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xilopina. 88 f. il. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia em Saude e Medicina

Investigativa) — Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Goncalo Moniz, Salvador, 2017.
RESUMO

INTRODUGCAO: O céancer é uma doenca multifatorial iniciada por mutacdes
genéticas que causam um descontrole na proliferacao celular. A quimioterapia é um
dos métodos mais importantes para trata-lo; entretanto, os farmacos disponiveis
atualmente apresentam limitacbes relacionados a alta toxicidade e ao
desenvolvimento de resisténcia. A xilopina € um alcaloide aporfinico encontrado
principalmente em plantas da familia Annonaceae, e estudos prévios realizados no
nosso laboratério revelaram que esta apresenta atividade citotdxica
promissora.OBJETIVOS: O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial citotéxico
do alcaloide aporfinico xilopina em diferentes modelos celulares. MATERIAL E
METODOS: A xilopina foi isolada da planta Xylopia leavigata utilizando técnicas
cladssicas de cromatografia e testada contra diferentes tipos de linhagens de células
cancerigenas (HepG2, HL-60, HCT116, SCC9, HSC3, MCF7, K562 e B16-F10) e
ndo cancerigenas (MRC5 e PBMC), através do ensaio do alamar blue apo6s 72 h de
incubacdo em modelo 2D, e em modelo 3D utilizando células de carcinoma de cdlon
humano HCT116. Posteriormente, células HCT116 foram incubadas por 24 e 48 h
com a xilopina (1, 2 e 4 pg/mL) e o numero de células viaveis foi determinado pelo
ensaio de exclusdo com o azul de tripam. A andlise do ciclo celular, o potencial
transmembranico mitocondrial, marcacdo para anexina V/iodeto de propidio e a
quantificacdo de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio (ERO/ERN) foram
determinadas por citometria de fluxo. A ativacdo de caspase 3 e 0s niveis de
glutationa reduzida foram determinados por ensaio colorimétrico. RESULTADOS: A
xilopina apresentou valores de Clso para células cancerigenas que variaram de 1,91
e 7,84 pg/mL para as linhagens HCT116 e SCC9, respectivamente, e apresentou
valores de Clso de 7,53 e 5,39 pg/mL para células ndo cancerigenas MRC5 e PBMC,
respectivamente. Células HCT116 tratadas com xilopina apresentaram uma reducao
no numero de células viaveis, parada do ciclo celular na fase G2/M, aumento da
fragmentacdo do DNA internucleossomal, aumento da externalizagcdo de
fosfatidilserina, reducdo do potencial transmembranico mitocondrial e aumento da
atividade de caspase 3. A apoptose induzida por xilopina foi prevenida pelo pré-
tratamento com um inibidor de caspase 3 (Z-DEVD-FMK), mas ndo por um inibidor
de p53 (pifitrina-a ciclica), indicando morte celular por apoptose mediada por
caspase por uma via independente de p53. Um aumento de ERO/ERN, incluindo
perdxido de hidrogénio e 6xido nitrico, mas ndo anion superoéxido, e diminuicdo de
glutationa reduzida também foram observados. O pré-tratamento com o antioxidante
N-acetil-cisteina reduziu os niveis de ERO e a apoptose induzida pela xilopina,
indicando a ativacdo da via de apoptose mediada por ERO. CONCLUSOES: Em
conclusao, a xilopina possui uma citotoxicidade potente para diferentes linhagens
celulares cancerigenas, induz estresse oxidativo e provoca a parada do ciclo celular
na fase G2/M que desencadeia a apoptose mediada por caspase por uma via
independente de p53 em células HCT116.

Palavras-chave: Produtos naturais, Quimioterapia, Xilopina, Apoptose.



SANTOS, Luciano de Souza. Study of the cytotoxic potential of the aporphine
alkaloid xylopine. 88 f. il. Dissertation (Master in Biotechnology in Health and
Investigative Medicine) - Oswaldo Cruz Foundation, Goncalo Moniz Institute,
Salvador, 2017.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Cancer is a multifactorial disease initiated by genetic mutations
that cause a disruption in cell proliferation. Chemotherapy is one of the most
important methods to treat it; however, currently available drugs have limitations
related to high toxicity and the development of resistance. Xylopine is an aporphine
alkaloid found primarily in Annonaceae family plants, and previous studies conducted
in our laboratory have shown that it has promising cytotoxic activity. OBJECTIVES:
The aim of this study was to evaluate the cytotoxic potential of the aporphine alkaloid
xylopine in different cell models. MATERIALS AND METHODS: Xylopine was
isolated from the plant Xylopia leavigata using classical chromatography techniques
and tested against different types of cancer cell lines (HepG2, HL-60, HCT116,
SCC9, HSC3, MCF7, K562 and B16-F10) and non-cancer cells (MRC5 and PBMC )
by alamar blue assay after 72 h incubation in 2D model, and 3D model using human
colon carcinoma HCT116 cells. Subsequently, HCT116 cells were incubated for 24
and 48 h with xylopine (1, 2 and 4 pg/mL) and the number of viable cells was
determined by the trypan blue exclusion assay. Cell cycle analysis, mitochondrial
transmembrane potential, annexin V/propidium iodide staining and quantification of
reactive oxygen/nitrogen species (ROS/ERN) were determined by flow cytometry.
Activation of caspase-3 and reduced glutathione levels were determined by
colorimetric assay. RESULTS: Xylopine presented ICso values for cancer cells
ranging from 1.91 and 7.84 ug/mL for the HCT116 and SCC9 lines, respectively, and
presented ICso values of 7.53 and 5.39 pg/mL for non-cancer cells MRC5 and PBMC,
respectively. HCT116 cells treated with xylopine showed a reduction in the number of
viable cells, cell cycle arrest in G2/M phase, increased internucleosomal DNA
fragmentation, increased phosphatidylserine externalization, reduction of
mitochondrial transmembrane potential and increased caspase-3 activity. Xylopine-
induced apoptosis was prevented by pretreatment with a caspase-3 inhibitor (Z-
DEVD-FMK), but not by a p53 inhibitor (cyclic a-pifythrine), indicating cell death by
caspase-mediated apoptosis by a p53-independent pathway. An increase in
ERO/ERN, including hydrogen peroxide and nitric oxide, but not superoxide anion,
and decreasing of reduced glutathione were also observed. Pretreatment with the
antioxidant N-acetyl-cysteine reduced the levels of ROS and xylopine-induced
apoptosis, indicating the activation of the ROS-mediated apoptosis pathway.
CONCLUSIONS: In conclusion, xylopine has a potent cytotoxicity for different cancer
cell lines, induces oxidative stress and causes cell cycle arrest in the G2/M phase that
triggers caspase-mediated apoptosis by a p53-independent pathway in HCT116
cells. Key words: Natural Products, Chemotherapy, Xylopine, Apoptosis.
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INTRODUCAO

Dados globais apresentados pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA) relatam
que existem 20 milhbes de pessoas com cancer no mundo, e segundo a
International Agency for Research on Cancer (IARC) da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), o cancer é um problema de saude publica afetando principalmente os
paises em desenvolvimento. Estima-se que nas préximas décadas 80% dos mais de
20 milhdes de casos estimados para 2025 venham de paises em desenvolvimento
como o Brasil. A incidéncia global aumentou 20% na Ultima década, e no Brasil
estima-se cerca de 600 mil casos novos por ano, sendo considerado a segunda
causa de morte chegando a 190 mil por ano. Em 2030, espera-se uma incidéncia
mundial de 27 milhdes de novos casos (INCA, 2015).

O cancer, também chamado de neoplasia maligna, € uma doenc¢a multifatorial
iniciada por mutacdes genéticas que causam um descontrole na proliferacéo celular.
As células neoplasicas presentes em um tumor maligno apresentam um grau de
atipia e desorganizacao celular que pode ser classificado como displasia de baixo e
alto grau, de acordo com o grau da displasia observado, pode-se determinar se a
neoplasia € maligna ou ndo. O que caracteriza um tumor maligno é sua capacidade
de invadir tecidos, as células malignas rompem a membrana basal e podem penetrar
em cavidades corpéreas, vasos sanguineos e linfaticos que permite a disseminacao
das células malignas pelo corpo denominado metastase, desse modo podem surgir
outros tumores derivados de um tumor primario (COTRAN, 2010). A invaséo tecidual
provoca lesdes nas células adjacentes ao tumor, somados a processos metastaticos
e alteracBes metabdlicas oriundas do cancer, podem trazer sérios danos a saude e
possivelmente a morte, caso o paciente ndo seja tratado para eliminar o tumor em
tempo habil (KATZUNG, 2003).

O céncer é combatido de duas maneiras basicamente, prevengcdo e
tratamento. Existe a prevencdo primaria onde o objetivo é impedir a formacdo do
cancer, que inclui a adocao de um estilo de vida saudavel, evitando a exposicao a
carcindgenos ambientais, e a prevencdo secundaria que € baseada na deteccdo de

lesbes percussoras do cancer e tratamento das doencas que sdo causadoras do



18

cancer, como polipos intestinais, infeccao pelo virus HPV, etc (INCA, 2017). A outra
maneira de combater o cancer é o tratamento, o que inclui: cirurgia, radioterapia,
hormonioterapia, imunoterapia e quimioterapia. A quimioterapia € um importante
meétodo no tratamento do cancer; entretanto, um dos grandes desafios da atualidade
é encontrar farmacos com maior eficacia e menos efeitos colaterais para melhorar a
qualidade de vida dos pacientes.

Na busca por novos farmacos, a natureza € uma fonte imensuravel de
compostos bioativos seja de origem animal ou vegetal. Em especial, as plantas séao
as principais fontes de medicamentos anticancer (COTREAU et al., 2000). O Instituto
Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI-USA), por exemplo, tem realizado
pesquisas ao longo de mais de quarenta anos com o intuito de encontrar agentes
antitumorais de origem natural (NEWMAN et al., 2012). Diversos medicamentos
desenvolvidos a partir de produtos naturais séo utilizados no tratamento do cancer.
Estudos recentes relatam que foram introduzidos 173 novos compostos anticancer
no periodo entre 01/1981 e 12/2010, nos quais 75% s&o derivadas ou baseadas em
produtos naturais (NEWMAN e CRAGG, 2012; CRAGG e NEWMAN, 2013). A
xilopina é um alcaloide aporfinico encontrado principalmente em plantas da familia
Annonaceae. Esta apresentou atividade citotoxica promissora em estudos anteriores
em nosso laboratério. Assim, nesse trabalho foram estudadas as propriedades
citotéxicas da xilopina in vitro usando diferentes linhagens cancerigenas, e 0s
mecanismos de acdo envolvidos na sua citotoxicidade foram avaliados na linhagem

HCT116 (carcinoma de colobn humano).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 BIOLOGIA DO CANCER

O céancer € uma doenca iniciada por alteragbes genéticas que causam um
descontrole na proliferacéao celular. As mutac¢des, quando ndo sao herdadas, surgem
de uma interacdo complexa entre célula e os carcindbgenos ambientais tais como,
tabaco, produtos quimicos, radiagBes, microrganismos infecciosos, etc (GARCIA et.
al., 2007). A quantidade de agentes cancerigenos que as pessoas sdo expostas no
dia a dia, causa um impacto significativo nas estatisticas de incidéncia do cancer. As
substancias encontradas em carnes processadas, produtos em conserva, alimentos
industrializados em geral bem como agrotéxicos, poluicdo do ar, excesso de
exposicao ao sol, sedentarismo e estresse sdo aspectos de grande influéncia no
surgimento dessa doenca. Estima-se que cerca de 80% a 90% dos canceres estéao
associados a fatores ambientais, podemos dizer que o “estilo de vida” é um fator

crucial para o surgimento das neoplasias malignas (INCA, 2017).

O processo de formagdo do cancer, carcinogénese ou tumorigénese,
acontece de forma lenta e progressiva, podendo levar varios anos para que uma
célula cancerosa origine um tumor detectavel. Existem varias fases nesse processo
antes de chegar ao tumor: iniciacdo, promocdo e progressdo (Figura 1)
(SPANDIDOS, 1985; SPANDIDOS, 2007). A iniciacdo é a primeira fase da
carcinogénese. As células inicialmente sofrem o efeito de um agente carcinogénico
gue modifica a estrutura e/ou expressao de alguns de seus genes. Nesse periodo,
as células encontram-se geneticamente alteradas, porém ainda ndo é possivel
detectar o tumor clinicamente. Exemplos de substancias quimicas carcinogénicas,
incluem metilnitrossuréia, cloreto de vinila, sulfato de dimetila, aflatoxinas,
dimetilnitrosamina e benzopireno (KUMAR et al.,, 2004; JUNG et al., 2006). Na
promocdo, as células alteradas geneticamente sofrem o efeito dos agentes
cancerigenos classificados como oncopromotores. A célula iniciada é transformada
em célula maligna, de forma lenta e gradual. Para que ocorra essa transformacéo, &
necessario um longo e continuado contato com o0 agente cancerigeno promotor. A
suspensao do contato muitas vezes interrompe o processo nessa fase (SPENCE e
JONHSTON, 2001; KUMMAR et al., 2004). A terceira e Uultima fase é a de
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progresséo, nela se observa multiplicagéo celular descontrolada, sendo um processo
irreversivel. O cancer ja estd instalado, evoluindo progressivamente até o
surgimento das primeiras manifestacdes clinicas da doenca (SPENCE e
JONHSTON, 2001; JUNG et al., 2006; SPANDIDOS, 2007).

