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Resumo

Na patologia do cancer os canais i0nicos desempenham um papel importante nos
processos de regulacédo da proliferacéo, iniciagcdo e progressao tumoral. Canceres
com alta expressao de canais de sodio dependentes de voltagem tendem a ter uma
maior capacidade metastatica, a exemplo dos neuroblastomas. Os produtos naturais,
derivados de plantas, tém se destacado no ramo da quimica medicinal, com relacéo
as suas propriedades medicinais intrinsecas. A exemplo do carvacrol que além de
modular canais iGnicos possui atividade antitumoral. Assim, inspirado no produto
natural carvacrol para a sintese de seus derivados, este estudo propds investigar o
potencial antitumoral de derivados semissintéticos do carvacrol com atividade sobre
0s canais de sodio dependentes de voltagem subtipo 1.7 (Navl.7). Para isso foi
avaliado o efeito de doze compostos Derivados do Carvacrol (DC) por meio da técnica
de Patch Clamp, sendo realizadas medicdes de corrente de Navl.7 (INavl.7) em
células CHO-hNavl.7. Destacando-se o composto DC6 com melhor efeito,
apresentando Clso de 39,26 uM para o bloqueio de Navl.7. A toxicidade do DC6 foi
avaliada em nauplios de Artemia salinas e a avaliagdo toxicolégica comportamental
foi realizada em camundongos Swiss por meio do teste de Irwin, o composto
apresentou baixa toxicidade em ambos os modelos experimentais. O efeito citotoxico
do DC6 foi avaliado pelo método de reducéo do MTT nas linhagens de neuroblastoma,
SH-SY5Y, Neuro-2A, IMR-32 e SH-EP, apresentando valores de Clso para os tempos
de 24 h de 23,36 uM, 26,29 pM, 0,35 uM e 50 uM respectivamente. Nas linhagens
nao tumorais HUVEC e L929 a Clso do composto foi maior que 100 uM em ambos os
tipos celulares. Em concentracbes sub-toxicas o DC6 apresentou atividade
antiproliferativa em neuroblastomas. O ensaio de migracéo celular foi realizado a fim
de verificar o efeito do composto DC6 sobre a motilidade de células SH-SY5Y, em que
a taxa de migracao celular foi reduzida no tempo de 48 h. A fim de correlacionar o
bloqueio de Navl.7 com a reducdo da migracdo celular apresentada pelo DC6,
avaliou-se a migracéo em células CHO-hNavl.7 na presenca do DC6 e de 300 nM de
Tetrodotoxina (TTX). A taxa de migracao celular apés 72h de incubacdo com 300 nM
de TTX foi de 42,79% e para 8 uM do DC6 foi de 34,59%. Indicando que a reducao
na migracao celular observada com o tratamento do DC6 ocorre majoritariamente via
blogueio de Navl.7. Para avaliagdo do mecanismo de morte celular foi realizado o
teste de inducdo da apoptose por citometria de fluxo em neuroblastomas, em que o
DC6 promoveu a indugdo da morte celular de forma concentracdo dependente, via
apoptose tardia e necrose. A analise morfolégica por microscopia de fluorescéncia foi
realizada na linhagem SH-SY5Y e apos 24 h de incubacdo com o DC6 observou-se
uma expressiva desorganizacdo dos filamentos do citoesqueleto, mais
especificamente dos filamentos de actina, apresentando um efeito dependente de
concentracdo do DC6. Em modelo tridimensional de metastase in vitro, o DC6 inibiu a
formacao dos esferoides celulares na linhagem de neuroblastoma SH-SY5Y. Assim,
foi demonstrado que o DC6 tem um efeito duplo tratando-se de modulag&o tumoral,
por apresentar em concentracdes sub-tdxicas, a capacidade de induzir morte celular
e reduzir a migracdo das células tumorais via modulacdo de Navl.7, bem como
apresentando baixa toxicidade em modelos n&o cancerigenos in vivo e in vitro.

Palavras-chave: Neuroblastomas, derivados do carvacrol, canais de sédio
dependentes de voltagem, Nav1.7, migragdo celular.



Abstract

In cancer pathology, ion channels play an important role in the regulation of cell
proliferation, tumor initiation, and progression. Cancers with high expression levels of
functional voltage-gated ion channels tend to have a higher metastatic capacity, like
neuroblastomas. Natural products, plant derivatives, have stood out in the field of
medicinal chemistry because of their intrinsic medicinal properties. An example is
carvacrol which, in addition to modular ion channels, has antitumor activity. The natural
product carvacrol was used as a base for the drug design of the semi-synthetic
carvacrol derivatives compounds. This study proposed to investigate the anticancer
potential of carvacrol derivatives, which has previously shown an inhibition effect on
voltage-gated sodium channels subtype 1.7 (Navl.7). The effect of the twelve
compounds Derivatives of Carvacrol (DC) was evaluated through the Patch Clamp
technique in which Nav1.7 currents (INavl.7) were obtained in CHO-hNavl.7 cells.
Derivative of Carvacrol 6 (DC6) with better effect, presenting ICso of 39.26 uM for
blocking Navl1.7. The toxicity of DC6 was evaluated in nauplii of Artemia Salinas, and
the behavioral toxicological evaluation was performed in Swiss mice using the Irwin
test, the compound has shown low toxicity in both experimental models. The cytotoxic
effect of DC6 was evaluated by the MTT reduction method in the neuroblastoma cell
lines, SH-SY5Y, Neuro-2A, IMR-32M, and SH-EP, presenting ICso values for the 24 h
times of 23.36 uM, 26.29 uM, 0.35 yM, and 50 uM respectively. In normal cell lines,
HUVEC and L929 the ICso of the compound were higher than 100 uM in both cell types.
In  sub-toxic concentrations, DC6 presented antiproliferative activity in
neuroblastomas. Cell migration assay was performed to verify the effect of DC6 on
SH-SY5Y cell motility, in which the cell migration rate was reduced within 48 h. To
understand the correlation between Navl.7 blockade and the reduction of cell
migration presented by DC6, migration in CHO-hNavl.7 cells was evaluated in the
presence of DC6 and 300 nM of tetrodotoxin (TTX). The cell migration rate after 72h
of incubation with 300 nM of TTX was 42.79% and for 8 uM of DCB6, it was 34.59%.
Suggesting that the decrease in cell migration observed with DC6 treatment occurs
mainly via Nav1.7 blockade. To evaluate the mechanism of cell death, the induction of
apoptosis test by flow cytometry in neuroblastomas was performed, in which DC6
promoted the induction of cell death in a concentration-dependent manner, via late
apoptosis and necrosis. Morphological analysis by fluorescence microscopy was
performed on the SH-SY5Y cell line, and after 24 h of incubation with DC6, expressive
disorganization of the cytoskeletal filaments was observed, more specifically of the
actin filaments, showing an effect dependent on the concentration of DC6. In a three-
dimensional model of in vitro metastasis, DC6 inhibited the formation of cellular
spheroids in the neuroblastoma cell line SH-SY5Y. Thus it has been shown that DC6
has a double effect when it comes to tumor modulation, as it presents, in sub-toxic
concentrations, the ability to induce cell death and reduce the migration of tumor cells
via Nav1.7 modulation, as well as showing low toxicity in non-carcinogenic in vivo and
in vitro models.

Keywords: Neuroblastomas, carvacrol derivatives, voltage-gated sodium channels,
Navl.7, cellular migration.
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1 INTRODUCAO

A farmacoterapia disponivel para uso clinico na terapia contra o cancer ainda &
muito limitada. Principalmente por se tratar de farmacos com baixa seletividade,
atuando potencialmente em células cancerosas, mas com elevada citotoxicidade para
células saudaveis. Como resultante disso, tem-se o0s vastos efeitos colaterais
inerentes ao tratamento, comprometendo a qualidade de vida dos pacientes
submetidos ao tratamento com quimioterapicos. A busca por quimioterapias mais
eficazes e seletivas para o tratamento do céncer motiva pesquisadores e tém

despertado o interesse comercial da industria farmacéutica nos ultimos anos.

Tratando-se de uma colecao altamente diversa de mais de 200 doencas, 0
cancer pode ser encontrado em quase todos os tipos celulares que compartilham de
pelo menos uma semelhanca, a desregulacdo do crescimento celular levando a
proliferacdo anormal de células (STOLETOV; BEATTY; LEWIS, 2020).

O neuroblastoma é um tumor neuroenddcrino pediatrico que surge de forma
persistente de progenitores da crista neural durante o desenvolvimento do sistema
nervoso simpético, correspondendo a cerca de 15% de todos o0s canceres
relacionados a morte na infancia (FLETCHER et al., 2018) (ALMSTEDT et al., 2020).
Possui um curso clinico heterogéneo em que a doenca pode apresentar-se de forma
localizada ou com regressao espontanea, sendo o Unico entre 0s canceres humanos
com propensdao a sofrer regressao espontanea (AYGUN, 2018). Porém em mais de
50% dos pacientes, os neuroblastomas ocorrem de forma amplamente metastatica,
criando uma dificuldade adicional ao tratamento (QIU; MATTHAY, 2022).

Na patologia do céncer, os canais iGnicos desempenham um papel importante
nos processos de regulacédo da proliferacdo, bem como na iniciacdo e progressao
tumoral (RAO et al., 2015). O aumento da expressao de canais de sodio dependentes
de voltagem (Navs) funcionais esta diretamente relacionado a progressdo de
metastases. No caso dos neuroblastomas o canal de sédio dependente de voltagem
subtipo 1.7 (Navl.7) é um dos mais expressos seguido pelo canal de sodio
dependente de voltagem subtipo 1.3, ambos sensiveis a tetrodotoxina (TTX-S)
(VETTER et al., 2012).
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Os canais de sodio dependentes de voltagem (Nav) destacam-se como um alvo
importante para a terapia anticancer, proporcionando a possibilidade do uso de
terapias direcionadas, por meio de drogas bloqueadoras de Nav com potencial
antimetastatico (DJAMGOZ; FRASER; BRACKENBURY, 2019).

O monoterpeno carvacrol, 2-metil-5-(propano-2-il)fenol, € um composto
organico encontrado em 6leos essenciais de muitas plantas com atividade anticancer
ja descrita na literatura (FAN et al., 2015) (KHAN et al., 2018) (MARI et al., 2021),
atuando também como bloqueador de canais de sodio dependentes de voltagem
(JOCA et al., 2015a), servindo de molécula base para a sintese de novos candidatos

a farmacos.

Assim, este estudo propds avaliar a atividade antitumoral de derivados do
carvacrol a base de aduto de Morita-Baylis-Hillman por meio da modulag&o de canais

de sédio dependentes de voltagem 1.7 em neuroblastomas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cancer

O cancer aflige seres vivos multicelulares a mais de 200 milhdes de anos, e ha
evidéncias da sua presenga entre os ancestrais dos humanos modernos a mais de
um milhdo de anos atras (CHENE et al., 2016) (HAUSMAN, 2019). Caracterizado
como uma doenca na qual as células de um tecido especifico ndo respondem mais
totalmente aos sinais que regulam a diferenciacao, proliferagéo e morte celular. Como
resultado, essas células acumulam-se no tecido, causando danos e inflamacao locais
(HANAHAN; WEINBERG, 2011) (PHAN; CROUCHER, 2020).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que o
namero de novos casos de cancer atinja a marca dos 28,9 milhées em 2025. Sendo
essa doenca responsavel por cerca de 10 milhdes de mortes por ano em todo o
mundo. No Brasil, a estimativa para cada ano do triénio 2023-2025 aponta que

ocorrerdo 704 mil casos novos de cancer (INCA, 2022).

Em 2019, 416.500 criancas de 0 a 14 anos morreram de cancer em todo o
mundo. Cerca de 80% das criancas com cancer que vivem em paises de alta renda
tendem a sobreviver 5 anos a mais apés o diagnéstico, em comparagdo com
aproximadamente 40% em paises de média e baixa renda (KATTNER et al., 2019a).
No Brasil, a estimativa de novos casos de cancer infantil é de 8.460, sendo 4.310 para
0 sexo masculino e 4.150 para o sexo feminino (2020 - INCA). Em 2019, o nimero de
mortes em criangas em decorréncia do cancer foi de 2.554, sendo 1.423 para 0 Sexo

masculino e 1.131 para o sexo feminino.

