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RESUMO

O termo cancer constitui um conjunto de doencas que apresenta crescimento e
diferenciacéo celular descontrolados, assim como capacidade invasiva e metastatica.
Apesar dos avangos na terapia contra o cancer, caracteristicas como alta
citotoxicidade e desenvolvimento de resisténcia ao tratamento ainda limitam sua
efetividade. A espécie vegetal Croton grewioides Baill. (Euphorbiaceae), conhecida
popularmente como “canelinha”, “caatinga de cheiro” ou “canelinha de cheiro”, € uma
espécie do semiarido brasileiro com atividade antidiarreica, antioxidante e antitumoral
em modelo de sarcoma 180 em camundongos. Nessa perspectiva, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar o potencial antitumoral do 6leo essencial extraido das
folhas de C. grewioides (OEC), por meio de ensaios in vitro. A citotoxicidade foi
avaliada em linhagens de células tumorais (HCT-116, HeLa, MCF-7, PC-3, MDA-MB-
231, SK-MEL-28) e n&do tumoral (HaCaT) humanas, por meio do ensaio de reducao
do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio). O OEC induziu
maior citotoxicidade em linhagem de melanoma, SK-MEL-28, obtendo-se um valor de
concentracgédo inibitéria 50% (Clso) de 70,0 pg/mL, em 72 horas. A citotoxicidade in
vitro foi avaliada em linhagem n&o tumoral, HaCaT, obtendo-se um valor de Clso de
214,0 ug/mL, apés 72 horas. A droga padréo, doxorrubicina (DOX), apresentou alta
toxicidade em SK-MEL-28 e em HaCaT, com valores de Clso de 4,0 e 0,28 uM,
respectivamente. A partir desses resultados, foi possivel determinar o indice de
seletividade (IS), que estabelece o quanto a amostra € mais seletiva para a célula
tumoral, em relacéo a célula ndo tumoral, sendo calculado um IS de 3,06 e 0,07 para
o0 OEC e DOX, respectivamente. Para elucidar os mecanismos de agdo in vitro
envolvidos na atividade antitumoral do OEC, foram avaliados seus efeitos no ciclo
celular, na inducdo de apoptose e na producao de espécies reativas de oxigénio
(EROs), usando concentragdes correspondentes a Clso e ao dobro (70,0 e 140,0
Mg/mL) em células SK-MEL-28. Apés 48 horas de tratamento, OEC alterou a
progressao do ciclo celular, induzindo aumento no percentual de células na fase G2/M
(p<0,01) e o aparecimento da fracdo sub-G1 (p<0,0001), o que é indicativo de
apoptose. Por meio da analise por microscopia confocal, foram observadas
caracteristicas morfoldgicas indicativas de morte celular por apoptose, como formacao
de blebs na membrana, corpos apoptéticos e condensacdo da cromatina, as quais
foram confirmadas pela externalizacao da fosfatidilserina por meio da marcacédo com
anexina V-FITC (p<0,0001), ap6s 48 horas de tratamento com OEC. Em relagdo a
producdo de EROs, o OEC reduziu significativamente o nivel de EROs (p<0,0001),
em ambas as concentracdes testadas apos 24 horas de tratamento, sugerindo que o
efeito antitumoral de OEC esta associado a uma ac¢ao antioxidante. Em concluséo, os
resultados apresentados indicam que o OEC possui atividade antitumoral in vitro em
células da linhagem de melanoma, SK-MEL-28, por promover alteragcdes no ciclo
celular, inducdo de apoptose e efeito antioxidante, além de apresentar baixa
toxicidade em linhagem de células ndo tumorais (HaCaT).

Palavras-chave: Oleo essencial. Croton grewioides Baill. Atividade antitumoral in
vitro. Melanoma.
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ABSTRACT

The term cancer is a set of diseases that present uncontrolled cell growth and
differentiation, as well as invasive and metastatic capacity. Despite advances in cancer
therapy, characteristics such as high cytotoxicity and development of resistance to
treatment still limit its effectiveness. The plant species Croton grewioides Baill.
(Euphorbiaceae), popularly known as “canelinha”, “smell caatinga” or “smell
canelinha”, is a species from the Brazilian semiarid region with antidiarrheal,
antioxidant and antitumor activity in a mouse sarcoma 180 model. In this perspective,
the aim of the present work was to evaluate the antitumor potential of the essential olil
extracted from the leaves of C. grewioides (OEC), through in vitro assays. Cytotoxicity
was evaluated in human tumor (HCT-116, HeLa, MCF-7, PC-3, MDA-MB-231, SK-
MEL-28) and non-tumor (HaCaT) cell lines through the reduction assay of MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide). OEC induced greater
cytotoxicity in melanoma strain, SK-MEL-28, obtaining an inhibitory concentration 50%
(IC50) of 70.0 pg/mL, in 72 hours. In vitro cytotoxicity was evaluated in a non-tumor
strain, HaCaT, obtaining an IC50 value of 214.0 ug/mL, after 72 hours. The standard
drug, doxorubicin (DOX), showed high toxicity in SK-MEL-28 and in HaCaT, with IC50
values of 4.0 and 0.28 pM, respectively. To elucidate the in vitro mechanisms of action
involved in the antitumor activity of OEC, its effects on the cell cycle, induction of
apoptosis and production of reactive oxygen species (ROS) were evaluated using
concentrations corresponding to IC50 and double (70, 0 and 140.0 pg/ml) in SK-MEL-
28 cells. After 48 hours of treatment, OEC altered the progression of the cell cycle,
inducing an increase in the percentage of cells in the G2/M phase (p<0.01) and the
appearance of the sub-G1 fraction (p<0.0001), which is indicative of apoptosis.
Through confocal microscopy analysis, morphological characteristics indicative of cell
death by apoptosis were observed, such as formation of blebs in the membrane,
apoptotic bodies and chromatin condensation, which were confirmed by the
externalization of phosphatidylserine through annexin V-FITC labeling (p<0.0001) after
48 hours of treatment with OEC. Regarding the production of ROS, OEC significantly
reduced the level of ROS (p<0.0001), at both concentrations tested after 24 hours of
treatment, suggesting that the antitumor effect of OEC is associated with an antioxidant
action. In conclusion, the results presented indicate that OEC has in vitro antitumor
activity in cells of the melanoma lineage, SK-MEL-28, by promoting changes in the cell
cycle, induction of apoptosis and antioxidant effect, in addition to presenting low toxicity
in the melanoma lineage. non-tumor cells (HaCaT).

Keywords: Essential oil. Croton grewioides Baill. In vitro antitumor activity. Melanoma.
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1 INTRODUCAO

O cancer inicia-se a partir do acimulo de inUmeras mutagcbes em um tipo
celular, que faz com que essas células adquiram uma variedade de caracteristicas
gue lhe propiciam sobrevivéncia e proliferacdo celular descontrolada (JAN, 2019;
ABOTALEB et al., 2019). Essas células possuem propriedades instaveis o que lhes
confere malignidade, influenciando em sua capacidade de invasédo e disseminacéo,
permitindo atravessar limites adjacentes, o sistema linfatico e a corrente sanguinea
para promover o surgimento de metastases (ABOTALEB et al., 2019; NGUYEN;
PANDEY, 2019).

Do ponto de vista epidemiolégico, o cancer € a segunda principal causa de
morte no mundo (ABOTALEB et al., 2019) sendo, segundo estimativas da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a causa de mais de 10 milhdes de mortes
todos os anos (FERLAY et al., 2020). Para o triénio 2020-2022, a estimativa no Brasil
€ que ocorram cerca de 625 mil casos novos de cancer, para cada ano (INCA, 2020).
Estima-se que até 2035, surjam mais de 1,5 milhdes de novos casos de cancer na
América do Sul (IARC, 2018), e que em 2030 a quantidade de novos casos de cancer
no mundo seja de 21,4 milhdes, tendo 13,2 milhdes de mortes relacionadas, devido
ao envelhecimento da populacdo (MANSO et al., 2017).

O tratamento do cancer apresenta-se como um grande desafio devido as
inUmeras caracteristicas adquiridas pelas células cancerigenas e as vias de
sinalizacdo constitutivamente ativas, que |hes conferem resisténcia a terapia
comumente utilizada (NGUYEN; PANDEY, 2019; SENGA; GROSE, 2021).
Atualmente, as terapias utilizadas para o tratamento do cancer consistem em
quimioterapia, imunoterapia, radioterapia, cirurgia, transplante de medula O6ssea,
terapia fotodinamica, terapia alvo, entre outros (TAN; NORHAIZAN, 2019; YANG et
al., 2020).

A quimioterapia € a modalidade terapéutica mais utilizada e consiste em
produzir citotoxicidade nas células tumorais (SCHIRRMACHER; 2019; TAN;
NORHAIZAN, 2019). No entanto, observa-se uma elevada toxicidade sistémica e o
desenvolvimento de resisténcia por parte das células cancerigenas, o que estimula a

realizacdo de pesquisas que buscam novas terapias mais seletivas que apresentem
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maior eficacia e menor toxicidade (DICKENS; AHMED, 2018; SCHIRRMACHER;
2019; ALl et al., 2020).

Nesse contexto, destacam-se os produtos naturais, visto que o Brasil possui a
maior biodiversidade vegetal do mundo, estimada em cerca de 20% do numero total
de espécies do planeta. Apesar disso, estima-se que apenas 10% dessa
biodiversidade foi estudada, existindo ainda muitas espécies que ndo foram
investigadas e que podem apresentar potencial farmacolégico (PINHO, 2016;
STEHMANN; SOBRAL, 2017). Aliado a isso, desde o final de 1930, quando foi
introduzida a quimioterapia, dos cerca de 206 compostos aprovados para uso em todo
0 mundo, aproximadamente 75% sao produtos naturais ou derivados destes, 0 que
caracteriza os produtos naturais como uma importante fonte para a descoberta de
novas terapias anticancer (CRAGG; NEWMAN, 2013; AMARAL et al., 2019).

O género Croton € um dos mais estudados da familia Euphorbiaceae, pertence
a subfamilia Crotonoideae composta por cerca de 1300 espécies, sendo considerado
um género de grande importancia na flora brasileira, com cerca de 300 espécies
(PRADO et al., 2021). Diversas espécies do género Croton sdo caracterizadas pela
producdo de Oleo essencial, a maioria rica em mono e sesquiterpenos, enquanto 0s
Oleos essenciais de C. zehntneri e C. grewioides sdo compostos principalmente por
fenilpropanoides (OLIVEIRA et al., 2020).

A espécie Croton grewioides Baill. € encontrada em todos os estados da regido
Nordeste do Brasil, mais precisamente nas regies semiaridas. E conhecida

” “®

popularmente como “canelinha”, “caatinga de cheiro” ou “canelinha-de-cheiro” por
causa do aroma exalado de suas folhas (PRADO et al., 2021). Estudos anteriores
evidenciaram atividade antidiarreica do extrato etandlico bruto de partes aéreas de C.
grewioides (SILVA et al., 2016), atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais das
folhas e caule de C. grewioides (NASCIMENTO, 2011) e atividade antitumoral in vivo
em modelo de sarcoma 180 em camundongos (SOUSA, 2013; CAVALCANTI; DA
SILVEIRA; DA SILVA, 2020). Todavia, sua atividade em linhagens de células
humanas e seus mecanismos de a¢ao antitumoral ndo foram avaliados.

Diante disso, este trabalho apresenta o estudo do 6leo essencial obtido das
folhas de Croton grewioides em células tumorais humanas, e demonstra seu efeito no

ciclo celular, no estresse oxidativo e na inducdo de apoptose.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aspectos gerais do cancer

O crescimento celular € um processo biologico, dindmico e continuo de
multiplicacdo e aumento do tamanho celular, que tem como objetivo manter a
homeostase tecidual e a substituicdo celular ao longo da vida (DE AQUINO, 2011;
RUIJTENBERG; VAN DEN HEUVEL, 2016). O crescimento e a proliferacédo celular
sdo coordenados pelo ciclo celular, um processo altamente regulado que envolve
multiplos ciclos de realimentacdo que permitem ou impedem a divisdo celular
(HYDBRING et al., 2016, MOHAMED et al., 2018).

No entanto, problemas no controle do ciclo celular ou na perda da diferenciagao
celular tornam as células normais autossuficientes em relacéo a sinais mitogénicos e
insensiveis a sinais inibitorios de proliferacéo, resultando em um crescimento celular
descontrolado, caracterizado pelas neoplasias ou tumores (SACOMAN, 2007;
STRICKER; KUMAR, 2008; RUIJTENBERG; VAN DEN HEUVEL, 2016; ARAUJO et
al., 2019).

As neoplasias séo classificadas, a depender de suas caracteristicas
morfologicas e funcionais, em benignas ou malignas. As neoplasias benignas
apresentam um crescimento organizado, geralmente lento, com células bem
diferenciadas, semelhantes as células do tecido de origem, sdo encapsuladas, e,
principalmente, ndo sdo invasivas (OUYANG et al., 2013; ALMEIDA, 2018). Ja nas
neoplasias malignas, as células apresentam um crescimento descontrolado, com um
maior grau de autonomia, ndo possuem capsula, sao infiltrativas e sé&o
indiferenciadas, ou seja, ndo se assemelham as células do tecido de origem
(OUYANG et al., 2013; ISRAEL et al., 2016; ARAUJO et al., 2019).

O cancer, ou neoplasia maligna, € uma das principais causas de
morbimortalidade no mundo, sendo considerado um problema grave de saude publica
(GONZALEZ-CHAVARRIA et al., 2020). Caracteriza-se pelo crescimento celular
desordenado e pela capacidade de invadir tecidos e 6rgdos através da corrente
sanguinea e de vasos linfaticos dando origem as metastases (NAOZUKA; MENEZES;
ALMEIDA, 2020).
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Os canceres sdo comumente diferenciados de acordo com o tecido ou com as
células que estao se proliferando, e séo classificados em: carcinomas, quando surgem
a partir de células epiteliais que revestem os 6rgdos (quando esse epitélio é de origem
glandular passam a ser chamados de adenocarcinomas); sarcomas, quando surgem
a partir de células mesenquimais de tecidos moles e 0ssos; leucemias, quando
surgem a partir de células hematopoiéticas da linhagem eritrocitaria ou leucocitaria; e
os linfomas, tumores que se originam no sistema linfatico (linfonodos e géanglios)
(FILHO:; PEREIRA; GUIMARAES, 2009; MACHADO, 2011; GROISBERG et al., 2017;
INCA, 2020).

O cancer inicia-se em uma Uunica célula a partir do acumulo de mutacdes
somaticas causadas por alteragcbes genéticas, como mutacdes pontuais nas
sequéncias de DNA,; epigenéticas, como a metilacdo aberrante do DNA ou a
acetilacdo das histonas; ou cromossdmicas, como translocacdes, delecbes e
amplificacbes cromossdmicas (LIN et al., 2015; NUNNEY, 2016; LIN et al., 2020).
Todas essas alteracfes a nivel celular, genético e epigenético quebram o equilibrio
entre a apoptose e a proliferacdo celular e, consequentemente, favorecem o
desenvolvimento do céancer. O processo de formacdo do céncer a partir da
transformacdo de células normais em células cancerigenas é conhecido como
carcinogénese (ARAUJO et al., 2019; SHI; BISHAYEE; BHATIA, 2019; RODRIGO et
al., 2020).

A carcinogénese é um processo de mudltiplas etapas, mas, basicamente, é
dividida em trés estagios principais: a iniciacdo, a promog¢ao e a progressdo (BASU,;
NOHMI, 2018; CONG et al., 2018; MAKITIE et al., 2019). O estagio de iniciacéo é
caracterizado por danos ao DNA que promovem alteracbes em determinados genes
envolvidos com a proliferacdo, sobrevivéncia, diferenciagdo celular e apoptose, € um
processo que pode ocorrer de forma espontdnea ou induzida por um agente
mutagénico enddgeno ou exdgeno, como exemplo, espécies reativas de oxigénio e
fumaca de cigarro, respectivamente (RUNDHAUG; FISCHER, 2010; SIDDIQUI et al.,
2015; HYNDMAN, 2016).

A promocao constitui uma etapa lenta e reversivel, caracterizada por atividade
clastogénica, instabilidade genética e proliferacdo continua das células tumorais.
Nesse estagio, células inflamatérias sdo recrutadas por meio da ativacdo de vias

intrinsecas impulsionadas pela ativacdo de proto-oncogenes, além disso, essa fase
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também é estimulada pela acdo do fator de necrose tumoral a (TNF-a), que ira
acelerar a fase de promocéao e estimular a fase de progressédo (SMITH et al., 2016;
BASU, 2018).

