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RESUMO

O melanoma cutaneo ¢ o cancer de pele de maior malignidade, que pode apresentar um
dos piores progndsticos devido a sua alta taxa de mortalidade e caracteristicas
metastaticas invasivas. Apesar dos avangos revoluciondrios nas estratégias terapéuticas,
limitagdes e desvantagens tém sido relatadas para os medicamentos atualmente
disponiveis. Os produtos naturais t€ém sido uma rica fonte de medicamentos ha milénios,
e varias evidéncias demonstram atividades farmacologicas promissoras dos extratos de
Tithonia diversifolia, dos quais as tagitininas sdo purificadas, especialmente atribuidas a
tagitinina C (TC). Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar as propriedades
citotoxicas in vitro da lactona sesquiterpénica TC e de seu isomero, tagitinina F (TF),
frente a células de melanoma humano das linhagens WM1366 e CHL-1. Para o
desenvolvimento experimental deste estudo, foram realizados ensaios de viabilidade
celular utilizando o método do MTT e teste de exclusdo do azul de tripan; o ensaio de
formagdo de colonias foi realizado por meio da coloragdo com cristal violeta; a
migragdo celular foi realizada pela técnica de scratch e a analise do ciclo celular e tipo
de morte celular foram realizadas por citometria de fluxo. TC e TF inibiram o
crescimento das células de melanoma de maneira dose-dependente, sendo que a TC
apresentou citotoxicidade cerca de 10 vezes maior do que TF. Nas concentragdes
toxicas para a linhagem CHL-1, TC e TF nao foram tdxicas para os fibroblastos normais
da pele, ao passo que TF nao apresentou seletividade para WM1366. A migracao celular
foi suprimida de maneira dependente do tempo, bem como a proliferagdo celular. As
substancias inibiram a formacao de coldnias, sendo CHL-1 mais sensivel aos efeitos de
TC e TF. As tagitininas promoveram parada do ciclo celular e induziram apoptose e
necrose. TF promoveu parada do ciclo celular na fase G2/M em 48 h. No entanto, TC
impulsionou arraste em G2/M em 24 h de tratamento e a aumento do perfil sub-G1 em
48 h. Ambas as lactonas sesquiterpénicas derivadas de Tithonia diversifolia mostraram
um efeito citotoxico promissor € com uma atividade de morte seletiva de células
tumorais com potencial de interferir negativamente na complexa maquinaria

oncogénica.

Palavras-chave: Melanoma. Produtos naturais. Lactonas sesquiterpénicas.



ABSTRACT

Cutaneous melanoma is the greater malignancy skin tumor that can display one of the
worse prognoses due to its high mortality rate and invasive metastatic characteristics.
Despite breakthrough advances in therapeutic strategies, limitations and disadvantages
have been reported to the currently available drugs. Natural products have been a rich
source of medicines for millennia, and several evidences have demonstrated promising
pharmacological activities of the extracts of Tithonia diversifolia from which tagitinins
are purified, especially attributed to tagitinin C (TC). Thus, the objective of this work
was to check the in vitro cytotoxic properties of sesquiterpene lactone TC and its
isomer, tagitinin F (TF), against human melanoma cells. For the experimental
development of this study, cell viability assays were performed using the MTT and
trypan blue exclusion test; the clonogenic assay was performed by violet crystal
staining; the cell migration was performed by scratch technique and cell cycle and type
of cell death analysis were performed by flow cytometer. TC and TF impair the growth
of melanoma cells in a dose-dependent manner. TC showed cytotoxicity about 10 times
greater than TF. At concentrations toxic to the CHL-1 line, TC and TF were not toxic to
normal skin fibroblasts, whereas TF did not showed selectivity for WM1366. Cell
migration was suppressed in a time-dependent manner, as well as cell proliferation. The
substances inhibited the formation of colonies, which CHL-1 was more sensitive to the
effects of TC and TF. Tagitinins promoted cell cycle arrest and induced apoptosis and
necrosis. TF promoted cell-cycle arrest in the G2/M phase in 48 h. However, TC
boosted arrest in G2/M at 24 h and sub-G1 distribution at 48 h. Both sesquiterpene
lactones derived from Tithonia diversifolia showed a promising cytotoxic effect and
selective tumor cell killing activity with the potential to negatively interfere with the

complex oncogenic machinery.

Keywords: Melanoma. Natural products. Sesquiterpene lactones.
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1 INTRODUCAO

O melanoma ¢ a forma mais agressiva e resistente de cancer de pele e surge do
mau funcionamento dos melanécitos normais da epiderme (SCHADENDORF et al.,
2015), especialmente em individuos de pele clara. No mundo, embora represente apenas
5% de todos os tipos de neoplasias malignas da pele, ¢ o lider de letalidade (SIEGEL;
MILLER; JEMAL, 2019), correspondendo a 95% dos obitos decorrentes de cancer de
pele (KHAZAEI et al., 2019; VAZQUEZ et al., 2015). A Organiza¢do Mundial da
Satde estimou, em 2018, cento e trinta ¢ dois mil novos casos e aproximadamente 50
mil mortes relacionadas ao melanoma por ano (MATTIA et al., 2018).

O melanoma ¢ uma doenga que exige aten¢do. Mesmo que seja considerado uma
doenga multifatorial, tendo como causa o histérico familiar (LEONARDI et al., 2018),
imunodepressdo (VAZQUEZ et al., 2015), idade avancada e multiplos nevos (lesdes
pigmentadas), o principal fator que contribui para o seu desenvolvimento ¢ a exposi¢cdo
excessiva a luz ultravioleta, que pode induzir danos ao DNA, especialmente em pessoas
com menor prote¢ao solar (MITCHELL; KARAKOUSIS; SCHUCHTER, 2020). Esses
danos levam a mutagdes genéticas, alterando as principais moléculas de sinalizagdo
intracelular que culminam em desregulacio do ciclo celular e que permitem o
crescimento, proliferacdo e invasdo desenfreados da massa tumoral (HAMILTON;
INFANTE, 2016).

Para a detec¢do do melanoma, utiliza-se uma série de abordagens que incluem a
avaliagdo das lesdes displésicas da pele pela aplicagdo da regra do ABCDE (assimetria,
bordas irregulares, cores ndao uniformes, didmetro maior que 6 mm e evolugdo)
(MARGHOOB; LIOPYRIS; JAIMES, 2019), exame dermatoscopico da pele (JONES,
O. T. et al., 2019) e mapeamento corporal total. Técnicas moleculares também sao
usadas para detectar as principais mutagdes genéticas, como nos genes BRAF e NRAS
(SCHADENDOREF et al., 2015). No entanto, o padrao-ouro continua sendo a avaliagdo
histopatologica de cortes de tecidos de bidpsia associada a imuno-histoquimica
(MITCHELL; KARAKOUSIS; SCHUCHTER, 2020; SHOO; SAGEBIEL; KASHANI-
SABET, 2010).

Os tratamentos atuais que geraram conquistas notaveis no cenario terapéutico do
melanoma incluem terapia direcionada e imunoterapia. Contudo, os eventos adversos
graves € muitas vezes fatais, além da resisténcia medicamentosa, continuam sendo um

grande desafio clinico, levando a quadros de toxicidade e recidiva em poucos meses
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ap6s inicio da terapia (KOZAR et al., 2019; SCHADENDORF et al., 2015). O
melanoma notoriamente apresenta alto potencial metastatico, e, na maioria dos casos, ja
se encontra nesse estdgio quando a doenca ¢ diagnosticada, tornando muito dificil o seu
tratamento (CAMPAGNE et al., 2017). Isso justifica a busca por terapias mais eficazes
e toleradas, sendo urgente o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (Y1 et al.,
2020).

Diante dessa problematica, os produtos naturais com propriedade medicinal tém
sido uma fonte de medicamentos hd milénios. O registro mais antigo, datado de 2.600
a.C., foi encontrado na Mesopotamia, documentando uma lista de aproximadamente mil
ervas medicinais para tratamento de uma gama de doengas e enfermidades. Além disso,
as moléculas, principalmente de origem vegetal, microbioldgica e, recentemente, de
organismos marinhos, sdo utilizados como ponto de partida para sinteses e
semissinteses laboratoriais de novos farmacos (CRAGG; NEWMAN, 2013).

Inimeros produtos naturais organicos sdo descritos na literatura como possiveis
prototipos para desenvolvimento de terapias alternativas aplicadas no tratamento de
melanoma, como alcaloides (HAMSA, THAYELE P.; KUTTAN, 2011), polifendis
(VENZA et al., 2018) e terpenos (CHE et al, 2019), por apresentarem efeitos
farmacoldgicos promissores. Assim, os extratos da Tithonia diversifolia e seus
compostos purificados, especialmente a TC e TF, tém sido descritos como produtos
com propriedades antimicrobianas (CHIANG et al,, 2004; GOFFIN et al., 2002;
ORSOMANDO et al., 2016a; TOLEDO et al., 2014), antifibroticas (RANTI;
WAHYUNINGSIH; WIROHADIDJOJO, 2018) e citotoxicas para diversas linhagens
de células cancerigenas humanas (CALDERON et al., 2006; CHIANG et al., 2004;
FOUCHE et al., 2008; GU et al., 2002; KURODA et al., 2007; LEE, MING YI et al.,
2011; LIAO et al., 2013; PUSPITASARI et al., 2022; WEI et al., 2021), incluindo
trabalhos de triagem evidenciando a citotoxicidade em células de melanoma humano
(FOUCHE et al., 2008; ORSOMANDO et al., 2016a).

Dessa forma, fazendo parte do esfor¢co mundial na bioprospec¢ao de moléculas
naturais bioativas mais eficientes e considerando a limitagdo das terapias disponiveis
para o melanoma, este estudo tem como objetivo complementar os dados preliminares
sobre a poténcia das tagitininas C e F frente ao modelo in vitro de células de melanoma

humano primario e metastatico.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ASPECTOS GERAIS DA PELE E DOS MELANOCITOS
2.1.1 Configuracao da pele e a funcdo dos melandcitos

A pele ¢ um oOrgao excretor e sensorial que comunica o0 organismo com O
ambiente externo através de percepcdes tateis e térmicas. Por ser um tecido
imunologicamente ativo, ¢ também a primeira linha de defesa contra fatores externos
(RAHMATTI et al., 2020). Compreende cerca de 16% do peso corporal e divide-se em
epiderme, derme e hipoderme (Figura 1) (VENUS; WATERMAN; MCNAB, 2011).
Exposta constantemente a fatores externos como raios ultravioletas (UV), variacdes de
temperaturas (ERNFORS, 2010), microrganismos (MACKINTOSH, 2001; PLONKA et
al., 2009) e agentes quimicos nocivos, a pele integra resiste a maioria deles devido a sua

camada externa altamente adaptada, a epiderme (PLONKA et al., 2009).

Melandcitos Células de Langerhans

Camada cOérnea _|
B _ 2 Células
inflamatorias

Camada lucida
Epiderme {  Camada granulosa

| Camada espinhosa

o Células Merkel
Lamina basal : L
Derme papilar Nervo sensorial
Derme . o Fibroblastos
Derme reticular
Colageno

Hipoderme

Figura 1. Esquema da estrutura da pele e os tipos celulares que a constituem. Fonte:
Adaptado de RAHMATI et al. (2020).

A epiderme ¢ constituida basicamente por células basais, células de Langerhans
(defesa imunoldgica), Merkel (funcdo sensorial), melandcitos (coloracdo da pele) e
queratinocitos, e subdividi-se em quatro camadas, a lamina basal (que separa a derme da
epiderme), camadas espinhosa e granulosa (compostas por queratindcitos que sintetizam

queratina) e camada lucida e cérnea (queratindcitos mortos compactados) (CICHOREK
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et al.,2013; RAHMATI et al., 2020; XUE et al., 2010). A epiderme ¢ capaz de conferir
protecdo ao ambiente externo devido a auséncia de vascularizagdo e pela configuragao
espacial dos queratindcitos, que se agrupam em uma estrutura de “andaime” conectados
por proteinas que, somadas a uma matriz rica em lipidios, proporciona diferentes graus
de impermeabilidade frente a certas substancias, em especial as polares (RAHMATI et
al., 2020; VENUS; WATERMAN; MCNAB, 2011).