2.2 Carcinogénese

Durante o processo de carcinogénese ocorrem mudancas dindmicas no
genoma por meio de mutacdes que levam ao ganho de funcdo em oncogenes,
enguanto 0s genes supressores tumorais sofrem perda de funcéo. A carcinogénese ¢é
um processo de multiplas etapas e dentre essas etapas as alteragfes genéticas
impulsionam o processo de transformacéo de células humanas saudaveis em células

cancerosas.
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A ampla diversidade de alteracdes genotipicas que levam ao desenvolvimento
de células tumorais se da por meio de alteracdes essenciais na fisiologia celular que
juntas sé@o capazes de promover o crescimento tumoral maligno, tais como: potencial
de replicacéo ilimitado, autossuficiéncia a sinais de crescimento, insensibilidade a
sinais anticrescimento, instabilidade genémica, evasao a apoptose, reprogramacao do
metabolismo energético, evasdo da resposta imune, angiogénese sustentada e
capacidade de invadir locais secundarios e causar metastase (figura 1) (HANAHAN;
WEINBERG, 2000) (HANAHAN; WEINBERG, 2011) (CURTIUS; WRIGHT; GRAHAM,
2017) (CHEN; VERBEEK; WOLSTENCROFT, 2021)

Autossuficiéncia a

s ¢ Insensibilidade a sinais
sinais de crescimento

de crescimento

Reprogramacao do

metabolismo Resposta inflamatéria
energético

Potencial
replicativo ilimitado

Resisténcia a
morte celular

Instabilidade Microambiente
gendmica inflamatério

Inducao de Invasio de locais
angiogenese secundarios e
metastase

Figura 1. Marcadores tumorais. Fonte: Adaptado de HANAHAN e WEINBERG, 2011.

19



2.3 Neuroblastomas

O neuroblastoma € o cancer de origem embrionaria mais frequente em criancas
especialmente até os 5 anos de idade, representa 0 segundo tumor solido mais
comum na infancia depois dos tumores de sistema nervoso central em todo o mundo
(AYGUN, 2018). Pacientes quimioresistentes, ao apresentarem recaidas apresentam
uma taxa de sobrevida que dificilmente chega a 40% (PONZONI et al., 2022). Esse
tumor embrionério, é considerado um importante desafio aos profissionais de saude,
por estar associado a 15% da mortalidade relacionada a oncologia pediatrica
(LUCENA et al., 2018).

2.3.1 Origem dos neuroblastomas

Na figura 2 observa-se 0 processo de desenvolvimento de neuroblastomas a
partir da crista neural. Este processo inicia-se durante a embriogénese, quando as
células da crista neural sofrem transicao epitelial-mesenquimal (EMT), permitindo que
as células se dividam, migrem e se diferenciem em varios tipos de células que
contribuem para as estruturas anatdmicas do organismo. Este processo é regulado
por um conjunto complexo de sinalizacdo externa, ativacdo de programas
transcricionais e eventos epigenéticos. A desregulacéo dos fatores envolvidos neste
processo pode induzir mudancas na especificacao celular, migracdo desregulada e
diferenciacéo celular, dando origem a les6es neoplasicas que podem eventualmente
resultar em neuroblastoma. Esses eventos podem ocorrer durante diferentes estagios
de maturacdo da crista neural, sendo o proto-oncogene MYCN, importante para o

desenvolvimento do neuroblastoma.

A familia de proto-oncogenes MYC (V-myc avian myelocytomatosis viral
oncogene homolog) incluindo: c-MYC, MYCN e MYCL, situados em cromossomos
diferentes e expressos em momentos especificos durante o desenvolvimento,
codificam proteinas com dominios funcionais semelhantes, incluindo os dominios
transativadores e de ligacdo ao DNA. A familia MYC e sua extensa rede de proteinas
sao importantes na regulacdo de processos, como crescimento celular, diferenciacéo

e apoptose. A regulacdo aberrante do MYC pode levar ao aumento da proliferacao
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celular e é comumente observada em canceres (HUANG; WEISS, 2013)(RUIZ-
PEREZ; HENLEY; ARSENIAN-HENRIKSSON, 2017).

Os neuroblastomas séo tumores heterogéneos podendo apresentar diferentes
anormalidades cromossdmicas, tais como: amplificacdo de MYCN (V-myc avian
myelocytomatosis viral oncogene neuroblastoma derived homolog), desbalancos
envolvendo o cromossomo 17, aneuploidia, entre outras alteracbes genéticas. A
amplificagdo de MYCN ocorre em cerca de 18-38% dos casos de neuroblastoma
(JOHNSEN; DYBERG; WICKSTROM, 2019).

A expressdo desregulada de MYCN € o impulsionador oncogénico mais
poderoso para o desenvolvimento de neuroblastomas, promovendo a indugdo da
proliferacdo e inibicdo a apoptose de células da linhagem simpatico-adrenal. A
quinase de linfoma anaplasico (ALK) e o homeobox pareado 2B (PHOX2B) sédo
mutagdes germinativas encontradas no neuroblastoma. A sinaliza¢éo de Rho é crucial
para a migracdo de células da crista neural, controlando a inibicdo de contato da
locomocéo entre as células da crista neural. Os complexos SWI/SNF sédo supressores
tumorais que coordenam diversas alteracbes da cromatina que influenciam a
producao transcricional, a replicacdo e o reparo do DNA (MATTHAY et al., 2016)
(JOHNSEN; DYBERG; WICKSTROM, 2019).
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Figura 2: Desenvolvimento de neuroblastoma a partir da crista neural. Fonte:
Adaptado de (JOHNSEN; DYBERG; WICKSTROM, 2019)

2.3.2 Classificacdo dos neuroblastomas

Por meio do Sistema de Estadiamento Internacional para Neuroblastoma
(INSS), os tumores de neuroblastomas podem ser classificados de acordo com o0s
estadios 1, 2A, 2B, 3, 4 e 4S baseado em critérios multiplos tais como grau de excisao
cirtrgica do tumor primario, envolvimento de linfonodos, disseminacdo para 6rgéos
distantes, grau de envolvimento da medula 6ssea e idade da crianga (tabela 1). A
amplificacdo de MYCN é um fator de péssimo prognostico em neuroblastomas,
mesmo em casos de tumores localizados sendo utilizado como um biomarcador para
estratificacdo de pacientes, pois esta fortemente associada a metastases de pulmao,

seguido de medula 6ssea, 0ssos e metastases de pele (NAKAGAWARA et al., 2018).
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Curiosamente, pacientes bebés com neuroblastoma 4S, com metastases na
pele, figado e medula 6ssea, podem apresentar uma impressionante involucéo natural
e regressao dos tumores, apds minima ou nenhuma intervencdo médica. A regressao
espontanea também ocorre em alguns pacientes afetados por outros estagios do
neuroblastoma. Entretanto, ainda ndo se sabe exatamente o mecanismo pelo qual
isso ocorre (RUIZ-PEREZ; HENLEY; ARSENIAN-HENRIKSSON, 2017).

Tabela 1: Sistema de Estadiamento Internacional para Neuroblastoma (LUCENA et
al., 2018).

Estadio Definicdo

1 Tumor localizado, completamente ressecado com ou sem doenca residual
microscoépica; representativos linfonodos ipsilaterais negativos (n6dulos aderidos e

removidos com o tumor podem ser positivos).

2A Tumor localizado com ressecc¢do incompleta; representativos linfonodos ipsilaterais

ndo aderidos negativos para o tumor microscopicamente.

2B Tumor localizado com ou sem ressec¢do completa com linfonodos ipsilaterais ndo
aderidos positivos para o tumor; linfonodos aumentados contralaterais devem ser

negativos microscopicamente.

3 Tumor unilateral irressecavel, estendendo-se pela linha média, com ou sem
envolvimento linfonodal regional, tumor unilateral com envolvimento de linfonodos
regionais contralaterais, ou tumor de linha média com extensao bilateral por meio de

infiltrac&o (irressecavel) ou de envolvimento linfonodal.

4 Qualquer tumor priméario com disseminacéo para linfonodos a disténcia, 0sso, medula
Ossea, figado, pele, ou outros 6rgéos (exceto como definido no estadio 4S).

4S Tumor primario localizado (como definido para os estadios 1, 2A ou 2B) com
disseminacado limitada a pele, ao figado ou a medula Gssea (limitado a criancas

menores de 1 ano de idade).
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2.3.3 Tratamento para neuroblastomas

Pacientes com neuroblastomas de alto risco requerem terapias multimodais
intensivas incluindo quimioterapia, cirurgia, radioterapia, além de quimioterapia de alta
dose com resgate de células-tronco autélogas, e irradiacédo do tumor local. Porém, em
guase 90% dos casos essas terapias ainda séo ineficazes (LOUIS; SHOHET, 2015).
Os quimioterapicos convencionais utilizados para tratar neuroblastomas podem
incluir: cisplatina, vincristina, doxorrubicina, etoposideo, carboplatina e ciclofosfamida,
porém a maior parte destes farmacos esta associada aos desagradaveis efeitos
adversos que acompanham o tratamento e muitas vezes resisténcia a multiplas
drogas (TRAN et al., 2015) (JOHNSEN; DYBERG; WICKSTROM, 2019).

O atual paradigma de tratamento inicial usado pela maioria das equipes inclui
trés fases de terapia: 1) A fase de inducdo: baseada em quimioterapia multipla
intensiva e cirurgia de ressecc¢ao do tumor primario para reduzir o tumor tanto quanto
possivel. Com as abordagens atuais, aproximadamente 80% dos pacientes tém pelo
menos uma resposta a inducao, embora apenas 20% dos pacientes tém uma resposta
completa de inducdo final. 2) A fase de consolidacéo: nesta fase de tratamento utiliza-
se quimioterapia de alta dose com resgate autélogo de células-tronco seguido de
radioterapia. 3) A fase de pés-consolidacdo: incorpora o uso de terapias alvo incluindo
imunoterapia anticorpo monoclonal dirigido contra o alvo GD2 da superficie celular e
isotretinoina como agente diferenciador. A duracdo total do tratamento € de
aproximadamente 1,5 ano (DUBOIS; MACY,; HENDERSON, 2022).

2.3.4 Neuroblastoma e canais idnicos

Quanto a expressdo de canais ibnicos 0s neuroblastomas apresentam uma
gama de canais idnicos dependentes de voltagem, tais como: canais de sodio, canais
de potassio, canais de calcio, bem como receptores de potencial transiente (TRPS)
(GINSBORG; MARTIN; PATMORET, 1991a) (PANNER; WURSTER, 2006)
(LOUHIVUORI et al., 2009) (NAMKAEW et al., 2018) (LANGE; KOSTER; KOOMOA,
2019) (KRABBENDAM et al., 2020).
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Ao que se refere aos canais de sédio dependentes de voltagem os neuroblastomas
tendem a apresentar uma expressao elevada dos subtipos Navl.3 e Navl1.7, ambos
caracterizados como sensiveis a tetrodotoxina (TTX-S), 0 que pode estar
correlacionado a alta capacidade metastatica dos neuroblastomas (VETTER et al.,
2012).

2.4 Morte celular

A morte celular é um processo essencial para a manutencdo da homeostase
nos tecidos, caracterizada por processos de morte distintos como: apoptose,
piroptose, autofagia e necrose (D’ARCY, 2019).

A apoptose ou morte celular programada € um processo coordenado e muitas
vezes dependente de energia que envolve a ativacdo de um grupo de proteases de
cisteina chamadas “caspases” compondo uma cascata complexa de eventos que
ligam os estimulos iniciais a morte final da célula. Os sinais de morte sao
retransmitidos através de vias de sinalizacdo que levam a ativacdo de caspases
responsaveis pela execucdo da destruicdo celular. Sendo uma das formas mais
conhecidas de morte celular regulada, pode ser ativada quando os receptores de
morte como o Fas, sdo ativados por seus ligantes (via extrinseca) ou quando as
proteinas pro-apoptéticas da familia BCL-2 levam a permeabilizacdo da membrana
mitocondrial externa (a via intrinseca), ambas convergem para a fase de execucao da

apoptose (ELMORE, 2007; XU; LAI; HUA, 2019; LOSSI, 2022).

A morte de uma célula ou grupo de células, geralmente devido a um estado
patoldgico, € conhecida como necrose. Pode ser dividida em dois estagios: a morte
da célula como resultado de sua incapacidade de manter a homeostase e sua
subsequente degeneracdo. De forma geral, envolve um numero significativo de
células e esta ligada a uma resposta inflamatéria (D’ARCY, 2019). Ao contrario da
apoptose, a necrose é uma forma alternativa descontrolada de morte celular induzida
por lesdo externa, como hipoxia ou inflamacgé&o. Este processo geralmente envolve a
regulacdo positiva de varias proteinas e compostos pro-inflamatoérios, como o fator
nuclear kB, resultando na ruptura da membrana celular, causando uma cascata de

inflamacé&o e dano tecidual. A célula geralmente responde por incha¢o (um processo
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conhecido como oncose), pois falha em manter a homeostase (MAJNO; JORIS,
1995)(BERGHE et al., 2014).

