MG foi incubada com os valores de ICso referentes ao extrato
19 e suas respectivas particdes, B e C, e o quimioterapico TMZ por 24 horas. As células foram
fixadas, marcadas com iodeto de propidio e analisadas por citometria de fluxo. B) Os gréficos
sdo representativos de 2 experimentos independentes realizados em duplicata e evidenciam
a porcentagem de células + desvio padrdo nas fases Sub GO, GO/G1, S e G2/M. Para valores

de p diferentes de 0,05 foi utilizada a sigla n.s. (ndo significativo).
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Tabela 12- Média da porcentagem de células e desvio padrdao para a linhagem de glioma

(U251-MG) tratada com o extrato 19 e suas particOes e o quimioterapico TMZ.

Média da porcentagem de células + desvio padrao

Fases do ciclo celular Controle Extrato 19 Particao B Particao C T™™Z

G0/G1 75,40+1,83 62,85+2,75 25,70+12,30 56,70+5,65 71,20+15,70
U251-MG S 6,75+2,19 14,35+1,20 23,55+0,21 14,70+1,27 11,70+8,62

G2/M 16,85+0,91 20,05+4,87 48,15+13,65 23,75+1,90 16,30+7,21

Sub GO 0,50£0,28 3,20+0,84 1,75+0,91 2,45+1,62 0,85+0,07

7.4.2- Ensaio de migragao celular (wound healing)

A andlise preliminar do efeito dos extratos brutos (17 e 18) no processo de migracao
celular foi avaliada em 3 linhagens de glioma (RES259, GAMG e U251-MG). Aparentemente,
o tratamento com os extratos promoveu uma atenuag¢do na migragao celular ao longo do
tempo na linhagem U251-MG, enquanto que para as linhagens RES259 e GAMG, os
resultados sdo inconclusivos (Figuras 26, 27 e 28). As imagens referentes ao tempo de 72
horas foram excluidas devido ao fato das monocamadas das linhagens terem sofrido
descolamento durante o ensaio. Dessa forma, mais estudos deverdo ser realizados para

consolidar os resultados obtidos.
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Figura 26- Efeito dos extratos 17 e 18 na migracao celular na linhagem celular de glioma

RES259. A) A migracao celular foi avaliada com o ensaio wound healing apds o tratamento

com os extratos 17 e 18. Um zero padronizado (ferida) foi aplicado a monocamada e

imagens digitalizadas foram tomadas em varios pontos de tempo (0, 24 e 48 horas) e o

programa Image) foi utilizado para determinar a distancia de migracao. B) Os dados foram

expressos pela porcentagem de migracdo das ranhuras em relagdo ao controle (0 hora). Os

graficos evidenciam apenas um experimento realizado.



62

A)
oh
24h
48h
B) ] DMSO
[] Extrato 17
150~ U251-MG [ Extrato 18
125
.& 1004 —= —
S
20 75
B T
S 501 _
25-
24h 48h

Figura 27- Efeito dos extratos 17 e 18 na migracao celular na linhagem celular de glioma
U251-MG. A) A migracgao celular foi avaliada com o ensaio wound healing apds o tratamento
com os extratos 17 e 18. Um zero padronizado (ferida) foi aplicado a monocamada e
imagens digitalizadas foram tomadas em varios pontos de tempo (0, 24 e 48 horas) e o
programa Image) foi utilizado para determinar a distancia de migra¢do. B) Os dados foram

expressos pela porcentagem de migracdo das ranhuras em relagdo ao controle (0 hora). Os

graficos evidenciam apenas um experimento realizado.
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Figura 28- Efeito dos extratos 17 e 18 na migracao celular na linhagem celular de glioma
GAMG. A) A migracao celular foi avaliada com o ensaio wound healing apés o tratamento
com os extratos 17 e 18. Um zero padronizado (ferida) foi aplicado a monocamada e
imagens digitalizadas foram tomadas em varios pontos de tempo (0, 24 e 48 horas) e o
programa Image) foi utilizado para determinar a distancia de migra¢do. B) Os dados foram

expressos pela porcentagem de migracdo das ranhuras em relagdo ao controle (0 hora). Os

graficos evidenciam apenas um experimento realizado.
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7.4.3- Ensaio de migragdo celular (transwell)

O efeito do extrato 19 e suas particdes, B e C, foi comparado no processo de migracao
celular nas linhagens celulares, GAMG e U251-MG, apds 24 horas de tratamento. As
linhagens foram tratadas com os respectivos valores de ICsq do extrato e suas parti¢cdes. Os
graficos obtidos a partir dos experimentos (Figura 29) demonstram que os tratamentos nao
foram capazes de inibir significativamente o processo de migracao celular, durante o periodo
avaliado nas linhagens de glioma testadas. Estes resutados foram obtidos apartir de

experimentos realizados em duplicata experimental e bioldgica.
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Figura 29- Efeito do extrato bruto 19 e suas partices B (hexanica) e C (cloroférmica) na
migracdo celular em linhagens celulares de glioma GAMG e U251-MG. As linhagens foram
plagueadas em meio isento de soro e tratadas com os respectivos valores de ICsqg em cada
inserto (transwell). A quantidade de células foi determinada apds 24 horas de tratamento e
expressa pela porcentagem de migracao de cada membrana tratada em relagao ao controle
(DMSO). A) Figuras representativas do ensaio de migracao celular para as células tratadas e
controle (DMSO) e B) graficos representando a porcentagem de migracao celular. Os ensaios
sdo representativos de 2 experimentos independentes realizados em duplicata. Para valores

de p diferentes de 0,05 foi utilizada a sigla n.s. (ndo significativo).
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7.4.4- Ensaio de invasao celular (transwell)

O mecanismo de invasao celular foi investigado para os tratamentos com o extrato 19
e suas particoes B (hexanica) e C (cloroférmica) nas linhagens de glioma GAMG e U251-MG.
As células foram tratadas utilizando-se os respectivos valores de ICsq tanto para o extrato 19
guanto para suas particGes, durante 24 horas. Os resultados obtidos mostram que os trés
tratamentos ndo inibiram de maneira estatisticamente significativa, o processo de invasao
celular para as linhagens GAMG e U251-MG (Figura 30). Estes resutados foram obtidos

apartir de experimentos realizados em duplicata experimental e bioldgica.
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Figura 30- Efeito do extrato bruto 19 e suas particées B (hexanica) e C (cloroférmica) na
invasdo celular em linhagens celulares de glioma GAMG e U251-MG. As linhagens foram
plagueadas em meio isento de soro e tratadas com os respectivos valores de ICsqg em cada
inserto contendo matrigel. A quantidade de células foi determinada apds 24 horas de
tratamento e expressa pela porcentagem de invasao de cada membrana tratada em relacao
ao controle (DMSO). A) Figuras representativas do ensaio de invasdo celular para as células
tratadas e controle (DMSO) e B) gréficos representando a porcentagem de invasao celular.
Os ensaios sdo representativos de 2 experimentos independentes realizados em duplicata.

Para valores de p diferentes de 0,05 foi utilizada a sigla n.s. (ndo significativo).
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7.5-Composto sintético - PEP005
7.5.1- Analise do perfil de citotoxicidade do composto sintético PEP005

A avaliacdo da citotoxicidade do composto sintético, PEPO05, foi realizado em 12
linhagens estabelecidas de glioma (GAMG, U251-MG, SW1088, U87-MG, A172, T-98G,
SW1783, UW479, RES186, SF188, RES259 e KNS42), 1 linhagem de astrdcito normal (NHA) e
1 linhagem primaria previamente estabelecida em nosso laboratério (HCB151). Ressalta-se
gue de acordo com a sensibilidade das linhagens celulares ao composto PEP0O5, diferentes
curvas de citotoxicidade foram utilizadas para determinacdo dos valores de ICso como nas
figuras abaixo. O tratamento com o composto PEPOO5 e o quimioterdpico, TMZ, demonstrou
em sua maioria uma resposta dose-dependente para as linhagens apds 72 horas (Figuras 31,

32,33 e 34 e Tabela 13).
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Figura 31- Efeito da concentracdo do PEPO05 na linhagem comercial de glioma humano
adulto (GAMG). A viabilidade celular foi avaliada apds 72 horas através de ensaio de MTS. Os
resultados foram expressos por porcentagem média e desvio padrao de viabilidade de células
relativo ao DMSO (considerando 100% de viabilidade). Os dados representam a média de
pelo menos trés ensaios independentes realizados em triplicata. Os asteriscos (*, ** e ***)
indicam significancia estatistica (p<0,05, p<0,005 e p<0,0001, respectivamente) entre o
controle e grupos experimentais. Para valores de p diferentes de p<0,05, p<0,005 e p<0,0001
foi utilizada a sigla n.s. (ndo significativo).
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Figura 32- Efeito da concentracdo do PEPOO5 em linhagens comerciais de astrocito (NHA) e
glioma humano pediatrico (SF188 e RES259). A viabilidade celular foi avaliada apds 72 horas
através de ensaio de MTS. Os resultados foram expressos por porcentagem média e desvio
padrdo de viabilidade de células relativo ao DMSO (considerando 100% de viabilidade). Os
dados representam a média de pelo menos trés ensaios independentes realizados em
triplicata. Os asteriscos (*, ** e *** ) indicam significancia estatistica (p<0,05, p<0,005 e
p<0,0001, respectivamente) entre o controle e grupos experimentais. Para valores de p
diferentes de p<0,05, p<0,005 e p<0,0001 foi utilizada a sigla n.s. (ndo significativo).
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Figura 33- Efeito da concentragdao do PEPOO5 em linhagens comerciais de glioma humano adulto, pediatrico e linhagem primaria estabelecida
de glioblastoma. A viabilidade celular foi avaliada apds 72 horas através de ensaio de MTS. Os resultados foram expressos por porcentagem
média e desvio padrao de viabilidade de células relativo ao DMSO (considerando 100% de viabilidade). Os dados representam a média de pelo
menos trés ensaios independentes realizados em triplicata. Os asteriscos (*, ** e *** ) indicam significancia estatistica (p<0,05, p<0,005 e
p<0,0001, respectivamente) entre o controle e grupos experimentais. Para valores de p diferentes de p<0,05, p<0,005 e p<0,0001 foi utilizada a