A derme apresenta uma estrutura complexa, formada por tecido conjuntivo que
contém poucas células e rica em coldgeno, fibras eléasticas e proteoglicanas altamente
higroscopicas (RAHMATI et al., 2020), sintetizadas pelos fibroblastos, responsavel por
fornecer firmeza e elasticidade a pele. A regido mais externa da derme, a derme papilar,
comunica-se com a epiderme e, por outro lado, a derme reticular (mais interna) ¢
delimidada pela gordura subcutinea (hipoderme) (PLONKA ef al, 2009; VENUS;
WATERMAN; MCNAB, 2011). Vale ressaltar, ainda, que ¢ na derme onde se
encontram vasos sanguineos e linfaticos, e também as estruturas anexas, tais quais
glandulas sebaceas e sudoriparas, a origem das unhas e foliculo piloso, compostos por
queratina, e cujas funcdes estdo relacionados com a protecdo e melhoramento da funcao
tatil do orgao (VENUS; WATERMAN; MCNAB, 2011).

Na camada basal da pele, nas lesdes pigmentares benignas comuns (nevos) € na
regido protuberante do foliculo piloso, encontram-se os melandcitos, constituindo a
maior popula¢do de células epidérmicas, apds os queratinocitos (ERNFORS, 2010;
YAMAGUCHI; BRENNER; HEARING, 2007).

Os melanocitos sao células dendridicas e produtoras de melanina, um polimero a
base de tirosina que pode ser de dois tipos: a eumelanina (mais escura) € a feomelanina
(mais clara), proteinas essas que influenciam a cor da pele (MOLAGODA et al., 2020;
YAMAGUCHI; BRENNER; HEARING, 2007). A eumelanina exerce um efeito
fotoprotetor maior quando comparada a feomelanina (NGUYEN; FISHER, 2019),
atuando como um filtro da radiagdo UV e também neutralizando radicais livres
(GUPTA; SHARMA, 2019). A melanina ¢ sintetizada pelos melandcitos por acdo da
enzima tirosinase, que converte tirosina em dopaquinona pela via de Raper-Mason
(D’MELLO et al., 2016; MACKINTOSH, 2001).

Os melanocitos armazenam o pigmento fotoprotetor em uma organela
citoplasmatica especifica (melanossomo) (ANDO et al., 2012). Apds estimulos do
horménio estimulante de alfa-melanocitos (a-MSH), a melanima produzida ¢

transportada aos queratonocitos adjacentes para limitar a penetragdo da radiacdo UV na
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pele (WU, XUFENG; HAMMER, 2014). DUTTA et. al (2019) observou que um
nimero menor de dendritos e estrutura dendritica defeituosa nos melanécitos resulta em
hipopigmentagao e torna-se um fator de risco para o desenvolvimento de cancer de pele,

como o melanoma cutaneo (DUTTA et al., 2019).
2.2 0 MELANOMA CUTANEO
2.2.1 Epidemiologia e fatores de risco

No Brasil, hd uma estimativa de aproximadamente 700 mil casos de cancer por
ano no triénio 2023-2025. Como consta nos ultimos dados publicados pelo Instituto
Nacional do Cancer (INCA), para cada ano do triénio 2020-22, esperava-se um total de
diagnostico no Brasil de 4.200 casos de melanoma em homens e 4.250 casos em
mulheres, com um total de 6bitos computados, em 2017, de aproximadamente mil em
homens e 800 em mulheres. Na Regido Sul do Brasil, o0 melanoma ¢ mais incidente
quando comparado com as demais regides do pais, para ambos os sexos (INCA, 2022).

Dentre os tipos de cancer de pele, o melanoma cutdneo € o tumor com maior
malignidade, pior prognostico e alta taxa de mortalidade devido a seu carater altamente
invasivo, metastatico e com rapida evolugao, o que evidencia sua relevancia clinica e o
torna um sério problema de satide publica (NGUYEN; FISHER, 2019). A taxa de
sobrevida dos pacientes acometidos, em cinco anos, ¢ de apenas 15% (Y1 et al., 2020).

A Sociedade Americana de Cancer estimou, para o ano de 2020, o diagndstico
de aproximadamente 60 mil novos casos de melanoma em homens e 40 mil em
mulheres nos Estados Unidos, e a estimativa de morte pela doenga foi maior em homens
do que nas mulheres, com 4 e¢ 2 mil Obitos, respectivamente (SIEGEL; MILLER;
JEMAL, 2020). Em 2018, o nimero total de individuos com diagndéstico confirmado de
melanoma nos Estados Unidos foi de 178 mil, resultando em 9 mil mortes
(MARGHOOB; LIOPYRIS; JAIMES, 2019). Para o ano de 2030, prevé-se que o
melanoma se torne o segundo cancer mais comumente diagnosticado entre os homens
com mais de 85 anos nos Estados Unidos (HOUTS; LENHARD; VARRICCHIO, 2019)
e a projecdo de aumento dos casos no Reino Unido estd acima de 7% para o periodo
entre 2014 e 2035, consequéncia da exposi¢do aos raios UV (JONES, O. T. et al,
2019). Esses achados refletem as metdstases que ocorrem mais rapidamente quando

comparado a qualquer outro tipo de cancer de pele (HEO et al., 2018).
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Entre os fatores de risco relacionados com o melanoma, destacam-se o historico
pessoal ou familiar da doenga, que aumenta em 50% a sua ocorréncia (IBRAHIM;
HALUSKA, 2009) e caracteristicas fenotipicas. Dentre as caracteristicas fenotipicas,
destacam-se a pele e olhos claros, idade avangada, presenca de multiplos nevos
(MITCHELL; KARAKOUSIS; SCHUCHTER, 2020), imunossupressao (VAZQUEZ et
al., 2015) e principalmente exposicao a radiacdo UV, diretamente associada a luz solar e
as camaras de bronzeamento artificial (MITCHELL; KARAKOUSIS; SCHUCHTER,
2020).

A frequéncia de melanoma também varia com a idade e sexo. A maioria dos
casos diagnosticados ocorre apds os 45 anos, e o nimero de casos duplica para ambos
os sexos apos 40 anos (MITCHELL; KARAKOUSIS; SCHUCHTER, 2020). No
entanto, as taxas de incidéncia do melanoma sdo mais altas nas mulheres do que nos
homens antes dos 50 anos, mas ap6s os 50 anos, as taxas nos homens s3o quase duas
vezes mais altas do que nas mulheres e, aos 80 anos, sdo o triplo. Além disso, as
diferencas comportamentais entre idade e sexo frente a exposi¢do ocupacional,
recreativa e uso de bronzeamento artificial entre mulheres jovens contribuem para a
maior incidéncia nas mulheres antes dos 50 anos (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2020).

O melanoma ocorre principalmente em populagdes brancas com pele clara, onde
as taxas mais altas sdo relatadas na Austridlia e Nova Zelandia (60 casos/100 mil
habitantes/ano) e Europa (20 casos/100 mil habitantes/ano), e as taxas mais baixas de
incidéncia ocorrem nas populag¢des pigmentadas, como Africa e Asia, correspondendo a
1 caso/100 mil habitantes/ano (SCHADENDOREF et al., 2015).

A frequéncia de melanoma também varia com a presenga e o aspecto dos nevos
existentes (MITCHELL; KARAKOUSIS; SCHUCHTER, 2020). Os nevos sao lesoes
displasicas da pele que podem ter origem na epiderme, derme ou ambas (CARLI;
BIGGERI; GIANNOTTI, 1995). Os nevos comuns sdao quiescentes, ou seja, benignos,
apresentando simetria, pigmenta¢do homogénea, borda lisa e regular, sendo geralmente
menores que 6 mm (ROESCH, ALEXANDER et al., 2006). Cerca de 25% dos casos de
melanoma partem de um nevo pré-existente (LEONARDI et al., 2018), sejam multiplos
nevos benignos (quantidade acima de 50), conferindo um risco 2 a 4 vezes maior para o
melanoma (JONES, O. T. et al., 2019; MARGHOOB; LIOPYRIS; JAIMES, 2019), ou
atipicos, cujas lesdes pigmentadas sdo adquiridas e se apresentam de forma assimétrica,
com bordas irregulares, pigmenta¢cdo multicolor e didmetro superior a 6 mm (ROESCH,

ALEXANDER et al., 2006).
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Cerca de 80-90% das transformacdes malignas de melanodcitos ocorrem por
mutagdes diretas em oncogenes ou transformacdo de melandcitos em nevos benignos,
que abrigam mutagdes, principalmente na via da proteina homologa do oncogene viral
de sarcoma murino v-raf Bl (BRAF) (POLLOCK et al., 2003; WU, JULIE et al.,
2007). Contudo, essas mutagdes permanecem “adormecidas” por décadas devido a
vigilancia imunoldgica. Estudos apontam que melanomas com BRAF mutante sdo mais
propensos em pacientes mais jovens e individuos com alta contagem de nevos
(CURTIN et al., 2005; HACKER et al., 2010)

Apesar da deteccao de mutacoes BRAF na maioria das lesdes pigmentares, elas
sdo insuficientes para conferir o potencial maligno. Dessa forma, seu acimulo ao longo
dos anos e as mutagdes adicionais cooperantes sdo cruciais para promoverem o fenotipo
maligno de melanécitos (CHANG et al., 2004; KANNENGIESSER et al., 2008). Os
raios UV sdo os principais responsaveis pelo conjunto de mutagdes adicionais, como

ilustrado pela Figura 2 (LEONARDI et al., 2018).
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Figura 2. Transformac¢io de melandcitos em melanoma pela radiagio UV.
Fonte: Adaptado de LEONARDI et al. (2018).

2.2.2 Ciclo celular e morte celular na transformac¢ao maligna de melandcitos

A integridade dos melandcitos estd diretamente relacionada com a homeostase
entre os processos de mitose, corregdes de erros durante a divisdo celular e apoptose
(CZAJKOWSKI et al., 2002), uma vez que na auséncia de sinalizagdo mitotica, a célula

entra em diferenciacdo, morte programada ou repouso (JOHNSON; WALKER, 1999).
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Porém, defeitos nas vias intracelulares, como aqueles induzidos pela radiacao UV,
podem levar a distarbios no ciclo celular, culminando em mutag¢des que possibilitam um
"escape" do controle mitdtico e expressao de fenotipo com proliferacdo descontrolada,
rapida e ndo programada, resultando em células tumorais (HAMILTON; INFANTE,
2016).

Para entender a transforma¢ao maligna de melandcitos é preciso compreender o
ciclo celular, que envolve quatro fases: G1 (pré-sintese de DNA), S (sintese de DNA),
G2 (pré-divisao) e M (mitose) (JOHNSON; WALKER, 1999), bem como seus pontos
de checagem, ou "checkpoints” (LI, WEI et al., 2006). A passagem pelas fases do ciclo
celular, controlada pelos pontos de checagem, envolve proteinas reguladoras que
dificultam que células com material genético danificado progridam na divisdo antes dos
erros serem reparados ou, quando o reparo ¢ irreversivel, a célula possa ser destruida
por apoptose (CZAJKOWSKI et al., 2002; FUNK, 2005).

O ciclo celular se inicia por meio de uma cascata de reacdes intracelulares que
estdo sujeitas ao controle por duas vias principais e distintas (MALUMBRES;
BARBACID, 2009), a via da proteina retinoblatoma (pRb) (SCHADENDORF et al.,
2015) e via da proteina 53 (p53) (LI, YUMEI et al., 2020). A cada ciclo celular, as
células apresentam potencial para se tornarem tumorais, mas precisam superar esses
obstaculos de inibicdo impostas por essas duas vias reguladoras. A patogenia do
melanoma, portanto, leva em consideracdo alteracdes nas duas vias, frequentemente
associadas a alteragdes genéticas no gene inibidor de quinase dependente de ciclina 2A
(CDKN24) (YANG, GUANG; RAJADURALI TSAO, 2005).

As mutagdes observadas no gene CDKN2A levam as alteracdes de seus produtos
proteicos regulatérios, cruciais para a carcinogénese do melanoma, em especial nas
proteinas do ponto de checagem da transicao G1/S (ponto de restricdo), como a p16 (LI,
WEI et al., 2006), pl4 (OZRETIC et al., 2019) e também alteragdes no complexo
quinase dependente de ciclina (CDK), que constitui a via CDK 4/6/ciclina D/pRb
(WANG, HAIZHEN et al., 2017). O ponto de restricdo detecta danos gendmicos,
retardando ou cancelando a divisdo celular para impedir a transmissdo desses erros as
células filhas (LI, WEI et al., 2006).