2.5 Envolvimento dos canais de sédio dependentes de voltagem na metéstase.

Em tumores sélidos, células cancerosas podem permanecer no local primario
da lesdo, espalham-se localmente ou causam metastase. O cancer metastatico €
responsavel por cerca de 90% de todas as mortes relacionadas ao cancer. Sendo este
o principal fator determinante entre canceres trataveis de baixo riso e canceres de alto
risco com padréo altamente metastéatico. A disseminacéo de células tumorais a partir
de locais distantes € um processo extremamente dinamico, assincrono e depende
tanto das caracteristicas do tumor quanto de fatores intrinsecos ao hospedeiro. A
inibicdo de marcadores tumorais metastaticos, tais como os canais de sodio
dependentes de voltagem, podem trazer beneficios em qualquer estagio da doenca,
sendo um importante alvo terapéutico (STOLETOV; BEATTY; LEWIS, 2020).

O processo de metastase consiste nas seguintes etapas: (I) as células
cancerosas dissociam-se entre elas destacando-se da matriz extracelular, (1) migram
a partir do tecido de origem, invadem a membrana basal, (Ill) acessam a corrente
sanguinea ou a circulacéo linfatica, (IV) aderem-se novamente ha um local distante e
extravasam a circulacéo até formarem tumores secundarios depois de proliferarem e
induzirem angiogénese. O movimento celular é influenciado por diversos fatores tais
como, moléculas de adeséao (caderinas e integrinas), enzimas que degradam a matriz
extracelular e seus inibidores, citocinas que estimulam o processo de migracao e
proliferacdo, componentes do citoesqueleto e atividade de canais ibnicos, além da
concentracdo ibnica intracelular e extracelular (WOODHOUSE; CHUAQUI, 1997)
(GUMUSHAN AKTAS; AKGUN, 2018).

Particularmente, os canais de sédio dependentes de voltagem (Nav) controlam
varias etapas da cascata metastatica, sendo estes diretamente associados a
agressividade de tumores, como evidenciado pelos altos niveis de expressao em
carcinomas de péssimo prognéstico (figura 3) (ONKAL; DJAMGOZ, 2009).
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Figura 3: Cascata metastatica. Fonte: Adaptado de (ONKAL; DJAMGOZ, 2009)

Os canais de sodio dependentes de voltagem estédo diretamente associados a
conducado do impulso elétrico em células excitaveis, porém também estdo presentes
em varios tipos de células epiteliais. A expressdo anormal de canais i6nicos vem
sendo correlacionada com alteracbes na adesao, proliferacdo, apoptose, migracao,
invasdo e metastase de células, particularmente durante a progressao tumoral.
Especificamente, células invasivas com grande potencial metastatico apresentam um
maior nimero de canais de sodio dependentes de voltagem (FRASER et al., 2005)
(LIU etal., 2019) (DJAMGOZ; FRASER; BRACKENBURY, 2019) (WANG et al., 2019).

O aumento da expressao de canais de sodio dependentes de voltagem (Nav)
funcionais, e o consequente aumento do influxo de corrente de sddio em células
cancerosas corrobora diretamente para a progressdo da metastase. Principalmente
via alteracbes no potencial de repouso da membrana de células altamente
metastaticas que tendem a ser mais despolarizantes. (ROGER; BESSON; LE
GUENNEC, 2003) (FRASER; DISS; CHIONI, 2005). As membranas de células
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metastaticas tornam-se potencialmente “excitaveis”, devido ao comportamento

hiperativo em virtude da superexpresséao de Nav (BLANDINO et al., 1995).

A familia dos canais de sodio dependentes de voltagem € composta por nove
subtipos de subunidades a (Navl.1 a Nav1.9), codificados pelos genes SCN1A —
SCN11A, além de quatro subunidades [ auxiliares que podem se associar a
subunidade a modulando a expressao e a cinética do canal ibnico na membrana
plasmética (figura 4). Cada subunidade a de um canal de sodio dependente de
voltagem (220-260 kDa) forma um poro iénico funcional com particular sensibilidade
a tetrodotoxina (TTX), propriedades farmacolégicas e distribuicdo tecidual. Por
exemplo, a TTX é aproximadamente 1000 vezes mais potente para os canais Navl.1
— 1.4, Nav1.6 e Navl.7, chamados de sensiveis a TTX (TTX-S), em compara¢do com
o grupo resistente (TTX-R) Nav1.5, Nav1.8 e Navl1.9 bloqueados por concentragdes
de TTX na ordem de micro molar (HILLE, 1992) (PLUMMER; MEISLER, 1999)
(CATTERALL, 2017)
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Figura 4: Esquema ilustrativo da estrutura do canal de sodio dependente de voltagem.
A subunidade a apresenta quatro dominios (DI-DIV) com seis segmentos
transmembranares. O segmento 4 contém aminoacidos carregados positivamente,
sendo compondo o sensor de voltagem do canal, a alga entre o segmento 5 e 6 €
negativamente carregado e forma a regido do poro do canal. A subunidade 3 esta
localizada de forma acessoéria podendo estrategicamente modular a cinética do canal.
Fonte: Adaptado de (FRASER et al., 2014)
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Estes canais estdo super expressos em diferentes tipos de carcinomas
estimulando o redirecionamento da maquinaria celular para a progressdo da
metastase (FRASER et al., 2014) (WANG et al., 2019). Interessantemente, dos nove
subtipos de Navs, em carcinomas, os dois mais prevalentes sdo Navl.5 e Navl.7
(DJAMGOZ; FRASER; BRACKENBURY, 2019). Ha evidéncias de que os niveis do
eletrdlito sddio em tecidos tumorais estdo demasiadamente aumentados em relacéo
a tecidos saudaveis, o que corrobora com o0 aumento da expressao de canais de sédio
dependentes de voltagem (DJAMGOZ; FRASER; BRACKENBURY, 2019).

AlteracGes na homeostase idnica (Na*, Ca®* e H*) podem subsequentemente
ativar proteina quinase A (PKA), proteina quinase C (PKC), que podem vir a modular
proteinas do citoesqueleto, aumentar o transporte vesicular, secrecdo, migracao e
invasdo em canceres altamente metastaticos (ONKAL; DJAMGOZ, 2009). As
correntes de sodio geradas por meio do canal Navl.7 estimulam a fosforilacdo da
proteina quinase A (PKA), o que leva ao aumento dos niveis de RNAm para Navl.7,
mas ndo afeta os niveis de proteina total, pois 0s niveis proteicos de Navl.7
aumentam na membrana plasmatica e diminuem a nivel citoplasmatico. A
externalizacdo do Navl.7 entdo potencializa o processo de invasao e migracao em
células tumorais. O aumento dos niveis de Navl.7 na membrana levam ao aumento
de correntes de Na*, assim gerando uma retroalimentacdo positiva (figura 5)
(FRASER et al., 2014).
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Figura 5: Retroalimentacao positiva de Nav1.7 em células tumorais. Fonte: (FRASER
et al., 2014) (LUO et al., 2020)
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2.6 Desenvolvimento de novas drogas

A busca ainda € incessante por novos compostos com potencial antitumoral,
apesar dos avan¢cos em relacdo ao tratamento do céancer ainda é preocupante a
escassez de drogas atuando em alvos moleculares especificos. Tendo em vista que,
0S quimioterapicos disponiveis atualmente ainda apresentam baixa especificidade

com relacdo as células sadias resultando em numerosos efeitos colaterais.

Na pesquisa por novas drogas com propriedades anticancer, os métodos mais
comuns de triagem envolvem a realizacdo de testes de citotoxicidade, frente a um
painel de células tumorais e ndo tumorais. A fim de avaliar o potencial citotoxico
seletivo do composto em questdo bem como o escalonamento de tal composto para
estudos visando o desenvolvimento de futuros candidatos farmacos (RISS;
MORAVEC; NILES, 2013) (RISS et al.,2004).

Os canais de sddio dependentes de voltagem estdo se tornando uma nova
classe de alvos moleculares para identificacdo seletiva do potencial metastatico ou do
bloqueio da sua progressdo. A expressdo de canais de sédio dependentes de
voltagem tem potencial tanto clinico quanto diagnéstico, sendo um importante alvo
para o desenvolvimento de drogas antitumorais com propriedades antimetastaticas
(HORNE; MANSUR; BAO, 2021).

2.7 Carvacrol e seus derivados candidatos a farmacos

Os produtos naturais tém se destacado no ramo da quimica medicinal, com
relacdo as suas propriedades medicinais intrinsecas e também quanto ao seu
potencial em servir de molécula base para numerosas reacdes de sintese de novos
compostos, possibilitando o desenvolvimento de farmacos mais direcionados quanto
ao alvo terapéutico (KATZ; BALTZ, 2016) (THOMFORD et al., 2018).

O monoterpeno carvacrol, 2-metil-5-(propano-2-il)fenol, € um composto
organico encontrado em oOleos essenciais de muitas plantas com um amplo perfil
farmacoldgico, e serviu de base estrutural para o desenvolvimento dos compostos

semissintéticos estudados neste trabalho.
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Dentre as atividades do carvacrol ja descritas na literatura destacam-se a
modulacdo de canais ibnicos por meio do bloqueio dos canais de soédio dependentes
de voltagem (JOCA et al., 2015a), canais de calcio dependentes de voltagem
(DANTAS et al., 2015), TRPM2 e TRPV4 (NAZIROGLU, 2022), e TRPM7 (CAl et al.,
2021).

O carvacrol apresenta efeito antitumoral em diferentes tipos de cancer, dentre
0s quais em células de cancer de mama via modulacdo de TRPM7, induzindo
apoptose a partir de 300 uM nas linhagens BT-483, BT-474, MCF-7, MDA-MB- 231, e
MDA-MB-453 (LI et al., 2021). Também esta descrita na literatura a atividade do
carvacrol em gliomas, cancer de hepatico, leucemia, cancer de cdlon, dentre outros
(ZIELINSKA-BLAJET; PIETRUSIAK; FEDER-KUBIS, 2021).

Com base na atividade antitumoral do carvacrol ja descrita na literatura, o
surgimento de compostos derivados do carvacrol modulando células de cancer tem
aumentado. Cui e colaboradores sintetizaram derivados do carvacrol contendo 5-fenil-
2-furano e observaram que os substituintes nas posi¢cdes orto e para aumentaram
significativamente sua atividade anticancerigena em comparacdo com aqueles na
posicdo meta (ZIELINSKA-BLAJET; PIETRUSIAK; FEDER-KUBIS, 2021).

O complexo de cobre(ll) de uma base de Schiff derivada do carvacrol inibiu a
inibiu a proliferacdo e migracdo da linhagem de cancer de pulmao A549 de maneira
dose-dependente, ativando os mecanismos de apoptose pela via intrinseca (BANSAL
et al., 2022).

Os resultados obtidos neste trabalho foram com compostos inéditos derivados

do carvacrol a base de aduto de morita-baylis-hillman.
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OBJETIVOS

GERAL:

Investigar o potencial antitumoral de derivados semissintéticos do carvacrol
com atividade sobre canais de sodio dependentes de voltagem subtipo 1.7
(Nav1.7).

ESPECIFICOS:

Realizar uma triagem do efeito dos compostos derivados do carvacrol sobre
correntes de sédio de Navl.7;

Investigar o efeito dependente de concentracdo dos derivados do carvacrol
previamente selecionados frente ao bloqueio de Navl.7.

Determinar a toxicidade dos derivados de carvacrol pré-selecionados, através
do modelo com Artemia salina.

Estudar a citotoxicidade em células tumorais e ndo tumorais do derivado do
carvacrol com destacavel atividade sobre o Nav1.7 (Derivado do Carvacrol 6 —
DC6);

Avaliar a influéncia do DC6 na proliferacao celular;

Investigar o efeito do DC6 em modular a taxa de migracdo celular
correlacionando-o com o Navl.7;

Investigar o efeito do DC6 na inducao da apoptose;

Analisar o efeito do DC6 em modelo tridimensional de metastase in vitro;
Avaliacao toxicol6gica comportamental do DC6 em camundongos por meio do

teste de Irwin.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Compostos

4.1.1 Derivados do carvacrol

Os compostos derivados do carvacrol (DC) testados nesse estudo, cujas
estruturas quimicas estao representadas na figura 6, foram produzidos no Laboratorio
de Sintese e Quimica Medicinal, situado no Departamento de Quimica, da
Universidade Federal da Paraiba, sob coordenacdo dos Professores Dr. Claudio
Gabriel Lima Junior e Dr. Mario Luiz A. A. Vasconcellos.

Foi preparada uma solucéo estoque de 1M dos DC (listados baixo) em DMSO
(Dimetilsulféxido) e congelada em pequenas aliquotas. Diluicdes foram realizadas no
momento do experimento, sendo estas em solugao externa (tabela 2, segéo 4.2) para
0s experimentos de eletrofisiologia celular e em meio de cultura para os demais
ensaios. Em todos os casos, a concentracdo maxima de DMSO utilizada foi de 0,5%
(XAVIER, 2018). O Apéndice 1 resume brevemente o planejamento inicial dos estudos
com estes compostos e apresenta algumas observacgdes sobre a reprodutibilidade de
dados de diferentes bateladas e consideracdes sobre a estabilidade dos compostos

derivados do carvacrol.