sigla n.s. (ndo significativo).
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Figura 34- Efeito da concentragdo do quimioterdpico temozolamida (TMZ) em linhagens comerciais de astrécito, glioma humano adulto,
pediatrico e linhagem primaria estabelecida de glioblastoma. A viabilidade celular foi avaliada apds 72 horas através de ensaio de MTS. Os
resultados foram expressos por porcentagem média e desvio padrdo de viabilidade de células relativo ao DMSO (considerando 100% de
viabilidade). Os dados representam a média de pelo menos trés ensaios independentes realizados em triplicata. Os asteriscos (*, ** e *** )
indicam significancia estatistica (p<0,05, p<0,005 e p<0,0001, respectivamente) entre o controle e grupos experimentais. Para valores de p

diferentes de p<0,05, p<0,005 e p<0,0001 foi utilizada a sigla n.s. (ndo significativo).
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A média dos valores de ICso das linhagens tumorais para o composto sintético (25,65
ug/mL) foi proxima quando comparada ao quimioterapico, TMZ (29,35 pg/mL), evidenciando

um potencial citotéxico do PEPOO5 nessas linhagens (Figura 35 e Tabela 13).
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Figura 35- Comparacdo dos valores de ICso do composto PEPOO5 em relacdo ao
guimioterapico temozolamida em linhagens comerciais de astrécito, glioma humano adulto,
pedidtrico e linhagem primdria estabelecida de glioblastoma. A viabilidade celular foi
avaliada apds 72 horas através de ensaio de MTS. Os resultados foram expressos por
porcentagem média e desvio padrdo de viabilidade de células relativo ao DMSO
(considerando 100% de viabilidade). A concentracdo ICso foi calculada por andlise de
regressao nao linear utilizando o software Graphpad Prism. Os dados representam a média

de pelo menos trés ensaios independentes realizados em triplicata.
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Tabela 13- Valores de ICsq e desvio padrdao do composto sintético e o quimioterapico TMZ

para as linhagens de glioma.

Linhagens celulares

Meédia dos valores de ICs, (ng/mL) £ desvio padrido

PEP0O05 T™MZ

NHA 1,19+19,05 1,28+26,16
GAMG 0,0074+23,30 7,061£31,84
U251-MG 36,23+30,17 39,78+23,67
SW1088 37,60+29,08 24,38+32,18

U87-MG ID ID
Al172 22,44+34,39 34,68+22,38
T98-G 41,01+£29,32 47,21+21,82
SW1783 35,47+29,67 10,32+32,91

UWw479 38,26+28,76 ID
RES186 37,60£29,73 14,88+32,96
SF188 0,002+11,26 30,74+27,91
RES259 1,83+10,82 16,93+27,55

KNS42 ID ID
HCB151 31,79£26,45 38,22+26,02

ID-utilizado para valores de ICsg indeterminados.

Os resultados obtidos apartir dos valores de ICso das linhagens tumorais permitiram

avaliar o IS do composto sintético PEPOO5 em relagdo a linhagem de astrécito normal, e

também comparar os valores obtidos para o qumioterapico TMZ. Entretanto, foi evidenciado

gue apenas as linhagens GAMG e SF188 apresentaram uma maior seletividade para o

PEPOO5 em relagdo a linhagem NHA, sendo os valores de IS de 160,8 e 595,0,

respectivamente.
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Tabela 14- indice de seletividade para o composto sintético e quimioterapico TMZ.

Farmacos
Linhagens

PEP005 ™Z

GAMG 160,8 0,2
U251-MG 0,03 0,03

SwW1088 0,03 0,1

U87-MG ID ID
Al172 01 0,04
T98-G 0,03 0,03

SW1783 0,03 0,1

UwW479 0,03 ID

RES186 0,03 0,1
SF188 595,0 0,04
RES259 0,7 0,08

KNS42 ID ID
HCB151 0,04 0,03

ID-utilizado para valores indeterminados.

7.6-Efeitos do PEP005 no perfil de expressdo/atividade das isoformas PKCs em linhagens
de glioma

Para avaliar o perfil de expressdo/atividade das isoformas PKCs, duas linhagens de
glioma, uma sensivel (GAMG) e outra resistente (U251-MG) de acordo com os valores de ICsg

do composto PEP0O5, foram avaliadas por 30 minutos e 1 hora’®#’

. Além disso, o composto
sintético PMA (Forbol 12-miristato 13-acetato)®’, um classico ativador de PKCs, também foi
utilizado como referéncia para o tratamento. Os resultados revelaram, que ambos os
tratamentos modularam principalmente a expressao das isoformas das PKCs classicas (p-
PKCa/P Il) e da PKD/PKCp referente aos residuos Ser’*® e Ser’*7*% nas linhagens testadas
(Figura 36). As outras isoformas avaliadas, PKCs novas (PKCS, p-PKCS e PKC6/6), atipicas (p-
PKCZ/A e PKCY) e p-PKC Pan (BII Ser®®), apresentaram um perfil de resposta heterogéneo nas

linhagens avaliadas.
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Figura 36- Efeito do PEP0O05 e PMA no perfil de expressdo das isoformas PKCa, p-PKCa/BlI,
PKCS, p-PKC6/8, p-PKCZ/A, PKC T, p-PKCS, p-PKD/PKCp (Ser744/748), p-PKD/PKCp(Ser916),
PKD/PKCu e p-PKC Pan (BIl Ser660) de linhagens comerciais de glioma adulto (GAMG e
U251-MG) e pediatrico (SF188 e RES259). A) As linhagens RES259, U251-MG, GAMG e SF188
foram incubadas com o valor de ICso referente ao PEPOO5 e concentracdo final de 0,1uM
para o PMA por 30 minutos e 1 hora. Os controles foram tratados apenas com DMSO (1%).
As proteinas PKCa, p-PKCa/Bll, PKCS, p-PKCS/6, p-PKCY/A, PKC T, p-PKCS, p-
PKD/PKCp(744/748), p-PKD/PKCu(916), PKD/PKCu e p-PKC Pan (Bll Ser660) foram analisadas
por Western blot. B) e C) Graficos com os niveis de expressdo de expressdo/ atividade das

isoformas das proteinas PKCs. As proteinas foram quantificadas pelo programa Imagel.
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Para avaliar se a modulagdo da expressdo/ atividade dessas isoformas persistia apds
um maior tempo de exposicdo ao composto e se consistia em um mecanismo comum as
demais linhagens de glioma, trés linhagens definidas como sensiveis (RES259, GAMG e
SF188) e uma como resistente (U251-MG) ao composto PEPO0O5 foram tratadas com o
composto PEPOO5 durante 24 horas. Os resultados revelaram que o tratamento com o
PEPOOS foi aparentemente similar ao perfil de expressdo/atividade destas proteinas com 30
minutos e 1 hora de exposi¢cdo no qual promove uma modulacdo na expressdo das isoformas
das PKCs classicas (p-PKCa/B Il e PKCa) nas linhagens de glioma adulto (GAMG, U251-MG) e
pediatrico (RES259). Além do mais, o tratamento com o PEPOO5 revelou ainda, um aumento

744/748

da atividade da isoforma PKD/PKCp referente aos residuos Ser’'® e Ser na maioria das

linhagens de gliomas avaliadas. Apenas a linhagem RES259 apresentou ativacdo do residuo
Ser”*/7%® menos expressiva quando comparada ao controle (Figura 37). As demais isoformas,
PKCs novas (p-PKCS8, PKCS, PKCS8/6, p-PKCO e PKCe), atipicas (p-PKCZ/A e PKCT) e p-PKC Pan
(BIl Ser®®) revelaram um perfil de resposta heterogéneo nas linhagens de glioma (GAMG,

U251-MG, RES259 e SF188) como evidenciado na Figura 37.
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Figura 37- Efeito do PEP0O5 no perfil de expressdo das isoformas PKCa, p-PKCa/BlIl, PKCS, p-

PKC8/6, PKCe p-PKCO, p-PKCY/A, PKC 7, p-PKCS, p-PKD/PKCW(916), p-PKD/PKCu(744/748),

PKD/PKCu e p-PKC Pan (Bll Ser660) de linhagens comerciais de glioma adulto (GAMG e

U251-MG) e pediatrico (SF188 e RES259). A) As linhagens celulares RES259, U251-MG,

GAMG e SF188 foram incubadas com o valor de ICsg referente ao PEPOO5 por 24 horas. Os

controles foram tratados apenas com DMSO (1%). As isoformas das proteinas PKCs foram

analisadas por Western blot. B) e C) Graficos com os niveis de expressao das isoformas das

proteinas PKCs. As proteinas foram quantificadas pelo programa Image).
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7.7- Efeito dos compostos, PEP005 e PMA, na ativacao de proteinas PKCs por translocagao
celular em linhagem de glioma

A ativacdo das proteinas PKCs pode também ser observada através do processo de
translocacdo celular®’. Dessa forma, o efeito dos compostos, PEP005 e PMA, foi avaliado na
modulacdo da ativacdo da proteina PKCa apés 1 hora de tratamento. Para isso, foi utilizada a
linhagem de glioma adulto, U251-MG, que apresenta resisténcia ao tratamento com o
PEPOO5, de acordo com o valor de ICso apresentado. Além disso, foram utilizados como
controles internos de marcacao das fracdes celulares as proteinas, TRADD, laminina e GLUT-
1, marcadores citoplasmatico, nuclear e de membrana, respectivamente. As imagens sdo
representativas de dois experimentos.

Os resultados apresentados na Figura 38 revelam que ambos os tratamentos apods 1
hora de exposicao, promovem a ativacdo da proteina PKCa através de sua translocacdo do
citoplasma para a membrana celular evidenciando que além de modular a expressdo dessa

isoforma como verificado nas figuras 36 e 37, também alteram a sua atividade.