TUCKER et al. (2018), que acompanhou por quarenta anos os fatores de risco
familiares para melanoma em 56 familias, observou que as mutagdes em CDKN2A
estavam presentes em 29 familias e que essas mutagdes também aumentaram o risco de

outros tipos de cancer, como o de pancreas (TUCKER et al., 2018).
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A via da proteina nuclear pRb tem inicio quando a ciclina D liga-se nas CDK 4 e
6 (HAMILTON; INFANTE, 2016). A ciclina D também ¢ uma proteina nuclear,
sintetizada no inicio da fase G pelo gene CCNDI (LI, WEI et al., 2006) e geralmente ¢é
superexpressa em canceres humanos (WANG, HAIZHEN et al., 2017), encontrada em
superexpressdao em 47% dos melanomas primarios e em 35% dos metastaticos, estando
associada a um prognostico desfavoravel (LI, WEI et al., 2006). O complexo
CDK4/6/ciclina D formado ¢ capaz de fosforilar a pRb, liberando a familia de fatores
transcricionais E2 (E2F) associado e, consequentemente, a transcrigdo de genes
promotores chaves para a fase S (SOURA et al., 2016). A superexpressao de pRb
hiperfosforilada ¢ uma condi¢do aberrante que leva a atividade livre de E2F, observada
em células de melanoma, e garante progressao descontrolada do ciclo celular (LI, WEI
et al.,20006).

A perda da expressdo da proteina reguladora pl6 leva a desregulacdo da via
CDK4/6/ciclina D/pRb (HAMILTON; INFANTE, 2016) presente em cerca de 50% dos
melanomas (MOHAMMADPOUR et al.,, 2019) e contribui para a retomada nao
programada do ciclo celular. Essa propriedade correlaciona-se com o aumento da
espessura do tumor, maior taxa mitotica e maior taxa de proliferacdo, todos fatores de
mau prognostico em pacientes com melanoma (LI, WEI et al., 2006).

A via oncosupressora da p53, codificada pelo gene TP53, também desempenha
um papel importante na supressio do melanoma (OZRETIC et al., 2019), sendo ativada
pela proteina regulatdria p14 (SOURA et al., 2016), que impede sua ubiquitinacdo pela
MDM2 (JONES, REBECCA et al., 2007) quando danos ao DNA sdo verificados
durante a fase G1. A acdo da p53 ativada ¢ dual, levando a parada do ciclo celular e
apoptose. Através de suas proteinas efetoras, como as proteinas da familia p21, a via da
p53 pode parar o ciclo em G2/M (LI, WEI et al., 2006). Niveis reduzidos da funcio da
proteina p53, amplamente inativada pelos raios UV no melanoma devido as mutagdes
no gene TP53 (NAJEM et al., 2017; SCHADENDOREF et al., 2015) e a superexpressao
de MDM2, contribuem para a agressividade e resisténcia do melanoma (OZRETIC et
al., 2019).

Ainda, p53 ¢ capaz de modular a expressao génica relacionada com a indugdo da
via intrinseca da apoptose por meio da ativacdo de Bax e da caspase-9 (TAYLOR, W R;
STARK, 2001), bem como induzir morte celular por necrose (RANJAN; IWAKUMA,
2016). Por outro lado, as vias de sinaliza¢do de morte (por exemplo, receptor do fator de

necrose tumoral — TNF) modulam a via extrinseca da apoptose (ZHANG, YING et al.,
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2003). A ativagdo de caspase-8 pela via extrinseca culmina na ativagao da proteina
apoptdtica Bid, que pode alimentar a via intrinseca da apoptose (MOLONEY;
COTTER, 2017). Além disso, a caspase-8 pode bloquear a via de morte celular por
necrose (KAISER et al., 2011).

A necrose ¢ uma morte celular ndo programada, sendo, portanto, um evento
acidental desencadeado por uma lesdo ou estresse, o que gera falha mitocondrial,
deplegio total de ATP, inibi¢do da bomba Na'/K"ATPase, tumefacdo celular e, por fim,
ruptura celular com extravasamento de conteudo citoplasmatico (UEDA; FUIJITA,
2004). A liberagdo de conteudo intracelular ¢ um evento observado apenas na morte por
necrose e pode provocar reagdes inflamatorias (YOO et al., 2019). Inclusive, muitos
quimioterapicos, bem como a radioterapia, usam como forma de morte a necrose para a
destruicdo de células tumorais durante o tratamento (MILLER et al, 2006). O
quimioterapico cisplatina, por exemplo, induz necrose por ativagao do receptor de morte
em células de cancer de esofago (KYSE140 e KYSE410) resistentes a apoptose (XU,
YANG et al., 2014). A necrose ¢ iniciada quando, por xemplo, TNF liga-se ao seu
receptor de morte, na superficie celular, recrutando uma série de moléculas, como
RIPK1 e RIPK3, que promovem a translocagao de proteinas até a membrana plasmatica
para perturbar sua integridade (RANJAN; IWAKUMA, 2016).

A figura 3 exemplifica as vias de morte celular, bem como o ciclo celular.



Fatores de Morte
ER. (ex. TNF-a, Fasl) s Il_n

extracelular
Receptares de Morte
e : o [.ex.TNFR,FasRJ
e D |
.

(o g v | e o ROARY o l

Luz UV

Via intrinseca o g
L ]

‘
= e

[ ]
: Via extrinseca
EROs
Vi

Ciclina B1
@ Mitocondria

i

Necrose

= (o) = (I

: EspaFn
intracelular

o
T

Bad

Apoptossomo

27

Apoptose

Figura 3. Esquema resumido da via intrinseca e extrinseca da apoptose, necrose e ciclo celular. A via
intrinseca da apoptose tem inicio quando danos ao DNA sdo detectados, o que ativa a proteina p53. Sua agdo
dual leva a ativagdo de Bax que, apds uma cascata de reagdes, ativa as caspases efetoras, e também ativa p21,
que inibe o ciclo celular na fase G2/M. A via extrinseca da apoptose ¢ ativada por mensageiros quimicos, como
citocinas inflamatorias, que estimulam receptores de superficie a ativarem a caspase-8, que cruza com a via
intrinseca apos ativagdo de Bid. Ainda, receptores de morte podem ativar necrose em baixas concentragdes de
caspase-8. Fonte: elaborado pelo proprio autor via BioRender.

2.2.3 Classificacao e aspectos clinicos

O melanoma se origina nos melandcitos a partir da pele clinicamente normal (de

novo) ou com presenca prévia de lesdes pigmentadas (nevo melanocitico) (CARR;

SMITH; WERNBERG, 2020) e pode ser classificado clinicamente em quatro grupos

principais, sendo eles o melanoma de espalhamento superficial, lentiginoso maligno,

lentiginoso acral e melanoma nodular (BASTIAN, 2014; MELIS ef al., 2017). Os sinais

de alerta da doenca incluem tamanho, forma e cor de um nevo ou outra lesdo na pele, e

feridas que nao cicatrizam (REZZE; LEON; DUPRAT, 2010; TUCKER et al., 1997)

figura 4 mostra os principais tipos de melanoma.

LA
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O melanoma de espalhamento superficial (Figura 4A) ¢ o tipo histopatoldgico
mais prevalente (70% dos casos), acometendo pacientes mais jovens. E marcado pela
fase de crescimento radial (RGP) que antecede a fase de crescimento vertical (VGP)
invasivo do tumor (CARR; SMITH; WERNBERG, 2020), em que os melanocitos estao
dispostos em ninhos ou unidades solitarias, sendo facilmente identificado pela inspegao
visual (SCHADENDOREF et al., 2015). O melanoma lentiginoso maligno (Figura 4B)
representa de 4 a 10% dos melanomas (CARR; SMITH; WERNBERG, 2020). Sua
maior frequéncia ¢ observada em pacientes idosos com historico de exposicao solar
acumulada em areas como cabega, pescoco ¢ maos (MITCHELL; KARAKOUSIS;
SCHUCHTER, 2020). O melanoma lentiginoso acral (Figura 4C) ¢ o menos incidente
de todos os tipos, representando menos de 5% dos casos, sendo mais presente em
pacientes pigmentados e sua ocorréncia menos associada a radiagdo UV (MITCHELL;
KARAKOUSIS; SCHUCHTER, 2020). O melanoma nodular (Figura 4D) representa
30% dos melanomas, com lesdes que aumentam rapidamente, geralmente azuis ou
pretas, e exibem uma VGP rapida, o que apresenta uma barreira significativa a detecg¢ao
precoce e contribui para os melanomas profundamente invasivos com prognostico ruim

(CARR; SMITH; WERNBERG, 2020; SCHADENDOREF et al., 2015).

Figura 4. Tipos de melanoma cutineo. (A) espalhamento superficial; (B) lentiginoso maligno;
(C) lentiginoso acral e (D) nodular. Fonte: adaptado de MITCHELL; KARAKOUSIS;
SCHUCHTER (2020).

A oitava edi¢do do American Joint Committee on Cancer (AJCC) integrou
diversas caracteristicas clinicas e histopatoldgicas do melanoma a fim de contribuir para
sua classificagcdo, diagnostico e guiar o tratamento. O protocolo terapéutico engloba o

sistema TNM, que leva em consideracdo o indice de Breslow (T - espessura tumoral)
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(BRESLOW A, 1970), caracteristicas de invasao de linfonodos (N) e doenca
metastatica (M) (GERSHENWALD et al., 2017; SCOLYER et al., 2020).

2.2.4 Diagnostico do melanoma

O melanoma pode ser diagnosticado em estagios, inclusive por autoexames
corporais, uma vez que grande parte dos casos ocorrem como lesdes pigmentadas de
novo na superficie da pele clinicamente normal (MITCHELL; KARAKOUSIS;
SCHUCHTER, 2020; SCHADENDOREF et al., 2015). Quando detectado precocemente,
diagnosticado com precisao e tratado adequadamente, o melanoma esta associado a um
excelente prognodstico (SCOLYER et al., 2020).

A regra ABCDE (Figura 5) foi criada pela dificuldade em se diferenciar as
lesdes melanociticas benignas das lesdes de melanoma (FRIEDMAN; RIGEL; KOPF,
1985). As lesdes displasicas sdao fatores de risco para melanoma quando
apresentam assimetria em relacdo a forma (A), bordas irregulares (B), cores ndo
uniformes (C), diametro maior que 6 mm (D) e evolucdo (E), que significa mudanga na
aparéncia com o tempo (ROESCH, ALEXANDER et al., 2006). Contudo, a auséncia de
critérios objetivos e reprodutiveis (SHOO; SAGEBIEL; KASHANI-SABET, 2010)
atrelada as lesdes malignas assintomadticas, geram duvidas quanto a suspeita clinica e
dificultam o diagnostico (MARGHOOB; LIOPYRIS; JAIMES, 2019).

O teste dermatoscopico foi introduzido na clinica para otimizar as observagdes
da regra ABCDE. Trata-se de uma técnica ndo invasiva e de fécil logistica por ser
portatil, onde se aplica uma lente de aumento e uma fonte de luz que incide sobre a pele,
possibilitando uma anélise mais detalhada das caracteristicas morfoldgicas abaixo da
camada cornea (ABBASI et al, 2004; JONES, O. T. et al, 2019; MARGHOOB;
LIOPYRIS; JAIMES, 2019).
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Figura 5. Aplicacio da regra ABCDE na dermatoscopia. Fonte: adaptado de CARR; SMITH;
WERNBERG (2020).

O mapeamento corporal total através da técnica dermatoscopica ¢ importante
para o monitoramento de lesdes pigmentadas de novo ou em mudangas. Contudo,
existem caracteristicas dermatoscopicas associadas com o melanoma cutineo que
dependem da experiéncia do observador (SCHADENDOREF et al., 2015).

O padrao ouro para o diagndstico do melanoma, portanto, ¢ a avaliagdo
histopatologica das bidpsias da lesdo cutdnea, combinadas com o contexto clinico do
paciente e com a técnica imuno-histoquimica (SCHADENDOREF et al., 2015; SHOO;
SAGEBIEL; KASHANI-SABET, 2010). Um dos marcadores imuno-histoquimicos ¢ o
Mel-CAM, mas outros marcadores, como enzimaticos (tirosinaquinases) € genéticos

(CDNK2A e TP53) também podem ser investigados (FIGUEIREDO et al., 2003).
2.2.5 Melanoma metastatico

O melanoma possui alta capacidade de formar metastases (CAMPAGNE et al.,
2017), afetando praticamente qualquer 6rgao do corpo (MITCHELL; KARAKOUSIS;
SCHUCHTER, 2020), e pacientes diagnosticados com a doenca metastatica apresentam
um progndstico ruim, com uma sobrevida de menos de 15% em 5 anos (CHENG,
YABIN; ZHANG; LI, 2013; VOLPE et al., 2017).

