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Programa de Pés-Graduagao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos Rafael Carlos
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As dez horas (10h00) do dia dez de novembro do ano dois mil e vinte e trés (10/11/2023),
no Auditério do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos, da Universidade
Federal da Paraiba, reuniram-se em carater de Solenidade Publica os membros da Co-
missdo designada para examinar o(a) discente Rafael Carlos Ferreira, candidato(a) ao
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habilitado(a) a receber o Titulo de “DOUTOR(A)" em Produtos Naturais e Sintéticos Bio-
ativos, na Area de Concentragdo Farmacologia, cabendo a Universidade Federal da Pa-
raiba, providéncias, como de direito, a expedigdo do Diploma que o(a) mesmo(a) faz jus.
Nada mais havendo a tratar, foi lavrada a presente ata que é abaixo assinada pelos mem-
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FERREIRA, R.C OLEO ESSENCIAL DAS PARTES AEREAS DE Conyza
bonariensis (L.) CRONQUIST (ASTERACEAE): CARACTERIZACAO QUIMICA,
EFEITO ANTIMELANOMA IN VITRO E TOXICIDADE EM MODELO DE PEIXE-
ZEBRA. 2023. 200 f. Tese (Doutorado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) —
UFPB/CCS, Joédo Pessoa.

RESUMO

Conyza bonariensis (L.) Cronquist (Asteraceae) € uma planta rica em 0leos essenciais
que apresentam efeito antitumoral e variagdes significativas na sua composicéo. O
presente trabalho objetivou obter, caracterizar e investigar os efeitos antitumorais e
toxicoldgicos do 6leo essencial das partes aéreas de C. bonariensis (OECB) coletadas
no Horto de Plantas Medicinais do Instituto de Pesquisa em Farmacos e
Medicamentos (IPeFarM/UFPB). O OECB foi obtido por hidrodestilagdo em aparelho
tipo Clevenger e analisado por cromatografia gasosa-espectrometria de massas (CG-
EM). A citotoxicidade foi avaliada por meio do ensaio do brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio (MTT) em linhagens de células tumorais (SK-
MEL-28, HeLa, HCT-116, HL-60 e K562) e ndo tumoral (HaCaT) humanas. Diferentes
vias de sinalizacdo associadas com a citotoxicidade do OECB foram avaliadas in silico
e in vitro. Em adicé&o, a toxicidade do OECB foi investigada em modelo de peixe-zebra.
O componente majoritario foi o éster (2)-2-lacnofilum (EZ) (57,24%). Apos 72 h de
tratamento, a linhagem de células de melanoma SK-MEL-28 foi a mais sensivel a
citotoxicidade do OECB (concentracéo inibitéria média — Clso = 18,65 = 1,16 pg/mL).
Na linhagem de queratinécitos sadios humanos HaCaT foi obtida Clso = 56,49 + 1,03
pug/mL, mostrando seletividade trés vezes maior para a linhagem SK-MEL-28. Assim,
0s mecanismos de acdo do OECB foram investigados nesta linhagem celular tumoral.
A andlise do ciclo celular mostrou que, apés 48 h de tratamento com o OECB, houve
aumento significativo do percentual da fracdo sub-G1, e a marca¢do com anexina V-
FITC/IP mostrou aumento do percentual de células em apoptose. Em adicdo, foram
observadas caracteristicas morfolégicas de apoptose por microscopia confocal a
laser. O OECB estimulou a producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) apés
30 min, 1 h ou 3 h de tratamento, e o pré-tratamento com N-acetil-L-cisteina (NAC)
preveniu significativamente a sua citotoxicidade. No docking molecular, observou-se
gue o EZ apresentou interacfes moleculares com os sitios ativos das proteinas ERK1,
JNK1, p38a MAPK, PKB/AKT e NF-kB. Entdo, usando marcacdo com anticorpos
especificos, observou-se que, apds 48 h de tratamento com o OECB, houve aumento
significativo do percentual de células marcadas com anticorpos anti-ERK1/2, anti-
JNK1/2, anti-PKB/AKT e anti-NF-kB, e reducao significativa do niumero de células
marcadas com anti-p38 MAPK. Ainda, o pré-tratamento com inibidores de ERK1/2 ou
JNK preveniu a citotoxicidade do OECB, enquanto o inibidor de p38 MAPK
potencializou esse efeito. No modelo de peixe-zebra, OECB (1,5 pg/mL) induziu a
morte de todos os embrides e efeitos néo letais foram observados nas concentracdes
de 0,50 a 1,25 pug/mL. Além disso, foi observado aumento significativo na atividade de
enzimas associadas ao estresse oxidativo (GPx, GST, CAT, LDH) e reducao na AChE.
Em resumo, o OECB apresenta efeito antimelanoma in vitro por inducao de apoptose,
estresse oxidativo, inibicao da p38 MAPK, e ativagao de ERK1/2, INK1/2, PKB/AKT e
NF-kB, além de embriotoxicidade em modelo de peixe-zebra.

Palavras-chave: Citotoxicidade; Estresse oxidativo; Docking —molecular;
Embriotoxicidade; Oleos essenciais



FERREIRA, R.C. ESSENTIAL OIL FROM Conyza bonariensis (L.) AERIAL PARTS
CRONQUIST (ASTERACEAE): CHEMICAL CHARACTERIZATION, IN VITRO
ANTIMELANOMA EFFECT, AND TOXICITY IN A ZEBRAFISH MODEL. 2023. 200
p. Thesis (Doctorate in Natural and Synthetic Bioactive Products) — UFPB/CCS, Joéao
Pessoa.

ABSTRACT

Conyza bonariensis (L.) Cronquist (Asteraceae) is a plant rich in essential oils that
exhibit antitumor effects and significant variations in their composition. This study
aimed to obtain, characterize, and investigate the antitumor and toxicological effects
of the essential oil from C. bonariensis aerial parts (OECB) collected at the Medicinal
Plants Garden of the Institute of Pharmaceutical and Medicinal Research
(IPeFarM/UFPB). The OECB was obtained by hydrodistillation using a Clevenger-type
apparatus and analyzed by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS).
Cytotoxicity was assessed using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide (MTT) assay on human tumor cell lines (SK-MEL-28, HeLa, HCT-
116, HL-60, and K562) and non-tumor (HaCaT) cells. Different signaling pathways
associated with OECB cytotoxicity were evaluated in silico and in vitro. Additionally,
OECSB toxicity was investigated in a zebrafish model. The major component was the
(2)-2-lacnofilum ester (EZ) (57.24%). After 72 hours of treatment, the SK-MEL-28
melanoma cell line was the most sensitive to OECB cytotoxicity (half-maximal
inhibitory concentration — ICso = 18.65 + 1.16 pg/mL). In the healthy human
keratinocyte cell line HaCaT, an ICso of 56.49 + 1.03 pg/mL was obtained, showing
three times greater selectivity for the SK-MEL-28 line. Thus, the mechanisms of action
of OECB were investigated in this tumor cell line. Cell cycle analysis showed a
significant increase in the sub-G1 fraction after 48 hours of OECB treatment, and
annexin V-FITC/PI staining revealed an increase in the percentage of apoptotic cells.
Additionally, confocal laser microscopy showed morphological features of apoptosis.
OECB stimulated the production of Reactive Oxygen Species (ROS) after 30 min, 1 h,
or 3 h of treatment, and pre-treatment with N-acetyl-L-cysteine (NAC) significantly
prevented its cytotoxicity. In molecular docking, EZ exhibited molecular interactions
with the active sites of ERK1, JNK1, p38a MAPK, PKB/AKT, and NF-kB proteins. Using
specific antibody labeling, a significant increase in the percentage of cells labeled with
anti-ERK1/2, anti-JNK1/2, anti-PKB/AKT, and anti-NF-kB antibodies was observed
after 48 hours of OECB treatment, along with a significant reduction in the number of
cells labeled with anti-p38 MAPK. Furthermore, pre-treatment with ERK1/2 or JNK
inhibitors prevented OECB cytotoxicity, while the p38 MAPK inhibitor potentiated this
effect. In the zebrafish model, OECB (1.5 pg/mL) induced the death of all embryos,
and non-lethal effects were observed at concentrations from 0.50 to 1.25 pg/mL.
Additionally, a significant increase in the activity of enzymes associated with oxidative
stress (GPx, GST, CAT, LDH) and a reduction in AChE were observed. In summary,
OECB exhibits in vitro antimelanoma effects through the induction of apoptosis,
oxidative stress, inhibition of p38 MAPK, and activation of ERK1/2, INK1/2, PKB/AKT,
and NF-kB, as well as embryotoxicity in the zebrafish model.

Keywords: Cytotoxicity; Oxidative Stress; Molecular Docking; Embryotoxicity;
Essential oils
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1 INTRODUCAO

O céancer é um termo utilizado para definir um conjunto de doencas
caracterizadas por uma massa anormal de tecido conhecida como tumor maligno
(Patel, 2020), cujas células apresentam uma série de caracteristicas adquiridas no
processo de malignidade, incluindo proliferacdo celular descontrolada, inducdo da
angiogénese e capacidade de invasdo e metastase (Hanahan, 2022).

Considerando os canceres de pele, o melanoma, oriundo da proliferacéo de
melandcitos modificados (Centeno; Pavet; Marais, 2023), apresenta-se como a forma
mais letal (Guo; Wang; Li, 2021). Mundialmente, em 2020, foram registrados mais de
320 mil novos casos e aproximadamente 57 mil mortes causadas por esse tipo de
cancer (Ferlay et al., 2021). No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Cancer José
Alencar Gomes da Silva (INCA), nesse mesmo ano ocorreram quase 2 mil 6bitos por
cancer de pele do tipo melanoma (INCA, 2022).

Atualmente, o tratamento do cancer consiste em terapias locais e/ou sistémicas
que incluem cirurgia, radioterapia, terapia imune, hormonioterapia, terapia alvo e
guimioterapia (Yang et al., 2023), sendo esta ultima a principal forma de tratamento
(Wu et al., 2023). No tratamento quimioterapico do melanoma, por exemplo, incluem-
se 0s agentes alquilantes dacarbazina, temozolomida e fotemustina (Pham et al.,
2023). Contudo, a quimioterapia esta associada a certas limitagcdes, como toxicidade
sistémica, taxa de resposta insatisfatéria e resisténcia aos agentes quimioterapicos
(Xie; Chen; Fang, 2020).

Diante disso, diversos trabalhos tém sido conduzidos visando a obtencéo de
novas terapias para o tratamento do melanoma (Malyarenko et al., 2023). Neste
contexto, a natureza, em especial as espécies vegetais, € considerada uma fonte
significativa de produtos utilizados para o tratamento do cancer (Soto et al., 2023) ou
com potencial antitumoral, como moléculas isoladas (Bae et al., 2023; Peng et al.,
2023), extratos (Filho et al., 2023; Samiry et al., 2023) e 0leos essenciais (An et al.,
2023; Li et al., 2023).

Os 6leos essenciais sédo liquidos oleosos (Baptista-Silva et al., 2020) e volateis,
ligeiramente solUveis em agua e solluveis em éter, alcool e na maioria dos solventes
organicos, que possuem odor caracteristico podendo ter em sua composicao

moléculas como terpenos, sesquiterpenos e politerpenos e seus derivados
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oxigenados (Kulkarni; Kulkarni, 2023). Esses derivados vegetais sdo produzidos por
diversas espécies e tem mostrado diferentes atividades bioldgicas, tais como,
antimicrobiana, antifangica, antiviral, antioxidante e antitumoral (Sousa et alb., 2023).

Nesta perspectiva, relatos da literatura tém mostrado a obtencdo de dleos
essenciais das partes aéreas de Conyza bonariensis (L.) Cronquist (Asteraceae) e a
investigacdo do seu potencial biologico, destacando efeitos como antifungico
(Lundgren et al., 2021) e antitumoral in vitro frente a linhagem de células de carcinoma
hepatocelular humano HepG2 (Elgamal et al., 2021). Em adi¢do, as pesquisas tém
mostrado diferentes composicées quimicas dos 0Oleos essenciais desta espécie
vegetal as quais variam de acordo com o seu local de coleta. De fato, a literatura
reporta que a composicao quimica e, consequentemente, os efeitos biolégicos dos
Oleos essenciais podem ser modificados por diversos fatores, tais como localizacao
geografica e sazonalidade (Abd-Elgawad et al., 2023).

Assim, considerando que o cancer é um importante problema de saude publica
mundial com significativa morbimortalidade e que a quimioterapia estd associada a
alta toxicidade e ao desenvolvimento de resisténcia, e considerando o potencial
bioldgico dos Oleos essenciais de Conyza bonariensis, o presente trabalho obteve,
caracterizou quimicamente e avaliou a atividade antitumoral e a toxicidade em
modelos de células humanas e em embribes e larvas de peixe-zebra, do 6leo
essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) cultivada no Horto de
Plantas Medicinais do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos da
Universidade Federal da Paraiba (IPeFarM/UFPB), Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil (S
7°08'30.0" — O 34°50'46.7") e coletada em setembro de 2019.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aspectos gerais do cancer

Na homeostase, a taxa de proliferacdo celular € controlada gracas a um
balanco entre os sinais que estimulam e 0s que suprimem o crescimento celular (Al-
Bedeary, Getta, Al-Sharaf, 2020). Contudo, células sadias que sofrem modificacbes
genéticas e/ou epigenéticas (Lopez-Bigas; Gonzalez-Perez, 2020) podem passar a
proliferar-se descontroladamente, originando uma neoplasia (Kasala et al., 2015). A
massa anormal de tecido resultante da hiperproliferacdo celular (tumor) pode ser
classificada como benigna ou maligna (Ahmad; Ahsan, 2020).

Os tumores benignos sao bem delimitados por uma cépsula fibrosa, crescem
lentamente (Junior et al.,, 2014) e possuem células diferenciadas, ou seja, células
fenotipicamente semelhantes aquelas do tecido de origem (Boutry et al., 2022). Por
sua vez, os tumores malignos apresentam rapido crescimento (Patel, 2020), séo
constituidos por células indiferenciadas (Talmadge; Fidler, 2010) e possuem a
capacidade de migrar e invadir outros tecidos, por meio da corrente sanguinea e/ou
linfatica, em um processo denominado de metastase (Ahmad; Ahsan, 2020), sendo
este tipo de tumor caracterizado como cancer (Patel, 2020).

O céancer pode entéao ser definido como um grupo de doencas caracterizadas
por possuirem células com mecanismos de proliferacdo e diferenciacao celulares
descontrolados, e com o potencial de disseminacao pelo corpo (Eldehna et al., 2021).

Essa doenca € um dos principais problemas de saude publica mundial, sendo
responsavel por altas taxas de morbimortalidade (Prado et al., 2020) com
aproximadamente 19,3 milhdes de novos casos e 10 milhdes de mortes registradas
em 2020, por todo o mundo. Neste ano, o cancer de pulméao (14,3%) e préstata
(14,1%) foram os mais comuns em homens, e o de mama (24,5%) em mulheres.
Quanto a mortalidade, considerando ambos os sexos, o cancer de pulméo foi o
principal causador de o6bitos (18,0%) (Sung et al., 2021). Ainda, de acordo com a
International Agency for Research of Cancer (IARC), estima-se que, até 2040, sejam
registrados aproximadamente 30,2 milhdes de casos mundialmente (IARC, 2021).

No Brasil, segundo os dados obtidos do Sistema de Informac¢des Hospitalares
do Sistema Unico de Saude (SIH/SUS) da plataforma DATASUS-TABNET do
Ministério da Saude, foram registrados, no primeiro semestre de 2023, 488.772

internagdes por neoplasias, sendo destes casos aproximadamente 59,07% (288.737)
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mulheres e 40,92% (200.035) homens (DATASUS, 2023). Em relagdo ao numero de
Obitos por neoplasias, foram registrados, durante o periodo de janeiro a junho de 2023,
38.084 mortes, sendo aproximadamente 49,52% (18.863) homens e 50,47% (19.221)
mulheres. Destes registros, cerca de 20% (7.491) foram da regido Nordeste e 608
casos no Estado da Paraiba (DATASUS, 2023).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA),
a estimativa para cada ano do triénio 2023-2025 aponta que ocorrerao 704 mil novos
casos de cancer no Brasil, dos quais o cancer de pele ndo melanoma serd o mais
incidente (220 mil), seguido pelos canceres de mama (74 mil), préstata (72 mil), célon
e reto (46 mil), pulmao (32 mil) e estomago (21 mil) (INCA, 2022).

Atualmente, sdo descritos mais de cem tipos distintos de cancer que podem ser
categorizados de acordo com o tecido de origem, sendo: (i) carcinomas, originados
de células epiteliais, representando aproximadamente 90% dos canceres humanos
(Ahmad; Ahsan, 2020), a exemplo dos canceres mamario (Khoury, 2023) e
pancreatico (Jiang; Sohal, 2023); (i) sarcomas, originados de células do tecido
conjuntivo (Ahmad; Ahsan, 2020), como 0 osteossarcoma, um tumor ésseo (Pilavaki
et al., 2023); e (iii) leucemias, linfomas e mielomas, que surgem das células brancas
do sangue (Shields, 2017), a exemplo da leucemia mieloide crénica (Senapati et al.,
2023) e do linfoma de Hodking (Ullah et al., 2023).

Apesar das diferencas significativas entre os canceres, as células tumorais
apresentam caracteristicas comuns entre si, chamadas de hallmarks ou marcas do
cancer, e que as distinguem das células sadias (Smith et al., 2020), sédo estas: (i)
sinalizacao proliferativa sustentada; (ii) fuga de supressores do crescimento; (iii)
reprogramacao epigenética ndo mutacional; (iv) evasdao da destruicdo imune; (v)
habilitacdo para imortalidade replicativa; (vi) inflamacdo promotora do tumor; (vii)
microbiomas polimorficos; (viii) ativacdo da invasdo e metastase; (ix) inducédo ou
acesso a angiogénese; (x) células senescentes; (xi) instabilidade gendmica e
mutacao; (xii) resisténcia a morte celular; (xiii) desregulacdo do metabolismo celular;

e (xiv) desbloqueio da plasticidade fenotipica (Hanahan, 2022) (Figura 1).
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Figura 1. Caracteristicas bioldgicas do cancer
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Fonte: Adaptado de Hanahan (2022).

Diversos fatores internos e externos estdo associados ao desenvolvimento do
cancer. Tabagismo (Botteri et al., 2020), consumo de alcool (Rehm; Shield;
Weiderpass, 2020), infec¢cbes por virus (Urrego et al., 2021) e bactérias (Jessurun,
2021; Watanabe et al., 2021) e exposi¢cao aos raios ultravioleta (UV) (Islami et al.,
2020; Miligi, 2020) sdo exemplos de fatores externos. Ja dentre os fatores internos
incluem-se as mutacfes genéticas herdadas (Rantapero et al., 2020) que
correspondem a aproximadamente 10% das causas de cancer no mundo (Alharthi et
al., 2020).

O processo de transformacao de uma célula sadia a maligna é denominado de
carcinogénese e compreende trés etapas: iniciagdo, promocdo e progressao
(Majumder et al., 2020). Na primeira etapa, iniciacdo tumoral, a célula sadia sofre
modificacdes genéticas e/ou epigenéticas que podem ser espontaneas ou induzidas,

como por exposicdo a um agente carcinogénico, passando a proliferar-se
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descontroladamente, dando origem a uma populacéo celular de clones modificados
(Ahmad; Ahsan, 2020; Lopez; Bleich; Arthur, 2020). Na etapa de promoc¢ao, ocorrem
danos genéticos adicionais e amplificacdo de mutacdes, com proliferacdo e
acumulacdo das células mutadas (Lopez; Bleich; Arthur, 2020). A Ultima etapa do
processo carcinogénico, a progressao, é irreversivel (Liu et al., 2015). Nela, ocorre
expansao neoplasica adicional, com aumento da taxa de crescimento do tumor,
capacidade de invasédo e metastase (Lopez; Bleich; Arthur, 2020).

Sabe-se que o desenvolvimento do cancer € mais frequentemente causado por
mutacdes ou alteracfes nos padrdes de expressao de protooncogenes, a exemplo de
Ras (Prior; Hood; Hartley, 2020), MYC (Baluapuri; Wolf; Eilers, 2020) e Raf (Ahmad;
Ahsan, 2020; Sun; Carr; Khushalani, 2020), de genes supressores de tumor, como
retinoblastoma (Rb) (Chen; Liu; Tao, 2020), p53 (Chen; Liu; Tao, 2020; Jung et al.,
2020) e BRCA1/2 (Caulfield; Davis; Byers, 2019) e aqueles envolvidos no reparo do

DNA (Sztandera; Gorzkiewicz; Klajnert-Maculewicz, 2018).
2.2 Melanoma: caracteristicas gerais e tratamento

O céancer de pele é o mais comum de todos os tipos de canceres em humanos
(Patel et al., 2021) sendo classificado em dois tipos, os canceres de pele nao-
melanoma, derivados de queratindcitos ou de seus precursores (Pizzimenti et al.,
2021), sendo eles o carcinoma de células escamosas e o carcinoma basocelular
(Cives et al., 2020), e os canceres de pele melanoma, que representam a minoria dos
casos (Hu et al., 2022), mas que possuem alto potencial de metastase (Carr; Smith;
Wernberg, 2020).

Dentre os canceres de pele, o do tipo melanoma é o mais agressivo, sendo a
mais letal das neoplasias cutaneas primarias (Switzer et al., 2022). Seu
desenvolvimento da-se a partir da transformacdo maligna dos melandcitos, células
localizadas na camada basal da epiderme e que produzem melanina, pigmento escuro
gue da cor a pele (Saginala et al., 2021).

A depender do local de apresentacdo, o melanoma pode ser classificado em
cutaneo (Carr; Smith; Wernberg, 2020), a forma mais prevalente deste tipo de cancer
(Rebecca; Somasundaram; Herlyn, 2020), ou nao-cutaneo (Carr; Smith; Wernberg,
2020), que pode acometer diversos tecidos como oral, nasal (Marrone et al., 2023),

gastrointestinal e geniturinario (Carr; Smith; Wernberg, 2020).
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De acordo com as suas caracteristicas histopatologicas os melanomas
cutaneos podem ser subclassificados em: (i) melanoma extensivo superficial, 0 mais
comum dos casos correspondendo a aproximadamente 70%. Refere-se ao melanoma
em uma fase de crescimento radial ou horizontal com células tumorais distribuidas
como um ninho ou unidades solitarias exibindo um padrao pagetoide; (i) melanoma
nodular, que representa 15 a 30% dos melanomas cutaneos, apresentando-se como
lesbes elevadas ou polipoides; (iii) melanoma lentigo maligno, que ocorre mais
comumente em pacientes idosos com pele cronicamente exposta ao sol,
correspondendo a aproximadamente 4-10% do total de casos; e (iv) melanoma
lentiginoso acral, que apresenta-se histologicamente como células tumorais em
unidades Unicas ao longo da juncdo derme-epidérmica e como focos confluentes,
sendo o tipo menos incidente, com menos de 5% dos casos. Neste tipo de melanoma,
as lesbes surgem mais comumente nas palmas das maos, plantas dos pés,
subungueais e, ocasionalmente, superficies mucosas (Carr; Smith; Wernberg, 2020;
Guo; Wang; Li, 2021).

Quanto ao desenvolvimento do melanoma, diversas mutacdes genéticas
podem estar envolvidas, tais como as que ocorrem nos genes MC1R, EDNRB e
TYRP1 que codificam o receptor de melanocortina-1, a tirosinase relacionada a
proteina-1 e o receptor de endotelina tipo B, respectivamente (Bishop et al., 2009;
Ward; Lazovich; Hordinsky, 2012; Hawryluk; Tsao, 2014; Guo; Wang; Li, 2021). Outras
mutacdes envolvem os genes BRAF, NRAS, NF1 e KIT, relacionados a hiperativagao
da via das Proteinas Cinase Ativadas por Mitdgenos (MAPK), e a mutacao da proteina
retinoblastoma (Rb), o que leva ao descontrole do ciclo celular (Guo; Wang; Li, 2021).
Modificacdes epigenéticas também tém sido relacionadas a biologia do melanoma e
incluem metilacdo do DNA e modificacao de histonas (Moran et al., 2018; Guo; Wang;
Li, 2021).

A incidéncia de melanoma apresenta perspectivas de aumento nas préximas
décadas (Saginala et al., 2021) mais rapidamente do que qualquer outro tumor solido
(Wagstaff et al., 2022). Em todo o mundo, em 2020, aproximadamente 325 mil
pessoas foram diagnosticadas com melanoma e cerca de 57 mil individuos morreram
desta doenca (Arnold et al., 2022). No Brasil, os 6bitos por cancer de pele melanoma

corresponderam a 1.923 registros no ano de 2020. Para cada ano do triénio 2023-
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2025, estima-se a incidéncia de aproximadamente 8.980 novos casos, sendo 4.640
em homens e 4.340 em mulheres (INCA, 2022).

Dentre os fatores de risco incluem-se a exposi¢cao aos raios ultravioleta sem
filtro solar de amplo espectro ou outra protecdo, bronzeamento artificial,
imunossupressao (Arnold et al., 2022), irritacdo quimica ou mecanica permanente e
predisposicao genética (Rutkowski et al., 2020).

De forma geral, o tratamento do cancer consiste em abordagens
farmacoldgicas e/ou ndo-farmacolégicas, que sdo empregadas considerando diversos
fatores, incluindo o tipo de cancer e suas caracteristicas, localizacdo da doenca,
histérico de tratamento prévio e estado geral de saude do paciente (Niculescu;
Grumezescu, 2022). Dentre as abordagens mais utilizadas, destacam-se como
terapias locais, a cirurgia e a radioterapia, € como terapias sistémicas, a terapia alvo,
a imunoterapia e a quimioterapia (Wang et al., 2023a).

Atualmente, o tratamento antimelanoma baseia-se no estagio da doenca. Para
0 melanoma primario e metastatico é realizada a resseccao cirargica do tumor e de
ganglios linfaticos (Rosen et al., 2023). A remocdo cirdrgica da maioria dos
melanomas é realizada por excisao cirlrgica padrdo, com remocao do tumor e de uma
margem de pele sadia (Ellison; Zitelli; Brodland, 2019).

A radioterapia, utilizada para o tratamento de melanoma metastatico
(Rutkowski et al., 2020), é a técnica fundamentada na emissao de radiacdo de fotons
de alta energia, como raios-X e raios gama (y), as células tumorais, visando induzir
danos irreparaveis ao DNA, tanto por mecanismos diretos nesta macromolécula
guanto por mecanismos indiretos baseados na inducdo da geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) que, ao causar danos irreversiveis ao DNA, induzem a
morte da célula tumoral (Gong et al., 2021).

A terapia alvo é compreendida pelo uso de pequenas moléculas ou anticorpos
monoclonais que atuam bloqueando moléculas especificas envolvidas no crescimento
do tumor (Tonooka; Ohashi, 2022), a exemplo do receptor BCR-AbIl, na leucemia
mieloide crbnica (Yuda et al., 2023), ou na ativacdo de células do sistema imune para
0 reconhecimento e destruicdo das células tumorais (Tonooka; Ohashi, 2022). No
tratamento do melanoma metastatico, inclui-se o uso dos inibidores da proteina B-
fibrossarcoma rapidamente acelerado (B-Raf), vemurafenibe e dabrafenibe (Davis;
Shalin; Tackett, 2019).



34

Os medicamentos utilizados na imunoterapia contra o cancer sao projetados
para ativar ou desativar pontos de controle (checkpoints) imunolégicos especificos
implicados na vigilancia imunoldgica (Bailly; Thuru; Quesnel, 2020). No tratamento
com imunoterapia em pacientes com melanoma metastatico podem ser utilizados, por
exemplo, o ipilimumabe, anticorpo anti-CTLA-4, e o nivolumabe e o pembrolizumabe,
anticorpos anti-PD-1 (Nikoo et al., 2023).

A quimioterapia continua sendo a principal modalidade farmacolégica de
tratamento para muitos tipos de céncer (El-Hussein et al., 2021). Esta baseia-se no
uso de substancias quimicas para destruicéo (citotoxicas) ou inibicdo do crescimento
do tumor (citostaticas) (Kumar; Atangana, 2020). De acordo com 0 seu mecanismos
de acédo, esses agentes podem ser divididos em (Mafi et al., 2023): (i) agentes
alquilantes, como a ciclofosfamida, cujos metabdlitos ativos formam ligacdes cruzadas
inter e/ou intracadeias com o DNA; (ii) agentes antimetabdlitos, a exemplo do 5-
fluorouracil (5-FU), que inibe a timidilato sintase levando a um defeito na sintese do
DNA, e (iii) produtos naturais, como os alcaloides da vinca e os taxanos que interferem
na dindmica dos microtubulos e interrompem a divisao celular induzindo a apoptose
(Bailly; Thuru; Quesnel, 2020). Para pacientes com melanoma metastatico, a
guimioterapia pode ser indicada, por exemplo, com o uso dos agentes alquilantes
dacarbazina, fotemustina ou temozolomida (Rosen et al., 2023).

Contudo, considerando as principais terapias farmacolégicas disponiveis para
o tratamento do cancer, tém-se observado limitacdo quanto ao sucesso terapéutico,
com pacientes sem resposta adequada a terapia ou com recidivas (Lopes et al., 2022),
surgimento de efeitos adversos significativos, tais como nauseas, problemas gastricos
e fraqueza (Michalczyk et al., 2021), e desenvolvimento de resisténcia (Bahar et al.,
2022; Marei et al., 2023; Said; Ibrahim, 2023), o que tem estimulado a pesquisa por
novas oportunidades terapéuticas para o tratamento dessa doenca (Malyarenko et al.,
2023).

Neste contexto, diversas pesquisas tém sido desenvolvidas para a investigagcao
do efeito antimelanoma de produtos naturais e sintéticos, visando a elucidacdo dos
mecanismos de agdo antitumorais relacionados a proliferacdo e sobrevivéncia
celulares, tais como aqueles envolvidos no ciclo celular (Ren et al., 2022; Wei et al.,
2022), na apoptose (Palma et al., 2022; Thatikonda et al., 2023), no estado redox
celular (Raut et al., 2021; Liu et al., 2022) e em vias de sinalizacdo celulares, como
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aguelas que envolvem as Proteinas Cinases Ativadas por Mitdgenos (MAPKS) (Satoh
et al., 2020), o Fator Nuclear kappa B (NF-kB) (Moéller et al., 2020) e a Proteina Cinase
B (PKB/AKT) (Woo et al., 2020).

2.3 Ciclo celular e o cancer

O ciclo celular é um processo constituido por uma série de fases distintas
(GO/G1, S, G2 e M) que culminam na replicacdo do DNA e sua subsequente
segregacao entre as células-filhas (Matthews; Bertoli; Bruin, 2022).

Esse processo se inicia com a fase G1 (gap 1), um intervalo que separa a
divisdo celular anterior do periodo de sintese de DNA conhecido como fase S. Esta
fase de sintese do material genético € seguida por um segundo intervalo onde as
células se preparam para a mitose, a fase G2 (gap 2) e, posteriormente, pela fase M
(mitose) (Urrego et al.,, 2014), na qual ocorre a segregacdo cromossOmica dos
genomas recém-replicados (Alvarez-Fernandez; Malumbres, 2014). Apés a fase M, a
célula pode avancar para uma nova fase G1 ou para um estado quiescente,
denominado GO (Urrego et al., 2014; Sanchez-Martinez et al., 2015). As células
quiescentes podem entrar novamente no ciclo celular por meio de estimulacdo por
fatores mitogénicos (Otto; Sicinski, 2017).

Toda diviséo celular requer que a replicacédo fiel do DNA ocorra na fase S e que
a maquinaria necessaria para dividir os cromossomos esteja em vigor durante a
mitose, levando a producdo das células-filhas (Asghar et al., 2015). Ambos os
processos estao propensos a erros, durante os quais a sintese de DNA errbnea ou a
disjuncao incompleta dos cromossomos normalmente ativa as proteinas dos pontos
de controle (chekpoints) para interromper o ciclo celular e desencadear o reparo do
DNA (Brandmaier; Hou; Shen, 2017).

Os checkpoints atrasam a progressao do ciclo celular quando ocorrem
problemas na fase anterior, possuindo moléculas sensoras que detectam o problema
e componentes efetores que desencadeiam a parada do ciclo celular em fases
especificas (Salazar-Roa; Malumbres, 2017).

Dentre os componentes envolvidos na regulacdo do ciclo celular, encontram-
se as Cinases Dependentes de Ciclinas (CDKs) (Moreno-Layseca, Streuli, 2014), que
constituem uma familia de serina/treonina cinases heterodiméricas (Pitts et al., 2014)

cuja atividade oscilante, em diferentes fases do ciclo celular, resulta em eventos de
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fosforilacdo reversiveis e de sua associacao transitoria com cofatores especificos,
como ciclinas e inibidores de CDK (CKIs) (Bendris; Lemmers; Blanchard, 2015).

Diferentes familias de ciclinas foram identificadas e sua expressdo varia
significativamente ao longo das fases do ciclo celular. Os complexos de ciclina D/CDK
sdao funcionalmente ativos em G1 e fosforilam a proteina retinoblastoma (Rb)
permitindo a progressao para a fase S. As ciclinas E e A acumulam-se no limite de
fase G1/S, onde ativam CDK2 e CDK1 sucessivamente, promovendo a progressao
até a fase G2. Neste ponto, as ciclinas do tipo B, especialmente a ciclina B1 e a CDK1,
conduzem as células a mitose (Malumbres; Barbacid, 2005; Sanchez-Martinez et al.,
2015) (Figura 2).

Entéo, as etapas do ciclo celular séo rigorosamente controladas para garantir
a efetividade desse processo. Em contrapartida, o cancer é caracterizado por
atividade aberrante do ciclo celular. Isso ocorre como resultado de mutacdes em vias
de sinalizacédo ou por lesées em genes que codificam proteinas do ciclo celular que
sao frequentemente hiperativas em células cancerosas, levando a uma proliferacéo
descontrolada (Otto; Sicinski, 2017).

No melanoma, a mutacdo do gene supressor tumoral CDKN2A (inibidor de
cinase dependente de ciclina 2A) esta relacionado a alto risco para desenvolvimento
deste cancer (Pissa et al., 2023). Este gene codifica as proteinas p16'NK4A e p14ARF,
inibidoras do ciclo celular (Chan; Chiang; Ngeow, 2021). A proteina p16'Nk4A regula a
transicdo da fase G1 para a fase S, ao inibir especificamente as proteinas CDK4 e
CDK®6 e, consequentemente, bloquear a fosforilacdo e ativacdo da proteina Rb
(Safwan-Zaiter; Wagner; Wagner, 2022). J& a proteina p14”RF inibe a degradacéo da
p53 (Rossi et al., 2019), proteina envolvida na parada do ciclo celular, reparo do DNA
e inducdo da apoptose (Cheng et al., 2021). Logo, mutagcdes no gene CDKN2A
permitem o escape das células da parada do ciclo celular (Rossi et al., 2019).

A ativacdo aberrante de CDKs, que é frequentemente vista em canceres
humanos, fornece um raciocinio para a concepc¢éao de inibidores sintéticos de CDKs
como drogas antitumorais (Otto; Sicinski, 2017) como o abemaciclib, o palbociclib e o
ribociclib, inibidores seletivos das CDK4 e CDK6 (Barroso-Sousa; Shapiro; Tolaney,
2016) que, em particular, sdo considerados importantes alvos visto que essas CDKs
e a via retinoblastoma associada, encontram-se desreguladas na maioria dos tumores

humanos (Sanchez-Martinez et al., 2015).
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Figura 2. Progresséao do ciclo celular direcionado por cinases dependentes de ciclina (CDKSs)
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por estimular a expressdo de p16'NK4A, Os complexos ativos fosforilam a proteina retinoblastoma (Rb),
iniciando um programa de expressdo génica coordenado pela familia E2F de fatores de transcri¢éo.
Neste contexto, inicia-se a transcricdo e a estabilidade de ciclinas do tipo E e A e a ativacéo
subsequente da CDK2 que permite o inicio da replicacdo de DNA. A atividade de CDK2 pode ser inibida
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Fonte: Adaptado de Asghar et al., 2015.

Atualmente, duas moléculas inibidoras de CDK encontram-se em estagio de
pesquisa clinica para o tratamento do melanoma: o riviciclib (P276-00), inibidor de
CDK1, CDK4 e CDK®9, investigado para tratamento de melanoma avancado positivo
para expressao de ciclina D1; e o dinaciclibe (SCH727965), inibidor da CDK1, CDK2,
CDK5 e CDK9 (Wang; Bode; Zhang, 2023).

Assim, a busca por moléculas reguladoras do ciclo celular € util na pesquisa de

novos farmacos para o tratamento do cancer.
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2.4 Apoptose

Em organismos multicelulares ha um esforgo constante para a manutencao de
um equilibrio homeostatico entre a quantidade de células geradas e a de células
danificadas ou desnecessarias (D’arcy, 2019), sendo estas Ultimas removidas do
corpo gragas a morte celular (Yan; Elbadawi; Efferth, 2020).

A apoptose, ou morte celular programada do tipo I, envolve uma série de
eventos rigidamente controlados e apresenta caracteristicas bioquimicas e
morfologicas peculiares tais como encolhimento celular, condensacéo e fragmentacao
de DNA, blebs da membrana plasmética, ativacdo de caspases e exposicdo da
fosfatidilserina na face externa da membrana plasmatica (Yan; Elbadawi; Efferth,
2020). Em contraste com a necrose, a apoptose € um processo “silencioso” de morte
celular tendo em vista que se mantém a integridade do tecido, pois ndo ocorre
extravasamento do conteudo intracelular e, consequentemente, ndo é iniciado um
processo inflamatério (Voss; Strasser, 2020).