U251-MG
A) :
Controle PEP005
Citosol Membrana Nucleo Citosol Membrana Nucleo
PKCa
TRADD| = ."
Laminina| =% | | %
GLUT1 [ — ][ —— ]
U251-MG
B) .
Controle PMA
Citosol Membrana Nucleo Citosol Membrana Nucleo
PKCa | | | |
TRADD [ | [ — |
Laminina | — | —
GLUT1 [ P | [ o — |

Figura 38- Efeito dos compostos, PEPOO5 e PMA, na inducdo da ativacdao de PKCa por
translocacdo do citosol para a membrana celular. As células foram tratadas com o valor de
ICso referente ao PEPO0O5 e uma concentragao final de 0,1 uM para o PMA por 1 hora. Os
controles foram tratados apenas com DMSO (1%). A) e B) As imagens mostram a ativagao da

PKCa e sdo representativas de um Unico experimento.
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7.8- Efeito do composto PEP005 na ativacdo/inibicdo de vias de sinalizagdo intracelular em
linhagens de glioma

Neste trabalho foi avaliado ainda, o efeito do PEPOO5 nas vias de proliferacao e
sobrevivéncia celular em linhagens de glioma apds 24 horas de tratamento. Os resultados
preliminares revelaram um aumento na atividade da proteina ERK para as linhagens
sensiveis ao tratamento (GAMG, SF188 e RES259) (Figura 39). Entretanto, o tratamento com
o composto PEPOO5 aparentemente, ndo modulou a atividade de AKT nas linhagens

avaliadas (Figura 39).
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Figura 39- Efeito do composto PEPO05 na modulacdo da expressao das proteinas, ERK e AKT,
nas linhagens comerciais de glioma. A) As linhagens celulares RES259, U251-MG, GAMG e
SF188 foram incubadas com o valor de ICsq referente ao PEPOO5 por 24 horas. Os controles
foram tratados apenas com DMSO (1%). As proteinas ERK e AKT foram analisadas por
Western blot. B) Grafico com os niveis de expressdo da atividade das proteinas ERK e AKT. As
proteinas foram quantificadas pelo programa Imagel. Os graficos sao representativos de um

Unico experimento.

A exposicdo ao composto PEPOO5 também ndo promoveu clivagem da proteina

caspase-3, um importante indicador de morte celular, nas linhagens avaliadas (Figura 40).
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composto PEPO0O5 na clivagem da proteina caspase-3 nas linhagens

comerciais de glioma. A) As linhagens celulares RES259, U251-MG, GAMG e SF188 foram

incubadas com o valor de ICso referente ao PEPOO5 por 24 horas. Os controles foram

tratados apenas com DMSO (1%). A proteina caspase-3 clivada foi analisada por Western

blot. B) Grafico com os niveis de expressdo da atividade da proteina caspase-3. As proteinas

foram quantificadas pelo programa Imagel. Os graficos sdao representativos de um unico

experimento.

Analisou-se também se o tratamento com o composto PEPOO5 poderia promover o

dano no DNA revelado pelo aumento do nivel da fosforilagio da proteina H2AX. Os

resultados revelaram um aumento da atividade da proteina H2AX apenas nas linhagens de

glioma adulto (GAMG e U251-MG) como observado na Figura 41.
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Figura 41- Efeito do composto PEPO0O5 na expressdo da proteina H2AX nas linhagens
comerciais de glioma. A) As linhagens celulares RES259, U251-MG, GAMG e SF188 foram
incubadas com o valor de ICso referente ao PEPOO5 por 24 horas. Os controles foram
tratados apenas com DMSO (1%). A proteina H2AX fosforilada foi analisada por Western
blot. B) Grafico com os niveis de expressao da atividade da proteina H2AX. As proteinas
foram quantificadas pelo programa Imagel. Os graficos sdo representativos de um unico

experimento.

O efeito do composto PEP0O05 no ciclo celular foi avaliado pela andlise da expressao
das proteinas reguladoras, p21 e p27. O tratamento com o composto PEPO0O5 promoveu
aumento da expressado da proteina p21 nas linhagens de glioma adulto (GAMG e U251-MG).
Entretanto, para as linhagens pediatricas (SF188 e RES259) a exposi¢ao ao tratamento nao
alterou a expressdao na linhagem SF188 e promoveu uma diminuicdo da expressao dessa
proteina na linhagem RES259 (Figura 42). Com relacgdo a proteina p27, as linhagens GAMG e
SF188 exibiram um aumento no nivel de sua expressdo, enquanto nas linhagens RES259 e
U251-MG, foi observada uma diminuicdao apds o tratamento com o PEPO0O5, como mostra a

Figura 42.
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Figura 42- Efeito do composto PEPOO5 na expressdo de p21 e p27 nas linhagens comerciais
de glioma. A) As linhagens celulares RES259, U251-MG, GAMG e SF188 foram incubadas com
o valor de ICsg referente ao PEPOO5 por 24 horas. Os controles foram tratados apenas com
DMSO (1%). A expressao das proteinas p21 e p27 foram analisadas por Western blot. B)
Grafico com os niveis de expressdo da atividade das proteinas p21 e p27. As proteinas foram
guantificadas pelo programa Imagel). Os graficos sdo representativos de um Unico

experimento.

Os resultados obtidos até o momento sdo preliminares e referentes a um Unico
experimento, sendo importante a realizagdo de mais uma duplicata experimental para

consolidagdo dos dados obtidos.

7.9- Caracterizagao biolégica do composto sintético PEP005
7.9.1- Ensaio de ciclo celular

O tratamento com o PEPQOS5 foi avaliado na distribuicdo do ciclo celular em 2 linhagens
de glioma (GAMG e U251-MG) apés 24 horas de tratamento. As linhagens foram tratadas
com os seus respectivos valores de ICsg para o composto PEPOO5 e com o quioterapico de
referéncia, TMZ. O efeito dos tratamentos na distribuicao do ciclo celular foi determinado
através de citometria de fluxo. Os resultados obtidos evidenciam que o tratamento com o
PEPOO5 ndao promoveu alteracdes na distribuicdo do ciclo celular durante o periodo avaliado

para as linhagens GAMG e U251-MG (Figura 43 e 44 e Tabela 15 e 16).
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Figura 43- Efeito do composto PEPOO5 e do quimioterdpico TMZ na distribuicdo do ciclo
celular em linhagem comercial de glioma humano adulto (GAMG). A) A linhagem GAMG foi
incubada com o valor de ICso para o PEPOO5 e 100uM do quimioterapico TMZ por 24 horas.
As células foram fixadas, marcadas com iodeto de propidio e analisadas por citometria de
fluxo. B) Os graficos sdo representativos de 2 experimentos independentes realizados em
duplicata e evidenciam a porcentagem de células + desvio padrao nas fases Sub GO, GO/G1, S

e G2/M. Para valores de p diferentes de 0,05 foi utilizada a sigla n.s. (ndo significativo).

Tabela 15- Média da porcentagem de células e desvio padrao para a linhagem de glioma

(GAMG) tratada com o PEP0O5 e o quimioterapico TMZ.

Média da porcentagem de células + desvio padrao

Fases do ciclo
celular

G0/G1 65,4+15,70 53,55+25,95 59,48+5,37

Controle PEPO05 T™™MZ

GAMG S 15,146,36 26,6£16,26 20,85+2,61
G2/M 16,6523 17,15+6,15 16,88+5,16

Sub GO 0,8+0,84 1,4+1,27  1,10+0,77
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Figura 44- Efeito do composto PEPO0O5 e do quimioterdpico TMZ na distribuicdo do ciclo
celular na linhagem comercial de glioma humano adulto (U251-MG). A) A linhagem U251-
MG foi incubada com os valores de I1Csq do PEPOO5 e do quimioterapico TMZ por 24 horas. As
células foram fixadas, marcadas com iodeto de propidio e analisadas por citometria de fluxo.
B) Os graficos sdo representativos de 2 experimentos independentes realizados em duplicata
e evidenciam a porcentagem de células + desvio padrdo nas fases Sub GO, GO/G1, S e G2/M.

Para valores de p diferentes de 0,05 foi utilizada a sigla n.s. (ndo significativo).

Tabela 16- Média da porcentagem de células e desvio padrao para a linhagem de glioma

(U251-MG) tratada com o PEPOO5 e o quimioterapico TMZ.

Média da porcentagem de células + desvio padrao

Fases do ciclo
celular

G0/G1 80,70+1,69 58,7+15,56 71,20+15,70

Controle PEPO05 T™™MZ

U251-MG S 6,45+0,91 14,95+14,21 11,70+8,62
G2/M  12,10£2,54 2560+2,40 16,30+7,21
SubGO  05040,14 0,60+0,14  0,85+0,07




83

7.9.2- Ensaio de migracao celular (transwell)

O efeito do composto PEPOOS5 foi avaliado também no mecanismo de migragao celular
para as linhagens celulares (GAMG e U251-MG), apds 24 horas de tratamento. As linhagens
foram tratadas com o composto a partir dos respectivos valores de 1Csq. Os resultados
revelaram que o tratamento ndo foi capaz de inibir significativamente o processo de

migracdo celular, durante o periodo avaliado nas linhagens de glioma testadas (Figura 45).
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Figura 45- Efeito do composto PEPOO5 na migragao celular em linhagens celulares de glioma
GAMG e U251-MG. As linhagens foram plaqueadas em meio isento de soro e tratadas com
os respectivos valores de ICso em cada inserto (transwell). A quantidade de células foi
determinada apds 24 horas de tratamento e expressa pela porcentagem de migracdao de
cada membrana tratada em relagcdo ao controle (DMSO). A) Figuras representativas do
ensaio de migracdo celular para as células tratadas e controle (DMSO) e B) graficos
representando a porcentagem de migracdo celular. Os ensaios sdao representativos de 2
experimentos independentes realizados em duplicata. Para valores de p diferentes de 0,05

foi utilizada a sigla n.s. (ndo significativo).
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7.9.3-Ensaio de invasao celular (transwell)