DC1: 2-metil-5-(propan-2-il)fenil 2-[hidroxi(fenil)metil]prop-2-enoato

DC2: 2-metil-5-(propan-2-il)fenil 2-[hidroxi(2-nitrofenil)metil]prop-2-enoato
DC3: 2-metil-5-(propan-2-il)fenil 2-[hidroxi(3-nitrofenil)metil]prop-2-enoato
DC4: 2-metil-5-(propan-2-il)fenil 2-[hidroxi(4-nitrofenil)metil]prop-2-enoato
DC5: 2-metil-5-(propan-2-il)fenil 2-[hidroxi(naftalen-1-il)metiljprop-2-enoato
DC6: 2-metil-5-(propan-2-il)fenil 2-[hidroxi(naftalen-2-il)metil]prop-2-enoato
DC7: 2-metil-5-(propan-2-il)fenil 2-[(4-fluorofenil)(hidroxi)metil]prop-2-enoato
DC8: 2-metil-5-(propan-2-il)fenil 2-[(4-clorofenil)(hidroxi)metil]prop-2-enoato
DC9: 2-metil-5-(propan-2-il)fenil 2-[(4-bromofenil)(hidroxi)metil]prop-2-enoato
DC10: 2-metil-5-(propan-2-il)fenil 2-[hidroxi(4-metoxifenil)metil]prop-2-enoato
DC11: 2-metil-5-(propan-2-il)fenil 2-[(2,5-dimetoxifenil)(hidroxi)metil]prop-2-enoato
DC12: 2-metil-5-(propan-2-il)fenil prop-2-enoato.
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4.1.2 Carvacrol

A fim de aumentar a solubilidade aquosa do Carvacrol (Sigma Aldrich/Brasil) foi
preparada uma solu¢do concentrada de 1 M em DMSO, a partir desta foram realizadas
diluicdes nas concentracdes teste em solucéo externa (tabela 2).

4.1.3 Doxorrubicina

Aliguotas de Doxorrubicina (Sigma Aldrich/Brasil) a 10 mM foram armazenadas a
-20°C ao abrigo da luz, sendo as diluiges realizadas em meio de cultura no momento

do experimento.

4.1.4 Tetrodotoxina

Partindo de uma solucéo estoque de 500 uM foram realizadas diluicdes em solucéo
externa para os ensaios de eletrofisiologia celular ou em meio de cultura sem adicéo

de soro fetal bovino.

4.15 Lidocaina

Uma solucéo estoque de Cloridrato de Lidocaina (Sigma Aldrich/Brasil) a 5 mM foi
preparada em agua ultra purificada estéril e armazenada em geladeira. Foram

realizadas diluicdes em meio de cultura no momento do experimento.
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Figura 6: Compostos semissintéticos Derivados do Carvacrol. Estrutura quimica
do Carvacrol representada em Verde, DC12 representado em vermelho e verde,
demais grupos R em preto.
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4.2 Modelos Biolégicos Experimentais

4.2.1 Linhagens Celulares Imortalizadas

Células CHO-hNav1.7

As células CHO-hNavl.7 foram gentilmente cedidas pelo professor Dr. Paulo
Sérgio Lacerda Beirdo - Universidade Federal de Minas Gerais. As células
provenientes da linhagem celular derivada de Ovério de Hamster Chines (CHO) foram
transfectadas permanentemente com a subunidade a do canal de sddio dependente
de voltagem subtipo 1.7 (Nav1.7) humano. As células foram cultivadas em frascos de
cultura utilizando o meio DMEM (4,5 g/L glicose) acrescido de 0,5 mg/mL de G418
(geneticina) e suplementado com 10% de soro bovino fetal. O tempo de duplicacao
médio das células CHO é de 24 h.

Todas as linhagens celulares utilizadas (tabela 2) foram manipuladas em
ambiente estéril, sob fluxo laminar e mantidas em estufa contendo 5% de CO2 a 37
°C. O crescimento celular foi acompanhado a cada 24 horas com auxilio de
microscopio invertido. Amostras de cultura mantidas em estoque foram

criopreservadas em nitrogénio liquido.
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Tabela 2: Linhagens celulares utilizadas e especificacdes de cultivo.

Fonte: cellosaurus.org
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4.3 Métodos Experimentais

4.3.1 Técnica de Patch Clamp modo whole-cell

Para avaliarmos a influéncia dos derivados do carvacrol sobre os canais de
sédio dependentes de voltagem subtipo 1.7 em células CHO-hNav1l.7, foi utilizado a
técnica de patch-clamp, no modo whole-cell voltage-clamp (figura 7), como descrito
previamente (HAMILL; NEHER; SIGWORTH, 1981).

As células foram estudadas sobre a plataforma de um microscopio invertido
(Carl Zeiss, Alemanha), posicionado sobre uma mesa antivibratéria com suspenséao
pneumatica (TMC, EUA), para obtencdo dos registros eletrofisioldgicos. Um
micromanipulador hidraulico de alta precisdo (Narishige, Japédo) foi utilizado para
movimentacdo do eletrodo responsavel pelo registro das correntes, e outro
micromanipulador foi utilizado para posicionar a pipeta de perfusdo, contendo a
solucéo controle ou o composto testado. Todo o sistema esteve livre de interferéncias

elétricas, por meio do uso de uma gaiola de Faraday (TMC, EUA).

As correntes foram obtidas por meio de um amplificador (HEKA 10, Alemanha),
filtradas por filtro passa-baixa a 3,0 kHz, convertidas em sinais digitais com frequéncia
de 10 kHz, sendo armazenadas em computador para posterior analise. Correntes de
vazamento (leakage) foram removidas, utilizando o protocolo P/4 no qual quatro
pulsos de amplitude igual a ¥ do pulso teste foram aplicados e a resposta de corrente
foi somada e subtraida da corrente do pulso teste. Os transientes capacitivos foram
subtraidos em todos o0s experimentos. As células que apresentaram valores altos para
resisténcia em série (acima de 5 MQ) ou que n&o permaneceram estaveis, ndo foram

utilizadas para analise.

As correntes foram adquiridas e analisadas em um computador PC-compativel
por meio do software Patch Master (HEKA Elektronik, Alemanha). As células CHO-
hNavl.7 aderidas em laminulas de vidro foram banhadas por uma solucéo extracelular
(tabela 3) adequada para a medicdo de correntes de sodio. Micropipetas de vidro as
quais foram preenchidas conforme a tabela 4 para os registros de correntes de
Navl.7, foram produzidas por meio de um estirador (puller) vertical de 2 estagios
(Narishige, Japéo).
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As resisténcias das micropipetas mediam valores entre 3,0 - 4,0 MQ. Um fino fio de
prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) foi introduzido na micropipeta, no qual o conjunto foi
acoplado a um pré-amplificador (headstage) que, por sua vez, estava conectado a
entrada do amplificador.

Todas as solugdes foram submetidas a um filtro com porosidade de 0,22 ym.
Os “gigaselos” foram obtidos por meio de uma suave sucgao feita no interior da
micropipeta, e em seguida as células foram submetidas a uma succéo mais vigorosa
que permitiu romper o pequeno fragmento de membrana. O aumento brusco do

transiente capacitivo indicava a obtencéo da configuracdo Whole-cell (figura 8).

Em todos os registros realizados, as células foram submetidas a um sistema
de perfusdo (Dagan, EUA) que consistiu de uma pipeta de vidro com
aproximadamente 100 um de diametro interno, que estava conectada a saida de uma
valvula solenoide, alimentada por reservatorios de 10 mL, um deles contendo solucéo
fisiologica sem adicdo dos compostos teste e outros compartimentos contendo a
solucéo externa adicionada com concentracdes testes dos derivados do carvacrol. A
valvula solenoide permitia selecionar os compartimentos que ficaram ligados a pipeta
de perfusédo. Os fluxos (~0,1 mL/min) foram impulsionados pela for¢a da gravidade. A
osmolaridade das solu¢cdes foi ajustada com glicose, para valores de
aproximadamente 310 mOsm (solucdo interna) e 330 mOsm (solucéo externa). Assim,
foi possivel avaliar o efeito dos derivados do carvacrol sobre as correntes de Na* para

os canais Nav1.7 (figura 9).

Os registros eletrofisioldgicos foram normalizados em pA por pF, sendo obtido
a média = desvio padrdo com um N = 7 células para cada concentracao testada dos
compostos derivados do carvacrol. As diferencas estatisticas foram avaliadas por
meio do teste t, em que valores de p < 0,05 indicaram diferenga significativa. O
programa utilizado para andlise estatistica dos dados foi o GraphPad Prism versao
8.0. Sendo os parametros eletrofisiolégicos analisados por meio do programa
FitMaster/HEKA.
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Figura 7: Setup de eletrofisiologia celular — Patch Clamp do laboratério de
biotecnologia celular e molecular (LBCM).
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Tabela 3: Solucédo Externa para medicao de correntes de sddio subtipo 1.7 em células

CHO-hNav1.7.

Solucéo Externa — INav (mM)

NaCl 40

KCI 3
TEA-CI 20
CaClz 1
MgCl2 1
CdCl. 1
Cloreto de colina 70
Glicose 10

pH=7,4 (NaOH)

Tabela 4: Solucao Interna para medicéo de correntes de sddio subtipo 1.7 em células

CHO-hNav1.7

Solucéo Interna — INav (mM)

NaCl 10
CsCl 100
HEPES 10
EGTA 11
TEA-CI 10
MgClz 5

pH=7,2 (CsOH)
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Figura 8: Técnica de patch clamp modo whole-cell voltage clamp, adaptado de Cell
Physiology Source Book, 2012.
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Figura 9: Protocolo experimental técnica de patch clamp modo whole-cell
voltage clamp. A) Células CHO-hNav1.7 e micropipeta de patch clamp. B) Pulso teste

utilizado para a avaliagdo das correntes de Navl.7. C) Registro representativo de
corrente de sédio subtipo Nav1.7.
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4.3.2 Avaliacdo da atividade citotdxica dos derivados do carvacrol pelo método de

reducdo do sal de tetrazélio (MTT)

A redugdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-
tetrazolio) € um ensaio colorimétrico que mede a atividade metabdlica da célula, sendo
amplamente utilizado para avaliacdo da viabilidade celular frente a compostos
quimicos. Este sal de coloracdo amarela é captado por um processo de endocitose,
sendo convertido por células metabolicamente ativas em um composto formazam azul
insoluvel, por meio da reducdo do anel heterociclico de tetrazdlio. Os cristais de
formazam sé&o dissolvidos e quantificados em espectrofotdmetro, onde o valor da
absorbancia desse composto € proporcional ao numero de células viaveis (LIU et al.,
1997).

Foi realizado a contagem do nimero de células em camaras de Neubauer com
azul de tripam, somente os conjuntos de células com taxa de viabilidade superior a
95% foram utilizadas para os experimentos. Apds contagem as células foram
semeadas em placas com 96 pocos na concentracdo de 3x104 células por poco. Em
seguida foram incubadas em estufa de CO2 por cerca de 24 h. Apos adeséo, as
células foram tratadas com concentracdes crescentes dos derivados do carvacrol, e
as placas foram mantidas em estufa com 5% de CO2 a 37°C de acordo com o periodo
de incubacdo dos compostos. O MTT foi adicionado ap6s o término do periodo de
incubacédo, passados 4 horas foi adicionado uma solucdo de SDS/HCL afim de
solubilizar os cristais de formazam. Apds 24 h, foi realizada a leitura da placa em

espectrofotdbmetro a 570 nm.
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4.3.3 Ensaio de proliferacao celular

As células SH-SY5Y foram semeadas em placas com 24 pocos na densidade
de 5x10* células por mL e incubadas em estufa de CO2 de um dia para o outro a
37 °C. Posteriormente, o meio foi renovado contendo 2 uM, 4 yM e 8 uM do DC6.
Apos decorrido os tempos 0, 24, 48 e 72 horas de incubacado com a substancia teste,
foi adicionado a solucéo de MTT (5 mg/mL), acrescidos por mais 4 horas de incubacéo
para que ocorresse a metabolizagdo do composto em azul de formazam. Em seguida
o conteudo do poco foi transferido para tubos cénicos e centrifugados para remogéo
do sobrenadante, em seguida foi adicionado 200 uL de DMSO. A densidade Optica foi

mensurada por meio de espectrofotometro de placa a 570 nm.