O estagio de progressao esta relacionado a processos celulares e moleculares
complexos que causam a transformacédo irreversivel de células pré-malignas em
células cancerigenas, e ocorre como resultado de alteracdes genéticas e epigenéticas
adicionais que promovem o potencial invasivo e metastatico dessas células (AYOB;
RAMASAMY, 2018; MULLER-COAN et al., 2018). A metastase € caracterizada pela
migracdo das células cancerigenas do local primario do tumor para outros locais do
corpo através da corrente sanguinea ou dos vasos linfaticos. E um processo que inclui
varias etapas, tais como: proliferacdo, angiogénese, descolamento/invasdo local,
intravasamento e extravasamento para a corrente sanguinea e crescimento no
tecido/6rgéo distante (SIDDIQUI et al., 2015; HYNDMAN, 2016; MULLER-COAN et
al., 2018).

As mutacOes que causam o0 cancer sao resultado de danos ao DNA que né&o
foram reparados adequadamente, de erros na replicagcdo ou da insercao ou excluséo
de segmentos do DNA, com consequente producdo de proteinas aberrantes (BASU;
NOHMI, 2018). Essas mutacfes podem estar associadas a um aumento na
estimulacao da diviséo celular devido a ativacao de proto-oncogenes, bem como, pela
perda de funcéo de genes supressores de tumor (ZHAO et al., 2018; SANTOS, 2019).
Os proto-oncogenes sao genes normais envolvidos no estimulo da divisao celular que,
guando alterados por mutacfes, tornam-se oncogenes (genes causadores de cancer),
como exemplos, o0 KRAS, o NRAS, o BRAF, entre outros. Esses oncogenes podem
promover a hiperativacdo de vias de sinalizacdo que induzem a proliferacédo
descontrolada das células (SANTOS, 2019; REAGAN, 2019).

Em contrapartida, os genes supressores de tumor sao genes que estdo
normalmente ativos e, por mais que estejam relacionados ao desenvolvimento das
células, possuem atividade contraria a dos proto-oncogenes, pois atuam inibindo a
divisao celular. Quando inativos, por acdo de agentes mutagénicos, estes deixam de
inibir pontos chave nas vias de sinalizacdo ligadas a proliferacdo celular, como
exemplos, o TP53, o PTEN, o RB1, entre outros. Em conjunto, essas mutacdes

proporcionam as células tumorais uma capacidade de autorrenovacao elevada que as
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auxilia a superar as células vizinhas, cooperando assim para a transformacao
neoplasica (ZHAO et al., 2018; SANTOS, 2019; REAGAN, 2019).

As células cancerigenas apresentam diversas caracteristicas que as
diferenciam das células normais e que lhes conferem certas habilidades que
promovem seu crescimento e sua manutencdo, sao elas: i) sinalizacao proliferativa
sustentada — associada a secrecdo excessiva de fatores de crescimento,
hiperresponsividade celular, ativacdo continua de vias de sinalizag&o proliferativas e
bloqueio de vias de feedback negativo (HANAHAN; WEINBERG, 2011; KHABAR,
2017); ii) fuga de supressores de tumor — por meio da atenuacdo ou inativacdo de
supressores de tumor como TP53, proteina retinoblastoma (Rb), homdlogo de
fosfatase e tensina (PTEN) e fator de crescimento tumoral 8 (TNF- 8) (KHABAR, 2017;
AHN et al., 2019); iii) resisténcia a apoptose — por meio da regulacdo positiva de
proteinas antiapoptoticas, como as proteinas da familia Bcl-2, inativacdo de genes
supressores de tumor, como TP53, e diminuicdo da producdo de fatores pro-
apoptoticos (HANAHAN; WEINBERG, 2011; GIAMPAZOLIAS; TAIT, 2016; AHN et al.,
2019); iv) inducdo de angiogénese — por meio da desregulacdo de fatores pro-
angiogénicos e antiangiogénicos resultando na formac¢éo de novos vasos sanguineos
para captacdo de nutrientes e oxigénio (HANAHAN; WEINBERG, 2011; FOUAD;
AANEI, 2017; DE LA VEGA; CHAPMAN; ZHANG, 2018); v) inflamacé&o promotora do
tumor — caracterizada pela presenca de células imunes residentes, como células
dendriticas, macrofagos associados a tumores e outras células que, em vez de
impedir o crescimento tumoral, promovem sua progressao e criam um microambiente
inflamatério que remodela o tecido e induz angiogénese e metastase (HANAHAN;
WEINBERG, 2011; DE LA VEGA; CHAPMAN; ZHANG, 2018); vi) evasdo da
destruicdo da resposta imune especifica — as células tumorais adquirem a capacidade
de evitar a deteccdo e a eliminagdo pelas células imunes devido a alteractes
genéticas e epigenéticas (HANAHAN; WEINBERG, 2011; FOUAD; AANEI, 2017;
CAON et al., 2020); vii) reprogramacao do metabolismo energético — geracéo rapida
de adenosina trifosfato (ATP) para sustentar o status energético, aumento da
biossintese de macromoléculas e regulacdo rigorosa do estado redox celular
(HANAHAN; WEINBERG, 2011; SANCHO; BARNEDA; HEESCHEN, 2016; CAON et
al., 2020); viii) imortalidade replicativa — quando as células tumorais superam o

processo de encurtamento dos teldmeros tornando-se imortais (HANAHAN;
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WEINBERG, 2011; HORNSVELD; DANSEN, 2016; MOSES et al., 2018); ix) ativacédo
de invasdo e metastase — por meio da desestruturacdo de moléculas de adesao
celular, como a E-caderina, promovendo a perda da adeséo célula-célula, e aumento
na regulacdo de moléculas de adesdo associadas a migracdo celular, como a N-
caderina, promovendo a invaséo local, migracdo de células pela corrente sanguinea
e propagacao em outro local (HANAHAN; WEINBERG, 2011; NUDELMAN et al.,
2019); e, por fim, x) instabilidade do genoma e mutacéo — decorrente de mutagdes ou
silenciamento epigenético de genes que previnem, detectam e reparam danos ao
DNA, resultando em acumulo de mutacBes adicionais, incluindo amplificacdes,
delecdes e rearranjos cromossoémicos (Figura 1) (HANAHAN; WEINBERG, 2011,
MOSES et al., 2018).

Figura 1 — Caracteristicas biologicas das células cancerigenas

Sinalizag¢ao proliferativa
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de tumor
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do tumor

Indugao da Ativacdo da invasao e
angiogénese metastase

Fonte: Adaptado de HANAHAN; WEINBERG, 2011

O céancer é considerado uma doenca multifatorial (KUMAR et al., 2017) e pode
ocorrer devido a fatores ambientais, como poluicdo, raios UV/solares, radiactes
ionizantes e agentes biolégicos (alguns virus, como HPV, HIV1, etc.; bactérias, como
H. pylori; e parasitas, como Schistosoma mansoni), e também devido a hébitos do

individuo, como tabagismo, consumo de alcool, ma alimentacdo, obesidade etc., 0
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gue, em conjunto, contribui para o surgimento de cerca de 90 — 95% dos canceres
(MARU et al., 2016; RAASCHOU-NIELSEN et al., 2016; TAYLOR et al., 2017,
MASSARWEH; EL-SERAG, 2017; LEWANDOWSKA et al., 2019; DUTTA et al., 2019).
Em adicdo, fatores hereditarios também estdo associados ao desenvolvimento do
cancer, porém, correspondem a apenas a 5% dos casos. Como exemplo pode ser
citado a predisposicao hereditaria para desenvolvimento do cancer de mama, devido
as mutacbes patogénicas nos genes BRCA1l ou BRCA2. Além disso, o proprio
envelhecimento humano constitui um fator de risco para o surgimento do cancer,
assim como, mutacdes aleatdrias que acontecem durante a replicacdo do DNA em
células-tronco normais (SCs) (PODOLSKIY; GLADYSHEYV, 2016; SANTOS, 2019;
REAGAN, 2019).

Em relacdo aos dados epidemiolégicos, o cancer é considerado a segunda
causa de morte na populacéo, perdendo apenas para as doencas cardiovasculares
(XIAO et al.,, 2018; RUSSO; RUSSO, 2018). Apenas no ano de 2018, foram
registrados aproximadamente 18,1 milhées de novos casos e 9,6 milhdes de mortes
por cancer no mundo, segundo a International Agency for Research on Cancer (IARC)
da OMS (DUTTA et al., 2019). Para o triénio 2020-2022, a estimativa no Brasil € que
ocorram cerca de 625 mil casos novos de cancer, para cada ano. Os tipos de cancer
mais frequentes no Brasil em homens sao prostata (29,2%) e traqueia, brénquio e
pulméo (9,1%), e, em mulheres, sdo mama (29,7%) e cdlon e reto (9,2%) (KUMAR,;
JAITAK, 2019; INCA, 2020). Estima-se que até 2050, surjam mais de 27 milhdes de

novos casos de cancer e 17,1 milhdes de mortes por ano (KUMAR; JAITAK, 2019).

2.2 Ciclo celular e apoptose

O ciclo celular € um mecanismo ordenado que progride através de uma
sequéncia bem definida de estagios, por meio da qual uma célula duplica seu DNA e
depois se divide para formar duas células filhas idénticas (KAMENZ; FERRELL
JUNIOR, 2017; HUSTEDT; DUROCHER, 2020). A progressdo no ciclo celular
depende de sinais reguladores de crescimento, e esse processo € dividido em dois
eventos principais: a duplicacdo do DNA, que ocorre na fase S (sintese de DNA), e a
mitose, fase M (divisdo do material genético e citocinese). Entre esses dois eventos

estdo as fases G1 (na qual as células verificam se devem crescer, dividir-se ou entrar
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em quiescéncia, G0) e G2 (preparacao para a mitose) (INGHAM; SCHWARTZ, 2017,
OTTO; SICINSKI, 2017; HUSTEDT; DUROCHER, 2020).

Para que o ciclo celular possa prosseguir corretamente, existem pontos de
verificacdo, também chamados de checkpoints, que garantem que cada estagio seja
concluido antes que se inicie o outro (SHERR; BARTEK, 2017). Esses pontos de
verificacdo garantem, por exemplo, que as células na fase G1 que sofreram danos ao
DNA néo passem para a fase S, e que o dano ocorrido na replicagcdo do DNA durante
a fase S seja corrigido antes que as células passem para a mitose, ou que 0S
cromossomos duplicados sejam alinhados adequadamente no fuso mitético antes da
citocinese (VISCONTI; MONICA; GRIECO, 2016; SHERR; BARTEK, 2017).

Na fase G1, as células respondem a sinais extracelulares que determinam se
estas irdo se dividir novamente ou se entrarao em estado GO (CRUZ, 2010). A maioria
das células do organismo humano permanece na fase GO, na qual a célula ndo avanca
para as demais fases do ciclo celular, permanecendo em um estagio de “dorméncia”,
e estas sO retornam ao ciclo celular se receberem estimulo de fatores mitogénicos
(SWAFFER et al., 2016; OTTO; SICINSKI, 2017).

Durante a fase G1, a célula prepara-se para a préxima fase aumentando seu
tamanho e duplicando suas organelas. Além disso, também s&o sintetizadas enzimas
necessarias para o funcionamento da fase S, como enzimas que irdo favorecer a
sintese de trifosfatos de desoxirribonucleosidios, enzimas da sintese de DNA
polimerase, dentre outras (ALBERTS et al., 2017; SOUZA, 2018). Ao final da fase G1,
a célula passa pelo primeiro ponto de verificacdo, conhecido como ponto de checagem
G1, que ira verificar a integridade do DNA e analisar se o ambiente esta adequado
para entrar na fase S (ALBERTS et al., 2017; NEPOMUCENO et al., 2017).

A fase S compreende a fase de sintese, em que ocorre a duplicagdo do material
genético de modo semiconservativo, na qual cada um dos cromossomos € replicado
uma unica vez (MALUMBRES, 2020). Em seguida, a célula passa para a fase G2, a
gual evidencia-se pelo inicio da condensacdo dos cromossomos e pela migracao dos
centriolos e centrossomos para polos opostos. Na fase G2, a célula passa pelo
segundo ponto de verificagdo, o ponto de checagem G2, que tem como fungcao
analisar se o DNA foi replicado completamente (CHAUDHARY et al., 2013;
NEPOMUCENDO et al., 2017).
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A fase M (mitose), uma fase rapida, divide-se em quatro etapas: proéfase,
metafase, anafase e teldfase, na qual o conteudo celular ja duplicado durante as fases
antecessoras é dividido dando origem a duas células filhas (SOUZA, 2018;
MALUMBRES, 2020). Nessa fase, ocorre basicamente dois processos: a cariocinese,
gue compreende a divisado do nucleo celular, e a citocinese, que compreende a divisdo
citoplasmatica (NEPOMUCENO et al., 2017; SOUZA, 2018).

Para garantir que a duplicagcdo do DNA e das organelas, assim como a diviséo
celular, ocorram de forma correta e ordenada, as células possuem um sistema de
controle que orquestra a progressdo da fase G1 para a fase S e da fase G2 para a
mitose, esse sistema de controle € composto pelos complexos ciclina-CDKs (Cyclin-
Dependent Kinases) (SWAFFER et al., 2016; FONSECA, 2018). Os principais
constituintes dos complexos ciclina-CDKs s&o proteinas denominadas de ciclinas, as
quais se ligam, ativam e apresentam especificidade de substrato com as CDKs.
Diferentes CDKs séo expressas constantemente ao longo do ciclo, e sdo acionadas
de maneira sequencial e em momentos especificos, quando a oscilacdo entre a
expressao e a degradacao das ciclinas é propicia (FONSECA, 2018; LIU et al., 2019).

As CDKs constituem uma grande subfamilia de cinases de serina/treonina que
possuem uma subunidade catalitica e uma subunidade reguladora (ciclinas), e séao
responsaveis pela fosforilacdo de proteinas intracelulares que conduzem os eventos
moleculares da progressao sistematica do ciclo celular INGHAM; SCHWARTZ, 2017;
MALUMBRES, 2020). As principais CDKs do ciclo celular sdo as CDK1, CDK2, CDK4
e CDK®6, que atuam em conjunto com ciclinas especificas, tais como A, B, D e E, para
formar cinases enzimaticamente ativas (MALUMBRES, 2020; HUSTEDT,;
DUROCHER, 2020). A CDK1 interage com ciclinas do tipo A e B, a CDK2 com ciclinas
A e E, e as CDK4 e CDK®6 interagem com ciclinas do tipo D (D1, D2, D3). A atividade
da CDK é comumente baixa na fase G1 e vai aumentando sucessivamente até
alcancar a atividade maxima apos entrar na fase M (INGHAM; SCHWARTZ, 2017,
HUSTEDT; DUROCHER, 2020).

Cada transicéo entre as fases do ciclo € regulada por complexos distintos de
ciclina-CDKs (FEDEDA; GERLICH, 2012; MOHAMED et al., 2018). Alguns desses
complexos estdo empenhados principalmente na regulacao da fase G1, as ciclinas D
(D1, D2 e D3) séo as primeiras ciclinas que percebem o0s sinais mitogénicos, dessa

forma, atuam como sensores do fator de crescimento, ativando CDK4 e CDK6 na fase
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G1 (CROSS et al., 2011; KARIMIAN; AHMADI; YOUSEFI, 2016; KAMENZ; FERRELL
JUNIOR, 2017). O aumento da atividade da ciclina D-CDK4/6 promove a fosforilag&o
da proteina supressora de tumor retinoblastoma (RB) e inibicdo de p53, levando a
liberacado de E2F do complexo pRB-E2F. RB € uma supressora de tumor que se liga
ao fator de transcricdo E2F para impedir a progressao do ciclo celular (Figura 2)
(ZHENG et al., 2019; ICARD et al., 2019).

Em seguida, a ativacdo da CDK2 pela ciclina E1 e E2 induz a transi¢éo da fase
G1 para a fase S (INGHAM; SCHWARTZ, 2017). Posteriormente, durante a fase S, a
degradacéo e substituicdo da ciclina E pela ciclina A, ativa-a, e esta, acopla-se a CDK2
e a CDK1 promovendo a progressao da fase S para a mitose. Ao final da fase G2, a
ciclina B ativa a CDK1 e conduz a separacdo do material genético para as células
filhas (KARIMIAN; AHMADI; YOUSEFI, 2016; LIU et al., 2019). A degradacdo das
ciclinas A e B, mediada pelo complexo cromossomo promotor de anafase (APC/C),
resulta no fim da mitose, e a célula retorna para a fase G1 (Figura 2) (HUSTEDT;
DUROCHER, 2020).