A capacidade de um tumor se tornar metastatico depende da sobrevivéncia das
células disseminadoras, do estado imunologico do individuo, da reagdo frente ao
estresse exogeno, do microambiente tumoral e dos fatores genéticos e fenotipicos, como

presenga de proteinas antiapoptoticas (SCHADENDORF et al., 2015). Os melanomas
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com BRAF do tipo selvagem apresentam maior tendéncia de metastase sistémicas,
enquanto BRAF mutado para os linfonodos regionais (MELIS et al., 2017).

Para que o melanoma possa adquirir capacidade metastatica, como mostra a
figura 6, os melanocitos malignos devem apresentar VGP, onde adquirem a capacidade
de invadir a membrana basal, entrando em outros tecidos, que precisa ser
cuidadosamente identificada por meio de microscopia Optica. Em contrapartida, os
melanomas com RGP, ou seja, proliferacdo horizontal na epiderme, apresentam poder
microinvasivo e, assim, carecem de capacidade metastatica, podendo ser curados por
simples excisdo local completa, na maioria dos casos (ALQATHAMA; PRIETO, 2015;
CROWSON; MAGRO; MIHM, 2006; ZAIDI; DAY; MERLINO, 2008). Apds a
remocao cirurgica completa do tumor primario, no entanto, aproximadamente 4% a 6%
dos pacientes apresentam metastases locorregionais, podendo a doenca apresentar

recidivas (MITCHELL; KARAKOUSIS; SCHUCHTER, 2020).
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Figura 6. Fases e alteracdes moleculares associadas ao inicio e progressio do melanoma metastatico. Legenda: fase
de crescimento radial (RGP); fase de crescimento vertical (VGP). Fonte: adaptado de ZAIDI; DAY; MERLINO (2008).

Invasdes pulmonares sdo o tipo mais comum de metdstase decorrentes do
melanoma, compreendendo 15% a 40% da doenca metastatica, seguido pelas metastases
na pele, tecido subcutineo, musculo e linfonodos distantes, representando
aproximadamente 20%. O melanoma pode se espalhar também para o figado (15 a 20%)
e para outros locais mais incomuns, como pancreas, 0ssos, adrenais e bago. Para o trato
gastrointestinal, embora acometa apenas 2% a 4% dos casos, aproximadamente 50%

dos pacientes que morrem de melanoma metastatico t€ém envolvimento com esse tipo de
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metastase (ENOMOTO et al., 2020). A frequéncia das metastases aumenta com o
aumento da espessura do tumor (GERSHENWALD; SCOLYER, 2018). No caso dos
linfonodos regionais clinicamente ocultos, o risco de metastase ¢ de aproximadamente
50% com melanomas ulcerados cuja espessura esteja acima de 4 mm
(SCHADENDOREF et al., 2015).

Os biomarcadores para o melanoma metastatico incluem alteracdo genética,
proteina ou imagem e sd3o importantes para auxiliar o diagndstico e identificar o seu
grau de malignidade, além de contribuir para a escolha das melhores terapias e
monitoramento da resposta do paciente. Por exemplo, no melanoma metastatico, os
niveis de LDH ¢ um indicador de invasdo hepatica recorrente em 12,5% dos pacientes,
cujos niveis elevados indicam pior prognéstico, com menor sobrevida e baixa resposta a
terapia (BUCHBINDER; FLAHERTY, 2016). As mutacdes nos genes 7P53 e na
fosfatase PTEN, por exemplo, também estdo associadas a um fendtipo mais agressivo

de melanoma (DANIOTTI et al., 2004).
2.2.6 Principais terapias preconizadas para o melanoma

Como no cancer o diagndstico em estagios tardios e a terapia ndo responsiva sao
0s principais contribuintes para a mortalidade, o cenario cientifico atual ¢ desafiado para
o desenvolvimento e descobertas de novos farmacos que sejam mais especificos e
seletivos para o complexo ambiente dindmico da massa tumoral e menos toxicos para as
células sadias. Dessa forma, a descoberta de agentes anticancer mais eficazes contra o

melanoma ¢ uma meta urgente do setor farmacéutico (SHARIFI-RAD et al., 2019).
2.2.6.1 Cirurgia e radioterapia

A excisdo cirurgica completa do tumor primario continua sendo o tratamento
padrdo ouro para melanoma primario confinado a pele com metéastases em linfonodos
sentinelas e sistémicas clinicamente negativas (MITCHELL; KARAKOUSIS;
SCHUCHTER, 2020). A retirada completa do tumor ocorre em conjunto com a
remo¢ao de uma ampla e profunda margem de seguranca da pele, aparentemente
saudavel, ao redor da lesdo (1 a 2 cm, a depender da espessura do tumor) e até atingir o
nivel subcutaneo, a fim de diminuir o risco de recorréncias locais devido a possiveis
metastases satélites. Embora o risco seja baixo, quando presentes, as recorréncias

podem indicar doenca sistémica e a excisdo cirurgica dessas metastases isoladas
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promove sobrevida dos pacientes, em 5 anos, de apenas 5-20% (KOZAR ef al., 2019;
SCHADENDOREF et al., 2015; SWETTER et al., 2019).

A radioterapia ¢ mais indicada para o tratamento paliativo de doenca metastatica
sintomatica nos 0ssos, em outros pontos da pele, tecido subcutaneo e medula espinhal
(MITCHELL; KARAKOUSIS; SCHUCHTER, 2020); também para os casos de
metastases cerebrais, sangramentos e obstrug¢do do trato gastrointestinal decorrentes das
metastases e qualquer outra metastase que resulte problemas locais (SCHADENDORF
et al.,2015). Além disso, quando a excisdo cirargica completa da lesdo nao ¢ possivel, a
radioterapia ¢ indicada. A radioterapia ¢ capaz de fornecer controle local, no entanto,
sem nenhum efeito no desenvolvimento de metastases a distancia, além das células
normais também serem afetadas por essa radiagdo. Contudo, a radioterapia pode ser
desfavoravel, uma vez que a radiacdo pode aumentar a quantidade de microvasos
sanguineos dentro do tumor e, dessa forma, aumentar a invasdo celular
(PRATHEESHKUMAR; KUTTAN, 2011b)

Quanto ao melanoma metastatico, ao contrario da doenca localizada, a excisao
cirirgica das metastases isoladas, quando possivel, ndo ¢ a melhor op¢do de tratamento,
uma vez que resulta em baixa chance de cura (SCHADENDOREF et al., 2015). Diversas
abordagens terapéuticas adjuvantes e individualizadas devem ser incluidas na pratica
clinica quando diagnosticada doenga metastatica, como a terapia direcionada a
determinado alvo molecular (como BRAF, por exemplo), imunoterapia e quimioterapia

(MITCHELL; KARAKOUSIS; SCHUCHTER, 2020).
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A Tabela 1 resume as principais terapias aprovadas para o tratamento do

melanoma metastatico discutidos nessa sessao.

Tabela 1. Terapias medicamentosas aprovadas pelo FDA para o melanoma

metastatico.
BRAF mutado BRATF tipo selvagem

Vemurafenibe - =
=
Dabrafenibe - g
Trametinibe - :—_6
g Dabrafenibe + Trametinibe - <
S g Vemurafenibe + Cobimetinibe - 8
= E )
e Cobimetinibe + Binimetinibe - =

8
Nivolumabe Nivolumabe 2
[
Pembrolizumabe Pembrolizumabe s
Ipilimumabe Ipilimumabe E
Nivolumabe + Ipilimumabe Nivolumabe + Ipilimumabe E
S =
= < Dacarbazina Dacarbazina =
iy g
= E 2
ol Temozolomida Temozolomida E
a = 5

Fonte: adaptado de KOZAR et al. (2019).

2.2.6.2 Quimioterapia

A quimioterapia foi a terapia convencional mais comumente utilizada para tratar
melanoma metastatico antes do desenvolvimento da terapia direcionada e imunoterapia
(CHEN, JIEZHONG et al., 2013). Os medicamentos quimioterapicos incluem o agente
alquilante dacarbazina (DTIC), o unico agente aprovado pelo Food and Drug
Administration (FDA), em 1975. A DTIC era a terapia padrdo para o melanoma
metastatico. O principio ativo exerce atividade antitumoral principalmente por
alquilacdo do DNA, que causa interrup¢ao do crescimento e, consequentemente, morte
celular. O tratamento com DTIC, no entanto, ndo ¢ eficaz para a maioria dos pacientes
(85-90%) (EGGERMONT; KIRKWOOD, 2004). Dessa forma, novos quimioterapicos
foram desenvolvidos, como a temozolomida, um andlogo oral da DTIC, mas com
eficicia inferior a ela; os agentes inibidores dos microtiibulos mitoticos (vimblastina e
paclitaxel); cisplatina e carboplatina e, por fim, os agentes alquilantes carmustina,

lomustina e fotemustina (BHATIA; TYKODI; THOMPSON, 2009).
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Os agentes quimioterapicos, seja em monoterapia ou em terapia combinada
(cisplatina, vimblastina e dacarbazina) (BHATIA; TYKODI; THOMPSON, 2009) sio
utilizados comumente em ensaios clinicos ou apds o insucesso da imunoterapia e terapia
direcionada (MITCHELL; KARAKOUSIS; SCHUCHTER, 2020), ou ainda apos
excisoes cirurgicas (HONORS; KRUGER; ABRAHAMSE, 2018). Os regimes
terapéuticos conseguem atingir taxas de sobrevida muito baixas, em torno de 8 meses
para pacientes com melanoma em estdgio avancado (PLITZKO; KAWEESA;
LOESGEN, 2017). Isso se deve a uma série de efeitos toxicos associados e a baixa
eficacia, como a falta de especificidade em destruir apenas células tumorais, sendo
toxicas também para as células sadias (CHEN, JIEZHONG et al., 2013). Além disso,
uma das principais desvantagens da quimioterapia ¢ a supressao do sistema imunologico

(EHRKE, 2003).
2.2.6.3 Terapia direcionada

As terapias direcionadas se tornaram uma importante estratégia terapéutica para
o tratamento da doenga com mutagdo BRAF (ZHAO, XIANDA; SUBRAMANIAN,
2017). Como o processo etiologico do tumor ¢ facilitado por algumas vias de
sinalizacdo, as moléculas terapéuticas projetadas sdo capazes de bloquear proteinas
aberrantes e controlar o crescimento das células malignas (VOLPE et al., 2017), sendo
as vias fisiolégicas da proteina quinase ativada por mitdogeno (MAPK) e
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), os principais alvos terapéuticos para os agentes
antitumorais da terapia direcionada (MEIER et al., 2005). A figura 7 mostra, de forma
simplificada, as principais vias de sinalizac¢do intracelular alvos da terapia direcionada
no melanoma.

No entanto, embora os agentes utilizados mostrem melhora na sobrevida dos
pacientes, cada terapia se associa a uma série de limitagdes que incluem resposta
terapéutica de pouca duragdo, efeitos adversos e resisténcia medicamentosa, com
progressdo da doenga no sexto a sétimo més de tratamento (CHEN, JIEZHONG et al.,
2013; MELIS et al., 2017). Em adicao, a terapia direcionada exige também a elucidagao
e melhor entendimento dos alvos moleculares que sejam satisfatorios em desempenhar
funcdes-chave no crescimento e sobrevivéncia das células cancerigenas (SHARIFI-

RAD et al., 2019).
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A resisténcia medicamentosa se da através de mecanismos adquiridos e
intrinsecos. Na resisténcia intrinseca, apos a administracdo de um inibidor de BRAF,
ocorre reajustes nas vias de sinalizagdo para que a célula continue se proliferando e
garantindo sua sobrevivéncia, enquanto na resisténcia adquirida, as células malignas
reativam as vias de sinalizagdo através da amplificacio de BRAF, superexpressao de
fatores de transcri¢ao e mutacdes nas moléculas a jusante da via MAPK (MELIS et al.,
2017). pacientes que respondem aos tratamentos com vemurafenibe podem apresentar

recaida nas primeiras semanas apds o uso (BOLLAG et al., 2012).
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Figura 7. Principais vias de sinalizacdo intracelular alvos da terapia direcionada antitumoral.
Fonte: elaborado pelo proprio autor via BioRender.

Mutagdes com perda da funcdo PTEN regulam positivamente a via PI3K e
também sdo responsaveis por impulsionarem a proliferacao das células de melanoma.
Uma estratégia para contornar essa situagdo € fazer uso de terapia combinada visando
bloquear a MAPK e a via PI3K ao mesmo tempo, com aplicacdo de regimes que
incluem medicamentos direcionados ao mTOR, em associa¢cdo com inibidores de BRAF
e MEK (CHEN, JIEZHONG et al., 2013; CHENG, LIANG et al., 2017).