: Estagio IV
Células com
mutacdo
genética

Estagio 11l
Estagio 1l

Estégio I

Iniciagao

Promogao Progressao

Figura 1. Fases do processo de formacéo do cancer (INCA, 2011).

Devido ao crescimento desordenado e seu carater invasivo, as células
malignas provocam les@es nos tecidos adjacentes, gerando processos inflamatorios
e dor. Além disso, eventualmente podem se espalhar por todo o corpo por um
processo chamado de metastase (Figura 2). A metastase ocorre quando algumas
dessas células se desprendem do tumor caindo na corrente sanguinea ou linfatica,
invadem vasos sanguineos ou linfaticos e aderem a outras regides do corpo
promovendo o crescimento de tumores em diferentes locais (SLEEMAN et al., 2012;
ROSAS et al.,, 2013). Os problemas gerados por essas alteracbes teciduais séo
responsaveis pela morte e diversos transtornos que o cancer traz a saude do

paciente.
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Figura 2. llustragdo do processo metastatico (WIRTZ et al., 2011).

Os principais genes envolvidos na formacado do tumor maligno podem ser
divididos em trés grupos principais, oncogenes, genes supressores de tumor e
genes que codificam micro-RNAs (CROCE, 2008). Os oncogenes estédo
relacionados ao controle do crescimento celular, proliferagdo e apoptose, sao
gerados por mutacdes em proto-oncogenes, 0S quais genes exercem influéncia
direta na organizacao tecidual através da proliferacédo e diferenciacéo celular (KEEP
et al., 2011). No desenvolvimento do cancer, os oncogenes sao genes dominantes e
as alteracbes genéticas que levam a ativacdo desses genes incluem mutacfes
pontuais, translocacbes e amplificacbes. Todas essas alteracdes resultam na
superexpressdo de oncoproteinas que estimulam a proliferacdo celular. A
substituicdo de uma Unica base no gene RAS, por exemplo, guanina substituida por
um residuo de timidina, é suficiente para converter o gene normal em um oncogene
importante para cancer humano (BOS, 1989). Essa mutagdo pontual resulta na
substituicdo de valina por glicina, o que resulta na perda da atividade da GTPase
intrinseca e na transducdo de sinal desregulada para varias vias mitogénicas, como
as vias MAP kinase e PI3K (RELOGIO et al., 2014; STOUT et al., 2014). Esse gene
defeituoso faz com que a célula perca o controle da sua proliferacédo, iniciando o

processo de tumorigénese.
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Para impedir esse tipo de situacdo os sistemas biol6gicos possuem genes
responsaveis por inibir o desenvolvimento de tumores, sdo os chamados genes
supressores de tumor (GST). Eles participam do reparo de danos ao DNA, podem
retardar o crescimento e a proliferacdo celular e induzir apoptose, como por
exemplo, o gene TP53. Pesquisas recentes mostram que alteracdes que conduzem
ao surgimento do cancer tendem a afetar mais os GST do que 0S oncogenes
(MORRIS et al.,, 2015). O gene TP53 esta localizado no cromossomo 17 e as
mutacdes neste gene sao encontradas em 30-50% dos canceres humanos comuns.
A proteina p53 € um regulador negativo do ciclo celular e inibe a proliferacao celular
defeituosa (PRIVES e HALL 1999). Esta fosfoproteina é conhecida como "guardido
do genoma" e atua como um fator de transcricdo para suprimir o crescimento do
tumor. A proteina p53 é constitutivamente expresso em niveis baixos e existe na
célula como homotetramero (complexo de proteinas composto por quatro
subunidades idénticas que estdo associadas, mas ndo covalentemente ligadas).
Como a proteina p53 do tipo selvagem nao pode se ligar a um p53 de tipo mutante,
o funcionamento do tetramero p53 pode ser inibido. Este evento € chamado de
efeito dominante negativo (WILLIS et al., 2004). A proteina p53 de tipo selvagem tem
uma meia vida curta e, em células normais, a proteina MDM2 regula a degradacéo
do p53, marcando-a com ubiquitina para uma rapida degradacao apés a sua sintese.
A proteina p53 desempenha um papel central no reconhecimento de dano ao DNA
causado por exemplo pela radiacéo ionizante, UV e agentes quimicos cancerigenos.
Quando o dano do DNA esta presente, 0os sensores de estresse celular, ATM, Chkl
e Chk2 quinases fosforilam p53 para inibir sua degradacéo, impedindo o MDM2 de
ubiquitinar p53. Consequentemente, a proteina p53 escapa da degradacado, se
acumula rapidamente e induz uma série de alteracfes celulares, como a paralizacéo
temporaria do ciclo celular e/ou a senescéncia através da indugdo de proteinas p21,
p27 e p57, que inibem a fosforilagdo de CDK e consequentemente a ativagdo da
proteina Rb, proteinas de reparo de DNA com a participacdo da familia GADD45 e
apoptose através do aumento da expressdo de BAX (GOTTLIEB e OREN 1996;
PRIVES e HALL 1999; LAHAV 2008). Apresentando uma prevaléncia
particularmente alta (> 50%) de mutacdo nos tipos de cancer de ovario, pulméo,

colorretal, cabecga e pescoco, pancreas, utero, mama e bexiga. O TP53 é um gene
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frequentemente inativado no tumor, o que se torna um alvo especifico. As principais
abordagens para a proteina p53 no cancer incluem moléculas que regulam ou
inibem os efeitos da inativacdo do gene TP53, reintroduzindo o tipo selvagem ou
induzindo a morte seletiva de células tumorais com o gene TP53 mutante (MORRIS
et al., 2015).

Estudos sobre epigenética do cancer, sugerem que 0s genes podem ser
ativados ou silenciados através de metilacdo, modificacdes das histonas covalentes
ou por microRNAs, mecanismos 0s quais ndo alteram a sequéncia de DNA. A
enzima responsavel pela metilacdo do DNA é a DNA-metiltransferase (DNMT),
geralmente esse processo resulta em silenciamento transcricional e inativagdo do
gene metilado. O genoma humano contém 4 genes para DNMT, a expressao
desordenada desses genes € vista em diversas doencas tais como autismo,
doencas cardiovasculares, obesidade, diabetes tipo 2 e principalmente no cancer,
pois existe uma forte relacdo entre hipometilagcdo e o surgimento de cancer. As
histonas também sofrem modificagbes como metilacdo, acetilacdo, fosforilacéo,
biotinilacdo e ubiquitinacdo que interfere na expressdo génica. De maneira geral,
esses mecanismos sao influenciados por fatores ambientais como a dieta e exercem
um papel muito importante na prevencédo do cancer (HARDY et al., 2012). No nivel
citoplasmatico, a expressdo génica pode ser regulada pelo micro-RNA. Os micro-
RNAs séo constituidos de 20-22 nucleotideos de RNAs de cadeia simples néo
codificantes que estdo envolvidos na regulacdo de processos fisiologicos e
patologicos, como diferenciacdo, proliferacdo, metastase e angiogénese, o que faz
com que o micro-RNA seja um dos maiores reguladores da expressao génica. Os
micro-RNAs se ligam a sequéncias complementares no RNA mensageiro para inibir
sua traducdo. Nos canceres, os micro-RNAs podem estar desregulados em
comparacao ao tecido saudavel e geralmente sdo considerados supressores de
tumor (Zhang et al., 2007). Por exemplo, a perda de expressao da familia miR-34 foi
associada a metastase (Rokavec et al., 2014), enquanto que a inibicdo de miR15 e

mMiR16 parece promover a sobrevivéncia celular (Calin et al., 2002).
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2.2 EPIDEMIOLOGIA

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o céancer é uma das
principais causas de morte no mundo. Em 2015, 8,8 milhdes de pessoas morreram
de cancer, aproximadamente 70% de todas as mortes por cancer ocorreram em
paises em desenvolvimento. A estimativa para o Brasil no biénio 2018/2019 foi de
420 mil novos casos de cancer por ano e, excetuando-se o cancer de pele néao
melanoma, os tipos de cancer mais prevalentes nos homens sdo canceres de
préstata, pulmao, intestino, estbmago e cavidade oral. Nas mulheres sdo canceres
de mama, intestino, colo do utero, pulméo e tireoide. Em 2030, espera-se uma
incidéncia mundial de 27 milh6es de novos casos, o impacto do cancer sera de 80%
entre os paises em desenvolvimento no ano de 2025 (INCA, 2017).

O estilo de vida é um fator impactante na incidéncia do cancer,
aproximadamente 30 a 50% dos casos poderiam ser prevenidos através de habitos
saudaveis, nesse aspecto os 5 principais riscos comportamentais e dietéticos
relacionados ao cancer sdo: baixa ingestdo de frutas e vegetais, alto indice de
massa corporal, falta de atividade fisica, uso alcoois e tabaco. O cigarro é
responsavel por 22% das mortes por cancer.

O risco de receber um diagnéstico de diferentes tipos de cancer varia ao
longo da vida de uma pessoa. O risco acumulado para todos 0s canceres
combinados aumenta com a idade, até 70 anos, em seguida, diminui ligeiramente.
Para a populagéo total dos EUA, o risco ao longo da vida de ser diagnosticado com
cancer € de aproximadamente 41% (HOWLADER et al., 2012). No entanto, uma
proporcao substancial de adultos mais velhos atingira o fim de sua vida sem a
deteccao clinica do cancer (excluindo tumores indolentes). Apds 90 anos, o cancer é
incomum como causa de doenca ou morte (PAVLIDIS et al., 2012). Além da idade
existem outras condicdes que estédo relacionadas ao cancer, a diabetes tipo 2 por
exemplo estd associada a um risco aumentado de desenvolver cancer de célon,
mama (pos-menopausa) e pancreas (CANNATA et al.,, 2010; LA et al.,, 2011). O
excesso de peso corporal também foi associado a um risco aumentado de varios
tipos de cancer, incluindo o cancer do esb6fago, pancreas, tiroide, vesicula biliar,

célon e reto, mama (po6s-menopausa), endométrio e rim. (LA et al., 2011; WOLIN et
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al., 2010). O tecido adiposo visceral produz citocinas que criam inflamacao crbnica e
promovem o crescimento do tumor através de mdltiplos mecanismos biologicos
(TRINCHIERI et al., 2012; GILBERT et al., 2013). O excesso de peso corporal
contribui para a sindrome metabdlica (TRINCHIERI et al., 2012), que também tem
sido associada ao aumento do risco de cancer (CASPERSEN et al., 2012; RUSSO
et al., 2008; GIOVANNUCCI et al., 2007). Escolha dietéticas saudaveis e atividade
fisica entre os adultos pode potencialmente ajudar a reduzir a prevaléncia da
sindrome metabdlica reduzindo o risco de certos tipos de cancer (WHITE et al.,
2014).

O céancer gera um grande impacto para economia global. Em 2010, foi
estimado aproximadamente um gasto de 1,16 trilhdes de délares com a doencga no
mundo (OMS, 2017).

2.3 TERAPIAS DO CANCER

Existem varios tratamentos para o0 cancer tais como, imunoterapia
guimioterapia, hormonioterapia, radioterapia, procedimentos cirargicos, entre outros.
Além disso, eles podem ser usados de forma combinada (ROSAS et al., 2013). A
cirurgia foi a primeira maneira de tratar os tumores malignos. Nela os pacientes sao
submetidos a remocdo do tumor ou a transplante do 6rgdo afetado (WYLD et al.,
2015). O avanco tecnoldgico e a combinagdo com outras terapias trouxeram uma
enorme eficacia a essa modalidade. O carcinoma hepatocelular foi uma das
primeiras indicacdes para transplante de figado, porém, a depender da gravidade e
tamanho do tumor o transplante pode ser inviavel (CLAVIEN et al., 2012).