Além dos reguladores positivos do ciclo celular, a atividade das CDKs também
€ regulada por reguladores negativos, chamados de CKIls (CDK inhibitor proteins). Os
CKls sdo comumente expressos na fase G1, em resposta a fatores extracelulares
antiproliferativos ou em resposta a danos no DNA. Os CKIs séo classificados em duas
familias distintas, a familia INK4 e a CIP/KIP, cada qual possuindo especificidades
para as diferentes CDKs (FONSECA, 2018; LIU et al., 2019). As proteinas INK (p16,
pl5, p18 e p19) interagem com CDK4 ou CDKG6 e inibem sua ligagdo com as ciclinas
D. As proteinas CIP/KIP (p21, p27 e p57) criam complexos ternarios com ciclina-CDK?2
e ciclina-CDK1 e inibem suas atividades cataliticas (LIU et al., 2019).
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Figura 2 — Progressdo do ciclo celular e principais proteinas reguladoras
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Legenda: Fatores mitogénicos ativam complexos ciclinas-CDKs que iniciam a progressao da fase G1
para a fase S por meio da fosforilagdo (P) de diversos alvos moleculares, dentre eles a proteina
retinoblastoma (RB). A hiperfosforilacdo de RB restringe sua atividade supressora de crescimento e
promove a ativacdo da transcricao pela familia de fatores de transcricdo E2F. A transicdo da fase S e
da fase G2 para a fase M, também é regulada pelos complexos ciclina-CDK. Frequentemente, as
células saem do ciclo celular e entram em um estagio no qual ela ndo avanca para as demais fases do
ciclo, podendo ser de forma reversivel ou permanente (fase G0). Além disso, o dano ao DNA é
detectado por proteinas sensoras (ATM e ATR) que reconhecem o DNA danificado e desencadeiam a
parada do ciclo celular através da ativagédo da Chk2 e p53 na fase G1, ou por ativar Chk1 na fase S ou
G2.

O controle transcricional dos genes do ciclo celular € mediado principalmente
pelos fatores de transcricdo E2F, B-MYB e FoxM1 (MUSA et al., 2017; BONACCI,
EMANUELE, 2020). Em células humanas, a transicéo para as fases G1 e S depende
da familia de fatores de transcricdo E2F, bem como, de suas proteinas auxiliares de
dimerizagcdo. Defeitos na regulacédo da funcdo E2F sdo comumente encontrados no
cancer, o que demonstra o importante papel do controle transcricional do ciclo celular
na oncogénese (BERTOLI; SKOTHEIM; DE BRUIN, 2013; BONACCI; EMANUELE,
2020). A alta atividade transcricional de E2F observada em praticamente todos os

canceres esta intimamente relacionada a mutacoes bialélicas recorrentes da perda de
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funcdo no gene do retinoblastoma (RB), um inibidor vital do E2F (KENT; LEONE,
2019).

Quando o DNA sofre algum dano, os pontos de verificagdo do ciclo celular
podem ser acionados na fase G1, na fase S e na transicdo da fase G2 para a M.
Proteinas sensoras reconhecem esses danos e sinalizam para proteinas efetoras, e
estas interrompem a progressao do ciclo celular e promovem o reparo. A cinase de
Ataxia-telangiectasia mutada (ATM), uma proteina sensora, quando ativada pela
guebra da fita dupla do DNA, estimula o ponto de verificagdo G1 fosforilando e
ativando a Chk2 (Checkpoint kinase 2) (VISCONTI; MONICA; GRIECO, 2016).

Ja quando o dano ao DNA ocorre na fase S ou na transicdo da fase G2 para a
M, esse dano é detectado pela Ataxia Telangiectasia e cinases relacionadas ao Rad3
(ATR). A ATR ativa a Chk1 (Checkpoint kinase 1), levando a Cdc25A a degradacao
proteassomal, impedindo a progressao pela fase S. Em outro momento, a ATR e a
Chk1 também ativam o ponto de verificacdo G2/M, ao fosforilar a p53 e impedir que
as células com DNA danificado prossigam para a mitose, bloqueando a ativacdo da
ciclina B-CDK1 (FONSECA; BETTENCOURT-DIAS, 2019).

A parada do ciclo celular na transicdo das fases G1 e S € um processo que
dependente criticamente da proteina p53 (KARIMIAN; AHMADI; YOUSEFI, 2016). A
proteina p53 atua como um fator de transcricéo do ciclo celular, que inibe a progressao
das células na fase G1, por meio da ativacdo da p21 ou do desencadeamento da
apoptose atraves da alteracdo de genes que codificam cofatores, como por exemplo
BAX e GADDA45 (OLIVEIRA, 2018). Mutacdes no gene da proteina p53 inibem sua
atividade promovendo o crescimento celular desordenado, particularidade de células
malignas (SWAMINATHAN et al., 2012; OLIVEIRA, 2018).

A ATM leva a fosforilagdo da p53, diminuindo sua afinidade por seu regulador
negativo, o gene Mdm2 (ubiquitina ligase), estabilizando a proteina p53, que, uma vez
estabilizada, p53 ira ativar p21, um membro das proteinas CKI (VISCONTI; MONICA,;
GRIECO, 2016). Ao ser ativada, p21 pode interromper a transicao entre as fases G1/S
e G2/M, inibindo ciclina D-CDKA4/6 e ciclina E-CDK2, respectivamente, impedindo a
fosforilacdo da proteina pRB, consequentemente, bloqueando a progresséo do ciclo
celular (VISCONTI; MONICA; GRIECO, 2016; KARIMIAN; AHMADI; YOUSEFI, 2016).

No contexto do cancer, o surgimento de células malignas pode ocorrer por meio

da perda do controle do ciclo celular, observado como consequéncia de mutagdes em
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proto-oncogenes, genes que em circunstancias normais ativam o ciclo celular,
tornando esse proto-oncogene em um oncogene, ou seja, um gene mutante que ativa
continuamente o ciclo celular. Ou ainda, podem ocorrer mutacdoes em genes
supressores de tumor, os quais tem a funcédo de regular o crescimento das células,
blogueando o ciclo celular, porém, quando mutados, deixam de bloquear a progressao
do ciclo (FONSECA; BETTENCOURT-DIAS, 2019; ARAUJO et al., 2019).

Todas essas mutagdes levam a transcrigcbes desordenadas que promovem a
regulacdo positiva das ciclinas-CDKs, resultando na progressao descontrolada do
ciclo celular e mitose (ICARD et al., 2019). Provavelmente, as células cancerigenas
surgem a partir de células senescentes por meio de um mecanismo de reativagao,
retirando a célula de um estagio GO permanente (senescéncia) induzindo a um quadro
de hiperproliferacdo (SOTGIA; FIORILLO; LISANTI, 2019).

A desregulacdo da atividade da CDK, por meio das mutagcdes ou inativactes
dos inibidores da CDK ou descontrole nos niveis de ciclina, sdo também comumente
notadas no cancer. Essa desregulacao pode induzir as células a passarem para a fase
S prematuramente, como também para a fase mitética, causando instabilidade no
genoma (FONSECA; BETTENCOURT-DIAS, 2019). Dessa forma, além dos
antineoplasicos utilizados na clinica que atuam no ciclo celular, como por exemplo os
produtos naturais antimitéticos (vincristina e vimblastina) e os antimetabdlitos; os
compostos que influenciam a sinalizagdo das CDKs, bem como de seus inibidores,
estdo sendo considerados como uma terapia promissora para o tratamento do cancer
(HYDBRING; MALUMBRES; SICINSKI, 2016; SANTOS, 2019).

Como exemplos desses compostos, podem ser citados os inibidores da CDK4
e CDK6 (ASGHAR et al. 2015, SHERR et al. 2016). Os inibidores de CDK4 e CDK6
mantém as células cancerigenas na fase G1, impedindo a progresséo do ciclo, a
exemplo do palbociclibe, ribociclibe e do abemaciclibe (SHERR; BARKET, 2017), os
guais foram aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) e pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para o tratamento do cancer de mama
HER2 (ERBB2) positivo (FINN et al. 2015, VANARSDALE et al. 2015; SHERR;
BARKET, 2017).

Em resposta a diferentes tipos de estresses, tais como agentes danosos ao
DNA (radiacao etc.), espécies reativas de oxigénio (EROs ou ROS), choque térmico,

infeccdes virais e hipdxia, a célula desencadeia um mecanismo de morte celular
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programada, conhecido como apoptose (REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-BATES,
2016). A apoptose € um mecanismo essencial envolvido na homeostase tecidual, no
sistema imunologico, no desenvolvimento embrionério e na eliminacdo de células
infectadas por virus e, sobretudo, de células com mutagBes gendmicas com a
capacidade de desenvolver neoplasias (PENA-BLANCO; GARCIA-SAEZ, 2018;
ARAUJO et al., 2019; ABBAS; LARISCH, 2020).

A apoptose é caracterizada como sendo um processo ndo inflamatoério de
morte, e inicia-se a partir de uma cascata de sinaliza¢do desencadeada por intermédio
de proteinas de varias familias que induzem diversas mudancas morfolégicas e
bioguimicas na célula, tais como: reducao do citoplasma, condensacéo da cromatina,
fragmentacdo do DNA, formacéo de blebbing de membrana e formacdo de corpos
apoptoticos (MEDINA; RAVICHANDRAN, 2016; ALMEIDA, 2019).

A morte celular apoptoética € mediada pela ativacdo de uma familia de proteases
cisteina-asparticas, as caspases, as quais possuem em seu sitio ativo uma série de
residuos de histidinas e cisteinas que desfazem ligacdes peptidicas apds um residuo
de aspartato. As caspases degradam componentes celulares com o objetivo de
preparar as células em apoptose para serem fagocitadas por macrofagos de forma
individualizada, sem influenciar as células adjacentes, evitando uma resposta
inflamatéria (NAGATA, 2018; ADAMS; CORY, 2018; SINGH; LETAI; SAROSIEK,
2019).

A apoptose é coordenada por conjuntos especificos de caspases que atuam
em cascatas. Inicialmente, as caspases sao sintetizadas na célula como zimogénios,
as pré-caspases, necessitando que sejam clivadas para se tornarem proteoliticamente
ativas. As caspases apoptoticas podem ser classificadas em iniciadoras, como
caspases-8, -10, -2 e -9, que iniciam a cascata proteolitica clivando mais pro-
caspases, e efetoras, como caspases-3, -6 e -7, ativadas pelas caspases iniciadoras,
as quais desempenham um papel importante na conclusdo da apoptose, pois estas
permitem a ativacdo de endonucleases que realizam a fragmentacdo do material
genético da célula (REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-BATES, 2016; NAGATA, 2018).

A caspase-3 possui um papel fundamental, pois atua inativando proteinas
essenciais para a manutencéo da integridade do citoesqueleto celular, bem como, do
reparo do DNA e do controle do ciclo celular (KHALILZADEH et al., 2018). Além disso,

a caspase-3 também atua clivando e ativando as escramblases, enzimas
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transportadoras de lipidios, que se encontram inativas normalmente. Com isso, a
célula passa a expor na parte externa de sua membrana, a fosfatidilserina, um
fosfolipidio de membrana que em condigcdes normais esté voltado para o interior da
célula, servindo como um marcador para que o0s macréfagos reconhecam
rapidamente a célula em apoptose (NAGATA, 2018; ALMEIDA, 2019).

O mecanismo de apoptose é ativado tanto por estimulos intracelulares, como
também, estimulos extracelulares. Existem duas vias principais que promovem a
apoptose, a via extrinseca, também chamada de via dos receptores de morte, e a via
intrinseca, também chamada de via mitocondrial, e sdo ativadas de acordo com o tipo
de estimulo recebido pela célula (SANTOS, 2018; LEE et al., 2018; PAONE et al.,
2019).

A via extrinseca € ativada por estimulos extracelulares para induzir apoptose e
estd associada aos receptores de morte. Os estimulos de morte celular ou ligantes de
morte, por exemplo, o ligante Fas (Fas-L), ligante indutor de apoptose relacionado ao
TNF (TRAIL) e o fator de necrose tumoral (TNF), ligam-se aos receptores de morte da
superfamilia do fator de necrose tumoral (TNF), a exemplo do receptor de TNF-1,
receptor de morte Fas-3, receptor TRAIL-1, receptor de morte-2 e o receptor de morte-
6 (PFEFFER; SINGH, 2018; SHIRJANG et al., 2019).

A ligacao do ligante de morte ao seu receptor, ativa o dominio citoplasmatico,
conhecido como dominio de morte (DD), levando ao recrutamento de proteinas
adaptadoras que apresentam o DD, como a proteina do dominio da morte associada
ao Fas (FADD) e a proteina do dominio da morte associado ao receptor do TNF
(TRADD) (LEE et al., 2018; SHIRJANG et al., 2019). As pro-caspases iniciadoras -8 e
-10 se ligam a FADD ou a TRADD, e formam um complexo de sinalizacao indutor de
morte (DISC). Em seguida, a pré-caspase-8 € ativada (caspase-8), dando inicio a
clivagem das pré-caspases efetoras, caspases-3, -6 e -7, sendo entdo ativadas,
iniciando a clivagem de inUmeras proteinas e do citoesqueleto levando a célula a
apoptose (Figura 3) (PFEFFER; SINGH, 2018; SANTOS, 2018; ABBAS; LARISCH,
2020).
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Figura 3 — Vias de ativacao da apoptose
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Legenda: A apoptose é desencadeada por duas vias distintas, a via extrinseca e a via intrinseca. Na
via extrinseca, apos a ligacao do ligante de morte (Fas-L, TRAIL e TNF), os receptores de morte (TRAF,
TRADD, TRAILR e o FAS) ativam as caspases iniciadoras (caspase-8 e caspase-10) por meio da
dimerizacdo mediada por proteinas adaptadoras, como a proteina do dominio da morte associada a
FAS (FADD). A caspase-8 e a caspase-10 ativas clivam e ativam as caspases efetoras, caspase-3 e a
caspase-7, levando a apoptose. A via intrinseca, ou mitocondrial, estimulada a partir do estresse
celular, envolve a ativacdo de proteinas com dominio 3 (BH3) da homologia Bcl-2, resultando na
ativacdo de BAX e BAK promovendo a permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial (PMEM).
As proteinas da familia BCL-2 antiapoptéticas (BCL-2, BCL-X., MCL1) neutralizam esse processo.
Apo6s a PMEM, proteinas do espaco intermembranar mitocondrial, como o SMAC e o citocromo ¢ séo
liberados no citosol. O citocromo c interage com o APAF1, desencadeando a formacdo do

apoptossomo, em seguida, ativando a caspase-9. Uma vez ativada, a caspase-9 ativa a caspase-3 € a
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caspase-7, levando a apoptose. A liberagdo mitocondrial de SMAC facilita a apoptose, bloqueando o
XIAP. A clivagem por caspase-8 do agonista do dominio da morte que interage com a proteina BH3

(BID) permite a interac&o entre as vias apoptoticas extrinsecas e intrinsecas.

J4 avia intrinseca, também chamada de via mitocondrial, é ativada por diversos
estimulos intracelulares, como dano ao DNA, privacdo de fatores de crescimento,
hipdxia, estresse oxidativo, dentre outros, 0os quais causam altera¢des no equilibrio
entre proteinas pro-apoptéticas e anti-apoptéticas da familia Bcl-2, resultando na
permeabilizagcdo da membrana externa mitocondrial (PMEM), promovendo a liberagéo
do citocromo c e de outros fatores apoptéticos (ASHKENAZI et al., 2017; PAONE et
al., 2019).

Quando o citocromo c € liberado para o citoplasma ele se ligard ao fator de
ativacdo da protease apoptdtica 1 (Apaf-1) e a pré-caspase 9, formando um
apoptossomo que ira sofrer oligomerizacéo e ativar a pro-caspase-9. Uma vez ativada,
a caspase-9 ira clivar e ativar as caspases efetoras, caspase-3 e -7, promovendo a
morte celular (Figura 3) (ASHKENAZI et al., 2017; LEE et al., 2018).

A despolarizacdo mitocondrial também libera fatores apoptéticos adicionais que
garantem a morte celular, o segundo ativador da caspase derivado da mitocondria
(SMAC/DIABLO), e a serina-protease mitocondrial OMI/HTRA2, os quais bloqueiam
os inibidores de proteinas da apoptose ligadas ao cromossomo X (XIAP), inibidores
enddégenos da caspase-3 (ASHKENAZI et al.,, 2017; SINGH; LETAI; SAROSIEK,
2019; ABBAS; LARISCH, 2020). Além dessas, também sao liberados o fator indutor
de apoptose (AlIF), a DNAse ativada por caspase (CAD) e a endonuclease G (endoG),
0s quais estado envolvidos com a fragmentacdo do DNA e com a condensacao da
cromatina (REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-BATES, 2016; MAJTNEROVA;
ROUSAR, 2018).

A familia do gene do linfoma de células B 2 (Bcl-2) codifica mais de 20 proteinas
gue controlam a via apoptética intrinseca ou mitocondrial e sdo essenciais para o
equilibrio entre a sobrevivéncia e a morte das células, de forma que a célula so6 entre
no processo de apoptose quando necessario (ASHKENAZI et al., 2017; PENA-
BLANCO; GARCIA-SAEZ, 2018). A PMEM é controlada em grande parte pelas
proteinas da familia Bcl-2, que incluem proteinas pro-apoptéticas e antiapoptoticas
(PATWARDHAN; BEVERLY; SISKIND, 2016; SINGH; LETAI; SAROSIEK, 2019).