4.3.4 Ensaio de migracio celular

As células SH-SY5Y ou CHO-hNavl.7 foram semeadas em placas com 6
pocos na concentracdo de 3x10° células por mL, uma vez atingida a confluéncia maior
que 95%, foi realizado uma ranhura na monocamada de células utilizando uma
ponteira de 10 yL. Em seguida, o meio foi retirado, e foram realizadas trés lavagens
com tampado de fosfato salina (PBS) para a remocéo das células em suspensao, apos
as lavagens foi adicionado meio de cultura contendo o DC6 nas concentracdes de 2
MM, 4 uM e 8 pM ou Lidocaina 200 pM suplementadas com 1 % de SBF. Ja nos
ensaios realizados em células CHO-hNav1.7 acrescidos de 300 nM de Tetrodotoxina
(TTX), devido a interacdo da TTX com a albumina, ndo foram adicionados SBF ao
meio de cultura, em todas as situacdes experimentais, controle e DC6 para devida
comparacdo (MATSUMOTO et al, 2010). Posteriormente, foram tiradas fotos
utilizando microscépio 6ptico (ZEISS AX10) em modo contraste de fase com
ampliacdo de 50x. As imagens foram analisadas no software de anélise ImageJ 1.52i
(NIH, USA), considerando a area de migracao a area da ferida no tempo 0, subtraido
pela area da ferida apos 48 h ou 72 h.
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4.3.5 Formacao de esferoides tumorais

Para a obtencdo dos esferoides tumorais foi preparado uma suspensao de
células SH-SY5Y na concentracdo de 5x102 células por 20 pL. Uma placa de Petri foi
aberta e sobre a tampa foram depositadas gotas de 20 pL da suspensao de células,
10 mL de PBS foi adicionado a base da placa para manutencdo da umidade. Em
seguida a tampa da placa foi invertida rapidamente e colocada na base da placa de
Petri, dessa forma as gotas se mantiveram suspensas formando uma superficie
convexa. As placas foram mantidas em estufa por cerca de 4 dias, tempo necessério
para a formacéo dos esferoides nessa linhagem celular. Em seguida os esferoides
foram coletados e movidos para uma placa de 24 pocos, acrescidos de 500 uL de
meio de cultura (1 % SBF) nos pocgos controle e 25 uM do DC6 nos pocos teste. Os
esferoides tumorais foram fotografados em microscopio éptico invertido (ZEISS AX10)
em modo contraste de fase com ampliacdo de 50x. As imagens foram analisadas no
software de analise ImageJ 1.52i (NIH, USA), considerando a area de invasao a
subtracdo da &rea da esfera pela area total (Invasdo = area de invasdo — area da
esfera) (GILAZIEVA et al., 2020).

4.3.6 Analise da inducdo de apoptose por citometria de fluxo

Para deteccdo de apoptose foi utilizado o fluorocromo Alexa Fluor 488 que
conjugado a anexina V interage com residuos externalizados de fosfatidilserina
presentes nas membranas de células em apoptose. O iodeto de propideo (PI) é um
corante catiénico que so entra nas células cujas membranas estdo rompidas. A dupla
marcacado da amostra com anexina V e iodeto de propideo permite a discriminacao
entre células viaveis (anexina V negativa/PIl negativa), em apoptose precoce (anexina
V positiva/PIl negativa), em apoptose tardia (anexina V positiva/Pl positiva) e células
necréticas (anexina V negativa/Pl positiva) (WLODKOWIC; SKOMMER;
DARZYNKIEWICZ, 2009).

As células SH-SY5Y foram semeadas em placas com 24 pocos na
concentragdo de 5x10° células/poco e tratadas com o DC6 nas concentracdes de 6,25
UM, 12,5 pM, 25 pM ou com Doxorrubicina 0,6 pM por 24 horas.
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Apos os periodos de incubacao, as células foram centrifugadas (500 x g por 5 minutos)
e ressuspensas em 100 uL de tampéao de ligacdo (10 mM HEPES, 140 mM NaOH,
and 2.5 mM CacCl2) e 1 yL de anexina V-Alexa Fluor 488 (Invitrogen, EUA) por 15
minutos, ao abrigo da luz. Posteriormente foram adicionados 400 pL do tampéao de
ligacdo e 1 pg/mL de iodeto de propideo (Invitrogen, EUA), realizando-se a leitura em
citometro de fluxo (FACScalibur BD). A analise dos dados experimentais foi realizada
no programa FlowJo_ V10, seguido por analise de variancia (ANOVA), pos teste de
Bonferroni no GraphPadPrism verséo 8.0. Os dados foram considerados significativos
guando p< 0,05.

4.3.7 Analise morfolégica em célula Unica por microscopia de fluorescéncia.

Para realizacdo deste protocolo experimental amostras de células SH-SY5Y
foram tratadas com 6,25 uM, 12,5 uM, 25 uM do composto DC6. Inicialmente as
amostras foram lavadas duas vezes com PBS e fixadas em solugcéo de 3,7 % de
formaldeido em PBS por 15 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram
lavadas mais duas vezes com PBS e permeabilizadas com 0.1 % Triton™ X-100 por
15 minutos. Apos isto lavou-se mais duas vezes com PBS. Uma solucdo estoque
contendo faloidina fluorescente foi preparada a 400x em DMSO e para solugéo de uso
0,5 pL da solugcéo estoque foi adicionado a cada 200 pL de PBS. A solucéo de
faloidina fluorescente foi adicionada as laminulas e em seguida as mesmas foram
incubadas por 30 — 60 minutos a temperatura ambiente. Na sequéncia foi realizada
uma lavagem em PBS por 5 minutos. Apds esta etapa foi adicionado DAPI (0,1
pug/mL), 5 min no escuro. Uma ultima lavagem foi realizada com PBS durante 5 min.
As laminulas foram montadas em laminas com mounting medium vectashield, as
imagens foram obtidas a 63X em imersao a 6leo em microscopio AXIO imager Z2. Em
gue foram registradas 30 secfes em plano z com tamanho de 0,24 um. As imagens

foram deconvoluidas utilizando o algoritmo constrain interactive em for¢ca automatica.
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4.3.8 Toxicidade do DC6 em nauplios de Artemia salina

A toxicidade dos compostos DC6, DC7, DC8 e DC9 foi determinada em
nauplios de Artemia salina (SORGELOOS; REMICHE-VAN DER WIELEN;
PERSOONE, 1978). Cerca de 20 mg de cistos foram incubados em 1 L de agua do
mar estéril (Miramar, Brasil) sobre luz artificial a 28°C. Apés incubacéo de até 48 h, os
nauplios foram coletados e adicionados a placas com 96 pocos em que cerca de 100
pL de &gua do mar foi adicionado a cada poc¢o juntamente com até 10 nauplios. Em
seguida os compostos previamente diluidos em agua do mar foram adicionados aos
pocos teste. As placas foram incubadas em temperatura ambiente por 24 h e a
contagem dos nauplios foi realizada em Lupa (Zeiss) e entédo a taxa de mortalidade

foi avaliada frente a cada derivado do carvacrol testado.

4.3.9 Teste de Irwin

A triagem farmacoldgica por meio do teste de Irwin (CAMPBELL; RICHTER,
1967) (MATHIASEN; MOSER, 2018) é um ensaio comportamental que permite avaliar
os efeitos de diferentes doses de substancias no sistema nervoso central. Todos 0s
experimentos foram realizados de acordo com as recomendacfes do comité de ética
e uso animal (CEUA n° 3592221019). Para realizacdo do teste os animais foram
divididos em trés grupos, com 3 camundongos em cada grupo: G1 — Grupo controle
em gque foram administrados solucao salina por via oral, G2 — Grupo em que foram
administrados por via oral 64 mg/kg do derivado 6 do carvacrol, G3 — Grupo em que
foram administrados por via oral 128 mg/kg do derivado 6 do carvacrol. Os parametros
comportamentais de acordo com a tabela 4 foram avaliados apos administracéo do
composto nos tempos de 30 min, 1 h, 2 h,3 he4h,8h, 24 h, 4 e 7 dias apds o
tratamento. Ao final dos 7 dias na auséncia de mortalidade os animais foram
eutanasiados, os 0rgaos coracao, pulmao, figado, baco, rins foram coletados, a massa
dos mesmos foi verificada e os 6rgéos foram armazenados em formalina para analise

histolégica.
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Tabela 5: Parametros avaliados na triagem psicofarmacolégica.

ATIVIDADE
FARMACOLOGICA

(0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito intenso

Quantificacéo dos efeitos

Até 30’

1h

2h

3h

4h

1-SNC

a- Estimulante

Agressividade

Ambulagédo aumentada

Andar em circulo

Autolimpeza

Bocejo

Contor¢des abdominais

Convulsdes

Escalar

Estereotipia

Irritabilidade

Levantar

Movimentag&o intensa das

vibrissas

Pedalar

Sacudir a cabeca

Saltos

Tremores

Vocalizagéo

b- Depressora

Abducao das patas do trem

posterior

Ambulagéo diminuida

Analgesia

Anestesia

Ataxia

Catatonia

Cauda de Straub

Hipnose

Perda do reflexo auricular

Perda do reflexo corneal

Ptose palpebral

Reflexo de endireitamento

Resposta ao toque
diminuida

Sedacgéo

2- SNA

Constipacéo

Defecagédo

Miccéo

Lacrimejamento

Salivagao

Respiragao

Cianose

Piloeregao

Forga para agarrar

Todnus muscular

3 - Mortes
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4.4 Andalise de dados

Para analise estatistica dos resultados experimentais e confeccdo dos graficos foi
utilizado o programa GraphPadPrism versao 8.0. Os experimentos de citotoxicidade,
proliferagao celular e migragao celular foram obtidos por meio de trés ensaios, onde
cada concentracao foi testada em triplicata, sendo os dados analisados por Analise
de Variancia ANOVA, seguida pelo teste de Bonferroni. Os dados foram considerados

significativos quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito de derivados do carvacrol sobre correntes de Nav1l.7.

Inicialmente foi avaliado o efeito de 12 Derivados do Carvacrol (DC), para tal
foram realizadas medi¢Bes de correntes de sodio subtipo 1.7 (INavl.7) em células
CHO-hNav1.7, por meio da técnica de Patch Clamp modo Whole cell Voltage-Clamp,
o potencial holding (Vn) utilizado foi de -90 mV, seguido de um pulso despolarizante
de -120 mV para 0 mV durante 50 ms. Para a realizacao desta triagem experimental
foi utilizado 100 pM dos compostos semissintéticos derivados do carvacrol, como
pode-se observar nas figuras 10F, 10G, 10H e 10l os compostos DC6, DC7, DC8 e
DC9 reduziram a amplitude de corrente de Navl1.7 de forma mais expressiva quando
comparados aos demais compostos testados, figuras 10A, 10B, 10C, 10D, 10E, 10J,
10L, 10M. A densidade de corrente de Nav1.7 em pA/pF, apresentada pelos derivados
6, 7, 8, e 9 foi reduzida de: 46,06 = 1,505 para -7,837 + 2,496; de -51,98 + 0,2879 para
-15,08 + 0,4884; de -50,74 + 0,2322 para -12,45 + 0,1572; de  -60,01 + 2,662 para
-12,43 = 0,2853 (pA/pF), respectivamente quando comparados com as correntes
controle. Enquanto que para o carvacrol, na concentracéo de 300 uM a reducéo foi de
-32,29 £ 5,730 para -15,98 + 2,782 em relacéo ao controle.
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Figura 10: Efeito de Derivados do Carvacrol DC1, DC2, DC3, DC4, DCS5, DC6, DC7,
DC8, DC9, DC10, DC11, DC12 100 uM (A-M) e Carvacrol 300 uM (N) na amplitude
de correntes de sédio subtipo 1.7. Os dados sé@o expressos em densidade de corrente
de Nav1l.7 na situacao controle e apds perfusdo com o composto testado, média + DP,
n=7.*p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001; e #p < 0,0001.

Um panorama geral do efeito dos derivados do carvacrol na inibicao de
correntes de Nav1.7, pode ser melhor compreendida na tabela 6, cujo delta de inibicéo
foi calculado por INav1.7 controle - INavl.7 para cada DC testado. Em que mais uma
vez pode-se constatar os compostos DC6, DC7, DC8 e DC9 como sendo os derivados
mais promissores para dar continuidade ao estudo. Apresentando valores de delta de
inibicdo de INavl1.7 de 38,23 + 0,991; 36,9 £ 0,200; 38,29 £ 0,075 e 47,58 £ 2,376 para
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100 pM dos compostos DC6, DC7, DC8 e DC9 e de 16,31 + 2,948 para 300 uM do
carvacrol.
Tabela 6: Efeito de Derivados do Carvacrol (DC) 100 uM e do Carvacrol 300 uM sobre

a inibicdo de correntes de sodio subtipo 1.7. O delta de inibicdo de corrente foi
calculado por INavl.7 controle - INav1.7 para cada composto testado.

A atividade do carvacrol em bloguear canais de sodio dependentes de voltagem
(Nav) esta bem descrita na literatura (JOCA et al., 2012) (JOCA et al., 2015b). O efeito
do carvacrol nos Nav ocorre de forma nao seletiva, reduzindo a amplitude de correntes
de sadio total (Ina*total), OU Seja, atuando amplamente sobre diferentes subtipos de
canais de s6dio dependentes de voltagem com valores de Clso em torno de 300 uM

para inibicdo de Ina*total.