Mais de 90% dos pacientes em uso de monoterapia direcionada a inibicdo de

BRAF desenvolvem complicagdes dermatoldgicas (SWETTER et al., 2019), efeitos


https://biorender.com/

37

hepaticos deletérios, artralgia, alteracdes da funcdo gastrointestinal, entre outros
(MELIS et al., 2017; VOLPE et al., 2017). O risco de desenvolver outros tipos de
cancer de pele também esta presente, sendo detectado em 25% dos pacientes em
tratamento (MITCHELL; KARAKOUSIS; SCHUCHTER, 2020) e geralmente
aparecem nos primeiros meses de terapia. Além disso, o desenvolvimento de
melanomas primarios também sdo observados em 2 a 5% dos pacientes submetidos a
terapia com inibidores de BRAF (SCHADENDOREF et al., 2015).

O uso de inibidores da MEK em terapia Unica, embora também reduzam a
proliferacdao celular no melanoma com BRAF mutado, apresentam ampla gama de
efeitos adversos, além de baixa eficacia terapéutica ao se comparar com o tratamento
com os inibidores da BRAF em monoterapia (DEVITT et al., 2011; SCHADENDORF
et al., 2015). Os efeitos mais comumente observados com o uso de agentes anti-MEK
incluem as toxicidades oftalmicas, gastrointestinais, cardiacos e complicacdes
dermatoldgicas (MELIS et al., 2017; VOLPE et al., 2017).

A restauragdo dos pontos de checagem do ciclo celular desativado pelas
alteracdes, principalmente na via da CDK4/6/ciclina D/pRb e nas proteinas inibitorias
pl6 e pl4, induzidas pela radiacdo UV, surge como uma importante estratégia de
terapia direcionada no tratamento do melanoma. O uso de imunobioldgicos sdo
utilizados para a restauragao desses pontos de checagem (HAMILTON; INFANTE,
2016; SCHADENDOREF et al., 2015).

No Brasil, a terapia direcionada, quando comparada a administracdo de
quimioterapia com DTIC em pacientes com melanoma avangado ¢ BRAF mutado,
implica em aumento expressivo de gastos, € esse impacto or¢amentario desfavorece sua
incorporagio no sistema. Sob a perspectiva do Sistema Unico de Satde (SUS), o uso de
terapia combinada representa 0,70 a 1,53% de todos os gastos anuais com
medicamentos, sendo a terapia combinada vemurafenibe + cobimetinibe a mais
dispendiosa, com um custo anual estimado, de 2018 a 2020, de R$ 393.291,81/paciente
contra um custo anual de R$ 375.631,20/paciente para a terapia combinada dabrafenibe
+ trametinibe. Para a monoterapia, o custo chega a R$ 257.673,60/paciente com
verumafenibe e R$ 238.528,80/paciente para dabrafenibe, ao passo que a quimioterapia

(dacarbazina) representa R$ 13.212,60/paciente (CORREA et al., 2019).
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2.2.6.4 Imunoterapia

As células malignas ndo sdo as Unicas que compdem o complexo ambiente do
tumor. Componentes nao celulares e células estromais também participam de sua
estrutura biologica, como os linfocitos T infiltradores de tumores. A perda da imunidade
mediada por células T citotoxicas ou Th4 favorecem um rapido crescimento tumoral
(KOEBEL et al., 2007). Muitos produtos naturais com efeito imunomodulador ja foram
descritos para o melanoma (MANU, K. A.; KUTTAN, 2007) (THEJASS; KUTTAN,
2007) (MANU, K. A.; KUTTAN, 2008). Compostos capazes de modular linfocitos
TCD8+ infiltradores de tumores, bem como outros localizados no tecido peritumoral,
correlacionam-se com um progndstico favordvel em pacientes acometidos por
melanoma (AZIMI et al., 2012; ROSSI et al., 2015). Os linfécitos TCD8+ reconhecem
antigenos tumorais, produzem interferon-y e induzem parada do ciclo celular, morte,
atividade antitumoral de macréfagos no microambiente tumoral e inibi¢do da
angiogénese (DUNN; OLD; SCHREIBER, 2004; SMYTH; DUNN; SCHREIBER,
2006).

Ainda, para tornar imunossupressor o microambiente tumoral, as células de
melanoma também sdo capazes de (1) “educar” fibroblastos e células de Langerhans
para adquirirem fungdes protumorigénicas, que passam a produzir substancias com o
intuito de favorecer o nicho tumoral, como fatores angiogénicos e de crescimento e (2)
produzir citocinas derivadas de tumores, como o fator de crescimento transformador
beta (TGF-B), capazes de mobilizar células imunossupressoras que se infiltram e
proliferam no nicho tumoral para anular ataques imunologicos (SCHADENDOREF et
al., 2015). Esse bloqueio se d4 principlamente por ativacdo da proteina 1 de morte
celular programada (PD-1) e antigeno 4 citotoxico associado a linfocitos T (CTLA-4),
responsaveis por anular a atividade de células T (MELIS et al., 2017), o que explica
como o melanoma ¢ capaz de contornar, de forma bem sucedida, a imunidade
antitumoral e desenvolver tolerancia imunologica (GRIEWANK, 2016; VOLPE et al.,
2017).

Com a compreensdo da imunologia do céncer, uma importante estratégia
terapéutica ¢ a imunoterapia (MITCHELL; KARAKOUSIS; SCHUCHTER, 2020),
cujo papel central ndo estd mais direcionada para as células malignas, mas sim
reservada para os linfocitos T citotoxicos, inativados no tecido tumoral. Com a

imunoterapia, a resposta imune ¢ aprimorada no microambiente imunossupressor do
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tumor para controlar a proliferagao celular maligna (MELIS et al., 2017), além de suprir
as falhas observadas tanto na terapia direcionada quanto na quimioterapia (VOLPE et
al.,2017).

A imunoterapia utiliza anticorpos monoclonais, os “mAbs”, como medicamentos
biologicos visando bloquear os pontos de verificagdo imune expressos na superficie de
linfocitos T como uma de suas estratégias terapéuticas (ZHAO, XIANDA;
SUBRAMANIAN, 2017). A aprovagdo desses inibidores revolucionou a terapia
sistémica da doenga metastatica (ROMANSKI et al., 2020).

Contudo, as reagdes adversas imunomediadas, no entanto, estdo presentes e
ocorrem devido a ativacdo e proliferagio dos linfécitos T (MITCHELL;
KARAKOUSIS; SCHUCHTER, 2020). Aproximadamente 40% dos pacientes
desenvolvem reagdes inespecificas (SWETTER et al., 2019). As rea¢des imunes, que
podem se estender até mesmo apds a descontinuag¢do do tratamento, podem ser graves,
como hepatites, endocrinopatias, neuropatias e doengas autoimunes, ¢ até fulminantes, e
geralmente ocorrem apds a primeira administragdo. Tais condi¢des exigem
monitoramento clinico e intervengdes precoces com farmacologia profilatica a fim de
amenizar os efeitos toxicos e trazer melhoras na qualidade de vida dos pacientes com
melanoma (VOLPE et al., 2017).

Associagdes com inibidores de BRAF e imunoterapia parecem promissoras
(CHENG, LIANG et al., 2017), visto que a ativacdo constitutiva da via MAPK promove
a supressdo de antigenos tumorais favorecendo, assim, o escape do melanoma do
sistema imune. Os inibidores de BRAF ou MEK sao capazes de aumentar a expressao
desses antigenos para o reconhecimento imunolégico (CHEN, JIEZHONG ef al., 2013;
HU-LIESKOVAN et al., 2014).

Apesar da cura potencial inerente a cada modalidade de tratamento do
melanoma, a terapéutica ainda continua falha em trazer resultados significativamente
benéficos na sobrevida dos pacientes (SCHADENDORF et al., 2015). Em adi¢do, ao
evoluir para doenca metastatica, o melanoma se torna muito dificil de tratar, justificando

a busca crescente de novas terapias mais eficientes e toleradas (MIRZAEI et al., 2016).
2.3 BIOPROSPECCAO DE PRODUTOS NATURAIS NO CANCER

Os compostos naturais podem atuar como agentes quimio-preventivos € como
fatores que aumentam a eficacia terapéutica dos medicamentos existentes, superando a

resisténcia das células cancerigenas aos medicamentos, que ¢ o principal fator
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determinante do insucesso na quimioterapia convencional (CATALANI et al., 2016).
Por exemplo, estudos ja demonstraram beneficios com o uso do alcaloide colchicina
para tratar os efeitos adversos da terapia direcionada com dabrafenibe e tramatinibe no
melanoma metastatico (VERA et al., 2019).

Em particular, as plantas apresentam potencial bioativo para diversos sistemas
terapéuticos, sendo os mais conhecidos a chinesa, greco-romana, egipcia e o sistema
ayurvédico. O registro mais antigo foi encontrado na Mesopotamia, datado de cerca de
2.600 a.C., documentando uma lista de aproximadamente mil ervas medicinais usados
até os dias atuais para tratar diversos sintomas. Além dos produtos naturais atuarem
como ponto de partida para a sintese de diversas substincias melhoradas
laboratorialmente. E o caso, por exemplo, da papaverina, extraida da Papaver
somniferum que, a partir de estudos etnofarmacoldgicos, foi usada como molde para a
sintese do antiarritmico verapamil (CRAGG; NEWMAN, 2013).

O uso de medicamentos tradicionais derivados de ervas medicinais estiveram
presentes diretamente como cuidados primarios de saide em aproximadamente 65% da
populagdo mundial (FARNSWORTH et al, 1985). Entre os anos de 1981 e 2014,
metade de todos os produtos farmacéuticos desenvolvidos foram baseados em
moléculas de origem natural ou seus derivados (PLITZKO; KAWEESA; LOESGEN,
2017) e mais de 60% de todos os farmacos sintéticos sao derivados de fontes naturais
(SHARIFI-RAD et al., 2019).

Esses produtos sdo responsaveis pela produgdo de pelo menos 75% de todos os
medicamentos antitumorais comercializados, evidenciando sua forca no campo das
pesquisas cientificas (YANG, SHUPING et al., 2018). Sendo assim, muitos produtos
derivados de plantas sdo candidatos em potencial para novas terapias para tratamento do
cancer, principalmente do melanoma em estagios mais avancados (KIM, HAK SU et
al.,2012).

Apesar da existéncia de diversas modalidades terap€uticas aprovadas para o
melanoma, elas ainda apresentam uma série de limitacdes como efeitos adversos graves,
alta toxicidade e resisténcia medicamentosa, que geralmente as tornam ineficazes (KIM,
SUNG HYUN et al, 2019). Diante dessa dificuldade de se encontrar e estabelecer
protocolos terapéuticos mais eficazes e livres de eventos adversos graves, existe uma
urgente necessidade de se desenvolver novos farmacos (Y1 et al., 2020). Além disso,

opcdes de tratamento com base em produtos naturais poderiam ser usadas em terapias
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combinadas para superar a toxicidade e resisténcia observadas durante o tratamento do
melanoma (PLITZKO; KAWEESA; LOESGEN, 2017).

Inimeros produtos naturais organicos, a maioria derivado de plantas, sdo
descritos nos estudos como possiveis terapias alternativas para melanoma por
apresentaram efeitos farmacologicos promissores. Por exemplo, muitos alcaloides
apresentam atividade pro-apoptética e antimetastatica, como a harmina (B16F10)
(HAMSA, THAYELE P.; KUTTAN, 2011) e a a-solanina (A375 e A2058) (LU, MING
KUN et al., 2010), respectivamente. A berberina, outro alcaloide natural, demonstrou
capacidade de inibir metéastases pulmonares das células de melanoma B16F10 em
modelo in vivo de roedores e a migracdo em modelos in vitro com células humanas
A375 (KIM, HAK SU et al., 2012).

Além dos alcaloides, os polifenois também sdo uma classe de metabodlitos
secundarios com efeitos promissores, como o composto encontrado na Genista
tinctoria, a genisteina, que interfere no desenvolvimento e crescimento de um painel de
células de melanoma (G361, WM115, OCM-1, CM-3, 92.1, GR-M, MMel-1, MMel-2)
por inibi¢do da acdo da prostaglantina E2 (VENZA et al., 2018); as antocianinas, que
sdo capazes de inibir o crescimento do tumor, a metastase pulmonar ¢ também a
angiogénese por interferirem nas vias MAPK e PI3K e em seus efetores em células de
melanoma de roedores B16-F1 (SU, CHING CHUAN et al., 2018); e a capsaicina,
largamente utilizada na culindria, capaz de ativar mecanismos autofagicos e proteinas
pro-apoptdticas em células de melanoma humano A375 (CHU; LI; WANG, 2019) e de
roedores B16F10 (JUN et al., 2007).