A radioterapia usa radiacdo ionizante para tratar o cancer, € um método
moderno utilizado em mais de 60% dos casos diagnosticados com tumores
malignos. Esse tipo de abordagem é aplicado em varias estratégias de tratamento,
por exemplo, apos cirurgias, combinado com quimioterapia, etc. Foram realizados
diversos ensaios randomizados que comprovaram a eficacia da radioterapia e foi
descrita em meta-analise que incluiam diversos tipos de cancer (ORTH et al., 2014).
Estudos mostram que a radioterapia pode prolongar a sobrevida dos pacientes,
diminuir o tamanho de tumores locais e prevenir a amputacéo cirurgica de membros,

além de poder ser usada de forma paliativa (DELANEY et al., 2005).
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A quimioterapia € um tratamento que consiste na administracdo de farmacos
com potencial anticAncer, buscando a regressdo e destruicdo das células
neoplasicas. Os resultados sdo satisfatorios na maior parte dos casos, porém o0s
efeitos colaterais sdo bastante temidos (RODRIGUES et al., 2012). Os
quimioterapicos tém maior efeito nas células com alto potencial de proliferacéo,
causando assim danos mais severos nas células cancerigenas, mas atingindo
também outros tipos celulares com estas caracteristicas, tais como as células
gastrointestinais, capilares e as células do sistema imunoldgico. Por essa falta de
seletividade dos quimioterapicos, surgem os diversos efeitos colaterais, tais como
nausea, vomito, queda de cabelo, imunossupressao, etc (KATZUNG et al., 2003).
Outro problema enfrentado pela quimioterapia € a resisténcia que as células
cancerosas adquirem ao longo do tratamento trazendo transtornos ao paciente, pois
o tumor pode voltar a crescer com resisténcia ao quimioterapico. Estudos revelam
que isso acontece porque no tumor inicial podem haver células resistentes ao
farmaco que foi administrado, as quais continuam proliferando, podendo
posteriormente formar um novo tumor (DIAZ et al.,, 2012). O uso combinado de
guimioterapicos seria uma alternativa para atingir um maior nimero de células
possiveis, evitando casos de resisténcia e recidivas (DIAZ et al., 2012). Além disso,
as células adquirem resisténcia por mutacées que trazem beneficios para sua
sobrevivéncia (CHONG e JANNE, 2013). Foi observado em um estudo que avaliou a
resisténcia de células de adenocarcinoma do pulmdo, que 0S mecanismos
envolvidos nesse processo sdao mediados por um complexo conjunto de vias de
sinalizacdo celular como a EGFR (também conhecido como ERBB1 ou HER1), que
pertence a familia ERBB de receptores de tirosina quinases de superficie celular que
também inclui o HER2 (também conhecido como NEU ou ERBB2). A ligacdo de EGF
a EGFR desencadeia homodimerizacdo ou heterodimerizacdo deste receptor com
outros membros ERBB, nomeadamente HER2, fosforilagdo do receptor e ativagao
de efetores tais como RAS-RAF-MEK-ERK-MAPK e PI3K-AKT-mTOR, levando a
proliferagéo celular (CIARDIELLO et al., 2008). Outros ligantes de EGFR incluem o
fator de crescimento transformante-a (TGF-a), anfiregulina, epigen, EGF de ligacao
a heparina, betacelulina e epiregulina (MITSUDOMI et al., 2010). A sinalizagéo de

EGFR de tipo selvagem contribui para a proliferagdo de células tumorais, evaséo de



27

apoptose, angiogénese e metastase (CIARDIELLO et al., 2008; CHONG e JANNE,
2013).

Os quimioterapicos agem nas células tumorais provocando morte celular ou
inibindo a proliferacdo. Existem varias classes farmacologicas e estruturais de
quimioterapicos antineoplasicos, incluindo agentes alquilantes, inibidores de
quinases, alcaloides de vinca, antraciclinas, antimetabdlitos, inibidores de
aromatase, inibidores de topoisomerases, corticosterdides, antibiéticos antitumorais
e inibidores mitoticos.

Aproximadamente 70% dos medicamentos com potencial citotoxico para
células tumorais s@o produtos naturais ou derivadas destes (KARIKAS, 2010). Uma
das classes mais comentadas em estudos cientificos sdo os alcaloides da vinca
encontrados nas partes aéreas da planta Catharanthus roseus, conhecida também
como vinca. Ela era utilizada no tratamento da diabetes pela populacdo de
Madagascar (BRANDAO et al., 2010). Durante testes que avaliavam sua ac&o
hipoglicemiante foi identificado granulocitopenia gerada pela supressao da medula
6ssea nos animais (BRANDAO et al., 2010). Esse achado foi fundamental para a
descoberta da acdo anticancer dos extratos dessa planta e seus constituintes
quimicos, principalmente alcaloides, classificados farmacologicamente como
inibidores mitéticos e usados amplamente como medicamentos, tais como
vimblastina (Velban®) e vincristina (Oncovin®). Outra descoberta com destaque foi a
do paclitaxel (Taxol®) obtido da casca do teixo (Taxus baccata L.) em 1971, um
diterpeno antimitético que interage com a tubulina, uma das proteinas que formam
0s microtubulos, este farmaco age estabilizando os microtdbulos de tal forma que
impede a sua despolarizacdo, interferindo no fuso mitdético e a mitose
consequentemente. E indicado principalmente para cancer de pulm&o, ovario e
mama (BRANDAO et al., 2010).

2.4 ALCALOIDES APORFINICOS
Os alcaloides sdo um dos metabolitos mais abundantes, e constituem um

grande conglomerado de compostos naturais contendo nitrogénio heterociclico
basico que sdo normalmente produzidos por plantas como substancias toxicas. Dos
27.000 diferentes alcaloides, mais de 17.000 exibiram propriedades farmacolégicas

diversas, incluindo atividades anticancerigenas. Estes metabdlitos foram
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classificados de acordo com suas estruturas quimicas ou sua origem taxondémica.
Apenas uma parte do grande numero de alcaloides foi estudado quanto a sua
atividade anticancerigena (HABLI et al., 2017).

Os alcaloides aporfinicos (Figura 3) pertencem a uma familia diversa de
alcaloides isoquinolinicos com mais de 300 membros, e possuem uma estrutura
tetraciclica com diferentes niveis de oxidacdo em ambos 0s anéis aromaticos
(LAFRANCE et al., 2007). Dados mostram que os alcaloides aporfinicos tem uma
maior distribuicdo em plantas da familia Annonaceae, onde foram observados 28
géneros dessa familia que sintetizam alcaloides aporfinicos, sdo eles Alphonsea,
Anaxagorea, Annona, Artabotrys, Asimina, Cananga, Cheistophlis, Desmos,
Duguetia, Enantia, Eupomatia, Fusea, Goniothalamus, Greenwayodendron,
Guatteria, Hexalobus, Isolona, Meiocarpidium, Melodorum, Mitrella, Monanthotaxis,
Monodora, Pachypodanthium, Polyalthia, Popowia, Pseuduvaria, Schefferomitra,
Uvariopsis, Fissistigma e Xylopia (CHEN et al., 2013). Estes apresentam diversos
efeitos  farmacoldgicos, incluindo atividade antiplaquetéria, antioxidante,
imunoreguladora, anticonvulsivante, antiespasmaddica, antimaldrica, blogueadora
adrenérgica, anti-serotoninica, bloqueadora de canais ibnicos, citotoxicidade

antitumoral e antiviral, entre outras (CHEN et al., 2013).
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Figura 3. Estrutura quimica basica do esqueleto de alcaldides aporfinicos.

Estudos anteriores sugerem que esses compostos podem apresentar uma
estrutura relativamente planar, que poderia intercalar facilmente na dupla hélice de

DNA e/ou combinar alvos da topoisomerase Il, formando uma estrutura complexa de
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dificil desintegracdo, desse modo inibindo a atividade catalitica da topoisomerase |l
(LIU et al.,2013). A atividade citotoxica de alguns alcaloides aporfinicos esta
relacionada com a presenca de grupos metilenodioxi, que promove interferéncia na
atividade catalitica da topoisomerase Il (CHEN et al., 2013).

A liriodenina, um dos alcaloides aporfinicos mais estudados, apresenta
atividade inibidora de topoisomerase Il (DA SILVA et al.,, 2007). Em um ensaio
comparativo para explorar a relagdo entre a estrutura quimica e atividade inibidora
de topoisomerase |IlI, foram utilizados mais dois alcaloides aporfinoides,
bulbocapnina e dicentrina. A partir disso foi observado que a planaridade dos
alcaloides testados é um fator importante para atividade exercida por eles. A
liriodenina, por ser totalmente planar, seguida da dicentrina, que tem uma
conformacao relativamente planar, apresentaram potente atividade inibidora de
topoisomerase Il, enquanto que a bulbocapnina, que ndo apresenta tal conformacéo,
mostrou-se inativa. Desse modo, notamos que as propriedades fisico-quimicas e
caracteristicas estruturais sao importantes pontos para a avaliagdo da atividade
bioldgica ou farmacologica (DA SILVA et al., 2007).

Adicionalmente, em estudos com a atividade citotoxica de alcaloides
isoquinolina da planta Stephania pierrei (Menispermaceae), o grupo funcional 1,2-
metilenodioxi presente nos alcaloides aporfinicos, dentre eles a xilopina, apresentou
uma correlagdo com a citotoxicidade induzida pelos compostos. Por outro lado,
compostos sem este grupo funcional praticamente ndo apresentaram atividade
citotoxica (LIU et al.,2013). Recentemente, nosso grupo de pesquisa estudou a
atividade citotoxica de diversos alcaloides aporfinicos isolados do caule da planta
Xylopia laevigata. Dentre eles, o alcaloide aporfinico xilopina (Figura 4) apresentou
potente atividade citotoxica com valores de Clso (concentracéo inibitorio de 50%) de
3,77, 1,87, 1,87 e 3,12 yg/mL para as linhagens de células cancerigenas B16-F10,
HepG2, HL60 e K562 respectivamente, e 4,08 ug/mL em células ndo cancerigenas,
PBMC. Em estudos preliminares de mecanismo de morte celular, células de
carcinoma hepatocelular, HepG2, tratadas com xilopina apresentaram morfologia
celular tipica de morte celular apoptética, um aumento significante de externalizagao
de fosfatidilserina e parada do ciclo celular na fase G2/M (MENEZES et al., 2016).
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Assim, no presente trabalho decidimos estudar mais detalhes sobre o potencial
citotdxico do alcaloide aporfinico xilopina em diferentes modelos celulares.

OCHs

Figura 4. Estrutura quimica da xilopina.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL
Avaliar o potencial citotoxico do alcaloide aporfinico xilopina e estudar seus

possiveis mecanismos de acao.

3.2 ESPECIFICOS
Determinacéo in vitro do indice de seletividade do alcaloide aporfinico
xilopina;
Avaliar o tipo de morte celular induzido pelo alcaloide aporfinico xilopina;
Avaliar os mecanismos de acdo envolvidos na citotoxicidade induzida pelo

alcaloide aporfinico xilopina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DO COMPOSTO

O caule de X. laevigata foi coletado na "Serra de Itabaiana”, entre as cidades
de Itabaiana e Areia Branca [coordenadas: 10°44'50"S, 37 °20'24"W], Sergipe,
Brasil, em fevereiro de 2013. A identidade da planta foi confirmada pela Dra. Ana
Paula do N. Prata, Departamento de Biologia, Universidade Federal de Sergipe,
Brasil, e uma exsicata (# 26805) foi depositada no Herbario da Universidade Federal
de Sergipe. O caule seco e em p6 de X. laevigata (1,4 kg) foi sucessivamente
extraida com hexano seguido de metanol, para produzir extratos de hexano (18,8 g)
e metanol (87,8 g). A xilopina foi isolada do extrato metanol conforme descrito
anteriormente (MENEZES et al., 2016). O isolamento deste composto foi realizado

pelo prof. Dr. Emmanoel Vilaca Costa da Universidade Federal do Amazonas.

4.2 OBTENGCAO E MANUTENGAO DAS CELULAS EM CULTURA

Para os ensaios de citotoxicidade, as linhagens de células cancerigenas B16-
F10 (melanoma murino), HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), HL-60
(leucemia promielocitica aguda humana), K562 (leucemia mielocitica crénica
humana), HSC-3 (carcinoma escamocelular oral humano), SCC9 (carcinoma
escamocelular oral humano), HCT-116 (carcinoma de colon humano), MCF-7
(adenocarcinoma de mama humano), WT SV40 MEF (fibroblasto embrionario de
camundongo imortalizado do tipo selvagem) e BAD KO SV40 MEF (fibroblasto
embrionario de camundongo imortalizado, gene BAD knockout) obtidas da American
Type Culture Collection - ATCC (Rockville, Maryland, U.S.A.) foram utilizadas. Para
avaliar a seletividade dos compostos sobre a proliferacdo de células néao
cancerigenas, a linhagem MRC-5 (fibroblasto de pulmdo humano), também obtida
da ATCC, e PBMC (células mononucleares do sangue periférico humano estimulado
com concanavalina A — linfoblastos humanos), obtidos de voluntarios saudaveis com
idades entre 20-40 anos, isentos de farmacos, bebidas alcodlicas e cigarros. O
Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Oswaldo Cruz (Salvador, Bahia, Brasil)

aprovou o protocolo experimental (n°® 031019/2013) para a coleta de PBMC. As
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linhagens celulares foram cultivadas em garrafas para cultura de células (75 cm?,
volume de 250 mL) utilizando o meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10%
de soro bovino fetal e 10 pg/mL de gentamicina. As células foram mantidas em
incubadoras com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C e acompanhadas diariamente.
Todas as linhagens celulares foram testadas para micoplasma usando um kit de
deteccdo de micoplasma por coloracdo com Hoechst (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
EUA), e todas as células estavam isentas de qualquer contaminacéo.

4.3 ENSAIO DO ALAMAR BLUE

Para avaliar a citotoxicidade da xilopina e determinar o valor de Clso, foi
utilizado o método colorimétrico do alamar blue. O alamar blue (resazurina) é um
indicador que produz uma mudanca colorimétrica e um sinal fluorescente em
resposta a atividade metabdlica. O alamar blue reduz-se em células viaveis. A forma
oxidada é azul (ndo fluorecente/célula ndo viavel) e a forma reduzida € résea
(fluorescente/célula viavel). A reducdo do alamar blue reflete a viabilidade celular
(AHMED et al., 1994).