Em relacdo ao canal de sodio dependente de voltagem subtipo 1.7 observou-se uma
reducdo na amplitude de corrente de cerca de 48% na presenca de 300 uM do
carvacrol (figura 10N). Corroborando o efeito observado por (HORISHITA et al., 2020)
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na inibicdo de correntes de Navl.7 apos incubacdo com o carvacrol, apresentando

valores de Clso de aproximadamente 367 pM.

Na figura 11 foi avaliado o efeito dos compostos DC6, DC7, DC8 e DC9 na
reducdo da amplitude de correntes de sédio de forma concentracdo dependente.
Avaliou-se a inibicdo de correntes de Navl.7, sobre perfusdo com os derivados 6, 7,
8, e 9 cujos valores de Clso obtidos foram de 39,26 pM; 72,80 uM; 75,30 uM e 74,30
UM, respectivamente. Ao que parece devido a similaridades estruturais, 0s compostos
DC7, DC8 e DC9 apresentaram valores de Clso semelhantes, sugerindo que 0s
substituintes F, Cl e Br ndo alteram o mecanismo de interacédo destes compostos com
os canais de sodio dependentes de voltagem subtipo 1.7. Como ilustrado na figura 12,
registros representativos de correntes de Navl.7 nas condi¢bes controle e apdés
perfusdo com 100 pM dos compostos. O derivado do carvacrol 6 destaca-se em
relacdo a inibicdo de INavl.7 por apresentar menor valor de Clso quando comparado
com os demais (figura 13). Ademais o DC6 possui valor de Clso cerca de 10 vezes
menor do que o carvacrol, tornando-o assim o composto selecionado para dar

prosseguimento aos estudos realizados neste trabalho.

Figura 11: Avaliacdo da dependéncia de concentragdo dos Derivados do Carvacrol
sobre a inibicdo de correntes de Navl.7 com os respectivos valores de Clso para o
DC6, DC7, DC8 e DC9. R?2 0,99
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Figura 12: Registros representativos de correntes de sédio subtipo 1.7 (pA) nas
situacdes controle e apos perfusdo com os derivados do carvacrol DC6, DC7, DC8 e
DC9 (A-D) ao lado das respectivas estruturas quimicas.
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Figura 13: Clso derivado do carvacrol 6 em células CHO-hNavl.7 A) Registros
representativos de corrente de sodio subtipo 1.7 na situacéo controle e apos perfuséao
com diferentes concentracbes do DC6. B) Densidade de corrente de Navl.7 na
situacdo controle e apos perfusdo com diferentes concentraces do composto, 0s
valores estdo expressos como média + DP n=7 para cada concentragéo. *p < 0,05, #p
< 0,0001.

Com base nos estudos realizados por (JOCA et al., 2015) sugere-se que 0
carvacrol seja um bloqueador de poro dos canais de sodio dependentes de voltagem,
agindo de forma néo-seletiva diminuindo a excitabilidade nervosa em neurdnios do
ganglio da raiz dorsal (DRG). Bloqueando indistintamente ambos 0s grupos de canais
de sdodio dependentes de voltagem, os sensiveis a tetrodotoxina (TTX-S) e os
resistentes a tetrodotoxina (TTX-R). Corroborando o efeito do carvacrol em diferentes
subtipos de canais de sédio foi demostrado por (HORISHITA et al., 2020), por meio
da super expressdo de Navl.2, Navl.3, Nav1l.6, Navl.7 e Nav1l.8 em ovdcitos de
Xenopus. Em que o carvacrol reduziu o pico das correntes de soédio de Navl.2,
Navl.3, Navl.6, Navl.7, e Nav1l.8 em cerca de 61 + 3%, 30 £ 2%, 63 £ 1%, 45 £ 2%,

e 16 + 2% respectivamente. Confirmando a n&o seletividade do carvacrol dentre os
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diferentes subtipos de Nav. Porém, o mecanismo de acdo pelo qual o carvacrol
blogueia estes canais ainda néo foi elucidado.

Na figura 14, observa-se o decurso temporal de inibicdo de correntes de Navl1.7
para o DC6 na concentracdo de 40 uM e para o Carvacrol na concentracdo de 300
UM. Cuja inibicdo de corrente exercida pelo DC6 se da de forma mais rapida, sendo a
reducdo de amplitude de corrente de Navl.7 iniciada aos 20 segundos, ao contrario
do carvacrol em que o efeito se iniciou proximo aos 40 segundos, resultando em
curvas de decurso temporal de inibicdo de INavl.7 com perfis diferentes. Sugere-se
gue possivelmente o mecanismo de acao pelo qual o DC6 exerce a inibicdo de
correntes de Navl.7 seja diferente do blogueio de canais de sddio dependentes de
voltagem exercido pelo carvacrol. Entretanto estudos adicionais se fazem necessarios

para melhor elucidacao desta hipotese.

A) B)
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Figura 14: Decurso temporal de inibicdo de correntes de Navl.7. A) DC6 40 uM B)
Carvacrol 300 uM

Como observado até entdo, este trabalho contou com o estudo de doze
compostos semissintéticos derivados do carvacrol a base de adutos de Morita-Baylis-
Hillman que apresentaram um maior efeito inibitério sobre correntes de sédio subtipo

1.7 quando comparados ao carvacrol, apéndice 2.
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5.2 Andlise toxicoldgica.

A alta toxicidade apresentada pelos compostos anticAncer disponiveis na
clinica limita o uso de varios medicamentos, 0 que 0 que por muitas vezes leva a
reducdo da qualidade de vida do paciente, ajustes de dosagem, e até mesmo
suspensao da administracdo, tornando a busca por novas terapias uma prioridade.
Visando o desenvolvimento de novos farmacos com propriedades antitumorais,
destaca-se o0 ensaio preliminar para avaliagao da toxicidade de compostos por Artemia
salina, sendo uma das maiores vantagens do teste o baixo custo e a simplicidade do
ensaio (NTUNGWE N et al., 2020) (KACHENTON et al., 2019) (THIAGARAJAN et al.,
2020) (CIBULSKI et al., 2021) (PECORARO et al., 2021).

Na figura 15 foi avaliado a toxidade dos compostos DC6, DC7, DC8 e DC9 em
nauplios de Artemia salina, nas concentracfes de O uM a 100 uM. Em relacdo ao
percentual de mortalidade, o DC6 ndo apresentou toxicidade em nenhuma das
concentracdes estudadas, com uma baixissima taxa de mortalidade, enquanto que os
demais compostos induziram mortalidade a partir da concentracao de 50 uM, com um
percentual de mortalidade acima de 60% na concentracdo maxima estudada (100
pMM). Com base nos resultados obtidos, o composto DC6 destacou-se entre 0s
derivados do carvacrol 7, 8, e 9 por apresentar uma baixa toxicidade em um organismo
multicelular de baixa complexidade, sendo assim o composto mais adequado para dar

continuidade as investigacoes.
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Figura 15: Efeito de Derivados do Carvacrol 6, 7, 8 e 9 na mortalidade de Artemia
salina, apos 24h de incubacdo com os compostos.
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5.3 Determinacéao da citotoxicidade do Derivado do Carvacrol 6.

5.3.1 Efeito citotoxico do DC6 em células tumorais.

Visando o desenvolvimento de novos farmacos com potencial antitumoral, os
ensaios de citotoxicidade sao pioneiros, uma vez que o mecanismo de controle do
cancer mais explorado atualmente € a inducéo da morte celular. Sem mencionar que
os estudos de citotoxicidade podem ser feitos em células cancerosas e néo
cancerosas, explorando a discusséo sobre seletividade e baixa reatividade toxica as
células de tecidos saudaveis (RISS; MORAVEC; NILES, 2013). O efeito citotoxico do
DC6 foi avaliado pelo método de reducdo do MTT, em diferentes linhagens de
neuroblastoma (SH-SY5Y, Neuro-2A, IMR-32 e SH-EP).

A citotoxicidade do DC6 frente as linhagens de neuroblastoma SH-SY5Y e
Neuro-2A pode ser observada na figura 16. Para as linhagens SH-SY5Y os valores
de Clso foram de 23,36 + 1,05 pM e 8,7 + 2,06 uM nos tempos de 24 h e 72 h,
respectivamente. Enquanto que para linhagem de neuroblastoma murino NEURO-2A,
os valores de Clso apds 24 horas de incubacao com o DC6 foi de 26,49 + 2,56 uM e
de 12,00 = 2,79 uM no tempo de 72 horas. Enquanto que para as linhagens IMR-32 e
SH-EP os valores de Clso foram de 0,35 £ 1,00 e 50 + 1,08 ap0s 24 h de incubacao
com o DC6 (tabela 7).

64



|C50 = 23,36 ]J.M |050 =8,7 ]J.M
125+ 125+
T 1004 = T 100 =
] ]
= >
T 75- T 75-
[F] Q
Q @
T 501 T 504
g =
S 25- 5 25- |-‘|
> >
0 625 125 0 625 125
DC6 [uM] DC6 [uM]
C) D)
ICso = 26,49 M ICs0 = 12,00 uM
125+ _ 1259
= §1tm T
T 1004 = » 100
E100 = 5
=] T -
® 75- g 78
g # s
o
2 2B g s0] ﬂ
g =
= 2 9254
2 254 ©
[ s
= # ~ ‘ \| |
§ ﬁ—L 0 . -_-_
o ; ; i (] 625 125
0 625 125 25 50 100
DC6 [uM] DC6 [uM]

Figura 16: Citotoxicidade do DC6 em linhagens celulares de neuroblastomas
SH-SY5Y e Neuro-2A. A-B, Células SH-SY5Y avaliadas pelo método de MTT, apos
24h e 72h de tratamento, respectivamente. C-D, Células Neuro-2A avaliadas pelo
método de MTT, apds 24h e 72h de tratamento, respectivamente. Os dados estdo
representados como média + EPM, n=3. #p < 0,0001.
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Tabela 7: Valores de Clsp para citotoxicidade do DC6 nas linhagens celulares testadas
pelo método de MTT, apos 24h e 72h de tratamento. Os dados estédo representados

como média + EPM de trés experimentos independentes.

Linhagens Tumorais

Clso 24 h (M)

Clso — 72 h (M)

SH-SY5Y 23,36 + 1,05 8,7 £2,06
Neuro-2A 26,49 + 2,56 12,00 £ 2,79
IMR-32 0,35+ 1,00 -
SH-EP 50 + 1,08 -
us7 - > 100
U373MG - > 100
Linhagens Nao Tumorais
L929 > 100 > 100
HEK 293 > 100 > 100

Uma caracteristica geral das linhagens de neuroblastoma é a elevada
expressdo de canais ibnicos dependentes de voltagem, dentre estes membros da
familia de canais para calcio e canais para potassio e essencialmente canais para
sodio dependentes de voltagem, compondo assim a maquinaria celular necessaria
para conferir excitabilidade elétrica a estas células neuronais. A linhagem celular SH-
SYS5Y expressa consideravelmente canais de sédio dependentes de voltagem subtipo
1.7 em suas membranas (VETTER et al., 2012). Assim como para as linhagens Neuro-
2A (CHIBA et al., 2022) e IMR-32 (GINSBORG; MARTIN; PATMORET, 1991b) (EP 1

534 311 B1), cuja composicao celular de Navs € majoritariamente de Nav1.7.

Para a linhagem SH-EP ainda n&do se tem uma literatura consistente a respeito
da expressao de canais ionicos. Estudos adicionais se fazem necessarios para
validacdo. Porém com base nos resultados de citotoxicidade obtidos nas demais
linhagens de neuroblastomas estudadas SH-SHS5Y, Neuro-2A e IMR-32 e sabendo-se
que o DC6 €& um bloqueador de Nav1.7, possivelmente o efeito citotéxico do DC6

nestas células pode estar correlacionado a expressao de Nav1.7.
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Corroborando a esta hipotese foi avaliado o efeito citotéxico do DC6 em células
de gliomas humanos U87 e U373MG que possuem uma expressao baixissima de
Navl.7 (SCHREY et al., [s.d.]). Como observado na tabela 7, apés tratamento com
DC6 por 72 h ambos os gliomas apresentaram valores de Clso acima de 100 pM.
Destacando-se o efeito do composto DC6 sobre células com niveis de expressao de
Navl.7 elevados (SHERGALIS et al., 2018). Reforcando o envolvimento do Navl.7
no mecanismo de acéo do DC6.
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5.3.2 Efeito citotéxico da Doxorrubicina em neuroblastomas.