ANDRADE, C. C. N. 39

Dentre as proteinas pro-apoptoticas podem ser citadas a Bax, Bak, Bad, Bid,
Bim, Noxa e PUMA, que atuam promovendo a despolarizacdo mitocondrial e,
consequentemente, liberacdo do citocromo ¢ e outros fatores pré-apoptéticos; e
dentre as proteinas antiapoptéticas podem ser citadas a Bcl-2, Bcl-X., Mcl-1, Bfl1, Bcl-
b e Bcl-w, que impedem a apoptose por bloguear essa despolarizacdo mitocondrial
(CHIPUK et al., 2010; PATWARDHAN; BEVERLY; SISKIND, 2016). A desregulacao
do gene Bcl-2 tem como consequéncia a superexpressao da proteina antiapoptotica
Bcl-2, alterando o equilibrio entre as proteinas pré-apoptoticas e antiapoptéticas.
Considerando que € o equilibrio entre as proteinas da familia Bcl-2 que determina o
destino da célula, desregulacdo do gene Bcl-2 favorece a sobrevivéncia das células
cancerigenas (ASHKENAZI et al., 2017; SANTOS, 2018).

A desregulacao da apoptose tem um papel fundamental no desenvolvimento
de tumores, disturbios neurodegenerativos, doencgas autoimunes, entre outros (PENA-
BLANCO; GARCIA-SAEZ, 2018). Para que o cancer se desenvolva, as células
tumorais adquirem caracteristicas que Ihe permitem inibir as vias apoptéticas para
sobreviver, especialmente a perda do gene supressor de tumor p53 e a
superexpressdo de membros antiapoptéticos da familia Bcl-2. Dessa forma, a
intervencao terapéutica do cancer tem muitas vezes como alvo as vias de morte
celular por apoptose (SHIRJANG et al., 2019).

2.3 Estresse oxidativo no cancer

O estresse oxidativo é definido como sendo um estado fisiolégico gerado pela
superproducdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), espécies reativas de
nitrogénio (ERNSs) e outros radicais livres (SAHA et al., 2017; TEHRANI et al., 2018;
XU et al., 2019). O estresse oxidativo surge devido ao desequilibrio entre a producgéo
de EROs e os mecanismos antioxidantes celulares, e esta associado a diversas
doencas, como doencas cardiovasculares, doencas pulmonares, doencas
neurodegenerativas, e diversos tipos de canceres, entre outras (HUSSONG;
SCHWEIGER, 2016; PECORINI et al., 2020).

EROs séo pequenas moléculas contendo oxigénio, e incluem o radical aniénico
superoxido (0O2e-), o radical hidroxila (OHe), o ion hidroxila (OH-), peroxido de
hidrogénio (H202), éxido nitrico (NO-¢), peroxil (RO2¢), entre outros SAED; DIAMOND;
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FLETCHER, 2017; MORRYA; NGAMCHERDTRAKULA; YANTASEE, 2017; XU et al.,
2019). Sdo moléculas quimicamente reativas que em niveis baixos a moderado séo
essenciais para 0s organismos vivos, pois desempenham um papel fundamental nas
vias de sinalizacao celulares, atuando como segundos mensageiros (SAHA et al.,
2017), sendo geradas nas células, principalmente, como subprodutos de elétrons
advindos da cadeia transportadora de elétrons nas mitocondrias (LIN et al., 2019).

Em relacdo ao cancer, uma de suas caracteristicas é a desregulacdo da
energia celular. Essa caracteristica possibilita que as células malignas proliferem e
sobrevivam em microambientes que normalmente induziriam uma célula normal a
morte (POSTOVIT et al.,, 2018). Diversos estudos demonstram que as células
cancerigenas produzem EROs mitocondriais de forma elevada em decorréncia de
estimulos oncogénicos e do seu metabolismo ativo, 0o que representa um papel
importante no desenvolvimento de tumores (KLAUNIG; WANG, 2018; LIN et al.,
2019).

Niveis elevados de EROs em uma célula normal podem ocasionar mutacdes
genéticas e/ou a alteragcdes no crescimento celular, estabelecendo, assim, uma
correlagao entre o aumento de EROs e a formacgao de tumores na etapa de iniciagdo
da carcinogénese (KLAUNIG; WANG, 2018). Ainda, os niveis elevados de EROs nas
células cancerigenas, quando comparado aos niveis de EROs nas células normais,
beneficiam a sinalizacdo celular mediada pelas EROs, pois favorecem a progressao
e agressividade do tumor por meio da regulacdo da proliferagdo, apoptose e invasao
das células cancerigenas, ou seja, induzindo promoc¢do e progressdo tumorais
durante o processo de carcinogénese (MARTINEZ-USEROS et al., 2017; REN et al.,
2019).

Nesse sentido, dados da literatura mostram que EROs podem atuar em
diferentes vias de sinalizacao para permitir a progressao do tumor, tais como a via da
MAPK, promovendo proliferacao celular, principalmente, por meio de ERK 1/2 e NF-
KB; a regulacdo do c-SRC (proto-oncogene tirosinocinase Src) e NF-kB, envolvidos
na evasao da apoptose; a via da PIK3/AKT e JAK/STAT (Janus quinase/transdutor de
sinal e ativador da transcricdo); a modulacdo de metaloproteinases (MMP) na matriz
extracelular para invaséo e metastase; a liberacdo do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), promovendo angiogénese; entre outras (MARTINEZ-USEROS et
al., 2017; SAED; DIAMOND; FLETCHER, 2017).
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Por depender da sinalizacdo mediada por EROs para migracéo, proliferacéo e
sobrevivéncia celular, as células cancerigenas aumentam a producédo de EROs por
meio de mutacdes oncogénicas adquiridas, perda de supressores de tumor e
aceleracdo do seu metabolismo (RECZEK; CHANDEL, 2018). Entretanto, as EROs
em niveis superelevados podem causar dano ao DNA, proteinas, lipidios e, por fim,
ocasionar a morte da célula tumoral. Para proteger-se desses danos, as células
cancerigenas necessitam aumentar potencialmente sua capacidade antioxidante para
reestabelecer o equilibrio redox favoravel ao crescimento do tumor. No entanto, seus
niveis relativamente mais altos estdo mais proximos do limiar de toxicidade do que
nas ceélulas normais, sendo estas entdo mais susceptiveis a morte celular
desencadeada por agentes exdgenos (REN et al., 2019; LIN et al., 2019).

Para equilibrar os niveis de EROs, as células possuem sistemas de defesa
antioxidante que protegem a célula do desequilibrio redox, prevenindo os danos
causados pelo estresse oxidativo. Esses sistemas de defesa antioxidantes podem ser
enzimaticos ou nado enzimaticos (SAJADIMAJD; KHAZAEI, 2018; D’'SOUZA et al.,
2020). Dentre os antioxidantes enzimaticos podem ser citados a superéxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPX), entre outros. E os
antioxidantes ndo enzimaticos incluem a glutationa reduzida (GSH), vitamina A, C e
E, &cido lipoico, carotenoides, quelantes de ferro, entre outros (REDZA-DUTORDOIR,;
AVERILL-BATES, 2016; HUSSONG; SCHWEIGER, 2016; LIN, 2019; D’'SOUZA et al.,
2020).

Considerando que as células cancerigenas s8o mais susceptiveis a um
aumento agudo dos niveis intracelulares de EROs e que estas requerem a
homeostase das EROs para migracao, proliferacéo e sobrevivéncia celular (Figura 4),
as estratégias terapéuticas recentes buscam manipular os niveis de EROs, a partir de
agentes geradores de EROs que aumentem efetivamente esses niveis intracelulares
acima do limiar de toxicidade, ou de agentes que diminuam a atividade dos sistemas
antioxidantes, a partir da inibicdo de enzimas antioxidantes chave, elevando os niveis
de EROs, causando morte celular via estresse oxidativo (RECZEK; CHANDEL, 2018;
XU et al.,, 2019; LIN et al., 2019; REN et al., 2019), como exemplo de drogas
guimioterapicas que aumentam a producdo de ROS, levando a citotoxicidade em
células cancerosas, podem ser citadas a cisplatina, a doxorrubicina e a procarbazina
(RAZA et al., 2017).
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Figura 4 — Papel dual das EROs no crescimento tumoral
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Fonte: Adaptado de RAZA et al., 2017

Legenda: As EROs possuem um papel dual na terapia do cancer, pois sua manutencdo até um certo
nivel é necesséaria para a proliferacdo e sobrevivéncia celular. No entanto, o aumento brusco na
producao de EROs e seu acumulo podem levar a célula tumoral a apoptose. Da mesma forma, os niveis
de EROs abaixo de um limite especifico pode levar & parada das cascatas de sinalizacdo mediadas
por EROs, diminuindo assim a prolifera¢é@o das células tumorais.

Por outro lado, existem também moléculas que diminuem os niveis de EROs
abaixo de um limite especifico, e assim, levam a interrupcdo das cascatas de
sinalizacdo de migragéo, proliferagédo e sobrevivéncia celular mediadas por EROs, e,
consequentemente, reduzem o crescimento tumoral, como exemplos temos o
derivado acridinico da série 9-(2-(1-ariletilideno)hidrazinil)acridina, e outro derivado
acridinico, o  (E)-5-oxo-1'-((3,4,5-trimetoxi-benzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-
espiro[acridina-9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila (AMTAC-17), os quais demonstraram
capacidade antioxidante por diminuir significativamente os niveis de EROs (RAZA et
al.,, 2017; HAIDER et al., 2019; SILVA, 2020). Estudos sugerem que a utilizacdo de
antioxidantes pode diminuir os niveis de EROs intracelular e reduzir o risco de
desenvolver o cancer. Dessa forma, diferentes moléculas tém mostrado efeitos proé-
oxidantes, como também, efeitos antioxidantes em modelos experimentais

(GALADARI et al., 2017; HE et al., 2017).
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2.4 Farmacoterapia do cancer

Considerando os diversos tipos de cancer existentes e suas particularidades,
diferentes abordagens terapéuticas podem ser utilizadas para o seu tratamento. No
entanto, mesmo com 0s avangos recentes, a busca pela cura ou por tratamentos mais
eficazes continua, devido aos problemas frequentemente encontrados, como 0
desenvolvimento de resisténcia ao tratamento e o0 aparecimento de graves efeitos
colaterais (COSTA; SILVA, 2017; JIN et al., 2018). Os tratamentos atualmente
disponiveis incluem cirurgia, radioterapia, quimioterapia, terapia alvo, imunoterapia,
hormonioterapia, entre outros (SEYED et al., 2016; MILLER et al., 2019). Por ser uma
doenca heterogénea, a escolha do tratamento mais adequado ir4 depender do estagio
e progressdo do cancer em cada individuo, podendo ser realizado de forma isolada
ou em combinacéo, por exemplo, radioterapia e quimioterapia (PATEL; MINN, 2018;
JANSSENS; SCHUSTER; VOSS, 2018; GONCALVES, 2019).

A cirurgia caracteriza-se pela remocéo do tumor, e € considerada a estratégia
de tratamento com maior potencial de cura quando diagnosticado nos estagios iniciais,
sendo a mais eficaz para os tumores ressecaveis (GUERRA, 2017; JIANG et al., 2017;
OLIVEIRA, 2019; O'DONNELL et al., 2019). A radioterapia € uma técnica que utiliza
a radiacao para reduzir o tamanho do tumor quando aplicada antes da cirurgia ou
eliminar as células cancerigenas remanescentes apds uma cirurgia, € possui acao
local (SILVEIRA, REGINO, et al., 2013; SANTOS, 2019). A cirurgia e a radioterapia
sdo basicamente tratamentos locais direcionados ao tumor primario. Entretanto, em
aproximadamente 60% dos casos ocorre o desenvolvimento de metastase, além da
reincidéncia do tumor, fazendo com que essas abordagens ndo sejam mais suficientes
(GUERRA, 2017).

A quimioterapia € a terapia mais convencional e, consequentemente, a mais
utilizada para o tratamento do cancer, e caracteriza-se pelo uso de moléculas
citotoxicas com o objetivo de eliminar as células cancerigenas presentes no
organismo do individuo (LI et al., 2017; SOUHO et al., 2018; GONGCALVES, 2019). Os
farmacos antineoplasicos séo classificados de acordo com seu mecanismo de acao
ou com a sua origem, em basicamente quatro classes: os agentes alquilantes, os
agentes antimetabdlitos, os antibiéticos antitumorais e os produtos naturais (MERCK,
2015; CORTES, 2017; INCA, 2018).
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Os agentes alquilantes atuam danificando o DNA, em qualquer fase do ciclo
celular, por acoplar grupos alquila de modo covalente as bases nitrogenadas do DNA,
impedindo sua replicacdo, além de danificar também outras macromoléculas
celulares, como exemplos destes farmacos, pode-se citar a cisplatina e a
ciclofosfamida (GOLAN, 2014; GARCIA-GIL, 2018; OLIVEIRA, 2019).

Os agentes antimetabolitos atuam na fase S do ciclo celular intervindo nos
processos de crescimento celular mediante inibicdo de enzimas responsaveis pela
biossintese dos componentes essenciais do DNA e RNA. Exemplos de farmacos
dessa classe incluem o 5-fluorouracil (5-FU), o metotrexato e a gencitabina
(WORDING, PERISSINOTTI E MARINI, 2016; MEHRMOHAMADI; JEONG;
LOCASALE, 2017).

Os antibitticos antitumorais, geralmente derivados de microrganismos, atuam
intercalando-se ao DNA em diferentes fases do ciclo celular, além disso, por
possuirem anéis insaturados em sua estrutura, promovem a incorporacao de excesso
de elétrons, logo, a producéo de EROs, levando a morte celular. Além disso, farmacos
dessa classe, como a doxorrubicina, podem inibir a topoisomerase 1l (HOFFMAN et
al., 2014; CORTES, 2017; OLIVEIRA, 2019).

Os produtos naturais, especialmente os derivados de plantas, tém sido
amplamente utilizados nas pesquisas para o desenvolvimento de novos farmacos.
Muitos dos medicamentos utilizados atualmente na clinica, inclusive dentre os
antineoplasicos, tiveram sua origem de produtos naturais, direta ou indiretamente, por
meio dos avangos na sintese de analogos e de alteragfes na estrutura quimica que
promoveram melhorias nas propriedades farmacolégicas e na reducéo da toxicidade
(GUERRA, 2017; EFFERTH et al., 2020). A descoberta de suas atividades biolégicas
deu origem a diversos medicamentos para o tratamento de uma variedade de
doencas, como céancer, infecgbes bacterianas e fungicas, inflamacdes e diabetes
(SPRADLIN et al., 2019).

Os compostos naturais apresentam inumeros efeitos, podendo atuar em varios
alvos oncogénicos, como em fatores de transcri¢do, citocinas, quimiocinas, moléculas
de adesao, receptores de fatores de crescimento, enzimas inflamatérias, entre outros
(LIU et al., 2019). Diversos medicamentos de origem natural encontram-se em uso na
terapia contra o cancer, como por exemplo, os alcaloides da vinca (vimblastina,

vincristina), que atuam inibindo a polimerizacdo dos microtibulos na mitose; os



ANDRADE, C. C. N. 45

taxanos (paclitaxel, docetaxel), que atuam inibindo a despolimerizacdo dos
microtubulos na mitose; os agentes que inibem as topoisomerases como as
podofilotoxinas (etoposida, teniposida), dentre outros (DUTTA et al., 2019;
GONZALEZ-CHAVARRIA, et al., 2020).

No entanto, os quimioterapicos ndo afetam apenas as células cancerigenas,
mas também as células sadias de rapida proliferacdo, causando uma variedade de
efeitos colaterais que diminuem a qualidade de vida dos pacientes (ROCHA, 2018;
PEREIRA, 2019). Os tecidos e 6rgaos que mais sofrem com a quimioterapia sdo a
medula Ossea, o trato gastrintestinal e os foliculos capilares, resultando em
mielossupressao, astenia, mucosite e alopecia (CORTES, 2017; SENAPATI et al.,
2018). Além disso, uma alta porcentagem de individuos desenvolve resisténcia aos
antineoplasicos, reduzindo as opcgdes terapéuticas de tratamento (GONZALEZ-
CHAVARRIA, et al., 2020).

O avanco no conhecimento da biologia molecular e tumoral transformou
significativamente os padrdes de tratamento do cancer pois demonstrou a
necessidade de se desenvolver terapias direcionadas molecularmente ao cancer,
assim como, selecionar tratamentos baseado em alteragbes moleculares especificas
(ZUGAZAGOITIA et al., 2016). As terapias direcionadas ao cancer, conhecidas como
terapias alvo, utilizam agentes que se ligam e bloqueiam moléculas especificas
implicadas no crescimento, progressao e metastase. Dessa forma, atuam em alvos
moleculares especificos de determinado céancer, diferente da maior parte dos
guimioterapicos que nao distinguem as células normais das cancerigenas que se
proliferam rapidamente (PRABHU; DEVARAJ, 2017).