O processo de invasdo celular também foi investigado durante a exposigdo com o
composto PEPOO5 nas linhagens de glioma GAMG e U251-MG. As células foram tratadas com
os respectivos valores de ICso, por um periodo de 24 horas. A Figura 46 mostra que o
tratamento com o PEPOO5 ndo foi capaz de inibir a invasdo celular de maneira

significativamente estatistica nas linhagens avaliadas.
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Figura 46- Efeito do composto PEPOO5 na invasao celular em linhagens celulares de glioma
GAMG e U251-MG. As linhagens foram plaqueadas em meio isento de soro e tratadas com
os respectivos valores de ICsp em cada inserto contendo matrigel. A quantidade de células foi
determinada apds 24 horas de tratamento e expressa pela porcentagem de invasado de cada
membrana tratada em relagdo ao controle (DMSO). A) Figuras representativas do ensaio de
migracdo celular para as células tratadas e controle (DMSO) e B) graficos representando a
porcentagem de invasdao celular. Os ensaios sdao representativos de 2 experimentos
independentes realizados em duplicata. Para valores de p diferentes de 0,05 foi utilizada a

sigla n.s. (ndo significativo).
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8- DISCUSSAO

8.1-Extratos e parti¢coes

Neste trabalho foi realizado um screening em linhagens de glioma humano para avaliar
o potencial citotoxico de extratos brutos e particGes de diversas plantas encontradas na flora
Brasileira. Estes experimentos foram realizados a partir dos ensaios de MTS, uma técnica
muito empregada para a andlise da citotoxicidade celular promovida pelo tratamento com
compostos/farmacos em linhagens celulares®.

Inicialmente, 13 extratos brutos foram avaliados em 5 linhagens comerciais, sendo 2
de glioma adulto (GAMG e U251-MG), 2 de glioma pediatrico (SF188 e RES259) e 1 linhagem
de astrdcito normal humano (NHA), além de 1 linhagem primaria de glioblastoma (HCB151)
previamente estabelecida pelo grupo. Entre os extratos analisados, 3 extratos (17, 18 e 19)
apresentaram maior potencial citotoxico e um efeito dose-dependente, sendo o valor da
média de ICso das linhagens de 25,54, 36,27 e 35,59ug/mL, respectivamente. De acordo com
critérios do NCI, valores de ICso <30ug/mL devem ser adotados para que extratos brutos
sejam avaliados como promissores e sejam conduzidos para futuros ensaios de purificagéose.
Além disso, neste estudo foi realizada ainda uma analise comparativa entre a média dos
valores de ICso das linhagens tumorais dos extratos brutos avaliados em relagao ao
quimioterdpico padrao Temozolamida (TMZ). Os resultados mostraram que a TMZ
apresentou uma ICsop média para as linhagens tumorais de 26,54 pug/mL, sendo esta média
préxima aos valores encontrados para os 3 extratos selecionados (17, 18 e 19). E importante
salientar que a citotoxicidade dos extratos brutos 17, 18 e 19, foi bem menor com a
linhagem de astrécito normal quando comparada a do quimioterdpico TMZ, de acordo com
os valores de ICsg encontrados. Além disso, através da analise do indice de seletividade (IS)
foi possivel verificar que uma das linhagens mais sensiveis aos 13 extratos avaliados neste
estudo, GAMG, apresentou um IS de 5,4, ou seja, o extrato 8 mostrou ser 5 vezes mais ativo
na linhagem tumoral em rela¢dao a linhagem de astrécito normal. Para os demais extratos
avaliados/quimioterapico (TMZ), o indice de seletividade foi menor que 2,0, sendo assim ndo
foram seletivos em relagao ao astrécito normal, uma vez que adotou-se critérios do NCI que

consideram um valor de IS significativo maior ou igual a 2,0%.
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A atividade citotdxica encontrada no presente estudo estd de acordo com os achados
da literatura uma vez que, os extratos brutos, 17, 18 e 19, pertencem a familia
Melastomataceae que é constituida por importantes compostos secundarios cuja utilizacdo
na medicina popular tem sido vista como analgésicos, anti-inflammatorios, e até mesmo,

>7:%8, 82 Estas classes de compostos secundarios contemplam fendlicos

como antineopldsicos
simples, terpendides, quinonas, lignanas e seus glicosideos, além de inUmeros taninos ou
polifendis, alguns flavondides e antocianinas™. A planta Miconia albicans da qual foi obtido
o extrato bruto 18, se destaca por suas acgbes anti-inflamatdrias, antimicrobiais,
antiparasitarias, assim como efeitos citotdxicos em algumas neoplasias malignas como ja

>%8 'Em estudo realizado com Miconia albicans (Sw.) Triana efeitos analgésicos

evidenciado
dos extratos brutos (hexano, cloreto de metileno e hidroalcodlico) presentes nas folhas
também foram descritos®®. Contudo, apesar dos achados da literatura sobre o potencial
citotoxico de algumas miconias no tratamento de doencas, até o momento, o papel de
Miconia cuspidata Naudin (extrato 17) e Miconia chamissois Naudin (extrato 19) ndo foi
descrito para o tratamento de doencgas e tumores.

Neste contexto, selecionamos os trés extratos brutos 17, 18 e 19 com maior potencial
citotoxico, para dar continuidade aos estudos de caracterizagdo bioldgica e avaliacdo de vias
de sinalizagdo relacionadas a carcinogénese. Inicialmente, foram avaliadas vias relacionadas
a sobrevivéncia e proliferacdo celular apartir de importantes proteinas, AKT e ERK. Nossos
ensaios indicaram um perfil de resposta heterogéneo em relagdo a expressdo/atividade
dessas proteinas nas linhagens de glioma avaliadas. A proteina AKT é um membro da familia
das serina/treonina quinases, possui um papel fundamental na sobrevivéncia celular e
quando ativada permite a inativagdo de fatores pré-apoptéticos’’. A proteina AKT tem se
mostrado importante nas vias de proliferacdo celular, principalmente porque sua forma

92,93 Além disso, a

fosforilada, p-AKT (Ser*’?), tem sido encontrada em 85% dos glioblastomas
ativacdo de ERK e down-regulacao de AKT foi vista em células de glioblastoma (U87), apds o
tratamento com o extrato de Hedyotis difussa Willd (HDW), mostrando o envolvimento das
vias RAS/MAPK e PI3K/AKT na supressdo do crescimento tumoral e também na apoptose
através deste extrato®. Entretanto, os resultados preliminares deste trabalho n3o

mostraram alteracdes evidentes na proteina AKT apds a exposicao aos extratos brutos 17, 18
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e 19 em linhagens de glioma indicando que no tempo avaliado, talvez esta via ndo participe
do mecanismo de acdo desses extratos.

A proteina ERK, quinase regulada por sinais extracelulares, possui duas isoformas
ERK1/ERK2, que comp&em a familia das MAPKs (proteinas quinases ativadas por mitégenos)
e quando s3o ativadas podem mediar os mecanismos de proliferacio e apoptose celular® *>
% Estudos mostraram que a ativagio continua de ERK por compostos naturais em células de
cancer gastrico foi associada com um efeito antiproliferativo®’. Em nosso estudo, um
aumento na regulacdo da atividade da proteina ERK foi evidenciada apenas para o extrato 17
na linhagem de glioma RES259, sugerindo o envolvimento desta proteina como mecanismo
de acdo deste extrato, no entanto, este mecanismo parece ndo ser comum a todas as
linhagens de glioma.

Segundo a literatura, danos no DNA e o estresse celular nas células parecem estar
relacionadas com perturbacbes na sobrevivéncia e a ativacdo de diferentes vias pro-

%99 A fosforilagio de H2AX (yH2AX) é um sinal precoce de danos ao DNA

apoptaoticas
induzidos por estagnacao da replicacdo para que os danos sejam reparados dentro da célula
ou para que esta entre em apoptose”®. Muitos compostos naturais promovem como

100-102

mecanismo de acdo danos no DNA com inducdao de H2AX . Dessa forma, avaliamos o

perfil da ativacdo de H2AX*® %

. Nossos resultados demonstraram que os tratamentos
aumentaram expressivamente a fosforilagdo de H2AX nas linhagens GAMG e SF188, mais
sensiveis aos extratos. No entanto, para as linhagens resistentes (RES259 e U251-MG),
houve uma diminuicdao de H2AX. Assim, pode-se inferir que os extratos foram citotdxicos e
capazes de induzir dano ao DNA apenas nas linhagens de glioma sensiveis aos mesmos.

O efeito de compostos naturais em proteinas reguladoras do ciclo celular também tem
sido amplamente estudado. Estudos apontam que o aumento da expressdo proteina
reguladora p27/kipl induz a apoptose em células de glioblastoma, mostrando que o p27
pode estar relacionado a vias de regulacdo da apoptose'®. Estudos realizados com uma
terapia eficaz para gliomas, o GLA (4cido gama linolénico) mostraram que houve um

aumento da expressdo da proteina p27'%

. Os resultados obtidos no presente trabalho
evidenciaram um aumento da expressao de p27 apenas na linhagem de glioma RES259
guando tratada com todos os extratos testados. Entretanto, nas outras linhagens testadas

(GAMG, SF188 e U251-MG) nao foram observadas estas alteracoes.
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Agentes antineopldsicos podem alterar e regular além de vias de sinalizacao
importantes na carcinogénese, processos como a migracao celular. Inimeros fatores, dentre
eles, a degradacdo da matrix extracelular, a transicdo epitélio-mesenquima, angiogénese
tumoral, desenvolvimento de microambiente inflamatério e defeitos na morte celular
programada podem acarretar a progress3o deste mecanismo>” %,

As metaloproteinases de matrix (MMPs) também desempenham um fundamental
papel no processo de homeostase durante o desenvolvimento celular e estdo associadas a
degradacdo da matriz extracelular, principalmente as metaloproteinases MMP9/2. Sendo
assim, a desregulacdo destas proteinas e a degradacdo da matriz extracelular causada pelas
metaloproteinases podem ocasionar angiogénese e outras injurias, inclusive contribuir para

106-11 . ~
06110 "0 processo de migracdo celular pode ser

o processo de metastizacdo do cancer
mimetizado através do ensaio de cicatrizacdo de ferida, wound healing, o qual é
caracterizado pela retomada das células no local onde foi realizada a ranhura. Dessa
maneira, inicialmente o perfil de migracdo celular foi avaliado através de ensaio de wound
healing, em linhagens de glioma apds o tratamento com os extratos brutos 17 e 18. Os
resultados obtidos pelo presente estudo sugerem que os extratos promoveram uma
atenuacdo na migracdo celular ao longo do tempo apenas na linhagem U251-MG quando
comparado ao controle, sem provocar alteragdes na morfologia celular, enquanto que para
as linhagens RES259 e GAMG, os resultados sao inconclusivos.