A apoptose estd envolvida com diversos processos no organismo, como o
desenvolvimento embrionario e fetal (Voss; Strasser, 2020), a cicatrizacao de feridas
(Prasad et al., 2020) e a eliminacdo de células defeituosas e mutantes, como as
células tumorais (Kalinin et al., 2020).

Esse processo é executado predominantemente pelas caspases, proteases de
cisteina que clivam suas proteinas-alvo apds residuos de acido aspartico
(Kesavardhana et al., 2020). Essas enzimas sdo sintetizadas como precursoras
inativas (zimogénios), chamadas de pré-caspases (Boice; Bouchier-Hayes, 2019;
Deng; Shah, 2020), e sdo ativadas por autoclivagem ou protedlise por outras caspases
(Yarychkivska; Shaham, 2020), podendo ser categorizadas como caspases
iniciadoras (2, 8, 9 e 10) ou caspases efetoras ou executoras (3, 6 e 7) (Boice;
Bouchier-Hayes, 2019; Opdenbosch; Lamkanf, 2019).

Duas principais vias de apoptose sdo bem descritas: a via intrinseca, ativada
guando ha estresse celular, como quando ocorre estresse do reticulo endoplasmatico;
e a via extrinseca, ativada apos interacdo dos receptores de morte com 0S seus

respectivos ligantes (Boice; Bouchier-Hayes, 2019) (Figura 3).
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Figura 3. Vias intrinseca e extrinseca da apoptose
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MOMP também causa a liberacéo da proteina de ligacao-IAP direta com baixo pl (SMAC/DIABLO) e
da proteina A2 de alta temperatura (HtrA2/OMI), que blogueiam o inibidor da proteina de apoptose
ligado ao X (XIAP), facilitando a apoptose. Ja a ativacdo da via extrinseca ocorre quando hé interacéo
dos receptores de morte (membros da superfamilia de receptores do fator de necrose tumoral) com os
seus respectivos ligantes, por exemplo FAS e o ligante FAS (FAS-L), respectivamente. A ativacao
desses receptores permite o recrutamento do Dominio de Morte Associado a FAD (FADD), uma
molécula adaptadora. Essa ligagdo induz o recrutamento da pré-caspase 8, ocorrendo a sua conversao
em caspase 8 que, por sua vez, ira ativar as pré-caspases 3 e 7 que atuardo em seus substratos. Além
disso, também ocorre protedlise da proteina BID, uma BH3-only, mediado pela caspase 8. Um dos
produtos dessa clivagem, o fragmento BID truncado (tBID) ira ativar BAX e BAK, culminando em
permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa. A integragdo entre as duas vias funciona como
um mecanismo amplificador do sinal de morte.

Fonte: Adaptado de Bock; Tait, 2020.

A resposta aos estimulos ativadores da via intrinseca, também chamada de via
mitocondrial, é regulada por uma familia de proteinas chamada BCL-2 (B-cell
CLL/Lymphoma 2), constituida por membros com atividade anti ou pro-apoptotica.
Quando o dano sofrido pela célula é letal, os membros pré-apoptoticos (BIM, PUMA,
BID, BMF, NOXA, BIK, BAD e HRK, denominadas de proteinas BH3-only) irdo inibir

0s membros anti-apoptéticos (BCL-2, MCL-1, BCL-XL, BCL-W e A1/BFL-1) que, na
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auséncia de estimulos apoptoéticos, inibem as proteinas pro-apoptoticas BAX e BAK
(Carneiro; El-Deiry, 2020).

Ao serem ativadas, BAX e BAK oligomerizam-se e formam poros na membrana
mitocondrial externa ocasionado permeabilizagdo da membrana mitocondrial externa
e liberacéo, para o citoplasma, de fatores apoptogénicos como o citocromo ¢ que, ao
associar-se ao fator 1 ativador de protease apoptotica (APAF1) e a pro-caspase 9
constituem o apoptossoma. Em seguida, a pro-caspase 9 sofre autoclivagem, o que
da origem a sua forma ativa, a caspase 9, que ira clivar as pro-caspases 3, 6 e 7,
convertendo-as as caspases efetoras 3, 6 e 7. Estas proteinas podem ativar ou inibir
outras proteinas como endonucleases, que impulsionam a fragmentacédo do DNA, e
flipases, o que causa a exposicao da fosfatidilserina para a face externa da membrana
plasmética, respectivamente. Esses processos levam a condensacao da cromatina e
ao empacotamento do contetudo celular em corpos apoptéticos e a remogao por
fagocitose (Voss; Strasser, 2020).

Na via extrinseca, a apoptose € iniciada a partir da interacao dos receptores de
morte, pertencentes a familia de receptores do fator de necrose tumoral (TNF), a
exemplo do CD95/FAS, TNFR1 e os receptores do ligante indutor de apoptose
relacionado ao TNF (TRAIL) (TRAIL-R1/DR4 e TRAIL-R2/DR5), com os seus ligantes,
neste caso, os ligantes CD95/FAS (CD95L/FASL), TNF e TRAIL, respectivamente
(Boice; Bouchier-Hayes, 2019). A ativacao desses receptores permite o recrutamento
do Dominio de Morte Associado a FAD (FADD), uma molécula adaptadora, o que
culmina no recrutamento e na conversao da pré-caspase-8 em caspase 8, que ativa
diretamente as caspases 3, 6 e 7 (Voss; Strasser, 2020).

Em adicao, existe um crosstalk entre as duas vias de sinalizacdo de morte que
ocorre como uma forma de amplificac@o do sinal apoptotico (Voss; Strasser, 2020). A
caspase 8 pode clivar a proteina BID, originando o fragmento BID truncado (tBID) que
ird ativar BAX e BAK, ocasionando, assim, a permeabilizacdo da membrana
mitocondrial externa (Verma; Singh, 2020).

Durante a carcinogénese, as células adquirem a capacidade de contornar a
apoptose, 0 que resulta em vantagens proliferativas e de sobrevivéncia. O acumulo
de alteracBes genéticas induz o aumento ou reducdo da expressao de genes pro e/ou
antiapoptoticos (Patergnani et al., 2020). Em adicao, alteracdes epigenéticas como a
metilacdo de DAPK, ASC/TMS1 e HIC1 estéo relacionadas ao escape da apoptose
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(lango et al., 2020). No melanoma, observam-se mutacdes ou delecbes em p53, um
gene supressor tumoral, e no gene TERT que codifica a subunidade catalitica da
telomerase (Strashilov; Yordanov, 2021). Quanto as alteracdes epigenéticas no
melanoma, observa-se que a metilacdo do gene RASSF1A (familia de dominio de
associacdo Ras 1 isoforma A) esta relacionada ao desenvolvimento de melanoma
uveal (Baradaran et al., 2020).

Atualmente, é reconhecido que agentes quimioterapicos citotoxicos produzem
morte celular por apoptose, a exemplo da cisplatina (Ozerkan, 2023), dacarbazina
(Drzewiecka et al., 2023), paclitaxel (Zhao et al., 2022) e vimblastina (Dhyani et al.,
2022) utilizados para o tratamento do melanoma (Bomar; Senithilnathan; Ahn, 2019).

Diante disso, o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas que visem

a inducdo da apoptose € uma abordagem potencial para o tratamento do cancer.
2.5 Estresse oxidativo e o cancer

O estresse oxidativo pode ser definido como um desequilibrio entre a formacéao
de moléculas oxidantes, como as espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio
(RNS), e a capacidade de depuracdo dos sistemas antioxidantes, levando a uma
perturbacdo da sinalizacdo redox e/ou danos as biomoléculas (Huang; Nan, 2019;
Kruk et al., 2019; Sies, 2020).

ROS séo pequenas moléculas, derivadas do oxigénio molecular (Sies; Jones,
2020), que possuem elétrons desemparelhados em sua camada de valéncia, o que
as tornam altamente reativas (Chatterjee; Chatterjee, 2020). Essas espécies incluem
os radicais hidroxila (*OH) e o &nion superoxido (O2*") e moléculas néo radicais, como
0 peroxido de hidrogénio (H202) (Milkovic et al., 2019).

Essas moléculas podem ser geradas endogenamente como subprodutos do
metabolismo celular a partir dos peroxissomos, reticulo endoplasmatico e,
principalmente, nas mitocéndrias (Perillo et al., 2020) durante a fosforilagdo oxidativa
(Snezhkina et al., 2019), ou por exposicdo a fatores externos como a radiacao
ultravioleta (UV) e poluentes (Bodega et al., 2019).

Em condicoes fisioldgicas, a producao e a eliminacédo de ROS sao equilibradas
(Bodega et al., 2019). Em células sadias, os baixos a moderados niveis de ROS estéo
envolvidos em muitos processos celulares fundamentais, tais como a defesa imune e

ativacao de vias de sinalizagéo celulares (Milkovic et al., 2019; Perillo et al., 2020;
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Prasad; Srivastava, 2020) como aquelas que envolvem proteinas cinases e fatores de
transcricdo envolvidos em processos como proliferacdo e diferenciacdo celular
controlados (Chatterjee; Chatterjee, 2020). Contudo, niveis excessivos de ROS estao
envolvidos no dano celular e, portanto, as células desenvolveram sistemas
antioxidantes para sua eliminacao (Snezhkina et al., 2019).

Esses sistemas de defesas antioxidantes incluem componentes enzimaticos,
como a superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa
redutase (GR), peroxirredoxina (Prx), tiorredoxina (Trx) e catalases, bem como
componentes ndo enzimaticos, como as vitaminas C, E e A (Bodega et al., 2019;
Perillo et al., 2020). No entanto, os niveis elevados de ROS podem sobrepujar a
barreira antioxidante, resultando em estresse oxidativo e no surgimento de diversas
doencas como o cancer (Snezhkina et al., 2019).

As células tumorais séo caracterizadas por apresentarem alta concentracéo de
ROS (Yang; Chen; Shi, 2019) que estdo envolvidas na carcinogénese e na aquisicao
de resisténcia ao tratamento antitumoral (Kumari et al., 2018; Snezhkina et al., 2019).
A sobrevivéncia das células tumorais aos niveis elevados de ROS da-se gracas a
regulacdo positiva de moléculas antioxidantes, como observado pelo aumento da
atividade de enzimas antioxidantes (Galadari et al.,, 2017), que permitem a
manutencdo da homeostase redox nessas células (Li et al., 2020a). O aumento da
producdo de ROS nas células tumorais é capaz de inativar supressores de tumor
como p53 e PTEN (homdlogo de fosfatase e tensina) e ativar oncogenes incluindo a
proteina cinase B (PKB/AKT), ERK e ¢c-MYC induzindo o aumento da proliferacao
celular e metastase, bem como inibicdo da apoptose (Sajadimajd; Khazaei, 2017),
além de promover a angiogénese tumoral (Huang; Nan, 2019).

Comparado a outros tumores solidos, 0 melanoma apresenta concentracdes
elevadas de ROS. Isto ocorre porque células expostas a radiacdo UV sdo estimuladas
a produzir ROS e RNS, por meio de moléculas fotossensibilizadoras e pela ativacdo
de enzimas produtoras de ROS, como a NADPH oxidase (NOX) e a oOxido nitrico
sintase (NOS). Além disso, outra importante fonte de ROS € a via de sintese da
melanina, que envolve reacdes de oxidacao e producéo de O2* e H202 (Pizzimenti et
al., 2021).

Em contrapartida, a radioterapia (Gasparovi¢, 2020) e alguns agentes utilizados

na quimioterapia antineoplasica, inclusive para o tratamento do melanoma, tém
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mostrado induzir o aumento excessivo dos niveis de ROS intracelulares, aumentando
0s danos irreparaveis que resultam em apoptose das células tumorais (Kirtonia; Sethi;
Garg, 2020) (Figura 4), a exemplo da doxorrubicina (Davalli et al., 2018), metotrexato
(Albasher et al., 2019), cisplatina (Yu et al., 2020) e topotecana (Sinha; Tokar; Bushel,
2020), o que pode ocorrer pela modulacdo das cascatas de sinalizacdo das proteinas
cinases reguladas por mitégenos (MAPKSs) ou da cinase 1 reguladora do sinal de
apoptose (ASK1) (Chatterjee; Chatterjee, 2020).

Figura 4. Efeitos dos diferentes niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) em células sadias e
tumorais
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Em condiges fisioldgicas, as baixas concentracdes intracelulares de espécies reativas de oxigénio
(ROS) permitem a ocorréncia controlada dos processos de proliferacdo, diferenciagéo e sobrevivéncia
celulares. O aumento da concentracdo de ROS observado nas células tumorais, gerando um
desbalanco entre a concentracdo de ROS e de antioxidantes (AO) enzimaticos e ndo-enzimaticos,
estimula, por exemplo, a tumorigénese, angiogénese, invasao e metastase. Contudo, embora sejam
observados maiores niveis de ROS em células tumorais, tais células mostram-se mais vulneraveis ao
aumento intracelular de ROS, em comparagédo com células ndo tumorais. Logo, o aumento adicional
de ROS, como causado pela radioterapia e por alguns agentes quimioterapicos, podem causar danos
irreparaveis ao DNA da célula tumoral, induzindo a ativagcao da apoptose.

Fonte: Adaptado de Azmanova, Pitto-Barry, 2022.

Diante dessas premissas, o desenvolvimento de abordagens terapéuticas que
causem aumento na producdo de ROS, induzindo estresse oxidativo nas células

tumorais, mostram-se promissoras para o tratamento do cancer.
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2.6 Vias de sinalizacdo intracelulares das Proteinas Cinases Ativadas por
Mitégenos (MAPKS)

Todos o0s organismos vivos possuem a capacidade de responder a estimulos
externos. A célula, considerada a menor unidade de resposta a estes estimulos,
traduz os sinais recebidos do meio extracelular (Ma; Nicolet, 2023), como fatores de
crescimento, citocinas e hormonios (Park; Baek, 2022), em cascatas de sinalizacéo
intracelulares permitindo, desta forma, a obtencdo de uma resposta celular (Ma;
Nicolet, 2023).

As cascatas das MAPKSs estdo conectadas a praticamente todos os estimulos
extracelulares, as quais, apesar de serem mecanisticamente semelhantes, modulam
uma variedade de atividades downstream distintas (Maik-Rachline; Wortzel; Seger,
2021).

As MAPKs sao familias de serina/treonina cinases ativadas por diversos sinais
extracelulares, como fatores de crescimento, citocinas e estresse oxidativo (Kciuk et
al., 2022), destacando-se as familias das Proteinas Cinases Reguladas por Sinais
Extracelulares 1 e 2 (ERK1/2), das Cinases c-Jun N-terminal 1, 2 e 3 (JNK1, JNK2 e
JNKS, respectivamente) e das Proteinas Cinases Ativadas por Mitogeno p38 a, B,y e
0 (p38a MAPK, p38B MAPK, p38y MAPK e p380 MAPK, respectivamente) (Wu;
Becker; Park, 2020).

De forma geral, a ativacéo das vias de sinalizacdo das MAPKs pode ocorrer
pela ativacdo de receptores tirosina cinase (RTKs) por sinais extracelulares,
culminando na ativacdo de pequenas proteinas de ligacdo ao GTP, a exemplo das
proteinas Ras e Rac. A partir de entdo uma série de proteinas cinases é ativada. As
MAPK cinase cinases (MAPKKKSs) fosforilam e ativam as MAPK cinases (MAPKKS)
gue, por sua vez, fosforilam e ativam as MAPKs. Por fim, as MAPKs ativadas podem
fosforilar seus alvos, tais como a Proteina Cinase Ativada por ERK (RSK), o fator de
transcricdo c-JUN e o fator de transcricdo ativador-2 (ATF2) (Figura 5) (Garcia-
Hernandez et al., 2022).

A sinalizacdo das MAPKs regula diversos processos celulares, como
proliferacéo, migragéo, diferenciacdo e apoptose (Yue; Lopez, 2020). No cancer, as
MAPKSs exercem importantes papéis na carcinogénese, principalmente em canceres

como o de pulmao, o colorretal e 0 melanoma (Ostrowski; Fisher, 2021). Contudo, tem
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sido observado que, a depender do contexto mutacional e celular, também pode

ocorrer uma sinalizagéo supressora tumoral (Braicu et al., 2019).

Figura 5. Cascatas de sinaliza¢@o das proteinas cinases ativadas por mitdgeno (MAPKS)
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Receptores transmembranares do tipo tirosina cinase (RTKs) séo ativados por diferentes estimulos,
como fatores de crescimento, estresse oxidativo e citocinas inflamatorias. A ativacéo destes receptores
induz a ativacé@o das proteinas RAS, RAC, TRAF/TAB, que sao pequenas GTPases (small G). Estas
proteinas ativam as MAPK cinase cinases (MAPKKKs), como a proteina RAF, que, por sua vez,
fosforilam as MAPK cinases (MAPKKSs), como as proteinas cinases ativadas por mitégenos 1 e 2
(MEK1/2), ativando-as. As MAPKKs ativam, por fosforilagdo, as MAPKs (ERK, JNK e p38) que, por sua
vez, fosforilam seus alvos citoplasmaticos e/ou nucleares, modulando diversas fun¢des celulares.
Legenda: ®: grupo fosfato.

Fonte: Adaptado de Garcia-Hernandez et al., 2022
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2.6.1 Viade sinalizacao intracelular das Proteinas Cinases Reguladas por Sinais

Extracelulares (ERK) e o cancer

Ao interagir com ligantes extracelulares, a exemplo do fator de crescimento
epidérmico (EGF) (Sabbah; Hajjo; Sweidan, 2020), RTKs ativam-se apés dimerizacéo
e transfosforilazacdo de seus residuos de tirosina em seus dominios intracelulares
(Cordover et al., 2020). Esta ativagdo induz o recrutamento de proteinas adaptadoras,
principalmente a Proteina Ligada ao Receptor do Fator de Crescimento 2 (Grb2). A
interacdo da Grb2 com os RTKs recruta fatores de troca de nucleotideos de guanina
(GEFs), em especial a proteina son of sevenless (SOS) (Seiler et al., 2022). A SOS
favorece a troca do difosfato de guanosina (GDP) pelo trifosfato de guanosina (GTP)
em Ras (Baltanas et al., 2020; Park; Baek, 2022), cujas isoformas incluem a K-Ras, a
N-Ras e a H-Ras (Nussinov et al., 2021). Ao ligar-se ao GTP, Ras torna-se ativa (Ras-
GTP) e estimula a formacgdo de homodimeros ou heterodimeros de proteinas Raf (A-
Raf, B-Raf e C-Raf) (Junior, 2019; Seiler et al., 2022). As proteinas Raf fosforilam as
Proteinas Cinases Ativadas por Mitogenos 1 e 2 (MEK1/2), ativando-as (Zhang et al.,
2022). As MEK1/2 ativas fosforilam a sequéncia de residuos treonina-glutamato-
tirosina no segmento de ativacdo das proteinas ERK1/2, ativando-as. Posteriormente,
as proteinas ERK1/2 ativas fosforilam seus alvos citoplasméticos, como a proteina
cortactina e a Proteina Cinase da Cadeia Leve de Miosina (MLCK), e nucleares, a
exemplo dos fatores de transcricdo c-Myc, c-Fos e c-Jun (Ullah et al., 2022) (Figura
6). A regulacdo desta via mantém a homeostase celular (Sugiura; Satoh; Takasaki,
2021) e envolve as proteinas fosfatases de dupla especificidade 5 e 6 (DUSP5 e
DUSP6) que catalisam a desfosforilacao e inativacao das ERK1/2 (Junior, 2019).

Fisiologicamente, a sinalizacdo ERK1/2 esta envolvida em diversos processos
celulares controlados, incluindo proliferacdo, sobrevivéncia, crescimento,
metabolismo, migracéo e diferenciacéo celulares (Lavoie; Gagnon; Therrien, 2020).
Contudo, a desregulacdo desta cascata de sinalizacdo esta envolvida com diversas
doencas, como esclerose lateral amiotrofica (Sahana; Zhang, 2021), Alzheimer
(Khezri et al., 2023), autismo (Erickson et al., 2023) e cancer (Gong et al., 2023).

Nas células tumorais, é bem relatado o papel dessa via na tumorigénese,
proliferacdo, diferenciacdo, angiogénese e metastase (Guo et al., 2020). No
melanoma, por exemplo, a via de sinalizacdo ERK1/2 mostra-se fundamental para o

desenvolvimento e progressdao deste tumor (Savoia et al., 2019) com
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aproximadamente 50% dos melanomas apresentando mutacdo do oncogene BRAF,
0 gque leva a ativacao constitutiva dessa via (Buchbinder; Giobbie-Hurder; Ott, 2023).

No contexto da sobrevivéncia das células tumorais, a sinalizacdo ERK1/2
modula negativamente a apoptose, por regular as atividades e os niveis de proteinas
da familia Bcl-2, como a proteina pré-apoptética BIM e a proteina anti-apoptética MCL-
1, além de inibir a apoptose induzida pelo receptor de morte Fas ou pelos receptores
dos fatores de necrose tumoral (Sugiura; Satoh; Takasaki, 2021).

Figura 6. Cascata de sinalizacédo das Proteinas Cinases Reguladas por Sinais Extracelulares (ERK)
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A ativacao dos receptores do tipo tirosina cinase (RTKSs), ap6s ligagdo de ligantes extracelulares, induz
o recrutamento das proteinas Grb2 (proteina ligada ao receptor do fator de crescimento 2) e SOS (son
of sevenless) e consequente ativagdo da proteina Ras, ap0s troca de difosfato de guanosina (GDP) por
trifosfato de guanosina (GTP). Ras-GTP ativa Ras que, por sua vez, ativa as proteinas cinases ativadas
por mitégenos 1 e 2 (MEK1/2) que, por fosforilagdo, ativam as proteinas ERK1/2. ERK1/2 fosforilam
diversos alvos citoplasmaticos (ndo indicados na imagem) e nucleares, modulando, desta forma,
diversos processos celulares, tais como proliferacéo celular, sobrevivéncia e metastase. As proteinas
ativadoras de GTPase (GAPs) aceleram a converséo (hidrélise) do GTP a GDP pelas proteinas Ras,
tornando-as inativas.

Legenda: ®: grupo fosfato.

Fonte: Adaptado de Imperial et al., 2019.

O conhecimento do envolvimento e importancia da via de sinalizacdo Ras-Raf-

MEK-ERK no cancer tem permitido o desenvolvimento de terapias direcionadas aos
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componentes desta via, como 0s anticorpos monoclonais vemurafenibe e dabrafenibe,
que tém como alvo a proteina Raf, e encorafenibe, cobimetinibe, trametinibe e
binimetinibe que sao anticorpos anti-MEK1/2, utilizados para o tratamento do
melanoma metastatico (Florent et al., 2023).

Apesar de serem observados efeitos pro-tumorais mediados pela sinalizacao
ERK1/2, tem-se relatado o envolvimento destas MAPKs na inducdo da morte das
células tumorais, o que € dependente do tipo celular e do estimulo. Este efeito
antitumoral esta associado a ativacdo apoptose pela via intrinseca, mediada pela
liberacdo do citocromo c e ativacdo da caspase-9, ou extrinseca dependente da
ativacdo da caspase-8. Atualmente, diversos estimulos tém sido relacionados a esse
efeito indutor de morte das células tumorais mediado pela ativacdo de ERK1/2, e estes
incluem as ROS e alguns agentes antineoplasicos, como cisplatina, doxorrubicina,
etoposideo, carboplatina e paclitaxel (Sugiura; Satoh; Takasaki, 2021).

Pesquisas tém demonstrado o potencial antitumoral de produtos naturais
baseados na ativagédo da via ERK1/2. Em seu trabalho, Poto¢njak e colaboradores
(2020), ao tratar células da linhagem de cancer de célon SW620 com o flavonoide
luteolina, observaram que o efeito antitumoral desta molécula é dependente da
expressdo de ERK1/2. Ainda, a morte celular dependente da ativacdo destas
proteinas, apds o tratamento de células da linhagem RKO (cancer colorretal) com 8-
metoxiflindersina (8-MF), um alcaloide da quinolina, foi um achado observado no
trabalho de Zhang e colaboradores (2023a).

Desta forma, diante do papel dual da via de sinalizacdo ERK1/2 no cancer, o
desenvolvimento de terapias que modulem esta via mostra-se Gtil para o tratamento

dessa doenca.

2.6.2 Via de sinalizacao intracelular das Proteinas Cinases c-Jun N-terminal

(JNK) e o cancer

A INK, também conhecida como Proteina Cinase Ativada por Estresse (SAPK)
(Lee et al., 2022), é expressa sob trés isoformas codificadas por genes altamente
relacionados: JNK1 (JNK1) e INK2 (JNK2) expressas de forma ubiqua, e INK3 (JNK3)
restrita ao cérebro, coracéo e testiculo (Nakano; Nakayama; Sugiya, 2020; Latham;
O'donnell; Croucher, 2022).
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A via JNK é modulada principalmente por estresse ambiental ou genotdxico
(Martinez-Limon et al.,, 2020), como pela acdo de citocinas pro-inflamatorias e
consequente ativacdo de RTKs, radiacdo ultravioleta ou estresse osmotico (Ha et al.,
2019). Estes fatores externos induzem a ativacdo de MAPKKKs, como as Cinases
Ativadoras da MAP Cinase 1-4 (MEKK1-4) e as Cinases Reguladoras de Apoptose 1
e 2 (ASK1/2). As MAPKKKs ativam as MAPKKs como as Proteinas Cinases Ativadas
por Mitdgenos 4 e 7 (MKK4 e MKK7) que, por sua vez, ativam as JNKs por fosforilagéo
dos seus residuos de treonina e tirosina na sequéncia treonina-prolina-tirosina (Park;
Baek, 2022). As JNKs ativas regulam diversos fatores de transcricdo como c-Jun e c-
Fos (Ahn et al.,, 2023) (Figura 7) e varios membros da familia BCL-2, pr6 e anti-
apoptoticos, em nivel transcricional e/ou pos-transcricional (Yue; Lopez, 2020). A
regulacdo negativa dessa via da-se pela acdo das fosfatases DUSP, como DUSP1,
DUSP2 e DUSP3 (Ha et al., 2019).

A sinalizacdo JNK estd envolvida na regulacdo de diversos processos
fisiolégicos, como progressao do ciclo celular, sobrevivéncia celular e apoptose (Ha et
al., 2019), e patoldgicos, como o desenvolvimento de doengas como fibrose pulmonar
idiopatica (Popmihajlov et al., 2022), Huntington, Parkinson (Corrales; Losada-Pérez;
Casas-Tintd, 2021),psoriase e cancer (Hammouda et al., 2020).

No cancer, a sinalizacdo JNK esta envolvida no desenvolvimento e progressao
tumoral (Wu et al., 2020), modulando a proliferacao celular, a metastase, a autofagia,
0 metabolismo celular e o escape ao sistema imune, além de resisténcia a
guimioterapia (Lee et al., 2022).

Foi relatado que a ativacao de JNK encontra-se significativamente elevada em
tecidos de cancer de bexiga humano e murino, e que esta envolvida na fuga imune de
células das linhagens de cancer de bexiga 5637 e J82 (Ni et al., 2022).

No cancer de prostata, evidencia-se, em estudo com células das linhagens de
cancer prostatico DU145 e LNCaP, que a ativacdo da JNK se encontra envolvida com
progressao e metastase (Sung et al., 2018).

Outros estudos in vitro mostraram o envolvimento da ativagdo da JNK com a
sobrevivéncia de células da linhagem de adenocarcinoma pulmonar A549 (Jiang et
al., 2022) e a viabilidade de células da linhagem de cancer de pulm&o com mutagéo
em K-Ras H2122 (Hoang et al., 2020). Ainda, foi relatado que o tratamento de células
da linhagem de cancer de mama MCF-7 resistentes a paclitaxel (PTX-res MCF-7) com
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o inibidor seletivo de JNK, JNK-IN-8, suprimiu o perfil mesenquimal destas células,

reforcando o envolvimento da via JNK na metastase (Kilbas et al., 2020).

Figura 7. Cascata de sinalizacéo das proteinas cinases c-Jun N-terminal (JNKs)
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Diversos fatores extracelulares ativam a via de sinalizacdo das proteinas cinases c-Jun N-terminal
(JNKs) como estresse oxidativo, radiagdo ultravioleta (UV), citocinas, fatores de crescimento e o fator
de necrose tumoral a (TNF-a). Nesta via, as proteinas MAPK cinase cinases (MAPKKKSs) sdo a ASKuz,
TAKz, MLK2/3, MEKK1.4, DLK € TAO12. As MAPKKKSs ativam por fosforilagcdo as proteinas MAPK cinases
MKK4 e MKK7 que, associadas a proteina de interacdo a JNK 1 (J1P), fosforilam e ativam as proteinas
JINKau2i3. As INKs ativas induzem diversos efeitos celulares como proliferacdo celular, por fosforilagéo
de fatores de transcrigdo como c-Jun, e apoptose, por modular a atividade das proteinas BCL-2 e BAX.
Legenda: ASKupe: cinases reguladoras de apoptose 1 e 2; TAKi: cinase 1 ativada pelo fator de
crescimento transformante-f3; MLK2s3: cinases de linhagem 2 e 3; MEKK1.4: cinases ativadoras da MAP
cinase 1-4; DLK: cinase com duplo ziper de leucina; TAOKu2: cinase TAO 1 e 2; BCL-2: proteina 2 de
leucemia/linfoma de células B; BAX: proteina X associada a BCL-2; ®: grupo fosfato.

Fonte: Adaptado de Pua et al., 2022.

No melanoma, Zhou e colaboradores (2021) observaram que a expressao da
utrofina, proteina codificada pelo gene supressor tumoral UTRN, encontra-se reduzida
em células da linhagem de melanoma humano A375 e que sua atividade
antiproliferativa nestas células envolve a inibigdo da via JNK/c-Jun.

Em contrapartida, evidéncias apontam para o papel antitumoral da JNK,

tornando esta proteina um alvo atrativo para o tratamento do cancer (Abdelrahman et
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al., 2021). Em células de carcinoma ovariano, a ativacéo da morte celular dependente
de autofagia pode ser induzida por modulacédo positiva da JNK (Dou et al., 2019).

Em adi¢cdo, o tratamento de células tumorais com produtos naturais tem
induzido morte celular por inducdo da atividade de JNK dependente de estresse
oxidativo. Como observado no estudo realizado por Wang e colaboradores (2019), o
composto nomeado de WZ35, um derivado da curcumina, uma substancia polifendlica
isolada da Curcuma longa (Zingiberaceae), exerceu significativo efeito antitumoral
frente linhagem de células de cancer de mama (MDA-MB-231) por aumento da
producdo de ROS e ativacdo da JNK. Ja o tratamento de células da linhagem de
cancer colorretal Caco-2 com ginsenosideo Rh4, uma saponina isolada da Panax
notoginseng (Araliaceae), induziu estresse oxidativo e consequente morte celular
apoptotica e autofagica dependente da ativacdo de JNK e p53, em trabalho publicado
por Wu e colaboradores (2018).

A apoptose de células tumorais também tem sido induzida por ativacdo de JNK
por produtos sintéticos. O tratamento de células das linhagens de osteosarcoma 143B
e U20S com metformina induziu o aumento da producao de ROS e ativagédo da JNK,
causando a morte destas células (Li et al., 2020b). Ainda, a exposicéo de células das
linhagens SCC12 e SCC13 (carcinoma escamoso de pele) a pitavastatina induziu
apoptose por ativacao de JNK (KIM et al., 2023). Por fim, Kang e colaboradores (2023)
observaram inducéo de apoptose por ativagéo da via JINK/p53 em células da linhagem
de cancer colorretal HCT-116 apls exposicdo ao composto codificado como

MHY2251, um analogo da 2,3-dihidroquinazolin-4-ona.

2.6.3 Via de sinalizacdo intracelular das Proteinas Cinases Ativadas por
Mitégenos p38 (p38 MAPK) e o cancer

A p38 MAPK é descrita sob quatro isoformas, p38a, p3883, p38y e p38d (Ma;
Nicolet, 2023), expressas de forma ubiqua, mas com diferentes niveis de expressao
em varios tecidos (Phan et al., 2023). De forma semelhante ao observado na via de
sinalizacdo da JNK, a ativacdo dessas proteinas € dependente principalmente de
estimulos extracelulares relacionados ao estresse (Martinez-Limon et al., 2020).

Ainda, assim como na via da JNK, os estimulos extracelulares, como fatores
de crescimento e estresse oxidativo, podem ativar, por exemplo, ASK1/2 e MEKK1-4.

Estas cinases fosforilam e ativam as Proteinas Cinases da Proteina Cinase Ativada
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por Mitdgenos 3, 4 e 6 (MKK3, MKK4, MKK®6, respectivamente). As MKK3, MKK4 e
MKK6 ativam a p38 MAPK que pode modular outras proteinas cinases, como a
Proteina Cinase Ativada por Proteina Cinase Ativada por Mitégeno 3 (MK3) ou fatores
de transcricdo, como o transdutor de sinal e ativador de transcricdo 1 (STAT1) (Pua
et al., 2021) (Figura 8). A regulacéo desta via é realizada por fosfatases como DUSP1,
DUSP10 e DUSP16 (Chen; Chuang; Tan, 2019), e sua desregulacdo encontra-se
envolvida em diversas doengas (Canovas; Nebreda, 2021).

No cancer, tem sido observado que a via p38 MAPK est4d associada a
tumorigénese de carcinoma nasofaringeo por modulacdo da proliferacdo celular,
inflamacé&o, angiogénese e metastase (Pua et al., 2022). Em células de melanoma
BRAF mutantes (A375 e SK-MEL-28), a ativacdo da p38 MAPK encontra-se associada
a regulacdo negativa de bombas de Ca?* da membrana plasmatica do subtipo 4b
(PMCA4b), um supressor de metastase (Naffa et al., 2020).

Em seu trabalho de revisdo, Phan e colaboradores (2023) reuniram
informagdes acerca do envolvimento da p38 MAPK com os tumores gastrointestinais.
No cancer de esbdfago, a maior expressdo de p38 MAPK estd associada a pior
prognostico, sendo observada correlagao significativa entre os niveis de p38y MAPK
e 0 surgimento de metastases. No cancer gastrico, o tratamento de células das
linhagens de cancer gastrico humano AGS, HGC-27 e GES-1 com interferon-y (IFN-
y) evidenciou regulagdo negativa da p38y MAPK e consequente inibicdo da
proliferacdo celular. Tanto no adenocarcinoma pancreatico quanto no carcinoma
hepatocelular, a superexpressao de p38y MAPK esta associada a menor sobrevida e,
ainda, a analise de tecidos de carcinoma hepatocelular humano mostrou a
superexpressao da isoforma p38y MAPK, em comparacdo aos tecidos hepaticos
sadios.

Além disso, Wada e colaboradores (2017) ao utilizar um modelo de carcinoma
mamario metastatico murino, observaram que os animais desenvolveram metastase
pulmonar e que camundongos geneticamente modificados para ndo expressarem a
proteina p38d MAPK (p3857) apresentaram atraso na formacdo do tumor primério e
reducdo da metastase. Em adi¢cdo, o knockdown de p386 em células da linhagem de
carcinoma mamario humano MCF-7 e MDA-MB-231 induziu reducdo da proliferacao
celular, aumento da adesé&o celular a matriz extracelular e redugéo do desprendimento

celular.
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Figura 8. Cascata de sinalizagéo das Proteinas Cinases Ativadas por Mitégenos p38 (p38 MAPK)
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Diversos estimulos como o fator de necrose tumoral a (TNF-a) ativam a via da proteina cinase ativada
por mitégenos p38 (p38 MAPK) que é expressa sob quatro isoformas: p38a, p38[3, p38y e p38d. Nesta
via de sinalizagdo intracelular, as proteinas ASK1/2, TAK1, MLK2/3, MEKK1-4, DLK e TAO1/2 (MAPK
cinase cinases - MAPKKKSs) fosforilam e ativam as proteinas MAPK cinases MKK3, MKK4 e MKK®6 que,
por sua vez, fosforilam e ativam as proteinas p38a/B/y/6. Quando se encontram ativadas, as p38a/B/y/d
fosforilam diversos fatores de transcricdo como ATF2 ou outras proteinas cinases, a exemplo da
MSK1/2 que, por sua vez, fosforilam alvos como a proteina STATL1. A ativacdo da via da p38 MAPK
pode induzir inflamacéo, diferenciacéo celular, proliferacéo celular, senescéncia celular ou apoptose.
Legenda: ASK1/2: cinases reguladoras de apoptose 1 e 2; TAK1: cinase 1 ativada pelo fator de
crescimento transformante-; MLK2/3: cinases de linhagem 2 e 3; MEKK1-4: cinases ativadoras da
MAP cinase 1-4; DLK: cinase com duplo ziper de leucina; TAOK1/2: cinase TAO 1 e 2; MK2: proteina
cinase ativada por proteina cinase ativada por mitégeno 2; MKS3: proteina cinase ativada por proteina
cinase ativada por mitégeno 3; PRAK: proteina cinase regulada por p38; ®: grupo fosfato.

Fonte: Adaptado de Pua et al., 2022.

Contudo, tem sido observado que a via de sinalizacdo da p38 MAPK exerce um

papel pleiotrépico no cancer (Pranteda et al., 2020). De fato, diversos farmacos
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antineoplasicos utilizados na clinica como a oxaliplatina, a irinotecana, o 5-FU e a
doxorrubicina induzem a ativagéo da p38 MAPK como um dos seus mecanismos de
acdo antitumorais (Martinez-Limén et al., 2020; Pranteda et al., 2020).

Atualmente, diversas pesquisas tém demostrado que outros compostos
naturais e sintéticos tém exercido efeito anticancer por ativacdo dessa via de
sinalizacdo. Ao avaliar o efeito antitumoral da lobaplatina em células A549
(adenocarcinoma pulmonar), Zhang e colaboradores (2019b) observaram que a
apoptose nestas células é mediada pela inducao de estresse oxidativo e ativacdo da
p38 MAPK. De forma semelhante, a dioscina, triterpenoide hexaciclico, induz morte
apoptoética apos ativacdo de p38 MAPK dependente de ROS em células de
osteosarcoma das linhagens U2-OS e MG63 (Zheng et al., 2023), o que também é
observado em varias linhagens de células de carcinoma colorretal (HT116, HT29,
HCT116-OxR e HT29-OxR) apds o tratamento com echinatina, uma cumarina (Kwak
et al., 2023).