A terapia alvo é amplamente dividida em duas classes: 0s anticorpos
monoclonais (mADb) e os inibidores de tirosina quinase (TKIs) (JJANG et al., 2019). O
mais conhecido dos mAb é o bevacizumabe, um mAb humanizado que atua se ligando
ao fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) impedindo que este se ligue ao
seu receptor (VEGFR), blogueando, consequentemente, a formacédo de novos vasos
sanguineos (RICCIUTI et al., 2019). Outros exemplos utilizados na clinica séo os mAb
cetuximabe e anitumumabe, os quais se ligam ao dominio extracelular do receptor do
fator de crescimento epidérmico (EGFR), um receptor altamente expresso na
superficie de muitas células cancerigenas, e bloqueiam a ligacdo do fator de
crescimento ao EGFR (PRABHU; DEVARAJ, 2017; JIANG et al., 2019).
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Em relacdo aos inibidores das proteinas tirosina cinases (TKIs), os exemplos
incluem as pequenas moléculas sintéticas lapatinibe, erlotinibe e gefitinibe, as quais
atuam por meio da inibicdo competitiva do sitio de ligacdo do ATP nos receptores de
tirosina cinase, impedindo a fosforilagcéo e ativacao do receptor, bloqueando diversas
vias enzimaticas que se encontram exacerbadas nas células cancerigenas
(AZEVEDO et al., 2017; ALMEIDA et al., 2019). Todavia, a terapia alvo, apesar de ser
uma terapia dirigida a alvos especificos, apresenta varios efeitos adversos e casos de
resisténcia especialmente devido a alteracdes gendmicas nas células cancerigenas
gue levam a modificacdes no alvo terapéutico (LIN; LYU, 2019).

A hormonioterapia baseia-se no uso de substancias analogas a horménios
enddgenos ou no uso de substancias supressoras destes, com o objetivo de inibir o
crescimento das células tumorais de cancer hormdnio sensiveis. Essa terapia atua
por bloquear o eixo estimulador da producédo de androgénios e estrogénios, inibindo
a producdo desses horménios, ou por impedir a ligacdo desses hormonios a seus
receptores (HAUSHEER, 2016; RIBEIRO et al., 2017). O tamoxifeno é um exemplo
de agente utilizado nessa terapia, o qual apresenta efeito antagbnico ao horménio
estrogénio, sendo utilizado para o tratamento do cancer de mama (GABRIEL et al.,
2017; SILVA, 2018).

A imunoterapia, por sua vez, consiste na estimulacdo do sistema imunoldgico,
com o objetivo de aumentar a resposta imune contra as células tumorais, e vem sendo
amplamente estudada no tratamento de diferentes tipos cancer (MCCUNE, 2018;
OLIVEIRA, 2019; GONGCALVES, 2019). Dois tipos de imunoterapia sao utilizados
atualmente, a terapia com mAb dirigida a células imunes e a terapia celular adotiva
(ACT). Os mAbs imunomoduladores tém como alvo componentes presentes em
células do sistema imune, e ndo as células cancerigenas como na terapia alvo, sendo
assim, ndo sao essencialmente especificos para um determinado tipo de cancer
(KHALIL et al., 2016). Os mAbs imunomoduladores incluem os inibidores da proteina
de morte celular programada 1 (PD-1), o pembrolizumab e o nivolumab, e do ligante
de morte celular programada 1 (PD-L1), o atezolizumab, avelumab e o durvalumab
(UGUREL et al., 2020; TOPALIAN; TAUBE; PARDOLL, 2020).

A terapia celular adotiva consiste na administracéo de citocinas estimuladoras
de imunidade, por exemplo, interferons e IL-2; de células T citotdxicas especificas

para aquela célula tumoral, ativada e expandida in vitro; entre outros. No entanto,
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essas técnicas apresentam limitacdes devido a resposta imune néo especifica, o que
causa efeitos colaterais graves (BARRETA, 2018; RILEY et al., 2019).

Diante do exposto, € possivel inferir que existe uma diversidade de
modalidades terapéuticas usadas na luta contra o cancer. Porém, apesar disso, a
toxicidade elevada e o desenvolvimento de resisténcia continuam sendo problemas
gue afetam a efetividade dos tratamentos e a qualidade de vida dos individuos
submetidos a eles. Diante disso, faz-se necessario o desenvolvimento de novos
agentes quimioterapéuticos que atuem mais seletivamente nas células cancerigenas,
reduzindo os efeitos colaterais graves (SENAPATI et al.,, 2018; COLLERY et al.,
2019), e que superem a resisténcia adquirida pelas células cancerigenas a
medicamentos, 0 que aumentaria as chances de sucesso terapéutico e a expectativa
de vida dos individuos acometidos com a doenca (SEYED et al., 2016; GONZALEZ-
CHAVARRIA, et al., 2020).

2.5 Modelos experimentais para avaliacdo de novas drogas com potencial

antitumoral

Estudos in vitro e in vivo sdo amplamente utilizados para identificar novos
candidatos a farmacos, bem como, avalia-los em relacdo a sua toxicidade fora de seu
alvo molecular (YANG et al., 2019; JUDSON et al., 2019). Uma variedade de culturas
celulares, incluindo linhagens de células tumorais, vem sendo largamente utilizadas
como modelos in vitro (BAHADAR et al., 2016). Em comparacdo com os estudos in
Vivo, a pesquisa in vitro de células cancerigenas possibilita a manipulacéo flexivel dos
parametros experimentais e a observacdo em tempo real do crescimento e
proliferacdo dessas células, facilitando o desenvolvimento de novas terapias de forma
mais rapida (WANG et al., 2016), como consequéncia, 0s estudos in vitro mais
recentes tém permitido a predicdo da eficacia clinica de candidatos a farmacos
antineoplasicos (FUJINO et al., 2018).

Nesse sentido, o desenvolvimento de novos farmacos antitumorais esta
fortemente associado ao cultivo de células in vitro. Nas pesquisas, para encontrar
compostos quimicos eficazes, faz-se necessario diferenciar células viaveis de células
mortas. Varios ensaios podem ser utilizados para determinar o nimero e a viabilidade

celular (PRABST et al., 2017). Entre os ensaios in vitro mais utilizados, pode-se
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destacar o ensaio de reducdo do MTT, um ensaio amplamente utilizado para avaliar
a citotoxicidade de uma variedade de substancias quimicas (DE SIMONE et al., 2020;
MELLO et al., 2020).

O MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) € um corante
amarelo que quando incubado em células viaveis, é reduzido por enzimas
mitocondriais (succinato desidrogenase), que convertem o MTT a um composto de
cor purpura insolavel em agua, o formazan [(E, Z) -5- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -1,3-
difenilformazan], que é solubilizado com a adi¢cdo do dodecil sulfato de sddio (SDS).
A formacdo do formazan é quantificada por meio densidade Optica em um
espectrofotdbmetro, e corresponde diretamente ao numero de células viaveis
(MOSMANN, 1983; OLIVEIRA; SILVA JUNIOR; ANDRADE FILHO, 2019;
AMINIPOUR et al., 2020).

Outra técnica amplamente utilizada para avaliar a viabilidade celular é a
avaliacao da integridade da membrana celular por meio da marcag¢do com o iodeto de
propidio (IP). O IP é uma molécula fluorescente que s6 atravessa membranas
celulares comprometidas, marcando o DNA e RNA dentro de células mortas ou que
estejam com suas membranas plasmaticas danificadas e emite um sinal fluorescente
vermelho (ROSENBERG; AZEVEDO; IVASK, 2019). Além disso, o IP é utilizado para
investigar o mecanismo de acédo de compostos que atuam causando morte celular em
decorréncia de parada no ciclo celular. A quantificagdo de DNA permite determinar a
porcentagem de células em cada fase do ciclo celular e a porcentagem de células
mortas (DNA fragmentado) em uma amostra (CROWLEY; CHOJNOWSKI;
WATERHOUSE, 2016).

A distribuicdo das células nas principais etapas do ciclo celular é feita
baseando-se na diferenca de ploidia do DNA entre as células nas fases GO/G1 (2n),
na fase S e na fase G2 (4n) e mitose. Em ensaios utilizando marcagao exclusiva com
o IP na citometria de fluxo, as células apoptéticas sdo comumente identificadas devido
a hipodiploidia (por causa da fragmentacdo do DNA), levando a uma diminui¢cao
mensuravel da marcacdo do DNA pelo IP, sendo essa populacdo observada na forma
de um pico sub-G0/G1, servindo como um indicativo de apoptose. Dessa forma, a
guantificacdo da fluorescéncia do IP em uma célula é diretamente proporcional a
guantidade de DNA dessa célula (CROWLEY; CHOJNOWSKI; WATERHOUSE, 2016;
BABES et al., 2018).
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Em relacdo ao processo de morte celular induzido por agentes citotoxicos, este
pode ocorrer como resultado, principalmente, da ativacdo de apoptose ou de necrose.
Para diferencia-las diversos métodos podem ser realizados, dentre estes, o ensaio de
marcagdo com a anexina V. A anexina V (AV), uma proteina conjugada com uma
molécula fluorescente (isotiocianato de fluoresceina - FITC), se liga com alta afinidade
a fosfatidilserina, quando esta € exposta na superficie da célula apoptética (HUANG
et al., 2014; PRASANNA et al., 2020; KOVURU et al., 2020). A fosfatidilserina € um
fosfolipidio presente na camada interna da membrana plasmética das células viaveis.
Durante o inicio da apoptose, a fosfatidilserina € translocada para a camada externa
da membrana plasmatica e serve como um sinal para os fagoécitos de que a célula
esta em apoptose (KUPCHO et al., 2019).

A exposicdo da fosfatidilserina pode ser facilmente detectada e medida por
meio de sua conjugacdo com a AV associada a uma molécula fluorescente (KUPCHO
et al., 2019). Este ensaio utiliza também o corante IP para diferenciar, inicialmente, o
processo de apoptose e necrose, além de indicar se a célula se encontra nas fases
iniciais ou tardias da apoptose, de acordo com a integridade da membrana celular.
Sendo assim, a marcacao positiva apenas da AV significa que a célula estad em
apoptose inicial, porém, se a célula estiver duplamente marcada, ou seja, AV e IP
positivos, é indicativo de que a célula estd em apoptose tardia ou necrose. Essas
marcacgdes podem ser detectadas por meio das andlises por citometria de fluxo ou por
microscopia de fluorescéncia (GIRALDO, 2020; PRASANNA et al., 2020).

2.6 Aspectos gerais sobre Croton spp.

Dentre as inumeras familias de plantas utilizadas para fins medicinais destaca-
se a familia Euphorbiaceae. A familia Euphorbiaceae abrange um grupo muito
diversificado, e € encontrada principalmente nos tropicos e em regides temperadas.
Sao representadas por aproximadamente 8000 espécies, distribuidas em 317
géneros, 49 tribos e cinco subfamilias (WEBSTER, 1994; SOARES; SILVA; FARIA,
2015). Na flora brasileira, € uma das mais ricas e mais diversificadas, com 63 géneros
e 921 espécies em todos os tipos vegetacionais (CORDEIRO et al., 2010; SOARES;
SILVA; FARIA, 2015).
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Estudos fitoquimicos da familia Euphorbiaceae revelaram a presenca de
compostos quimicos biologicamente ativos variados, tais como flavonoides,
saponinas, terpenos (di e triterpenoides), ésteres, alcaloides, glicosideos
cianogénicos, taninos, lecitinas e glicoproteinas (ESTEVES, 2014). Alguns dos
géneros mais importantes sdo Euphorbia (Euphorbia ou boa noite), Phyllantus (600),
Hevea (12) (Para ou seringueira no Brasil); Aleurites (2); Croton (700); Manihot (150)
(mandioca, tapioca); Acalifa (450); Ricinus (1) Higuerilla; Hiponamano (5)
(Manzanillo); Pedilanto (14); Trazer (100); Sapium (120) e Jatropha (175) (BARRERA,
GOMEZ; CASTIBLANCO, 2016).

O género Croton constitui cerca de 1300 espécies de arvores, arbustos e ervas
distribuidas em regifes tropicais e subtropicais dos dois hemisférios, muitas das quais
com propriedades medicinais e toxicas. A diversidade de usos medicinais
das espécies de Croton esta associada a uma ampla diversidade de metabdlitos
secundarios (FURLAN et al., 2015; XU; LIU; LIANG, 2018).

O género é rico em constituintes com atividades biologicas, principalmente
diterpenos do tipo labdano, ciclitoles, clerodano, tigliane, kaurane, labdane;
triterpenos, esteroides, Oleos volateis, substancias fendlicas e flavonoides, que
possuem uma gama de atividades biologicas, como citotoxica, anti-inflamatéria e
antimicrobiana (XU; LIU; LIANG, 2018).

Muitas espécies de Croton sdo usados para fins medicinais, tais como: C.
zehntneri e C. cajucara, que sdo comumente utilizados no Brasil para tratar distarbios
gastrointestinais. C. lechleri € amplamente utilizado nos paises da América do Sul
contra inflamacbes, Ulceras gastricas, cicatrizacdo de feridas e cancer; e C.
nepetaefolius € usado na medicina popular do Brasil como antiespasmaddico
estomacal, carminativo e intestinal (MEDEIROS et al.,, 2017). Os principais
componentes presentes na composi¢cdo dos Oleos essenciais relatados do género
Croton séo os fenilpropanoides, os monoterpenos e os sesquiterpenos (OLIVEIRA et
al., 2021).

A espécie Croton grewioides Baill. € conhecida popularmente como “canelinha”
ou “canelinha de cheiro” em referéncia ao aroma exalado por suas flores. Trata-se de
uma espécie do semiarido brasileiro, apesar de ocorrer também nas faixas de floresta
atlantica nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco,
Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe (SILVA; SALES; TORRES, 2009; DA SILVA et
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al., 2016; MEDEIROS, 2017; OLIVEIRA et al., 2021). Em relacdo as suas atividades
biolégicas, estudos anteriores relataram uma potente atividade inseticida (SILVA et
al., 2008), antidiarreica (DA SILVA et al., 2016), antioxidante (OLIVEIRA et al., 2021)
e antitumoral in vivo em modelo de sarcoma 180 em camundongos (SOUSA, 2013;
CAVALCANTI; DA SILVEIRA; DA SILVA, 2020).

A caracterizacdo do 6leo essencial das partes aéreas de C. grewioides foi
realizada pela equipe de Fitoquimica do Programa de Pos-graduacdo em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB/CCS/UFPB) e foi descrita por Medeiros et
al. (2017). A anélise mostrou que monoterpeno (55,56%) e sesquiterpenos (44,44%)
foram os principais grupos de constituintes quimicos isolados, sendo 0os compostos
majoritarios: a-pineno  (47,43%), sabineno (12,09%), limoneno (7,98%),
biciclogermacreno (5,96%), trans-cariofileno (5.51%), germacreno D (4,96%). Esta
composicdo quimica é consistente com os dados da literatura para constituintes
volateis da espécie Croton (MORAIS et al., 2006).

Tabela 1 — Composi¢éo quimica do oleo essencial de Croton grewioides

SUBSTANCIAS (% RELATIVA) IK EXP. IK LIT.*
a-pineno 47,43 931 939
Sabineno 12,09 968 976
B-pineno 1,91 972 980
Mirceno 0,70 986 991

a —felandreno 0,61 1001 1005
limoneno 7,98 1023 1031
1,8 cineol 2,21 1025 1033
y-terpineno 0,61 1052 1062
4-tujanol 0,55 1093 1097
4-terpeneol 0,75 1169 1177
a-copaeno 1,29 1368 1376
trans-cariofileno 5,51 1411 1418
a-humuleno 0,61 1444 1454
germacreno D 4,96 1471 1481
Biciclogermacreno 5,96 1487 1494
[B-bisaboleno 2,99 1499 1509
A-cadineno 0,46 1513 1524
espatulenol 0,78 1564 1576
Total identificado 97,40

Componentes identificados baseados no IR e GC-MS listados de acordo com a ordem de
eluicdo na coluna DB-5 (30 m).
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Fonte: MEDEIROS, 2017.

Diante do exposto, e, devido as dificuldades presentes no tratamento do
cancer, este trabalho se prop6s a avaliar a citotoxicidade do 6leo essencial das folhas

de Croton grewioides em linhagens de células tumorais e ndo tumorais humanas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

e Avaliar o potencial antitumoral do 6leo essencial extraido das folhas de Croton

grewioides (OEC), por meio de ensaios in vitro.