Os resultados das vias de sinalizacdo e do processo de migracdo obtidos até o
momento sdo preliminares, mas sugerem importantes vias de sinalizagao associadas ao dano
no DNA, proliferacdo e regulacdo do ciclo celular assim como migracdo celular como
mecanismos de a¢dao dos extratos 17, 18 e 19. Novos ensaios deverao ser conduzidos para
elucidar os principais mecanismos de acao destes extratos. Uma melhor eficdcia no estudo
de compostos naturais e ou efeito de agentes antineopldsicos tem sido obtido a partir do
particionamento e consequente fracionamento do extrato bruto para obter componentes
mais puros e responsaveis pela bioatividade do mesmo’®. Assim, estudos conduzidos em
parceria com a UFSJ) e a Prof2. Dr’. Rosy |. M. A. Ribeiro permitiram o particionamento do
extrato 19 em diferentes solventes originando as particdes: hidroalcdolica (A), hexanica (B),

cloroférmica (C) e Aceto-etilica (D)).
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Os estudos de citotoxicidade celular indicaram que as particdes exibiram um efeito
citotéxico dose-dependente sendo que a particdo cloroférmica (C) apresentou maior
potencial citotéxico quando comparada ao extrato bruto e as demais particdes nas linhagens
de glioma. Uma melhor caracterizacdo quanto ao tempo de exposicdo necessdrio para
atividade citotoxica também foi realizada nas linhagens tumorais a partir de uma cinética de
viabilidade celular nos periodos de 6, 12, 24, 48 e 72 horas. O extrato bruto 19, assim como
as particOes exibiram um perfil de resposta citotéxica dose e tempo dependente a partir de
24 horas de exposi¢do, indicando uma citotoxicidade prévia para estes tratamentos. Estudos
realizados com extratos naturais derivados de outras plantas no tratamento de células
tumorais de célon humano e glioma, também tém demonstrado efeitos citotdxicos e

antiproliferativos a partir de 24 horas de tratamento”® "3

. A comparacdo dos valores de
ICso obtidos como a cinética de viabilidade celular revelou que a particdo C foi a que
apresentou maior citotoxicidade quando comparada ao extrato bruto e as particées B e D ao
longo da cinética, confirmando os resultados anteriores. Os estudos fitoquimicos realizados
pela equipe da UFSJ) mostraram que a particdo C com excecdo dos esterdides e triterpenos,
mostrou a presenca alcaldides e saponinas encontrados também no extrato bruto enquanto
as demais particdes, ndo possuem 2 ou 3 compostos secundarios presentes no extrato
bruto. Destacam-se as saponinas como a classe presente apenas na particdo C, quando
comparada as demais particdes B e D, que possui efeito citotdxico nas linhagens de glioma.
As saponinas sao metabdlitos secundarios de origem glicosidica muito presente em plantas,
e exercem inumeras fungbes farmacoldgicas, incluindo: ag¢dao anti-inflamatoéria,
vasoprotetora, hipocolesterolémica, imonomoduladora, expectorante, moluscicida,
antifingica, antiparasitaria, entre outras'*. O seu uso ainda tem sido reportado na

medicina, indUstria alimenticia e coméstica, aplicagdo em vacinas e horménios esterdides™**.

Esta classe de compostos vem sendo amplamente estudada em relagdao ao seu efeito

114 115
| I.

antitumoral™". Seu estudo em glioma ja foi reportado por Tian, et a gue demonstrou que

saponinas triterpendides derivadas de Ardisia crispa na linhagem U251-MG promovia

. . . . . ~ ;. .. 115 .

significativa citotoxidade e nao afetou astrdcitos primarios humanos . Ressalta-se ainda,

gue o efeito promovido pode ser muitas vezes decorrente da a¢do sinérgica entre os
, . 116 . .

compostos secundarios . Estudos conduzidos em parceria com o Prof. Dr. Wanderson

Romao da Universidade Federal do Espirito Santo e sua equipe permitiram avaliar através da
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técnica de RMN, as principais moléculas encontradas tanto nas particdes (B, C e D) quanto
no extrato 19, as quais foram confirmadas por similaridade em banco de dados. Estudos
futuros possibilitardo uma melhor compreensdo sobre a atividade e os possiveis
mecanismos de agao deste extrato e suas parti¢des.

Neste estudo foi realizado também uma comparacdo entre a média dos valores de ICsg
das linhagens tumorais para os tratamentos com o extrato 19, suas particdes e o
guimioterdpico Temozolamida (TMZ). Os resultados revelaram médias de ICsg de 35,59,
23,47, 19,79 e 41,66 pg/mL, para o extrato e as parti¢cdes (B, C e D) respectivamente, sendo
estes valores muito préximos a média do quimioterapico 26,54 pug/mL. Entretanto, quando
correlacionamos os valores de ICso obtidos para o extrato bruto 19 as suas particOes e
também para o quimioterapico TMZ, os resultados obtidos revelaram ndo ser
estatisticamente significantes. Ressalta-se ainda que, a citotoxidade promovida pelo
guimioterapico com astrécito normal foi bem maior do que aquela observada para o extrato
bruto e suas particdes como evidenciado pelos valores de ICsq. Estes achados preliminares
sdo promissores e demonstram principalmente, o potencial antineoplasico da particao
cloroférmica. A analise do indice de seletividade também foi realizada para as particoes, e os
resultados observados evidenciaram que entre as particdes avaliadas, houve seletividade
apenas para a particao D, que mostrou ser 12,1 mais seletiva para a linhagem GAMG quando
comparada a linhagem de astrécito normal. Porém, nao foi verificado este mesmo perfil de
seletividade para as demais parti¢des, sendo os valores de IS encontrados abaixo de 2,0%.

Como mencionado anteriormente, embora ndo tenha sido um mecanismo comum a
todas as linhagens, assim como os demais extratos, o tratamento com o extrato bruto 19
revelou uma importante modulagdo em proteinas associadas ao dano no DNA e regulacao
do ciclo celular nas linhagens de glioma. Uma das principais caracteristicas dos gliomas é a

elevada heterogeneidade intratumoral®*’ 2.

Sabe-se que estes tumores podem ser
constituidos por mais de um subtipo tumoral dentro do mesmo tumor e conter diferentes
origens a nivel celular. Dessa forma, estes fatores podem influenciar a agressividade destes
tumores e a resposta as terapiasm'm.

Para melhor caracteriza-lo quanto a classe de compostos secundarios responsaveis por
estes mecanismos, realizou-se um estudo comparativo do extrato com suas particdes mais

citotéxicas (B, C e D) em importantes vias de sinalizacdo de morte e ciclo celular. A proteina
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poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) estd envolvida na regulacdo da homeostase celular,

além de transcricdo DNA, regulag3o do ciclo celular e reparo do DNA'?

. Esta proteina possui
uma regulacdo positiva em tumores e sua inativacdo leva a clivagem de caspase-3, sendo um
efeito relevante no processo de apoptose'*™*%. Além disso, PARP atua no reparo do DNA e
processo de transcricio™’. Diversos estudos tem revelado a associacdo da clivagem desta
proteina assim como da ativacdo da cascata de caspases como mecanismo de acdo de

124125 0s resultados obtidos pelo presente

compostos naturais na inducdo da apoptose
trabalho mostraram que houve um pequeno aumento da clivagem de PARP para as
linhagens mais resistentes (RES259 e U251-MG) quando tratadas com o extrato 19 e suas
particdes. Contudo, nas linhagens sensiveis (GAMG e SF188), apesar de indicios de clivagem
da proteina para o tratamento com o extrato 19 e a particdo C, os resultados foram
inconclusivos, uma vez que foi observado que as células controle também apresentaram
clivagem de PARP inferindo-se que estas células apresentavam alguma forma de stress e
baixa viabilidade celular. Portanto, ndo foi possivel comprovar o verdadeiro potencial do
extrato 19 e suas particGes nestas linhagens. Dessa forma, mais estudos serdo necessarios
para elucidar o possivel envolvimento destes tratamentos nas vias de morte celular.