Em adicdo, a saponina esteroidal timosaponina Alll e polissacarideos
sulfatados derivados da microalga Synechococcus sp. exercem significativo efeito
antitumoral por ativacdo da p38 MAPK frente as linhagens de células humanas de
cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231) e colorretal (Caco-2), respectivamente
(Zhang et al., 2021a; Srimongkol et al., 2023).

Assim, a modulacao da p38 MAPK mostra-se uma abordagem promissora para

o tratamento do cancer.

2.7 Via de sinalizacao intracelular da Proteina Cinase B (PKB/AKT) e o cancer

A proteina PKB, também chamada de AKT, é uma serina/treonina cinase que
exerce importantes funcdes na fisiologia celular como no crescimento, sobrevivéncia,
proliferacdo e metabolismo (Yuan et al., 2023), sendo expressa sob trés isoformas,
AKT1/PKBa — expressa de forma ubiqua, AKT2/PKBBR — expressa em 0rgaos
responsivos a insulina, e AKT3/PKBy — expressa principalmente no cérebro e
testiculos (Abdullah et al., 2021; Zhao et al., 2023a).

A ativacdo da PKB/AKT esté associada a diversos estimulos incluindo fatores
de crescimento, citocinas, hormonios e estresses (Hua et al., 2021) que podem ativar

receptores acoplados a proteina G (GPCRs) ou RTKs. A modulacdo desses
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receptores culmina em ativacdo da fosfoinositideo 3 cinase (PI3K) que fosforila o
fosfolipideo de membrana fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) produzindo o
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) (Van Huizen; Mcinerney, 2020) (Figura 9).

O PIP3 associa-se a PKB/AKT, por meio do seu dominio de homologia a
pleckstrina (dominio PH) localizado na extremidade N-terminal, induzindo mudanca
conformacional na estrutura proteica o que permite a interacdo da PKB/AKT com a
proteina cinase dependente de fosfoinositideo-1 (PDK1), também recrutada a
membrana plasmética. A PDK1, por sua vez, fosforila o aminoacido Tre308 na
PKB/AKT. Em adi¢do, o complexo 2 do alvo da rapamicina em mamiferos (MTORC?2)
fosforila AKT em Ser473. A partir de entdo, a PKB/AKT ativada transloca-se ao
citoplasma e ao nucleo fosforilando diversos alvos (Powis et al., 2023) como proteinas
envolvidas na sobrevivéncia celular, no metabolismo e na progressao do ciclo celular
(Revathidevi; Munirajan, 2019). A regulacdo da atividade da PKB/AKT é exercida pela
acao da proteina PTEN (homologo de fosfatase e tensina) que remove um fosfato de
PIP3, convertendo-o ao PIP2 (Luo et al., 2023) (Figura 9).

Varias doencgas estdo associadas a desregulacdo dessa via de sinalizacéo,
como diabetes e disturbios cardiovasculares e neuroldgicos (Kumar et al., 2023). No
cancer, a superexpressao e/ou a ativacdo aberrante de proteinas desta via estdo
associados ao desenvolvimento de diversos tumores malignos como 0s carcinomas
mamario — por hiperativacdo da PI3K (Miricescu et al., 2020), prostatico — por
delecdo/mutacdo do gene PTEN (Shorning et al., 2020) e ovariano — por mutacao de
AKT1 (Ediriweera et al., 2019), e em melanomas cuja ativacdo constitutiva de AKT
encontra-se presente em aproximadamente 70% destes tumores (Dong et al., 2014;
Ma et al., 2020).

Em seu trabalho, Lee e colaboradores (2021) observaram que o silenciamento
da proteina DJ-1, conhecida como uma reguladora negativa de PTEN, em células de
melanoma humano G361, induziu apoptose e suprimiu a sobrevivéncia e migragéo
celular, o que foi acompanhado de inibicdo da fosforilacdo da PKB/AKT.

Em seu trabalho, Li e colaboradores (2019) observaram que o silenciamento
do gene FGFR3, que codifica o receptor 3 do fator de crescimento de fibroblastos
(FGFR3), em células A357 (melanoma humano), diminuiu os niveis de fosforilacdo de
PKB/AKT. Esse achado mostra-se importante pois também foi observada reducéo da
capacidade de formacéo de colbnias e do percentual de proliferacdo destas células,
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além de aumento significativo da taxa de apoptose e reducdo significativa da
capacidade de invasao e migracéao celular, com aumento da expressao da E-caderina

e diminuicdo da expresséo da N-caderina e da vimentina.

Figura 9. Via de sinalizacao intracelular da Proteina Cinase B (PKB/AKT)
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A ativacdo de receptores acoplados a proteina G (GPCRs) ou tirosina cinase (RTKs) ativa a
fosfoinositideo 3 cinase (PI3K), constituida pelas subunidades p85 e pl110. Quando ativa, a PI3K
fosforila o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) convertendo-o ao fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3).
O PIP3 liga-se a serina/treonina cinase PKB/AKT favorecendo a sua fosforilacdo e ativacdo pela
proteina cinase dependente de fosfoinositideo-1 (PDK1) e pelo complexo 2 do alvo da rapamicina em
mamiferos (MTORC2). A PKB/AKT, agora ativa, migra para o citoplasma e nucleo e fosforila diversos
alvos envolvidos com processos celulares como crescimento e sobrevivéncia celulares, angiogénese,
migracao e metastase. Dentre estes alvos incluem-se as proteinas relacionadas a apoptose BAD e
BIM. A regulacéo desta via de sinalizacdo da-se gracas a acdo da proteina PTEN (homodlogo de
fosfatase e tensina), uma fosfatase que atua sobre o PIP3, gerando PIP2.

Legenda: TSC2: complexo de esclerose tuberosa 2; GSK3: glicogénio sintase cinase-3 beta; p21:
proteina 1A inibidora da cinase dependente de ciclina; p27: proteina 1B inibidora da cinase dependente
de ciclina; RAF: , FOXO: proteina forkhead box O1; IKK-a: IkB cinase alfa; MDM2: homdlogo duplo
minuto 2 de camundongo; TERT: transcriptase reversa da telomerase; mMTORCL1: complexo 1 do alvo
da rapamicina em mamiferos; ®: grupo fosfato.

Fonte: Modificado de Vidal et al., 2022

Ao analisar os niveis de expresséao da proteina 44 contendo motivos tripartidos

(TRIM44) em amostras clinicas de melanoma, Wei e colaboradores (2019)
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observaram superexpressdo desta proteina nestes tecidos, em comparacdo as
amostras teciduais paratumorais. Em experimentos in vitro, utilizando as linhagens de
melanoma humano A2058 e A375, esses autores evidenciaram que os altos niveis de
TRIM44 aumentaram os niveis da proteina PKB/AKT fosforilada e que a inibicao
especifica de PKB/AKT inibiu a progressao tumoral induzida por TRIM44. Neste
modelo experimental, a superexpressdo de TRIM44 estimulou invasdo e migracao
celulares, resisténcia a apoptose e proliferacdo celular. Em adi¢cdo, em modelo de
xenoenxerto em camundongos BALB/c, observou-se o envolvimento da TRIM44 com
a capacidade tumoral de inducédo de metastase pulmonar.

Em contrapartida, dados do trabalho realizado por Sun e colaboradores (2019)
evidenciaram o envolvimento da ativacdo da via PI3K/AKT ao efeito antitumoral em
modelos de cancer de figado. Nessa pesquisa, o tratamento de células de carcinoma
hepatocelular (HepG2 e Bel-7402) e de camundongos BALB/c inoculados com células
HepG2 com aloina ou metformina, bem como a combinacéo destas moléculas, induziu
efeito antitumoral por inibir o crescimento e invasao celulares e indugcao de apoptose
e autofagia por meio da ativacao da via PISK/AKT/mTOR.

Diante do exposto, a proteina PKB/AKT tem sido considerada um alvo atraente
para a pesquisa e desenvolvimento de drogas antitumorais e muitos esforcos estéo

sendo realizados para identificar moduladores dessa via de sinalizac&o celular.
2.8 Via de sinalizacao intracelular do Fator Nuclear kappa B (NF-kB) e o cancer

A familia do NF-kB constitui um grupo de cinco fatores de transcricao que
formam homo ou heterodimeros: c-Rel, RelA (p65), RelB, NF-kB1 (p105/p50) e NF-
kB2 (p100/p52) (Han et al., 2023), todos com dominio de homologia Rel (RHD) de
ligacdo ao DNA (Mussbacher et al., 2023). Nas células em repouso, o NF-kB encontra-
se no citoplasma ligado ao inibidor de kappa B (IkB), expresso sob as isoformas IkBa,
IkBB ou IkBe (Cheng et al., 2023), que mascara a sua sequéncia de ligacdo ao DNA
(Liu; Zhong; Karin, 2022).

Atualmente, sdo descritas duas vias de sinalizacdo do NF-kB, a canbnica ou
classica e a ndo-candnica ou alternativa. A via candnica, associada a processos como
resposta imune, inflamacé&o, crescimento e sobrevivéncia celulares (Hoorzad et al.,
2023), € desencadeada por diversos estimulos como pela ativacao dos receptores do

fator de necrose tumoral a (TNFR), dos receptores de interleucina-1 (IL-1R) e dos



58

receptores Toll-like (TLR) (Shih; Wang; Yang, 2015; Kim et al., 2022). Os receptores
ativados induzem o recrutamento de proteinas acessoOrias 0 que acarreta a
autofosforilagcdo da cinase 1 ativada por fator de crescimento transformante 8 (TAK1)
(Aashaq; Batool; Andrabi, 2019) que fosforila e ativa o complexo IkB cinase (IKK) (Xu;
Lei, 2021), formado pelas subunidades IKKa, IKKB e modulador essencial de NF-kB
(NEMO/IKKY) (Cheng et al., 2023). O complexo IKK ativo fosforila o IkB que sofre
ubiquitinacdo e degradacao por proteassomas (Hoorzad et al., 2023), liberando assim
o NF-kB que transloca-se ao nudcleo para a transcricdo de varios genes alvo (Xu; Lei,
2021) (Figura 10). O gene que codifica o IkB € alvo para o NF-kB. Ao ser sintetizado,
o IkB transloca-se ao nucleo e se liga ao NF-kB deslocando-o do DNA e,
consequentemente, redirecionando-o ao citosol (Mussbacher et al., 2023).

A via nao-canbnica estd relacionada a resposta imune e as doencas
inflamatorias (Zhao et al., 2023b) e ocorre quando ha a ativacdo de receptores
incluindo o cluster de diferenciacédo 40 (CD40), o receptor da linfotoxina-g (LTBR) e o
ativador do receptor do NF-kB (RANK) que induzem a ativagdo da proteina indutora
de NF-kB (NIK) (Grondona et al.,, 2018). Nas células em repouso, NIK é
constantemente degradada por ubiquitinacdo, mediada pelo complexo formado por
TRAF2, TRAF3, clIAP1 e <clAP2. Em células estimuladas, o complexo
TRAF2/TRAF3/clAP1/clAP2 sofre desestabilizacdo, o que inibe a degradacao da NIK.
Assim, a NIK fosforila e ativa a IKKa que, por sua vez, fosforila o heterodimero
pl00/RelB e induz a clivagem proteolitica do precursor p100 gerando a p52 que, na
forma de dimero com a RelB, atuara na transcricdo de genes alvo (Zhang et al., 2019b)
(Figura 10).

Quando desreguladas, as vias de sinalizacdo do NF-kB podem originar
inflamacé&o cronica, doenca autoimune e cancer (Zhang et al., 2021b). Atualmente,
tem sido observado que ha um elo entre inflamacéo e o cancer (Hanahan, 2022). No
cancer, a via de sinalizacdo NF-kB contribui para a progressado tumoral ao ativar a
transcricdo de diversos genes envolvidos na proliferagcdo celular, inibicdo da
apoptose, invasdo, metastase e angiogénese (Deka; Li, 2023).

No mieloma mudltiplo diversas alteracbes genéticas, relacionadas a
componentes de ambas as vias de sinalizagao do NF-kB, tém sido observadas e entre
estas incluem-se amplificacbes de NFKB1, mutacdes de ganho de funcdo e

amplificagbes de genes que codificam LTBR, CD40 e NIK, e inativacdo ou delecao
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mutacional de genes que codificam reguladores negativos da via ndo-canénica, como
TRAF2, TRAF3, clAP1 e clAP2 (Roy; Sarkar; Basak, 2018).

Figura 10. Vias de sinalizagdo intracelulares canénica (classica) e ndo-canénica (alternativa) do Fator
Nuclear kappa B (NF-kB)
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Sao descritas duas vias de sinalizacao intracelulares do fator nuclear kappa B (NF-kB): a via candnica
(classica) e a ndo-candnica (alternativa). Na via canbnica, a ativagdo de receptores de membrana
celular, como o receptor de células T (TCR), induz a fosforilacdo e ativacdo do complexo IkB cinase
(IKK — NEMO, IKKa e IKKp). Este, por sua vez, fosforila o inibidor de kappa B (IkB — IkB, p105/p50 e
RelA) que sofre ubiquitinacdo e degradagdo. O NF-kB livre (p50/RelA, o heterodimero mais comum
nesta via) transloca-se ao ndcleo para a inducao da expressao de genes envolvidos, por exemplo, com
proliferacé@o celular e expressao de citocinas inflamatorias. Na via nao-candnica apds a ativagdo de
receptores de membrana celular, tais como o receptor da linfotoxina- (LTBR), ocorre a ativacdo da
proteina indutora de NF-kB (NIK) que, por sua vez, ativa a IkB cinase a (IKKa) e esta induz a clivagem
da subunidade p100 a p52. O dimero p52-RelB transloca-se ao nlcleo para transcricdo de genes alvo
envolvidos com organogénese, homeostase tecidual ou inflamacao crdnica.
Legenda: BCR: receptor de células B; TLR: receptores Toll-like; Ub: ubiquitina; ®: grupo fosfato.
Fonte: Modificado de Zhang et al., 2019b

A andlise de tecidos de tumores colorretais e de tecidos subjacentes sadios por
PCR-real time de 27 pacientes mostrou uma expressao maior do NF-kB/RelA nos
tecidos doentes, evidenciando o envolvimento desta via de sinalizacdo na

tumorigénese do cancer colorretal (Negi et al., 2018).
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No melanoma, foi observado que a pentraxina 3 longa derivada de células
cancerigenas (PTX3), uma glicoproteina inflamatéria de fase aguda secretada por
células de melanoma invasivo, promove a migracao e invasao celulares através de
via de sinalizacdo NF-kB dependente do receptor Toll-like 4 (TLR4) (Rathore et al.,
2019). Em adicéo, em estudo in vivo, Stansel, Wickline e Pan (2020) investigaram o
efeito do tratamento com nanoparticulas de siRNA p5RHH-p65, para silenciamento
do NF-kB, na metastase pulmonar de melanoma. Para isto, estes autores injetaram
células de melanoma murinas da linhagem B16-F10 em camundongos e
administraram as nanoparticulas por trés dias. Como resultado, estes autores
observaram reducéo significativa na metastase pulmonar, em compara¢ao ao grupo
controle néo tratado.

Apesar do efeito pro-tumoral da via NF-kB ser bem relatada, tem sido reportado
gue a citotoxicidade de farmacos antitumorais é dependente da ativacdo desta via. A
doxorrubicina e seus analogos estruturais, WP631 e WP744, induzem apoptose por
ativacdo da via NF-kB pela degradacéo do IkBa em células tumorais das linhagens
KBM-5 (leucemia mieloide crénica) e Jurkat (leucemia aguda de células T) (Ashikawa
et al., 2004). Riganti e colaboradores (2008) observaram que a ativacado da via NF-kB
pela sinvastatina potencializou a citotoxicidade da doxorrubicina em células malignas
humanas da linhagem HT-29 (cancer de célon).

Ainda, o tratamento de células tumorais humanas da linhagem de cancer de
prostata DU145 com o acido 6-[3-(1-adamantil)-4-hidroxifenil]-2-naftaleno carboxilico
induziu a ativacdo da via NF-kB, por diminuicdo do IkBa, e consequente apoptose
induzida pelo aumento da expressao do receptor de morte 4 (DR4) (Jin et al., 2005).

Assim, a via NF-kB mostra-se um alvo favoravel para o desenvolvimento de

novas alternativas terapéuticas para o tratamento do cancer.
2.9 Conyza bonariensis (L.) Cronquist e o seu potencial farmacologico

A natureza é uma importante fonte de moléculas bioativas (Wilson et al., 2020).
Ha muitos séculos, os produtos naturais tém sido utilizados pelas suas propriedades
terapéuticas. Atualmente, os efeitos bioldégicos dos produtos de origem natural e/ou
dos seus compostos bioativos tém sido intensamente investigados para potencial
tratamento de diversas doencas como as cardiovasculares, o diabetes, as doencas

neurodegenerativas e o cancer (Sairazi; Sirajudeen, 2020).
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Na farmacoterapia do cancer, sabe-se que aproximadamente 60% dos
farmacos disponiveis clinicamente sdo produtos naturais ou seus derivados (Rayan;
Raiyn; Falah, 2017), a exemplo da doxorrubicina, isolada de Streptomyces peucetius
var. Caesius (Rawat et al., 2021), e da vincristina encontrada em Catharanthus roseus
(L.) (Das et al., 2020). Assim, diversos estudos tém sido realizados para investigar o
potencial antitumoral de produtos naturais, especialmente os de origem vegetal, tais
como extratos (Afshin et al., 2022; Carrasco et al., 2023) e 6leos essenciais (An, 2023;
Cappelli et al., 2023; Ghavam et al., 2023; Marques et al., 2023).

Nesse contexto, destaca-se a familia Asteraceae que compreende 1.600
géneros e 2.500 espécies de plantas distribuidas pelo mundo. Membros desta familia
apresentam diversas propriedades farmacoldgicas, tais como antioxidante, anti-
inflamatoéria, antimicrobiana e hepatoprotetora (Rolnik; Olas, 2021). Nessa familia
encontra-se 0 género Conyza que engloba mais de 50 espécies que produzem
significativa variedade de metabdlitos secundarios como alcaloides, terpenoides,
esteroides, compostos fendlicos, flavonoides e taninos (Opiyo; Njoroge; Kuria, 2023).
Entre as espécies deste género, encontra-se Conyza bonariensis (L.) Cronquist, uma
planta invasora nativa da América do Sul (Adande et al., 2023).

Conyza bonariensis, popularmente conhecida no Brasil como acatoia, buva,
capeticoba, capicoba, caticoba, enxota, erva-lanceta, margaridinha-do-campo, rabo-
de-foguete, rabo-de-raposa, salpeixinho ou voadeira, € uma planta herbacea, que
atinge até dois metros de altura. Suas folhas apresentam-se alternas, sésseis,
oblanceoladas ou lanceoladas, com 6 a 12 cm de comprimento, 1,5 a 2,5 cm de
largura e margens nao dentadas, e as flores apresentam capitulos isolados,
pedicelados (Lazaroto; Fleck; Vidal, 2008) (Figura 11).

Essa planta possui ciclo de vida anual (Terra; Ferreira, 2020) e ampla
distribuicdo pelas regifes tropicais e temperadas quentes de todo o mundo (Bastida
et al., 2021), infestando tanto a zona rural, como em campos de cultivo de milho e soja
(Terra; Ferreira, 2020) e em vinhedos (Cabrera-Perez; Royo-Esnal; Recasens, 2022),
qguanto as areas urbanas (Terra; Viera, 2019). O comportamento invasivo dessa
espécie tem sido atribuido a sua alta fecundidade adquirida pela capacidade de
dispersdo das suas sementes a longas distancias (Zambrano-Navea; Bastida;
Gonzalez-Andujar, 2016).



62

Diversos compostos tém sido identificados nessa espécie incluindo limoneno,
(E)-cariofileno, (E)-B-farneseno, germacreno D, biciclogermacreno, espatulenol, trans-
a-bergamoteno, éster metilico de matricaria, B-copaen-4a-ol, carvacrol, a-curcumeno
oxido de cariofileno, neofitadieno, acetato de 2-heptil 2,6,7,7a-tetrahidro-1,5-dimetil-
1H-indeno-3-carboxaldeido (Hoi et al., 2020), quercetina, acido galico, acido p-

cumarinico e acido cinamico (Saleem et al., 2021).

Figura 11. Partes aéreas de Conyza bonariensis (L.) Cronquist (Asteraceae)

Conyza bonariensis (L.) Cronquist cultivada no Horto de Plantas Medicinais do Instituto de Pesquisa
em Farmacos e Medicamentos da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Jodo Pessoa, Paraiba,
Brasil, julho de 2023.

Fonte: Acervo particular do autor

Além de ser considerada uma planta alimenticia ndo convencional (Terra;
Viera, 2019), Conyza bonariensis € popularmente utilizada por suas diversas acdes
terapéuticas que incluem efeito anti-helmintico, diurético, vermifugo, antidiarreico e
antisséptico em feridas (Qasem, 2015).

Em adicdo, diversos estudos reportam os efeitos bioldégicos de Conyza
bonariensis como atividade antibacteriana (Thabit et al., 2015; Musembei; Jepkorir
Joyce, 2017; Paula et al., 2018), antifungica (Mussin et al., 2017; Girma; Jiru, 2021;
Lundgren et al., 2021), hepatoprotetora (Saleem et al., 2014), antienvelhecimento
(Elgamal et al., 2021), anti-inflamatéria (Santana et al., 2011; Espinoza et al., 2021),
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hipoglicémica (Saleem et al., 2021), antiamnésica (Saikia et al., 2022) e antitumoral
(Aradjo et al., 2013; Elgamal et al., 2021; Saleem et al., 2022).

Diversos 6leos essenciais e compostos isolados destes produtos naturais tém
sido investigados quanto o seu potencial antitumoral (Sharifi-Rad et al., 2022). Os
Oleos essenciais sdo liquidos oleosos aromaticos obtidos de muitas partes das
plantas, como flores, sementes, folhas, galhos e raizes. Oleos essenciais s&o
compostos por numerosos  constituintes  volateis, como sesquiterpenos,
monoterpenos, aldeidos, alcoois, ésteres e cetonas. A vantagem especifica dos 6leos
essenciais parece estar nos efeitos sinérgicos de seus componentes, em comparacao
aos efeitos individuais dessas moléculas (Baptista-Silva et al., 2020).

A espécie Conyza bonariensis é rica em 6leos essenciais encontrados em toda
a planta (Adande et al., 2023) e que, de forma geral, apresentam em sua composi¢cao
guimica principalmente limoneno e B-farneseno (Opiyo; Njoroge; Kuria, 2023).

Atualmente, diversas pesquisas tém sido realizadas para investigar as
propriedades farmacoldgicas dos 6leos essenciais de Conyza bonariensis. Quanto ao
efeito antitumoral, o 6leo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis coletada
em Meérida, Venezuela, em 2006, cujo principal componente isolado foi o trans-B-
farneseno (37,8%), revelou significativa citotoxicidade frente as linhagens tumorais
humanas HelLa (carcinoma cervical), A-459 (carcinoma de pulm&o) e MCF-7
(adenocarcinoma mamario) com valores de concentracao inibitéria média (Clso) entre
1,4 a 45,8 pg/mL (Aradjo et al., 2013). Ja o dleo essencial das partes aéreas de
Conyza bonariensis coletada em 2019 entre o Cairo e Alexandria, Egito, apresentou
como componente majoritario o trans-a-farneseno (25,03%), mostrando efeito
antitumoral contra a linhagem de células tumorais humanas HepG2 (carcinoma
hepatocelular) (Clso: 25,6 pg/mL), mas sem efeitos citotoxicos significativos contra as
linhagens A-459 e MCF-7 (Elgamal et al., 2021).

Apesar de serem plantas da mesma espécie, dados da literatura mostram que
diferencas significativas na composicdo quimica dos 0leos essenciais podem ser
observadas a depender de fatores como sazonalidade (Prado et al., 2022), o local de
cultivo, os métodos de extracdo, o ciclo de crescimento e o tempo e tecnologia de
secagem do Gleo essencial (Nietal., 2021), e que isto afeta as propriedades bioldgicas

desses derivados vegetais (Chamali et al., 2022).



64

Nessa perspectiva, para 6leos essenciais das partes aéreas de Conyza
bonariensis, estudos realizados em varios paises mostraram diferentes componentes
majoritarios, como o limoneno (Amaral et al., 2018), o 1H-indeno-3-
carboxaldeido,2,6,7,7a-tetrahidro-1,5-dimetil (Musembei; Kiplimo, 2017) e o allo-
aromadendreno (Hoi et al., 2020).

Assim, sabendo que mudancas no perfil quimico dos 6leos essenciais afetam
diretamente as suas atividades biol6gicas (Hanif et al.,, 2017) e considerando a
necessidade de obtencdo de novas alternativas terapéuticas para o tratamento do
cancer, o presente trabalho prop6s a caracterizacdo do 6leo essencial das partes
aéreas de Conyza bonariensis (OECB) cultivada no Horto de Plantas Medicinais do
Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB), em Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil, e coletada em setembro
de 2019, bem como a avaliacdo da sua citotoxicidade em linhagens de células
tumorais e ndo tumorais humanas, e avaliacdo da sua toxicidade em modelos humano

e de peixe-zebra.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

e Obter e caracterizar quimicamente o 6leo essencial das partes aéreas de
Conyza bonariensis (L.) Cronquist (OECB), e investigar sua atividade

antitumoral in vitro e sua toxicidade.

3.2 Objetivos especificos

e Obter o OECB e identificar e quantificar os seus componentes quimicos;

e Avaliar a citotoxicidade do OECB em diferentes linhagens de células tumorais
humanas (SK-MEL-28, HeLa, HCT-116, HL-60 e K562);

e Avaliar a citotoxicidade do OECB em linhagem de células sadias de pele
humana HaCaT (queratindcitos) e em células mononucleares de sangue
periférico (PBMCs) humanas;

e Determinar o indice de seletividade (IS) do OECB;

¢ Investigar o efeito do OECB sobre a progressao do ciclo celular em células SK-
MEL-28;

e Avaliar o tipo de morte induzido pelo OECB (apoptose ou necrose) em células
SK-MEL-28;

e Investigar o efeito do OECB sobre o estado redox celular em células SK-MEL-
28;

e Determinar os valores de energia de ligacdo e os encaixes 2D e 3D entre o
composto majoritario do OECB e as estruturas cristalograficas das Proteinas
Cinases Ativadas por Mitogenos (MAPKSs), da Proteina Cinase B (PKB/AKT) e
do Fator Nuclear kappa B (NF-kB);

e Avaliar o efeito do OECB sobre a modulacdo das MAPKs, da PKB/AKT e do
NF-kB em células SK-MEL-28;

e Investigar a toxicidade aguda do OECB em embrides e larvas de peixe-zebra;

e Determinar o efeito do OECB sobre a atividade de enzimas relacionadas ao

estresse oxidativo em larvas de peixe-zebra.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local da pesquisa

A obtencao e caracterizacdo do 0Oleo essencial das partes aéreas de Conyza
bonariensis (L.) Cronquist (OECB) foram realizadas no Laboratdrio Multiusuario de
Caracterizacao e Andlises (LMCA) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) em
colaboragdo com o prof. Dr. Josean Fechine Tavares e o Dr. Yuri Mangueira do
Nascimento. O OECB foi armazenado em frasco de cor ambar, mantido sob
refrigeracéo e vedacado do frasco para evitar perda da amostra por volatilizac&o.

A avaliagdo da atividade antitumoral in vitro do OECB foi realizada no
Laboratorio de OncoFarmacologia (OncoFar), localizado no Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) pertencente ao Centro de Ciéncias da Saude
(CCS) da UFPB, e no Laboratdrio de Biofotonica do Centro de Biotecnologia da UFPB
(CBiotec/UFPB).

O docking molecular foi realizado no Laboratério de Quimioinformética
localizado no IPeFarM/UFPB em colaboracédo com a profa. Dra. Luciana Scotti, prof.
Dr. Marcus Tullius Scotti e a Me. Natalia Ferreira de Sousa.

A avaliagdo da toxicidade do OECB em peixe-zebra, foi realizada no
Laboratorio de Avaliacdo de Risco de Novas Tecnologias (LabRisco) localizado no
Departamento de Biologia Molecular (DBM) do Centro de Ciéncias Exatas e da

Natureza (CCEN) da UFPB, em colaboracdo com o prof. Dr. Davi Felipe Farias.

4.2 Material

4.2.1 Substancias e reagentes

Foram utilizadas as seguintes substancias: azul de tripan (Sigma-Aldrich®, St.
Louis, Missouri, EUA), solucdo fosfato tamponada (PBS) (Sigma-Aldrich®, St. Louis,
Missouri, EUA), dimetilsulféxido (DMSO) (Dinamica®, Indaiatuba, S&o Paulo, Brasil),
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio (MTT) (Sigma-Aldrich®, St.
Louis, Missouri, EUA), meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA), meio Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM)
(Sigma-Aldrich®,  St.  Louis, Missouri, EUA), éacido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinoetanossulfonico (HEPES) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA), L-
glutamina (Nutricell®, Campinas, Sdo Paulo, Brasil), soro fetal bovino (SBF) (GIBCO®,
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Grand Island, New York, EUA), solucdo estabilizada de penicilina (100 Ul/mL) -
estreptomicina (100 yg/mL) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA), dodecil sulfato
de sodio (SDS) (Exodo Cientifica®, Sumaré, Sdo Paulo, Brasil), Histopaque®-1077
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA), doxorrubicina (Sigma-Aldrich®, St. Louis,
Missouri, EUA), diacetato de 2,7-diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA), N-acetilcisteina (NAC) (GIBCO®, Grand Island,
New York, EUA), peroxido de hidrogénio (H202) (GIBCO®, Grand Island, New York,
EUA), iodeto de propideo (Thermo Fisher®, Rochester, New York, EUA), anexina V-
FITC (Thermo Fisher®, Rochester, New York, EUA), RNAse (Sigma-Aldrich®, St.
Louis, Missouri, EUA), cloreto de sédio (NaCt) (GIBCO®, Grand Island, New York,
EUA), cloreto de potassio (KCf) (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA), cloreto de
célcio (CaCt2) (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA), sulfato de magnésio (MgSOa4)
(GIBCO®, Grand Island, New York, EUA), sulfato de s6dio (Na2S0a4) (GIBCO®, Grand
Island, New York, EUA), azul de metileno (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA),
hexano (Biograde®, Anapolis, Goias, Brasil), fitohemaglutinina (GIBCO®, Grand Island,
New York, EUA), tripsina 0,25% com &cido -etilenodiaminotetracético (EDTA)
(GIBCO®, Grand Island, New York, EUA). A racdo para o peixe-zebra foi adquirida da
Tetra® (Niedersachsen, Melle, Alemanha).

As drogas e as solucdes reagentes foram preparadas imediatamente antes do

uso.
4.2.2 Equipamentos

Foram utilizados os seguintes equipamentos: centrifuga Rotina 380R (Hettich®,
North Rhine-Westphalia, Alemanha), microscopio invertido Nikon eclipse TS100
(Olympus®, Téquio, Japéo), balanca analitica eletrénica SHI-AUW220D (Shimadzu®,
S&o Paulo, Brasil), cabina de fluxo de ar laminar vertical Aeolus V (Telstar®, Sdo Paulo,
Brasil), incubadora de CO2 MCO-18ACL-PA (Panasonic®, Osaka, Japdo), leitor de
multideteccdo Synergy HT (BioTek®, Vermont, EUA), autoclave vertical linha CS-A
(Prismatec®, Sdo Paulo, Brasil), estufa de secagem (DelLeo® equipamentos
laboratoriais, Rio Grande do Sul, Brasil), citbmetro de fluxo FacsCanto Il (Becton
Dickinson®, New Jersey, EUA), estereomicroscopio Televal 31 (Zeiss®, Baden-
Wirttemberg, Alemanha), camera fotografica OverShot A2500 (Canon®, S&o Paulo,

Brasil), microscépio confocal de varredura a laser (Leica®, Hesse, Alemanha), banho-
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maria AQUAline (LAUDA®, Sdo Paulo, Brasil), geladeira DFN49 (Eletrolux®, Parana,
Brasil), agitador MS 3 digital (IKA®, Baden-Wirttemberg, Alemanha), aparelho tipo
Clevenger M480 (Marconi® S&o Paulo, Brasil) e espectrometro de massas QP-2010
Ultra Quadrupole (Shimadzu®, Quioto, Jap&o).

4.2.3 Material botanico

Ramos e folhas (1 kg) de Conyza bonariensis (L.) Cronquist foram coletados
no Horto de Plantas Medicinais do Instituto de Pesquisa em Farmacos e
Medicamentos da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Jodo Pessoa, Paraiba,
Brasil (S 7°08 '30.0" — O 34°50'46.7") em setembro de 2019. Uma exsicata de Conyza
bonariensis foi identificada pela Profa. Dra. Maria de Fatima Agra e depositada no
Herbéario Lauro Pires Xavier-JPB da UFPB, sob o numero JPB 26391 (nimero de
registro SISGEN ABB39C8).

4.2.4 Linhagens celulares tumorais e ndo tumoral humanas

Para os ensaios de citotoxicidade foram utilizadas as linhagens celulares: SK-
MEL-28 (melanoma humano), HelLa (cancer cervical humano), HCT-116 (carcinoma
de co6lon humano), HL-60 (leucemia promielocitica humana), K562 (leucemia mieléide

crbnica) e HaCat (queratindcitos humanos imortalizados) (Tabela 1).

Tabela 1. Linhagens de células tumorais e ndo tumoral humanas

Linhagens? Tipo histoldgico Origem Meios de cultura®
SK-MEL-28 Melanoma Humana DMEM
HelLa Carcinoma cervical Humana DMEM
HCT-116 Carcinoma colorretal Humana RPMI
HL-60 Leucemia promielocitica Humana RPMI
K562 Leucemia mieloide crénica Humana RPMI
HaCaT Queratindcito (ndo tumoral) Humana DMEM

aSK-MEL-28: linhagem celular de melanoma humano; HelLa: linhagem celular de cancer cervical humano; HCT-
116: linhagem celular de carcinoma de célon humano; HL-60: linhagem celular de leucemia promielocitica humana;
K562: linhagem celular leucémica miel6ide cronica; HaCat: linhagem celular de queratinécitos humanos
imortalizados; PDMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium; RPMI: Roswell Park Memorial Institute 1640.

Fonte: Elaborado pelo autor

As células foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), Brasil,
e cultivadas nos meios Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (SK-MEL-28,
HelLa e HaCaT) ou Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI) (HCT-116, HL-60 e
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K562) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) e 1% de penicilina-
estreptomicina a 37 °C, 5% de COs..

As células foram manipuladas em fluxo laminar e mantidas em estufa a 37 °C
com atmosfera de CO2 a 5%. O crescimento celular foi acompanhado a cada 24 h e,
ao atingirem 80% de confluéncia, foi realizado procedimento para repique celular.
Para isso, foram adicionados 2 mL de solucdo de tripsina, por 5 minutos, para o
deslocamento da monocamada das células aderentes da parede do frasco
(procedimento realizado para todas as linhagens, exceto para HL-60 e K562, cujo
cultivo € em suspenséo). Apos esse periodo, foi adicionado meio suplementado com
SBF, na mesma proporcao de tripsina, para interromper sua acdo. As células foram
centrifugadas a 500 x g por 5 minutos e ressuspensas em meio suplementado para a
contagem em camera de Neubauer. A viabilidade celular foi avaliada usando o corante

azul de tripan e a concentracéo celular ajustada para 5 x 10* células/mL.

4.2.5 Células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) humanas

Para avaliar o efeito citotéxico de OECB em células sanguineas humanas, foi
realizado o teste de MTT em células de sangue periférico (PBMCs) humanas. PBMCs,
que incluem mondcitos e linfocitos (Betsou et al., 2019), podem ser obtidas por uma
técnica de centrifugacdo de densidade de etapa Unica (Ahmad et al.,, 2021) como
descrito a seguir. As amostras de sangue foram coletadas de doadores saudaveis em
tubos contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA). Células mononucleares de
sangue periférico (PBMCs) humano foram isoladas ap6s centrifugacéo (400 x g, 20
°C, por 30 min) das amostras de sangue em tubos contendo Histopaque®-1077.
Posteriormente, a interface contendo as células mononucleares foi coletada e lavada
com PBS (400 x g, 10 min, 20 °C). Antes do tratamento com OECB ou DXR, as PBMC
foram ressuspensas em meio RPMI-1640 suplementado com 10% SBF, 1% penicilina-
estreptomicina e 2% fitohemaglutinina, e cultivadas em placas de 96 pocos (1x10°
células/mL) (100 pL por pogo) a 37 ° C com 5% de CO2 por 24 h (Lisboa et al., 2020).

O uso das células PBMC foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do
Hospital Universitario Lauro Wanderley da UFPB, com autorizagédo documentada pelo

protocolo nimero 3.715.689 (Anexo 1).



4.3 Métodos

Os ensaios realizados para obtencao, caracterizacao e investigagao dos efeitos

farmacoldgicos e toxicologicos do OECB estdo esquematizados no fluxograma 1.

Fluxograma 1. Representacao esquematica dos ensaios utilizados para caracterizacdo quimica e
estudo da atividade antitumoral e toxicidade do 6leo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis

(L.) Cronquist (OECB)

Oleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB)

Obtencao e caracterizagao
quimica

Ensaios in vitro e in silico

Fonte: Elaborado pelo autor
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NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2019). Apos a extracéo, o 6leo essencial foi
seco com sulfato de sodio anidro (Na2S0a4), obtendo-se (m/m) 1,3%.