3.2 Objetivos Especificos:

e Avaliar a atividade antitumoral in vitro do OEC em linhagens de células tumorais
humanas (HCT-116, HeLa, SK-MEL-28, MCF-7, MDA-MB-231, PC-3);

e Avaliar a citotoxicidade do OEC em linhagem de célula ndo tumoral humana
(HaCaT);

e Selecionar a linhagem celular mais sensivel ao OEC e determinar o indice de

seletividade do 6leo essencial para esta linhagem;
e Investigar a interferéncia do OEC no ciclo celular;
e Estudar o tipo de morte celular induzido pelo OEC (apoptose ou necrose);

e Avaliar a acdo do OEC no estado redox celular.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de pesquisa

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratorio de
Oncofarmacologia (OncoFar) do Programa de Pds-graduacao em Produtos Naturais
e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB) do Centro de Ciéncias da Saude, da Universidade
Federal da Paraiba (CCS/UFPB), que se localiza nas dependéncias do Instituto de

Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM).

4.2 Material

4.2.1 Amostrateste

O dleo essencial isolado das folhas de Croton grewioides (Euphorbiaceae) foi
gentiimente fornecido pelo colaborador Prof. Dr. Josean Fechine Tavares do
Laboratério Multiusuéario de Caracterizacao e Analises (LMCA) do Programa de Pés-
Graduacao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB) da UFPB.

As partes aéreas de Croton grewioides foram coletadas no municipio de Serra-
Branca, estado da Paraiba, em margo de 2007. O material botanico foi identificado
pela Profa. Maria de Fatima Agra, da Universidade Federal da Paraiba; uma exsicata
da planta esta depositada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), da Universidade
Federal da Paraiba sob identificacdo AGRA et al. 6987. O 6leo essencial das partes
aéreas de C. grewioides foi obtido conforme descrito por Medeiros e colaboradores
(2017).

O estudo estad registrado no Sistema Nacional de Gestdo de Patrimoénio

Genético e Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob o numero A22E9BO0.

4.2.2 Cultivo celular

Para avaliacdo da atividade antitumoral in vitro foram utilizadas linhagens de
células tumorais humanas e, para avaliacdo da citotoxicidade, foi utilizada linhagem
nao tumoral humana (Quadro 2). As células HCT-116, HeLa, SK-MEL-28, MDA-MB-

231, PC-3 e HaCat foram adquiridas no banco de células do Rio de Janeiro (Rio de
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Janeiro, Brasil). As células MCF-7 foram adquiridas no Instituto Nacional do Cancer,
Frederick, MA, EUA.

Quadro 1 - Linhagens de células tumorais e ndo tumoral humanas utilizadas neste
trabalho

Linhagens Tipo histolégico Origem Melo de

cultura
HCT-116 Carcinoma colorretal Humana RPMI
HelLa Adenocarcinoma de colo do utero Humana DMEM
SK-MEL-28 Melanoma Humana DMEM
MCF-7 Adenocarcinoma de mama Humana DMEM
MDA-MB-231 Adenocarcinoma de mama Humana DMEM
PC-3 Carcinoma de prostata Humana F-12K
HaCaT Queratinécito (ndo tumoral) Humana DMEM

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

As linhagens celulares foram cultivadas (5x10* células/mL) em frascos de
cultivo utilizando o meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640, Dulbecco’s
Modified Eagle’s (DMEM) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) ou F-12K (Banco de
Células do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil), suplementadas com 10% de soro
bovino fetal (SBF) inativado (GIBCO, Grand Island, NY, EUA), e 1% de solucéo de
antibioticos (penicilina 10.000 U/ml e estreptomicina 10 mg/mL) (Sigma Aldrich). As
células foram manipuladas em fluxo laminar, para garantir que ndo houvesse
contaminacgdes, e mantidas em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO2. O
crescimento celular foi acompanhado a cada 24 horas, e, ao atingirem 80% de
confluéncia, normalmente apds 48 horas de cultivo, foi feita a adicdo 2 mL de solucdo
de tripsina (Sigma Aldrich), por 5-10 minutos, para o deslocamento da monocamada
das células aderentes da parede do frasco. Apds esse periodo, adicionou-se meio
suplementado com SBF, na mesma proporcéo de tripsina, para interromper a acao
desta. As células foram centrifugadas a 500 g por 5 minutos e ressuspensas em meio
suplementado para a contagem em camera de Neubauer. A viabilidade celular foi

avaliada por meio da utilizacdo do corante azul de Tripan (Sigma Aldrich).
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4.3 Métodos

4.3.1 Avaliagéo da citotoxicidade em células tumorais e ndo tumorais

A avaliagéo da citotoxicidade foi realizada por meio do ensaio de redugéao do
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio), o qual € um método
colorimétrico que mede a viabilidade celular. O MTT € um sal de tetrazdlio soluvel em
agua, que é convertido em cristais de formazan de cor purpura, insolUveis em agua,
apos clivagem do anel de tetrazdlio por desidrogenases mitocondriais e outras
enzimas lisossomais presentes em células metabolicamente ativas. Uma vez
solubilizado, o produto formado (formazan) pode ser quantificado por
espectrofotdbmetro e sua intensidade colorimétrica é diretamente proporcional ao
numero de células viaveis (MOSMANN, 1983).
As células foram semeadas (100 uL) em placas de 96 poc¢os na concentracéo
de 3x10° células/mL (HCT-116, HeLa, MCF-7, PC-3, MDA-MB-231, SK-MEL-28, e
HaCaT). Apos 24 horas, 0 6leo essencial de C. grewioides foi previamente dissolvido
em DMSO, em uma concentracdo de 20.000 pg/mL, e incubado (100 pL) em
diferentes concentragbes (9,375 — 300 pg/mL) com a suspensao celular, n&o
ultrapassando a concentracao final de 0,5% de DMSO, por 24, 48 e/ou 72 horas,
conforme o caso, em estufa a 5% de COg, a 37 °C. A doxorrubicina foi utilizada como
droga padréao, e testada em concentragdes variando entre 0,31 e 20 uM. Prosseguido
o periodo de incubacao, as placas foram centrifugadas (500 g, 5 minutos, 25 °C), foi
removido 110 pyL do sobrenadante e 10 yL da solug¢ao de MTT foi adicionada (5 mg/mL
em PBS) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As placas foram incubadas por 3 horas,
em seguida foi adicionado 100 uL de dodecil sulfato de sddio (SDS) a 10% e os cristais
de formazan produzidos foram dissolvidos overnight. A absorbéncia foi mensurada em
um espectrofotdmetro (leitor de microplacas BioTek Instruments, Sinergy HT,
Winooski, VT, EUA), no comprimento de onda de 570 nm, para célculo da
concentracéo do 6leo que produz 50% de inibicdo no crescimento celular (Clso) (MELO
et al., 2003). O experimento foi realizado em quadruplicata e repetido trés vezes. Em
seguida, a linhagem tumoral mais sensivel (SK-MEL-28), foi selecionada para os

ensaios posteriores.
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O indice de seletividade foi estimado e obtido a partir da razao entre a Clso da
célula ndo tumoral pela Clso da célula tumoral (DE LIMA SERAFIM et al., 2018; PILON
et al., 2020).

4.3.2 Investigacdo da acao antitumoral in vitro do OEC

4321 Avaliacéo da regulacao do ciclo celular

As células da linhagem SK-MEL-28 foram incubadas (2x10° células em 1 mL)
em placas de 24 pocos com o 6leo essencial de C. grewioides na concentracdo de
70,0 pg/mL (correspondente a Clso) e na de 140,0 ug/mL (correspondente a 2xClso),
por 48 horas. Como droga padrdo foi utilizada a doxorrubicina (4,0 uM,
correspondente a Clso). ApOs o tratamento, as células foram removidas das placas
usando uma solucao de tripsina/EDTA, coletadas por centrifugacdo (500 x g, 5
minutos, 20°C) e ressuspensas em 1 mL de PBS. As amostras foram fixadas
cuidadosamente em 4 mL de etanol 70% gelado, em vortex, e congeladas (-20 °C) até
a andlise. No momento da andlise, as células fixadas foram recuperadas por
centrifugacéo (400 x g, 10 minutos, 4°C), realizando-se sucessivas lavagens com PBS
em temperatura ambiente. Posteriormente, 300 uL de células foram entéo incubadas
com RNase (3 pL; 0,1 mg/mL) e iodeto de propidio (15 uL; 0,05 mg/mL) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), no escuro (37 °C, 30 minutos). Em seguida, a leitura foi
realizada em citbmetro de fluxo (FacsCanto Il, BD, EUA), adquirindo-se 10.000
eventos/amostra. Os dados foram obtidos a partir de 3 experimentos independentes
em duplicata e analisados com o programa Flowing Software 2.5.1. Foi determinado
o percentual de células nas diferentes fases do ciclo celular (G1, S, G2, M), bem como
células sub-diploides (sub-G1), considerando que o marcador iodeto de propidio se
liga especificamente ao DNA e, portanto, a intensidade de fluorescéncia detectada
pode ser relacionada com a quantidade de DNA nas células em cada fase do ciclo
(JAYAT; RATINAUD, 1993).
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4.3.2.2 Analise morfolégica da apoptose por laranja de acridina (LA) e

iodeto de propidio (IP)

As células da linhagem SK-MEL-28 foram incubadas (2x10° células em 1 mL)
em placas de 24 pocos com o Oleo essencial de C. grewioides na concentracdo de
70,0 pg/mL (correspondente a Clso), por 48 horas. Como droga padréo foi utilizada a
doxorrubicina (4,0 Mm, correspondente a Clso). Apds o tratamento, as células foram
removidas das placas usando uma solucdo de tripsina/EDTA, coletadas por
centrifugacédo (500 x g, 5 minutos, 20°C), ressuspensas em PBS, e marcadas com 10
ML de laranja de acridina (10 pg/mL) e de iodeto de propidio (10 pg/mL) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As células recém coradas foram observadas sob
microscoépio confocal de varredura a laser (Leica, Alemanha). Laranja de Acridina é
um corante capaz de atravessar membranas intactas e se intercalar no DNA, emitindo
a fluorescéncia verde, podendo assim diferenciar células viaveis/apoptose inicial de
células em apoptose tardia/necrose, pois estas também sdo marcadas com o IP. As
células foram observadas de acordo com 0s seguintes critérios: (a) as células viaveis
apresentam coloragdo verde clara e estrutura intacta; (b) as células apoptéticas
iniciais exibem um nucleo verde claro mostrando condensacao da cromatina; (c) as
células apoptéticas tardias mostram areas alaranjadas densas (verde/vermelho) de
condensacao da cromatina e blebs de membrana; (d) as células necréticas possuem
nlcleo vermelho (RENVOIZE et al., 1998; TAN; NORHAIZAN, 2019).

4.3.2.3 Avaliacéo dos efeitos do Oleo essencial de Croton grewioides sobre

a externalizacéo da fosfatidilserina

Para avaliar os efeitos do 6leo essencial de C. grewioides sobre a
externalizacdo da fosfatidilserina foi realizado o ensaio com Anexina V-FITC e lodeto
de Propidio (IP). As células da linhagem SK-MEL-28 foram incubadas (2x10° células
em 1 mL) em placas de 24 pocos com o Oleo essencial de C. grewioides na
concentracdo de 70,0 pg/mL (correspondente a Clsp) e na de 140,0 pg/mL
(correspondente a 2xClsp), por 48 horas. Como droga padrdo foi utilizada a
doxorrubicina (4,0 Mm, correspondente a Clsp). Apds o tratamento, as células foram

removidas das placas usando uma solucdo de tripsina/EDTA, coletadas por
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centrifugacéo (500 x g, 5 minutos, 20 °C), lavadas em PBS, ressuspensas em um
tampéo de ligagao (195 uL) e 5 yL da Anexina V conjugada com fluoresceina (FITC)
foi entdo adicionada, de acordo com as instru¢des do fabricante (eBioscience, Thermo
Fisher, Rochester, NY). As células foram incubadas a temperatura ambiente por 10
minutos, lavadas e ressuspensas em 190 uL de tampao de ligagdo. Em seguida, 10
ML do iodeto de propidio (IP) (20 ug/mL) foi adicionado. A Anexina V possui alta
afinidade com o fosfolipidio fosfatidilserina presente na membrana externa de células
em apoptose. Ja o IP interage diretamente com o DNA de células que perderam a
integridade de membrana, distinguindo assim células em apoptose ou necrose
(RICCARDI; NICOLETTI, 2006). Em seguida, a leitura foi realizada em citbmetro de
fluxo (FacsCanto Il, BD, EUA), adquirindo-se 10.000 eventos/amostra. Os dados
foram obtidos a partir de 3 experimentos independentes em duplicata e analisados

com o programa Flowing Software 2.5.1.

43.2.4 Avaliacdo do OEC sobre o estado redox celular

Uma sonda amplamente utilizada para identificar a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) é o fluoréforo 2’,7’-diacetato diclorofluoresceina (DCFH-
DA). Esta € uma molécula néo fluorescente, permeavel e muito sensivel as mudancas
no ambiente redox intracelular. Quando entra na célula é clivada por esterases
citoplasmaticas em 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (H2-DCF), em seguida, é oxidada
por peroxidases, resultando em uma molécula altamente fluorescente, DCF
(diclorofluoresceina) (COSSARIZZA et al., 2009). Dessa forma, o numero de células
gue emitirdo fluorescéncia, detectadas por citometria de fluxo, sera diretamente
proporcional aos niveis de estresse oxidativo.

Neste ensaio, as células da linhagem SK-MEL-28 foram incubadas (2x10°
células/mL) em placas de 24 pocos com o Oleo essencial de C. grewioides na
concentracdo de 70,0 ug/mL (correspondente a Clso) e na de 140,0 ug/mL
(correspondente a 2xClso), por 24 horas. ApO6s o tratamento, as células foram
removidas das placas usando uma solucdo de tripsina/EDTA, coletadas por
centrifugacdo (500 g, 20 °C, 5 minutos), ressuspensas em 1 mL de PBS, e
posteriormente 300 yL de células foram marcadas com 6 pL de DCFH-DA (10 uM) e

incubadas no escuro, durante 30 minutos, a 37 °C. Uma aliquota dessas amostras foi
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incubada com peréxido de hidrogénio (H202), na concentracdo final de 500 uM,
utilizado como o controle positivo deste ensaio. Apos o periodo de incubacgéo, os tubos
foram colocados em gelo triturado para suspender a reacao de marcacéo do DCF. As
amostras foram analisadas em citdbmetro de fluxo FacsCanto Il (BD, EUA) em 530 nm
de fluorescéncia e 485 nm de comprimento de excitacdo. A quantificacdo das EROs
foi estimada pela intensidade média de fluorescéncia. Os dados foram obtidos a partir

de um experimento em triplicata e analisados com o programa Flowing Software 2.5.1.

4.4 Analise estatistica

Para a determinacado da Clso (concentragdo inibitéria média capaz de provocar
50% do efeito maximo) e seus respectivos intervalos de confianca (95%), foi realizada
a regressdo néo-linear. Nos demais ensaios, os dados foram analisados a partir da
média + e.p.m (erro padrdo da média). Os dados foram comparados por analise de
variancia (ANOVA), seguido de Tukey ou Bonferroni. Os resultados foram

considerados significativos quando p <0,05.



ANDRADE, C. C. N.

63

Resultados




ANDRADE, C. C. N. 64

5 RESULTADOS

5.1 Citotoxicidade em células tumorais e ndo tumoral

Os resultados estéo expressos como concentracao que produz 50% de inibicao
no crescimento celular (Clso)) do OEC para cada linhagem celular, e estao
demonstrados na Tabela 2, assim como os valores de indice de seletividade

calculados.

Tabela 2 — Citotoxicidade do 6leo essencial das folhas de Croton grewioides (OEC),

utilizando o ensaio de reducéo do MTT apods 72 horas de tratamento

Clso IS

Linhagem celular

OEC? (ug/mL) DXR® (uM) OEC DXR
HCT-116 165,5+ 1,15 2,57+0,0 1,29 0,11
HelLa 92,6 + 1,09 38+11 2,31 0,07
SK-MEL-28 70,0 £ 1,16 4,0+1,92 3,06 0,07
MCF-7 97,2+ 1,45 NT 2,20 -
MDA-MB-231 312,4+1,19 NT 0,68 -
PC-3 138,1 + 1,26 NT 1,55 -
HaCaT 214,0 + 1,06 0,28 +0,0 - -

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

Legenda: Dados foram obtidos a partir de trés experimentos independentes realizados em
guadruplicata e apresentados em valores de Clso obtidos por regressdo néo linear com intervalo de
confianga de 95%. Os valores de Clso foram expressos em pg/mL + SEM. Nota: Clso: concentragéo que
produz 50% de inibicdo no crescimento celular. NT: N&o testado; IS: indice de seletividade (Clso
linhagem nao tumoral (HaCaT)/ linhagem tumoral)

20EC: Oleo essencial de Croton grewioides; "DXR: doxorrubicina

O OEC induziu citotoxicidade nas linhagens tumorais ap6s 72 horas de
tratamento, com menor atividade na linhagem de adenocarcinoma de mama, MDA-
MB-231, para a qual o valor de Clso foi de 312,4 £ 1,19 ug/mL. As células de melanoma
(SK-MEL-28) foram as mais sensiveis ao tratamento, sendo o valor de Clso obtido para
0 Oleo de 70,0 = 1,16 ug/mL. Além disso, a partir dos resultados de Clso obtidos foi
determinado o indice de seletividade (IS) do OEC e da doxorrubicina para linhagens

tumorais testadas, em relagdo com a linhagem ndo tumoral (HaCaT). O OEC
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apresentou maior IS para células SK-MEL-28, com valor de 3,06. Ja a droga padréo
doxorrubicina, apresentou valor de IS de 0,07, conforme exposto na Tabela 2.