As células foram distribuidas em placas de 96 cavidades numa densidade
pré-definida de 0,3 x 10° células/mL para células ndo aderentes e 0,7 x 10°
células/mL para células aderentes. A xilopina e o0s controles positivo foram
dissolvidos em DMSO e diluidos com meio de maneira seriada a 8 vezes, as
concentracbes oscilam de 0,19 a 25 pg/mL, em seguida as diluicdbes foram
adicionadas em cada poco e encubados por 72 h, periodo padréo para esse ensaio.
A oxaliplatina e a doxorrubicina foram utilizadas como controles positivo. O controle
negativo recebeu a mesma gquantidade do DMSO (DMSO 0,5%). O resultado foi lido

em espectrofotdbmetro nas absorbancias de 570 nm e 600 nm.

4.3.1 Cultura de esferoides multicelulares 3D

Com objetivo de mimetizar a matriz tecidual in vivo, as células HCT116 foram
cultivadas em esferoides multicelulares tridimensionais (3D). Resumidamente, foram
inseridos 100 pL de uma suspenséo de células (0,5 x 10° células/mL) em uma placa

de 96 pocos com uma superficie repelente de células (Greiner Bio-One,



34

Kremsmiinster, Austria) e cultivadas em meio completo mais 3% de matrigel (BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA). Os esferoides com estruturas estaveis se
formaram ap0s trés dias. Em seguida, os esferoides foram expostos a xilopina e
controles positivos diluidos de maneira seriada durante 72 h com concentracdes
oscilando de 0,19 a 25 pg/mL, e apds o periodo de tratamento a viabilidade celular
foi quantificada pelo ensaio do alamar blue, como descrito acima.

4.4 AVALIAGAO DO PADRAO DE MORTE CELULAR / MECANISMO DE AGAO
INDUZIDO PELA XILOPINA

Para os ensaios de padrédo de morte celular/mecanismo de acgéo, foi utilizada
apenas a linhagem mais sensivel a xilopina. Células da linhagem HCT116 (0,7 x 10°
células/mL) foram adicionadas a placas de 24 pocos por um periodo inicial de 24 h
para aderirem. Apos este periodo, as células foram tratadas por 24 e 48 horas com a
xilopina nas concentracbes de 1, 2 e 4 ug/mL (concentracOes estabelecidas
previamente com base no valor de Clso). As células foram mantidas em estufa a 37°
C e a 5% de CO2. A doxorrubicina (0,5 pg/mL) e a oxaliplatina (1 pg/mL) foram
utilizadas como controles positivo e 0 controle negativo recebeu apenas o veiculo

(DMSO 0,1%) usado para solubilizar e diluir a substancia testada.

4.4.1 Ensaio de exclusdao com o azul de tripam

Para avalia a viabilidade celular ap6s o periodo de tratamento, as células
foram tripsinizadas e uma aliquota de 90 pL foi acrescida a 10 pL do corante azul de
tripam. Esse corante s6 é capaz de corar células que apresentam permeabilidade
por conta de leses na membrana plasmética classificada como néo viaveis. Desse
modo, a contagem foi realizada levando em consideracdo a exclusao do corante por

células viaveis, em camara de Neubauer, por meio de microscépio 6ptico.

4.4.2 Analise do ciclo celular / fragmentacdo do DNA internucleossomal

O ciclo celular é constituido pelas seguintes fases: Gi, S, G2 e M. Durante o
periodo de crescimento celular (fase Gi), uma célula diploide apresenta um
conteado 2n (n — conteudo de um conjunto haploide de cromossomos) de DNA

nuclear, possui duas copias de cada gene. Durante a fase S ocorre a duplicacédo do
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genoma nuclear (2-4n) e na fase seguinte (fase G2) ocorre o segundo periodo de
crescimento celular, durante o qual o conteido em DNA nuclear é mantido no nivel
4n. Em seguida ocorre a mitose (fase M, 4n) durante a qual a célula se divide,
formando duas células filhas, cada uma com um conteddo 2n em DNA. As células
que nao se encontram em divisdo celular (Go) apresentam um contetdo 2n de DNA.
Logo, as fases do ciclo celular podem ser caracterizadas por variacdes no seu
conteado de DNA, quando analisadas por citometria de fluxo apdés marcacdo com
iodeto de propidio permite quantificar a percentagem de células em cada fase do
ciclo celular (CIBAS, 1995). O iodeto de propidio (IP) é um agente fluorogénico
hidrofilico com capacidade de se ligar no DNA celular emitindo alta fluorescéncia
quando excitado pelo laser de argbnio, refletindo a fase celular em que essas células
se encontram (MACKLIS e MADISON, 1990). Apds o tratamento, as células foram
diluidas com a solucdo de permeabilizacdo para que o IP pudesse se ligar aos
nacleos de todas as células analisadas (100 ug/mL de RNAse, 0,1% de citrato de
sédio, 0,1 % de triton X-100 e 2 ug/mL de iodeto de propideo) (todos da Sigma-
Aldrich Co.). Na auséncia de luz, a 37 °C e ap6s 30 minutos, as células foram
analisadas por citometria de fluxo. Os detritos celulares foram omitidos das anélises
e 10.000 eventos foram analisados por amostra. As diferentes fases do ciclo celular
foram identificadas usando o programa Flowjo Software 10.

4.4.3 Analise morfolégica

Para a realizacao da andlise morfolégica, as células foram plagueadas em
placas de 24 pogos sobre laminulas de vidro adicionadas aos pocos da placa de
cultura. Apds o periodo inicial de 24 h para aderéncia das células a laminula, foram
adicionadas a cultura os controles positivo, negativo e a xilopina. Apds o tratamento
de 24 e 48 h, o meio de cultura foi descartado e em seguida as laminulas foram
coradas com May-Grunwald-Giemsa. As laminulas coradas foram montadas em
laminas de vidro utilizando balsamo do Canada, e com o auxilio de microscoépio
optico, as alteracdes morfologicas foram avaliadas e fotografadas utilizando o

software ImagemPro (Media Cybernetics, MD, EUA).
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4.4.4 Marcagdo para anexina V/iodeto de propidio

O procedimento de deteccdo de apoptose e necrose por Anexina
VFITCl/iodeto de propidio consiste na ligacdo da anexina V-FITC a fosfatidilserina
externalizada na membrana das células que estéo iniciando o processo apoptético e
na ligacdo do iodeto de propidio ao DNA das células no processo final da apoptose
ou necrose, desse modo a células marcadas apenas com anexina V s&o
consideradas em apoptose inicial, as marcadas pela anexina V e iodeto de propidio
estardo em apoptose tardia e as que marcaram apenas com iodeto de propidio
foram classificadas como células necroticas.

A marcacdo para anexina V/iodeto de propidio foi realizada utilizando o kit
FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Biosciences) seguindo as instrucdes
do proéprio fabricante. Células HCT116, na concentracdo de 0,7 x 10° células/mL,
foram incubadas por 24 e 48 horas com a substancia teste. Apds os tratamentos, as
células foram centrifugadas e posteriormente lavadas com salina. O sobrenadante
foi descartado e ao pellet celular foi adicionado 400 pL de tampéo de ligagéo e em
seguida acrescentados 5 puL de anexina V-FITC e 5 pL de iodeto de propidio. As
células foram entdo incubadas em temperatura ambiente por 15 min, e
posteriormente foi feito & aquisicdo dos dados por citometria de fluxo. Os detritos
celulares foram omitidos das analises e 10.000 eventos foram analisados por

amostra.

4.4.5 Determinagédo do potencial transmembranico mitocondrial

Para a determinacdo do potencial transmembranico mitocondrial, as células
foram coradas com rodamina 123, esse corante € sequestrado para dentro da
mitocodndria quando esta apresenta seu potencial transmembranico inalterado.
Assim, as células viaveis emitem alta fluorescéncia verde devido a maior quantidade
de rodamina 123 ligada as cargas positivas internas, enquanto que as mitocéndrias
despolarizadas terdo menor afinidade pelo corante, gerando eventos que emitem
menor fluorescéncia. Ap6s o periodo de tratamento de 24h, as células foram
tripsinizadas e transferidas para tubos de ensaio previamente identificados, em
seguida foram ressuspendidas com a solugdo de rodamina 123 (1 pg/mL em salina)

(Sigma-Aldrich Co.), na auséncia de luz por 15 minutos. Apos o periodo de
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incubacdo, as células foram centrifugadas e o precipitado foi ressuspendido em
salina e entdo analisadas por citometria de fluxo. Os ensaios foram realizados em
trés experimentos independentes realizados em triplicatas. Os detritos celulares

foram omitidos das anélises e 10.000 eventos foram analisados por amostra.

4.4.6 Determinacgéo da atividade de caspase 3

A atividade de caspase 3 foi investigada utilizando o kit caspase-3 colorimetric
assay (Sigma-Aldrich Co.) seguindo as instrucdes do préprio fabricante. O ensaio de
atividade da caspase 3 € baseado na deteccdo por espectrofotdmetro do croméforo
p-nitroanilina (pNA) depois da clivagem do substrato X-pNA, onde X é a sequéncia
de aminoé&cidos reconhecida pela caspase 3. Células tratadas por 48 h com os
controles positivo e xilopina foram centrifugadas e lisadas em gelo. A quantidade de
proteina no lisado foi determinada utilizando-se o ensaio para dosagem de proteina
pelo método de Bradford (ensaio colorimétrico para determinacédo total de proteina,
que utiliza o corante azul brilhante de coomassie G-250 que se liga as proteinas,
essa ligacdo gera mudancas na cor do corante proporcional a quantidade de
proteina). Em seguida, 100 pg de proteinas foram incubadas com o substrato em
placa de 96 pocos. A densidade éptica das amostras foi medida a 405 nm em
espectrofotometro.

4.4.7 Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio intracelular

Para quantificar os niveis intracelular de espécies reativas de oxigénio (ERO), as
células foram tratadas por 1 h ou 3 h com a xilopina, e os controles positivo e
negativo. ApGs esse periodo, as células foram tripsinizadas e ressuspendidas em 1
mL de meio fresco e 2 pL de diacetato de 2,7-diclorodihidrofluoresceina (H2-DCF-
DA) (Sigma-Aldrich Co.), que é convertido num produto fluorescente na presenca de
ERO intracelular. Ap6s 30 minutos de incubacdo a 37° C na auséncia de
luminosidade, as células foram centrifugadas, ressuspendidas em salina e
adquiridas imediatamente em citdbmetro de fluxo. Os detritos celulares foram omitidos

das analises e 10.000 eventos foram analisados por amostra.
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4.4.8 Quantificacdo do radical anion superoxido intracelular

Para quantificar os niveis intracelular do radical &nion superoxido, as células
foram tratadas por 1 h com a xilopina, e 0s controles positivo e negativo. Apds esse
periodo, as células foram tripsinizadas e ressuspendidas em 1 mL de meio fresco e
2 UL de dihidroetidio (DHE) (Sigma-Aldrich Co.), que € convertido num produto
fluorescente na presenca do radical anion superoxido. Apdés 30 minutos de
incubacdo a 37° C na auséncia de luminosidade, as células foram centrifugadas,
ressuspendidas em salina e adquiridas imediatamente em citdbmetro de fluxo. Os
detritos celulares foram omitidos das anélises e 10.000 eventos foram analisados

por amostra.

4.4.9 Quantificacdo de 6xido nitrico intracelular
Para quantificar os niveis intracelular de 6xido nitrico (NO), as células foram

tratadas por 1 h com a xilopina, e 0s controles positivo e negativo. Apds esse
periodo, as células foram tripsinizadas e ressuspendidas em 1 mL de meio fresco e
2 UL de diacetato de 4-amino-5-metilamino-2',7"-difluorofluoresceina (DAF-FM DA),
que € convertido num produto fluorescente na presenca de NO. Apds 30 minutos de
incubacdo a 37° C, na auséncia de luminosidade, as células foram centrifugadas,
ressuspendidas em salina e adquiridas imediatamente em citbmetro de fluxo. Os
detritos celulares foram omitidos das anélises e 10.000 eventos foram analisados

por amostra.

4.4.10 Quantificacao de glutationa reduzida

A glutationa (y-L-glutamil-L-cisteinilglicina) € um composto tripeptidico que
existe no organismo, e esta envolvido com o sistema antioxidante, metabolismo de
farmacos e outros como um substrato enzimatico da glutationa peroxidase,
glutationa Stransferase, tiol transferase. A glutationa é geralmente apresentada
como uma forma reduzida (GSH), mas a GSH pode ser convertida na forma oxidada
(GSSG) pela estimulacdo do estresse oxidativo. A quantificacdo de glutationa
reduzida foi realizada utilizando o kit Quantification kit for reduced glutathione
(Sigma-Aldrich Co.) com periodo de 1 h de tratamento, seguindo as instrugdes do

préprio fabricante.
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4.4.11 Ensaio de reversao com inibidores farmacolégicos

No ensaio de reversdo com inibidores farmacoldgicos, foram utilizados
inibidor de caspase 3 (Z-VAD-FMK), inibidor de ERO N-acetil-L-cisteina (NAC),
inibidor de p53 (pifitrina-a ciclica) e o inibidor de H202, catalase de figado bovino
(Sigma-Aldrich Co.) para confirmar o possivel mecanismo de citotoxicidade induzido
pelo tratamento com xilopina. Para avaliagdo de prevencao da apoptose com Z-
VAD-FMK, pifitrina-a ciclica e NAC, os inibidores foram adicionados 1 h antes do
tratamento sendo adotada a metodologia da anexina V/IP (5.4.3 Marcacdo para
anexina V/IP) e para analisar a prevencao da produgéo de ERO, os inibidores NAC e
catalase de figado bovino foram adicionados 1 h antes do tratamento sendo adotada

a metodologia (5.4.6 Quantificacdo de ERO) para determinacéo dos resultados.