Outro importante regulador negativo do ciclo celular é a proteina p21, também

waft/dpl 5y p21/CDKN1A, esta pequena proteina composta por 165

conhecida como p21
aminoacidos, pertence a familia de inibidores de CDKs (CIP/Kip). Além disso, p21 atua
inibindo o ciclo celular, podendo parar a transicdo da progressdo do ciclo em G1/S e G2/M
por inibicdo de ciclina-D/CDK4,6 e ciclina-E/ CDK2, respectivamentem. Os resultados obtidos
pelo atual trabalho mostraram um aumento da expressdo da proteina reguladora do ciclo
celular p21, nas duas linhagens glioma (GAMG e U251-MG) tratadas apenas com a parti¢ao C
do extrato 19. Ressalta-se que o aumento desta expressao foi mais pronunciado na linhagem
mais sensivel, GAMG. Estudos recentes revelam efeitos antiproliferativos de extratos
naturais obtidos de plantas em tumores de carcinoma de célon, hepatoma e glioblastoma
devido a alta expressdo de p21/ Cipl promovendo a inibicdo da proliferagdo com alteragdo

na distribuicio do ciclo célular (parada G1) e apoptose celular®® 0% 109 112

. No entanto,
apesar das alteragdes encontradas na proteina p21, os resultados dos nossos ensaios de
distribuicdo do ciclo celular mostraram que os tratamentos ndo promoveram alteracdes em

sua distribuicdo na linhagem sensivel, GAMG. Para a linhagem de glioma resistente U251-
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MG, embora haja alteracdes aparentes na distribuicdo do ciclo celular em GO/G1 e G2/M,
esses achados nao foram estatisticamente significativos. O quimioterdpico TMZ utilizado
como controle positivo do experimento, comeca a mostrar indicios de alteracbes em G2/M a

127123 _entretanto como o periodo de exposigdo utilizado em

partir do periodo de 48-72 horas
nossos experimentos foi de 24 horas nao foi possivel verificar alteragdes significativas nas
linhagens de glioma.

O extrato 19 e suas particbes hexanica (B) e cloroférmica (C) também foram
selecionados para uma melhor caracterizacdo bioldgica em mecanismos migracdo e invasao
celular. Entretanto, os resultados obtidos nos ensaios por transwell mostraram que o
tratamento com o extrato 19 e suas particdes ndo foram capazes de inibir, no tempo e
condicGes avaliadas, estes dois mecanismos associados a carcinogénese. Portanto, o extrato
e suas particoes mostraram ndo regular os processos de migracdo e invasao celular, sendo
assim, seus mecanismos de citotoxicidade antitumoral precisam ser melhor avaliados. A
inibicdo do processo de migracdo tem sido investigada como mecanismo de acdo de

130-132

compostos naturais derivados de outras plantas e tem revelado eficicia até mesmo em

131,132 ' mas até o momento para o nosso conhecimento, ndo foram relatados estudos

gliomas
sobre o potencial das miconias nesses processos.

Com base nos resultados deste trabalho as possiveis vias de sinalizagcdao e processos
relacionados aos mecanismos ag¢ao desses extratos e suas particdes em linhagens de glioma
sdo indicados nas figuras 47 e 48.

E importante salientar que maiores estudos serdo necessarios para confirmar o

potencial e os mecanismos de acdo desses extratos e particdes, o que podera contribuir para

o desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento de gliomas.
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Figura 47- Diagrama sobre os possiveis mecanismos de acdo dos extratos brutos 17 e 18 nas

linhagens de glioma.
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Figura 48- Diagrama sobre os possiveis mecanismos de ac¢ao do extratos bruto 19 e particao

C nas linhagens de glioma.
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8.2 — Composto sintético PEP005
O composto sintético PEPOO5 é um medicamento ja utilizado na area clinica,

principalmente para o tratamento de queratose actinica®®®® ”

. Em nosso screening, este
composto revelou um grande potencial citotéxico em linhagens de glioma quando
comparado ao quimioterdpico padrdo, TMZ®®. A média de ICso das linhagens de glioma
tratadas com o PEPOOS5 foi de 25,65 pg/mL enquanto a TMZ evidenciou 29,35 pg/mL. Um dos
primeiros estudos que avaliaram a citotoxicidade celular do composto PEPOO5 em linhagens
de cancer de célon demonstrou que valores de I1Cso de 0,01 a 140uM foram capazes de inibir
a proliferacio celular de maneira dose e tempo dependente’®. Porém, quando comparado
aos resultados encontrados no corrente estudo, os valores de ICsg foram bem menores em
gliomas, sendo a média de ICso de 0,004 a 95,14 uM. O indice de seletividade (IS) encontrado
em duas das linhagens mais sensiveis ao PEP005 GAMG e SF188, mostrou que o composto
sintético foi 160 e 595 vezes mais ativo, respectivamente, nestas linhagens quando
comparadas a linhagem de astrdcito normal. Estes dados confirmam a potencial atividade
antitumoral do PEP0OOQ5, sugerindo o potencial uso deste composto sintético no tratamento
de gliomas.

O importante papel da proteina quinase C (PKC) em processos relevantes para
transformagdo neopldsica e invasao celular a torna um alvo potencialmente adequado
para a terapia antitumoral. Além disso, ha evidéncias de que o direcionamento de PKCs
especificas como alvos pode melhorar a eficicia terapéutica dos agentes neoplasicos

estabelecidos®® 7> 74 87,133

. Estas proteinas quinases C (PKCs), constituem uma classe de mais
de dez isoformas da familia das serina/treonina quinases e sdo distintas quanto a sua
estrutura, dominio e substrato, os quais dependem da interacdao com os cofatores de calcio
(Ca**) ou diacilglicerol (DAG)®® **#”. Como mencionado, o composto PEPO05 atua como um
ativador das isoenzimas PKCs, o que resulta num efeito anti-proliferativo e pré-apoptético
em varias células neoplasicas. Além disso, um aumento da expressao destas proteinas PKCs,
tem sido visto a partir de periodos curtos de exposicao ao tratamento com o PEP0OO5 e

ésteres de forbol, em células de diferentes tipos tumorais®® ’% ®’

. Neste contexto, o perfil de
expressdo/ ativacdo das diferentes isoformas de PKCs foi avaliado apds o tratamento com
PEPOO5 em linhagens de glioma tendo como referéncia um conhecido éster de forbol, PMA

(Forbol 12-miristato 13-acetato)®’. O PMA (forbol 12-miristato 13-acetato), também é um
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ativador cldssico de PKCs e seu principal beneficio tem sido junto a diferenciacdao de células
de leucemia mielomonociticas, além de auxiliar no tratamento de pacientes com leucemia

mielocitica’*

. Os resultados encontrados no atual trabalho mostraram que as PKCs classicas
(p-PKCa/B Il e PKCa) tiveram um aumento de sua expressdo em linhagens de glioma adulto
(GAMG, U251-MG) quando tratadas por 30 minutos e 1 hora, com o PEPOO5 e o PMA

respectivamente. Além disso, ambos os tratamentos alteraram a isoformas PKD/PKCu

744/48 916

referentes aos residuos Ser e Ser’~". Os dados obtidos também foram confirmados com
um maior tempo de exposicdo ao PEP005, 24 horas, e em outras linhagens de glioma.
Ressalta-se que neste tempo, a isoforma da PKC classicas (PKCa) também foi alterada para a
maioria das linhagens avaliadas.

De forma semelhante, um trabalho realizado com linhagem de préstata (LNCaP)
mostrou que células tratadas com um andlogo de diacilglicerol (HK654) sdo induzidas a

135 serova et al.?® mostraram que o PEPOQ5 ativou a

apoptose através da ativacdo de PKCa
isoforma PKC& e reduziu a expressao de PKCa em linhagens de Colo205, levando a apoptose
induzida pela ativacdo da via de sinalizacdo Ras/Raf/MAPK e inibicdo de PI3K/AKT. Outro
estudo realizado mostra que a PKCa exerce um papel fundamental em G1/S através da

136137 £ importante

ativacdo de p21 mediando a diferenciacdo em células de intestino
salientar que por outro lado, estudos realizados com 22 amostras de tecido de GBM
mostraram maiores niveis de atividade da proteina PKCa e menores niveis de PKC6 quando
comparados a gliomas de baixo grau e astrdcitos normais tratados com 100nM de PMA’".
Neste mesmo estudo citado anteriormente, o envolvimento de PKCa foi associado a um
aumento da proliferacdo e diminuicdo da apoptose em células de gliomas’*. Outro trabalho
mostrou que de seis PKCs testadas em 4 linhagens de glioma humano e 2 linhagens
primdrias de astrdcito fetal humano tratadas com PMA, a PKCa foi a que exibiu um maior
aumento de sua atividade, e esses niveis de expressdao foram associados a proliferacao

138 Dados relacionam isoformas de PKCs com

celular dependente da up-regulagcdao de p21
diferentes fun¢des celulares, dentre elas proliferacdo, diferenciacdo, apoptose, invasao,
senescéncia, angiogénese tumoral, resisténcia a farmacos. Porém, para que estas isoformas

possam atuar é necessario um equilibrio dindmico entre elas’” %

. Estas observacoes
ilustram claramente a importancia do crosstalk entre isoformas de PKC pro- e anti-

apoptéticas, e que o efeito final dos agonistas de PKCs pode, portanto, depender do balango
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entre as varias isoenzimas presentes nos diferentes tipos tumorais e dentro do mesmo tipo
tumoral (heterogeneidade intratumoral). Neste sentido, o fdrmaco pode ser menos eficaz
nos tumores com maiores niveis das isoformas anti-apoptéticas®’.

A isoforma PKD/PKCu tem se mostrado muito presente em diversos processos
celulares, tais como sobrevivéncia celular, proliferacdo e invasdo, mas a forma de regulacao
e o verdadeiro papel dessa proteina ainda permanecem inexplorados™®. Os resultados
obtidos no presente trabalho mostraram que apds 30 minutos, 1 hora e 24 horas de
tratamento, houve um aumento da atividade de proteinas da familia PKD/PKCpu para todas
as linhagens de glioma, tanto adulto (30 minutos, 1 hora e 24 horas) quanto pediatrico (24
horas). Destaca-se a PKD/PKCp (Ser’*®) que teve uma substancial ativagio em todas as
linhagens tratadas com o PEPOO5 em relagdo ao controle, sendo que o mesmo ocorreu para
as linhagens (SF188 e U251-MG) para a forma fosforilada da PKD/ PKCu (Ser744/748). As
demais isoformas, PKCs novas (p-PKCS, PKCS, PKCS/6, p-PKCO e PKCe), atipicas (p-PKCY/A e
PKCZ) e p-PKC Pan (BIl Ser®®®) mostraram um perfil heterogéneo de resposta ao tratamento
com PEP0OO5 nas linhagens de glioma (GAMG, U251-MG, RES259 e SF188).