Sendo assim, a linhagem SKMEL-28 foi escolhida para dar continuidade aos
experimentos, com o objetivo de calcular a Clso apds diferentes tempos de tratamento.
O grafico 1 mostra que o OEC apresentou atividade citotoxica na linhagem SK-MEL-
28 apos 24, 48 e 72 horas de incubacgéo (Clso: 123,0 + 1,36 pg/mL, 98,0 + 1,31 pg/mL
e 70,0 + 1,16 ug/mL, respectivamente) (Gréfico 1A-C). Ainda, a droga padrdo
doxorrubicina apresentou valor de Clsode 4,0 + 0,76 uM, apds 72 horas de tratamento
(Gréfico 1D).

Gréfico 1 - Efeito do OEC? ou DXRP sobre a viabilidade de células da linhagem SK-
MEL-28 ap0s 24, 48 e 72 horas de tratamento
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

Legenda: Dados sdo expressos como média + erro padrdo da média de trés experimentos
independentes em quadruplicata analisados por ANOVA seguido por Tukey. **p<0,01, ***p<0,001,
**rxxn<0,0001 em relacé@o ao grupo controle.

20EC: Oleo essencial de Croton grewoides

®DXR: Doxorrubicina
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Em relacéo a linhagem nédo tumoral (HaCaT), o OEC apresentou Clsode 214 +
1,06 pg/mL (Grafico 2A). Ja a droga padréo, doxorrubicina, apresentou Clso de 0,28 +
0,0 uM para HaCaT (Gréfico 2B).

Gréfico 2 — Efeito do OEC?2 ou DXRP sobre a viabilidade de células da linhagem néao

tumoral HaCaT, ap0s 72 horas de tratamento
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

Legenda: Dados sdo expressos como média + erro padrdo da média de trés experimentos
independentes em quadruplicata analisados por ANOVA seguido por Tukey. **p<0,01, ****p<0,0001 em
relacdo ao grupo controle.

23QEC: Oleo essencial de Croton grewoides

PDXR: Doxorrubicina

5.2 Investigacdo da acdo antitumoral in vitro do OEC

Os ensaios de investigagdo do potencial antitumoral in vitro do OEC foram
realizados apos 24 horas de tratamento para o ensaio de quantificacdo de espécies
reativas de oxigénio e apos 48 horas para os demais ensaios de investigacdo dos
mecanismos de acéo in vitro; utilizando as concentracdes correspondentes a Clso (70
pg/mL) e ao dobro da Clso (140 pg/mL), as quais foram definidas a partir do ensaio de
reducao do MTT.

5.2.1 Avaliacéao do ciclo celular

Apds 48 horas de tratamento, o OEC causou altera¢des significativas na

distribuicdo das células tumorais (SK-MEL-28) nas diferentes fases do ciclo celular
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(Gréfico 3). Foi possivel observar um aumento no percentual de células na fase G2/M
(70 pg/mL: 9,16 + 0,56%; 140 pg/mL: 9,20 £ 1,64%; p<0,01 para ambas), quando
comparado ao grupo controle (G2/M: 4,93 £ 0,29%), acompanhado de uma reducéo
no percentual de células na fase S (70 pg/mL: 45,30 + 0,53%; 140 pg/mL: 39,84 +
0,03%; p<0,0001 para ambas), em comparacdo ao controle (S: 54,14 + 1,4%).
Contudo, ndo houve altera¢des significativas na fase GO/G1.

Ainda, observou-se que o tratamento com o OEC aumentou significativamente
o percentual de células no pico sub-G1, na concentracao de 140 ug/mL (14,8 + 0,12%;
p<0,0001), quando comparado ao grupo controle (3,28 + 0,79%) (Grafico 3).

A droga padrao doxorrubicina (4,0 uM) também induziu aumento de células em
sub-G1 (6,53 + 0,34%; p<0,05) e na fase G2/M (13,65 = 0,74%; p<0,0001), com
consequente diminuicdo na distribuicdo de células em GO/G1 (24,09 = 0,70%;
p<0,0001) e na fase S (43,33t 0,85%; p<0,0001), em comparacdo com seus
respectivos controles (Sub-G1: 3,28 £ 0,79%; GO/G1: 31,82 + 0,69%; S: 54,14 + 1,4%;
G2/M: 4,93 £ 0,29%) (Grafico 3).

Gréfico 3 — Efeito do OEC? ou DXRP sobre a progressao do ciclo celular em células

da linhagem SK-MEL-28, ap0s 48 horas de tratamento
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Legenda: Proporcao de células (%) em cada fase do ciclo celular. Dados foram expressos como média
+ e.p.m. de trés experimentos independente em duplicata, analisados por ANOVA seguido pelo teste
de Tukey. *p<0,05, **p<0,01, "“p<0,0001 em relacdo ao grupo controle.

30EC: Oleo essencial de Croton grewoides

®DXR: Doxorrubicina
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5.2.2 Analise morfoldgica por microscopia confocal

A figura 5 mostra as células da linhagem SK-MEL-28 duplamente marcadas
com laranja de acridina e iodeto de propideo, analisadas por microscopia confocal.
Apo6s o tratamento com o0 OEC (70 pg/mL) ou com a droga padrdo doxorrubicina (4,0
MM), por 48 horas, foi possivel observar que as células SK-MEL-28 apresentavam
caracteristicas tipicas de apoptose, indicadas pelas setas na figura 5B, como a
formacéo de blebs na membrana, corpos apoptéticos e condensacdo da cromatina
(Figura 5B).

As células em apoptose foram diferenciadas também pela colora¢do verde-
brilhante do seu nucleo. Células em necrose ou mortas (nucleo vermelho) também
foram visualizadas ap0s os tratamentos. Diferentemente, células do grupo controle
(ndo tratadas) apresentaram uma estrutura intacta, tamanho morfologicamente

homogéneo e nucleo com coloragéo verde-claro (Figura 5A).
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Figura 5 — Efeito do tratamento de 48 horas com o OEC?2 (70 pyg/mL) ou DXRP® (4,0
MM) em células da linhagem SK-MEL-28 duplamente marcadas com laranja de

acridina e iodeto de propideo

(A)

Controle OEC (70 pg/mL) DXR (4,0 pM)

LA (488/550 nm)

IP (553/650 nm)

LA+ IP

€ & ———

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Legenda: (A) Imagens representativas obtidas por microscopia confocal de varredura a laser, com
ampliacdo de 400-630x (barra de escala = 50 ym). As células foram diferenciadas com base nos
seguintes critérios: células viaveis apresentam estrutura intacta e nicleo verde claro; células em
apoptose inicial exibem um nucleo verde brilhante e condensacao da cromatina; células em apoptose
tardia mostram areas alaranjadas densas (verde/vermelho) de condensacao da cromatina e blebs de
membrana; células necréticas/mortas apresentam um nucleo vermelho. Nota: LA (laranja de acridina);
IP (iodeto de propideo).

20EC: Oleo essencial de Croton grewoides

PDXR: Doxorrubicina
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Figura 5 — Efeito do tratamento de 48 horas com o OEC?2 (70 pyg/mL) ou DXRP® (4,0
MM) em células da linhagem SK-MEL-28 duplamente marcadas com laranja de

acridina e iodeto de propideo (continuacao)

(B)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Legenda: Imagem em 3D representativa de células SK-MEL-28 tratadas com o OEC* (70 pg/mL)
marcadas com a dupla coloracdo. (B) Visualizacdo de caracteristicas morfologicas proprias de
apoptose. As setas em amarelo indicam a formacéo de blebs de membrana e corpos apoptoticos. Nota:
LA (laranja de acridina); IP (iodeto de propideo).

2QEC: Oleo essencial de Croton grewoides

PDXR: Doxorrubicina

Os dados quantitativos referentes a analise morfolégica por microscopia
confocal estdo expressos no grafico 4, onde é possivel observar que o numero de
células em apoptose inicial aumentou significativamente de 7,5 + 1,8% (grupo
controle) para 53,5 + 2,2% (p<0,0001) apds o tratamento com o OEC (70 pg/mL). Além
disso, o OEC também aumentou significativamente o numero de células em apoptose
tardia/necrose de 0,0% (grupo controle) para 12,3 + 2,4% (p<0,05). A doxorrubicina
(droga padrdo) aumentou significativamente tanto a apoptose inicial, de 7,5 £ 1,8%
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(grupo controle) para 56,6 += 3,2% (p<0,0001), como também a apoptose
tardia/necrose, de 0,0% (grupo controle) para 16,2 + 1,2% (p<0,001).

Grafico 4 — Efeito do OEC? (70 ug/mL) ou DXRP (4,0 uM) em células SK-MEL-28

duplamente marcadas com laranja de acridina e iodeto de propideo, apds 48 horas de

tratamento
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Legenda: Avaliacdo da apoptose por coloracdo de laranja de acridina (LA) e iodeto de propideo (IP).
Os dados séo expressos como média + e.p.m. de células contadas em 3 campos em duplicatas e
analisados por ANOVA seguido de Bonferroni’s. *p<0,05, ***p<0,001, *****p<0,0001 em relacdo ao
grupo controle. LA (laranja de acridina); IP (iodeto de propideo).

20EC: Oleo essencial de Croton grewoides

PDXR: Doxorrubicina

5.2.3 Dupla marcacdo com Anexina V-FITC e iodeto de propideo

Apés 48 horas de tratamento, as ceélulas SK-MEL-28 foram duplamente
marcadas com anexina V/ IP e analisadas por citometria de fluxo. Observa-se que a
proporcao de células em apoptose inicial (anexina + / IP -, quadrante inferior direito do
dotplot) aumentou significativamente de 7,1 = 0,34% (controle) para 47,1+ 1,2% e 74,7
+ 1,3% apos o tratamento com 70 ug/mL e 140 ug/mL de OEC (p<0,0001, para
ambas), respectivamente, confirmando o indicativo de apoptose observado no ensaio
anterior.

O OEC nao alterou significativamente o percentual de células em apoptose
tardia/necrose (anexina + / IP +, quadrante superior direito do dotplot) nas duas
concentragdes (70 pg/mL: 3,73 £ 0,20%; 140 pg/mL: 0,958 £ 0,36%) (p<0,05 para

ambos), quando comparado ao grupo controle (4,4 + 0,29%) (Figura 6 e Grafico 5).



ANDRADE, C. C. N. 72

Estes resultados, em conjunto, mostram que o OEC induziu um aumento
significativo de células apoptoticas (apoptose total) nas concentracdes avaliadas (70
pg/mL: 50,81 £ 1,15%; 140 pg/mL: 75,65 £ 1,36%) (p<0,0001, para ambas), em
relacdo ao controle (11,46 + 0,52%) (Grafico 5).

A droga padrdo doxorrubicina também aumentou significativamente o numero
de células em apoptose inicial (36,31 + 1,52%; p<0,0001) e tardia (9,99 + 1,52%; p
<0,01), em comparacéo ao controle (7,1+ 0,34% e 4,4 = 0,29%, respectivamente)
(Figura 6 e Gréfico 5).

Figura 6 — Dotplots representativos de células da linhagem SK-MEL-28 duplamente
marcadas com Anexina V- FITC e iodeto de propideo, apos tratamento (48 horas) com
OEC? (70 e 140 pg/mL) ou DXRP (4,0 uM)
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Legenda: Dotplots representativos obtidos por andlise de citometria de fluxo. Os dotplots foram
divididos em quatro quadrantes que representam diferentes populacdes celulares: células viaveis
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(anexina - / IP -, quadrante inferior esquerdo), células em apoptose inicial (anexina + / IP -, quadrante
inferior direito), células em apoptose tardia/ necrose (anexina + / IP +, quadrante superior direito),
células mortas (anexina - / IP +, quadrante superior esquerdo). Foram adquiridos 10.000
eventos/amostra por meio dos detectores de fluorescéncia vermelho (IP, 325-488 nm) e verde (FITC,
493-525 nm).

20EC: Oleo essencial de Croton grewoides

PDXR: Doxorrubicina

Gréafico 5 — Efeito do OEC? (70 e 140 ug/mL) ou DXR® (4,0 uM) em células da linhagem
SK-MEL-28 duplamente marcadas com Anexina V- FITC e iodeto de propideo, apés 48

horas de tratamento
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Legenda: Representacéo grafica dos resultados obtidos a partir dos dotplots. A porcentagem de células
em apoptose inicial (anexina +/ IP -) e tardia (anexina + / IP +), bem como os valores de apoptose total
(inicial + tardia) foi evidenciada. Os dados sdo expressos como média = e.p.m. de um experimento
independente em triplicata, analisado por ANOVA seguido pelo teste de Tukey. **p<0,01, *****p<0,0001
em relagdo ao grupo controle. Nota: FITC (isotiocianato de fluoresceina); IP (iodeto de propideo).
2QEC: Oleo essencial de Croton grewoides

PDXR: Doxorrubicina

5.2.4 Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio

O efeito do tratamento de 24 horas com o OEC sobre a producdo de EROs
encontra-se expresso na Grafico 6. E possivel observar que o OEC reduziu
significativamente a producéo de EROs em células da linhagem SK-MEL-28 nas duas
concentracfes avaliadas (70 ug/mL OEC: 20,7+ 0,36; 140 ug/mL OEC: 10,34 + 0,22;
p<0,0001 para ambas), em relacédo ao controle (40,9 + 0,68). Por outro lado, no grupo
H20: é possivel observar um aumento significativo da intensidade de fluorescéncia do
DCF (96,3 £ 2,5%) (p<0,0001), conforme observado no grafico 6.
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Gréfico 6 — Efeito do OEC? (70 e 140 ug/mL) na produgao de espécies reativas de
oxigénio (EROs) em células da linhagem SK-MEL-28, ap6s 24 horas de tratamento
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Legenda: Representacdo gréfica dos resultados obtidos por citometria de fluxo. Os dados séo
expressos como média + e.p.m. de trés experimentos independentes em duplicata analisados por
ANOVA seguido por Tukey. *****p<0,0001 em relacdo ao grupo controle. M.l.F.: Média da intensidade
de fluorescéncia. Nota: H202: Peroxido de hidrogénio. DCF: 2’,7’-diacetato diclorofluoresceina.

2QEC: Oleo essencial de Croton grewoides
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Discussao
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6 DISCUSSAO

Estudos realizados com a espécie vegetal Croton grewioides tém demonstrado
seu potencial farmacolégico no tratamento diversas doencas. Os 0leos essenciais
extraidos das folhas e do caule dessa espécie apresentaram potente atividade
inseticida, antidiarreica, antioxidante, bem como, atividade antitumoral in vivo em
modelo de sarcoma 180 em camundongos (SILVA et al., 2008; DA SILVA et al., 2016;
SOUSA, 2013; CAVALCANTI; DA SILVEIRA; DA SILVA, 2020). Em adicado, de acordo
com a andlise qualitativa e quantitativa dos compostos presentes no OEC, seu
componente majoritario trata-se do composto a-pineno.

O a-pineno é um terpenoide encontrado em Oleos essenciais de varias
espécies, 0s quais estdo entre os representantes mais conhecidos de uma ampla
familia de monoterpenos. Diversos estudos tém apresentado seu potencial
farmacologico, que inclui atividades moduladora da resisténcia a antibioticos,
anticoagulante, antimicrobiana, antimalarica, antioxidante, anti-inflamatoria, anti-
Leishmania, bem como, analgésica. O a-pineno também apresentou efeitos
antitumorais contra linhagens de células de carcinoma hepatocelular (BEL-7402)
(CHEN et al., 2014; CHEN et al., 2015), e de células de carcinoma hepatocelular
humano (HepG2) (YANG et al., 2016), em que demonstrou estimular a apoptose,
evidenciada pela interrup¢éo inicial da fungdo mitocondrial, além de fragmentagéo do
DNA e exposicado da fosfatidilserina na superficie celular (MATSUO et al., 2011;
SALEHI et al., 2019). Nesse contexto, considerando o potencial farmacoldgico do 6leo
essencial de C. grewioides (OEC), mais precisamente seu potencial antitumoral, este
trabalho estudou a ag&o antitumoral in vitro do referido 6leo essencial em linhagens
de células tumorais humanas.