4.4.12 Ensaio de intercalagdo de DNA
A intercalacdo do DNA foi avaliada examinando a capacidade da xilopina em

deslocar o brometo de etidio do DNA do timo do bezerro (ctDNA, Sigma-Aldrich Co.,
Saint Louis, MO, EUA) (GLASS et al., 2010). O ensaio foi conduzido em placas de
96 pocos e continha 15 ug/mL de ctDNA, 1,5 yM de brometo de etidio e 10 ou 20 uM
de xilopina em 100 uL de solucgdo salina. A doxorrubicina (10 uM) foi utilizada como
controle positivo. A fluorescéncia foi medida utilizando comprimentos de onda de
excitacao e emissao de 320 e 600 nm, respectivamente.

4.4.13 Analise estatistica
Os dados foram expressos como média + E.P.M. ou valores de Clso e

respectivos intervalos de confianca de 95%, obtidos através de regresséo nao linear,
a partir de pelo menos trés experimentos independentes realizados em duplicata. A
diferenca entre os grupos experimentais foi avaliada pelo teste ANOVA (analise de
variancia) seguida do teste de Student-Newman-Keuls (P < 0,05). O programa
GRAPHPAD PRISM (Intuitive Software for Science) foi utilizado para a realizagcéo de

todas as andlises.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIAQAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA E SELETIVIDADE

A Tabela 1 mostra os resultados obtidos no ensaio de citotoxicidade da
xilopina em células cancerigenas e ndo cancerigenas. A xilopina apresentou valores
de Clso para células cancerigenas variando de 1,90 a 7,84 pg/mL para as linhagens
HCT116 e SCC9, respectivamente, também apresentou valores de Clso de 7,53 e
5,39 ug/mL para as células ndo cancerigenas MRC5 e PBMC, respectivamente. A
doxorrubicina e a oxaliplatina foram utilizadas como controles positivo. A
doxorrubicina apresentou valores de Clso variando de 0,02 a 0,58 pug/mL para as
linhagens cancerigenas B16-F10 e MCF7, respectivamente. Em células néo
cancerigenas, doxorrubicina apresentou valores de Clso de 0,82 e 2,82 pg/mL em
células MRC5 e PBMC, respectivamente. Oxaliplatina apresentou valores de Clso
que variam de 0,02 a 1,64 pg/mL para as linhagens cancerigenas B16-F10 e
HCT116, respectivamente, e valores de Clso de 0,61 e 5,91 pg/mL para as células
nao cancerigenas MRC5 e PBMC, respectivamente. A Tabela 2 mostra o indice de
seletividade obtido. Para a maioria das linhagens celulares de céancer, a xilopina
apresentou indice de seletividade semelhante aos controles positivo doxorrubicina e

oxaliplatina.
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Tabela 1. Atividade citotdxica da xilopina em células com diferentes tipos

histolégicos
Clso em pg/mL (UM)
Células Tipo histologico _ > _ _
Xilopina Doxorrubicina Oxaliplatina
Células cancerigenas
) 3,54 (12,00) 0,58 (1,06) n.d
MCF7 Adenocarcinoma de mama humano
1,80 - 6,97 0,18-1,90
) i 1,90 (6,46) 0,04 (0,07) 1,64 (4,13)
HCT116 Carcinoma de célon humano 1.06 — 2.55
151-241 0,02 - 0,06 ' '
HenG2 Carc hepatocelular h 2,78 (9,40) 0,032 (0,06) 0,38 (0,96)
e arcinoma hepatocelular humano -
P P 1,77 - 4,36 0,02 - 0,06 0.09-1,56
) 7,84 (26,54) 0,27 (0,50) nd
SCC9 Carcinoma escamocelular oral humano
6,47 - 9,49 0,20 - 0,37
) 4,63 (15,69) (0,14 0,25) n.d
HSC3 Carcinoma escamocelular oral humano
3,00-7,19 0,10- 0,20
. . . 5,45 (18,46) 0,17 (0,31) 0,16 (0,40)
HL-60 Leucemia promielocitica humana 0.01 — 1.50
4,71 - 6,30 0,15- 0,20 ' '
L " . 2,29 (7,74) 0,16 (0,29) 0,36 (0,90)
K562 Leucemia mielocitica cronica humana 0.03-13.86
1,79-2,93 0,10 - 0,25 ' '
) 2,82 (9,54) 0,02 (0,03) 0,02 (0,05)
B16-F10 Melanoma murino 0.01 —0.52
2,36 — 3,36 0,01 -0,04 ' '
Células nédo cancerigenas
_ 7,11 (24,07) 0,82 (1,51) 0,61 (1,54)
MRC5 Fibroblasto de pulmé&o humano 034—-113
6,05 - 8,35 0,65- 1,04 ' '
Peripheral blood mononuclear cell 5,39 (18,25) 2,82 (5,18) 5,91 (14,88)
PBMC , , 129 -617 3,54 - 9,86
ativados com ConA - linfoblastos 3,24 - 8,57 ' '

Valores de Clso e 0 respectivo intervalo de confianga de 95% de pelo menos trés
experimentos independentes realizados em duplicata pelo método do alamar blue
apos 72 h de exposicdo obtidos por regressdo nédo-linear. Doxorrubicina e
oxaliplatina foram usadas como controles positivo. N.d. Nao determinado.
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Células Células nao cancerigenas
cancerigenas MRC5 PBMC

DOX OXA XYL DOX OXA XYL
MCF7 1,4 0,3 2 4,7 2,5 1,5
HCT116 15 0,4 3,8 52 3,6 2,9
HepG2 15 15 2,6 52 14,9 2
SCC-9 3 N.d. 0,9 10,4 N.d. 0,7
HSC-3 5 0,5 1,5 17,3 4,5 1,2
HL-60 5 3,8 1,3 17,3 37,3 1
K-562 5 1,7 3,1 17,3 16,6 2,4
B16-F10 50 15 2,5 173,3 149 1,9

Os dados apresentam o indice de seletividade (IS) calculado com a seguinte

férmula: 1S=Clso[células ndo cancerigenas]/Clso[células cancerigenas].

Células

cancerigenas: MCF7 (adenocarcinoma de mama humano); HCT116 (carcinoma do

cbélon humano); HepG2 (carcinoma hepatocelular humano); SCC-9 (carcinoma

escamocelular oral humano); HSC-3 (carcinoma escamocelular oral humano); HL-60

(leucemia promielocitica humana); K-562 (leucemia mieldide croénica humana); e
MRC-5 (fibroblasto

pulmonar humano) e PBMC (células mononucleares de sangue periférico humano).

B16-F10 (melanoma murino). Células ndo cancerigenas:

Doxorubicina (DOX) e oxaliplatina (OXA) foram utilizadas como controles positivo.

N.d. Nao determinado.
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5.1.2 Atividade citotéxica da xilopina no modelo 3D

Efeito citotoxico da xilopina em um modelo 3D foi avaliado em esferoides
multicelulares formados a partir de células HCT116 (Figura 5). Os esferoides
tratados com xilopina apresentaram alteracbes morfoldégicas que indicam
permeabilidade do farmaco e citotoxicidade na cultura 3D. O valor de Clso da xilopina
foi de 7 pg/mL apdés 72 h de incubacdo. A doxorrubicina e o oxaliplatino

apresentaram valores de Clso de 2,4 e 2,3 pg/mL, respectivamente.

5.2 AVALIACAO IN VITRO DO PADRAO DE MORTE CELULAR/MECANISMO DE
ACAO

Uma vez que as células da linhagem HCT116 foram as mais sensiveis a
atividade citotoxica da xilopina, estudos adicionais in vitro visando avaliar o efeito da
xilopina sobre a proliferacéo celular e na indugéo de morte celular apoptotica, foram
realizados somente nesta linhagem. As concentracdes da xilopina testadas foram de
1, 2 e 4 uyg/mL, definidas de acordo com os valores de Clso para a xilopina nessa
linhagem. Foram avaliados a viabilidade celular, o conteddo de DNA nuclear da
célula, que reflete as fases do ciclo celular, o padrédo de morte celular, a inducéo da
producdo de ERO e o potencial transmembréanico mitocondrial.

5.2.1 Determinacdo da Viabilidade Celular — Exclusdo por Azul de Tripam

A Figura 6 apresenta os resultados do ensaio de viabilidade celular por
exclusdo com o corante azul de tripam. A xilopina causou uma reducao significativa
no namero de células viadveis, de maneira dependente da concentracdo quando
comparado com o controle negativo apos 24 e 48 h de incubacado. A doxorrubicina e
a oxaliplatina, utilizadas como controles positivo, também reduziram o ndmero de

células viaveis a partir de 24 h de tratamento.
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B
Esferdides Clso em pg/mL

DOX OXA XIL
HCT116 24 2,3 71

1,3-44 1,4-41 52-10,3

Figura 5. Efeito da xilopina no modelo 3D de esferoides multicelulares de cancer formados
a partir de células HCT116. (A) Células examinadas por microscopia optica (bar = 100 ym).
(B) Valores de Clsp e 0 respectivo intervalo de confianca de 95% de pelo menos trés
experimentos independentes realizados em duplicata pelo método do alamar blue ap6s 72 h
de exposicdo obtidos por regressdo nédo-linear. Doxorrubicina e oxaliplatina foram usadas
como controles positivo.
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Figura 6. Efeito da xilopina sobre a viabilidade de células de carcinoma de célon humano
HCT116 determinado pelo ensaio de exclusdo com o azul de tripam apés 24 (A) e 48 (B) h
de incubagéo. O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (DMSO 0,1%) utilizado
para solubilizar e diluir a substancia. A doxorrubicina (DOX, 0,5 ug/mL) e oxaliplatina (OXA,
1 pg/mL) foram utilizadas como controles positivo. Os valores correspondem a média +
E.P.M. de pelo menos trés experimentos independentes realizados em duplicata. * P < 0,05
quando comparado com o0 grupo controle negativo por ANOVA (andlise de variancia)

seguido por Student Newman-Keuls.
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5.2.2 Anélise do ciclo celular

A avaliagcdo do ciclo celular foi realizada por citometria de fluxo (Figura 7 e
Tabela 3). Foi evidenciado que a xilopina é capaz de induzir parada do ciclo celular
na fase G2/M em todas as concentracdes testadas, apos 24 h de incubagéo (33,61%
do controle negativo contra 60,15%, 65,47% e 61,5% das células tratadas com
xilopina nas concentragcées de 1, 2 e 4 yg/mL, respectivamente). Apds 48 h de
incubacdo, as células tratadas com xilopina permaneceram com parada do ciclo
celular na fase G2/M. A fragmentacdo do DNA internucleosomal (sub-Go/Gi) foi
aumentada (7,76% do controle negativo contra 20,95%, 25,09% e 20,95% das
células tratadas com xilopina nas mesmas concentracdes, respectivamente). A
doxorrubicina, usada como controle positivo, também apresentou parada do ciclo

celular G2/M ap6s 24 h de incubagéo, seguido por fragmentacdo do DNA celular.

5.2.3 Efeito do tratamento com a xilopina na morfologia celular

A Figura 8 apresenta a morfologia de células HCT116 tratadas com xilopina
por coloracdo com May-Grunwald Giemsa, onde se observa reducdo no volume
celular, condensacdo da cromatina e fragmentacdo dos nucleos. A Figura 9
apresenta dot plots representativos das caracteristicas de dispersdo da luz
determinadas por citometria de fluxo usando o FSC (Forward scatter — desvio de luz
para frente) e SSC (Side scatter — desvio de luz para o lado) como parametros de
tamanho relativo e granulosidade ou complexidade interna da célula. Estes

evidenciam as alterac6es na morfologia celular causada pela xilopina.
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Figura 7. Histogramas representativos da andlise da distribuicdo do conteido de DNA determinados por citometria de fluxo. Células de
carcinoma de co6lon humano HCT116 foram analisadas apés o tratamento com Xxilopina por 24 e 48 h. O controle negativo (CTL) foi tratado
com o veiculo (DMSO 0,1%) utilizado para solubilizar e diluir a substancia. A doxorrubicina (0,5 pg/mL) e oxaliplatina (1 ug/mL) foram utilizadas
como controles positivo. Os histogramas sdo representativos de pelo menos trés experimentos independentes realizados em duplicata. Os
detritos celulares foram omitidos das analises e 10.000 eventos foram analisados por amostra.
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Tabela 3. Efeito da xilopina sobre a distribuicdo do conteudo de DNA celular.