Além das questdoes mencionadas, as isoformas de PKC diferem, ndo apenas na sua
estrutura, especificidade do substrato e modo de ativacdo, mas também na sua distribuicdo
nos tecidos, localizagao subcelular e fungdes biolégicaseg. A ativacdao das isoenzimas PKCs
resulta em mudancgas na sua localizagao subcelular seguida por translocagao. Assim, quando
a enzima se encontra inativa, ela permanece no citoplasma e o pseudosubstrato da regiao
regulatdria se liga ao dominio catalitico, impedindo a sua atividade catalitica. Entretanto,
uma vez ativada por DAG, a PKC é recrutada para a membrana celular®’.

Em nosso estudo, a forma fosforilada de PKCa se mostrou alterada para o tratamento
com o PEP005. Dessa maneira, para comprovar se além da alteragcdo na sua expressao, esta
isoforma também foi ativada, avaliamos a exposicdo dos compostos PEPO05 e PMA (forbol
12-miristato 13-acetato) na ativacdo da proteina PKCa através da técnica de fracionamento
celular. Os resultados obtidos evidenciaram uma ativacao da isoforma PKCa através de sua
translocac¢do do citoplasma para a membrana celular, o que foi comprovado pela presenca
de marcadores especificos de cada fracao celular. Estes dados corroboram com um estudo
que utilizando microscopia confocal em linhagem de ovdrio de camundongo CHO-K1 (CCL-

61) expressando PKCa marcada com GFP, mostrou que 100 nM de ingenol-3-angelato foi
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capaz de ativar a translocacdo desta proteina do citoplasma para a membrana celular, apds
30 minutos de avaliagio®. Estes achados apoiam claramente um papel importante de
isoformas das proteinas PKCs no efeito do PEPOO5 em linhagens de glioma. No entanto, os
resultados ndo sdo conclusivos e requerem mais estudos para confirmar o potencial e
mecanismos de a¢do desse composto sintético em glioma.

Com base nos resultados descritos, no diagrama abaixo apresentamos de uma forma
resumida as principais isoformas das proteinas PKCS moduladas pelo composto PEPO0O5 em

linhagens de glioma (Figura 49).
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Figura 49- Diagrama sobre as possiveis isoformas de PKCs moduladas pelo composto PEP005

nas linhagens de glioma.

Neste trabalho foram investigadas também as vias de sinalizagdo de proliferagao,
sobrevivéncia, morte e ciclo celular. Nossos resultados revelaram que a exposi¢cdao ao PEPO0O5
promove um aumento na atividade de ERK para as linhagens mais sensiveis ao PEPOO5
(GAMG, SF188 e RES259). Estes dados corroboram com estudos em linhagens de células de
melanoma, no qual a proteina ERK1/2 foi ativada em resposta ao tratamento com o PEPO05

141

independentemente da sensibilidade ao tratamento™". Além disso, dados evidenciaram que

a ativacdo de ERK1/2 ocorreu tanto em células sensiveis quanto em células resistentes de
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1.”> mostraram que a apoptose foi induzida

linhagens de leucemia’. Dados de Hampson et a
pelo PEPO05 dependentemente da PKCS e ERK1/2, indicando também que a ativagdo crbnica
de ERK1/2 desencadeia um direcionamento pré-apoptotico ao invés de sinais de proliferacdo
ou sobrevivéncia celular em linhagens de leucemia’®. Estudos realizados com células de
cllon, leucemia e carcinoma de células escamosas mostraram ainda, que essa ativacdo de
ERK1/2 pode estar relacionada a estimulos de proteinas quinases ativadas por mitégenos
(MAPK), pois uma vez que as PKCs s3ao ativadas pelo PEP0O05, as MAPK integram Rafl,
MAPK/MEK (proteinas quinases reguladas por sinal extracelular (ERK)), ERK, quinase N-

68, 73, 142

terminal c-Jun (JNK) e quinases p38 . Além disso, uma vez ativada pela atividade de

proteinas PKC, JNK e quinases p38 podem desencadear os mecanismos de proliferacao,

142 ~ ,
68,73, 192 com relacdo a proteina AKT, em nosso trabalho,

diferenciacdo e apoptose celular
demonstramos que a atividade da proteina AKT ndo foi alterada aparentemente nas
linhagens avaliadas. Por outro lado, outros relatos mostram que o PEPOO5 leva a diminuicdo
na regulacdo da atividade de AKT, que pode induzir a apoptoseGs.

Estudos revelaram ainda que a PKC§, quando associada a caspase-3 se mostra um
indutor de apoptose68. Entretanto, os resultados do presente estudo ndo revelaram
alteracdo na clivagem da proteina caspase-3 sugerindo que talvez, no tempo avaliado e nas
linhagens avaliadas, o tratamento ndo tenha sido capaz de desencadear a morte celular. Os
resultados revelaram ainda, uma possivel resposta ao dano no DNA relacionada ao aumento
da atividade da proteina H2AX*® apenas nas linhagens de glioma adulto (GAMG e U251-MG).
Porém, ndo ha dados na literatura que mostrem a alteragdo dessa proteina apds o
tratamento com o composto sintético (PEPO05) em tumores.

As proteinas reguladoras do ciclo celular p21 e p27 também foram avaliadas mediante
ao tratamento com o PEP0O5. Evidenciou-se que as linhagens de glioma adulto (GAMG e
U251-MG) exibiram um aumento da expressdo de p2l. Entretanto, para as linhagens
pediatricas (SF188 e RES259) a exposicdo ao tratamento ndo alterou a expressao de p21 na
linhagem SF188 e promoveu uma diminuicdo da expressao dessa proteina na linhagem
RES259. Os dados obtidos para as linhagens de glioma adulto corroboram com Cozzi et al.™*
gue verificaram ainda que em linhagens celulares sensiveis de melanoma, a inducdo de
senescéncia pelo tratamento com 1lug/mL de PEP0O05 e PMA foi acompanhada pela

WAF1/CIP1

expressao de p21 , perda de fosforilacdo de Rb e repressdo de genes requeridos para
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a progressao de G1, sintese de DNA e mitoses. Além do mais, corroborando com os nossos

resultados do perfil de expressdo/ ativagio de PKCs, Besson et al.'*®

revelaram que em
gliomas e astrécito normal, a PKCa foi a isoforma que exibiu um maior aumento de sua
atividade, e esses niveis de expressdo foram associados a proliferacdo celular dependente da
up-regulacdo de p21. A proteina p27, por outro lado estd diretamente relacionada a inibicao
do complexo ciclina-CDK, além de funcionar como um regulador negativo da progressdo do

. 143, 144
ciclo celular**®

. Um aumento da porcentagem de expressao relativa da proteina p27 nas
linhagens sensiveis de glioma (GAMG e SF188) e uma possivel diminuicdo da expressao de
p27 nas linhagens resistentes de gliomas (RES259 e U251-MG) foram observados nos
resultados obtidos pelo atual estudo. Porém, ndo ha relatos na literatura que comprovem o
papel dessa proteina em tumores, quando tratados com o PEP0O5.

Estudos realizados mostraram que o tratamento com o PEPOO5 leva a uma diminuicdo

68,141

de células na fase S observada apds 12 horas em linhagens tumorais de célon . Shen et

al.’*® avaliaram os efeitos da prostatina, um forbol muito utilizado na medicina tradicional,
na progressao do ciclo celular e verificaram uma indugdo na parada do ciclo celular em G1,
gue se mostrou fundamental na diferenciacdo de células de leucemia mieldide aguda. Em
linhagens de melanoma sensiveis ao PEPO05 e PMA foi observada a parada do ciclo celular

141 Além disso, outro estudo mostrou que

em G1 e G2/M quando tratadas por 24 horas
efeitos antiproliferativos em células tumorais de célon tratadas com o PEPOO5 foram
associados a inibicdo da fase Gl e a apoptose70. Na tentativa de elucidar o papel do PEP0O05
no ciclo celular avaliamos a distribuicao do ciclo celular pela técnica de citometria de fluxo.
Entretanto, os resultados observados ndao promoveram alteracdes na distribuicdo do ciclo
celular no tempo e nas linhagens avaliadas (GAMG e U251-MG). Além disso, o
guimioterdpico TMZ também ndo mostrou alteragdes significativas, pois o periodo avaliado
nos ensaios foi de 24 horas e de acordo com achados na literatura, a TMZ comecga a mostrar
indicios de alteracdes em G2/M a partir do periodo de 48-72 horas de tratamento™*’™*%°.

A caracterizacdo biolégica do composto PEPO05 em gliomas também foi avaliada nos
processos de migracao e invasao celular. Para a avaliagdo do processo de migrac¢ao celular
foram utilizados insertos transwell em meio quimio-atrativo. Nossos resultados revelaram

gue o composto PEPOO5 ndo afeta de forma significativa o processo de migracdo no tempo e

nas linhagens avaliadas (GAMG e U251-MG). Além disso, o PEPO05 também mostrou nao
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impedir o mecanismo de invasdo celular nas linhagens de glioma sensivel (GAMG) e
resistente (U251-MG) testadas. Até o momento poucos estudos evidenciam o papel e a
eficacia do PEPOO5 nos processos de tumorigénese, além disso, os resultados apresentados
sdo muitas vezes conflitantes e dependem do tipo tumoral avaliado como abordado em
nossa discussao.

Com base nos resultados deste trabalho as possiveis vias de sinalizacdo e processos
relacionados aos mecanismos acdo do composto PEPOO5 em linhagens de glioma sdo

indicados na Figura 50.