A apigenina € outro agente polifendlico descrito com efeito antimetastatico no
melanoma (A375, G361 e B16F10) (CAO et al., 2016). Um estudo demonstrou sua
capacidade de induzir parada do ciclo celular e apoptose, além de modular o sistema
imunologico tornando as células malignas (A375, A2058 e RPMI-7951) mais sensiveis
a morte mediada por células T (XU, LU et al., 2018). A galangina ¢ um flavonoide
presente em altas concentragdes na Alpinia officinarum que apresenta atividade no
metabolismo mitocondrial das células de melanoma (B16F10), sendo capaz de induzir
apoptose (ZHANG, WENIJING et al, 2013). A quercetina, além de sua acgdo
quimioprotetora, antioxidante e antiangiogénica, € outro agente quimioterapéutico em
potencial, que interfere na bioenergética mitocondrial de células de melanoma de roedor

(B164A5) (STURZA et al., 2018), aumentando a expressdo de Bax e diminuindo a
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expressao de fatores antiapoptoticos Bel-2 em células de melanoma humano (A375SM
e A375P) (KIM, SUNG HYUN et al., 2019).

O resveratrol, presente principalmente em legumes e uvas, apresenta atividade
antitumoral por regular o ciclo celular, crescimento e apoptose no melanoma (MV3 e
A375), sendo observado modulagdao positiva da proteina p53 (HSIEH et al, 2005;
ZHAO, HAILONG et al., 2018), aumento de Bax ¢ diminui¢do de Bcl-2, além de
aumentar os niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio, levando ao estresse
oxidativo das células malignas (A375SM) (HEO et al., 2018).

Ja os terpenos, principalmente as lactonas sesquiterpé€nicas, também sdo
descritas na literatura cientifica como potenciais agentes antimelanoma (LESIAK et al.,
2010). O partenolideo demonstrou efeito promissor no combate a quimiorresisténcia de
células de melanoma (A375 e linhagens primarias) previamente tratadas com DTIC. Ele
foi capaz de diminuir a expressdo de moléculas angiogénicas induzidas pelo
quimioterapico (KOPROWSKA et al, 2013). Outro estudo demonstrou que o
partenolideo diminui a viabilidade das células de melanoma (C918 e SP6.5) e induzem
parada do ciclo celular e apoptose, sem afetar as células normais (CHE et al., 2019).
Esse composto também pode ser usado na profilaxia pods-cirirgica de melanoma
primario e para prevengdo de metastases (A375, 1205Lu e WM793) (CZYZ et al.,
2010a).

A artemisinina ¢ conhecida por ser um agente antimaldrico extraido das folhas
da planta Artemisia annua, descoberta em 1971 através de estudos etnofarmacoldgicos
(CRAGG; NEWMAN, 2013). Esse composto ¢ capaz de inibir o crescimento e afetar a
viabilidade das cé€lulas de melanoma (A375P e A375M). Além disso, consegue reduzir
os niveis de proteinas responsaveis pela capacidade migratoria das células
(BUOMMINO et al., 2008).

Como observado, a caracterizacdo das inuimeras atividades bioldgicas
significativas dos produtos naturais movimenta a bioprospec¢do de novas moléculas
bioativas que atuam como agentes terapéuticos antitumorais, seja de forma isolada ou

em combinac¢dao com medicamentos convencionais (SHARIFI-RAD et al., 2019).
2.4 BIOATIVIDADE DA Tithonia diversifolia E SEUS COMPOSTOS TC E TF

Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray (figura 8) ¢ uma planta herbacea que
pode ser anual ou perene a depender de sua localizagdo geogréfica. E uma planta nativa

da América Central e das Indias Orientais, comumente encontrada em campos, terrenos
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baldios e estradas, mas que se estendeu por varios paises como espécie introduzida na
Africa, Australia, América do Norte e Brasil. Pertencente a familia Asteraceae, o
arbusto ¢ conhecido popularmente como margaridao, cravo-de-defunto, arnica
mexicana, entre outros, sendo muito apreciado no paisagismo e para fins ornamentais
devido as suas exuberantes flores amarelas (GARCiA; DELGADO; JOSEPH, 2006;
LEE, MING Yl et al., 2011; PEREIRA et al., 1997, WANZALA et al., 2016).

Seu uso ultrapassa a decoragdo e atinge a agricultura pelo seu potente efeito
fertilizante e inseticida, e também a medicina, uma vez que suas partes aéreas,
especialmente as folhas em decocto ou infundidas, t€m demonstrado propriedades
etnofarmacoldgicas interessantes no tratamento da febre, hematomas, dor menstrual,
disturbios hepaticos e gastrointestinais, como constipagdo, dores de estomago e
indigestdo (SUT et al., 2018; WANZALA et al, 2016). Também apresenta efeitos
metabolicos hipoglicemiantes, cicatrizantes (LEE, MING YI et al, 2011), anti-
inflamatorios (CHAGAS-PAULA, DANIELA APARECIDA et al., 2011; OWOYELE
et al., 2004) e analgésicos (OWOYELE et al., 2004). Dentre as familias vegetais, a
Asteraceae ¢ a que apresenta maior atividade citotoxica contra linhagens de células

tumorais, incluindo o melanoma (FOUCHE et al., 2008).

Figura 8. Imagem das partes aéreas da
Tithonia diversifolia. Fonte: fotografada por
CHAGAS-PAULA, DA.

Extratos alcoolicos das partes aéreas da 7. diversifolia apresentaram
propriedades antiplasmoddicas (GOFFIN et al., 2002) e extratos etanolicos das folhas

mostrou citotoxica para células de cancer de pulmao (H-40), mama (MCF-7) e sistema
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nervoso central (SF-268). Ja os seus extratos metanol/diclorometano obtidos das folhas
também apresentaram citotoxicidade para células tumorais de mama (MCF-7) e para
células de cancer renal (TK10) e, inclusive, melanoma (UACC62) (FOUCHE et al.,
2008). O ¢6leo obtido de seus capitulos florais demonstrou atividade antibacteriana
(ORSOMANDO et al., 2016) e o extrato aquoso da planta inteira, propriedades
antivirais e citotdxicas contra um painel de células de leucemia (K562, L1210, P3HRI,
Raji e U937) (CHIANG et al., 2004). Inclusive, trabalhos de screening mostraram que o
oleo das flores da T. diversifolia apresentou citotoxicidade contra um painel células de
cancer, incluindo melanoma humano da linhagem A375 (ORSOMANDO et al., 2016).
Um recente estudo mostrou que o extrato etanolico das folhas de T. diversifolia atua
como agente antiproliferativo e citotoxico para células de cancer cervical (HeLa)
(PUSPITASARI et al., 2022).

As espécies de Tithonia produzem uma complexa matriz bioldgica rica em uma
séric de classes de metabdlitos secundarios diferentes, incluindo sesquiterpenos,
diterpenos, flavonoides, cumarinas, ceramidas, cromones, xantanos e fitoesterdis
(CHAGAS-PAULA, DANIELA A. et al., 2012). SUT et al. (2018) demonstrou que o
extrato de suas folhas contém sesquiterpenos, fenilpropanoides e derivados de
flavonoides como constituintes principais (SUT et al., 2018). Outro estudo com o 6leo
essencial extraido de suas partes aéreas, realizado por WANZALA e colaboradores
(2016), mostrou uma complexa mistura de monoterpenos (54%) e sesquiterpenos
(46%), com cerca de 50 compostos presentes. Muitos desses compostos apresentam
poder de repeléncia, dentre os quais o a-pineno (63,64%) esteve em maior quantidade
(WANZALA et al., 2016) e apresenta, também, atividade antiproliferativa in vitro
contra linhagens de células tumorais de melanoma maligno (UACC-257) e
adenocarcinoma de mama (MDA-MB-468, MDA-MB-231 e MCF-7) (BANSAL et al.,
2007).

Um total de seis lactonas sesquiterpénicas (A-F) foram encontradas no extrato
alcodlico da T. diversifolia (BARUAH et al., 1979), mas atualmente trés novas
substancias foram isoladas e identificadas (G-I) (ZHAO, GUIJUN et al., 2012), estando
as tagitininas A, C e F presentes nos tricomas glandulares de suas folhas (AMBROSIO
et al., 2008). A tagitinina A apresenta propriedades inseticidas (SARMA et al., 1987) e
antidiabéticas (LIN, 2012), enquanto a tagitinina F (TF) apresenta propriedade anti-
inflamatéria em modelos in vitro de neutréfilos humanos (ABE et al., 2015) e efeitos

citotoxicos para Leishmania braziliensis (TOLEDO et al., 2014). A tagitinina C (TC),
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por sua vez, pode ser facilmente convertida em TF por reacdo fotoquimica, seja na
forma purificada ou presente nos extratos. Portanto, TC ¢ fotoinstavel e precisa ser
mantida ao abrigo da luz para que suas propriedades farmacologicas sejam preservadas
(FERNANDES et al., 2019). A formula estrutural das tagitininas C e F podem ser
observadas na figura 9.

A TC ¢ a lactona sesquiterpénica em maior quantidade no extrato metandlico da
T. diversifolia (65%) (LIAO et al., 2011), sendo a mais estudada de todas, e a literatura
aponta propriedades farmacologicas interessantes. A pronunciada atividade antimalérica
da T. diversifolia contra o protozoario Plasmodium falciparum ¢é atribuida a TC
(GOFFIN et al., 2003). Também apresenta efeitos sinérgicos antiparasitarios contra o
Trypanosoma cruzi quando combinada com o benznidazol, além de propriedades
imunomoduladoras e cardioprotetoras (GONCALVES-SANTOS et al, 2019).
SANCHEZ-MENDOZA e colaboradores (2011) mostrou que o extrato de
diclorometano da 7. diversifolia obteve atividade gastroprotetora em um modelo
experimental in vivo de Ulcera gastrica, e esse efeito estava ligado a TC, sendo o agente
gastroprotetor ativo (SANCHEZ-MENDOZA et al., 2011). TC também atua como
agente antifibrético e contra tumores benignos fibroproliferativos (RANTI,

WAHYUNINGSIH; WIROHADIDJOJO, 2018).

Figura 9. Formula estrutural quimica das tagitininas C (A) e F (B). O grupo
vermelho destacado indica a por¢do a-metileno-y-lactona e o azul indica as
porgdes carbonila a-B-insaturada (enona), essenciais para os efeitos citotoxicos
das lactonas sesquiterpénicas. Fonte: elaborado pelo proprio autor via ChemDraw
Ultra versdo 12.0.



46

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo investigar a atividade citotoxica de duas
lactonas sesquiterpénicas, tagitininas C e seu isdmero, tagitinina F, contra células de
melanoma humano WMI1366 e CHL-1 das linhagens primaria e metastatico,

respectivamente.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Cultivar células de melanoma humano (CHL-1 e WM1366) e células nao-
tumorais (fibroblastos humanos da linhagem CCD1059Sk).

B) Avaliar a citotoxicidade das tagitininas C e F frente as células de melanoma e

a fibroblastos.
C) Avaliar o efeito antiproliferativo das tagitininas C e F.

D) Investigar o potencial de inibicdo da migragdo celular promovido pelas

tagitininas C ¢ F.

E) Verificar se as tagitininas C e F bloqueiam a formag¢ao de coldnias das células

tumorais.
F) Caracterizar o tipo de morte celular induzida pelas tagitininas C e F.
G) Avaliar a influéncia das tagitininas no ciclo celular.

H) Contribuir para o reconhecimento de novas moléculas antitumorais.
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4 METODOLOGIA
4.1 LINHAGENS CELULARES E CONDICOES DE CULTIVO

Neste estudo foram usadas células de melanoma humano proveniente de
metastase pulmonar (CHL-1) e melanoma cutdneo primario de pele de antebraco
(WM1366), e células normais de fibroblasto humano (CCD1059Sk). O cultivo celular
foi realizado utilizando-se meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) - high
glicose com 2 mM L-glutamina (Sigma-Aldrich), suplementado com 5 mM de
bicarbonato de sédio (Exodo Cientifica), 100 U/mL de penicilina e 0,10 mg/mL de
estreptomicina (Sigma-Aldrich), pH entre 7,2-7,4 ajustado em pHmetro (Hanna HI
2221). O meio de cultura preparado foi filtrado utilizando-se filtro Millipore de 0,22 pm
(Sigma-Aldrich) acoplado a aparato filtrante submetido a vacuo. O filtrado foi
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) (Cultilab). Até o inicio do
experimento, as células foram mantidas congeladas em tubo criogénico em ultrafreezer
a -80° C (INDREL Scientific), e o meio de congelamento foi preparado contendo 95%
de DMEM 10% SFB e crio-protegidas com 5% de dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-
Aldrich).