Tratamento Concentragéo Distribuicdo do Conteddo de DNA (%)
(Mg/mL)
Sub Go/G; Go/G1 S Go/M
24 h de tratamento
DMSO 0,1% - 3,90+1,03 42,00 + 2,50 12,58 £ 2,77 30,71 + 4,07
Doxorrubicina 0,5 9,67+254 27,97 £ 6,34 10,01 £ 2,48 44,05 + 3,41*
Oxaliplatina 1 8,78 + 3,49 32,37+ 3,70 13,54 £ 3,11 39,93+1,51
Xilopina 1 6,20 £ 1,93 16,98 + 6,98* 24,70+ 4,81 57,17 + 3,50*
2 512+1,55 14,85 + 4,16* 23,31+ 3,70 58,48 + 2,92*
4 11,29+ 1,37 30,53+ 6,02 11,10+ 1,63 54,00 + 6,14*
48 h de tratamento
DMSO 0,1% - 3,33+0,72 44,80 + 1,07 13,53+2,41 23,84 + 2,83
Doxorrubicina 0,5 18,32 + 2,45 22,45 + 4,03 14,86 + 2,52 44,16 * 4,44*
Oxaliplatina 1 17,67 £ 1,87 36,17 + 2,60 7,602 + 0,44 32,23+4,40
Xilopina 1 15,20 + 1,89 16,98 + 6,28* 11,12 £ 2,22 51,95+ 6,77*
2 25,92 £ 2,45 10,31 + 1,34* 6,83 £ 2,00 52,68 + 3,61*
4 33,36 + 6,19* 14,63 £+ 2,59* 9,29+1,72 40,82 + 5,74*

A tabela apresenta os valores correspondentes a média = E.P.M de pelo menos trés
experimentos independentes realizados em duplicata. O controle negativo foi tratado
com o veiculo (DMSO 0,1%) utilizado para solubilizar e diluir a substancia. A
doxorrubicina e oxaliplatina foram usadas como controles positivo. Os detritos
celulares foram omitidos das analises e 10.000 eventos foram analisados por
amostra. *P < 0,05 quando comparado ao grupo controle negativo por ANOVA
(andlise de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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Doxorrubicina Oxaliplatina Xilopina 1ug/mL Xilopina 2ug/mL Xilopina 4ug/mL

24 h

48 h

Figura 8. Efeito da xilopina na andlise morfologica de células HCT116 apés 24 e 48 h de incubagdo. As células foram coradas com May-
Grunwald Giemsa e examinadas por microscopia oOptica (bar = 20 um). As setas indicaram células com redugdo no volume celular,
condensacédo de cromatina ou DNA fragmentado. O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (DMSO 0,1%) utilizado para solubilizar e

diluir a substancia. A doxorrubicina e oxaliplatina foram usadas como controles positivo.
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Figura 9 — Dot plots representativos das caracteristicas de dispersédo da luz determinadas por citometria de fluxo usando o FSC (Forward
scatter — desvio de luz para frente) e SSC (Side scatter — desvio de luz para o lado) como parametros de tamanho relativo e granulosidade ou
complexidade interna da célula. Células de carcinoma de c6lon humano HCT116 foram analisadas ap0s o tratamento com xilopina por 24 e 48
h. O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (DMSO 0,1%) utilizado para solubilizar e diluir a substancia. A doxorrubicina (0,5 pg/mL)
e oxaliplatina (1 pg/mL) foram utilizadas como controles positivo. Os dot plots sdo representativos de pelo menos trés experimentos
independentes realizados em duplicata. Os detritos celulares foram omitidos das analises e 10.000 eventos foram analisados por amostra.
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5.2.4 Avaliagéo do perfil de morte celular

A avaliacao do perfil de morte celular foi verificada a partir da externalizagéo
da fosfatidilserina (Figuras 10 e 11) e permeabilidade da membrana citoplasmatica
utilizando anexina V-FITC e iodeto de propidio. Os resultados obtidos demonstram
uma exposi¢do significativa de fosfatidilserina em células HCT116 tratadas com
xilopina em todas as concentracfes testadas a partir de 24 h de incubacdo. Um
aumento significativo de células em apoptose inicial e tardia foi observado apds 24 h
de incubacdo com xilopina e apenas apos 48 h de incubacéo foi observado aumento
do numero de células em necrose. A doxorrubicina e oxaliplatina, utilizadas como
controles positivo, também induziram aumento na externalizacéo da fosfatidilserina

de modo significativo apds 48 horas de incubacéo.

5.2.5 Avaliacdo do potencial transmembranico mitocondrial

A mitocbndria € uma importante organela celular responsavel por produzir
ATP de maneira eficiente, a polaridade da membrana interna da mitocondria é
esséncia para seu funcionamento correto. Esse ensaio foi realizado para avaliar a
taxa de despolarizacdo da membrana interna da mitocondria induzida pela xilopina.
O potencial transmembranico mitocondrial foi determinado por citometria de fluxo
utilizando o corante rodamina 123 e a Figura 12 mostra os resultados encontrados.
Foi observada despolarizacdo mitocondrial em células HCT116 apés 24 horas de
tratamento com todas as concentra¢ces de xilopina. A doxorrubicina e a oxaliplatina,
usadas como controles positivo, também foram capazes de induzir despolarizacéo

mitocondrial ap6s 24 h de incubacéo.
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Figura 10. Dot plots representativos da marcagdo com anexina V/iodeto de propidio por citometria de fluxo. Células de carcinoma de cé6lon
humano HCT116 foram analisadas ap0s o tratamento com xilopina por 24 e 48 h. O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (DMSO
0,1%) utilizado para solubilizar e diluir a substancia. A doxorrubicina (0,5 pg/mL) e oxaliplatina (1 pg/mL) foram utilizadas como controles
positivo. Os dot plots séo representativos de pelo menos trés experimentos independentes realizados em duplicata. Os detritos celulares foram
omitidos das analises e 10.000 eventos foram analisados por amostra.
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Figura 11. Efeito da xilopina (XIL) sobre a viabilidade de células de carcinoma de célon humano HCT116 determinado por citometria de fluxo
usando anexina V-FITC/iodeto de propidio apés 24 e 48 h de incubacdo. O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (DMSO 0,1%)
utilizado para solubilizar e diluir a substancia. A doxorrubicina (DOX, 0,5 pg/mL) e a oxaliplatina (OXA, 1 pg/mL) foram utilizadas como
controles positivo. Os detritos celulares foram omitidos das analises e 10.000 eventos foram analisados por amostra. Os valores correspondem
a média = E.P.M. de pelo menos trés experimentos independentes realizados em duplicata. * P < 0,05 quando comparado com 0 grupo
controle negativo por ANOVA (analise de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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Figura 12. Efeito da xilopina sobre o potencial transmembranico mitocondrial de células de
carcinoma de c6lon humano HCT116 determinado por citometria de fluxo usando rodamina
123 apoés 24 h de incubacdo. O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (DMSO
0,1%) utilizado para solubilizar e diluir a substancia. A doxorrubicina (DOX, 0,5 pg/mL) e
oxaliplatina (OXA, 1 pg/mL) foram utilizadas como controles positivo. Os detritos celulares
foram omitidos das analises e 10.000 eventos foram analisados por amostra. Os valores
correspondem a média £ E.P.M. de pelo menos trés experimentos independentes realizados
em duplicata. * P < 0,05 quando comparado com 0 grupo controle negativo por ANOVA
(analise de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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5.2.6 Avaliagdo da atividade de caspase 3

As caspases pertencem a familia de proteases cisteinas, podendo ser
divididas em caspases inflamatorias e caspases apoptoticas, 0os quais podem ser
incluidas nos grupos de caspases iniciadoras (como no caso da apoptose, as
caspases 8 e 9) e efetoras (como no caso da apoptose, as caspases 3 e 7). A
ativacdo da caspase 3 possui papel central no mecanismo de apoptose. A caspase 3
é responséavel pela clivagem de varios componentes celulares relacionados ao
reparo e controle do DNA. Assim, a dosagem da caspase 3 permite o estudo de
mecanismos apoptoticos (MEHMET, 2002). A Figura 13 mostra um aumento da
ativacao da caspase 3 induzido pela xilopina ap6s 48 h de incubacgéo. Além disso, o
pré-tratamento com um inibidor de caspase 3 (Z-DEVD-FMK), mas ndo com um
inibidor de p53 (pifitrina-a ciclica), impediu a apoptose induzida pela xilopina (Figuras
14 e 15), indicando a inducdo de morte celular por apoptose mediada por caspases

em uma via independente de p53.

5.2.7 Citotoxicidade da xilopina para BAD KO SV40 MEF

A citotoxicidade da xilopina para BAD KO SV40 MEF (fibroblasto embrionario
de camundongos imortalizado knockout BAD) e sua linhagem celular parental WT
SV40 MEF (fibroblasto embrionario de camundongos imortalizado de tipo selvagem)
também foi avaliada pelo ensaio do alamar blue ap6s 72 h de incubacéo. Os valores
de Clso para a xilopina foram 6,4 e 8,0 uM para a linhagem celular BAD KO SV40
MEF e WT SV40 MEF, respectivamente, sugerindo que o gene BAD néo é essencial
para a citotoxicidade induzida pela xilopina. A doxorrubicina apresentou valores de
Clso de 0,4 e 0,03 uM, enquanto que 5-FU apresentou valores de Clso de 7,3 e 1,7
MM nas linhagens celulares MEF BAD KO SV40 MEF e WT SV40 MEF,

respectivamente.
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Figura 13. Atividade da caspase 3 determinada por ensaio colorimétrico apés 48 horas de
incubacédo. O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (0,1% de DMSO) usado para
diluir o composto testado. Doxorrubicina (DOX, 0,5 pyg/mL) e oxaliplatina (OXA, 1 pg/mL)
foram utilizados como controles positivo. Os valores correspondem a média + E.P.M. de
pelo menos trés experimentos independentes realizados em duplicata. * P < 0,05 quando
comparado com o grupo controle negativo por ANOVA (andlise de variancia) seguido por
Student Newman-Keuls.
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Figura 14. Efeito do inibidor da caspase 3 (Z-DEVD-FMK) e do inibidor de p53 (pifitrina-a
ciclica) na apoptose induzida pela xilopina em células HCT116 determinadas por citometria
de fluxo usando coloracdo anexina V-FITC/IP. Sdo mostrados Dot plots representativos de
citometria de fluxo mostrando a porcentagem de células em estagios de necrose, apoptose
tardia, apoptose inicial e viaveis. As células foram pré-tratadas durante 1 h com 50 uyM de Z-
DEVD-FMK e 10 uM de pifitrina-a ciclica, depois incubadas com 4 ug/mL de xilopina (XIL)
durante 48 h. O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (0,1% de DMSOQO) usado
para diluir o composto testado. Doxorrubicina (DOX, 0,5 pg/mL) e oxaliplatina (OXA, 1
pg/mL) foram utilizados como controles positivo. Os detritos celulares foram omitidos das
analises e 10.000 eventos foram analisados por amostra. Os valores correspondem a média
+ E.P.M. de pelo menos trés experimentos independentes realizados em duplicata. * P <
0,05 quando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA (andlise de variancia)
seguido por Student Newman-Keuls.
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Figura 15. Efeito do inibidor da caspase 3 (Z-DEVD-FMK) e do inibidor de p53 (pifitrina-a
ciclica) na apoptose induzida pela xilopina em células HCT116 determinadas por citometria
de fluxo usando coloragdo anexina V-FITC/IP. As células foram pré-tratadas durante 1 h
com 50 uM de Z-DEVD-FMK e 10 uM de pifitrina-a ciclica, depois incubadas com 4 ug/mL
de xilopina (XIL) durante 48 h. O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (0,1% de
DMSO) usado para diluir o composto testado. Doxorrubicina (DOX, 0,5 ug/mL) e oxaliplatina
(OXA, 1 pg/mL) foram utilizados como controles positivo. Os detritos celulares foram
omitidos das analises e 10.000 eventos foram analisados por amostra. Os valores
correspondem a média = E.P.M. de pelo menos trés experimentos independentes realizados
em duplicata. * P < 0,05 quando comparado com 0 grupo controle negativo por ANOVA
(analise de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.

5.2.8 Quantificacao dos niveis de ERO/ERN e avaliacao da glutationa
intracelular

O efeito da xilopina nos niveis intracelular de ERO e espécies reativas de
nitrogénio (ERN) foi investigado em células HCT116 através de citometria de fluxo.