A doxorrubicina € um dos quimioterapicos mais amplamente utilizados na
terapéutica de multiplos tipos de céncer, podendo também ser utilizada para o
tratamento de neuroblastomas (TRAN et al., 2015) (NAMKAEW et al., 2018). Assim,
avaliou-se o efeito citotéxico da doxorrubicina na linhagem de neuroblastoma SH-
SY5Y, no tempo de 24 h apresentando valores de Clso menor que 0,625 uM (figura
17). (ZHANG et al., 2012) (BAKIREL et al., 2017) (FRACZKOWSKA et al., 2018) (LV
et al., 2020). Apesar do efeito citotoxico da doxorrubicina em células tumorais, seu
uso é limitado por fatores como resisténcia a drogas, toxicidade e insuficiéncia
cardiaca congestiva relatada em alguns pacientes (PETER et al., 2022). Porém, o
efeito terapéutico da doxorrubicina ainda sobressai aos efeitos colaterais,
possivelmente devido a escassez de farmacos apropriados para o tratamento do

cancer.

Figura 17: Citotoxicidade da Doxorrubicina na linhagem SH-SY5Y, avaliada pelo
método de MTT, apos 24h de tratamento. Os dados estéo representados como média
+ EPM, n=3. #p < 0,0001.
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5.3.3 Efeito citotéxico do DC6 em células ndo tumorais.

O surgimento de novas terapias para o tratamento do cancer cresce
diariamente, porém a falta de moléculas que possam atuar em alvos direcionados
ainda é preocupante. Considerando canceres pediatricos como o neuroblastoma, este
problema é ainda mais grave, ja que a disponibilidade de drogas direcionadas para
este grupo é minima (MATTIUZZI; LIPPI, 2019b) (KATTNER et al., 2019b).

A avaliacdo da citotoxicidade de futuros candidatos a farmacos em células
saudaveis é extremamente relevante, sendo a etapa responsavel por inviabilizar o
investimento dos estudos em grande parte das moléculas. Assim, a citotoxicidade do
DC6 foi avaliada nas linhagens celulares néo tumorais, HEK-293 e L929, nos tempos
de 24h e 72h. Para ambas os valores de Clso obtidos foram maiores que 100 uM,
como observado na tabela 7, indicando a baixa citotoxicidade do DC6 em células ndo

cancerosas (apéndice 3).

Com base nos resultados obtidos, observa-se que o composto DC6 apresenta
uma maior seletividade para linhagens tumorais do tipo neuroblastoma com elevada
expressdo de Navl.7 (SH-SY5Y, Neuro-2A e IMR-32) quando comparadas as
linhagens celulares ndo tumorais. Corroborando o resultado observado em nauplios
de Artemias salinas, tornando o composto um candidato relevante para se prosseguir
com 0s ensaios experimentais visando o desenvolvimento de um candidato a farmaco

com atividade antitumoral.
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5.4 Efeito do DC6 na proliferacéo celular de neuroblastomas

Os neuroblastomas sdo tumores muito agressivos com alta taxa proliferativa.
O conhecimento sobre os mecanismos de proliferacdo desse tipo de cancer contribui
para a compreensao da sua origem e propagacédo (PONZONI et al., 2022). Drogas

capazes de modular essa etapa da progressao tumoral apresentam relevancia clinica.

Neste estudo foi realizada a avaliagdo do efeito antiproliferativo do DC6 em
células SH-SY5Y, tratadas com concentragdes sub-toxicas 2 uM, 4 uM e 8 uM em
diferentes tempos de incubacéo. Na figura 18A observa-se que o DC6 reduziu a taxa
de crescimento celular desde a menor concentracdo estudada a partir de 48 h de
incubacdo. Na figura 18B observa-se a porcentagem de inibicdo da proliferacdo em
relacdo ao controle no periodo de 72 h de tratamento com o DC6, em que os valores
de inibicdo do crescimento celular foram de 39,62%, 50,13% e 60,14% nas

concentracfes de 2 uM, 4 uM e 8 uM do DC6, respectivamente.

O controle da taxa proliferativa com o uso de concentragdes sub-tdxicas traz
beneficios para o tratamento deste tipo de cancer, devido ao rapido crescimento
tumoral ja citado, a dificuldade € inerente a todas as escalas do tratamento, afetando
até mesmo, a incisao cirurgica do tumor quando aplicavel (LOUIS; SHOHET, 2015)
(TSUBOTA; KADOMATSU, 2018).

70



A) B)

-e- Controle 100+
Loy - DC62 uM
_ 1.004 4 DC64 uM 8 1 ik
£ * DC6 8 uM S i
[ = .
E 0.754 ] 50 *
n £
E‘ 0.504 =2
o [
0.25-
0.00- 0 B T T T
L) L] L] 1 0 2 4 8
0 24 48 72 DC6 [1M]

Horas

Figura 18: Efeito do DC6 na proliferacdo de células SH-SY5Y. A) Avaliacdo da
proliferacdo em células SH-SY5Y apds tratamento com o DC6 durante o periodo de
72h. B) Porcentagem de inibicédo da proliferacao apos tratamento de 72h com o DC6.
Os dados estao representados como média + DP, n=3. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p
<0,001.
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5.5 Avaliacédo do efeito do DC6 na migracéo celular

5.5.1 Efeito do DC6 na migracdo celular

O neuroblastoma é um cancer altamente metastatico em que grande parte dos
casos de morte estdo relacionados a progressdo metastatica da doenca. Porém para
gue a cascata metastatica tenha inicio e a célula deixe o tumor priméario migrando para
outros sitios, faz-se necessario uma série de alteracbes no microambiente tumoral.
(ARA; DECLERCK, 2006; STOLETOV; BEATTY; LEWIS, 2020). Modificacdes estas

que se tornaram alvo para o desenvolvimento de novos candidatos a farmacos.

Sabendo da importancia dos canais de sodio dependentes de voltagem na
cascata metastatica e progressdo tumoral. Foi investigado o efeito do DC6,
bloqueador de Navl.7 estudado neste trabalho, sobre a motilidade de células SH-
SY5Y. As células foram tratadas com 2 uM, 4 uM e 8 uM do DC6 por 48 h. A partir da
menor concentracao testada nota-se uma reducdo da motilidade celular de forma
concentracdo dependente apos o tratamento (figura 19). A taxa de migracao celular
no tempo de 48 h foi de: 45,16%; 39,99% e 19,13% para as concentracdes de 2 uM,
4 uM e 8 uM do composto respectivamente, quando comparados com a taxa de
migracao controle de 100% (figura 20). Estes resultados sugerem que o bloqueio de
Navl.7 é capaz de reduzir a motilidade de células provenientes de neuroblastomas

com expressao aumentada destes canais.

Para melhor esclarecimento da acdo do DC6 na migracdao celular, foi
investigado o efeito do composto na taxa de migracdo em células CHO transfectadas
permanentemente com Navl.7, utilizando-se adicionalmente da Tetrodotoxina, como
ferramenta farmacoldgica para o bloqueio de Nav1.7. Como observado nas figuras 21
e 22 considerando o controle como 100% de migracédo, apos 72 h de incubagdo com
300 nM de TTX a taxa de migragao celular obtida foi de 42,79% e para 8 pM de DC6
foi de 34,59%. Em que o DC6 apresentou efeito similar a TTX na reducdo da taxa de
migragéao celular. Assim, a partir destes resultados sugere-se que a motilidade celular

em neuroblastomas é reduzida pelo blogueio de Nav1.7.
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E importante ressaltar que a taxa de migracdo das células CHO-Navl.7 na
situacdo controle esteve com niveis basais reduzidos devido a impossibilidade de
utilizar soro bovino fetal (SBF) neste ensaio, pois 0 mesmo iria reduzir a
biodisponibilidade de TTX livre para bloquear os canais de sodio, devido interacao da
toxina com albumina presente no SBF (MATSUMOTO et al., 2010). Porém isto nédo
comprometeu a importancia do resultado, ja que o SBF foi removido de todas as

situacOes experimentais neste ensaio.
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Figura 19: Imagens representativas do ensaio de migracéo de células SH-SY5Y, nos
tempos 0 h e 48 h, na situacéo controle e apds incubag¢do com 2 uM, 4 uM e 8 uM do
DC6.
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Figura 20: Efeito do DC6 na migracao de células SH-SY5Y no tempo de 48 h. Os
dados estéo representados como média + DP, n = 3. * #p < 0,0001.
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Figura 21: A) Imagens representativas do ensaio de migragdo em células CHO-
Navl.7, nos tempos O h e 72 h, na situa¢do controle e apos incubacdo com 300 nM
de TTX e 8 uM do DC6.
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Figura 22: Efeito do DC6 na migracéo de células CHO-Nav1.7 no tempo de 72 h, na
situacdo controle e apés incubagdo com 300 nM de TTX e 8 uM do DC6. Os dados
estdo representados como média £ DP, n = 3. * #p < 0,0001.
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5.5.2 Efeito da Lidocaina na migracdo de células SH-SY5Y.

Inimeros bloqueadores de canais de sodio vém sendo testados visando a
reducdo dos processos de migracdo em tumores com alta capacidade metastatica,
tais como a fenitoina (NELSON et al., 2015) e lidocaina (SHEETS; JARECKI;
CUMMINS, 2011) (SUI et al., 2019) (SOTO; CALERO; NARANJO, 2020). Neste
estudo investigamos o efeito da lidocaina na motilidade de células SH-SY5Y bem
como uma provavel correlacdo com o bloqueador de Nav1.7 DC6. A taxa de migracao
celular no tempo de 48 h apds incubacédo com 4 uM do DC6 foi de 38,87% e de 39,69%
apos incubacdo com 200 uM de lidocaina, enquanto que para a combinagdo de
Lidocaina/DC6 foi de 27,6%.

Na concentracdo testada a lidocaina bloqueia tanto os canais de sodio
dependentes de voltagem TTX-S quanto TTX-R (SCHOLZ et al., 1998). Na linhagem
SH-SY5Y ha a expressdo majoritaria de Navl.3 e Navl.7 ambos pertencentes ao
grupo de canais de sodio TTX-S. Na concentracdo testada a lidocaina reduziu a taxa
de migracdo de forma equivalente ao efeito observado apdés incubag¢do com 4 uM do
DC6. Entretanto para a combinacdo Lidocaina/DC6 a taxa de migracdo celular
apresentou uma reducéao adicional quando comparada aos dados obtidos apenas com
a Lidocaina. Estudos adicionais se fazem necessarios para o melhor esclarecimento
deste efeito, sugere-se o envolvimento de outros subtipos de canais de sédio

dependentes de voltagem.
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Figura 23: A) Imagens representativas do ensaio de migracdo em células SH-SY5Y,
nos tempos 0 h e 48 h, nas situagcbes controle, apds incubagdo com 8 uM do DC6,
200 pM de Lidocaina e a combinacdo de ambos.
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Figura 24: Efeito do DC6 na migracdo de células SH-SY5Y, nos tempos O h e 48 h,
nas situacdes controle, apos incubacdo com 8 uM do DC6, 200 uM de Lidocaina e a
combinac¢éo de ambos. Os dados estdo representados como média £ DP, n = 3. **p <
0,01 * #p < 0,0001.
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5.6 Andlise daInducao de apoptose

Para investigar o mecanismo de morte celular pelo qual o composto DC6 reduz
a viabilidade celular em neuroblastomas, foi realizado o ensaio de deteccdo da
externalizacao da fosfatidilserina por citometria de fluxo. As células SH-SY5Y foram
tratadas com concentracdes crescentes do DC6 (6,25 uM; 12,5 uM e 25 puM) ou com
0,6 uM de doxorrubicina por 24 h. Como mostra a figura 25 o DC6 promoveu um
aumento dos percentuais de apoptose tardia com valores de 1,39% na situacéo
controle e de 6,83%; 8,85% e 21,3% nas concentragdes de 6,25 pM; 12,5 uyM e 25

UM, respectivamente e de 23,37% para 0,6 uM de Doxorrubicina.

O percentual de necrose também foi concentracdo dependente sendo 2,71%
na condicao controle e de 5,4%; 8,6% e 18,6% nas concentracdes de 6,25 uM; 12,5
UM e 25 uM do DC6, respectivamente e de 62,70% para 0,6 uM de Doxorrubicina
(figura 25). O valor maximo de apoptose precoce foi de 0,1% em 25 uM do DC6.
Assim, verificou-se que a morte celular promovida pelo DC6 foi concentracao
dependente, destacando-se os mecanismos de morte celular apoptose tardia e
necrose. Sendo o percentual de necrose para doxorrubicina cerca de 4 vezes maior
do que o DC6.

A necrose € geralmente observada como um ponto final, se tratando de cultura
de células pela presenca de fragmentos celulares no meio, o que é descrito em muitos
casos em um ambiente de cultura de células como necrose podem ser 0s restos de
células apoptéticas tardias, cujos corpos apoptéticos perderam a integridade. Em
condicdes in vivo esses corpos apoptoticos seriam fagocitados pelo patrulhamento de
glébulos brancos, porém, em condicdes de cultivo celular isso ndo ocorre, podendo

confundir o diagndéstico do exato mecanismo de morte celular (D’ARCY, 2019).