Para iniciar o cultivo das células, cada tipo celular foi descongelado em banho-
maria mantido a 37° C (Kacil BM-02) e o conteudo de cada tubo criogénico foi
transferido para um tubo Falcon contendo meio de cultura DMEM 10% SFB. Procedeu-
se a centrifugagdo (Fanem Excelsa II 206 BL) dos tubos a 2.000 rpm (rotagdes por
minuto) por 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante do tubo e ressuspendeu-se o pellet
de células formado, com 1 mL de DMEM 10% SFB. A suspensdo de células foi
novamente centrifugada, nas mesmas condicdoes, com a finalidade de eliminar
totalmente o meio de congelamento contendo 5% de DMSO. O pellet formado foi,
entdo, ressuspendido com 1 mL de DMEM 10% SFB e transferido para garrafa de
cultivo celular de 25 cm? de crescimento (Sarstedt), e o volume foi completado para 5
mL.

As células foram incubadas e cultivadas a 37° C em atmosfera com 5% de COz e
95% de umidade (incubadora VWR® Air Jacketed CO;). O meio de cultura foi
renovado trés vezes por semana. As células foram mantidas em crescimento
exponencial na confluéncia de 80%, confirmada por microscopio Optico invertido
trinocular (Physis), e, ao atingir essa confluéncia, o meio era retirado, as células lavadas

duas vezes com 3 mL de tampao fosfato (Phosphate Buffered Saline — PBS), preparado
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com 2,17 mg/mL de fosfato de potissio monobasico anidro (KH,POs; Exodo
Cientifica), 0,2 mg/mL de fosfato de sodio bibésico heptahidratado (Na;HPO4.7H>0;
Dinamica Quimica Contemporanea), 0,2 mg/mL de cloreto de potassio (KCr, ACS
Cientifica) e 8 mg/mL de cloreto e s6dio (NaCf; Neon) em agua miliQ, filtrado
utilizando-se filtro Millipore de 0,22 um e pH ajustado para 7,2-7,4. As células foram
tratadas com 500 pL de tripsina 0,05% EDTA (Sigma-Aldrich) por até 5 minutos. A
acdo da tripsina foi inativada com 500 pL. de DMEM 10% SFB. As células foram
centrifugadas, ressuspendidas em 1 mL de DMEM 10% SFB e contadas no microscopio
optico por meio de um hemocitometro. Cada linhagem foi plaqueada em quantidades

especificadas para a execu¢do dos experimentos.
4.2 SUBSTANCIAS

Ambos principios ativos TC e TF foram obtidos do extrato das folhas lavadas
com acetona da 7. diversifolia, que foram submetidas a cromatografia flash, e as
substancias purificadas por HPLC realizado na Universidade Federal de Alfenas (Minas
Gerais, Brasil). Também, a TF foi obtida a partir da fotociclizacdo de TC sob radiacao
de 250 nm. Toda a etapa de extracdo e purificagdo das substancias estd descrito
previamente (FERNANDES ef al., 2019). O acesso ao Patrimonio Genético/CTA da T.
diversifolia foi cadastrado no SisGen n° A913C3F (ANEXO A) em atendimento ao
previsto na Lei n® 13.123/2015 (BRASIL, 2015) e seus regulamentos.

As tagitininas foram liofilizadas e ressuspendidas em 0,1% de DMSO em agua
miliQ na concentracdo de 3,6 mM. A solucdo obtida foi filtrada com filtro de seringa
0,22 um e armazenadas em freezer a -20° C. Foram preparados estoques de TC e TF, na
concentracdo de 100 uM em agua miliQ, para se obter as concentragdes-testes para a

realizagdo dos ensaios propostos neste estudo.

4.3 DESENHO DOS EXPERIMENTOS

Para cada experimento realizado, as células foram divididas em grupos: (I)
grupo-teste (que recebeu tratamentos com TC ou TF) e (II) controle-negativo (que
recebeu apenas DMEM 10% SFB); para os ensaios de viabilidade celular, ciclo celular e
tipo de morte celular (IIT) o principio ativo de referéncia utilizado foi o quimioterapico
S-fluorouracil (5-FU) (Sigma Aldrich) (KONISHI et al., 2002; MUHAMMAD et al.,
2003).
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4.4 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR — MTT

O efeito citotoxico in vitro, apds tratamento com TC e TF, foi avaliado
quantitativamente pelo ensaio colorimétrco do MTT. Resumidamente, o brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazolio, soluvel em &agua, serve de substrato para
desidrogenases mitocondriais as quais estao ativas apenas em células viaveis, e pode ser
reduzido apos a clivagem de seu anel tetrazolio a um composto azul escuro, conhecido
como formazan, insoluvel em agua, porém soluvel em isopropanol acidificado. Dessa
forma, a produgdo dos cristais de formazan retrata o estado metabolico mitocondrial
ativo das células, apos tratamento, por meio da detectagao de sua absorbancia a 570 e
645 nm, que ¢ diretamente proporcional a quantidade de células vidveis (MOSMANN,
1983).

As células de melanoma CHL-1 e WM1366 e fibroblasto CCD1059Sk foram
contadas em um hemocitometro e plaqueadas em placas de 96 pogos (Sarstedt), na
densidade de 5 x 10* células/pogo com 150 pL de meio DMEM 10% SFB. Incubou-se
por 24 horas em estufa a 37° C e 5% COz, para adesdo. Transcorrido este periodo, foi
verificada a morfologia e confluéncia celular no microscépio oOptico (Physis), e as
células foram tratadas com diferentes concentra¢des de TC (12,5 uM — 6,25 uM — 3,12
uM — 1,56 uM — 0,78 uM — 0,39 uM e 0,19 uM), TF e 5-FU (50 uM — 25 uM — 12,5
uM — 6,25 uM, — 3,12 uM — 1,56 uM e 0,78 uM) preparadas em DMEM 10% SFB com
a finalidade de verificar a viabilidade das células e calcular a concentragdo que
inviabiliza 50% das células (ICso). O controle-positivo (morte celular) utilizado foi o
DMSO 2%. As placas foram incubadas em estufa a 37° C e 5% CO por 48 h.

Decorridos 48 h de tratamento, o meio foi descartado e 100 uL de solugdo de
MTT preparado em DMEM 10% SFB foi adicionado em cada pogo, na concentragao de
5 mg/mL. Em seguida, incubou-se as células a 37° C e 5% COz, por 4 h e, apds o
tempo, a formagdo dos cristais de formazan foi confirmada por microscopia Optica. Os
cristais foram, entdo, dissolvidos, descartando-se o meio e adicionando 100 uL de
solucao de isopropanol 0,05 M acidificado, sob agitacdo, por 30 minutos até¢ completa
dissolucdo dos cristais. Por fim, a leitura das amostras foi realizada a 570 nm e 645 nm,
no espectrofotdmetro com leitor de placas (Epoch BioTek). Todo o procedimento foi
performado em condi¢des de baixa luminosidade, devido a fotoinstabilidade do MTT e

da TC.



50

Os resultados da viabilidade celular foram apresentados como valores de ICso,
calculados da seguinte forma:

Viabilidade celular (%) = [(Abs. teste - Abs. branco) X 100] =+ (Abs. controle -
Abs. branco)

O ICsp foi calculado a partir de regressao linear e expressa como média + desvio
padrao.

O valor do indice de seletividade (DA’I ef al., 2019) foi calculado da seguinte
forma:

SI = valor da ICs¢ das células normais + valor da ICso das céelulas tumorais
4.5 EXCLUSAO POR AZUL DE TRIPAN

A proliferagdo celular foi avaliada pela coloragcdo com Azul de Tripan. Para esse
ensaio, as células de melanoma foram plaqueadas em uma densidade de 2 x 10*
células/poco, em placas de 24 pocos (Sarstedt), com DMEM 10% SFB. Apds a adesdo
celular, conferida por microscopia Optica, os pocos foram tratados com TC (1 e 2 uM) e
TF (10 e 20 uM), durante os intervalos de 24, 48 ¢ 72 h. Apds essa etapa, as células dos
pocos foram desaderidas por agdo da tripsina 0,05% e coletadas em um microtubo de
1,5 mL. Posteriormente, adicionou-se 0,4% do corante Azul de Tripan diluido em PBS
(pH 7,4) na propor¢ao de 1:1 volume/volume (v/v). As células foram contadas no
hemocitdmetro, sendo consideradas nao viaveis quando apresentaram em seu interior a
coragdo azul (MCGAHON et al., 1995) e os resultados foram obtidos pelo célculo:

Proliferagdo celular = [células ndo coradas -+ (células coradas + ndo

coradas)] X 100.
4.6 ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR PELA TECNICA DE SCRATCH

Para o ensaio de migragao celular, foi utilizado o método Scratch, que se baseia
na interrup¢do da continuidade de uma monocamada celular através de uma ranhura
artificial e o posterior acompanhamento do fechamento dessa ranhura por microscopia
Optica, uma vez que as células se multiplicam para reestabelecerem as interacdes
intercelulares (LIANG; PARK; GUAN, 2007).

Foram plaqueadas 5 x10° células/pogo em uma placa de 6 pogos (Sarstedt) e
incubou-se por 24 h em estufa umidificada a 37° C e 5% CO; para se obter uma

confluéncia proxima de 100%, em monocamada. Apds o periodo de incubagdo, a
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monocamada confluente foi confirmada por microscopia optica (Physis). O meio de
cultura de cada poco foi removido e lavado duas vezes com PBS 1x. Em seguida, foi
realizada uma ranhura em cada poco da placa, ou seja, uma “ferida artificial” em linha
reta com o auxilio de uma ponteira de 200 uL. e uma régua. Logo apds a ranhura, os
pocos foram cuidadosamente lavados duas vezes com PBS 1x para remoc¢ao das células
em suspensdo. As células, entdo, foram tratadas com as concentragdes-testes de TC (1
uM para CHL-1 e 2 uM para WM1366), TF (10 uM para CHL-1 e 20 uM WM1366) e
foi utilizado DMSO 2% como controle positivo. A placa foi incubada novamente nas
mesmas condigoes.

Cada pogo da placa foi fotografado utilizando um microscopio Optico invertido
(Physis) acoplado a uma camera anatomica (Opton 5150) nos tempos de tratamento 0,
24, 48 e 72 h. A érea de ranhura (entre as duas margens de células) foi medida
utilizando o programa /mage J em todos os tempos capturados. A taxa de migracao foi
calculada da seguinte forma:

Fechamento da ranhura (%) = [(drea da ranhura no tempo 0 h - drea da

ranhura nos tempos de tratamento) = area da ranhura no tempo 0 hj X 100.
4.7 ENSAIO CLONOGENICO

As células de melanoma CHL-1 e WM1366, em crescimento exponencial, foram
semeadas na densidade de 1.000 células/pogo em placas de 6 pogos (Sarstedt) e
incubadas em estufa umidificada a 37° C, 5% de COz por 24 h até a adesdo completa.
Apos o tempo de incubacdo, as células foram tratadas com diferentes concentragdes de
TC (2,0 - 0,5-0,1 — 0,01 ¢ 0,004 uM) e TF (20— 10 -1 — 0,1 e 0,01 uM), durante o
periodo de 48 h. Apos o tratamento, o meio foi substituido por DMEM 10% SFB e as
células foram mantidas em cultura por 14 dias. Transcorrido o tempo de formagao de
colonias, o meio foi removido e as placas foram cuidadosamente lavadas duas vezes
com PBS 1x. As colonias foram fixadas com 1 mL de paraformaldeido 10% (CRQ) por
30 minutos, lavadas com PBS 1x duas vezes, e o fixador foi substituido por 1 mL de
solugdo de cristal violeta 0,5% (preparada com 20 g de cristal violeta, 200 mL de etanol
95% e 8 g de oxalato de amoénio em 800 mL de agua destilada). As placas foram
fotografadas (Sony Alpha 7III) para posterior comparacdo e quantificagdo das colonias

nos diferentes tipos de tratamento em relagdo ao controle, utilizando-se o software
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Image J (EUA). Considerou-se coldnias viaveis aquelas que continham mais de 50

células, que € o minimo a ser contado (FRANKEN et al., 2006).

4.8 ANALISE DO TIPO DE MORTE CELULAR

O tipo de morte celular foi analisado pela técnica de coloragdo com AnexinaV e
iodeto de propidio (PI) (BORGES et al., 2013; SATZGER et al., 2010; TROUSIL et
al., 2017), utilizando o kit comercial Alexa Fluor® 488 annexin V/PI (Invitrogen). A
coloracdo foi realizada de acordo com as recomendagdes do fabricante e o nimero de
c¢lulas anexina-V+ e PI+ foram mensuradas através de citometria de fluxo.