COMPOSTO
SINTETICO PEP005 i ;
. ATIVAGAO DE ERK INIBICAO DA
NAS LINHAGENS PROLIFERAGA
CITOTOXICIDADE™™™"""" > SENSIVEISAO ™77 > 0EMORTE
. " TRATAMENTO CELULAR??
/ E \\
| . v.d 3

REDUCAODA . pANONODNA .
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SNG N Vi P21 NAS

Al : LINHAGENS DE GAREARED
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y X
EM LINHAGENS DE ROBERD;
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TRATAMENTO . cicLo
CELULAR

* Efeito linhagem especifica

Figura 50- Diagrama sobre os possiveis mecanismos de a¢dao do composto PEPOO5 nas

linhagens de glioma.

Em sintese, baseado nos resultados apresentados e no que ja foi discutido neste
trabalho, sugere-se um potencial antineoplasico in vitro tanto para os extratos testados e
selecionados, quanto para o composto sintético PEP005. Entretanto, a fim de elucidar
melhor o efeito destes compostos em gliomas serdo necessarios mais experimentos que
caracterizem as vias de sinalizacao relacionadas a processos da carcinogénese, bem como os

mecanismos de migragao e invasado celular.
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9- CONCLUSOES

1. Os ensaios de citotoxicidade revelaram que os extratos naturais e o composto
sintético PEPOO5 exibiram um potencial antineoplasico in vitro nas linhagens de glioma
avaliadas, mostrando um perfil de resposta dose-dependente na maioria das linhagens apds
72 horas de tratamento. Além disso, estudos conduzidos com um dos extratos mais eficazes,
19, nos permitiram verificar que as particdes cloroférmica e hexanica derivadas deste
extrato apresentaram uma maior citotoxicidade em linhagens de glioma, exibindo um perfil

de resposta dose e tempo dependente.

2. Os extratos naturais selecionados, particdes e o composto sintético PEPOO5 ndo
foram capazes de alterar de uma forma geral, os processos de migracdo, invasdo e
distribuicdo do ciclo celular em linhagens de glioma. Com relacdo a morte celular, os
resultados foram inconclusivos e requerem mais estudos para afirmar o tipo de morte

desencadeada pela citotoxicidade promovida pelo composto sintético e pelos extratos.

3. A avaliacdo das vias de sinalizacdo permitiu verificar que os extratos naturais
selecionados e o PEPO05 modulam, de uma maneira geral, proteinas chaves relacionadas as
vias de sinalizagdao de proliferagdao, dano do DNA e regulagdo do ciclo celular. Ressalta-se
ainda que, o composto PEPOO5 regula a atividade de importantes isoformas das proteinas
PKCs envolvidas no processo da tumorigénese. Contudo, os estudos sdao preliminares e uma
melhor carcterizagdo serd necessdria para confirmar o potencial e os mecanismos de ac¢do
dos extratos e do composto sintético como uma nova estratégia para o tratamento de

gliomas.
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Anexo A - Parecer Consubstanciado do CEP

HOSPITAL FUNDACAO PIO XII -
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BARRETOS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CARACTERIZAGAO DO POTENCIAL ANTINEOPLASICO DO COMPOSTO
DERIVADO DO EXTRATO DE Euphorbia tirucalli EM LINHAGENS COMERCIAIS,
PRIMARIAS E CELULAS-TRONCO TUMORAIS CEREBRAIS

Pesquisador: Rui Manuel Vieira Reis

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 34085414 0.0000.5437

Instituigdo Proponente: Fundacéo Pio XII

Patrocinador Principal: Conselho Nacional de Desenvolvimento e Tecnologia

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 742.030
Data da Relatoria: 07/08/2014

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Comité de Etica em Pesquisa da Fundac&o Pio XIl — Hospital do Cancer de Barretos de acordo com as
atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 466/2012 e na Norma Operacional N° 001/2013 do CNS, manifesta
-se pela APROVACAO do projeto de pesquisa proposto.

Solicitamos que sejam encaminhados ao CEP:

1. Relatérios semestrais, sendo o primeiro previsto para 07/02/2015.

2. Comunicar toda e qualgquer alteracdo do Projeto e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Nestas
circunstancias a inclusdo de participantes deve ser temporariamente interrompida até a aprovacao do

Comité de Etica em Pesquisa.

3. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer Evento Adverso Grave ocorrido durante o desenvolvimento
do estudo.

4. Para projetos que utilizam amostras criopreservadas, procurar o BIOBANCO para inicio do
processamento.

5. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos,
apos conclusdo da pesquisa, para possivel auditoria dos érgdos competentes.

6. Este projeto esta cadastrado no CEP-HCB sob o namero 836/2014.
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Anexo B - Espectro obtido por RMN evidenciando as principais moléculas encontradas no

extrato bruto 19
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Molecular
(M-H)
191.0562 C7H1106
255.2333 C16H3102
HDJ\/\NVWV\CH

Acido Palmitico
277.21771 C18H2907

Acido a-Linolénico



m/z (exp.) Férmula Possivel Molécula
Molecular
(M-H)
299.09276 C17H1505
Farresol
313.10835 C18H1705
5,7-Dimethoxy-2-(4-methoxyphenyl)-2,3-dihydro-
4H-chromen-4-one
331.08275 C17H1507
5,7-Dihydroxy-2-(4-hydroxy-3,5-
dimethoxyphenyl)-5,6-dihydro-4H-chromen-4-one
345.09851  C1gH1707 b
o\cu3
Hac"o
o
¢H,
Methyl 4-[(3,4-dimethoxybenzoyl)oxy]-3-
methoxybenzoate
363.10909  C18H1903 o
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m/z (exp.) Férmula Possivel Molécula
Molecular
(M-H)
431.09923 C21H19010
HO™" f[
OH OH
Vitexina
455.3539 C30H4703 )
H cﬂ!.:‘a
Acido Betulinico
471.34894 C31H43N4
487.3441 C16H39N16
02
599.19377 CppH23N16
07
613.20962 Cp3H37N0
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Anexo C - Espectro obtido por RMN evidenciando as principais moléculas encontradas na

particdo B (hexanica) do extrato bruto 19
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Ethyl gallate
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Acido Palmitico



m/z (exp.) Férmula Possivel Molécula
Molecular
(M-H)
313.10762 Cy18H1705
“CH,
6,7-Dimethoxy-1-(4-methoxy-phenyl)-
isochroman-3-one
325.18367  CigH25NgOg
339.1993 C11H27NgOs
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Anexo D - Espectro obtido por RMN evidenciando as principais moléculas encontradas na

particdo C (cloroférmica) do extrato bruto 19

197.04534
313.10769

511.15983
SQQ.IQOSB
lll! ll i ———
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 miz.
m/z (exp.) Férmula Possivel Molécula
Molecular
(M-H)
197.04534 CgHgOs QH
HO. OH
O 0O
HqC)
Ethyl gallate
219.05079 CgH1107
HO o
[of OH
H
H,c” o

2-(2-Ethoxy-2-oxoethyl)-2-hydroxysuccinic acid



m/z (exp.) Férmula Possivel Molécula
Molecular
(M-H)
229.07151 C10H1306
Dimethyl 2,3-diacetylsuccinate
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°> o}
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4-Ethoxy-2-(2-ethoxy-2-oxoethyl)-2-hydroxy-4-
oxobutanoic acid
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0

/

CH,
2-(4-Butoxyphenyl)succinic acid
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m/z (exp.) Férmula Possivel Molécula
Molecular
(M-H)

299.0921 C17H1505

Farresol

CH 0
0 \/CHS
LA ]

0
H,C”

309.09756 C15H1707

Ethyl 2,4-dioxo-4-(3,4,5-
trimethoxyphenyl)butanoate
313.10769 C18H1705

6,7-Dimethoxy-1-(4-methoxy-phenyl)-
isochroman-3-one
331.08184 C17H1507

(2R,3R)-3,5-Dihydroxy-2-(3-hydroxy-4-
methoxyphenyl)-7-methoxy-2,3-dihydro-4H-
chromen-4-one
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m/z (exp.) Férmula Possivel Molécula
Molecular
(M-H)
379.13921 C19H230g o
CH, o7 1
0
HO 0, CH3
TR
3 OH
H,c—0
H

Methyl 2-[(4,5-dihydroxy-6-methoxy-3,6-
dimethyl-2-oxo-3-cyclohexen-1-yl)oxy]-4-hydroxy-
3,6-dimethylbenzoate
395.09766 C18H19010

Methyl [7-(B-D-galactopyranosyloxy)-2-oxo-2H-
chromen-4-yl]acetate
445.13427 C19H25012

4-Acetyl-3-hydroxyphenyl 6-0-B-D-xylopyranosyl-
B-D-glucopyranoside
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Anexo E - Espectro obtido por RMN evidenciando as principais moléculas encontradas na

particdo D (aceto-etilica) do extrato bruto 19
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l ‘ ' 593.[5123
ek Wil il | oS0
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m/z (exp.) Férmula Possivel Molécula
Molecular
(M-H)

255.23294 C16H310>

j\/\/\/‘\/‘\/‘\/‘\/\CH

Acido Palmitico

281.2486 C1gH330,

HDL\/\/\F\/W\/%

Acido Oleico
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“CH,
6,7-Dimethoxy-1-(4-methoxy-phenyl)-
isochroman-3-one



m/z (exp.) Férmula Possivel Molécula

Molecular

(M-H)Y
331.08231 Cy7H1507
(2R,3R)-3,5-Dihydroxy-2-(3-hydroxy-4-
methoxyphenyl)-7-methoxy-2,3-dihydro-4H-
chromen-4-one
351.12974 C14H23010 HO OH
(2R)-2-(B-D-Glucopyranosyloxy)-2-isobutylsuccinic
acid

431.09823 C21H19010
447.09333 C21H19011

Quercitrina
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m/z (exp.) Férmula Possivel Molécula
Molecular
(M-H)
483.07802 C20H19014 oH
HO. ; JOH
o
HO
H H
H
2,6-Bis-0-(3,4,5-trihydroxybenzoyl)-D-
glucopyranose
593.15123 Ca7H29015
HO,,, m:“ H
» I "
HO' ! I H ‘0H
Kaempferol-7-neohesperidoside
635.08917 C27H23018

1,3,6-Trigalloyl glucose