O tratamento com xilopina durante 1 e 3 h causou aumento nos niveis de ERO
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(Figura 16A) e o pré-tratamento com o antioxidante NAC impediu o0 aumento ERO
intracelular induzido pela xilopina (Figura 16B). O pré-tratamento com catalase, que
induz a decomposicéo de peréxido de hidrogénio, também impediu 0 aumento ERO
intracelular induzido pela xilopina que indica a producéo de peréxido de hidrogénio
induzido pela xilopina (Figura 17). Usando sonda fluorescente especifica para
ERO/ERN, descobrimos que a xilopina aumenta os niveis de 6xido nitrico (Figura
18A), mas ndo o anion superoxido (Figura 18B), em células HCT116. Além disso, 0s
niveis de glutationa reduzida (GSH) diminuiram nas células tratadas com xilopina
(Figura 19). O pré-tratamento com NAC também impediu o aumento da morte celular
apoptotica induzida pela xilopina (Figuras 20 e 21), indicando que xilopina induz
apoptose via ERO/ERN.
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Figura 16. Efeito da xilopina (XIL) nos niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) das
células HCT116 e protecao por N-acetil-L-cisteina (NAC) determinada por citometria de fluxo
usando coloracdo DCF-DA. (A) Niveis de ERO das células HCT116 apés 1 e 3 h de
incubagédo. (B) Niveis de ERO de células HCT116 pré-tratadas com o antioxidante NAC e,
em seguida, tratadas com xilopina. Para o ensaio de protecao, as células foram pré-tratadas
durante 1 h com 5 mM de NAC. O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (0,1%
de DMSO) usado para diluir o composto testado. O peréxido de hidrogénio (H.O2, 200 uM),
doxorrubicina (DOX, 0,5 pg/mL) e oxaliplatina (OXA, 1 pg/mL) foram utilizados como
controles positivo. Os detritos celulares foram omitidos das andlises e 10.000 eventos foram
analisados por amostra. Os valores correspondem a média = E.P.M. de pelo menos trés
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experimentos independentes realizados em duplicata. * P < 0,05 quando comparado com o
grupo controle negativo por ANOVA (analise de variancia) seguido por Student Newman-
Keuls.
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Figura 17. Efeito da protecdo com catalase nos niveis de espécies reativas de oxigénio
(ERO) induzidas pela xilopina (XIL) em células HCT116 determinada por citometria de fluxo
usando coloracdo DCF-DA. As células foram pré-tratadas com 2.000 Ul de catalase, depois
incubadas com 4 ug/mL de xilopina durante 1 h. O controle negativo (CTL) foi tratado com o
veiculo (0,1% de DMSO) usado para diluir o composto testado. O peréxido de hidrogénio
(H202, 200 pM), doxorrubicina (DOX, 0,5 pg/mL) e oxaliplatina (OXA, 1 pg/mL) foram
utilizados como controles positivo. Os detritos celulares foram omitidos das analises e
10.000 eventos foram analisados por amostra. Os valores correspondem a média = E.P.M.
de pelo menos trés experimentos independentes realizados em duplicata. * P < 0,05 quando
comparado com o grupo controle negativo por ANOVA (andlise de variancia) seguido por
Student Newman-Keuls.
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Figura 18. Efeito da xilopina (XIL) nos niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) em
células HCT116 apdés 1 h de incubacdo. (A) Niveis de 6xido nitrico das células HCT116
determinado por citometria de fluxo usando coloracdo com diacetato DAF-FM. (B) Niveis do
radical anion superéxido das células HCT116 determinadas por citometria de fluxo usando
coloracdo com hidroetidina. O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (0,1% de
DMSO) usado para diluir o composto testado. O peréxido de hidrogénio (H.O,, 200 uM),
doxorrubicina (DOX, 0,5 pg/mL) e oxaliplatina (OXA, 1 pg/mL) foram utilizados como
controles positivos. Os detritos celulares foram omitidos das analises e 10.000 eventos
foram analisados por amostra. Os valores correspondem a média + E.P.M. de pelo menos
trés experimentos independentes realizados em duplicata. * P < 0,05 quando comparado
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com o grupo controle negativo por ANOVA (andlise de variancia) seguido por Student
Newman-Keuls.

120

_'
_'
]

(@)
o
|
*
*

GSH (% do controle)
H (o)}
o 9

N
?

o

CTL DOX OXA 1 2 4 (ng/mL)
XIL

Figura 19. Efeito da xilopina (XIL) na glutationa reduzida (GSH) em células HCT116 apés 1
h de incubacéo. O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (0,1% de DMSO) usado
para diluir o composto testado. A doxorrubicina (DOX, 0,5 ug/mL) e oxaliplatina (OXA, 1
pg/mL) foram utilizadas como controles positivo. Os valores correspondem a média + E.P.M.
de pelo menos trés experimentos independentes realizados em duplicata. * P < 0,05 quando
comparado com o grupo controle negativo por ANOVA (andlise de variancia) seguido por
Student Newman-Keuls.
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Figura 20. Efeito do antioxidante N-acetil-L-cisteina (NAC) na apoptose induzida pela
xilopina em células HCT116 determinadas por citometria de fluxo usando coloragao anexina
V-FITC/IP. Sdo mostrados Dot plots representativos de citometria de fluxo mostrando a
porcentagem de células em estagios de necrose, apoptose tardia, apoptose inicial e viaveis.
As células foram pré-tratadas por 1 h com NAC 5 mM, depois incubadas com 4 ug/mL de
xilopina (XIL) durante 48 h. O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (0,1% de
DMSO) usado para diluir o composto testado. Doxorrubicina (DOX, 0,5 ug/mL) e oxaliplatina
(OXA, 1 pg/mL) foram utilizadas como controles positivo. Os detritos celulares foram
omitidos das analises e 10.000 eventos foram analisados por amostra. Os valores
correspondem a média = E.P.M. de pelo menos trés experimentos independentes realizados
em duplicata. * P < 0,05 quando comparado com o0 grupo controle negativo por ANOVA
(analise de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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Figura 21. Efeito do antioxidante N-acetil-L-cisteina (NAC) na apoptose induzida pela
xilopina em células HCT116 determinadas por citometria de fluxo usando coloragédo anexina
V-FITC/IP. Sdo mostrados a quantificacdo de células apoptoticas. As células foram preé-
tratadas por 1 h com NAC 5 mM, depois incubadas com 4 pug/mL de xilopina (XIL) durante
48 h. O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (0,1% de DMSOQO) usado para diluir
o composto testado. Doxorrubicina (DOX, 0,5 pg/mL) e oxaliplatina (OXA, 1 ug/mL) foram
utilizadas como controles positivo. Os detritos celulares foram omitidos das analises e
10.000 eventos foram analisados por amostra. Os valores correspondem a média = E.P.M.
de pelo menos trés experimentos independentes realizados em duplicata. * P < 0,05 quando
comparado com o grupo controle negativo por ANOVA (analise de variancia) seguido por
Student Newman-Keuls.

5.2.9 Andlise da intercalacdo do DNA

A xilopina ndo diminuiu a fluorescéncia do brometo de etidio, indicando que
ndo é um forte intercalador de DNA. A doxorrubicina foi usada como controle
positivo por ser um potente intercalador de DNA. Assim, foi observada a reducéo na

intensidade de fluorescéncia do brometo de etidio pelo seu deslocamento do ctDNA.
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6 DISCUSSAO

Em estudos anteriores, identificamos a xilopina como um agente citotdxico
potente que causa parada do ciclo celular na fase G2/M, e apoptose em células de
carcinoma hepatocelular humano HepG2 (MENEZES et al., 2016). No entanto, o
mecanismo de acdo da xilopina em células cancerosas nao foi claramente
compreendido. Para entender melhor a ag¢éo citotoxica da xilopina, foi realizado um
estudo farmacoldgico para avaliar seu potencial citotoxico em diferentes linhagens
de células cancerigenas. Inicialmente, foram avaliadas a atividade citotoxica e sua
seletividade em relagéo a células cancerigenas e ndo cancerigenas. Em seguida, foi
estudado o mecanismo de agdo envolvido na citotoxicidade deste composto. No
presente estudo, relatamos pela primeira vez que a xilopina induz estresse oxidativo,
parada no ciclo celular na fase G2/M e apoptose mediada por caspases em células
HCT116 por uma via independente de p53.

Diferentes alcaldides aporfinicos apresentaram efeitos citotoxicos em varios
tipos de células cancerigenas humanas, incluindo acutiaporberina, anonaina,
artabotrina, lisicamina, magnoflorina, norglaucina, norpurpureina, calicina e
liriodenina (MENEZES et al., 2016; CHEN et al., 2002; COSTA et al., 2016). A
acutiaporberina induz apoptose em células de cancer de pulmdo PLA-801 e 95-D,
acompanhadas por diminuicdo da expressdo do gene de Bcl-2 e aumento da
expressdo do gene Bax (CHEN et al., 2002; CHEN et al., 2002). A liriodenina inibe a
proliferacdo celular de adenocarcinoma de pulmdo humano Ab549, bloqueia a
progresséo do ciclo celular na fase G2/M, acompanhada da reduc¢éo da ciclina D1,
acumulo de ciclina B1 e reducdo da atividade enzimatica do complexo ciclina
Bl/ciclina dependente de quinase. A ativacdo de caspases e a inducédo de apoptose
também foram observadas em células A549 tratadas com liriodenina (CHANG et al.,
2004).

Nesse estudo, a citotoxicidade da xilopina foi avaliada em oito linhagens de
células cancerigenas, na linhagem mais sensivel HCT116, apresentou Clso de 1,90
pg/mL. De acordo com o Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos,

compostos puros com valores de Clso < 4 pg/mL sdo considerados promissores e
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devem ser investigados quimicamente e biologicamente (SUFFNESS e PEZZUTO,
1990). Analisando o grau de seletividade da xilopina, observamos que os valores de
Clso nas células cancerigenas eram menores do que nas ndo cancerigenas. Para
quantificar o IS da xilopina, foi feito um céalculo baseado na razdo entre o Clso
encontrado para as células ndo cancerigenas e cancerigenas, o qual indica o quanto
um composto € ativo sem causar danos as células saudaveis (OSTI et al., 2012).
Valores de IS sédo considerados significativos quando apresenta valores = 2,0
(SUFFNESS e PEZZUTO, 1990). Dentre as linhagens testadas para xilopina, a
HCT116 apresentou o menor valor de Clso (1,90 pg/mL) e maior valor de IS (3,8).
HCT116 foi a linhagem celular mais sensivel a citotoxicidade induzida pela xilopina e
foi usado como modelo celular em um novo conjunto de experimentos.

O efeito citotéxico da xilopina foi avaliado também em um modelo 3D de
esferoides multicelulares formados a partir de células HCT116. Os métodos de
cultura de células 3D melhoram a relevancia dos resultados in vitro, devido
apresentar achados mais proximos do que acontece nos experimentos in vivo,
possibilitando uma melhor triagem pré-clinica de compostos. Neste trabalho,
utilizamos a cultura esferoide que é formada por pequenos agregados de células, os
quais possibilitam a formacdo de microambiente, uma heterogeneidade celular e
exposicdo diferencial a diversos fatores como nutrientes e oxigénio (FENNEMA et
al.,, 2013). Os esferoides tratados com xilopina apresentaram alteracbes
morfolégicas que indicam permeabilidade aos compostos e sua citotoxicidade na
cultura.

Os estudos relacionados ao tipo de morte celular foram realizados com o
intuito de identificar a via de morte envolvida. Nesse trabalho, a xilopina aumentou
significativamente o numero de células em apoptose inicial e tardia, também
aumentou significativamente no nuimero de células em necrose apos 48 h de
incubacao. Modificagcdes morfoldégicas também sugerem morte celular por apoptose
apos tratamento com xilopina. Esse composto também induziu despolarizacdo
mitocondrial apés 24 h de incubacgdo. A via intrinseca da apoptose & também
conhecida como via mitocondrial, tendo como o principal modulador dessa via a
proteina Bcl-2 da superfamilia Bcl-2, que consiste de membros pré-apoptéticos e

anti-apoptéticos, a interacdo do equilibrio global entre o balanco dessas proteinas
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pode determinar o destino da célula (ORRENIUS, 2004). A alteracdo no potencial
transmembranico mitocondrial pode ser medida para avaliagcéo indireta da ativacéo
da via intrinseca. Adicionalmente, modelos atuais sugerem que o Bax/Bak, que € um
subgrupo de moléculas (Bax, Bak, Bad e Bcl-x5), com funcéo pro-apoptética central
e sado mantidas e verificadas pela proteina anti-apoptética Bcl-2. Essas moléculas
sao, por sua vez, inativadas pela BH3-only, uma familia de proteinas como a Bim,
Bid, Bik, Noxa e Puma. O BH3-only faz uma ligacéo hidrofébica com as proteinas da
familia Bcl-2 e atua como sensores celulares que regulam a ativacdo da morte
celular por apoptose na via intrinseca (STRASSER, 2005). Esta via é ativada por
uma multiplicidade de estimulos, incluindo farmacos citotdxicos, estresse
genotoxico, retirada de fatores de crescimento, dano no DNA, perda de ancoragem e
pelos chamados modificadores de resposta imune (LEVERKUS, 2004). Muitas
proteinas devam ser inativadas para que ocorra a expressao do Bax/Bak, e estas,
por sua vez, conduzirem o processo da apoptose através da mitocondria (CORY et
al, 2003). Assim, com o intuito de verificar se o gene BAD é essencial para a morte
celular causada pela xilopina, a citotoxicidade da xilopina para a linhagem celular
BAD KO SV40 MEF (fibroblasto embrionario de camundongos imortalizado com
knockout para o gene BAD) e sua linhagem celular parental WT SV40 MEF
(fibroblasto embrionério de camundongos imortalizado de tipo BAD selvagem) foi
avaliado. Os resultados sugerem que o gene BAD ndo é essencial para
citotoxicidade causada pela xilopina. O alcaloide evodiamina também foi capaz de
induzir apoptose e despolarizagdo mitocondrial, isso foi observado em células de
glioma U87-MG, nesse caso o processo foi iniciado através da liberacdo de célcio do
canal de receptor de inositol-1,4,5-trifosfato (IP3R) do reticula endoplasmatico, o que
leva a ativacdo de JNK e a despolarizacdo mitocondrial (LIU et al., 2013).