A analise por cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-EM) foi
realizada utilizando um sistema Shimadzu QP-2010 Ultra Quadrupole MS, operando
com energia de ionizacdo de 70 eV. A coluna capilar RTX-5MS (30 m x 0,25 mm de
didmetro interno, espessura de filme de 0,25 yM) foi usada com hélio como gas de
arraste a uma vazao de 3 mL/min com divisdo de 1:100. As temperaturas do injetor e
do detector foram ajustadas para 220 °C e 280 °C, respectivamente. A temperatura
da coluna foi programada de 40°C (isotérmica por 1 min) a 220°C, a uma taxa de
10°C/min (permanecendo isotérmica por 2 min a 220°C). Posteriormente, a
temperatura foi aumentada de 220°C para 280°C a uma taxa de 20°C/min e mantida
isotérmica por 5 min a 280°C. Os ions foram escaneados em modo scan, variando de
m/z 50 a 500. A solucdo amostral foi preparada em hexano na diluicdo de 999:1 (v/v)
e injetada 1 pL no cromatégrafo em vazao (Split) de 1:200.

Para calcular os indices de retencdo dos compostos, nas mesmas condi¢cdes
de operacéo, foi injetada uma série de hidrocarbonetos (C10 a C40) (Sigma-Aldrich®).
O indice de retencdo para cada composto foi determinado com base no indice de
similaridade acima de 89% estimado pelas bibliotecas (Nist. 08 e Wiley 9) utilizadas
para identificacdo dos compostos. O indice de retencdo foi calculado utilizando o

cromatograma obtido através da equacédo de Van Den Dool e Kratz (1963).

4.3.2 Avaliacdo da citotoxicidade e dos mecanismos de acdo antitumorais do
OECB

Antes da realizacédo de cada ensaio farmacolégico ou toxicoldgico, o OECB (5
mgq) foi diluido em 250 uL de DMSO (100%) para obtencdo de uma solucao estoque
a 20.000 pg/mL. A partir da solucdo estoque foram preparadas diluicbes para a
obtencado das diferentes concentracées do OECB e posterior tratamento das células
ou exposicao do 6leo aos embrides do peixe-zebra. A quantidade de DMSO por pogo

nao ultrapassou a concentracao de 0,5%.
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4.3.2.1 Avaliacado da citotoxicidade do OECB em linhagens de células tumorais

e ndo tumoral humanas e determinac&o do indice de Seletividade (IS)

A citotoxicidade do OECB foi investigada em linhagens de células tumorais e
nao tumoral humanas, empregando-se o ensaio do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT). O MTT € um sal amarelo permeavel as membranas celulares.
Em células viaveis, é convertido a cristais roxos insollveis de formazan que podem
ser medidos espectrofotometricamente, sendo o valor da densidade Optica
proporcional ao nimero de células viaveis (Duarte et al., 2022).

Neste ensaio, as linhagens de células humanas SK-MEL-28 (melanoma), HeLa
(cancer cervical), HCT-116 (cancer colorretal), HL-60 (leucemia promielocitica aguda),
K562 (leucemia mieldide crénica) e HaCaT (queratindcitos) foram cultivadas em meio
DMEM ou RPMI suplementado com 10% de SBF, 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL
de estreptomicina a 37 °C em atmosfera umidificada com 5% de COx2. As células foram
semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade de 3 x 10° células/mL (SK-MEL-
28, HeLa e HCT-116) ou 5 x 10° células/mL (HL-60 e K562) (100 uL por poc¢o). Apds
24 h, foram adicionados 100 pL da solucdo de OECB (2,34-200 pg/mL) ou
doxorrubicina (DXR) (0,31-10 pM) dissolvidos em DMSO (0,5%) (para as linhagens
em suspenséo, HL-60 e K562, o tratamento foi realizado logo apés o plagueamento
das células). Apds incubacao por 24, 48 ou 72 h, as placas foram centrifugadas (500
x g, 24 °C, 5 min) e 110 pL do sobrenadante foi descartado e a solucdo de MTT (5
mg/mL) foi adicionada e incubada por mais 4 h (37 °C, 5% de CO2). O formazan
depositado foi dissolvido com SDS (100 pL) (Mosmann, 1983) e as densidades Opticas
foram medidas usando um leitor de microplacas em A = 570 nm e usado para calcular
a Clso (concentracao inibitéria média). Para cada linhagem celular, foram realizados
trés experimentos em triplicata.

O indice de Seletividade (IS) foi determinado de acordo com a férmula abaixo:

IS = Clso da linhagem celular ndo tumoral (HaCaT)

Clso da linhagem celular tumoral
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4.3.2.2 Avaliacdo da citotoxicidade do OECB em células mononucleares de

sangue periférico (PBMCs) humanas

Antes do tratamento com o OECB ou DXR, as PBMCs foram coletas e
cultivadas por 24 h como descrito no item 4.2.5. Decorrido esse tempo de incubacéao,
as células foram expostas a 100 puL de OECB (0,15-20 pg/mL) ou DXR (0,15-5 uM),
dissolvidos em DMSO (0,5%), e incubadas por 72 h (37 °C; 5% de CO2). Apds esse
periodo, as placas foram centrifugadas (500 x g, 24 °C, 5 min), 110 pL do
sobrenadante foi descartado e 10 pL da solucdo de MTT (5 mg/mL) foi adicionada e
incubada por mais 4 h (37 °C, 5% de COz). O formazan depositado foi dissolvido com
SDS (100 pL) overnight (Mosmann, 1983) e as densidades Opticas foram medidas
usando um leitor de microplacas em A = 570 nm. Foram realizados trés experimentos

independentes em triplicata.

4.3.2.3 Investigagdo dos mecanismos de agdo antimelanoma in vitro do OECB

Para melhor caracterizar o efeito antitumoral do OECB, foram realizados
ensaios de investigacdo dos possiveis mecanismos de acdo antitumorais deste 6leo

na linhagem de melanoma humano SK-MEL-28.

4.3.2.3.1 Avaliacao do efeito do OECB sobre a progresséo do ciclo celular

Para avaliar o efeito do OECB sobre a progresséao do ciclo celular, células SK-
MEL-28 tiveram o DNA marcado com iodeto de propideo (IP) e foram analisadas por
citometria de fluxo. A intensidade de fluorescéncia emitida pelo IP ligado ao DNA
permite a quantificacdo de DNA nas células em cada fase do ciclo celular (Jayat;
Ratinaud, 1993).

Para isso, as células SK-MEL-28 foram plaqueadas (2 x 10° células/mL) em
placas de 24 pocos e incubadas com o OECB nas concentragdes de 20 ou 40 pug/mL
(correspondentes a Clso e 0 dobro, respectivamente) ou DXR (4 uM, correspondente
a Clso), dissolvidos em DMSO a 0,2%, por 48 h. Apés este tempo de incubacgao, as
células foram coletadas e centrifugadas (500 x g, 20 °C, 5 minutos), ressuspensas em
PBS, fixadas cuidadosamente com etanol 70% previamente gelado, em agitador, e

congeladas (-20 °C) até a andlise. No momento da andlise, as células foram
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recuperadas por centrifugacao (400 x g, 10 min, 4 °C), lavadas em PBS e incubadas
com RNase (0,1 mg/mL) e IP (0,05 mg/mL), no escuro (25 °C, 30 minutos). Em
seguida, a leitura foi realizada em citobmetro de fluxo, adquirindo-se 10.000
eventos/amostra. Foi determinado o percentual de células nas diferentes fases do
ciclo celular, bem como células subdiploides (sub-G1). Os dados foram obtidos com o
software DIVA 6.0. Foram realizados trés experimentos independentes em duplicata
(Sousa et al., 2023).

4.3.2.3.2 Investigacao do tipo de morte celular induzida pelo OECB
4.3.2.3.2.1 Marcacdo com anexina V-FITC e iodeto de propideo e analise por

citometria de fluxo

Para a avaliacdo do tipo de morte induzida pelo OECB em células SK-MEL-28,
foi realizado o ensaio de marcacdo com anexina V conjugada ao isotiocianato de
fluoresceina (FITC) e IP. Neste ensaio, as células SK-MEL-28 foram plaqueadas (2 x
10° células/mL) em placas de 24 pocos e incubadas com o OECB (20 ou 40 pg/mL,
correspondentes a Clso e 0 dobro, respectivamente) ou DXR (4 uM, correspondente a
Clso), dissolvidos em DMSO a 0,2%, por 48 h. Apés este tempo, as células foram
coletadas e centrifugadas (500 x g, 20 °C, 5 minutos), ressuspensas em tampéo de
ligacdo. Em seguida, as células foram marcadas com anexina V-FITC e incubadas a
temperatura ambiente por 10 minutos, no escuro. Decorrido este tempo de incubacéao,
as células foram lavadas com o tampao de ligacdo, centrifugadas (500 x g, 20 °C, 5
minutos), ressuspensas em tampéao de ligagcdo e marcadas com IP (20 pg/mL). Em
seguida, a leitura foi realizada em citobmetro de fluxo, adquirindo-se 10.000
eventos/amostra. Os dados foram obtidos com o software DIVA 6.0. Foram realizados

trés experimentos independentes em duplicata (Sousa et al., 2023).

4.3.2.3.2.2 Andlise morfoldgica de células SK-MEL-28 por microscopia confocal

apo6s coloragcdo com laranja de acridina e iodeto de propideo

Neste ensaio, foi realizada a analise morfolégica de células SK-MEL-28 apGs
tratamento com o OECB. As células foram coradas com laranja de acridina (LA) e IP.
LA & um corante metacromatico, permeavel as membranas celulares, que possui

afinidade por acidos nucleicos (Gao et al., 2020). Células viaveis sao coradas em
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verde, por ligacdo do LA ao RNA citoplasmatico e nuclear (Banko et al., 2021). Para
isto, as células SK-MEL-28 foram plaqueadas (2 x 10° células/mL) em placas de 24
pocos e incubadas com o OECB (20 ou 40 pg/mL, correspondentes a Clso e 0 dobro,
respectivamente) ou DXR (4 pM, correspondente a Clso), dissolvidos em DMSO a
0,2%, por 48 h. ApGs este periodo de tratamento, as células foram coletadas e
centrifugadas (500 x g, 20 °C, 5 minutos), ressuspensas em PBS e coradas com LA
(1 mg/mL) e solucéo de IP (10 pg/mL). As células coradas foram observadas sob um
microscépio confocal de varredura a laser (Sousa et al.,, 2023). O critérios
estabelecidos foram: a) células viaveis eram aquelas que possuiam nucleo verde claro
e estrutura intacta; b) células apoptéticas precoces (iniciais), possuiam nucleo verde
brilhante, mostrando cromatina em condensacdo; c) células apoptéticas tardias,
mostrando areas alaranjadas densas (coradas em verde e vermelho) de condensacéao
da cromatina e formacao de bolsas apoptoticas (blebs) da membrana; d) e células
necroticas ou mortas, coradas apenas em vermelho (Robbins, Marcus, 1963;
Renviosé et. al.,, 1998; Tan et al.,, 2019). Foram realizados trés experimentos
independentes em duplicata.

4.3.2.3.3 Avaliacao do efeito do OECB sobre o estado redox celular
4.3.2.3.3.1 Avaliacdo da producédo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)
utilizando o 2’7-diacetato de diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA)

Espécies reativas de oxigénio (ROS) foram quantificadas pelo método de
oxidagéo do reagente diacetato de 2,7-diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) (Hasui;
Hirabayashi; Kobayashi, 1989). O DCFH-DA é uma sonda apolar e nao fluorescente,
gue atravessa livremente as membranas celulares. As esterases intracelulares clivam
o DCFH-DA em DCFH, que é oxidado por ROS a DCF, uma molécula altamente
fluorescente. Portanto, o numero de células fluorescentes € proporcional a quantidade
de ROS intracelular (Javega et al.,, 2023). Para isso, células SK-MEL-28 foram
semeadas em placas de 24 pocos (2 x 10° células/mL). Apds 24 h, as células foram
expostas ao OECB (20 ou 40 pg/mL, correspondentes a Clso e o dobro,
respectivamente), DXR (4 uM, correspondente a Clso), dissolvidos em DMSO a 0,2%,
ou peréxido de hidrogénio (H202) (500 puM) na presenca do DCFH-DA (10 uM), e
incubadas por 30 min, 1 h ou 3 h. ApGs esses tempos, as células foram tripsinizadas,

lavadas e ressuspensas em PBS e analisadas por citometria de fluxo. A porcentagem
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de células fluorescentes foi obtida a partir de 10.000 eventos/amostra adquiridos em
fluorescéncia de 530 nm e comprimento de excitacdo de 485 nm. Os dados foram
obtidos com o software DIVA 6.0. Foram realizados trés experimentos independentes
em duplicata.

4.3.2.3.3.2 Avaliacao da citotoxicidade do OECB na presenc¢a ou auséncia de N-
acetilcisteina (NAC)

Para avaliar o envolvimento de espécies reativas de oxigénio (ROS) no efeito
citotéxico do OECB, as células SK-MEL-28 foram pré-tratadas com N-acetilcisteina
(NAC), uma molécula antioxidante que atua neutralizando ROS, bem como servindo
de precursora para a sintese de glutationa (Marco; Foti; Corsico, 2022). Para isto, as
células SK-MEL-28 foram semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade de 3 x
10° células/mL. Apds 24 h, as células foram incubadas na presenca ou auséncia da
NAC (5 pM) por mais 3 h. Decorrido este periodo, as células foram tratadas com 20
ou 40 pg/mL do OECB (correspondentes a Clso e o dobro, respectivamente) ou 4 uM
de DXR (correspondente a Clsp) dissolvidos em DMSO a 0,5%. Ap0s incubacao por
72 h, o sobrenadante foi descartado e a solugédo de MTT (5 mg/mL) foi adicionada e
incubada por mais 4 h. O formazan depositado foi dissolvido com SDS overnight
(Mosmann, 1983) e as densidades o6pticas foram medidas usando um leitor de
microplacas em A = 570 nm e usadas para determinar a viabilidade celular (%). Foram

realizados trés experimentos independentes em triplicata.
4.3.2.3.4 Docking molecular

Para os ensaios in silico foi utilizado o software Molegro Virtual Docker v.6.0.1
(MVD) (molexus.io/molegro-virtual-docker). Os encaixes moleculares foram
realizados com as enzimas, que ja apresentaram em sua estrutura o ligante
cocristalizado, ERK1 (ID do Protein Data Bank (PDB): 5LCJ) e JNK1 (ID do PDB:
2G01). Também foram utilizadas estruturas da p38a MAPK (ID do PDB: 1R39), da
PKB/AKT (ID do PDB: 1GZN) e do NF-kB (p50/p65) (ID do PDB: 1VKX) que, pela
auséncia dos seus ligantes no PDB, buscaram-se as coordenadas do sitio catalitico
na literatura (Barancik et al., 2001; Gorlick et al., 2012; Homme et al., 2019; Paw et
al., 2021).
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As moléculas testadas (éster (Z)-2-lacnofilum — EZ, DXR, ligantes do PDB e os
ligantes encontrados na literatura) foram desenhadas usando o software Marvin
Sketch v. 19.18 (chemaxon.com/marvin). Em seguida, os compostos desenhados
foram padronizados usando o software Standardizer v. 21.2.0 ChemAxon
(chemaxon.com/standardizer) no qual foi realizada a adicdo de atomos de hidrogénio,
padronizacdo do anel aromatico, remocao de sais e conversao da estrutura para 3D
e, apos esta etapa, os compostos foram submetidos ao docking molecular. Todas as
moléculas de agua foram retiradas da estrutura cristalina. Em seguida, foi criado um
template entre a enzima e o ligante cocristalizado, a fim de demarcar o sitio ativo da
macromolécula. Posteriormente, as moléculas foram adicionadas e a previsdo de
acoplamento foi realizada.

Antes da simulac&o do docking foi realizado o redocking, que corresponde ao
desvio médio quadrado (RMSD), calculado a partir das posturas, indicando o grau de
confiabilidade do ajuste. O RMSD fornece o modo de conexdo préximo a estrutura

experimental e é considerado bem-sucedido se o valor for menor que 2,0 A.

4.3.2.3.5 Avaliacédo do efeito do OECB sobre a modulacéo das Proteinas Cinases
Ativadas por Mitbgeno (MAPKS)

4.3.2.3.5.1 Marcacéo de células SK-MEL-28 com anticorpos anti-MAPKSs e anélise
por citometria de fluxo

Para investigar o efeito do OECB na modulacdo das Proteinas Cinases
Ativadas por Mitogeno (MAPKs) em células SK-MEL-28, realizou-se o plagueamento
destas células (2 x 10° células/mL) em placas de 24 pocos. Apds 24 h, as células
foram incubadas com o OECB (20 ou 40 pg/mL, correspondentes a Clso e 0 dobro,
respectivamente) ou DXR (4 uM, correspondente a Clso), por 48 h. ApGs este tempo,
as células foram coletadas, centrifugadas (500 x g, 20 °C, 5 minutos) e fixadas por 10
minutos a 37 °C. Em seguida, as células foram lavadas e permeabilizadas. Apds este
procedimento, as ceélulas foram ressuspensas e marcadas com anticorpos anti-
ERK1/2, anti-JNK1/2 e anti-p38 MAPK, seguindo as recomendacfes do fabricante.
Apéds 30 minutos de incubacdo com os anticorpos (25 °C, no escuro), as células foram
lavadas e centrifugadas (300 x g, 4°C, 5 minutos) e o sobrenadante removido. Em
seguida, as células foram novamente ressuspensas e a leitura foi realizada em

citometro de fluxo, adquirindo-se 10.000 eventos/amostra. Os dados foram obtidos
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com o software DIVA 6.0. Foram realizados trés experimentos independentes em

duplicata.

4.3.2.3.5.2 Avaliacédo da citotoxicidade do OECB na presenca ou auséncia de
inibidores de MAPKs (iMAPKS)

Para avaliar o envolvimento das vias das MAPKs na citotoxicidade do OECB,
as células SK-MEL-28 foram pré-tratadas com inibidores de ERK1/2 (U0126), de JNK
(SP600125) ou de p38 MAPK (PD 169316). Para isto, as células SK-MEL-28 foram
semeadas em placas de 96 pocos (3 x 10° células/mL). Apds 24 h, as células foram
incubadas por mais 3 h na presenca ou auséncia de 40 uM de U0126, 20 uM de
SP600125 ou 20 uM de PD 169316. Decorrido este periodo, as células foram expostas
ao OECB (20 ou 40 pg/mL, correspondentes a Clso e 0 dobro, respectivamente) ou a
doxorrubicina (DXR) (4 uM, correspondente a Clsp), dissolvidos em DMSO a 0,5%.
Apoés 72 h de incubacéo, o sobrenadante foi descartado e a solu¢cdo de MTT (5 mg/mL)
foi adicionada e incubada por mais 4 h. O formazan depositado foi dissolvido com SDS
overnight (Mosmann, 1983) e as densidades Opticas foram medidas usando um leitor
de microplacas em A = 570 nm e usado para determinar a viabilidade celular (%).

Foram realizados trés experimentos independentes em triplicata.

4.3.2.3.6 Marcacao de células SK-MEL-28 com anticorpos anti-PKB/AKT ou anti-
NF-kB/p65 e andlise por citometria de fluxo

Para investigar o efeito do OECB na modulagéo destas vias de sinalizacdo em
células SK-MEL-28, realizou-se o plagueamento destas células (2 x 10° células/mL)
em placas de 24 pocos. Apds 24 h, as células foram incubadas com o OECB (20 ou
40 pg/mL, correspondentes a Clso e o dobro, respectivamente) ou DXR (4 pM,
correspondente a Clso), dissolvidos em DMSO a 0,2%, por 48 h. ApGs este tempo, as
células foram coletadas, centrifugadas (500 x g, 20 °C, 5 minutos) e fixadas por 30
min a 4° C. Em seguida, as células foram permeabilizadas (30 minutos, no gelo).
Decorrido esse tempo, as células foram lavadas, ressuspensas e marcadas com
anticorpos anti-NF-kB/p65 ou anti-PKB/AKT, seguindo as recomendacdes do
fabricante. Apés 30 minutos de incubagcdo com os anticorpos (25 °C, no escuro), as
células foram lavadas, centrifugadas (300 x g, 4°C, 5 minutos) e o sobrenadante

removido. Em seguida, as células foram ressuspensas e a leitura foi realizada em
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citobmetro de fluxo, adquirindo-se 10.000 eventos/amostra. Os dados foram obtidos
com o software DIVA 6.0. Foram realizados trés experimentos independentes em

duplicata.
4.3.3 Embriotoxicidade do OECB em modelo de peixe-zebra

A toxicidade do OECB foi investigada em embrides e larvas de peixe-zebra a
partir do ensaio de toxicidade aguda em embrides de peixe (FET), para determinacao
da toxicidade aguda, e avaliagcdo da atividade de enzimas relacionadas ao estresse

oxidativo em larvas de peixe-zebra.

4.3.3.1 Investigagédo da toxicidade aguda do OECB em embrides de peixe-zebra

O teste FET foi conduzido de forma independente com OECB de acordo com a
diretriz nimero 236 da OECD (OECD, 2013), com pequenas modificacdes. Embrides
de peixe-zebra com até 3 horas pods-fertilizacdo (hpf) foram expostos a cinco
concentracdes crescentes (0,5, 0,75, 1,0, 1,25 e 1,5 yg/mL) de OECB. Para cada
concentracdo testada foi preparada uma placa de 96 pogos contendo 20 ovos
fertilizados (1 embrido por poco) expostos a amostra teste e 4 embrides expostos
apenas ao meio E3 (controles internos). Duas placas adicionais contendo embrides
expostos ao meio E3 (controle negativo) e DMSO a 0,1% (controle de solvente)
também foram testadas. A exposicao foi realizada por 96 h, e os embrides foram
analisados diariamente quanto aos endpoints de letalidade: coagulacdo do ovo; falta
de formacao de somitos; falta de desprendimento do broto caudal do saco vitelino e
falta de batimentos cardiacos. Na presenca de qualquer um desses parametros, 0
embrido/larva foi considerado morto.

O numero de mortes foi usado para calcular a taxa de sobrevivéncia (% de
sobrevivéncia = niumero de organismos vivos/total x 100). Além disso, efeitos ndo
letais (malformagdo do olho, malformacdo do otdlito, malformacdo da boca,
malformacéo da coluna, pigmentacdo do corpo, atraso na eclosdo, edema do saco
vitelino, deformacdo do saco vitelino, edema pericardico, edema da cabeca,
coagulacdo sanguinea e tamanho reduzido) também foram registrados a cada 24 h.
As exposic¢des foram em condi¢fes estéticas (sem renovagdo da amostra de teste ou

controles negativos e solventes). As observacdes foram feitas em estereomicroscopio
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(aumento de 50x) e fotografadas. Apds 96 h, as larvas sobreviventes foram
eutanasiadas com eugenol e devidamente descartadas.

O numero de mortes e efeitos néo letais prevalentes (presenca em pelo menos
trés concentragdes) foram usados para calcular a LCso (concentracdo letal mediana)
e ECso (concentracdo efetiva mediana) por meio de analise probit (Finney, 1971).
Esses numeros também foram usados para determinar o NOAEL (maior concentracao
na qual ndo se observam efeitos adversos) e o LOAEL (menor concentragéo na qual
se observam efeitos adversos).

4.3.3.2 Avaliagao da atividade de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo em
larvas de peixe-zebra apés exposicao ao OECB

O teste FET foi repetido para OECB nas mesmas condi¢cfes descritas no item
4.3.3.1, mas neste momento os embrides foram expostos independentemente a trés
concentracfes subletais de OECB (0,12, 0,25 e 0,50 pg/mL) (Martins et al., 2021).
Apods 96 h de exposicéao, as larvas foram rapidamente congeladas em tampao fosfato
de sddio 0,1 M, pH 7,4.

Posteriormente, as larvas foram maceradas com solugéo gelada de NaCt 0,9%
1:9 (p/v). Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 x g por 10 min a 4 °C, e 0s
sobrenadantes resultantes foram usados para medicdo do conteudo de proteina
sollvel e atividade enzimética. As atividades das enzimas lactato desidrogenase
(LDH), glutationa transferase (GST), acetilcolinesterase (AChE), glutationa peroxidase
(GPx) e catalase (CAT) foram medidas de acordo com Domingues et al. (2010). Os
testes foram realizados em quadruplicata para cada enzima.

Os experimentos realizados com peixe-zebra neste estudo foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (UFPB),
com autorizacdo documentada pelo protocolo nimero 5391250222 (Anexo 2).

4.3.4 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada usando GraphPad Prism 8.0.2 (Graphpad
Software Inc, San Diego, CA, EUA).

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (SEM). A
analise estatistica dos dados foi realizada por meio da Analise de Variancia (ANOVA)

one-way, seguida do teste de Tukey (p < 0,05).
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As concentragdes inibitérias meédias (Clso) e seus intervalos de confianga de
95% (IC 95%) foram obtidos por analise de regressdo nédo-linear. Para o ensaio de
embriotoxicidade, os valores médios de concentracao letal (LCso) e 0s valores médios
de concentracao de efeito (CEso) foram calculados por andlise de regresséo probit.
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5 RESULTADOS
5.1 Caracterizacdo quimica do 6leo essencial das partes aéreas de Conyza
bonariensis (OECB)

A anélise da composicao quimica do OECB permitiu a identificacdo de 96,95%
de seus componentes (Apéndices 1 e 2), sendo 0 composto majoritario o éster (Z2)-2-
lacnofilum (57,24%). As demais moléculas corresponderam a monoterpenos e
sesquiterpenos (39,71%) (Tabela 2).

Tabela 2. Identificac@o e quantificagcdo dos metabdlitos secundarios presentes no 6leo essencial das
partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB)

4 IRP IRP
Area T2
Composto %) (min) Kovats .Kovats
(calculado) (literatura)

a-tujeno 0,03 6,320 928,792 925,0
(-)-a-pineno 0,66 6,458 937,300 937,0
Sabineno 0,74 7,131 978,792 972,0
B-pineno 1,70 7,209 983,600 976,0
Mirceno 0,51 7,376 993,896 993,0
p-cimeno 0,08 7,990 1032,198 1024,0
Limoneno 14,26 8,062 1036,699 1038,0
(E)-p-ocimeno 0,04 8,160 1042,826 1047,0
(2)-B-ocimeno 1,32 8,333 1053,642 1036,0
Terpinen-4-ol 0,11 10,500 1189,122 1177,0
(E,E)-2,6-dimetil-3,5,7-octatrieno-2-ol 0,16 10,873 1214,039 1209,2
Timol 0,24 12,134 1302,998 1297,0
Carvacrol 0,61 12,282 1302,114 1300,0
(E)-cariofileno 4,19 14,046 1442,840 1433,0
(E)-a-bergamoteno 0,64 14,144 1450,658 1434,0
(E)-B-farneseno 0,75 14,316 1464,380 1446,0
(+)-B-funebreno 0,20 14,388 1470,124 1415,0
a-humuleno 0,41 14,495 1478,660 1459,0
1-(1,5-dimetil-4-hexenil)-4-metil benzeno 0,38 14,730 1497,407 1484,0
Germacreno-D 0,78 14,835 1505,784 1519,0
Ester (2)-2-lacnofilum 57,24 15,105 1527,323 1512,0
B-sesquifelandreno 7,04 15,265 1540,088 1525,0
(E)-nerolidol 0,68 15,678 1573,036 1565,0
Germacreno-B 0,34 15,827 1584,922 1566,0
Espatulenol 1,67 16,065 1604,363 1605,0
Oxido de cariofileno 1,22 16,158 1612,645 1613,0
Isospatulenol 0,41 16,758 1666.073 1666,0
Cadin-4-en-10-ol 0,33 16,937 1682,012 1673,0
Neofitadieno 0,21 18,698 1839,421 1849,0
Total identificado 96,95%

aT,: Tempo de retenc&o; PIR: indice de retengao;
Fonte: Elaborado pelo autor
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5.2 Ensaios farmacoldgicos e toxicologicos com o OECB
5.2.1 Citotoxicidade do OECB em linhagens de células tumorais e ndo tumoral

humanas

No ensaio do MTT, o OECB induziu menor citotoxicidade na linhagem celular
de leucemia promielocitica aguda (HL-60), Clso de 32,20 + 1,10 pg/mL, enquanto a
linhagem celular de melanoma humano (SK-MEL-28) mostrou-se a mais sensivel ao
tratamento (Clso de 18,65 + 1,16 pg/mL). Em relacdo a linhagem celular de
gueratinécitos humanos nao tumorais (HaCaT), o OECB apresentou Clso de 56,49 +
1,03, enquanto a doxorrubicina (DXR) apresentou Clso de 0,28 + 0,001 puM para esta
linhagem celular, apos 72 h de tratamento (Tabela 3).

Entdo, a partir dos valores de Clso obtidos, o indice de Seletividade (IS) do
OECB e DXR foi determinado usando a linhagem de células de pele saudaveis HaCaT
como modelo de célula ndo tumoral. O OECB apresentou o maior IS para células SK-
MEL-28 (3,03), conforme mostrado na Tabela 3. Diante desses resultados, a linhagem

SK-MEL-28 foi escolhida para dar continuidade aos experimentos.

Tabela 3. Citotoxicidade do 6leo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) ou
doxorrubicina (DXR) em linhagens de células tumorais e ndo tumoral humanas ap6s 72 h de tratamento

Clsg® IS¢

Linhagens celulares?

OECB (ug/mL) DXR (UM) OECB DXR
SK-MEL-28 18,65+ 1,16 3,656+1,67 3,03 0,08
HelLa 30,34 + 1,08 3,80+1,10 1,86 0,07
HCT-116 31,28+ 1,16 2,57 £ 0,001 1,81 0,11
HL-60 32,20+ 1,10 0,22 + 0,001 1,75 1,27
K562 32,13 +1,09 0,71+1,13 1,76 0,39
HaCaT 56,49 + 1,03 0,28 £ 0,001 - -

aSK-MEL-28: linhagem celular de melanoma humano; HelLa: linhagem celular de cancer cervical humano; HCT-
116: linhagem celular de carcinoma de célon humano; HL-60: linhagem celular de leucemia promielocitica humana;
K562: linhagem celular leucémica mieléide cronica; HaCat: linhagem celular de queratindcitos humanos
imortalizados; PConcentracéo inibitoria média; ©IS: indice de seletividade (Clso linhagem n&o tumoral/Clso linhagem
tumoral); Os dados estdo expressos como média + EPM de trés experimentos independentes realizados em
triplicata e apresentados em valores de Clso obtidos por regressdo néo linear com intervalo de confianca de 95%
Fonte: Elaborado pelo autor

Conforme observado na figura 12, o OECB apresentou citotoxicidade
significativa na linhagem SK-MEL-28 apds 24, 48, e 72 h de tratamento (Clso: 66,60 *
1,07 pg/mL, 75,67 £ 1,03 pg/mL e 18,65 + 1,16 pg/mL, respectivamente). Em adicéo,
a doxorrubicina, utilizada como droga padréo, mostrou valor de Clso de 3,55 *+ 1,67

UM, apés 72 h de tratamento.
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Figura 12. Citotoxicidade do 6leo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) ou
doxorrubicina (DXR) em linhagem de células de melanoma humano SK-MEL-28 apds 24, 48 e 72 h de
tratamento
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Viabilidade celular (%) apds (A) 24 h, (B) 48 h e (C) 72 h de tratamento com OECB, ou ap6s (D) 72 h de tratamento
com DXR. Os dados estdo expressos como média + EPM de trés experimentos independentes realizados em
triplicata analisados por Andlise de Variancia (ANOVA) one-way seguido do teste de Tukey. Letras diferentes
denotam diferengas significativas entre as condi¢des. p < 0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor

5.2.2 Citotoxicidade do OECB em células mononucleares de sangue periférico

(PBMCs) humanas

A citotoxicidade do OECB também foi avaliada em células mononucleares de
sangue periférico (PBMCs) humanas. O OECB apresentou Clso de 2,68 + 1,29 (Figura
13A) e a DXR apresentou Clso de 0,06 + 1,19 uM (Figura 13B), apos 72 h de

tratamento.



88

Figura 13. Citotoxicidade do 6leo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) ou
doxorrubicina (DXR) em células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) humanas apés 72 h de
tratamento
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Viabilidade celular (%) apds 72 h de tratamento com (A) OECB ou (B) DXR. Os dados estdo expressos como
média + EPM de trés experimentos independentes realizados em triplicata analisados por Andlise de Variancia
(ANOVA) one-way seguido do teste de Tukey. Letras diferentes denotam diferencas significativas entre as
condicdes. p < 0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor

5.2.3 Mecanismos de ag&o antimelanoma in vitro do OECB

5.2.3.1 Efeito do OECB sobre a progresséao do ciclo celular

O tratamento de 48 h com o0 OECB aumentou significativamente a populagéao
de células em sub-G1 (20 pg/mL: 79,09 + 0,98%; 40 pg/mL: 68,25 + 2,06%, p < 0,05
para ambos), quando comparado ao grupo controle (4,51 + 1,31%). Essa alteracao foi
acompanhada de uma reducéo significativa do percentual de células nas fases G0/G1
(20 pg/mL: 14,85 + 0,61%; 40 pg/mL: 20,19 + 1,02%, p < 0,05 para ambos) e S (20
pg/mL: 3,97 £ 0,44%; 40 pg/mL: 7,26 £ 0,73%, p < 0,05 para ambos), comparado ao
grupo controle (Fase GO/G1: 78,47 = 2,05%; Fase S: 13,18 *+ 0,54%) (Figura 14).

O tratamento com a DXR, induziu aumento significativo do percentual de
células nas fases S (18,57 + 0,59%, p < 0,05) e G2/M (6,17 + 0,80%, p < 0,05),
comparado ao grupo controle (G2/M: 1,80 = 0,42%). Em adicdo, foi observado
aumento significativo da populacéao de células em sub-G1 (48,94 + 1,31%, p < 0,05),
comparado ao grupo controle. Esses resultados foram acompanhados de reducgao
significativa do percentual de células na fase GO/G1 (23,26 + 0,50%, p < 0,05),
comparado ao grupo controle (Figura 14).
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Figura 14. Efeito do 6leo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) ou doxorrubicina
(DXR) na distribuicdo de células de melanoma humano SK-MEL-28 nas diferentes fases do ciclo celular
apo6s 48 h de tratamento
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Percentual de células em cada fase do ciclo celular e no pico sub-G1 ap6s 48 h de tratamento com OECB (20 ou
40 pg/mL) ou DXR (uM). Os dados estdo expressos como média + EPM de trés experimentos independentes
realizados em duplicata analisados por Analise de Variancia (ANOVA) one-way seguido do teste de Tukey. Letras
diferentes denotam diferencas significativas entre os grupos experimentais de cada fase do ciclo celular ou do
grupo sub-G1. p <0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor

5.2.3.2 Morte celular induzida pelo OECB
5.2.3.2.1 Marcacao com anexina V-FITC e iodeto de propideo e analise por

citometria de fluxo

A marcacdao com anexina V-fluoresceina isotiocianato (FITC) e/ou iodeto de
propideo (IP) e analise por citometria de fluxo permitiram observar que, apos
tratamento de 48 h, OECB induziu aumento significativo do percentual de células em
apoptose inicial (anexina V-FITC+/IP-) (20 pg/mL: 48,26 + 4,83%; 40 pg/mL: 83,32
2,97%, p < 0,05 para ambos) e apoptose tardia/necrose, ou seja, células duplamente
marcadas (anexina V-FITC+/IP+), na concentracdao de 20 pg/mL (9,79 = 0,94%, p <
0,05), quando comparado ao grupo controle (1,56 = 0,16% e 1,53 + 0,15%,
respectivamente). Estes resultados permitem observar que o tratamento com o OECB
aumentou significativamente o percentual de células apoptoticas (apoptose total) nas
concentracOes utilizadas (20 pg/mL: 58,05 + 4,41%; 40 pug/mL: 85,89 = 3,17%, p <
0,05 para ambos), quando comparado ao grupo controle (3,09 £ 0,27%) (Figura 15).
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A doxorrubicina induziu aumento significativo do numero de células em
apoptose inicial (18,17 = 0,84%, p < 0,05), apoptose tardia/necrose (7,32 + 0,34%, p
<0,05) e total (25,49 + 1,14%, p < 0,05) quando comparado ao grupo controle (Figura
15).

Figura 15. Efeito do 6leo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) ou doxorrubicina
(DXR) em células de melanoma humano SK-MEL-28 marcadas com anexina V-fluoresceina
isotiocianato (FITC) e/ou iodeto de propideo (IP) apos 48 h de tratamento
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Efeito do 6leo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (L.) (OECB) ou da doxorrubicina (DXR) nas
células de melanoma humano SK-MEL-28 marcadas com anexina V-fluoresceina isotiocianato (FITC) e/ou iodeto
de propidio (IP) apds 48 h de tratamento. (A) Dotplots representativos obtidos por meio da analise de citometria
de fluxo. Os dotplots foram divididos em quatro quadrantes que representam diferentes populagfes celulares:
células viaveis (anexina V-FITC-/IP-, quadrante inferior esquerdo), células em apoptose precoce (anexina V-
FITC+/IP-, quadrante inferior direito), células em apoptose tardia/necrose (anexina V-FITC+/IP+, quadrante
superior direito) e células mortas (anexina V-FITC-/IP+, quadrante superior esquerdo). Um total de 10.000
eventos/amostra foram adquiridos usando detectores de fluorescéncia vermelha (IP, 325-488 nm) e detectores de
fluorescéncia verde (FITC, 493-525 nm). (B) Porcentagem de células marcadas com anexina V-FITC e/ou IP. Os
dados estdo expressos como média + EPM de trés experimentos independentes realizados em duplicata e
analisados por Analise de Variancia (ANOVA) one-way seguido pelo teste de Tukey. Letras diferentes indicam
diferencas significativas entre 0s grupos experimentais para cada condi¢ao. p < 0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.2.3.2.2 Morfologia das células SK-MEL-28 por microscopia confocal apés

coloracdo com laranja de acridina e iodeto de propideo

A figura 16 apresenta o percentual de células SK-MEL-28 marcadas com IP
e/ou laranja de acridina (LA), apés 48 h de tratamento com o OECB (20 pg/mL) ou
DXR (4 pM). O tratamento com OECB induziu aumento significativo do percentual de
células com caracteristicas tipicas de apoptose inicial (64,96 + 5,28%, p < 0,05) e
tardia/necrose (12,65 + 5,85%, p < 0,05), quando comparado ao grupo controle (2,40
*+ 0,55%; e 0,39 = 0,16%, respectivamente). Quanto ao tratamento com a DXR,
observou-se aumento significativo do percentual de células em apoptose inicial (51,56
+ 5,59%, p < 0,05) quando comparado ao grupo controle.