Em alguns casos € o tipo de estimulo e/ou o grau de estimulo que determina
se as células morrem por apoptose ou necrose. Em doses baixas, uma variedade de
estimulos nocivos, como calor, radiacdo, hipoxia e drogas anticancerigenas
citotoxicas, podem induzir a apoptose, mas esses mesmos estimulos podem resultar

em necrose em doses mais altas (ELMORE, 2007).
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Apesar da farmacoterapia da doxorrubicina esta bem estabelecida na clinica
para o tratamento de varios tipos de cancer, os muitos efeitos colaterais devido a
auséncia de seletividade para células cancerosas e a alta toxicidade principalmente
para o coracgdo, cérebro, figado e rins, ainda séo preocupantes e muitas vezes limitam
o uso do farmaco (TACAR; SRIAMORNSAK; DASS, 2013). Uma outra caracteristica
da doxorrubicina é apresentar multiplos mecanismos de acdo como: apoptose,
autofagia, senescéncia e necrose (MEREDITH; DASS, 2016). Porém, a sua

importancia para o tratamento do cancer € incontestavel (SHIN et al., 2015).

O Carvacrol é descrito na literatura por apresentar atividade antitumoral,
promovendo morte celular por apoptose em linhagens de cancer de ovario SKOV-3
(ELBE et al., 2020), cancer de colén linhagens HCT116 e LoVo (FAN et al., 2015) e
cancer de mama na linhagem MCF-7 (MARI et al., 2021). Importante mencionar que
para todas as linhagens celulares tumorais acima citadas os valores de Clso para a
citotoxicidade do carvacrol foi acima de 200 uM. Alguns derivados do carvacrol como
0os complexados com cobre/base de Schiff descritos por (BANSAL et al.,, 2022)
induziram a morte celular por apoptose na linhagem de cancer de pulmao A549,
apresentando valores de ICsp para a viabilidade de células A549 foram de 278.3 *
4.33, 492.79 £ 4.05, e 233.49 + 4.18 pg/mL, para o aldeido de carvacrol, a base de
Schiff e o complexo de base de cobre-Schiff, respectivamente.
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Figura 25: Inducdo de apoptose quantificada por citometria de fluxo na linhagem SH-
SY5Y apos 24 h de incubacdo com o DC6 (6,25; 12,5 e 25 uM) ou com Doxorrubicina
(0,6 uM). A) Quadrante inferior esquerdo: % células viaveis. Quadrante inferior direito:
% células em apoptose precoce. Quadrante superior direito: % de células em
apoptose tardia. Quadrante superior esquerdo: % células em necrose. B) % células
em apoptose precoce, apoptose tardia e necrose frente ao DC6 (6,25; 12,5 e 25 uM)
ou Doxorrubicina. **p < 0,01; #p <0,0001
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5.7 Anélise morfolégica em célula unica por microscopia de fluorescéncia.

Na figura 26 observa-se a analise morfolégica da linhagem de neuroblastoma
SH-SY5Y incubada durante 24 h com o composto DC6 nas concentragdes de 6,25
UM, 12,5 pM e 25 pM. Nota-se uma expressiva desorganizagao dos filamentos do
citoesqueleto (F-actina marcada com faloidina-alexafluor 680), mais especificamente
dos filamentos de actina, apresentando um efeito dependente de concentracdo do
DC6. Além disso pode-se observar uma completa fragmentacdo do citoesqueleto,
condensacdo e compartimentacdo de cromatina (marcada com DAPI) na
concentracdo de 25 uM do DC6. Um indicativo de que o DC6 esta promovendo morte

celular em neuroblastomas.

Ja é bem descrito na literatura que a reorganizacdo das estruturas do
citoesqueleto € um dos marcadores morfoldégicos chave da morte celular por apoptose
bem como a condensacdo e compartimentalizacdo de cromatina (CARUSO et al.,
2019) (HARRIS; BOLANOS-GARCIA; MARLES-WRIGHT, 2020). Corroborando os
resultados observados pelo ensaio de deteccdo da externalizacdo da fosfatidilserina
por citometria de fluxo, por meio da analise de célula Unica tem-se um indicativo de

morte celular por apoptose.
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Figura 26: Analise morfolégica de célula SH-SY5Y incubada com DC6 nas
concentracbes de 6,25uM, 12,5uM e 25uM. A desorganizacdo dos filamentos de
citoesqueleto (F-actina marcada com faloidina-alexafluor 680) intensificou-se a
medida que foram aumentadas as concentracdes do DC6. A fragmentacéo completa
do citoesqueleto e condensacdo e compartimentacdo de cromatina foi observada na
concentracéo de 25uM do DC6. As imagens foram obtidas a 63X em imersao a 6leo.
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5.8 Efeito do DC6 em esferoides celulares de neuroblastomas (cultura 3D)

Para avaliar se o composto DC6 inibe a invasdo celular, sendo esta
caracterizada pela perda de adeséo célula-célula, adesdo a nova matriz, bem como
aumento da motilidade celular. Foi utilizado um modelo tridimensional de metastase
in vitro. Na figura 27A observa-se que o DC6 25 uM inibiu a formacéo dos esferoides
celulares na linhagem de neuroblastoma SH-SY5Y. Na figura 27B a taxa de migracao
relativa a partir de 24 h reduziu de 60,38% na situacdo controle para 7,40% apos
incubacdo com DC6, enquanto que no tempo de 48 h os valores foram de 6,02%

guando comparados ao controle 100%.

Modelos tridimensionais a partir de células tumorais apresentam como principal
vantagem a mimetizagdo do microambiente tumoral com as zonas necrética, de
senescéncia e de proliferacdo. Com a possibilidade de recriar as interfaces tecido-
tecido e um microambiente fisico dindmico, apresentando condi¢cées mais proximas
da realidade clinica (GILAZIEVA et al., 2020; ISHIGURO et al., 2017; WEISWALD;
BELLET; DANGLES-MARIE, 2015).

O derivado do carvacrol estudado apresentou uma inibicdo quase que completa
na taxa de migragao relativa em modelo de esferoides quando comparado com o

controle.
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Figura 27: A) Imagem representativa de esferoides tumorais da linhagem de
neuroblastoma SH-SY5Y na situagao controle e DC6 25 puM nos tempos de 0 h, 24 h
e 48 h. B) Porcentagem de migragéao relativa dos esferoides na situacdo controle e
DC6. Os dados estao representados como média £+ DP, n = 3 experimentos
independentes #p < 0,0001 em relag&o ao controle.
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5.9 Teste de Irwin

A tabela 8 mostra o resultado da triagem farmacoldgica experimental realizada
por meio do teste de Irwin em que duas doses do derivado do carvacrol 6 foram
administradas em camundongos por via oral. De acordo com 0s parametros
analisados na tabela 5 para os grupos | (controle), 1l (DC6 1,3 mg/camundongo) e Il
(DC6 2,57 mg/camundongo) nédo foram observadas alteracbes comportamentais nos
camundongos, o DC6 ndo exerceu nenhum efeito neurotéxico nos animais e doses
testados. Apoés sete dias de analises comportamentais os animais de todos 0s grupos
experimentais se mantiveram vivos, assim realizou-se a eutanasia dos mesmos.
Posteriormente os orgaos coracédo, figado, baco, rins e pulmdo foram coletados,
pesados e armazenados em solucao de formalina para analise histolégica posterior.
Quanto a massa dos 6rgaos, ndo foram observadas alteragcdes nos grupos Il e 1l

guando comparados com o controle tabela 8.

A determinagcédo das concentracbes de DC6 testadas foram estimadas pela
DLso do carvacrol, pois ainda ndo se tem a DLso para o composto. Sendo a DLso do
carvacrol 471,2 mg/kg (AZIZl et al., 2012), a dosagem méaxima utilizada do DC6 foi de
2,57 mg/camundongo, ou seja, 128,5 mg/kg.
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Tabela 8: Triagem farmacologica experimental com o derivado do carvacrol 6 por meio
do teste de Irwin.

Grupo Coracao (g) Figado () Baco (g) Rins () Pulmao (g)
Controle 0.105+0.021 0.997£0.011 0.089+0.030 0.246 +0.018 0.999 + 0.013
DC6 1,3

mg/camundongo 0.111+0.013  1.006 + 0.026 0.090+0.010 0.235+0.011 1,101+0.011

DC6 2,57
mg/camundongo  0.118 £0.017  0.998 * 0.022 0.091+0.022 0.233+0.025 1,106 +0.017
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6 CONCLUSOES

e O composto DC6 bloqueia canais de sddio dependentes de voltagem subtipo
1.7 com atividade dependente de concentracéo.

e O DC6 apresentou citotoxicidade seletiva sobre células tumorais provenientes
de neuroblastomas humanos com baixa citotoxicidade em células saudaveis.

e O DC6 reduz a proliferacdo em células de neuroblastomas SH-SY5Y.

e (O DC6 reduz os processos de migracao celular por meio do bloqueio de canais
de sodio dependentes de voltagem subtipo 1.7 em células de neuroblastomas
SH-SY5Y.

e O DCS6 induziu morte celular por apoptose tardia e necrose em neuroblastomas.

e O DCE6 inibiu a progresséo de esferoides tumorais em culturas tridimensionais
de neuroblastomas.

e O DC6 possui baixa atividade toxicologica.
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7 PERSPECTIVAS

o Realizar as analises histologicas dos 6rgaos coletados dos camundongos apos
tratamento com o DCG6;

o Analisar a expresséo génica de canais de sodio dependentes de voltagem na
linhagem SH-SY5Y ap0os tratamento com DC6;

o Calcular a DLso do DC6 em camundongos;

o Avaliar o efeito do DC6 em modelo animal de neuroblastoma.
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9 APENDICES

9.1 Apéndicel

Os derivados do carvacrol foram inicialmente idealizados visando a prospecc¢ao
de uma substancia com atividade antitumoral. Porém, em discusséo interna decidimos
avaliar previamente a atividade dos derivados do carvacrol sobre os diferentes
subtipos de canais de sddio dependentes de voltagem. Isso porque a atividade do
carvacrol em bloguear canais de sodio de forma ndo-seletiva em neurénios DRG bem
como a diminui¢do da excitabilidade nervosa periférica ja havia sido demonstrada na

literatura, inclusive com participacdo do nosso grupo de pesquisa.

Assim, tracamos o delineamento experimental e iniciamos investigando o efeito
dos doze compostos derivados do carvacrol sobre a inibicdo de correntes de Navl.7,
dentre os quais destacando-se o DC6. Almejavamos avaliar a atividade dos
compostos nos demais subtipos de canais de sodio, Navl.l1 — Nav1.9, porém por
questdes financeiras nao foi possivel. Estudos posteriores devem ser realizados para

investigar a seletividade dos compostos a nivel de canais idnicos.

Para a realizacdo dos ensaios experimentais 0s compostos disponibilizados
pelo grupo do Professor Claudio Gabriel de Lima Janior, foram preparados em
diferentes bateladas ao longo desses anos de estudo. Os mesmos foram
armazenados em freezer -20 °C (solucdo estoque — DMSO) e diluidos no momento
do experimento. Os compostos ndao sao termolabeis ou fotossensiveis, bem como

nao foi observada nenhuma alteragéo por inspecao visual.

Importante destacar que parte dos experimentos foram realizados na
Universidade de Manitoba — Ca, os compostos foram transportados do Brasil para o
Canada, ha forte indicio de que as caracteristicas quimicas dos compostos foram
preservadas. Também foram realizados ensaios de repeticio como testes de
citotoxicidade em que os valores de ICso obtidos no Canada foram os mesmos
previamente obtidos no Brasil, respaldando a estabilidade quimica dos derivados do

carvacrol.

99



9.2 Apéndice 2

Efeito de Derivados do Carvacrol (DC) 100 uM e do Carvacrol 300 uM sobre a inibicao
de correntes de sddio subtipo 1.7. O delta de inibicdo de corrente foi calculado por
INav1.7 controle - INavl1.7 para cada composto testado.
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9.3 Apéndice 3
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Citotoxicidade do DC6 em linhagens celulares de neuroblastomas IMR-32. (A e B)
avaliadas pelo método de MTT, apdés 24h de tratamento. Os dados estdo
representados como média + EPM, n=3. *p < 0,05 e #p < 0,0001.

Citotoxicidade do DC6 na linhagem celular SH-EP avaliada pelo método de MTT, apés
24h de tratamento. Os dados estdo representados como média £+ EPM, n=3. #p <
0,0001.
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Citotoxicidade do DC6 em linhagens celulares de gliomas U-87 (A) e U-373MG (B)
avaliadas pelo método de MTT, apés 72h de tratamento. Os dados estdo

representados como média £ EPM, n=3, ***p <0,001.
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