A indugéo da apoptose pela xilopina foi posteriormente confirmada com a
quantificacdo da ativacdo da caspase 3 e com o pré-tratamento com um inibidor de
caspase 3, Z-DEVD-FMK. Os resultados mostram ativacdo da caspase 3, apés 48
horas de incubacéo, e a prevencéo da apoptose pelo pré-tratamento com inibidor de
caspase 3. Esses resultados foram observados em outros alcaloides aporfinicos
como a liriodenina, que induziu apoptose em células de cancer de ovario humano

(CAQV-3) através da via de sinalizagdo mitocondrial por envolvimento de caspase 3
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e caspase 9 (NORDIN et al., 2015). A ativacdo das caspases é reconhecida como
um processo fundamental no desenvolvimento da apoptose. Numerosos estimulos
podem ativar as caspases, que vao da ativacao de receptores de membrana celular
até os que causam disfuncdo mitocondrial (SALVESEN et al., 1997). As caspases
podem ser divididas em iniciadoras (caspases 8 e 9) e efetoras (caspases 3 e 7), e
sdo as responsaveis pela ativagcdo de mecanismos que levam as mudancas de
morfologia celular caracteristicas da apoptose e fragmentacdo do DNA (CAl et al.,
1998). A ativacdo da caspase 9, especificamente, ocorre via mitocondria (via
intrinseca), por meio da clivagem pelo apoptossoma, formando, entre outros
compostos, pelo citocromo c¢ liberado da mitocdndria, e responsavel pelo
desencadeamento da cascata apoptética, evidenciando assim uma disfuncdo nessa
organela e culminando na ativacao da caspase 3.

A xilopina foi capaz de induzir apoptose de maneira independente de p53, tal
inducdo pode ser desencadeada pela degradacdo BCL-2, GSK3 e ativacdo de
membros da familia PI3K (BOCK et al., 2011).

Alguns alcaloides aporfinicos sdo agentes intercaladores de DNA, incluindo
liriodenina e dicentrina, que podem induzir a inibicdo de topoisomerases de DNA
como mecanismo de citotoxicidade (WOO et al.,, 1999). Aqui, a capacidade de
intercalagdo do DNA da xilopina foi avaliada no ctDNA. Entretanto, a xilopina n&o
conseguiu induzir a intercalacdo do DNA.

A distribuicdo do ciclo celular em células HCT116 tratadas com xilopina foi
investigada por citometria de fluxo apdés 24 e 48 h de incubagdo. Em todas as
concentracdes, o tratamento com xilopina resultou em um aumento significativo no
namero de células na fase G2/M em comparagdo com o controle negativo. Esses
resultados podem ser justificados em parte pela producdo de ERO induzidas pela
xilopina, visto que em excesso pode causar danos ao DNA e interferir nas vias
envolvidas no controle do ciclo celular (MIGLIORE et al., 2002; BARZILAI et al.,
2004; SVILAR et al., 2010). Ao detectar o dano do DNA, € necessaria uma ativacao
coordenada dos pontos de controle do dano do DNA, bem como proteinas de reparo
do DNA para parar o ciclo celular, permitindo assim tempo para processos de reparo
(ZHOU et al., 2000). Os pontos de verificagdo também induzem mudancas na

cromatina, recrutamento de proteinas de reparo de DNA para os locais de dano ao
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DNA, ativacao de transcricdo, comprimento de teldmero e inducdo de morte celular
por apoptose (ZHOU et al., 2000).

A Chkl, uma proteina quinase especifica de serina/treonina, € necessaria
para o checkpoint que desencadeia parada do ciclo celular e reparo do DNA em
resposta a presenca do dano no DNA ou DNA néo replicado. Chk1 se liga e fosforila
0 CDC25 e desencadeia a degradacdo do CDC25 através da via de ubiquitinacdo e
degradacgéo proteossémica (SMITH et al., 2010; VERMEULEN et al., 2003). Chk2
funciona de forma semelhante a Chk1, regulando a parada do ponto de controle do
ciclo celular através da fosforilacdo do CDC25, inibindo sua atividade (SMITH, 2010;
BAHASSI et al., 2008; STRACKER et al., 2008). A inibicdo da atividade da fosfatase
CDC25 leva ao aumento da fosforilagédo de tirosina quinase que inibe os complexos
CDK-ciclina e bloqueia a progresséao do ciclo celular. Chk2 também fosforila NEKS6,
que esta envolvido na parada do ciclo celular em G2/M (BARTEK et al., 2003).
Semelhante a Chkl, Chk2 regula o reparo do DNA mediado por recombinacéo
homéloga através da fosforilagdo do BRCA2, aumentando a associacdo da
cromatina da RAD51. Além disso, Chk2 promove a transcricdo de genes envolvidos
no reparo do DNA (incluindo BRCA2) através da fosforilacéo e ativacdo do fator de
transcricdo FOXM1 (BAHASSI et al., 2008). Chk2 também regula a apoptose atraves
da fosforilagdo de p53, MDM4 e PML (SHIEH et al., 2000; PABLA et al., 2008;
POLAGER et al., 2009). A fosforilacdo mediada por Chk2 na proteina p53 inverte a
inibicdo pelo MDM2, levando ao acumulo de p53 ativo, agindo também em MDM4
reduzindo a degradacdo do p53. Essa quinase também controla a transcricdo de
genes pro-apoptéticos através da fosforilagdo do fator de transcricdo E2F1.
Finalmente, Chk2 também possui um papel de supressdo de tumor, na medida em
gue funciona na montagem de fuso mitotico por fosforilacdo de BRCAL e a auséncia
de Chk2 foi observada em alguns tipos de cancer (SMITH, 2010; STRACKER et al.,
2009; POLAGER et al., 2009). No presente trabalho, identificamos que a apoptose
induzida pela xilopina ocorre por via independente de p53. O alcaloide aporfinico
liriodenina, por sua vez, desencadeia parada do ciclo celular fase G1/S dependente
de oxido nitrico e p53 em células de adenocarcinoma do célon humano (SW480)
(CHEN et al., 2014).
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As ERO causam danos ao DNA e interferem em diversas vias de sinalizagao
celular (BOONSTRA et al., 2012). Os mecanismos pelos quais as ERO influenciam a
progressao do ciclo celular incluem a capacidade de ativar os receptores de fator de
crescimento e o efeito nos reguladores do ciclo celular via fosforilagdo e
ubiquitinacdo (VERBON et al., 2012). ERO/ERN séo partes de produtos toxicos do
metabolismo celular, e estdo envolvidos na apoptose celular, tanto pela via do
receptor de morte celular extrinseca, quanto pela via de morte da célula mitocondrial
intrinseca. As ERO incluem radicais livres derivados de oxigénio, incluindo anions
superoxido (O2™), radicais hidroxidos (OH¢), peroxidos (ROz2¢), alcoxidos (RO¢) e
espécies nado radicais derivadas de oxigénio, incluindo peroxido de hidrogénio
(H202), e ERN incluem principalmente o 6xido nitrico (‘NO). Além disso, a glutationa
gue participa do sistema antioxidante celular, geralmente apresentada na forma
reduzida (GSH), pode ser convertida em uma forma oxidada (GSSG) pela
estimulacdo do estresse oxidativo, a diminuicdo dos niveis de GSH celular, esta
associada a apoptose mediada por ERO (BALABAN et al., 2005; KAMOGASHIRA et
al., 2015). A xilopina induz o estresse oxidativo, através do aumento dos niveis de
oxido nitrico e peréxido de hidrogénio, sem aumentar o anion superoxido e também
foi capaz de diminuir significativamente a concentragdo GSH celular em células
HCT116. Além disso, o pré-tratamento com o antioxidante NAC impediu a apoptose
induzida pela xilopina, indicando que esse efeito € mediado por ERO.

Nas células cancerosas, niveis elevados de ERO podem resultar do aumento
da atividade metabdlica, disfungdo mitocondrial, atividade de peroxisoma, aumento
da sinalizacao do receptor celular, atividade oncogénica, aumento da atividade das
oxidases, cicloxigenases, lipoxigenases e timidina fosforilase, ou através de células
imunologicas (STORZ et al., 2005; BABIO et al., 1999). Nas mitocdndrias, ERO sao
produzidos como um subproduto inevitavel da fosforilagdo oxidativa. A cadeia de
transporte de elétrons abrange complexos I-IV e ATP sintase nha membrana interna
mitocondrial (HA et al., 2001). O poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial
(MPTP) na membrana externa da mitocondria permite o vazamento de superdxido
no citoplasma (CROMPTO et al., 1999; STOR et al., 2006). Superoxido é dismutado
para H202, na matriz mitocondrial (por MnSOD) ou no citosol (por Cu/ZnSOD).

Dados recentes sugerem que peroxido de hidrogénio pode atravessar membranas
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celulares através de membros especificos da familia aquaporina (BIENER et al.,
2007). Por exemplo, a aquaporina-8 foi detectada na membrana mitocondrial interna
e sugeriu que funcionasse como um canal para a agua e potencialmente H20:2 (LE et
al., 2006). O aumento desproporcional das ERO intracelular pode induzir interrupcéo
do ciclo celular, senescéncia e apoptose. Isso pode ser alcancado com a
quimioterapia contra o cancer, esgotamento de proteinas antioxidantes ou a geracao
de ERO por células imunes. A apoptose pode estar ligada ao aumento do estresse
oxidativo mitocondrial que causa a liberacdo do citocromo C, um evento irrevogavel
que leva a ativacao de caspases e morte celular (CADENAS et al., 2004; SIMON et
al., 2000). A libertagdo mitocondrial de H202 e NO sobre sinais apoptéticos leva a
ativacdo de quinases N-terminais c-Jun (JNKs) (CADENAS et al., 2004; STORZ et
al.,, 2007). Em resposta as ERO, JNKs catalisam a fosforilacdo diminuindo a
atividade de proteinas anti-apoptéticas como Bcl-2 e Bcl-XL (CADENAS et al.,
2004). Ambos Bcl-2 e Bcl-XL mostraram antagonizar a geracao de ERO e proteger
células da apoptose mediada por ERO (GOTTLIEB et al., 2000; LI et al., 1999). JINK
também altera a composicdo do complexo Bax/Bcl-2 ao aumentar a expressao de
Bax, levando a formacdo de homodimeros Bax resultando em dissipacdo da
integridade da membrana mitocondrial (LEE et al., 2008; QANUNGO et al., 2005).
p38, outro membro da familia MAPK também estava implicado na sinalizacdo
apoptoética em resposta ao aumento da geracdo de ERO. Tanto p38 quanto JNK sdo
ativados através de Ask-1 (quinase-1 reguladora de sinal de apoptose), cuja
atividade é regulada pela interacdo com a tiorredoxina. A tiorredoxina é uma
proteina redox regulada que em sua forma reduzida liga e inibe Ask-1 (SAITOH et
al., 1998; TAKEDA et al., 2003). Além das cascatas de sinaliza¢do induzidas por
Ask-1, outras proteinas de sinalizacdo, como fatores de transcricdo FOXO3a,
p66Shc e p53, foram implicadas na inducdo de apoptose em resposta a ERO
(BRUNET et al., 1999; YOU et al., 2006). Os receptores de morte, como o0 receptor
de TNF I, induzem principalmente a geracdo de ERO através das mitocondrias,
levando a ativacdo da caspase e a morte celular (SCHULZE-OSTHOFF et al., 1993).
No entanto, TRAF4 (fator associado ao receptor de TNF 4), um componente da via
de sinalizagao de TNFa, também se liga ao complexo de NADPH oxidase para ativar

JNK (XU et al., 2002), sugerindo que os receptores de morte podem usar varias
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maneiras de induzir ERO dentro das células. Notavelmente, o estresse oxidativo
induzido por TNF também medeia a sinalizacdo anti-apoptética induzindo a
expressdo de MnSOD e catalase através de NF-kB (WONG et al., 1988).

Os alcaloides aporfinicos anonaina, glaucina e norglaucina foram previamente
relatados como indutores de estresse oxidativo (CHIU et al., 2012). Além disso, o
tratamento de combinacdo de liriodenina/acido valpréico aumenta a producdo de
ERO e a deplegcdo de GSH intracelular (CHEN et al.,, 2014). O excesso de ERO
pode induzir a transcrigdo mediada por NFkB do ligante FAS, estimulando assim a
apoptose (RYAN et al., 2000). NF-kB induz a producdo de TNF-a e subsequente
autofosforilacdo por interagir com RIP1. Em associacdo com NEMO, RIP1 quinase
promove a inducdo mediada por JNK3 de IL-8 e recruta FADD para ativar a caspase
8, 0 que induz a apoptose (BITON et al., 2011).

Os eventos de sinalizacdo mediada pelo estresse oxidativo foram relatados
como fatores de grande influéncia no comportamento das células cancerigenas
(STORZ et al., 2005; SZATROWSK et al., 1991; GUPTA et al., 1999). Por exemplo,
ERO no cancer estdo envolvidas na progressédo e proliferacdo do ciclo celular,
sobrevivéncia celular e apoptose, metabolismo energético, morfologia celular,
adesdo célula-célula, motilidade celular e angiogénese.

Por fim, a xilopina mostrou-se promissora como composto citotoxico e estes
dados encontrados aqui reforcam que estudos complementares de mecanismo de
acdo, bem como estudos in vivo, devem ser realizados com essa molécula para

melhor caracterizar seu potencial anticancerigeno.
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7 CONCLUSAO

Em concluséo, a xilopina possui uma citotoxicidade potente para diferentes
linhagens celulares de cancer, induz estresse oxidativo e provoca a parada do ciclo
celular na fase G2/M que desencadeia a apoptose mediada por caspases por uma

via independente de p53 em células HCT116.
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