Figura 16. Inducdo da apoptose pelo 6leo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB)

ou doxorrubicina (DXR) analisada por coloracao de laranja de acridina (LA) e iodeto de propideo (IP)
em células de melanoma humano SK-MEL-28 apés 48 h de tratamento
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Percentual de células coradas com laranja de acridina (LA) e/ou iodeto de propideo (IP). Os dados estdo expressos
como média + EPM de trés experimentos independentes realizados em duplicata analisados por Andlise de
Variancia (ANOVA) one-way seguido do teste de Tukey. Letras diferentes denotam diferencgas significativas entre
0S grupos experimentais de cada condig&o. p < 0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor

A figura 17 apresenta imagens representativas das células dos diferentes

grupos experimentais.
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Figura 17. Imagens representativas da avaliacdo da apoptose por coloracéo de laranja de acridina (LA)
e iodeto de propideo de propideo (IP) de células de melanoma humano SK-MEL-28 incubadas com o
6leo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) ou doxorrubicina (DXR) por 48 h
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Células SK-MEL-28 ap6s 48 h de tratamento com OECB (20 ug/mL) ou DXR (4 uM), marcadas com laranja de
acridina (LA) e/ou iodeto de propideo (PI) e observadas por microscopia confocal a laser. Em (A), as células viaveis
apresentam nucleo verde claro e uma estrutura intacta. As células apoptéticas iniciais exibem um nucleo verde
brilhante mostrando condensacao da cromatina. As células apoptoticas tardias mostram areas alaranjadas densas
(verde/vermelho) de condensagédo da cromatina e blebs de membrana enquanto as células necréticas apresentam
nucleo vermelho. Em (B), a seta amarela indica condensagdo da cromatina; seta azul indica blebs de membrana
e seta vermelha indica fragmentacdo do DNA. Foram realizados trés experimentos independentes em duplicata.
Fonte: Elaborado pelo autor
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5.2.3.3 Efeito do OECB sobre o estado redox celular
5.2.3.3.1 Avaliacdo da producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)
utilizando o 2’7-diacetato de diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA)

Neste ensaio, o tratamento com OECB (20 e 40 pg/mL) induziu aumento
significativo do percentual de células fluorescentes ap6s 30 minutos (20 pg/mL: 90,32
*+ 1,64%; 40 pg/mL: 92,33 + 1,96%, p < 0,05 para ambos), 1 h (20 pg/mL: 38,36 *
1,82%; 40 pg/mL: 71,60 + 1,78%, p < 0,05 para ambos) e 3 h (20 pg/mL: 8,05 + 0,36%,
p < 0,05) de tratamento, quando comparado ao grupo controle (30 minutos: 8,22 +
1,26%; 1 h: 2,18 + 0,16%; e 3 h: 3,15 + 0,63%) (Figura 18).

Ainda, como observado na figura 18, a DXR (4 uM), utilizada como droga
padrao, induziu aumento significativo do percentual de células fluorescentes apdés 30
minutos (75,64 * 6,02%, p < 0,05) e 3 h (10,64 £ 0,92%, p < 0,05), em comparacao
ao grupo controle. Como esperado, no grupo exposto ao peroxido de hidrogénio
(H202, 500 pM), observou-se aumento significativo, quando comparado ao grupo
controle, do percentual de células fluorescentes em 30 minutos (97,65 + 0,86%, p <
0,05), 1 h (98,87 £ 0,17%, p < 0,05) e 3 h de exposicao (99,45 £ 0,23%, p < 0,05).



Figura 18. Percentual

(OECB) ou doxorrubicina (DXR) em diferentes tempos de tratamento
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incubagdo com o 2'7-diacetato de
diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) e o 6leo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis
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Producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) em células SK-MEL-28 apds 30 minutos, 1 h ou 3 h de
incubagdo com Conyza bonariensis (20 e 40 pg/mL) ou DXR (4 uM) e 2',7'-diacetato de diclorodihidrofluoresceina
(DCFDA). (A), (D) e (G): a populacéo de células SK-MEL-28 foi determinada a partir da andlise dos dotplots de
tamanho celular (FSC-Forward Scatter, eixo X) e granulosidade ou complexidade citoplasmatica (SSC-Side
Scatter, eixo Y) obtidos por citometria de fluxo. (B), (E) e (H): overlay dos histogramas representativos mostrando
a fluorescéncia do 2',7'-diclorofluoresceina (DCF) (FITC, eixo X) e o numero de células/eventos (eixo Y) nos
diferentes grupos experimentais apds seus respectivos tratamentos. O peroxido de hidrogénio (H202, 500 pM) foi
usado como controle positivo. (C), (F) e (l): representagdo grafica dos resultados obtidos por citometria de fluxo.
Os dados estdo expressos como média + EPM de trés experimentos independentes em duplicata, analisado por
Analise de Variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey.

Fonte: Elaborado pelo autor
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5.2.3.3.2 Citotoxicidade do OECB na presenca ou auséncia de N-acetilcisteina
(NAC)

Apoés 72 h de tratamento com o OECB, na auséncia de N-acetilcisteina (NAC),
foi observada reducao significativa da viabilidade celular (20 pg/mL na auséncia de
NAC: 54,06 * 3,96%; 40 pg/mL na auséncia de NAC: 20,97 £ 5,60%, p < 0,05 para
ambos), quando comparado ao grupo controle (100,00 * 2,47%) (Figura 19).

Como visto na figura 19, o pré-tratamento de 3 h com NAC (5 uM), preveniu
significativamente o efeito citotoxico do OECB, quando comparado aos grupos
tratados com o OECB na auséncia de NAC, nas respectivas concentragoes testadas
(20 pg/mL na presenca de NAC: 103,3 £ 2,82%; 40 pg/mL na presenca de NAC: 61,63
+1,52%, p < 0,05 para ambos).

Ainda, para o grupo tratado com a DXR na auséncia de NAC, foi observada
reducdo significativa da viabilidade celular (28,45 = 1,86%, p < 0,05), quando
comparado ao grupo controle. Como esperado, o efeito citotoxico da DXR foi
significativamente prevenido na presenca do NAC (47,23 + 0,81%, p < 0,05) quando

comparado ao grupo tratado com DXR na auséncia deste antioxidante (Figura 19).

Figura 19. Citotoxicidade do 6leo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) ou
doxorrubicina (DXR) na presenca ou auséncia N-acetilcisteina (NAC) ap6s 72 h de tratamento
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Viabilidade celular (%) ap6s 72 h de tratamento com OECB ou DXR na presenca ou auséncia de NAC. Os dados
estdo expressos como média + EPM de trés experimentos independentes realizados em triplicata analisados por
Analise de Variancia (ANOVA) one-way seguido do teste de Tukey. Letras diferentes denotam diferencas
significativas entre as condi¢fes. p < 0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor
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5.2.3.4 Docking Molecular

A previsdo de acoplamento molecular esta apresentada na tabela 4, que exibe
as energias médias (MolDock score e Rerank score) associadas as interacdes
intermoleculares obtidas na ligacdo entre 0 EZ, a DXR ou ligantes disponiveis no
Protein Data Bank (PDB) ou em referéncias bibliogréficas, e a Proteina Cinase
Regulada por Sinal Extracelular 1 (ERK1), a Proteina Cinase N-terminal c-Jun 1
(JNK1), a Proteina Cinase Ativada por Mitdogeno p38a (p38a MAPK), a Proteina
Cinase B (PKB/AKT) e o Fator Nuclear kappa B (NF-kB; p50/p65), juntamente com

seus respectivos valores de probabilidade de afinidade (p).

Tabela 4. Valores de energia de ligacéo (kJ/mol) entre o éster (Z)-2-lacnofilum (EZ), a doxorubicina
(DXR) ou outros ligantes e a Proteina Cinase Regulada por Sinal Extracelular 1 (ERK1), a Proteina
Cinase N-terminal c-Jun 1 (JNK1), a Proteina Cinase Ativada por Mitégeno p38a (p38a MAPK), a
Proteina Cinase B (PKB/AKT) e o Fator Nuclear kappa B (NF-kB; p50/p65)

MolDock (P Rerank (P
Alvo Ligantes N MolDock . Rerank (p)f Total
score score
score score

EZ -63,2634 0,5106 -52,153 0,7704558 0,6405279

ERK1 DXR -110,085 0,8886 -67,6911 1 0,9443
PDBL? -123,881 1 -66,5335  0,9828988 0,9914494

EZ -70,0612 0,5941 -61,538 0,7443 0,6692

JNK1 DXR -117,919 1 -82,6781 1 1

PDBL" -67,8571 0,5754 -57,9951 0,7014 0,6384
EZ -76,5248 0,739384 -62,4631 0,987851 0,863618

p38a MAPK DXR -100,213 0,96826 -63,2313 1 0,98413
CTLe -103,498 1 -59,1131 0,934871 0,967435
EZ -107,102 0,727012 -90,3473 0,806392 0,766702
PKB/AKT DXR -142,547 0,967614 -112,039 1 0,983807
CTLd -147,318 1 -83,2668 0,743195 0,871597
EZ -83,0295 0,720536 -69,7697 0,844223 0,782379

NF-kB DXR -115,233 1 -82,6437 1 1
(p50/p65) CTL® -100,634 0,873309 15,8197 0 0,436654
aPDBL (Ligante do Protein Data Bank): [(AR,4Z)-ciclooct-4-en-1-il]-N-[4-[4-[[5-cloro-4-[[2-

(propanoilamino)fenillJamino]pirimidin-2-ilJamino]piridin-2-ilJout-3-iniljcarbonato; *°PDBL (Ligante do Protein Data
Bank): 6-cloro-9-hidroxi-1,3-dimetil-1,9-di-hidro-4H-pirazolo(3,4-b)quinolin-4-ona; °CTL (Ligante controle da p38a
MAPK): 4-(4-fluorofenil)-2-(4-metilsulfonilfenil)-5-(4-piridil)-imidazol; ¢CTL (Ligante controle da PKB/AKT): 8-[4-(1-
aminociclobutil)fenil]-9-fenil[1,2,4]triazolo[3,4-][1,6]naftiridina-3(2H)-ona; ©CTL (Ligante controle do NF-kB
(p50/p65)): 4-metil-N1-(3-fenilpropil)benzeno-1,2-diamina.

*Valores de energia expressos em kJ/mol.

TValor de probabilidade de afinidade.

Fonte: Elaborador pelo autor

EZ apresentou energias de interacao ligante-receptor negativas para os alvos

moleculares, exibindo valores de probabilidade de afinidade acima de 0,60 com ERK1
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(p=0,6405279), INK1 (p=0,6692), p38a MAPK (p=0,863618), PKB/AKT (p=0,766702)
e NF-kB (p50/p65) (p=0,8910). As melhores orientacdes de encaixe para os ligantes
com os alvos investigados podem ser observadas nas figuras 20 a 24, nas quais as
interagc6es das moléculas com os residuos de aminoécidos das proteinas alvo estéo
representadas por diferentes cores, sendo: interacdes do tipo ligacdes de hidrogénio
(linha tracejada em verde), interacdes hidrofébicas (linhas tracejadas em rosa: -
alquil; roxo: 1r-0; azul: halogénios — Br, Cl e |) e interac¢des estéricas (linhas tracejadas
vermelhas: doador-doador; linhas tracejadas laranjas: 1r-anion).

Na figura 20A, considerando o composto EZ, observa-se que a interacdo com
a proteina ERK1 ocorre por meio de trés interacdes hidrofébicas com os residuos
alanina 35 (Ala35), leucina 170 (Leul70) e tirosina 36 (Tyr36) desta proteina. A DXR,
interagiu por formacao de interac6es hidrofébicas com os residuos Leul56, lisina 54
(Lys54), cisteina 166 (Cys166) e isoleucina 84 (lle84). Ainda, na interacdo da DXR
com a proteina ERK1 foram observadas ligacdes de hidrogénio nos residuos acido
glutdmico 33 (Glu33), acido aspartico 149 (Aspl49), asparagina 154 (Asnl54),
Aspl67, glutamina 105 (GIn105), Glu71, e uma interagc&o estérica com o residuo Ala35
(Figura 20B). Ja o ligante do PDB apresenta interacdes hidrofébicas com Leul70,
Ala35, serina 153 (Serl53), valina 39 (Val39), Lys54 e uma interacdo estérica em
Lys151 da proteina ERK1 (Figura 20C).
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Figura 20. Interacdes moleculares entre o éster (Z)-2-lacnofilum, a doxorrubicina ou o ligante do Protein
Data Bank (PDB) e a Proteina Cinase Regulada por Sinal Extracelular 1 (ERK1)
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Interacdes moleculares em 2D entre (A) o éster (Z)-2-lacnofilum, (B) a doxorrubicina e (C) o ligante do PDB,
[(1~{R},4~{Z})-ciclooct-4-en-1-il]~{N}-[4-[4-[[5-cloranil-4-[[2-(propanoilamino)fenillamino]pirimidin-2-ilJamino]piridin-
2-illbut-3-iniljcarbamato, com os residuos de aminoacidos da proteina ERK1 (ID do PDB 5LCJ), e em 3D (D) entre
0 éster (2)-2-lacnofilum e o sitio ativo da ERK1.

Legenda: Em vermelho estdo indicadas as interagfes estéricas, em azul e rosa as interagdes hidrofébicas e em
verde as interacBes de hidrogénio; Residuos: Asp (acido aspartico), Glu (acido glutamico), Lys (lisina), lle
(isoleucina), Thr (treonina), Met (metionina), Cys (cisteina), Ala (alanina), Leu (leucina), GlIn (glutamina) Val (valina),
Asn (asparagina), Ser (serina), Tyr (tirosina), Trp (triptofano), His (histidina) e Phe (fenilalanina).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em relacado a proteina JNK1, foram observadas interacdes hidrofébicas com o
EZ em residuos Ala53, 1le32, Vall158, Leull0 e interacOes por ligacdes de hidrogénio
em metionina 111 (Metlll) e Glul09 (Figura 21A). Para a DXR também foram
observadas interacdes hidrofébicas (residuos Leul68, Val40, Ala53, Vall58, lle32,
Alall3) e trés interacdes estéricas com os residuos Lys55, Glu73 e Met108 (Figura
21B). O ligante do PDB apresentou interagdes hidrofébicas em 1le32, Vall58, Val40,
Lys55, Leul68, Ala53 e ligacBes de hidrogénios em Metl11 e Met108 (Figura 21C).
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Figura 21. Interacdes moleculares entre o éster (Z)-2-lacnofilum, a doxorrubicina ou o ligante do Protein
Data Bank (PDB) e a Proteina Cinase N-terminal c-Jun 1 (JNK1)
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Interacdes moleculares em 2D entre (A) o éster (Z)-2-lacnofilum, (B) a doxorrubicina e (C) e o ligante do PDB, 6-
cloro-9-hidroxi-1,3-dimetil-1,9-di-hidro-4h-pirazolo(3,4-b)quinolin-4-ona, com os residuos de aminoacidos da
proteina JNK1 (ID do PDB: 2G01), e em 3D (D) entre o éster (Z)-2-lacnofilum e o sitio ativo da JNK1.

Legenda: Em vermelho estdo indicadas as interacdes estéricas, em azul e rosa as intera¢des hidrofobicas e em
verde as interacBes de hidrogénio; Residuos: Asp (acido aspartico), Glu (acido glutamico), Lys (lisina), lle
(isoleucina), Thr (treonina), Met (metionina), Cys (cisteina), Ala (alanina), Leu (leucina), GIn (glutamina) Val (valina),
Asn (asparagina), Ser (serina), Tyr (tirosina), Trp (triptofano), His (histidina) e Phe (fenilalanina).

Fonte: Elaborado pelo autor.

As interacgdes entre p38a MAPK e o composto EZ foram do tipo ligagbes entre
carbono e hidrogénio (Lys121, Vall17 e GIn120) e interacdes hidrofébicas (Leull3,
Leu216 e prolina 153 - Prol53) (Figura 22A). Para a DXR foram observadas
interacOes do tipo ligacdes de hidrogénio entre os residuos Cys162, Vall58 e GIn120,
interacOes hidrofobicas entre os residuos fenilalanina 129 (Phel29), Cys119 e
Aspl61, e ligacOes entre carbono e hidrogénio e os residuos histidina 126 (His126) e
Glul60 (Figura 22B). Para o ligante 4-(4-fluorofenil)-2-(4-metilsulfonilfenil)-5-(4-piridil)-

imidazol foram observadas interacGes do tipo estérica em Leu216, hidrofobica em
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Valll7, ligacbes de hidrogénio em Lysl21 e Aspl24, e ligacdo entre carbono e
hidrogénio com o residuo Gly219 (Figura 22C).

Figura 22. Interacdes moleculares entre o éster (Z)-2-lacnofilum, a doxorrubicina ou o ligante 4-(4-
fluorofenil)-2-(4-metilsulfonilfenil)-5-(4-piridil)-imidazol e a Proteina Cinase Ativada por Mitdgeno p38a
(p38a MAPK)

cvs
A:119 GLY
GIN A219
HIS X
A:120 PHE A:126 g VAL
A:129 s, , A117
VAL Ail62 3
A7 o
GLN )

A:120 S

s
A1 P

LEy [
A213 B e

// A:158 :
PRO Ley v LS.
A153 A216 ot d o Asp 8121

(D)

Intera¢des moleculares em 2D entre (A) o éster (Z)-2-lacnofilum, (B) a doxorrubicina e (C) o ligante 4-(4-fluorofenil)-
2-(4-metilsulfonilfenil)-5-(4-piridil)-imidazol, tirosina, e os residuos de aminoacidos da proteina p38a MAPK (ID do
PDB: 1R39), e em 3D (D) entre o éster (Z)-2-lacnofilum e o sitio ativo da p38a MAPK.

Legenda: Em vermelho estdo indicadas as interagfes estéricas, em azul e rosa as interagdes hidrofébicas e em
verde as interacbes de hidrogénio; Residuos: Asp (4cido aspartico), Glu (acido glutdmico), Lys (lisina), lle
(isoleucina), Thr (treonina), Met (metionina), Cys (cisteina), Ala (alanina), Leu (leucina), GlIn (glutamina) Val (valina),
Asn (asparagina), Ser (serina), Tyr (tirosina), Trp (triptofano), His (histidina), Pro (prolina) e Phe (fenilalanina).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a proteina PKB/AKT, o composto EZ mostrou ligacao de hidrogénio com
Tyr316 e ligagBes hidrofobicas com Leu348, Leu317, Val331, Ala318, Lys277, Val338,
Val339 e Glu279 (Figura 23A). A DXR exibiu ligacdo de hidrogénio com Thr199,
Asp275 e Gly295. Também foram observadas liga¢des hidrofobicas com Glu200,
Val272, Arg274, Leu204 e Tyr273 (Figura 23B). Para o ligante 8-[4-(1-
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aminociclobutil)fenil]-9-fenil-2H-[1,2,4]triazolo[3,4-f][1,6]naftiridina-3-ona foram
observadas ligacdo de hidrogénio com Tyr327, Glu315, Glu279. Ligacdes hidrofébicas
também foram observadas em Val338, Leu348, Leu317, Arg274, Ala318, Val331,
Pro314, Lys277 e Tyr316 (Figura 23C).

Figura 23. Interacées moleculares entre o éster (Z)-2-lacnofilum, a doxorrubicina ou o ligante 8-[4-(1-
aminociclobutil)fenil]-9-fenil-2H-[1,2,4]triazolo[3,4-f][1,6]naftiridina-3-ona e a Proteina Cinase B
(PKB/AKT)
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Interacdes moleculares 2D entre (A) o éster (Z)-2-lacnofilum, (B) a doxorrubicina e (C) o ligante 8-[4-(1-
aminociclobutil)fenil]-9-fenil-2H-[1,2,4]triazolo[3,4-f][1,6]naftiridina-3-ona com os residuos de aminoacidos da
proteina PKB/AKT (ID do PDB: 1GZN), e em 3D (D) entre o éster (Z)-2-lacnofilum e a PKB/AKT.

Legenda: Em vermelho estdo indicadas as interagdes estéricas, em azul e rosa as intera¢des hidrofobicas e em
verde as interacfes de hidrogénio; Residuos: Asp (acido aspartico), Glu (acido glutamico), Lys (lisina), lle
(isoleucina), Thr (treonina), Met (metionina), Cys (cisteina), Ala (alanina), Leu (leucina), GlIn (glutamina) Val (valina),
Asn (asparagina), Ser (serina), Tyr (tirosina), Trp (triptofano), His (histidina) e Phe (fenilalanina).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ligacdo de hidrogénio foi observada entre o EZ e a proteina NF-kB no residuo
CYS120. Em adicao, também foram observadas ligacdes hidrofobicas com Arg187,
Tyr36, Leul54, Phe34 e Aspl185 (Figura 24A). A DXR mostrou ligacdes de hidrogénio
com Argl87, Tyr36, Vall2l e Asnl55, além de ligagbes hidrofobicas com Alal88,
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Prol89, Leulb54, Cysl120 e His88 (Figura 24B). Para o ligante 4-metil-N1-(3-
fenilpropil)lbenzeno-1,2-diamina foram observadas ligagbes de hidrogénio com
Glul93, Lys218 e Arg274. LigagBes hidrofébicas também foram observadas com os
residuos Val219 e lle224 e interagfes estéricas com Leul94 e Alal92 (Figura 24C).

Figura 24. InteragBes moleculares entre o éster (Z)-2-lacnofilum, a doxorrubicina ou o ligante 4-metil-
N1-(3-fenilpropil)benzeno-1,2-diamina e o Fator Nuclear kappa B (NF-kB; p50/p65)
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Interacdes moleculares em 2D entre (A) o éster (Z)-2-lacnofilum, (B) a doxorrubicina e (C) o ligante 4-metil-N1-(3-
fenilpropil)benzeno-1,2-diamina, e os residuos de aminoacidos da proteina NK-kB (p50/p65) (ID do PDB: 1VKX),
e em 3D (D) entre o éster (Z)-2-lacnofilum e o sitio ativo do NF-kB (p50/p65) .

Legenda: Em vermelho estdo indicadas as interagfes estéricas, em azul e rosa as interagdes hidrofébicas e em
verde as interacbes de hidrogénio; Residuos: Asp (4cido aspartico), Glu (acido glutdmico), Lys (lisina), lle
(isoleucina), Thr (treonina), Met (metionina), Cys (cisteina), Ala (alanina), Leu (leucina), GlIn (glutamina) Val (valina),
Asn (asparagina), Ser (serina), Tyr (tirosina), Trp (triptofano), His (histidina) e Phe (fenilalanina).

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.3.5 Efeito do OECB sobre a modulacdo das Proteinas Cinases Ativadas por
Mitégeno (MAPKS)
5.2.3.5.1 Marcacédo com anticorpos anti-MAPKs e anédlise por citometria de fluxo
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A marcacao com anticorpos anti-ERK1/2 e posterior analise por citometria de
fluxo demonstrou o aumento significativo do percentual de células marcadas apos 48
h de tratamento com o0 OECB (20 pg/mL: 50,20 + 1,83%; 40 pug/mL: 88,75 £ 1,87%, p
< 0,05 para ambos), em comparagdo ao grupo controle (0,19 £ 0,03%). Também, o
tratamento com a DXR induziu aumento significativo no percentual de células
marcadas com o0s anticorpos anti-ERK1/2 (98,87 + 0,16%, p < 0,05), quando
comparado ao grupo controle (Figura 25).

Figura 25. Modulacédo das Proteinas Cinases Reguladas por Sinal Extracelular 1 e 2 (ERK1/2) em
células SK-MEL-28 apéds tratamento com o Oleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis
(OECB, 20 ou 40 pg/mL) ou doxorrubicina (DXR, 4 uM)
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PerCP-Cy5.5.A

Efeito do tratamento com 0 OECB sobre a atividade das proteinas ERK1/2. (A) A populagéo celular foi determinada
a partir da analise dos dotplots de tamanho celular (FSC-Forward Scatter, eixo X) e granulosidade citoplasmatica
(SSC-Side Scatter, eixo Y) obtidos por citometria de fluxo. Para a analise dos histogramas de fluorescéncia de
ERK1/2 (PerCP-Cy5.5), inicialmente foi delimitada uma regido correspondente a autofluorescéncia das células ndo
marcadas com o anticorpo. Somente a porcentagem de células fluorescentes apds essa regido demarcada foi
considerada positiva. (B) Sobreposicao de histogramas representativos mostrando a fluorescéncia de ERK1/2
(PerCP-Cy5.5, eixo X) e o numero de células/eventos (eixo Y) em diferentes grupos experimentais. (C)
Representacdo grafica dos resultados obtidos por citometria de fluxo. Dados obtidos a partir de trés experimentos
independentes realizados em duplicata e expressos como média + erro padrao da média (SEM), analisados por
Analise de Variancia (ANOVA) one-way seguida pelo teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferencas
significativas entre as condi¢@es; p < 0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Quanto a marcacdo das células com o anticorpo anti-JNK, foi observado
aumento significativo do percentual de células marcadas apés tratamento com o
OECB (40 pg/mL: 71,25 £ 1,60%, p < 0,05) ou DXR (16,19 + 1,33%, p < 0,05), quando
comparado ao grupo controle (4,32 = 0,45%) (Figura 26).

Figura 26. Modulag&o das Proteinas Cinases N-terminal c-Jun 1 e 2 (JNK1/2) em células SK-MEL-28

apoés tratamento com o 6leo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB, 20 ou 40
pg/mL) ou doxorrubicina (DXR, 4 uM)

4
10 -
SKMEL-28
o 947
300 ~ Autofluorescéncia
-
5 < £
g " 2 20
(.
10 eeeed 100
0
10
) Y 8 T LIS T
10 10 10° 10 10? 10? 10?
FSCH APC-A
M Controle
I OECB (20 pg/mL) 80 b
il M OECB (40 pg/mL) ==
DXR (4 pM) 60

200

40

Count
(p-JNK1/2)

c

20
a
a —
6 e |

Controle 20 40 4
OECB (ug/mL)  DXR (uM)

Percentual de células

Efeito do tratamento com o OECB sobre a atividade das proteinas JNK1/2. (A) A populacéo celular foi determinada
a partir da andlise dos dotplots de tamanho celular (FSC-Forward Scatter, eixo X) e granulosidade citoplasmatica
(SSC-Side Scatter, eixo Y) obtidos por citometria de fluxo. Para a analise dos histogramas de fluorescéncia de
JNK1/2 (APC), inicialmente foi delimitada uma regido correspondente a autofluorescéncia das células néo
marcadas com o anticorpo. Somente a porcentagem de células fluorescentes apos essa regido demarcada foi
considerada positiva. (B) Sobreposi¢do de histogramas representativos mostrando a fluorescéncia de JNK1/2
(APC, eixo X) e o numero de células/eventos (eixo Y) em diferentes grupos experimentais. (C) Representacao
grafica dos resultados obtidos por citometria de fluxo. Dados obtidos a partir de trés experimentos independentes
realizados em duplicata e expressos como média = erro padrdo da média (SEM), analisados por Analise de
Variancia (ANOVA) one-way seguida pelo teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre
as condic¢des; p < 0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A marcacdo das células com o anticorpo anti-p38 MAPK mostrou que o
tratamento com o OECB reduziu significativamente o percentual de células marcadas
(20 pg/mL: 21,67 + 1,92%; 40 pg/mL: 18,82 + 0,72%, p < 0,05 para ambos), quando
comparado ao grupo controle (36,30 + 1,00%) (Figura 27).
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Figura 27. Modulacéo da Proteina Cinase Ativada por Mitégeno p38 (p38 MAPK) em células SK-MEL-
28 ap0s tratamento com o 6leo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB, 20 ou 40
pg/mL) ou doxorrubicina (DXR, 4 uM)
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Efeito do tratamento com o OECB sobre a atividade da proteina p38 MAPK. (A) A populacao celular foi determinada
a partir da analise dos dotplots de tamanho celular (FSC-Forward Scatter, eixo X) e granulosidade citoplasmatica
(SSC-Side Scatter, eixo Y) obtidos por citometria de fluxo. Para a andlise dos histogramas de fluorescéncia de p38
MAPK (PE-Cy7), inicialmente foi delimitada uma regido correspondente & autofluorescéncia das células néo
marcadas com o anticorpo. Somente a porcentagem de células fluorescentes apés essa regido demarcada foi
considerada positiva. (B) Sobreposicao de histogramas representativos mostrando a fluorescéncia de p38 MAPK
(PE-Cy7, eixo X) e o numero de células/eventos (eixo Y) em diferentes grupos experimentais. (C) Representagdo
gréfica dos resultados obtidos por citometria de fluxo. Dados obtidos a partir de trés experimentos independentes
realizados em duplicata e expressos como média = erro padrdo da média (SEM), analisados por Analise de
Variancia (ANOVA) one-way seguida pelo teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre
as condigdes; p < 0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.3.5.2 Citotoxicidade do OECB na presenca ou auséncia de inibidores de
MAPKs (iMAPKs)

Quanto a avaliacéo do efeito do OECB na presenca ou auséncia de inibidores
das Proteinas Cinases Ativadas por Mitdgeno (MAPKS), obteve-se a figura 28.
Observa-se que ap6s 72 h de tratamento com o OECB, na auséncia dos inibidores de
MAPKSs, verificou-se reducgéo significativa da viabilidade celular (35,13 £ 0,65%, p <

0,05), quando comparado ao grupo controle (100,00 + 1,97%).
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O uso do inibidor de ERK1/2 (U0126) preveniu significativamente o efeito
citotoxico do OECB elevando a viabilidade celular para 73,54 + 3,68% (p < 0,05),
guando comparado ao grupo tratado com o OECB na auséncia desse inibidor (Figura
28A). O inibidor de JNK (SP600125) também preveniu significativamente o efeito
citotéxico do OECB (viabilidade celular: 57,74 + 1,41%, p < 0,05), quando comparado
ao grupo tratado com esse 0leo essencial na auséncia do inibidor de JNK (Figura
28B). Ja o pré-tratamento com o inibidor de p38 MAPK (PD 169316), conforme
observado na figura 28C, aumentou significativamente o efeito citotoxico do OECB
(viabilidade celular: 19,19 + 2,94%, p < 0,05), quando comparado ao grupo tratado
com o OECB na auséncia do inibidor PD 169316.

Ao observar o efeito citotoxico da droga padrdo, a DXR, o uso do inibidor de
ERKZ1/2 preveniu significativamente a citotoxicidade desta droga (54,54 + 0,73%, p <
0,05) quando comparado ao grupo tratado com a DXR na auséncia desse inibidor
(42,59 + 1,37%) (Figura 28A). Nao foram observadas diferencas significativas na
citotoxicidade da DXR na auséncia ou presenca dos inibidores de JNK (SP600125) e
p38 MAPK (PD 169316) (Figuras 28B e 28C).
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Figura 28. Efeito do 6leo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) ou doxorrubicina
(DXR), na presenca ou auséncia de inibidores de ERK1/2 (U0126), JNK (SP600125) ou p38 MAPK (PD
169316), sobre a viabilidade de células da linhagem de melanoma humano SK-MEL-28 apés 72 h de
tratamento
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Viabilidade celular (%) ap6s 72 h de tratamento com OECB (20 pg/mL) ou DXR (4 uM) na presenga ou auséncia
dos inibidores de (A) ERK1/2 (U-0126), (B) JNK (SP600125); ou (C) p38 MAPK (PD 169316). Os dados estdo
expressos como média + EPM de trés experimentos independentes realizados em triplicata e analisados por
Andlise de Variancia (ANOVA) one-way seguido do teste de Tukey. Letras diferentes denotam diferencas
significativas entre as condi¢fes. p < 0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor

5.2.3.6 Marcacéo de células SK-MEL-28 com anticorpos anti-PKB/AKT e analise
por citometria de fluxo

Como observado na figura 29, houve aumento significativo do percentual de
células marcadas com os anticorpos anti-PKB/AKT apés 48 h de tratamento com o
OECB na concentracéo de 40 pg/mL (10,03 + 0,71%, p < 0,05) ou DXR (4 uM) (98,73
+0,12%, p < 0,05), em comparacao ao grupo controle (0,50 + 0,01%).
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Figura 29. Modulacéo da Proteina Cinase B (PKB/AKT) em células SK-MEL-28 ap6és tratamento com
0 Oleo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB, 20 ou 40 ug/mL) ou doxorrubicina
(DXR, 4 uM)
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Efeito do tratamento com o OECB sobre a atividade da proteina PKB/AKT. (A) A populacao celular foi determinada
a partir da andlise dos dotplots de tamanho celular (FSC-Forward Scatter, eixo X) e granulosidade citoplasmatica
(SSC-Side Scatter, eixo Y) obtidos por citometria de fluxo. Para a analise dos histogramas de fluorescéncia da
PKB/AKT (PE-Cy7), inicialmente foi delimitada uma regido correspondente a autofluorescéncia das células néo
marcadas com o anticorpo. Somente a porcentagem de células fluorescentes apds essa regido demarcada foi
considerada positiva. (B) Sobreposi¢do de histogramas representativos mostrando a fluorescéncia da PKB/AKT
(PE-Cy7, eixo X) e o numero de células/eventos (eixo Y) em diferentes grupos experimentais. (C) Representacao
grafica dos resultados obtidos por citometria de fluxo. Dados obtidos a partir de trés experimentos independentes
realizados em duplicata e expressos como média = erro padrdo da média (SEM), analisados por Analise de
Variancia (ANOVA) one-way seguida pelo teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre
as condigdes; p < 0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.3.7 Marcacdo de células SK-MEL-28 com anticorpos anti-NF-kB (p65) e

analise por citometria de fluxo

A marcacado das células com anticorpos anti-NF-kB (p65) e posterior anélise
por citometria de fluxo permitiu a observacdo do aumento significativo do percentual
de células marcadas apos 48 h de tratamento com o OECB (20 pg/mL: 0,90 + 0,06%;
40 pg/mL: 2,69 = 0,17%, p < 0,05 para ambos), em comparacdo ao grupo controle
(0,39 = 0,05%) (Figura 30).
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O tratamento com a DXR (4 uM) induziu aumento significativo do percentual de
células marcadas com os anticorpos anti-NF-kB (p65) (18,95 = 1,94%, p < 0,05),
quando comparado ao grupo controle (Figura 30).

Figura 30. Modulacéo do Fator Nuclear kappa B (NF-kB; p65) em células SK-MEL-28 apds tratamento

com o o6leo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB, 20 ou 40 pg/mL) ou
doxorrubicina (DXR, 4 pM)
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Efeito do tratamento com 0 OECB sobre a atividade do NF-kB. (A) A populacao celular foi determinada a partir da
analise dos dotplots de tamanho celular (FSC-Forward Scatter, eixo X) e granulosidade citoplasmatica (SSC-Side
Scatter, eixo Y) obtidos por citometria de fluxo. Para a andlise dos histogramas de fluorescéncia do NF-kB (p65)
(PE), inicialmente foi delimitada uma regiéo correspondente a autofluorescéncia das células ndo marcadas com o
anticorpo. Somente a porcentagem de células fluorescentes apds essa regido demarcada foi considerada positiva.
(B) Sobreposicédo de histogramas representativos mostrando a fluorescéncia do NF-kB (p65) (PE, eixo X) e o
namero de células/eventos (eixo Y) em diferentes grupos experimentais. (C) Representacéo gréafica dos resultados
obtidos por citometria de fluxo. Dados obtidos a partir de trés experimentos independentes realizados em duplicata
e expressos como média * erro padrdo da média (SEM), analisados por Analise de Variancia (ANOVA) one-way
seguida pelo teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as condic¢des; p < 0,05.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.4 Embriotoxicidade do OECB em modelo de peixe-zebra

5.2.4.1 Toxicidade aguda do OECB em embrides de peixe-zebra

Os ensaios de embriotoxicidade foram realizados em dois conjuntos de

experimentos. No primeiro conjunto, os embrides foram expostos ao OECB em
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concentracfes que variaram de 12,5 a 200 ug/mL (aproximadamente 10 vezes o valor
da Clso do OECB em SK-MEL-28). Como resultado, apdés 24 h de exposigao, foi
observada a morte de 100% dos embrides em todas as concentracdes testadas.
Portanto, no segundo conjunto de experimentos, foram utilizadas concentracdes
menores que variaram de 0,12 a 1,5 pg/mL do OECB. Apés 96 h de exposicéao,
observou-se a morte de todos os embribes e/ou larvas na maior concentracdo do
OECB testada (1,5 pg/mL), com as duas menores concentragdes utilizadas (0,5 e 0,75
pg/mL) ndo induzindo mortalidade (Figura 31).

Figura 31. Efeitos cumulativos da exposicao de embrides e/ou larvas de peixe-zebra ao 6leo essencial
das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) apés 96 h
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Efeitos da exposicdo de embrides e/ou larvas de peixe-zebra ao 6leo essencial das partes aéreas de Conyza
bonariensis (L.) (OECB) apds 96 h (n = 20 embriGes/concentracéo).