O presente trabalho se iniciou com a avaliacdo da citotoxicidade e
determinacdo da Clso do OEC, por meio do ensaio de redugdo do MTT, em seis
linhagens de células tumorais (HeLa, PC-3, MDA-MB-231, HCT-116, SK-MEL-28 e
MCF-7) e em uma linhagem de célula ndo tumoral (HaCaT) humanas. Nesse ensaio,
o OEC apresentou atividade antitumoral contra as linhagens testadas, com menor
atividade na linhagem de adenocarcinoma de mama (MDA-MB-231) e maior atividade
em células de melanoma (SK-MEL-28). Ensaios realizados por Prado (2019)

mostraram atividade antitumoral de particbes do extrato metandélico de C. grewioides
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em linhagens de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) e de leucemia humana
(HL-60), por meio do ensaio Alamar blue apds 72 horas de exposic¢éo.

Outras espécies do género Croton também possuem relatos na literatura de
atividade antitumoral in vitro, a exemplo da espécie Croton tiglium L., cujo éleo da
semente e seu principal constituinte ativo, 12- O -tetradecanoilforbol-13-acetato
(TPA), demonstraram atividade antitumoral em células de cancer de préstata (LNCaP)
(ZHENG et al., 2004). Ainda, o Oleo essencial de Croton flavens L. apresentou
atividade antitumoral contra linhagens de carcinoma de pulmao humano (A-549) e de
adenocarcinoma de célon humano (DLD-1) (SYLVESTRE et al., 2006); os 6leos
essenciais obtidos das espécies de C. matourensis e C. micans apresentaram
atividade antitumoral contra linhagens de adenocarcinoma de c6lon humano (LoVo),
de adenocarcinoma de colo do Utero (HelLa) e de adenocarcinoma de célon humano
(variante genética de LoVo deficiente de proteina P53) (X-17) (COMPAGNONE et al.,
2010).

Dentre as linhagens tumorais avaliadas neste estudo, a linhagem de melanoma
(SK-MEL-28) foi a mais sensivel ao tratamento com o OEC, sendo, entdo, a linhagem
escolhida para a continuidade dos estudos de atividade antitumoral in vitro. O
melanoma é um tipo de cancer de pele maligno potencialmente fatal, que tem origem
nos melandcitos (células produtoras de melanina). Pode surgir em diferentes partes
do corpo, na pele ou mucosas, na forma de manchas, pintas ou sinais (INCA, 2020).
Embora o melanoma seja 0 menos comum em comparagao com 0s outros tipos de
canceres de pele, ele é o mais letal, sendo responséavel por quase 73% dos 6bitos
relacionados ao cancer de pele, devido ao seu alto potencial metastatico (CARR,;
SMITH; WERNBERG, 2020).

No Brasil, foram registradas cerca de 1.978 mortes por melanoma no ano de
2019. E as estimativas de novos casos para 0 ano de 2021 séo de 8.450, sendo 4.200
homens e 4.250 mulheres (INCA, 2020). O melanoma € tratavel com cirurgia nos
estagios iniciais, onde se encontra localizado, tendo uma alta taxa de sobrevida
relativa em 5 anos de 98%. Entretanto, essa porcentagem cai substancialmente
guando os pacientes sdo diagnosticados com melanoma avancado ou metastético,
guando as opcdes de tratamento se tornam limitadas. Sendo assim, € essencial a

descoberta e o desenvolvimento de métodos mais eficientes de diagndstico, bem
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como, de terapias mais especificas e efetivas para o seu tratamento (CARR; SMITH;
WERNBERG, 2020).

Infelizmente, os farmacos utilizados na quimioterapia citotoxica padrdo sao
inespecificos e afetam tanto o cancer quanto as células normais, provocando muitos
efeitos colaterais, como neutropenia, anemia, queda de cabelo e ndusea (KLUSKA et
al., 2021). Nessa perspectiva, buscou-se investigar uma possivel seletividade do OEC
para as células tumorais, a partir dos valores de Clso obtidos. Para isso foi calculado
o indice de seletividade (IS), o qual consiste em um indice que permite inferir se a
amostra teste é mais seletiva para as células tumorais em comparacao as células nédo
tumorais, sendo considerada como seletiva quando o valor de IS for igual ou superior
a 2 (DE LIMA SERAFIM et al., 2018; PILON et al., 2020).

Os resultados mostraram que o OEC exibiu baixa toxicidade na linhagem
HaCaT, com indice de seletividade (IS) de 3,06, demonstrando assim, que o OEC
apresentou seletividade para as células SK-MEL-28 em comparacdo com as células
nao tumorais, HaCaT. Dados anteriores mostraram que o OEC apresentou moderada
toxicidade (CHso= 370,3 ug/mL), por meio do ensaio de hemdlise em eritrocitos de
camundongos Swiss, 0s quais sao extensamente afetados pela quimioterapia
antineoplasica. Adicionalmente, dados in vivo também reforcam a observacao de
moderada toxicidade do OEC, uma vez que sua DLso em camundongos foi de 366,1
mg/kg, 0 que corrobora com os resultados obtidos no presente estudo (SOUSA, 2013).

Ja a droga padrao utilizada, DXR, apresentou alta toxicidade para as células
nao tumorais HaCaT, e ndo foi seletiva para as células SK-MEL-28, visto que
apresentou valor de IS de 0,07. A DXR é um agente quimioterapico eficaz comumente
utilizado no tratamento de inumeros tipos de cancer (GEISBERG; SAWYER, 2010;
KHASRAW et al., 2012). No entanto, apesar de apresentar potente atividade
antitumoral, a DXR também apresenta alta toxicidade para células normais de varios
orgaos, incluindo o coracdo, o cérebro, os rins, trato gastrintestinal, entre outros,
devido a sua toxicidade nédo seletiva para as células tumorais (CHEN; Al, 2016;
PRATHUMSARP et al., 2020).

Posteriormente, com o objetivo de investigar o efeito citotdéxico do OEC sobre
as células tumorais SK-MEL-28, seus efeitos foram avaliados apds diferentes tempos
de tratamento (24, 48 e 72 horas), os quais, de acordo com os valores de Clso

calculados, mostraram que os tratamentos de 24 e 48 horas foram menos efetivos
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comparado ao tratamento de 72 horas. Em seguida, para caracterizacdo da acéo
antitumoral, foram utilizadas duas concentracdes do OEC, o valor correspondente a
Clso (70 pg/mL) e ao dobro da Clsp (140 pg/mL). O periodo de tratamento escolhido
para analise foi de 48 horas para 0s ensaios de analise do ciclo celular e de apoptose,
e 24 horas para o0 ensaio de quantificacdo de EROs, ja que se buscava identificar os
mecanismos que ocorrem durante os processos de morte celular induzida pelo OEC.

Inicialmente foi investigado se o tratamento com o OEC influenciaria na
distribuicdo de células SK-MEL-28 nas diferentes fases do ciclo celular, visto que,
varios agentes quimioterapicos interferem nesse processo, a exemplo da
doxorrubicina, 5-fluorouracil (5-FU), paclitaxel, etoposido, cisplatina, dentre outros (DI
SOTTO et al., 2020; DA SOM; MIN; LEE, 2020; JIANG et al., 2020; KLUSKA et al.,
2021; MOHIUDDIN et al., 2021). E, uma vez impedido a conclusédo desse processo,
em qualquer fase do ciclo celular, a divisdo celular e o crescimento tumoral séo
inibidos (NIU et al., 2020).

As fases do ciclo celular podem ser diferenciadas entre si com base na
guantidade de DNA marcada com o iodeto de propidio (IP) na citometria de fluxo. Isso
porque, células presentes na fase GO/G1 apresentam ploidia tipica (2n)
correspondentes a células que ainda nédo estéo se dividindo, ao passo que células que
estdo iniciando a duplicacdo do seu material genético na fase S apresentam ploidia
>2n, além das células presentes na fase G2/M, as quais ja apresentam o material
genético totalmente duplicado (4n) (SHEN; VIGNALI; WNAG, 2017; RAMADOCSS;
SIVALINGAM, 2021). Além disso, pode surgir um pico com quantidade de DNA inferior
a da fase GO/G1 (<2n), denominado de pico sub-G1, o qual, segundo a literatura, &
caracterizado por um aumento na quantidade de DNA fragmentado, indicativo do
processo de apoptose (ITHARAT et al., 2021).

Nesse sentido, foi possivel observar que o OEC induziu aumento de células em
sub-G1, permitindo sugerir que seu efeito citotoxico envolve a inducéao de apoptose.
Observou-se também que o OEC aumentou o percentual de células na fase G2/M, e,
simultaneamente, diminuiu a populacdo de células na fase S. Esses resultados
sugerem que o OEC apresenta efeitos antimitéticos, promovendo a morte das células
tumorais (LIU et al., 2019; LEE et al., 2020).

Dados da literatura com 6leos essenciais de outras espécies do género Croton

corroboram os resultados do presente trabalho, a exemplo do estudo realizado por
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Niu e colaboradores (2020), em que o 6leo essencial de C. tiglius inibiu a progressao
do ciclo celular em células de cancer de pulméao A549 (ICso: 48,38 ug/mL). Ademais,
0 estudo realizado por Salehi e colaboradoes (2019), mostrou que o a-pineno,
componente majoritario do 6leo essencial investigado no presente trabalho, inibiu as
linhagens de células de hepatoma BEL-7402 e HepG2, mediante parada do ciclo
celular na fase G2/M, corroborando o efeito antimitotico apresentado pelo OEC no
presente estudo.

Considerando o resultado sugestivo de inducdo de apoptose, apés observacéo
de células em sub-G1, e o fato de que muitos agentes quimioterapicos promovem a
morte de células tumorais por meio da ativacdo da apoptose (YAO et al., 2020), o
presente estudo buscou investigar se 0 OEC também atua dessa forma. As células
SK-MEL-28 tratadas com o OEC, duplamente marcadas com laranja de acridina e
iodeto de propideo e analisadas por microscopia confocal, apresentaram aumento na
guantidade de células com nudcleo verde brilhante, sugestivo de apoptose inicial, além
de morfologia tipica de apoptose, como formacéo de blebs na membrana plasmatica,
corpos apoptoticos e condensacéo da cromatina. Esse efeito apoptotico foi confirmado
na citometria de fluxo, com a marcagdo com Anexina V-FITC, a qual se liga
seletivamente a fosfatidilserina, um fosfolipideo externalizado na membrana de
células apoptéticas, constituindo um importante indicador de apoptose inicial. Em
conjunto, esses resultados inferem que a apoptose € um mecanismo de morte celular
produzido pelo OEC.

A marcacdo com o iodeto de propidio (IP) é amplamente utilizada para avaliar
a integridade da membrana celular, pois o IP é uma molécula fluorescente que so
atravessa membranas celulares que perderam sua integridade, marcando o DNA
dentro dessas células (ROSENBERG; AZEVEDO; IVASK, 2019). Com base nisso, a
dupla marcagédo com anexina V-FITC/IP (anexina V+/IP+), € utilizada para indicar os
estagios mais avancados do processo apoptotico ou necrotico, quando além da
externalizacdo da fosfatidilserina, o DNA também se encontra exposto para ser
marcado pelo IP. No entanto, no presente estudo, ndo houve aumento no percentual
de células SK-MEL-28 duplamente marcadas, apds o tratamento com o OEC,
indicando que as células observadas estavam na fase inicial do processo apoptético.

Um estudo realizado por De Lima e colaboradores (2018) com o 6leo essencial

(OE) das folhas de Croton matourensis mostra que o referido 6leo promoveu
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apoptose, identificada pela marcacdo com anexina V-FITC/IP em citometria de fluxo,
a qual foi observada por meio do aumento no percentual de células Hep-G2 em
apoptose inicial (anexina V+/IP-) e em apoptose tardia/necrose (anexina V+/IP+).
Outro estudo realizado por Poofery, Sripanidkulchai e Banjerdpongchai (2020) com o
extrato acetato de etila da espécie Croton oblongifolius mostrou a inducdo de
apoptose em células cancer de mama MDA-MB-231, no qual observaram aumento
nas porcentagens de células MDA-MB-231 em apoptose inicial (anexina V+/IP-) e em
apoptose tardia/necrose (anexina V+/IP+). Além desses, a pesquisa desenvolvida por
Niu e colaboradores (2020) também corrobora os resultados do presente estudo, 0
gual avaliou a atividade antitumoral do Oleo essencial de C. tiglius em células de
cancer de pulmao A549, nas concentragdes de 0, 20, 40 e 60 pg/mL, os resultados da
marcacdo com Anexina-V-FITC/IP exibiram aumento significativo de apoptose de
maneira depende de concentragao.

Uma das caracteristicas do cancer € a producdo aumentada de EROs, em
comparagao com as células normais. Esse nivel aumentado favorece a progresséo e
agressividade tumoral por meio da estimulacdo da proliferacéo, inibicdo de vias pro-
apoptéticas, além de invasédo e metastase (MARTINEZ-USEROS et al., 2017; REN et
al., 2019). Entretanto, niveis superelevados de EROs podem causar dano ao DNA,
proteinas, lipidios e, por fim, ocasionar a morte da célula tumoral (REN et al., 2019;
LIN et al., 2019).

Nesse sentido, estratégias terapéuticas recentes buscaram alterar os niveis de
EROs, a partir de agentes que aumentem efetivamente os niveis intracelulares de
EROs acima do limiar de toxicidade, ou de agentes que diminuam a atividade dos
sistemas antioxidantes, a partir da inibicdo de enzimas antioxidantes chave, elevando
0s niveis de EROs, causando morte celular via estresse oxidativo (RECZEK;
CHANDEL, 2018; XU et al., 2019; LIN et al., 2019; REN et al., 2019). Por outro lado,
ha também moléculas que diminuem os niveis de EROs abaixo de um limite
especifico, e assim, levam a interrupcéo das cascatas de sinalizacdo de migracao,
proliferagéo e sobrevivéncia celular mediadas por EROs. Estudos mostram que a
utilizacdo de antioxidantes pode diminuir os niveis de EROs intracelular e reduzir a
progressao do cancer (GALADARI et al., 2017; HE et al., 2017).

Para avaliacdo dos niveis EROs foi realizado o ensaio utilizando o fluoréforo

DCFH-DA, no qual foi possivel diminuicdo nos niveis de EROs apds exposicdo ao



ANDRADE, C. C. N. 82

OEC, permitindo inferir que 0 OEC possui atividade antioxidante nas células SK-MEL-
28. O resultado obtido com o OEC é promissor, visto que o tratamento com agentes
antioxidantes tem se tornado uma abordagem terapéutica em desenvolvimento no
tratamento do cancer (FERDOUS; YUSOF, 2021).

Comparando os resultados obtidos no presente estudo com os dados da
literatura, pode-se observar que a maioria das espécies do género Croton possuem
compostos com acgao antioxidante associado a um efeito antitumoral, como C.
grewioides, C. matourensis, C. argyrophyllus (DE MOURA SILVA et al., 2017,
AMARAL et al., 2018; BEZERRA et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2021). O estudo
realizado por Salehi e colaboradores (2019), com o componente majoritario do 6leo
essencial investigado no presente estudo, 0 a-pineno, corrobora com os resultados
observados neste estudo, o qual demonstrou que, quando pré-administrado em
células Hep-G2, o a-pineno foi capaz de inibir significativamente a formacéo de EROs
apos exposicao a radiacao ultravioleta (UV). As células Hep-G2 expostas a radiacéo
UV exibiram niveis aumentados de peroxidacdo, em comparacdo com as células do
controle, que foram reduzidos pelo a-pineno (SALEHI et al., 2019).

Os resultados apresentados neste trabalho contribuem para a elucidagéo da
acdo antimelanoma do Oleo essencial de C. grewioides e estimulam estudos
adicionais para a caracterizacdo dos seus efeitos antimitético, apoptotico e

antioxidante.
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Conclusio
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7 CONCLUSAO

Com base nos estudos realizados foi possivel concluir que o 6leo essencial

extraido das folhas de Croton grewioides (OEC):

e Apresenta atividade citotoxica em células tumorais humanas (HCT-116, Hela,
MCF-7, PC-3, MDA-MB-231 e SK-MEL-28), com maior atividade na linhagem
de melanoma (SK-MEL-28);

e Possui seletividade para células tumorais SK-MEL-28, superior & droga padrao
doxorrubicina, associada a baixa toxicidade em células ndo tumorais humanas
(HaCaT);

e Exerce seu efeito antitumoral in vitro em células SK-MEL-28 por induzir efeito

antimitotico e morte celular por apoptose;

e Apresenta atividade antitumoral in vitro em células SK-MEL-28 associada a

efeitos antioxidantes.
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