Legenda: Sem efeito: caracteristicas morfolégicas comparaveis aos organismos do grupo controle; efeito ndo letal:
presenca de desfechos néo letais (malformagdo ocular; malformagdo do otdlito, malformacdo da boca,
malformacao da espinha, pigmentagéo corporal, atraso na ecloséo, edema do saco vitelino, deformacao do saco
vitelino, edema pericardico, edema craniano, coagulagdo sanguinea e tamanho insuficiente); mortalidade:
presenca de desfechos de letalidade (coagulacéo do ovo; falta de formagéo de somitos; falta de separagéo do
botdo caudal do saco vitelino e falta de batimento cardiaco).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os embrides e larvas tratados com as concentracdes que produziram menor
ou nenhuma mortalidade (0,5, 0,75 e 1,0 pg/mL) apresentaram os seguintes efeitos
nao letais predominantes: edema pericardico, edema do saco vitelino, atraso na
eclosdo do ovo e coagulacdo sanguinea. Coagulacdo e auséncia de batimentos
cardiacos foram os unicos desfechos de letalidade observados para a amostra nas

trés maiores concentracdes testadas (Figura 32).
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Figura 32. Efeitos letais e ndo letais observados em embrides de peixe-zebra apds exposicdo a
diferentes concentra¢des do 6leo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB)

g 500 pm

Imagens representativas dos efeitos letais e ndo letais observados em embrides e larvas de peixe-zebra expostos
a diferentes concentracdes do 6leo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (L.) (OECB) no teste de
embriotoxicidade. Em (a-d), organismos do grupo controle com desenvolvimento normal apds 24, 48, 72 e 96 h,
respectivamente, expostos apenas ao meio E3; (e) embrido apds 24 h de exposicdo ao OECB (1,5 pg/mL)
apresentando coagulagéo do ovo; (f) embrido apds 24 horas de exposicdo ao OECB (0,75 pug/mL) sem efeitos
letais ou ndo letais; (g) embrido apds 48 h de exposi¢cdo ao OECB (1,0 pug/mL) apresentando edema do saco
vitelino (YSE); (h) embrido ap6s 72 h de exposi¢do ao OECB (1,25 pg/mL) apresentando edema do saco vitelino
(YSE), edema pericardico (PE) e coagulacdo sanguinea (BC); e (i) embrido ap6s 96 h de exposicdo ao OECB
(1,25 pg/mL) apresentando ecloséo retardada (HD) e edema pericardico (PE). Ampliagdo de 50x.

Conforme observado na tabela 5, 0 OECB apresentou concentracao letal 50%
(LCs0) de 1,20 pg/mL. Os valores de LOAEL (do inglés “lowest observable adverse
effect level”) foram 0,5 pg/mL para atraso na eclosao e 1,0 uyg/mL para edema do saco
vitelino, edema do pericardio e coagulacdo sanguinea. O valor de NOAEL (do inglés
“no observed adverse effect level”) foi de 0,7 ug/mL para edema do saco vitelino,
edema pericardico e coagulacao sanguinea. A concentracao efetiva 50% (ECso) para
os efeitos nao letais encontrados foram 0,99 pg/mL (atraso de ecloséo) e 1,36 pg/mL

(edema pericardico).
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Tabela 5. Efeitos da exposicdo ao 6leo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB)
sobre os parametros de desenvolvimento dos estagios iniciais de peixe-zebra ap6s 96 h

Endpoints de NOAEL? LOAELP® ECs0°®
embriotoxicidade (pg/mL)

Ma formacgé&o ocular s.et s.e.t s.e.t

Ma formacgéo otolitica s.et s.e.t s.e.t

Ma formagéo da boca s.et s.e.t s.e.t

Ma formacgé&o da coluna s.et s.e.t s.e.t
Pigmentacéo corporal s.et s.e.t s.e.t
Atraso de ecloséao s.e.t 0,5 0,99 (0,69-1,42)
Edema de saco vitelino 0,75 1,0 s.et
Edema pericardico 0,75 1,0 1,36 (1,10-1,70)
Edema de cabeca s.e.t s.e.t s.e.t
Coagulacao sanguinea s.e.t 1,0 s.e.t
Reducédo de tamanho 0,75 s.e.lt s.e.f
Mortalidade (LCso® - pg/mL) - - 1,20 (1,12-1,30)

2aNOAEL: No observed adverse effect level; "LOAEL: Lowest observable adverse effect level, °ECso: concentracdo
efetiva 50%; 9L Cso: concentragéo letal 50%; *s.e: sem efeito ou menos de 20% dos embrides afetados no parametro
analisado.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.4.2 Atividade de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo em larvas de

peixe-zebra expostas ao OECB

Conforme demonstrado na figura 33, observou-se reducdo significativa da
atividade da acetilcolinesterase (AChE) nas larvas do peixe-zebra, apds tratamento
com OECB nas concentracfes de 0,12 pg/mL (51,27 + 0,70 pmol/min/mg, p < 0,05),
0,25 pg/mL (64,12 + 0,27 pmol/min/mg, p < 0,05) e 0,50 pg/mL (46,01 + 0,87
pmol/min/mg, p < 0,05), quando comparado ao grupo controle (77,87 + 1,12

+

pmol/min/mg). Ainda, foi observado aumento significativo da atividade da glutationa
transferase (GST) apds tratamento com OECB nas concentra¢gbes de 0,25 pg/mL
(63,30 + 0,36, p < 0,05) e 0,50 pg/mL (80,43 + 0,50 pmol/min/mg, p < 0,05), quando
comparado ao grupo controle (61,56 + 0,34 umol/min/mg). A avaliacédo da atividade
da catalase (CAT) permitiu observar o aumento significativo da atividade desta enzima
nos embrides tratados nas trés concentracdes utilizadas (0,12 pg/mL: 3,36 = 0,16
pmol/min/mg; 0,25 pg/mL: 3,73 = 0,28 pmol/min/mg; e 0,50 pg/mL: 3,71 £ 0,08
pmol/min/mg, p < 0,05 para todos), quando comparado ao grupo controle (2,36 + 0,06
pmol/min/mg).

Em adigéo, o tratamento das larvas com 0,25 e 0,50 pg/mL do OECB induziu
aumento significativo da atividade da lactato desidrogenase (LDH) (353,6 = 0,96
pmol/min/mg e 417,4 + 14,57 umol/min/mg, respectivamente, p < 0,05 para ambos) e
glutationa peroxidase (GPx) (10,26 £ 0,22 pmol/min/mg e 10,37 £ 0,12 pmol/min/mg,
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respectivamente, p < 0,05 para ambos), ao comparar com o grupo controle (314,00 £

2,65 pymol/min/mg e 9,52 + 0,10 umol/min/mg, respectivamente) (Figura 33).

Figura 33. Atividade de enzimas marcadoras de estresse oxidativo em larvas de peixe-zebra apos 96
h de exposicao a diferentes concentracdes do 6leo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis
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Avaliagdo da atividade das enzimas (A) acetilcolinesterase (AChE), (B) glutationa transferase (GST), (C) catalase
(CAT), (D) lactato desidrogenase (LDH) e (E) glutationa peroxidase (GPx) em larvas de peixe-zebra apoés
exposicao a diferentes concentragfes do OECB. Dados apresentados como média + desvio padrdo da média e
analisados pelo teste de Analise de Variancia (ANOVA) one-way seguido de Tukey. Letras diferentes denotam
diferencas significativas entre as condi¢des. p < 0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor
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6 DISCUSSAO

A natureza representa uma fonte significativa de produtos bioativos e isso tem
estimulado pesquisas em todo o mundo com o objetivo de descobrir e investigar 0s
efeitos bioldgicos de produtos naturais contra diversas doencas, dentre elas o cancer
(Sairazi; Sirajudeen, 2020). No presente estudo, foram descritas a obtencéo e
caracterizag@o quimica, a atividade antitumoral in vitro e a toxicidade em modelo de
peixe-zebra de um 6leo essencial de Conyza bonariensis (L.) Cronquist (Asteraceae).

As propriedades bioldgicas dos 6leos essenciais devem-se a sua composicao
quimica (Piasecki et al., 2021) e diversas variaveis, como origem geografica (Marino
et al., 2019) e condicbes ambientais, a exemplo de temperatura, precipitacao,
umidade relativa e intensidade da luz (Stefanakis et al., 2022), influenciam a
biossintese e 0 acumulo das substancias quimicas nos 6leos essenciais (Li; Zidorn,
2022). Assim, variagfes nos perfis quimicos destes produtos naturais podem ocorrer
de planta para planta e até mesmo dentro da mesma espécie (Piasecki et al., 2021).

A andlise quimica do OECB revelou o éster (Z)-2-lacnofilum (EZ) como
composto majoritario (57,24%), uma molécula do grupo dos poliacetilenos comumente
encontrada em plantas da familia Asteraceae e do género Conyza (Azeem et al., 2019;
Minteguiaga et al., 2022; Adande et al., 2023). Porém, vale ressaltar que o perfil
quimico dos 6leos essenciais das partes aéreas de Conyza bonariensis, assim como
de outras espécies, pode variar dependendo do pais e da regido onde a planta cresce.
Até agora, o (E)-B-farneseno (Maia et al., 2020), o germacreno D (Urdampilleta et al.,
2005), o 6xido de cariofileno (Benzarti et al., 2013), o limoneno (Amaral et al., 2018),
0o 1H-indeno-3-carboxaldeido,2,6,7,7a-tetrahidro-1,5-dimetil (Musembei; Kiplimo,
2017) e o allo-aromadendreno (Hoi et al., 2020) foram identificados como compostos
majoritarios de 6leos essenciais das partes aéreas de Conyza bonariensis.

Lundgren e colaboradores (2021) obtiveram a caracterizacdo do 6leo essencial
das partes aéreas de Conyza bonariensis cultivada no Horto de Plantas Medicinais do
Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos da Universidade Federal da
Paraiba (IPeFarM/UFPB), Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil. Esses autores obtiveram um
perfil quimico diferente do obtido neste trabalho, tendo o sesquicineol como composto
majoritario (48,46%). Isso demonstra a influéncia de condigbes como injurias
mecanicas ou quimicas, fatores genéticos e de evolugcdo, armazenamento, irrigagao,

herbivoria, ataque de fungos patdégenos e atividade dos polinizadores na producéo e
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composicao de Oleos essenciais, conforme ja descrito na literatura (Figueiredo et al.,
2008; Prado et al., 2022). Finalmente, o éster (Z)-2-lacnofilum também foi descrito
como o componente principal (21,2%) do 6leo essencial das partes aéreas de Conyza
bonariensis cultivada na Universidade de Atenas, Atenas, Grécia (Tzakou et al., 2005).
Assim, o presente estudo apresenta um 0leo essencial das partes aéreas de Conyza
bonariensis (L.) com perfil quimico inédito.

Atualmente, o cancer representa um importante problema de saude publica em
todo o mundo (Sharaf; Ziaee; Dahmardeh, 2023), e muitos esforcos sao feitos na
busca de novas terapias. Considerando a composi¢ao quimica do OECB, alguns de
seus constituintes quimicos apresentam propriedades antitumorais, como o a-pineno
(Hou et al., 2019), o B-pineno (Machado et al., 2022), o p-cimeno (Wang et al., 2021),
o limoneno (Ye et al., 2020; Mandal et al., 2022), o terpinen-4-ol (Nakayama et al.,
2017; Cao et al.,, 2022), o timol (Li et al., 2017; Elbe et al., 2020), o carvacrol
(Moradipour et al., 2022), o a-humuleno (Chen et al., 2019), o B-sesquifelandreno
(Tyagi et al., 2015), o 6xido de cariofileno (Delgado et al., 2021; Jo; Kim, 2022; Xiu et
al., 2022) e o composto majoritario, o éster (Z)-2-lacnofilum (Satyal et al., 2015).
Contudo, a literatura reporta a vantagem de obtencdo de um efeito sinérgico dos
componentes de 6leos essenciais em comparacdo aos efeitos bioldgicos desses
constituintes individualmente (Baptista-Silva et al.,, 2020). Assim, a atividade
antitumoral in vitro do OECB foi investigada em diferentes linhagens de células
malignas humanas.

Para tal, foi realizado o ensaio de reducao do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
i)-2,5-difenil tetrazolio (MTT), um dos testes colorimétricos mais utilizados para avaliar
citotoxicidade (Deepthi et al., 2023). O MTT € um sal amarelo hidrossolavel que, em
células viaveis, é convertido por agdo enzimatica ao sal formazan de cor purpura e
insolivel em agua. Desta forma, a quantidade de formazan formado é proporcional ao
namero de células vivas (Manimegalai et al., 2023).

No presente trabalho, a doxorrubicina (DXR) foi utilizada como droga padréo.
A DXR é uma antraciclina isolada da espécie Streptomyces peucetius var. caesius,
utilizada na quimioterapia antineoplasica, incluindo o tratamento de leucemias e
cancer de mama (Rawat et al.,, 2021). Além disso, esse farmaco é amplamente
utilizado como droga padréo em varios estudos in vitro, incluindo a investigacao dos

efeitos antitumorais de Oleos essenciais (lhsan et al., 2017; Aranha et al., 2019; Sousa
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et al., 2020; Salama et al., 2021; Tabanca et al., 2020). Entre 0s seus mecanismos de
acao antitumorais incluem-se a inibicdo da enzima topoisomerase Il, inducédo de
parada do ciclo celular, inducéo de estresse oxidativo (Sritharan; Sivalingam, 2021) e
modulacdo da atividade das Proteinas Cinases Ativadas por Mitdgenos (MAPKS)
(Brantley-Finley et al., 2003; Choi et al., 2008; Wei; Xiaojunb; Peilong, 2020), do Fator
Nuclear kappa B (NF-kB) (Chougule et al., 2011) e da Proteina Cinase B (PKB/AKT)
(Li et al., 2005).

No ensaio do MTT, o OECB apresentou significativo efeito antitumoral para
todas as linhagens celulares utilizadas, com a maior citotoxicidade sendo observada
em células de melanoma humano SK-MEL-28 (concentracao inibitdria média — Clso:
18,65 + 1,16 pg/mL). Células SK-MEL-28 sdo melandcitos malignos com mutagédo em
B-Rafv6%E (Scatena et al., 2019), obtidas inicialmente de um paciente de 51 anos
(Bonamy et al., 2023) e que sdo amplamente utilizadas para a investigacdo de novos
candidatos a drogas antimelanoma (Santos et al., 2020).

O melanoma cutaneo é o tumor maligno de maior relevancia entre os canceres
de pele, sendo responsavel pela maioria das mortes (Abarca; Chavez, 2023). Em
2020, aproximadamente 325.000 pessoas foram diagnosticadas com melanoma
cutaneo e aproximadamente 57.000 pacientes morreram desta doenca (Arnold et al.,
2022). Assim, novas terapias sdo necessarias para o combate ao melanoma e, nesse
cenario, 6leos essenciais tém sido investigados para o tratamento dessa doenca.

Petrelli e colaboradores (2016) investigaram o efeito antitumoral in vitro do 6leo
essencial das partes aéreas de Conyza floribundus e observaram significativa
citotoxicidade em linhagem de células de melanoma humano A375 com Clsp de 22,5
ug/mL. Também, os Oleos essenciais obtidos das folhas e raizes de Conyza
canadensis induziram significativo efeito antitumoral em um painel de linhagens de
células tumorais humanas, incluindo as células de melanoma UACC-62 com valores
de inibi¢ao total do crescimento celular (TGI) entre 42,2 e 73,0 ug/mL (Aragéo et al.,
2019). Em adicdo, o 6leo essencial das folhas de Etlingera elatior (Zingiberaceae)
apresentou citotoxicidade contra as linhagens de células de melanoma humano A375
e murino B16F10, com Clso de 241,13 pg/mL e 214,85 pg/mL, respectivamente
(Sangthong et al., 2022).

Apesar de ser a forma de tratamento mais utilizada contra o cancer, a

quimioterapia antineoplasica ndo é seletiva (Muhamad et al., 2018), ou seja, além de
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causar efeitos danosos as células tumorais, células sadias que se proliferam
rapidamente também podem ser afetadas (Blagosklonny, 2023) acarretando efeitos
adversos como perda de pelos, nausea, vOmito, diminuicdo da fertilidade e
mielossupressdo (Asqgarov; Bekmirzaeva; Usmanova, 2023). Desta forma, o
desenvolvimento de terapias seletivas para as células tumorais é crucial para a
reducdo da toxicidade associada ao tratamento (Saleh et al., 2023). Diante disso, a
avaliacé@o da citotoxicidade do OECB na linhagem de células sadias de pele humana
HaCaT (queratinécitos) permitiu a obtencao do indice de seletividade, a partir do qual
pode-se observar que o efeito citotoxico do OECB foi aproximadamente trés vezes
mais seletivo para células SK-MEL-28, quando comparado ao efeito deste 6leo sobre
as células sadias de pele utilizadas.

Assim, considerando as linhagens celulares utilizadas neste trabalho, os dados
obtidos permitem inferir que o OECB possui significativo efeito antitumoral in vitro mais
seletivo para linhagem de células de melanoma humano, quando comparado ao seu
efeito citotoxico em linhagem de células sadias de pele humana. Por outro lado, a
doxorrubicina, um farmaco de ampla utilizagcdo clinica no tratamento de diferentes
tipos de cancer, apresentou um indice de seletividade menor que um. De fato, por
mais que as pesquisas busquem drogas antitumorais com um melhor balanco entre
toxicidade e atividade biologica, a toxicidade desses compostos contra células néo
tumorais € uma caracteristica inerente dessas drogas que ainda precisa ser superada.
Isto explica a quantidade de efeitos adversos que s&o observados em pacientes em
tratamento do cancer. Portanto, a citotoxicidade de novas drogas em células néo
tumorais ndo limita a continuidade dos estudos na pesquisa da caracterizacdo de seus
efeitos contra o cancer (Sousa et al., 2023).

Ainda, considerando a toxicidade dos agentes antineoplasicos em células
sadias, sabe-se que diversos agentes quimioterapicos utilizados clinicamente
induzem hematotoxicidade, a exemplo da cisplatina (Cao et al., 2021). Para melhor
caracterizacdo da toxicidade do OECB, foi investigado o seu efeito em células
mononucleares de sangue periférico (PBMCs) humanas. As PBMCs, incluindo
monaocitos e linfécitos, sdo frequentemente isoladas para uso em pesquisas nao-
clinicas (Betsou et al., 2019), bem como em estudos de novos candidatos para a

terapia antitumoral (Hotota et al., 2019; Ciftci et al., 2022), sendo esta investigacdo um
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indicador relevante da toxicidade sistémica de produtos naturais em humanos
(Mektrirat et al., 2020).

A investigacdo dos efeitos de Oleos essenciais em PBMCs tem sido
frequentemente realizada (Silva et al., 2021; Yazdanian et al., 2022; Cappelli et al.,
2023), mostrando que este modelo experimental € Gtil na investigacdo de toxicidade
em células humanas sadias. O OECB induziu citotoxicidade contra PBMCs de
maneira dependente de concentracdo. No entanto, esse efeito toxico foi menor
comparado ao efeito observado para a droga padrao DXR. Alguns 6leos essenciais
compostos principalmente de monoterpenos e sesquiterpenos mostram citotoxicidade
contra PBMCs, como o Oleo essencial das folhas de Duguetia pycnastera
(Annonaceae) (Clso: 21,28 pg/mL) (Costa et al., 2022), o 6leo essencial das partes
aéreas de Satureja khuzistanica (Lamiaceae) (Clso: 28,21 pg/mL) (Khakzad et al.,
2019) e o 6leo essencial das folhas de Xylopia laevigata (Annonaceae) (Clso: 35,30
png/mL) (Quintans et al., 2013). Assim, o maior efeito citotoxico do OECB, rico em
monoterpenos e sesquiterpenos, em PBMCs (Clso: 2,68 pg/mL) pode estar
relacionado ao composto majoritario, o éster (Z)-2-lacnofilum, cuja citotoxicidade
neste modelo experimental ndo € relatada na literatura, ou ao fitocomplexo. Em
adicao, até o presente momento, ndo foram encontrados relatos na literatura sobre a
citotoxicidade de Oleos essenciais das partes aéreas de espécies do género Conyza
em PBMCs.

Para melhor caracterizar o efeito antimelanoma do OECB foram investigados
0S possiveis mecanismos de agdo antitumorais deste 6leo essencial na linhagem
celular mais sensivel a sua citotoxicidade, a SK-MEL-28. Considerando que a Clso
apos 72 h de tratamento (18,65 + 1,16 pg/mL) representa o efeito citotoxico maximo
do OECB nesta linhagem celular, o seu valor aproximado (20 pg/mL) e do seu dobro
(40 pg/mL) foram considerados como as concentracdes do OECB para tratamento
das células SK-MEL-28. Ainda, sabendo que 72 h € o tempo de observacao do efeito
final (morte celular), considerou-se, para a investigacdo do processo de inducéo de
morte, um tempo de tratamento reduzido, de 48 h.

O efeito antimelanoma de diversos Oleos essenciais e de alguns de seus
componentes ocorre por diversos mecanismos, incluindo alteragdo da distribuicao
celular nas diferentes fases do ciclo celular, inducédo da apoptose e modulacdo do
estresse oxidativo (Di Martili et al., 2020).
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O ciclo celular, dividido nas fases G1 e G2 (gap ou intervalo), S (sintese de
DNA) e M (mitose) (Johnson; Cook, 2023), € um processo rigidamente controlado que
leva a divisdo celular. No cancer, este evento encontra-se desregulado resultando em
proliferacao celular descontrolada. Assim, agentes que interferem no ciclo celular séo
considerados promissores para a quimioterapia antitumoral (Panda et al., 2019). Para
a investigacao do efeito do tratamento do OECB sobre a progressao do ciclo celular,
realizou-se a marcagéo das células SK-MEL-28 com o intercalador de DNA iodeto de
propideo (IP) seguido de analise por citometria de fluxo, o método mais utilizado para
analisar a transicdo do ciclo celular (Di Martili et al., 2020). A intensidade de
fluorescéncia emitida pelo IP ligado ao DNA permite a quantificacdo de DNA nas
células em cada fase do ciclo celular (Jayat; Ratinaud, 1993), sendo consideradas
células na fase GO/G1 aquelas com contetddo de DNA 2n, na fase S aquelas com
conteudo de DNA maior que 2n e menor que 4n, na fase G2/M as células com
conteudo de DNA 4n e a populacao sub-G1 as células com DNA sub-dipléide (< 2n)
(Hodroj et al., 2018).

O tratamento com o OECB por 48 h n&o induziu aumento significativo do
percentual de células em nenhuma das fases do ciclo celular. Contudo, observou-se
aumento significativo da populacdo sub-G1, como evidenciado para outros O6leos
essenciais (Bhagat et al., 2020; Hashem-Dabaghian et al., 2020; Trang et al., 2020).
As células da populacdo sub-G1 apresentam menor conteido de DNA devido a
fragmentacao do material genético (Chainumnim et al., 2022), o que é caracteristico
de células apoptéticas (Zhang et al., 2023b). Desta forma, considerando que o
aumento da fracdo sub-G1 na analise do ciclo celular esta relacionado a apoptose,
investigou-se também a possivel inducdo de apoptose pelo OECB.

A apoptose € um processo regulado de morte celular (Bock; Tait, 2020)
caracterizado por alterac6es celulares como degradacdo de proteinas, blebbing de
membrana e clivagem do DNA (Carneiro; El-Deiry, 2020). No céancer, as células
apresentam resisténcia a apoptose (Hanahan, 2022) e, desta forma, a inducdo deste
tipo de morte celular tem sido um dos principais objetivos na terapia antitumoral (Jan;
Chaudhry, 2019). Nessa perspectiva, a deteccdo da apoptose € uma importante
ferramenta no processo de desenvolvimento de novos farmacos anticancer (Carneiro;

El-Deiry, 2020) e, para isto, diversas técnicas podem ser utlizadas como a
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microscopia e a citometria de fluxo por marcacdo com anexina V-FITC e IP (D’arcy,
2019).

Em células viaveis, a fosfatidilserina, um fosfolipideo de membrana plasmatica,
encontra-se voltada para a face interna da membrana celular (Shin; Takatsu, 2020).
Células apoptoéticas externalizam a fosfatidilserina e isto € considerado uma
caracteristica marcante da apoptose (Shlomovitz; Speir; Gerlic, 2019). A anexina V
possui alta afinidade para a fosfatidilserina (Kira et al., 2023), enquanto o IP interage
diretamente com o DNA de células que perderam a integridade de membrana,
permitindo, desta forma, distinguir células em apoptose ou necrose (Hussain et al.,
2019). As células viaveis sdo negativas para marcacdo com anexina V-FITC e IP,
enquanto as células em apoptose inicial sdo marcadas apenas com anexina V-FITC
e as células em apoptose tardia/necrose exibem dupla marcagéo (anexina V-FITC/IP).
Ja as células necroticas marcam-se apenas com o IP (Twair et al., 2021).

Como observado na analise por citometria de fluxo, o tratamento com o OECB
induziu aumento do percentual de células em apoptose (apoptose inicial + apoptose
tardia/necrose). Esse tipo de morte celular é compartiihado por diversos 0leos
essenciais da familia Asteraceae. A apoptose induzida pelo 6leo essencial das folhas
de Tridax procumbens foi observada em células de melanoma murino B16-F10 e em
modelo de melanoma in vivo (camundongos) (Manjamalai; Kumar; Grace, 2012). Os
Oleos essenciais das flores e folhas de Artemisia arborescens foram capazes de
induzir o processo apoptoético (Russo et al., 2023). Em adigéo, o 6leo essencial de
Carpesium abrotanoides induz a apoptose pela via intrinseca em células de carcinoma
hepatocelular humano (HepG2) (Wang et al., 2018). Por fim, o 6leo essencial de
Conyza canadensis induziu apoptose em células da linhagem de céncer cervical
humano Hela (Si et al., 2022).

Para corroborar a apoptose induzida pelo OECB, células expostas a este 6leo
essencial foram analisadas por microscopia confocal a laser. As principais funcdes de
um microscopio confocal sdo produzir uma fonte pontual de luz e rejeitar a luz fora de
foco (Elliott, 2019). Para isto, 0 microscépio confocal utiliza lasers como fonte de luz,
substituindo a luz branca por um comprimento de onda especifico, restringindo a
iluminagdo a um pequeno ponto dentro do campo de visao (Jayamohanan, 2022), e
pontos focais estratégicos que garantem que apenas a fluorescéncia originada no

ponto focal seja capturada pelo detector, criando uma imagem com alta resolucao.
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Assim, a microscopia confocal pode ser usada para quantificar as intensidades e
investigar o arranjo espacial de moléculas fluorescentes com alta precisdo, o que é
atil para atribuir a localizacdo de moléculas a compartimentos celulares especificos
(Jonkman et al., 2020). A andlise das imagens obtidas na microscopia confocal a
laser, apos tratamento das células SK-MEL-28 com o OECB, permitiu a visualizacao
de alteracbes morfologicas caracteristicas do processo apoptotico, como
condensagao da cromatina, blebs de membrana e fragmentacdo do DNA. A
condensacao da cromatina e a formacédo de blebs de membranas culminam em
formacdo dos corpos apoptéticos que podem ser fagocitados. Como uma das
vantagens da apoptose, a fagocitose dos corpos apoptéticos previne o
desenvolvimento de um processo inflamatdério, o0 que mantém a integridade do tecido
subjacente (Kakarla et al., 2020). Diante destes resultados, pode-se inferir que o efeito
antimelanoma do OECB envolve inducéo da apoptose.

Prosseguindo com a elucidacdo dos mecanismos antimelanoma do OECB,
investigou-se o estado redox das células SK-MEL-28 ap0s tratamento com esse 6leo
essencial. Fisiologicamente, as Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) atuam como
moléculas sinalizadoras em vias de transducao de sinais intracelulares (Checa; Aran,
2022). No céancer, as células tumorais tém altos niveis de ROS (Yang; Chen; Shi,
2019) envolvidos em processos como a indugéo da proliferacéo celular e metastase,
inibicdo da apoptose (Sajadimajd; Khazaei, 2019) e estimulacdo da angiogénese
(Huang; Nan, 2019).

No melanoma, o estresse oxidativo estd envolvido em todas as fases do
desenvolvimento tumoral e modula as vias intracelulares relacionadas a proliferacéo
e morte celular (Di Martili et al., 2020). No entanto, aumentos adicionais na
concentragdo intracelular de ROS estdo envolvidos com danos irreparaveis e morte
de células tumorais (Kirtonia; Sethi; Garg, 2020). Agentes antineoplasicos como
doxorrubicina, metotrexato, cisplatina e topotecana induzem a apoptose de células
tumorais por indugéo de estresse oxidativo (Davalli et al., 2018; Albasher et al., 2019;
Sinha; Tokar; Bushel, 2020).

Para avaliar a indugéo de estresse oxidativo pelo OECB foi realizado o ensaio
com o diacetato de 2,7-diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA), que permite a
quantificacdo de ROS intracelulares a partir da fluorescéncia celular (Foo et al., 2019).
O DCFH-DA é uma sonda apolar e nao fluorescente, que atravessa livremente as
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membranas celulares. As esterases intracelulares clivam o DCFH-DA em DCFH, que
€ oxidado por ROS a DCF, uma molécula altamente fluorescente. Portanto, 0 nimero
de células fluorescentes € proporcional a quantidade de ROS intracelular (Javega et
al., 2023). Em adi¢céo, também foi realizado o ensaio de MTT na presenca ou auséncia
de N-acetilcisteina (NAC), uma molécula antioxidante (Sahasrabudhe; Terluk; Kartha,
2023). No ensaio do DCFH-DA, apés 48 h de tratamento com OECB, nédo foi
observada alteracéo significativa da produgcédo de ROS (dados ndo apresentados).
Assim, reduziu-se o tempo de incubac¢éo das células SK-MEL-28 com o OECB para
30 minutos, 1 h e 3 h. Como resultado, observou-se rapido e transitério aumento do
nivel de ROS apos o tratamento com 0 OECB. Para 0 ensaio na presenca ou auséncia
de NAC foi considerado o tempo de 72 h de tratamento, tendo em vista que o efeito
citotébxico maximo do OECB foi observado apés esse tempo de incubacdo. O pré-
tratamento com NAC na citotoxicidade do OECB, investigou-se reduziu
significativamente a citotoxicidade do OECB, corroborando o envolvimento de ROS
no efeito antitumoral induzido por este 6leo essencial.

Tem sido relatado que o aumento da producdo de ROS € um evento comum
na morte de células tumorais induzida por 6leos essenciais (Thalappil et al., 2022). De
fato, a inducdo do estresse oxidativo foi observada em células tumorais apés o
tratamento com esses produtos naturais. O 6leo essencial de Pinus mugo (Pinaceae)
induziu reducdo dos niveis intracelulares de glutationa (GSH) e aumento da
concentracdo de ROS em células da linhagem de adenocarcinoma de préstata
humano DU145, o que foi parcialmente prevenido pelo pré-tratamento com NAC
(Thalappil et al.,, 2022). Catalani e colaboradores (2017) observaram que a
citotoxicidade do Oleo essencial das partes aéreas de Pistacia lentiscus
(Anacardiaceae) em células FTC-133 (carcinoma folicular da tireoide humano) é
dependente do aumento da producdo intracelular de ROS. Ainda, Poma e
colaboradores (2018) demonstraram que o efeito do 6leo essencial dos ramos com
folnas de Grevillea rosmarinifolia (Proteaceae) sobre a viabilidade celular das
linhagens de células de carcinoma hepatocelular humano (HA22T/VGH, HepG2 e
Hep3B) e de cancer de mama triplo negativo humano (SUM 149 e MDA-MB-231) foi
reduzido apds pré-tratamento com NAC. Assim, o aumento na producdo de ROS
induzido pelo tratamento com o OECB é um mecanismo envolvido com o efeito

antitumoral deste 6leo essencial em células SK-MEL-28.
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Em adicao, tem sido evidenciado que o aumento de ROS esta envolvido com o
efeito antitumoral por ativacdo ou inativacdo de vias de sinalizacéo intracelulares,
incluindo a via das MAPKs (Zhao et al., 2023c), do NF-kB (Ahmadian et al., 2017) e
da PKB/AKT (Hussain et al., 2011). Diante disso, como analise preliminar do possivel
envolvimento destas vias de sinalizacdo intracelulares com o efeito antitumoral do
OECB, realizou-se o docking molecular em estruturas cristalograficas dessas
proteinas para obter os complexos proteina-ligante com o composto majoritario do
OECB, o EZ.

Docking molecular é a aplicacdo computacional que pode prever a interacéo e
a energia de ligacdo de certas moléculas a um alvo proteico especifico permitindo
identificar, dentre duas ou mais moléculas, aquela que apresenta maior afinidade de
ligacdo ao alvo. Na area de produtos naturais, este método torna-se uma ferramenta
interessante a ser usada para triagem virtual da possivel interacdo entre compostos
naturais e alvos envolvidos com doencas (Zubair et al, 2020), como o cancer (Cava;
Castiglioni, 2020). Diante disso, essa ferramenta foi utilizada para investigar a
probabilidade de ligacédo e as formas de interacdo entre o EZ, composto majoritario
do OECB, a DXR, utilizada como droga padréo, ou os ligantes disponiveis no Protein
Data Bank (PDB) ou encontrados na literatura (Barancik et al., 2001; Gorlick et al.,
2012; Homme et al., 2019; Paw et al., 2021), e as proteinas ERK1, JNK1, p38a MAPK,
PKB/AKT e NF-kB (p50/p65).

As vias de sinalizacdo das MAPKs estdo envolvidas em diversos processos
celulares, incluindo proliferacdo e sobrevivéncia (Ullah et al., 2023). No cancer, tem
sido relatado o papel dual dessas proteinas. Logo, o estimulo a atividade dessas
cinases pode estar envolvido a efeito pré ou antitumoral (Stefani et al., 2021; Lu et al.,
2020).

As proteinas ERK1 e ERK2 sdo expressas de forma ubiqua e ndo ha diferencas
significativas de regulacdo e localizacdo celular entre elas (Busca; Pouysségur;
Lenormand, 2016). Neste trabalho, foi realizada a analise do docking molecular entre
0 EZ e a proteina ERK1. O resultado do estudo in silico mostrou que ha interacéo
favoravel entre o0 EZ e essa proteina por meio de residuos de aminoacidos que
também contribuem para a interacdo desse alvo com a droga padrédo DXR (Ala35) ou
com o ligante do PDB (Ala35 e Leul70). Nao foram encontrados dados de docking

molecular entre ERK1 e o éster metilico de matricaria ou outros compostos
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estruturalmente semelhantes ao EZ. Contudo, a literatura reporta estes dados para
compostos de outras classes quimicas. Nagalakshmamma e colaboradores (2021)
desenharam e sintetizaram compostos derivados da bisuréia @ 1,4-
diisocianatobenzeno, nomeadamente 3a-3j. Os compostos apresentaram significativo
efeito antitumoral in vitro frente a linhagem de células tumorais HelLa. No estudo de
docking molecular foi observado que os derivados 3d e 3e, 0os mais citotoxicos frente
a linhagem celular utilizada, apresentaram encaixe com a proteina ERK por meio de
residuos de aminoacidos que incluem Ala35 e Leul70. Assim, com base nos dados
dessa técnica, a interacdo entre 0 EZ e ERK demonstra que esta proteina € um
potencial alvo para a investigacdo dos possiveis mecanismos de acao antimelanoma
do OECB.

O papel da JNK no crescimento e na sobrevivéncia do melanoma tem sido
relatado, com a JNK1 emergindo como a principal isoforma na regulacdo da
progressao do ciclo celular e da apoptose (Alexaki; Javelaud; Mauviel, 2008). Assim,
investigou-se as possiveis interagbes moleculares entre o EZ e esta proteina. Os
resultados do estudo in silico mostraram que o EZ foi capaz de interagir com a proteina
JNK1 em residuos de aminoacidos que também estdo envolvidos no acoplamento da
DXR (Ala53, Ile32 e Vall58) ou do ligante do PDB (Ala53, Ile32, Val158 e Metl111) a
esse alvo. Em adicdo, o EZ apresentou maior valor de probabilidade de ligacéo
guando comparado ao ligante do PDB. N&o foram encontrados na literatura dados de
interagdo molecular in silico entre JNK1 e o éster metilico de matricaria ou outros
compostos estruturalmente semelhantes ao EZ. Contudo, a literatura reporta estes
dados para outras substancias. Semelhante ao observado no presente trabalho, os
resultados de Sugara e colaboradores (2021), evidenciaram que novas haloxantonas,
codificadas como 3CX, 10CX, 5BX e 4BX, projetadas visando potencial atividade
antitumoral, acoplaram a JNK e que essa interacdo envolveu aminoacidos que
participaram da interacdo entre o EZ e essa proteina (Ala53, lle32, Vall58, LeullO,
Metlll e Glul09). Assim, diante dos resultados apresentados no presente trabalho,
a proteina JNK1 mostra-se um potencial alvo para a investigagdo dos possiveis
mecanismos de agao antitumorais do OECB.

Atualmente, sdo conhecidas quatro isoformas da p38 MAPK, sendo p38a,
p38B, p38y e p38d (Ma; Nicolet, 2023). A p38y possui uma distribuicdo tecidual

consideravelmente restrita, sendo encontrada principalmente na musculatura estriada
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esquelética (Denkert et al., 2002). Em células do melanoma, a isoforma p386 MAPK
nao é expressa (Lopez-Bergami, 2011). Por fim, as isoformas p38a e p38B sao
encontradas em todos os tecidos (Qi; Chen, 2023). A andlise do papel das isoformas
p38a e p38PB na linhagem celular de melanoma humano A375, evidenciou que apenas
a p38a MAPK desempenha um papel crucial na regulacao da proliferacéo e migracéo
dessas células (Wen et al., 2019). Assim, considerando-se o potencial da p38a MAPK
no desenvolvimento e manutencdo do melanoma, investigou-se as possiveis
interacdes moleculares entre o EZ e esta isoforma da p38 MAPK. Foi observada uma
interacao favoravel entre o0 EZ e a p38a MAPK no residuo de aminoacido GIn120, que
esta envolvido na interacdo do DXR com essa proteina. Da mesma forma, Leu216 e
Vall17, envolvidos na ligagcdo do EZ, também estdo envolvidos na interagdo entre a
p38 MAPK e o0 (4-(4-fluorofenil)-2-(4-metilsulfonilfenil)-5-(4-piridil)-imidazol)
(SB203580), um inibidor especifico dessa proteina (Barancik et al., 2001). Nao foram
encontrados dados de docking molecular entre compostos estruturalmente similares
ao EZ. Contudo, encontram-se dados na literatura da interacdo da p38a MAPK e
outros compostos. Shankar et al. (2021) investigaram a interacdo entre a
agastisflavona, um composto fitoquimico encontrado em Anacardium occidentale
(Anacardiaceae), e a p38a MAPK. Esses pesquisadores observaram que ha ligacéo
entre a agastisflavona e a p38a MAPK por meio da interagdo com o Pro153, que
também participa da ligacdo entre o EZ e essa proteina. Assim, diante do exposto,
pode-se sugerir que a proteina p38 MAPK também é um potencial alvo para a acdo
antitumoral do OECB.

A proteina PKB/AKT regula diversos eventos celulares, incluindo proliferacao
celular e angiogénese (lida et al., 2020). No cancer, tem sido relatado o seu efeito pro
ou antitumoral (Li et al., 2019; Sun et al., 2019). Para este alvo, 0 EZ apresentou
valores significativos de energia de interacéo, indicando acoplamento favoravel. Esta
interacdo envolveu residuos de aminoacidos que também participam da interagéo
entre a molécula 8-[4-(1-aminociclobutil)fenil]-9-fenil-2H-[1,2,4]triazolo[3,4-
f][1,6]naftiridina-3-ona (MK-2206), utilizada no presente estudo como molécula padréo
de interacdo com a PKB/AKT, e essa proteina (Tyr316, Leu348, Leu317, Val331,
Ala318, Lys277, Val338 e Glu279). Nao foram encontrados dados de docking
molecular da interacdo entre o éster metilico de matricaria ou outros compostos

estruturalmente relacionados ao EZ, e a PKB/AKT. Entretanto, encontram-se
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disponiveis resultados de testes in silico desta interacdo para outros compostos, como
a Brevilina A. Esta molécula foi isolada do Centipeda minima (Asteraceae) e possui
significativa atividade antitumoral, interagindo com a PKB/AKT em residuos de
aminoacidos como Lys277 (Ramdhani; Mustarichie, 2021) que também integra o
grupo de aminoacidos que participam da interacdo entre o EZ e esse alvo. Esse
residuo de aminoacido também participa da interacdo entre a epirrubicina, uma
antraciclina utilizada para o tratamento de canceres como o de mama (Vallathol et al.,
2023), e a PKB/AKT (Ramdhani; Mustarichie, 2023a). Outro composto com
significativa atividade antitumoral, a pelargonidina, encontrada em frutas vermelhas
ou rosadas, interage com PKB/AKT em residuos que incluem Leu317 e Lys277
(Ramdhani; Mustarichie, 2023b). Assim, diante dos dados de docking molecular
apresentados no presente trabalho, pode-se inferir que 0 OECB também apresenta
como potencial alvo a proteina PKB/AKT.

O NF-kB é um fator de transcricdo que participa de importantes funcdes
celulares como proliferacdo, diferenciacdo e apoptose (Wang et al., 2023b). As
subunidades do NF-kB formam homo ou heterodimeros, sendo o heterodimero
p50/p65 0 mais comum (Catheline et al., 2021). Atualmente, diversas evidéncias
apontam para o papel dual do NF-kB no cancer (Wu; Sun; Xu, 2023). Diante disso,
investigou-se as possiveis interacdes moleculares entre 0 EZ e o NF-kB em sua forma
heterodimérica p50/p65. Quanto a predicdo de acoplamento entre o0 EZ e 0 NF-kB
(p50/p65), foi possivel observar que houve interacéo favoravel entre esse ligante e o
alvo investigado, com residuos de aminoacidos envolvidos neste acoplamento
também participando da interacédo entre a DXR e o NF-kB (p50/p65) (Cys120, Arg187
e Tyr36). O EZ apresentou maior afinidade de ligagdo com o NF-kB (p50/p65), quando
comparado a afinidade de ligagdo do ligante 4-metil-N1-(3-fenilpropil)benzeno-1,2-
diamina, utilizado em nosso estudo como molécula padrao de interacdo com o NF-kB
(p50/p65), a essa proteina. Nao foram encontrados na literatura resultados de docking
molecular entre 0 NF-kB e o éster metilico de matricaria ou outros compostos
estruturalmente semelhantes ao EZ. Todavia, existem dados de estudos in silico da
interacdo entre o NF-kB e outros tipos de compostos. No trabalho de Shiroma e
colaboradores (2020), apds triagem virtual, o0 composto A55 (acido 2-(3-carbamoil-6-
hidroxi-4-metil-2-oxopiridin-1(2H)-il)acético) foi identificado como um inibidor seletivo
da ligacdo RelA(p65)-DNA. O resultado de docking molecular, mostrou que esse



128

composto interagiu com o residuo Tyr36 de NF-kB, que também esta envolvido com
a interacao entre o EZ e esse alvo proteico.

Zazeri e colaboradores (2020), na busca por sintetizar analogos estruturais da
piperina e piperlongumina (PPL), alcaloides encontrados em Piper longum (Kumar;
Saini; Kumari, 2022) e que apresentam diversas atividades biolégicas como efeito
antitumoral (Quijia; Chorilli, 2022; Lin et al., 2023), obtiveram uma série de novas
substancias. No estudo in silico, além dos compostos naturais piperina e PPL, 0s
compostos sintetizados exibiram interacdo com o NF-kB. A interagéo entre a PPL e 0
NF-kB envolveu todos os residuos que também estdo relacionados com a interacao
do EZ e essa proteina (Cys120, Argl87, Tyr36, Leul54, Phe34 e Aspl85). Sabe-se
que a atividade antitumoral da PPL envolve modulagdo do NF-kB (Ginzburg et al.,
2014). Ja a interagdo da piperina com essa proteina envolveu apenas o residuo
Argl87. Dentre os analogos, destacou-se o composto nomeado 4a, cuja interacéo
com o alvo molecular envolveu os residuos Cys120, Arg187, Tyr36, Leul54 e Asp185.
Diante dos resultados de docking molecular obtidos no presente trabalho, pode-se
sugerir que a proteina NF-kB € um potencial alvo para a investigacdo do efeito
citotéxico do OECB.

Os resultados obtidos no estudo de docking molecular mostraram-se
promissores. Diante disso, para a continuidade dos ensaios de investigacdo dos
possiveis mecanismos de acdo antimelanoma do OECB, foram realizados testes in
vitro para avaliar o efeito desse 6leo essencial sobre a atividade dessas proteinas.

Para a investigacdo sobre a modulacéo da atividade das MAPKSs induzida pelo
OECB, as células SK-MEL-28 foram marcadas com anticorpos anti-MAPKs e
analisadas por citometria de fluxo apds 48 h de tratamento com esse 6leo essencial.
Em adicdo, para melhor caracterizar o envolvimento da modulagdo das vias de
sinalizacao dessas proteinas no efeito citotoxico desse 6leo essencial, realizou-se o
ensaio do MTT na presenca ou auséncia de inibidores dessas proteinas. Neste
ensaio, assim como no ensaio na presenca ou auséncia de NAC, foi considerado o
tempo de 72 h de tratamento, tendo em vista que o efeito citotéxico maximo do OECB
foi observado apés esse tempo de incubacao.

O tratamento das células SK-MEL-28 com o OECB induziu a ativacdo das
proteinas ERK1/2 e JNK1/2, conforme evidenciado pelo aumento do percentual de
células fluorescentes, marcadas com os anticorpos anti-ERK1/2 e anti-JNK1/2. Em
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adicao, confirmando que o efeito antitumoral do OECB envolve a ativacao dessas vias
de sinalizacéo intracelulares, o pré-tratamento com os inibidores de ERK (U0126) e
JNK (SP600125), preveniu parcialmente a citotoxicidade desse 6leo essencial.

Tal mecanismo de agéo antitumoral também é compartilhado com outros 6leos
essenciais. Apos tratamento de células de linhagem de carcinoma epiderméide oral
humano (KB) com o 6leo essencial das partes aéreas de Artemisia lavandulaefolia
(Asteraceae) foi evidenciada inducao de apoptose, tendo sido observado aumento da
fosforilacdo de ERK e JNK (Cha; Kim; Kim, 2010). Também, o 6leo essencial das
folhas de Pinus densiflora (Pinaceae) induziu apoptose de células de linhagem de
cancer oral humano (YD-8), o que envolveu a ativacdo de ERK e JNK, geracédo de
ROS e ativacdo de caspases (Jo et al., 2012). Ainda, o 6leo essencial das folhas de
Teucrium alopecurus (Poaceae) induziu citotoxicidade em células de linhagem de
cancer de colon humano (HCT-116) por ativacdo de ERK e JNK (Guesmi et al.,
2021a), o que também foi observado no efeito antitumoral in vitro do éleo essencial
das partes aéreas de Thymus hirtus sp. algeriensis (Lamiaceae) sobre essa linhagem
celular (Guesmi et al., 2021b). Tem sido reportado na literatura que ROS estao
envolvidas com a ativacdo de ERK1/2 (Sugiura; Satoh; Takasaki, 2021) e de JNK
(Wang et al., 2022) e que o efeito pré- ou antiapoptotico das MAPKs é dependente do
tipo celular e da natureza dos estimulos ativadores dessas proteinas (Yue; Lopez,
2020; Sugiura; Satoh; Takasaki, 2021). A apoptose induzida por ERK1/2 pode estar
associada a liberacao do citocromo c e ativacdo da caspase-9, ativacdo da caspase-
8, promocédo da expressdo de ligantes do receptor de morte da via extrinseca da
apoptose (Sugiura; Satoh; Takasaki, 2021) e aumento dos niveis de p53 e a
modulacdo positiva dessa proteina (Persons et al., 2000; Yue; Lopez, 2020). A INK
pode induzir apoptose por ativacdo da p53 (Fuchs et al., 1998; Yue; Lopez, 2020) e
ativacdo da apoptose extrinseca por inducdo da expressao do ligante Fas (FasL) e
ativacao do receptor de morte Fas. Também, JNK pode induzir a degradacéo de Bcl-
2 e a ativacao da caspase 9 (Xu; Hu, 2020). Assim, pode-se sugerir que a apoptose
induzida pelo OECB em células SK-MEL-28 esta envolvida a ativacao das proteinas
ERK1/2 e INK1/2 que, por sua vez, estdo sendo moduladas positivamente pelas ROS
geradas apdés tratamento com esse 0leo essencial.

Quanto a proteina p38 MAPK, o tratamento com o OECB reduziu o percentual
de células marcadas com os anticorpos anti-p38 MAPK e, no ensaio do MTT, o pré-
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tratamento com o inibidor de p38 MAPK (PD 169316) aumentou significativamente a
citotoxicidade do OECB. A inibicdo da atividade da p38 MAPK envolvida com o efeito
antitumoral de dleos essenciais tem sido relatada na literatura. O efeito antitumoral
dos oleos essenciais de bergamota, obtidos a partir da raspagem da casca do fruto
da espécie Citrus bergamia (Rutaceae), sobre células da linhagem de neuroblastoma
humano SH-SY5Y, envolve a inibicdo de p38 MAPK (Navarra et al., 2015). De forma
semelhante, o 6leo essencial das raizes de Saussurea lappa (Asteraceae) induziu
apoptose de células de linhagens de carcinoma hepatocelular humano (SMMC-7721
e Hep3B) por inibicdo da p38 MAPK, de forma dependente de concentracédo (Lin et
al., 2016). Por fim, a literatura reporta um crosstalk entre as proteinas JNK e p38
MAPK, esta Ultima sendo regulada negativamente pela JNK (Yue; Lépez, 2020).
Diante disso, e considerando o efeito antiapoptotico da p38 MAPK (Yue; Lépez, 2020),
pode-se sugerir que a apoptose das células SK-MEL-28 apés o tratamento com o
OECB pode envolver mecanismo inibitério da p38 MAPK pela JNK.

Prosseguindo com a elucidacdo dos mecanismos de acdo antimelanoma do
OECB, a marcacdao das células SK-MEL-28 com anticorpos anti-PKB/AKT e citometria
de fluxo, foi evidenciada ativacdo da proteina PKB/AKT ap0s o tratamento com o
OECB. Este mecanismo de ac¢ao antitumoral também foi observado para diferentes
fracGes do 6leo essencial de resinas de goma de Boswellia sacra (Burseraceae) em
células Panc-28 (adenocarcinoma pancreatico humano). Neste trabalho, observou-se
que os niveis da expressdo de PKB/AKT fosforilada aumentaram rapidamente, com
pico em 15 minutos de tratamento. Posteriormente, foram observadas diminuicdes
graduais dessa expressao e, apés 2 horas de tratamento, os niveis de PKB/AKT ativa
foram estatisticamente iguais aos grupos nao tratados (Ni et al., 2012). Tem sido
evidenciado que a ativacdo de PKB/AKT pode ser mediada por ROS e que esta
proteina esta envolvida com inducéo de estresse oxidativo em células tumorais (Shiau
et al., 2022). Diante disso, é possivel sugerir que a ativacdo da via de sinalizacdo da
proteina PKB/AKT esta envolvida com o efeito antitumoral in vitro do OECB.

Por fim, a marcacgéo das células SK-MEL-28 com anticorpos anti-NF-kB (p65)
e posterior andlise por citometria de fluxo, mostrou que este 6leo essencial induz a
ativacdo dessa proteina. Tal efeito também foi observado em células KB apos
tratamento com o 6leo essencial de Artemisia capillaris (Asteraceae). Neste estudo,

observou-se a degradacao do IkBa citosélico, 0 aumento da translocagéo nuclear da
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proteina RelA (p65), bem como o aumento da ligacdo do NF-kB ao DNA apés
tratamento das células KB com esse 6leo essencial (Cha et al., 2009). Em adicéao,
moléculas isoladas de 6leos essenciais também tém demostrado efeito antitumoral
por inducdo da ativagdo do NF-kB. O efeito antitumoral do limoneno, um dos
monoterpenos constituintes do OECB, em células da linhagem de linfoma murino
BW5147 envolveu o aumento da translocacdo nuclear do NF-kB (Manuele et al.,
2009). Ainda, o alcool patchouli obtido do 6leo essencial de Pogostemon cablin
(Lamiaceae) apresentou significativa citotoxicidade frente células das linhagens HCT-
116 e SW480 (adenocarcinoma de colon humano) por aumento da atividade
transcricional do NF-kB. Em adigao, por western blot, também foi observado aumento
significativo do nivel de p65 no nucleo de células HCT-116, corroborando o
envolvimento da ativacdo da via do NF-kB no efeito antitumoral do alcool patchouli
(Jeong et al., 2013). Dados da literatura demonstram que o estresse oxidativo esta
envolvido com a ativacdo do NF-kB (Wei et al., 2016) e que a ativacdo dessa via de
sinalizacdo esta envolvida com a inducdo de apoptose em células tumorais por
envolvimento da via extrinseca apdés induzir do aumento da expresséo do receptor de
morte 4 (DR4) (Jin et al., 2005). Por fim, reporta-se que a PKB/AKT modula
positivamente o NF-kB (Lingappan, 2018). Diante disso, pode-se sugerir que o
estresse oxidativo causado pelo tratamento com o OECB pode estar envolvido a
ativacado da via do NF-kB e que este efeito também pode estar associado a atividade
da PKB/AKT, ativada apds tratamento com esse 6leo essencial.

Diante do exposto, é possivel sugerir que o OECB exerca efeito antimelanoma
in vitro por inducdo da apoptose mediada pela modulacdo, dependente de estresse
oxidativo, da atividade de ERK1/2, JNK, p38 MAPK, PKB/AKT e NF-kB.

O desenvolvimento de novos medicamentos é um processo de mdultiplas
etapas, baseado na identificacdo de candidatos a drogas e na avaliacdo da eficacia
terapéutica e seguranca, o que inclui ensaios da pesquisa nao-clinica (Deore et al.,
2019). Neste contexto, os testes de toxicidade n&o-clinica de compostos bioativos
permitem a investigacdo de efeitos toxicos em ceélulas e/ou modelos animais,
destacando-se o modelo de peixe-zebra (Adhish, Manjubala, 2023).

Os peixe-zebra (Danio rerio), do inglés zebrafish, sdo organismos nativos do
sul asiatico (Alestrém et al., 2020), pertencentes a familia Cyprinidae (Campos-
Sanchez, Esteban, 2020). O genoma destes animais possui cerca de 70% de
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homologia com o0 genoma humano (Howe et al., 2013; Patton; Zon; Langenau, 2021),
apresentando-se como um ensaio de toxicidade altamente sensivel (Dubey et al.,
2013) e adequado para investigacdo da acao de substancias quimicas no organismo
(Macrae; Peterson, 2023).

Atualmente, diversos ensaios de toxicidade em peixe-zebra encontram-se
disponiveis e incluem o teste de toxicidade aguda de embrido de peixe (FET)
(Chahardehi; Arsad; Lim, 2020) validado pela Organizagcdo para a Cooperacéo e
Desenvolvimento Econémico (OECD, do inglés “Organisation for Economic Co-
operation and Development”) sob teste n°® 236 (OECD, 2013). Neste teste, para
avaliacdo da toxicidade aguda, as larvas de peixe-zebra, com algumas horas pos-
fertilizacdo (hpf) sdo acondicionadas em placas de 96 pocos (Deore et al., 2019) e
expostas a candidatos a farmacos ou outras substancias quimicas por um periodo de
96 h. A cada 24 h de exposicao, endpoints de letalidade s&o avaliados. No final do
periodo de exposicéo, a Concentracao Letal média (LCso) pode ser calculada (OECD,
2013).

O presente estudo fornece a avaliagao da toxicidade do OECB em embrides e
larvas de peixe-zebra. Nenhuma mortalidade de embrides ou larvas foi observada
para as menores concentracdes do OECB (0,50 e 0,75 pg/mL) ap6s 96 h de
exposicdo. No entanto, concentracbes crescentes desse Oleo essencial foram
relacionadas a mortalidade de maneira dependente da concentragdo, conforme
observado para outros 6leos essenciais (Mektrirat et al., 2020; Akermi et al., 2022).

Além disso, a concentragdo letal mediana (CLso) foi considerada baixa (1,20
png/mL). No entanto, resultados semelhantes relacionados a alta toxicidade no modelo
peixe-zebra foram registrados para outros Oleos essenciais de diferentes espécies,
incluindo Zingiber ottensii (Zingiberaceae) (CLso: 1,00 pg/mL), composto
principalmente de monoterpenos e sesquiterpenos (Thitinarongwate et al., 2021), e
Cupressus sempervirens (Cupressaceae) (Clso: 6,60 pg/mL) cujo composto
majoritario € o a-pineno, um monoterpeno (Howe et al., 2013). Nao foram encontrados
resultados de embriotoxicidade em peixe-zebra em relagdo ao EZ, o principal
composto do OECB. Além disso, este é o primeiro relato de toxicidade do 6leo
essencial da espécie Conyza bonariensis neste modelo experimental.

Em adicéo, ecloséo retardada, edema de saco vitelino, edema pericardico e

coagulacédo sanguinea foram observados em embrides expostos a concentracdes de


https://www.nature.com/articles/s41573-021-00210-8#auth-E__Elizabeth-Patton
https://www.nature.com/articles/s41573-021-00210-8#auth-Leonard_I_-Zon
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0,5-1,25 pg/mL do OECB. Da mesma forma, o 6leo essencial das partes aéreas de
Leonurus japonicus (Lamiaceae), rico em fitol e 6xido de (-)-cariofileno, induziu efeitos
como edema do saco vitelino, coluna curvada, hemorragias dispersas no saco vitelino
edemaciado, desenvolvimento cardiaco incompleto e edema pericardico (HE et al.,
2018). Piasecki e colaboradores (2021) observaram caudas encurtadas apoés
exposicao de embrides ao Oleo essencial de Cymbopogon nardus (Poaceae). Além
disso, embrides tratados com 6leo essencial de Cymbopogon winterianus (Poaceae)
mostraram caudas ligeiramente encurtadas e alteracdes cardiacas leves. Em adic¢éo,
embribes tratados com o 6leo essencial de Cymbopogon citratus (Poaceae) e
Cymbopogon martini (Poaceae) mostraram desenvolvimento ligeiramente retardado e
caudas encurtadas, respectivamente. Todos esses O6leos essenciais possuem
monoterpenos como compostos majoritarios, como o geraniol e o citronelol. Em
concentracfes mais baixas, todos eles contém limoneno (0,7-10%) (Piasecki et al.,
2021). Nota-se, portanto, a significativa sensibilidade desses organismos a acao de
substancias quimicas, facilitando a busca de informac6es sobre a toxicidade dos 6leos
essenciais, o que contribui para o desenvolvimento de potenciais medicamentos.

Também foi investigado o efeito do OECB na atividade das enzimas lactato
desidrogenase (LDH), glutationa transferase (GST), acetilcolinesterase (AChE),
glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) em larvas de peixe-zebra.

A AChE é responsavel pela hidrélise da acetilcolina (ACh) (Asghar et al. 2020),
uma molécula neurotransmissora que desempenha um papel importante nos sistemas
nervoso central e periférico (Haridevamuthu et al., 2022). O OECB (0,12, 0,25 ou 0,50
pg/mL) reduziu a atividade da AChE, indicando uma provavel toxicidade no sistema
colinérgico. A diminuicdo da atividade dessa enzima é relatada quando ha aumento
do estresse oxidativo (Pullaguri et al., 2019).

As células precisam de energia para reparar o estresse oxidativo. A LDH
envolve uma via anaerdbica para atender a demanda de energia, portanto, o aumento
da atividade da LDH pode ser usado como um biomarcador para o estresse oxidativo
(Haridevamuthu et al., 2022). O OECB (0,25 ou 0,50 pg/mL) aumentou a atividade da
LDH, o que pode estar relacionado ao alto requerimento de energia nas larvas de
peixe-zebra expostas ao tratamento (Lisboa et al., 2020).

A CAT é uma enzima antioxidante que converte peréxido de hidrogénio (H202)
em agua e oxigénio (Loughland et al., 2022). CAT é uma eliminadora de ROS que
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reduz a concentracéo intracelular de H202 (Félix et al., 2021). O OECB (0,12, 0,25 ou
0,50 pg/mL) induziu aumento na atividade da CAT, sugerindo um mecanismo protetor
contra um possivel efeito oxidativo toxico (Félix et al., 2023).

As enzimas GPx e GST pertencem a familia de enzimas relacionadas a
glutationa presentes no sistema de defesa antioxidante do organismo (Haridevamuthu
et al., 2022). Portanto, o aumento da atividade de GPx e GST, observado apos a
exposicdo ao OECB (0,25 ou 0,50 pg/mL, para ambas), pode estar associado ao
aumento da capacidade antioxidante (Lisboa et al., 2020).

Juntos, estes resultados indicam um desequilibrio redox com modulacédo da
atividade de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo, possivelmente na tentativa
de contrabalancear um possivel aumento na producdo de ROS induzido pelo OECB.

Os resultados apresentados mostram a significativa atividade antitumoral in
vitro de um 6leo essencial inédito de Conyza bonariensis contra linhagens de células
malignas humanas e toxicidade em modelo de peixe-zebra. Essas descobertas
encorajam mais testes para a melhor caracterizagdo do perfil de toxicidade e da

atividade antimelanoma desse 6leo essencial.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que o 6leo essencial das
partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB) apresentou como composto majoritéario
o éster (2)-2-lacnofilum e efeito antitumoral in vitro, em especial em linhagem celular
SK-MEL-28 (melanoma humano), e que a citotoxicidade foi mais seletiva para a
linhagem de células SK-MEL-28 em comparacéo com a linhagem n&o tumoral HaCaT
(queratinocitos humanos). Em adicdo, é possivel concluir que este 6leo essencial
apresentou citotoxicidade dependente de concentracdo em células mononucleares de
sangue periférico (PBMCs) humanas.

Conclui-se que o OECB apresentou efeito antimelanoma in vitro por indugao de
apoptose dependente da indugao de estresse oxidativo via aumento da producéo de
Espécies Reativas de Oxigénio (ROS). No estudo do docking molecular, 0 composto
majoritario do OECB, éster (Z)-2-lacnofilum, apresentou interacdo favoravel com as
Proteinas Cinases Ativadas por Mitégeno (MAPKs) ERK1, JNK1 e p38a MAPK, com
a proteina cinase B (PKB/AKT) e com o Fator Nuclear kappa B (NF-kB; p50-p65). Em
adicao, experimentos de citometria de fluxo e a utilizacdo de inibidores das MAPKs
permitem concluir que o efeito antimelanoma in vitro do OECB esta associado ao
aumento da atividade das proteinas ERK, JNK, PKB/AKT e NF-kB, e reducédo da
atividade de p38 MAPK (Figura 34).

Por fim, conclui-se que o OECB induziu toxicidade aguda em embrides e larvas
do peixe-zebra e alteracéo da atividade de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo

em larvas de peixe-zebra.



137

Figura 34. Mecanismos de acdo do 6leo essencial das partes aéreas de Conyza bonariensis (OECB)

em células SK-MEL-28
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O OECB induz apoptose em células SK-MEL-28 (melanoma humano) dependente da geracdo de Espécies
Reativas de Oxigénio (ROS). O efeito antimelanoma in vitro do OECB ¢é dependente da indugdo da atividade da
Proteina Cinase Regulada por Sinal Extracelular (ERK), da Proteina Cinase N-terminal c-Jun (JNK), da Proteina
Cinase B (PKB/AKT) e do Fator Nuclear kappa B (NF-kB), e inibicdo da atividade da Proteina Cinase Ativada por
Mitégeno p38 (p38 MAPK). Sugere-se que a ativagdo das proteinas ERK, JNK, p38 MAPK e NF-kB seja mediada
pelas ROS geradas apés o tratamento com o OECB. Em adicdo, sugere-se que a ativacdo da JNK module

negativamente a atividade antiapopt6tica da p38 MAPK.
Fonte: Elaborado pelo autor
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APENDICE 1 - Cromatograma do 6leo essencial das partes aéreas de Conyza
bonariensis (OECB)
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APENDICE 2 - 'H RMN do 6leo essencial das partes aéreas de Conyza
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ANEXO 1 - Certiddo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade

Federal da Paraiba (UFPB) para peixe-zebra (Danio rerio)

Universidade Universidade Federal da Paraiba

Federal da @ Comisséo de Etica no
Paraiba ceua Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AVALIACAD DA TOXICIDADE DE PRODUTOS MNATURAIS E SINTETICOS
BIOATIVOS COM POTENCIAL ATIVIDADE ANTITUMORAL EM MODELO DE PEIXE-ZEBRA (Danio rerio]”, protocolada sab o
CEUA n® 5391250222 1o oeas7e, Sob a responsabilidade de Marianna Vieira Sobral e equipe; Rafael Carfos Ferreira -
gue envolve a producdo, manutengdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao file Chordata, subfilo Vertebrata
{exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de
ogutubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem coma com as normas editadas pelo Conselho
Macional de Contrele da Experimentacdo Animal (COMCEA), e foi APROVADA pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPE) na reunido de 25/03/2022.

We certify that the propasal "TOXICITY ASSESSMENT OF BIOACTIVE NATURAL AND SYNTHETIC PRODUCTS WITH
POTENTIAL ANTITUMOR ACTIVITY IN ZEBRAFISH MODEL (Danio rerio)”, utilizing 1600 Fishes [males and females),
protocal number CEUA 5391250222 (o oo1570, under the responsibility of Marianna Vieira Sobral and team; Rafael
Carlos Ferreira - which involves the preduction, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum
Chardata, subphylum WVertebrata (except human beings), for scientific research purpases or teaching - B in
accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of july 15, 2009, as well as with the rules issued by the
Mational Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA], and was APPROVED by the Ethic Committes on
Animal Use of the Federal University of Paraiba (CEUA/UFPE) in the meeting of 03/25/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Academical

Vighncia da Proposta: de 03/2022 a 02/2025  Area: Ciéncias Farmacguticas

Origem: Unidade de Producao de Organismos Modelo Nao Convencionais (UniPOM)
Espécie:  Peixes sexo: Machos e Fémeas  idade: 1 a 3 horas Quantidade: 1600
Linhagem: Danio rerio Peso: Oalg

Joaa Pessoa, 02 de maio de 2023

Woaet ClomZF 110t

Prof. Dr. Luiz Henrigue César Vasconcelos Profa. Dra. Glaucia Verissimo Faheina Martins
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice Coordenadora da;?rrnn;?sau de Hica no Uzo de
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba

Cidade Universitdria, sin - Castelo Branoo B Prédio da Redtoria - Gabinete da Vicereftoris < CEF 58051-08% « jnio PessoafPE - ek 55 (B3)
32167155
Horario de atendimento: 29 s 69 das 14 &5 17h @ e-mail: sistema_ceusigaviss wiph.br
CELIA N 5391330222
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UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE W“\“
FEDERAL DA PARAIBA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO DA TOXICIDADE DE PRODUTOS NATURAIS E SINT_ETICOS BIOATIVOS
EM CELULAS MONONUCLEARES DE SANGUE PERIFERICO (PBMC) DE
VOLUNTARIOS SADIOS

Pesquisador: MARIANNA VIEIRA SOBRAL CASTELLO BRANCO
Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 22986519.0.0000.5188

Institui¢do Proponente: Centro De Ciéncias da Sadde

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DA NOTIFICAGAO

Tipo de Notificagdo: Envio de Relatario Parcial

Detalhe:

Justificativa: O relatdrio & referente aos dados do trabalho "Toxicidade e atividade antitumoral de
Data do Envio: 28/11/2019

Situacdo da Notificagdo: Parecer Consubstanciado Emitido

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.760.437

Apresentagio da Notificagio:
Bem apresentada

Objetivo da Notificagao:

Bem definido

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Realizada

Comentarios e Consideragdes sobre a Notificagao:

Esta de acordo com as normas vigentes

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:

Apresentou documento de recepcéo do relatorio pelo Laboratdrio de Oncofarmacologia (OncoFar)

Enderego: UNIVERSITARIO S/N

Bairro: CASTELO BRANCO CEP: 53.051-900
UF: PB Municipio: JOAQ PESSOA
Telefone: (33)3216-7791 Fax: (83)3216-7791 E-mail: comitedeetica@ccs.ufpb.br
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Continuagio do Parecer: 3.760.437

do Programa de Pos-graduagao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos.

Recomendagodes:

nenhum

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

O relatario parcial desta parte do projeto & valido e esta aprovado

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Envio de Relatéoric |DECLARACAQ_PPgPNSB.PDF 28/11/2019 |MARIANNA VIEIRA | Postado
Parcial 19:18:26 |SOBRAL CASTELLO

BRANCQO
Envio de Relatéoric |RELATORIO_PARCIAL_PBMC_CEP_2| 28/11/2019 |MARIANNA VIEIRA | Postado
Parcial 019.pdf 19:18:57 |SOBRAL CASTELLO
BRANCO

Situagido do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

JOAO PESSQA, 11 de Dezembro de 2019

Assinado por:
Eliane Margues Duarte de Sousa
(Coordenador(a))

Enderego: UNIVERSITARIO S/N
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Chemical Composition, In Vitro Antitumor Effect, and Toxicity
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Abstract: The essential oil from Conyza bonariensis (Asteraceae) aerial parts (CBEO) was extracted by
hydrodistillation in a Clevenger-type apparatus and was characterized by gas chromatography—mass
spectrometry. The antitumor potential was evaluated against human tumor cell lines (melanoma,
cervical, colorectal, and leukemias), as well as non-tumor keratinocyte lines using the MTT assay.
The effect of CBEO on the production of Reactive Oxygen Species (ROS) was evaluated by DCFH-
DA assay, and a protection assay using the antioxidant N-acetyl-L-cysteine (NAC) was also per-
formed. Moreover, the CBEO toxicity in the zebrafish model was assessed. The majority of the
CBEO compound was (Z)-2-lachnophyllum ester (57.24%). The CBEO exhibited selectivity towards
SK-MEL-28 melanoma cells (half maximal inhibitory concentration, ICs; = 18.65 + 1.16 ug/mL),
and induced a significant increase in ROS production. In addition, the CBEO's cytotoxicity against
SK-MEL-28 cells was reduced after pretreatment with NAC. Furthermore, after 96 h of exposure,
1.5 ug/mL CBEO induced death of all zebrafish embryos. Non-lethal effects were observed after
exposure to 0.50-1.25 ng/mL CBEO. Additionally, significant alterations in the activity of enzymes
associated with oxidative stress in zebrafish larvae were observed. These results provide evidence
that CBEOQ has a significant in vitro antimelanoma effect by increasing ROS production and moderate
embryotoxicity in zebrafish.

Keywords: essential oil; antiproliferative effect; embryotoxicity

1. Introduction
Cancer is a relevant public health problem worldwide [1]. In 2020, approximately

19 million people were diagnosed with cancer and about 10 million deaths were recorded [2].

Currently, cancer treatment mainly includes surgery, radiotherapy, chemotherapy, and
targeted therapy [2]. Nevertheless, limitations regarding therapeutic success have been
observed, including patients relapsing or without an adequate response to therapy [3],
in addition to significant adverse effects and chemoresistance [4]. Therefore, the search
for new therapeutic opportunities for the treatment of this disease continues to grow
globally [5].

Natural products or their derivatives represent more than 60% of the molecules used
for cancer treatment [6]. In this context, essential oils (EOs) have been widely investigated
for their pharmacological effects, including antimicrobial [7,8], anti-inflammatory [9], and
antitumor effects [10-15]. EOs are aromatic oily liquids obtained from many parts of
plants such as flowers, seeds, leaves, twigs, and roots. EO is composed of numerous
volatile constituents such as sesquiterpenes, monoterpenes, aldehydes, alcohols, esters, and

Biomolecules 2023, 13, 1439. https:/ /doi.org/10.3390/biom13101439
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Abstract: The characterization and cytotoxicity of the essential oil from Coiyza bonariensis (L.) aerial
parts (CBEO) were previously conducted. The major compound was (Z)-2-lachnophyllum ester (EZ),
and CBEO exhibited significant ROS-dependent cytotoxicity in the melanoma cell line SK-MEL-28.
Herein, we employed the Molegro Virtual Docker v.6.0.1 software to investigate the interactions
between the EZ and Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPKSs), the Nuclear Factor kappa B (NF-«B),
and the Protein Kinase B (PKB/AKT). Additionally, in vitro assays were performed in SK-MEL-28
cells to assess the effect of CBEO on the cell cycle, apoptosis, and these signaling pathways by flow
cytometry and the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay using
MAPKs inhibitors. CBEO induced a significant increase in the sub-G1 peak, as well as biochemical
and morphological changes characteristic of apoptosis. The in-silico results indicated that EZ interacts
with Extracellular Signal-Regulated Kinase 1 (ERK1), c-Jun N-terminal Kinase 1 (JNK1), p38c MAPK,
NF-«B, and PKB/AKT. Moreover, CBEO modulated the ERK1/2, [NK, p38 MAPK, NF-«B, and
PKB/AKT activities in SK-MEL-28 cells. Furthermore, CBEO's cytotoxicity against SK-MEL-28 cells
was significantly altered in the presence of MAPKs inhibitors. These findings support the in vitro
antimelanoma effect of CBEO through apoptosis induction, and the modulation of ERK, JNK, p38
MAPK, NF-kB, and PKB/AKT activities.

Keywords: natural products; essential oil; antitumor effect

1. Introduction

Cutaneous melanoma is the most aggressive type of skin cancer [1], originating from
the malignant transformation of melanocytes [2]. This cancer represents a global public
health problem, with 57,000 recorded deaths in 2020 [3].

Chemotherapy remains a significant pharmacological modality for the treatment of
many cancer types [4], including melanoma [5]. However, issues are associated with
antineoplastic chemotherapy, such as chemoresistance [6-8]. Therefore, research should be
conducted to obtain new therapeutic agents [9]. In this context, natural products standout
as a valuable source of molecules with potential applications for cancer treatment [10].

Essential oils (EOs) are oily and volatile liquids [11], isolated from various parts of
plants such as bark, flowers, and leaves [12,13]. The components of EOs include terpenes,
terpenoids, esters, and aromatic phenols [14,15]. Conyza bonariensis (L.) Cronquist (Aster-
aceae) is a common weed in South America [16]. EOs from Conyza bonariensis exhibit

Pharmaceuticals 2023, 16, 1553. https:/ /doi.org/10.3390/ph16111553

https:/ /www.mdpi.com/journal /pharmaceuticals



ANEXO 3 — Artigos publicados durante a vigéncia do doutorado (3/16)

antibiotics

Article

«-Pinene: Docking Study, Cytotoxicity, Mechanism of Action,
and Anti-Biofilm Effect against Candida albicans

Daniela Bomfim de Barros >3, Luanna de Oliveira e Lima 2, Larissa Alves da Silva 2,
Mariana Cavalcante Fonseca 2, Rafael Carlos Ferreira 4, Hermes Diniz Neto 5(, Danielle da Nébrega Alves °,

2

Walicyranison Plinio da Silva Rocha 2, Luciana Scotti 7, Edeltrudes de Oliveira Lima 2(,
Marianna Vieira Sobral ¢, Licio Roberto Cancado Castellano 3 Juliana Moura-Mendes 8*

Felipe Queiroga Sarmento Guerra

check for
updates

Citation: Bomfim de Barros, D.; de
Oliveira e Lima, L.; Alves da Silva, L.;
Cavalcante Fonseca, M.; Ferreira,
R.C.; Diniz Neto, H.; da Nobrega
Alves, D.; da Silva Rocha, W.P; Scotti,
L.; de Oliveira Lima, E.; et al.
«-Pinene: Docking Study,
Cytotoxicity, Mechanism of Action,
and Anti-Biofilm Effect against
Candida albicans. Antibiotics 2023, 12,
480. https://doi.org/10.3390/
antibiotics12030480

Academic Editors: Claudia Cafarchia

and Domenico Schillaci

Received: 18 January 2023
Revised: 17 February 2023
Accepted: 23 February 2023
Published: 28 February 2023

Copyright: © 2023 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/ licenses /by /
4.0/).

2,#(2 and Marcia Vanusa da Silva ¢

Department of Biochemistry, Federal University of Pernambuco, Recife 50670-901, PE, Brazil

Department of Pharmaceutical Sciences, Paraiba Federal University, Joao Pessoa 58051-900, PB, Brazil
Human Immunology Research and Education Group-GEPIH, Technical School of Health, Federal University
of Paraiba, Joao Pessoa 58051-900, PB, Brazil

Postgraduate Program in Natural Products and Synthetic Bioactive, Federal University of Paraiba,

Joao Pessoa 58051-900, PB, Brazil

5 University Hospital Julio Muller, Federal University of Mato Grosso, Cuiaba 78060-900, MT, Brazil

6 Department of Clinical and Social Dentistry, Federal University of Paraiba, Joao Pessoa 58051-900, PB, Brazil
Cheminformatics Laboratory, Postgraduate Program in Natural Products and Synthetic Bioactive, Quality
Management, University Hospital, Federal University of Paraiba, Joao Pessoa 58051-900, PB, Brazil

Centro Multidisciplinario de Investigaciones Tecnolégicas, Universidad Nacional de Asuncion,

San Lorenzo 111421, Paraguay

*  Correspondence: jmendes@rec.una.py (J.M.-M.); fgsg@academico.ufpb.br (EQ.S.G.)

w N =

Abstract: Candida albicans is associated with serious infections in immunocompromised patients.
Terpenes are natural-product derivatives, widely studied as antifungal alternatives. In a previous
study reported by our group, the antifungal activity of -pinene against C. albicans was verified; o-
pinene presented an MIC between 128-512 ug/mL. In this study, we evaluate time-kill, a mechanism
of action using in silico and in vitro tests, anti-biofilm activity against the Candida albicans, and toxicity
against human cells (HaCaT). Results from the molecular-docking simulation demonstrated that
thymidylate synthase (—52 kcal mol 1), and §-14-sterol reductase (—44 kcal mol ') presented the
best interactions. Our in vitro results suggest that x-pinene’s antifungal activity involves binding
to ergosterol in the cellular membrane. In the time-kill assay, the antifungal activity was not time-
dependent, and also inhibited biofilm formation, while rupturing up to 88% of existing biofilm. It
was non-cytotoxic to human keratinocytes. Our study supports a-pinene as a candidate to treat
fungal infections caused by C. albicans.

Keywords: natural product; terpenes; fungicidal activity; biofilm; candidiasis; in silico; in vitro

1. Introduction

The advance of medicine has increased life expectancy and aided in the treatment of
many diseases, yet this has also caused much greater susceptibility to opportunistic fungal
diseases [1]. Patients hospitalized and receiving chemotherapy, bone marrow transplants,
and those with acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) and other immune-deficiency
diseases are often exposed to invasive fungal infections (IFI) [2]. IFIs are frequently asso-
ciated with Aspergillus, Cryptococcus, and Candida [1]. Candida species are responsible for
many cases of septicemia, bringing high mortality rates and medical costs as well [3,4].
Candida albicans, a fungus that inhabits the gastrointestinal and genitourinary tracts, and
the oral and conjunctive microbiota is the species most isolated as an etiological agent
of candidiasis [2,5]. Candida albicans is the third most-commonly isolated microorganism
in bloodstream infections in hospitalized patients [6]. The World Health Organization
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Abstract

Onychomycosis is the most common disease affecting the nail unit and accounts for at least 50% of all nail diseases.
In addition, Candida albicans is responsible for approximately 70% of onychomycoses caused by yeasts. This study
investigated the antifungal effect of (R) and (S)-citronellal enantiomers, as well as its predictive mechanism of
action on C. albicans from voriconazole-resistant onychomycoses. For this purpose, in vitro broth microdilution
and molecular docking techniques were applied in a predictive and complementary manner to the mechanisms
of action. The main results of this study indicate that C. albicans was resistant to voriconazole and sensitive to the
enantiomers (R) and (S)-citronellal at a dose of 256 and 32 nug/mL respectively. In addition, there was an increase
in the minimum inhibitory concentration (MIC) of the enantiomers in the presence of sorbitol and ergosterol,
indicating that these molecules possibly affect the integrity of the cell wall and cell membrane of C. albicans.
Molecular docking with key biosynthesis proteins and maintenance of the fungal cell wall and plasma membrane
demonstrated the possibility of (R) and (S)-citronellal interacting with two important enzymes: 1,3-B-glucan
synthase and lanosterol 14a-demethylase. Therefore, the findings of this study indicate that the (R) and (S)-
citronellal enantiomers are fungicidal on C. albicans from onychomycoses and probably these substances cause
damage to the cell wall and cell membrane of these micro-organisms possibly by interacting with enzymes in the

biosynthesis of these fungal structures.
Keywords: (R) and (S)-citronellal, voriconazole, onychomycosis, mechanism of action.

Resumo

A onicomicose é a doenga mais comum que afeta a unidade ungueal e representa pelo menos 50% de todas as
doencas ungueais. Além disso, a Candida albicans é responsavel por aproximadamente 70% das onicomicoses
causadas por leveduras. Nesse estudo, foi investigado o efeito antiftingico dos enantidmeros (R) e (S5)-citronelal,
bem como seu mecanismo de agdo preditivo sobre C. albicans de onicomicoses resistentes ao voriconazol. Para
este propoésito, foram aplicadas técnicas in vitro de microdilui¢ao em caldo e docking molecular de forma preditiva
e complementar para os mecanismos de agdo. Os principais resultados deste estudo indicam que C. albicans foi
resistente ao voriconazol e sensivel aos enantidomeros (R) e (S)-citronelal na dose de 256 e 32 ug/mL respectivamente,
Além disso, houve aumento da concentragao inibitéria minima (CIM) dos enantiomeros na presenga do sorbitol
e do ergosterol, indicando que estas moléculas possivelmente afetem a integridade da parede e da membrana
celular de C. albicans. O docking molecular com proteinas chave da biossintese e manutengao da parede celular
e da membrana plasmatica fiingica, demonstraram a possibilidade do (R) e (S)-citronelal interagir com duas
importantes enzimas: 1,3-B-glucan sintase e lanosterol 14a-demetilase. Portanto, os achados desse estudo indicam
que os enantidmeros (R) e (S)-citronelal sdo fungicidas sobre C. albicans de onicomicoses e provavelmente essas
substancias causem danos a parede e a membrana celular desses microrganismos possivelmente por interagir

com as enzimas da biossintese destas estruturas flingicas.
Palavras-chave: (R) e (S)-citronelal, voriconazol, onicomicose, mecanismo de agdo.
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Introduction

Colorectal cancer (CRC) ranks as the third most common
primary malignancy. Epidemiological data projected approx-
imately 1.9 million new cases and 0.9 million deaths glob-
ally in 2020. Moreover, it is anticipated that by 2030, there
will be around 2.2 million new cases of CRC diagnosed and
1.1 million deaths (Biller and Schrag 2021; Sawicki et al.
2021; Xi and Xu 2021).

CRC treatment has significantly advanced in recent dec-
ades, incorporating various approaches such as surgery,
immunotherapy, targeted therapy and cytotoxic chemother-
apy, either individually or in combination. Despite these
advancements, CRC continues to be the second leading
cause of cancer-related deaths globally (Bray et al. 2018;
Sung et al. 2021; Xi and Xu 2021). As a result, the substan-
tial morbidity and mortality associated with CRC present
a significant public health challenge, prompting ongoing
efforts to explore and develop novel therapeutic strategies.
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Compounds containing the acridine scaffold have been
recognized for their potential anticancer agents. Amsacrine
and pyrazoloacridine are notable examples of acridine-based
drugs employed in cancer treatment (Sing et al. 2022). Due
to the high versatility of the acridine ring, researchers have
focused on obtaining new derivatives primarily through the
introduction of lateral groups (Zhang et al. 2014; de Almeida
et al. 2017). Acridines are known for their ability to induce
cell cycle arrest and apoptosis by intercalating into DNA and
inhibiting topoisomerases due to the planar aromatic struc-
ture of the acridine ring (de Almeida et al. 2017; Mangueira
etal. 2017; Chen et al. 2018, 2019; Haider et al. 2019; Sing
et al. 2022). Moreover, acridine derivatives have been con-
sidered multitargeted inhibitory compounds for cancer ther-
apy. Their actions include inhibition of histone deacetylase
(Chen et al. 2018) and poly (ADP-ribose) polymerases (Dai
et al. 2020), in addition to acting as multitarget inhibitors of
VEGFR-2 and EGFR, and Src and MEK kinase (Luan et al.
2011; Cui et al. 2016, 2017; Hu et al. 2022). Multitarget
agents modulate different targets simultaneously; which can
provide a greater therapeutic advantage than single-target
agents for cancer treatment (Morphy et al. 2004; Morphy
and Rankovic 2005; Makhoba et al. 2020).

Spiro-acridine compounds are a new and promising
class of acridine derivatives. They are synthesized through
cyclization reactions, resulting in a five- or six-membered
spiro ring attached to acridine C-9 carbon (Vilkova et al.
2014). These compounds have been reported in the litera-
ture as inhibitors of topoisomerase and tyrosinase enzymes,
DNA binders, and cytostatic and antiproliferative agents
(Almeida et al. 2016; de Almeida et al. 2017; Salem et al.
2017; Gouveia et al. 2018; Menezes et al. 2019; Gobi-
nath et al. 2020). In addition, our previous studies have
demonstrated the antitumor effects of two spiro-acridine
compounds, AMTAC-17 and AMTAC-06, which were

@ Springer
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Abstract

Background Acridine compounds have been described as promising anticancer agents. Previous studies showed that
(E)-1"-((4-chlorobenzylidene)amino)-5’-oxo-1,5’-dihydro-10H-spiro[acridine-9,2’-pyrrole]-4’-carbonitrile (AMTAC-06),
a spiro-acridine compound, has antitumor activity on Ehrlich tumor and low toxicity. Herein, we investigated its antitumor
effect against human cells in vitro.

Methods MTT assay was used to assess cytotoxicity of AMTAC-06 (3.125-200 uM) against tumor and non-tumor cells,
and the half-maximal inhibitory concentration (ICs;) and the selectivity index (SI) were calculated. The effects on the cell
cycle (propidium iodide—PI—staining), apoptosis (Annexin V-FITC/PI double staining by flow cytometry), and produc-
tion of reactive oxygen species, ROS (DCFH assay) were also evaluated. Statistical analysis was achieved using ANOVA
followed by Tukey's post-test.

Results AMTAC-06 showed higher cytotoxicity against colorectal carcinoma HCT-116 cells (ICsy: 12.62 pM). The SI
showed that AMTAC-06 was more selective for HCT-116 cells (HaCaT SI: 1.41; PBMC SI: 0.62) than doxorubicin (HaCaT
SI: 0.10; PBMC SI: 0.01). AMTAC-06 (15 and 30 pM) induced an increase in the sub-G1 peak (p <0.000001) and cell
cycle arrest in S phase (p =0.003547). Moreover, treatment with this compound (15 and 30 uM) resulted in increased early
(»<0.000001) and late apoptotic cells (p <0.000001). In addition, there was a reduction on ROS production (p < 0.000001).
Conclusions AMTAC-06 presents anticancer activity against HCT-116 cells by regulating the cell cycle, inducing apoptosis
and an antioxidant action.

Keywords Spiro-acridine - Antioxidant action - Antitumor activity - Cell cycle - Apoptosis - Colorectal cancer
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Acridine derivatives have been found with anticancer and antinociceptive
activities. Herein, we aimed to evaluate the toxicological, antitumor, and
antinociceptive actions of N'-(6-chloro-2-methoxyacridin-9-yl)-2-
cyanoacetohydrazide (ACS-AZ), a 9-aminoacridine derivative  with
antimalarial activity. The toxicity was assessed by acute toxicity and
micronucleus tests in mice. The in vivo antitumor effect of ACS-AZ (12.5, 25,
or 50 mg/kg, intraperitoneally, i.p.) was determined using the Ehrlich tumor
model, and toxicity. The antinociceptive efficacy of the compound (50 mg/kg,
i.p.) was investigated using formalin and hot plate assays in mice. The role of the
opioid system was also investigated. In the acute toxicity test, the LDsq (lethal
dose 50%) value was 500 mg/kg (i.p.), and no detectable genotoxic effect was
observed. After a 7-day treatment, ACS-AZ significantly (p < 0.05) reduced
tumor cell viability and peritumoral microvessels density, suggesting
antiangiogenic action. In addition, ACS-AZ reduced (p < 0.05) IL-1p and
CCL-2 levels, which may be related to the antiangiogenic effect, while
increasing (p < 0.05) TNF-a and IL-4 levels, which are related to its direct
cytotoxicity. ACS-AZ also decreased (p < 0.05) oxidative stress and nitric oxide
(NO) levels, both of which are crucial mediators in cancer known for their
angiogenic action. Moreover, weak toxicological effects were recorded after a
7-day treatment (biochemical, hematological, and histological parameters).
Concerning antinociceptive activity, ACS-AZ was effective on hotplate and
formalin (early and late phases) tests (p < 0.05), characteristic of analgesic
agents with central action. Through pretreatment with the non-selective
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Animais de diferentes criadouros podem apresentar variagdes em seus parametros fisiologicos. Os objetivos
desse trabalho foram determinar o intervalo de valores de referéncia de parametros bioquimicos e
hematologicos de ratos e ratas Wistar (Rattus norvegicus) da Unidade de Produgdo Animal do Instituto de
Pesquisa em Farmacos e Medicamentos da Universidade Federal da Paraiba (UPA/IPeFarM/UFPB), bem
como comparar os dados encontrados com dados publicados para outras unidades de produgao animal
nacionais e internacionais. Foram utilizados animais saudaveis (n=40/género), com 8 a 12 semanas de idade
e peso entre 150 e 300 g. Amostras de sangue total foram obtidas por pungio intracardiaca e utilizadas para
a quantificagdo de eritrocitos, leucocitos, plaquetas e dos indices hematimétricos. Foram determinadas as
concentragdes séricas de glicose, triglicérides, colesterol, proteinas totais, ureia, albumina, creatinina, acido
urico e a atividade enzimatica da aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase e fosfatase alcalina.
Ao comparar os géneros, foram observadas diferengas significativas entre todos os parametros avaliados.
Além disso, foram encontradas discrepancias entre os valores obtidos (exceto proteinas totais, acido Urico e
hemacias) e resultados de outros criadouros. E necessario, portanto, que cada biotério determine os valores
de referéncia do perfil fisiologico de seus animais, considerando os fatores intrinsecos e extrinsecos na
homeostase dos mesmos, a fim de fornecer dados reais para os experimentos de suas instituigdes.
Palavras-chave: ratos Wistar, bioquimica, hematologia.

Animals from different breeding sites may show variations in their physiological parameters. The aims of
this study were to determine the range of reference values for biochemical and hematological parameters of
Wistar rats (Rattus norvegicus) from the Animal Production Unit of the Research Institute for Drugs and
Medicines at the Federal University of Paraiba (UPA/IPeFarM/UFPB), as well as comparing the data found
with published data for other national and international animal production units. Healthy animals
(n=40/gender) with 8 to 12 weeks of age and weight between 150 and 300 g were used. Whole blood samples
were obtained by intracardiac puncture and used for the quantification of erythrocytes, leukocytes, platelets
and hematimetric indices. Serum concentrations of glucose, triglycerides, cholesterol, total proteins, urea,
albumin, creatinine, uric acid and the enzymatic activity of aspartate aminotransferase, alanine
aminotransferase and alkaline phosphatase were determined. When comparing the genders, significant
differences were observed between all parameters evaluated. In addition, discrepancies were found between
the values obtained (except total proteins, uric acid and red blood cells) and results from other breeding sites.
Therefore, it is necessary that each bioterium determines the reference values of the physiological profile of
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an uncommon diterpene from Stillingia loranthacea

Renata A. de Abrantes’ - Tatianne M. Batista' - Vivianne M. Mangueira' - Tatyanna K. G. de Sousa’ -
Rafael C. Ferreira' - Ana Paula G. Moura' - Lucas S. Abreu’ - Adriano F. Alves? - Eudes S. Velozo® - Lednia M. Batista'* -
Marcelo S. da Silva'#- Josean F. Tavares'* - Marianna V. Sobral'#®

Received: 11 August 2021 / Accepted: 14 November 2021 / Published online: 2 December 2021
© The Author(s), under exclusive licence to Springer-Verlag GmbH Germany, part of Springer Nature 2021

Abstract

Natural products have played a pivotal role for the discovery of anticancer drugs. Tonantzitlolones are flexibilan-type diter-
penes rare in nature; therefore, few reports have shown antiviral and cytotoxic activities. This study aimed to investigate the
in vivo antitumor action of Tonantzitlolone B (TNZ-B) and its toxicity. Toxicity was evaluated in mice (acute and micronu-
cleus assays). Antitumor activity of TNZ-B (1.5 or 3 mg/kg intraperitoneally — i.p.) was assessed in Ehrlich ascites carci-
noma model. Angiogenesis and reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide (NO) production were also investigated, in
addition to toxicological effects after 7-day treatment. The LD (lethal dose 50%) was estimated at around 25 mg/kg (i.p.),
and no genotoxicity was recorded. TNZ-B reduced the Ehrlich tumor’s volume and total viable cancer cell count (»p <0.001 for
both). Additionally, TNZ-B reduced peritumoral microvessel density (p <0.01), suggesting antiangiogenic action. Moreover,
a decrease was observed on ROS (p <0.05) and nitric oxide (p <0.001) levels. No significant clinical findings were observed
in the analysis of biochemical, hematological, and histological (liver and kidney) parameters. In conclusion, TNZ-B exerts
antitumor and antiangiogenic effects by reducing ROS and NO levels and has weak in vivo dose-repeated toxicity. These
data contribute to elucidate the antitumor action of TNZ-B and point the way for further studies with this natural compound
as an anticancer drug.

Keywords Tonantzitlolone B - Ehrlich tumor - Angiogenesis - Toxicity

Introduction

Cancer is characterized by mutations that disrupt normal
cell growth and function, in addition to the promotion of
angiogenesis which induces the tumor growth by providing
oxygen and nutrients and favors metastasis (Hanahan and
Weinberg 2011). Therefore, angiogenesis inhibitors have
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been suggested as a strategy for treating cancer (Rajabi and
Mousa 2017; Qiang et al 2020).

Natural products have historically been a source of
medicinal agents, particularly as anticancer. Vinca alkaloids
and the diterpene paclitaxel are some of the best-known
plant-derived anticancer drugs (Newman and Cragg 2020).
Literature reports have revealed antiangiogenic and anti-
metastatic activities of many anticancer natural products,
including phenolic compounds, alkaloids, and terpenoids.
The molecular mechanisms are varied and involve down-
regulating different angiogenesis and metastasis-associated
signaling pathways or molecules (Guan et al. 2016; Ghauri
et al. 2021; Ribeiro et al. 2018). Therefore, natural com-
pounds can be considered as viable options to develop new
strategies or drugs for targeting pathological angiogenesis
in the fight against cancer.

Tonantzitlolones (TNZ) A and B are diterpenes based
on a rare 15-membered flexibilane skeleton obtained from
Stillingia species, and few literature reports describe their
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Abstract: Tumor cells have specific features, including angiogenesis induction, cell cycle
dysregulation, and immune destruction evasion. By inducing a T helper type 2 (Th2)
immune response, tumor cells may favor immune tolerance within the tumor, which allows
progression of cancer growth. Drugs with potential antitumor activity are the spiro-acridines,
which is a promising new class of acridine compounds. Herein, the novel spiro-acridine
(E)-5"-ox0-1"-((3,4,5-trimethoxybenzylidene)amino)-1’,5’-dihydro-10H-spiro[acridine-9,2’-pyrrole]-
4’-carbonitrile (AMTAC-17) was synthesized and tested for antitumor effects. Toxicity evaluation
was performed in mice after acute treatment (2000 mg/kg, intraperitoneally, i.p.). The Ehrlich ascites
carcinoma model was used to investigate the antitumor activity of AMTAC-17 (12.5, 25, or 50 mg/kg,
i.p.) after seven days of treatment. Effects on the cell cycle, angiogenesis, and inflammatory responses
were investigated. LDs (lethal dose 50%) was estimated to be higher than 5000 mg/kg. AMTAC-17
reduced the Ehrlich tumor’s total viable cancer cells count and peritumoral micro-vessels density,
and induced an increase in the sub-G1 peak. Additionally, there was an increase of Th1 cytokine
profile levels (IL-13, TNF-«, and IL-12). In conclusion, the spiro-acridine compound AMTAC-17
presents low toxicity, and its in vivo antitumor effect involves modulation of the immune system to a
cytotoxic Thl profile and a reduction of tumor angiogenesis.

Keywords: spiro-acridine compound; angiogenesis; antitumor activity; immune response
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Abstract: The antitumor effects of thiophene and acridine compounds have been described;
however, the clinical usefulness of these compounds is limited due to the risk of high toxicity
and drug resistance. The strategy of molecular hybridization presents the opportunity to
develop new drugs which may display better target affinity and less serious side effects. Herein,
2-((6-Chloro-2-methoxy-acridin-9-yl)amino)-5,6,7 8-tetrahydro-4H-cyclohepta[b]-thiophene-3-carbonitrile
(ACS03), a hybrid thiophene-acridine compound with antileishmanial activity, was tested for
toxicity and antitumor activity. The toxicity was evaluated in vitro (on HaCat and peripheral blood
mononuclear cells) and in vivo (zebrafish embryos and acute toxicity in mice). Antitumor activity was
also assessed in vitro in HCT-116 (human colon carcinoma cell line), K562 (chronic myeloid leukemic
cell line), HL-60 (human promyelocytic leukemia cell line), HeLa (human cervical cancer cell line),
and MCEF-7 (breast cancer cell line) and in vivo (Ehrlich ascites carcinoma model). ACS03 exhibited
selectivity toward HCT-116 cells (Half maximal inhibitory concentration, IC50 = 23.11 + 1.03 uM).
In zebrafish embryos, ACS03 induced an increase in lactate dehydrogenase, glutathione S-transferase,
and acetylcholinesterase activities. The LD50 (lethal dose 50%) value in mice was estimated to
be higher than 5000 mg/kg (intraperitoneally). In vivo, ACS03 (12.5 mg/kg) induced a significant
reduction in tumor volume and cell viability. In vivo antitumor activity was associated with the nitric
oxide cytotoxic effect. In conclusion, significant antitumor activity and weak toxicity were recorded
for this hybrid compound, characterizing it as a potential anticancer compound.

Keywords: colorectal cancer; thiophene-acridine compound; antitumor; cytotoxicity; toxicity

1. Introduction

Cancer in the broader sense refers to more than 277 different types of cancer disease [1] and is
a leading cause of death and disability, with 18.1 million people diagnosed globally and more than

Molecules 2020, 25, 64; d0i:10.3390/molecules25010064 www.mdpi.com/journal/molecules
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Tumor microenvironment.

Structural diversity characterizes natural products as prototypes for design of lead compounds. The aim of this
study was to synthetize, and to evaluate the toxicity and antitumor action of a new piperine analogue, the butyl
4-(4-nitrobenzoate)-piperinoate (DE-07). Toxicity was evaluated against zebrafish, and in mice (acute and mi-
cronucleus assays). To evaluate the DE-07 antitumor activity Ehrlich ascites carcinoma model was used in mice.
Angiogenesis, Reactive Oxygen Species (ROS) production and cytokines levels were investigated. Ninety-six
hours exposure to DE-07 did not cause morphological or developmental changes in zebrafish embryos and
larvae, with estimated LCsq (lethal concentration 50%) higher than 100 pug/mL. On the acute toxicity assay in
mice, LDs;, (lethal dose 50%) was estimated at around 1000 mg/kg, intraperitoneally (i.p.). DE-07 (300 mg/kg,
i.p.) did not induce increase in the number of micronucleated erythrocytes in mice, suggesting no genotoxicity.
On Ehrlich tumor model, DE-07 (12.5, 25 or 50 mg/kg, i.p.) induced a significant decrease on cell viability. In
addition, there was an increase on ROS production and a decrease in peritumoral microvessels density.
Moreover, DE-07 induced an increase of cytokines levels involved in oxidative stress and antiangiogenic effect
(IL-1B, TNF-a and IL-4). No significant clinical toxicological effects were recorded in Ehrlich tumor transplanted
animals. These data provide evidence that DE-07 presents low toxicity, and antitumor effect via oxidative and
antiangiogenic actions by inducing modulation of inflammatory response in the tumor microenvironment.

1. Introduction Angiogenesis, a process of forming new blood vessels from pre-

existing vessels, also allows the removal of tumor metabolism products

Cancer is a group of diseases whose cells proliferate uncontrollably
and induce metastasis, causing significant morbidity and mortality
[1-3].

During carcinogenesis, tumor cells acquire malignant character-
istics, including sustained proliferation even in the absence of external
stimuli [4]; angiogenesis, for the supply of oxygen and nutrients [5];
and chronic inflammation associated with the release of several in-
flammatory mediators that regulate the extensive networks implicated
in several cancer hallmarks [6,7].

* Corresponding author.
E-mail address: mariannavbs@ltf.ufpb.br (M.V. Sobral).

https://doi.org/10.1016/j.biopha.2020.110247

[5,8], genetic instability, inflammation, microenvironmental rupture,
invasion and metastasis [9]. Thus, various agents in clinical practice
and others in clinical development interfere with the signals that pro-
mote angiogenesis [10], constituting one of the most important anti-
tumor strategies [11].

Tumor cells coexist and coevolve with their stroma, and they to-
gether create the tumor microenvironment [12,13]. Direct interaction
established between tumor cells and other components of the tumor
microenvironment occurs through direct contact or release of soluble

Received 16 December 2019; Received in revised form 1 May 2020; Accepted 10 May 2020
0753-3322/ © 2020 The Author(s). Published by Elsevier Masson SAS. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license
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ABSTRACT: Six sesquiterpenoids with unprecedented macro-
cyclic humulene-type structures, namely, dolichocarpols A-E (1—
5) with ether-bridged bicyclic rings between C-10 and C-2, C-10
and C-7, C-10 and C-6 (X2), and C-6 and C-3 and dolichocarpol
F (6) cyclized between C-7 and C-2 and with an ether bridge
between C-10 and C-3, were isolated from Anaxagorea
dolichocarpa roots. The structures of the compounds were
elucidated by NMR, MS, and IR data. Absolute configurations of
compounds 1—3 and 6 were established on the basis of data from
electronic circular dichroism, whereas relative configurations of
compounds 4 and § were suggested by the NOESY spectrum. In
addition, a putative biosynthetic pathway of the compounds is
proposed. Furthermore, the cytotoxicity of 3, 4, and 6 against

H.. OH d OH
o
NEES
2 N =
Ho ™o o
2 3

Anaxagorea dolichocarpa

HCT-116 (human colorectal carcinoma) and L929 (murine fibroblast) was evaluated.

B INTRODUCTION

Sesquiterpenoids are considered to be the most diverse group
of terpenoids containing a large variety of chemical structures
that present different forms of derivation and cyclization from
farnesyl diphosphate (FPP)."”” The humulene-type, an 11-
membered macrocyclic sesquiterpenoid, is broadly found in
plants, and previous reports have demonstrated various kinds
of biological activities such as antitumor, anti-inflammatory,
antibacterial, antiviral, and other bioactivities.’ ™

The genus Anaxagorea (Annonaceae) comprises 30 species
distributed in the neotropics and tropical Asia.’ Previous
phytochemical studies with plants of this genus revealed the
presence of xanthones, flavonoids, ™’ neolignans,m terpenoids,
and alkaloids,"' ™" with some of them exhibiting remarkable
biological activities. The analysis of the essential oil from the
leaves of Anaxagorea brevipes has revealed the presence of
mono- and sesquiterpenes such as a-, f-, and y-eudesmol,
guaiol, and caryophyllene oxide. In addition, its biological
evaluation showed antimicrobial activity against Gram-positive
bacteria and yeast and antiproliferative activity against breast,
lung, and prostate cancer cell lines."' An interesting
sesquiterpene called nordine besides copyrine alkaloids has
been isolated from A. javanica, and some of these compounds
have been assayed for nitric oxide (NO) inhibition."> A.
dolichocarpa, widely distributed in South America,'* is found in
Brazil mainly in the North and Northeast x'egions.15 Previous

© 2020 American Chemical Society

V ACS Publications 13656

works exploring different parts of this plant reported the
isolation of aporphine and azaphenanthrene alkaloids,'®"” the
identification of mono- and sesquiterpenes,'”'* the phenolic
quantification and determination of its antioxidant activity,w
and a phytochemical screening and cytotoxicity evaluation of
its extract.”’

The gradual emergence of active agents derived from the
plant kingdom into the fight against cancer has gained
importance in the last decade.”’ These compounds have the
potential to be harnessed for preventative strategies, standalone
treatments, or complementary therapeutics in combination
with traditional pharmacological interventions.”” In addition,
the literature has shown exciting data with respect to potential
of natural compounds and their analogues in cancer prevention
and treatment.”

In a continuing effort to isolate active compounds from
plants in Brazil’s semiarid area and motivated by the promising
bioactivities and diversity of sesquiterpenoid structures, the
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Erectile dysfunction (ED) is a prevalent condition, especially in men over 40 years old,
characterized by the inability to obtain and/or maintain penile erection sufficient for satisfactory
sexual intercourse. Several psychological and/or organic factors are involved in the
etiopathogenesis of ED. In this context, we gathered evidence of the involvement of Large-
conductance, Ca”*-activated K* channels (BKc.), Small-conductance, Ca®*-activated K*
channels (SKc,), KCNQ-encoded voltage-dependent K* channels (K\7), Transient Receptor
Potential channels (TRP), and Calcium-activated Chloride channels (CaCC) dysfunctions on
ED. In addition, the use of modulating agents of these channels are involved in relaxation of
the cavernous smooth muscle cell and, consequent penile erection, suggesting that these
channels are promising therapeutic targets for the treatment of erectile dysfunction.

Key S ies, erectile dysft ion, Ca2+-acti d K+ ch Is, KCNQ-encoded voltage-dependent K+
+ | : > il oh | 1 . d chloride ct 1

INTRODUCTION

Erectile dysfunction (ED) is a persistent inability to achieve and/or maintain a penile erection
enough for satisfactory sexual intercourse (McCabe et al., 2016). Predominantly a vascular disorder,
ED affects both physical and psychological health, having a direct impact on men’s life quality and
their sexual partners, mainly due to a reduction in self-esteem and impairment of interpersonal

Abbreviations: ED, Erectile dysfunction; BK,, Large-conductance, Ca®*-activated K* channels; TRP, Transient Receptor
Potential; CaCC, Calcium-activated Chloride channels; Ky7, KCNQ-encoded voltage-dependent K* channels; SK¢,>*, Small-
conductance, Ca®*-activated K* channels; ROS, Reactive Oxygen Species; eNOS; RhoA, Endothelial nitric oxide synthase;
Small G protein GTP-binder; ROCK, Rho-associated protein kinase; MS, Metabolic Syndrome; NO, Nitric Oxide; CNS,
Central Nervous System; NA, Norepinephrine; NANC, Non-adrenergic, Non-cholinergic; PGI,, Prostacyclin; PGE, ),
Prostaglandins E type 1 and 2; CaM, Calmodulin; Cay, Voltage-dependent Ca>* channels; AC, Adenylyl cyclase; PKA,
cAMP dependent protein kinase; PKG, cGMP-dependent protein kinase; ATP, Adenosine triphosphate; GTP, Guanosine
triphosphate; cAMP, Cyclic adenosine monophosphate; cGMP, Cyclic guanosine monophosphate; IP;, Inositol 1,4,5-
triphosphate; SR, Sarcoplasmic reticulum; SERCA, Sarco/endoplasmic reticulum Ca®* ATPase; MLCK, Myosin light chain
kinase; NCX, Na*/Ca®* exchanger; PMCA, Plasma membrane Ca®*-ATPase; SHIM, Male Sexual Health Inventory; IIFE,
International Index of Erectile Function; PKC, Protein kinase C; RCK;,;, Regulator of potassium conductance; TRPA,
Transient Receptor Potential Ankyrin; TRPC, Transient Receptor Potential Canonical; TRPM, Transient Receptor Potential
Melastatin; TRPML, Transient Receptor Potential Mucolipine; TRPP, Transient Receptor Potential Polycystin; TRPV,
Transient Receptor Potential Vanilloid; AA, Arachidonic acid; TMEM16, Transmembrane protein with unknown function
16A; DNDS, 4,4-dithitrostylbene-2,2-disulfonic acid; NFA, Niflumic acid; A9C, Anthracene-9-carboxylic acid.
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Immunomodulatory and Anti-angiogenic Actions
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Abstract. Background/Aim: Studies with acridine
compounds have reported anticancer effects. Herein, we
evaluated the toxicity and antitumor effect of the (E)-1’-((4-
chlorobenzylidene)amino)-5’-oxo-1",5"-dihydro-10H-
spiro[acridine-9,2’-pyrrole]-4’-carbonitrile (AMTAC-06), a
promising anticancer spiro-acridine compound. Materials
and Methods: The toxicity of AMTAC-06 was evaluated on
zebrafish and mice. Antitumor activity was assessed in
Ehrlich ascites carcinoma model. Effects on angiogenesis,
cytokine levels and cell cycle were also investigated. Results:
AMTAC-06 did not induce toxicity on zebrafish and mice
(LDsg approximately 5000 mglkg, intraperitoneally). No
genotoxicity was observed on micronucleus assay. AMTAC-
06 significantly reduced the total viable Ehrlich tumor cells
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and increased sub-G; peak, suggesting apoptosis was
triggered. Moreover, the compound significantly decreased
the density of peritumoral microvessels, indicating an anti-
angiogenic action, possibly dependent on the cytokine
modulation (TNF-a, IL-1B and IFN-y). No significant
toxicological effects were recorded for AMTAC-06 on tumor
transplanted animals. Conclusion: AMTAC-06 has low
toxicity and a significant antitumor activity.

The mechanisms underlying the transformation of normal
cells into malignant cells have been thoroughly studied,
aiming to better understand the biology of cancer and
develop new treatments. Researchers have described
common traits acquired during tumorigenesis, including
sustaining proliferative signaling, induction of angiogenesis,
deregulation of cell cycle, resistance to cell death and tumor-
promoting inflammation (1-3). These hallmarks are
important therapeutic targets for new antitumor drug
development (3, 4).

Acridines are heterocyclic molecules containing a planar
ring, which have shown anti-inflammatory, anticancer,
antiparasitic, antiviral, and antimicrobial activities, among
others (5). Their antitumor action is based on DNA binding
and topoisomerase inhibition (6), which may cause apoptosis
and cell cycle arrest (7). Nevertheless, acridine compounds
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Abstract

|1,2

Cancer is one of the most urgent problems in medicine. In recent years, cancer is the second leading cause of death globally. In
search for more effective and less toxic treatment against cancer, natural products are used as prototypes in the synthesis of new
anticancer drugs. The aim of this study was to investigate the in vivo toxicity and the mechanism of antitumor action of 7-
isopentenyloxycoumarin (UMB-07), a coumarin derivative with antitumor activity. The toxicity was evaluated in vitro (hemo-
lysis assay), and in vivo (micronucleus and acute toxicity assays). Ehrlich ascites carcinoma model was used to evaluate in vivo
antitumor activity of UMB-07 (12.5, 25, or 50 mg/kg, intraperitoneally, i.p.), after 9 days of treatment, as well as toxicity. UMB-
07 (2000 pg/mL) induced only 0.8% of hemolysis in peripheral blood erythrocytes of mice. On acute toxicity assay, LDsg (50%
lethal dose) was estimated at around 1000 mg/kg (i.p.), and no micronucleated erythrocytes were recorded after UMB-07
(300 mg/kg, i.p.) treatment. UMB-07 (25 and 50 mg/kg) reduced tumor volume and total viable cancer cells. In the mechanism
action investigation, no changes were observed on the cell cycle analysis; however, UMB-07 reduced peritumoral microvessels
density and CCL2 chemokine levels. In addition, UMB-07 showed weak toxicity on biochemical, hematological, and histolog-
ical parameters after 9 days of antitumor treatment. The current findings suggest that UMB-07 has low toxicity and exerts
antitumor effect by inhibit angiogenesis via CCL2 chemokine decrease.
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Introduction

Cancer is a disease characterized by the exacerbated growth of
malignant cells with potential to induce metastasis (Hanahan
and Weinberg 2011). It remains one of the major health con-
cerns as one of the leading causes of morbidity and mortality
in the world (Rageh et al. 2018: Siegel et al. 2018). Several
hallmarks are involved on cancer, such as unlimited multipli-
cation, angiogenesis induction, and tumor-promoting inflam-
mation. These characteristics of tumor cells represent pharma-
cological targets for the cancer treatment (Hanahan and
Weinberg 2011).

Unlimited multiplication is related to cell cycle dysregula-
tion, and is involved with changes on the homeostatic levels of
growth factors and the increase of the expression of its
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