O principio da técnica se baseia na caracteristica das células apoptoticas em
translocar moléculas de fosfatidilserina para a por¢do externa da membrana plasmatica.
Com isso, a proteina de ligacdo a fosfolipidios, AnexinaV, liga-se as células com
fosfatidilserina exposta externamente. Essa marcagdo sugere apoptose, enquanto a
coloracdo dupla com PI ocorre apenas apds a perda da integridade da membrana,
indicando necrose. Portanto a coloracdo distingue células vidveis (ndo marcadas),
células apoptoticas (AnexinaV+) e células em necrose (AnexinaV+/PI+) (NEGRIN et
al., 2010a; ROZENBLAT et al., 2008).

As células de melanoma CHL-1 e WM 1366 foram plaqueadas na densidade de 3
x 10° células/pogo, em placas de 24 pogos (Sarstedt) e incubadas a 37° C, 5% de CO»,
por 24 h. Em seguida, o meio foi substituido pelo tratamento com as concentragdes de
TC (1 uM para CHL-1 e 2 pM para WM1366), TF (10 uM para CHL-1 e 20 uM
WM1366) e 5-FU (10 uM). O controle negativo recebeu somente meio de cultura
DMEM 10% SFB. Decorrido o tempo de tratamento (48 h), o meio de cultura foi
reservado em microtubo e as células foram lavadas com 500 pL de PBS 1x e
desaderidas por agdo da tripsina, transferidas para o microtubo reservado e
centrifugadas. O sobrenadante resultante da centrifugagdo foi descartado e as cé€lulas
ressuspendidas em 1 mL de DMEM. Apds contagem no hemocitometro, o volume
necessario para uma densidade de 1 x 10° células/mL foi adicionado em placa de 96
pocos (Sarstedt) e novamente centrifugado em centrifuga de placas (Jouan CR 312). O
sobrenadante foi descartado e o pellet de células ressuspendido em 300 uL de PBS 1x e
centrifugado para remog¢do completa do meio de cultura. O sobrenadante foi descartado
e o pellet de células foi ressuspendido em 300 pL tampao de coloracdo previamente

preparado, seguindo as recomendagdes do kit. As células marcadas foram incubadas por
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15 minutos em temperatura ambiente e depois analisadas em citometro de fluxo (BD
FACSCanto II) com excitacdo de 488 nm para ambos fluorocromos e leitura a 530 e
575 nm. Foram lidos 10.000 eventos e os resultados foram analisados no software

FlowJo v9.
4.9 ANALISE DO CICLO CELULAR

As células de melanoma CHL-1 e WM1366 foram plaqueadas na densidade de 3
x 10° células/poco em placas de 24 pocos (Sarstedt) e incubadas a 37° C, 5% de COx,
por 24 h. Em seguida, o meio foi substituido pelo tratamento com TC (1 uM para CHL-
1 e 2 uM para WM1366), TF (10 uM para CHL-1 e 20 pM WM1366) e 5-FU (10 uM)
por 48 h. Apods o tratamento, as células foram lavadas com 500 puL. de PBS Ix e
centrifugadas. O pellet formado foi, entdo, ressuspendido em 1 mL de DMEM e as
células foram contadas com o auxilio do hemocitdmetro. A densidade de 1 x 10°
células/mL foi transferida para uma placa de 96 pocos (Sarstedt) e adicionou-se 100 puL.
de PBS 1x seguido de centrifugacdo (Jouan CR 312) com a finalidade de lavar todo o
meio de cultura das células. O processo de lavagem foi repetido mais uma vez e, entdo,
o sobrenadante foi removido e o pellet de células ressuspendido em 25 puL de PBS 1x
gelado e 230 pL de etanol absoluto. A placa foi incubada com a tampa fechada por 20
minutos a 4° C e, depois, centrifugada. Para remover todo o resquicio de alcool das
amostras, retirou-se o sobrenadante e os pogos foram lavados com 300 pL de PBS 1x e
centrifugado novamente. Apos o descarte do sobrenadante, o pellet de células foi
ressuspendido em solucdo tampao do ciclo celular (30 pg/mL de PI + 100 pg/mL de
RNAse livre de DNAse em PBS) e a placa foi incubada por 45 minutos em temperatura
ambiente, na auséncia de luz. Transcorrido o tempo, a placa foi analisada por citometria
de fluxo com excitacao de 480 nm e leitura a 570 nm. Ao menos 10.000 eventos foram
lidos.

O contetdo de DNA das células marcado com PI permite diferenciar as fases do

ciclo celular (GO/G1, S e G2/M) (HUANG et al., 2021).

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados com um n = 3. A significancia foi
determinada pela andlise de variancia two-way ou one-way (ANOVA) e os dados foram
expressos como a média = o desvio padrao (DP). Os resultados foram considerados

significantes com um p-valor < 0,05 e foram simbolizados com um unico asterisco.
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Duplos, triplos ou quadruplos asteriscos foram utilizados para os p-valores < 0,01, 0,001
ou 0,0001, respectivamente. Os graficos apresentados neste estudo foram desenhados

por meio do programa GraphPad PRISM InStat versao 9.0 para Windows.
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5 RESULTADOS
5.1 TAGITININAS C E F SAO CITOTOXICAS PARA CELULAS DE MELANOMA

As células de melanoma, WM1366 ¢ CHL-1, e as de fibroblasto humano,
CCD1059Sk, foram cultivadas e fotomicrografias foram obtidas a fim de avaliar a
confluéncia e morfologia de cada linhagem. Como pode ser observado na figura 10, a
linhagem CHL-1 apresenta morfologia fusiforme, tal qual CCD1059Sk, ao passo que a

linhagem WM 1366 apresenta morfologia esférica.

Figura 10. Fotomicrografias das linhagens tumorais e dos fibroblastos normais da pele. Fotos obtidas em
camera anatomica (Opton 5150) acoplada a um microscopio optico (Physis) das linhagens tumorais, CHL-1 (A) e
WM1366 (B), e do fibroblasto humano CCD1059Sk (C), no aumento de 4x e escala 1:100 pm. Fonte: fotografadas
pelo proprio autor.

A citotoxicidade de TC e TF foi avaliada pela técnica do MTT, nas linhagens
tumorais e nos fibroblastos normais da pele, com a finalidade de verificar a toxicidade e
se elas eram seletivas apenas para as células cancerigenas. Por ndo existirem estudos
prévios com essas duas lactonas sesquiterpénicas contra células de melanoma, foi
necessario determinar o ICso para cada composto (tabela 2), bem como seu indice de
seletividade (tabela 3).

Para o tratamento com TC no intervalo de 12,5 a 1,56 uM foi possivel verificar
uma elevada citotoxicidade, inviabilizando 95,0 a 72,9% das células CHL-1,
respectivamente e 93,5 a 52,2% as células WM1366, respectivamente (p < 0,0001). Para
o tratamento com TF, o intervalo de 50 a 12,5 pM mostrou-se o mais efetivo,
inviabilizando 93,2 a 53,1% das células CHL-1, respectivamente, e 86,0 a 38,6% das
células WM1366, respectivamente (p < 0,0001). Os valores de citotoxicidade do
farmaco de referéncia 5-FU (p < 0,0001) foram menores do que os das tagitininas, com
concentragoes de 50 pM promovendo inibicdo de 76,7% da CHL-1 e 73,3% da
WM1366, enquanto 6,25 pM promoveu inibicdo de 38,5% da CHL-1 e 24,1% da
WM1366 (figura 11).
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Figura 11. Viabilidade celular apés tratamento com TC e TF para as linhagens tumorais. A substancia de
referéncia utilizada foi a 5-FU. As células da linhagem tumoral CHL-1 (A, C e E) e WM1366 (B, D e F) foram
tratadas com diferentes concentragdes das tagitininas C e F e 5-FU, por 48 h. DMSO 2% foi utilizado como controle
positivo. A diferenca significativa entre controle e tratamentos foi determinada pelo teste estatistico ANOVA two-
way; n =3, média £ DP. **** p <(,0001; *** p < 0,001 e * p <0,05. Legenda: TC = tagitinina C, TF = tagitinina F,
5-FU = 5- Fluorouracil, DMSO = dimetilsulfoxido.

A partir das curvas de citotoxicidade geradas pelo ensaio de MTT com as
diferentes concentracdes dos tratamentos e linhagem, foi possivel calcular a ICso de
cada composto (tabela 2). O ICso da TC foi de 1,5697 uM + 0,07101 para células
WM1366 e 1,0337 uM =+ 0,03659 para CHL-1. Enquanto o ICso da TF foi de 18,6745
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uM £ 1,0526 para WM1366 e 11,7255 uM + 1,2176 para CHL-1. A droga de referéncia
5-FU apresenta um ICsg 20,4796 uM + 0,5871 para WM1366 e 11,8577 uM =+ 0,3024
para CHL-1.

Tabela 2. ICso dos tratamentos quimicos em cada linhagem celular.

Linhagem celular TC (uM) TF (uM) 5-FU (pM)
WM1366 1,5697 +0,07101 18,6745 + 1,0526 20,4796 £ 0,5871
CHL-1 1,0337 +0,03659 11,7255+ 11,2176 11,8577 +0,3024
CCD1059Sk 23,3675 £0,2197 48,7024 +0,3593 -

O tratamento com TC apresentou maior toxicidade, sendo aproximadamente 10
vezes mais toxica que o tratamento com TF, para todas as linhagens tumorais utilizadas
neste estudo. Tanto TF quanto a droga de referéncia 5-FU apresentaram toxicidades
similares para a linhagem metastatica CHL-1. A citotoxicidade das tagitininas, para
ambas as linhagens tumorais, apresentou um perfil dose-resposta.

Também foi investigado o perfil citotoxico da TC e TF em células normais de
fibroblastos humanos (figura 12), o tratamento com TC na concentragdo de 12,5 uM
inviabilizou apenas 25,7% das células, enquanto a TF inviabilizou 49,5% na
concentragao de 50 uM (p < 0,0001). O ICsp da TC foi de 23,3675 uM £ 0,2197 e o
ICso da TF foi de 48,7024 uM + 0,3593 para a CCD1059Sk (tabela 2).

O indice de seletividade (tabela 3) revelou que tanto TC quanto TF sdo seletivas
para as cé€lulas tumorais CHL-1 (22,6 para TC e 4,15 para TF), enquanto apenas a TC ¢
seletiva para a linhagem tumoral WM1366 (14,9 para TC e 2,61 para TF). Em adicao,
comparando-se as ICsp dos compostos (tabela 2), a TC foi aproximadamente 15 vezes
menos toxica quando comparada a linhagem WM1366 e 23 vezes quando comparada a
CHL-1. Para a TF, a toxicidade nos fibroblastos foi cerca de 2,5 vezes menos toxica do
que WMI1366 e 4 vezes do que a CHL-1. Diante dos resultados, TC apresentou

toxicidade seletiva para as células tumorais, e TF foi seletiva para CHL-1.
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Tabela 3. indice de seletividade (SI) das tagitininas para as linhagens tumorais.

Compostos CHL-1 WM1366
Tagitinina C 22,6 14,9%
Tagitinina F 4,15 2,61°

a: seletivo para células tumorais (SI > 3).
b: ndo seletivo para células tumorais (SI < 3).
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Figura 12. Viabilidade de fibroblastos humanos apés tratamento com TC e TF. Ensaio de MTT realizado em
células CCD1059Sk apds tratamento com TC (A) e TF (B) por 48 h. DMSO 2% foi utilizado como controle positivo.
A diferenca significativa entre controle e tratamentos foi determinada pelo teste estatistico ANOVA two-way; n = 3,
média + DP. **** p <0,0001. Legenda: TC = tagitinina C, TF = tagitinina F e DMSO = dimetilsulfoxido.

5.2 TAGITININAS C E F INIBEM A PROLIFERACAO E MIGRACAO DAS
CELULAS TUMORAIS

Apds o ensaio de viabilidade celular, foi realizado também o ensaio de exclusao
do azul de tripan, que visa verificar o efeito antiproliferativo dos tratamentos. Na figura
13 ¢ possivel observar a curva de viabilidade das células tumorais expostas a diferentes
concentragdes de TC e TF ao longo do tempo.

Inicialmente a densidade das células foi de 2,0 x 10* células/tratamento, 24 h
depois, no dia 0 h de tratamento, a densidade da linhagem de melanoma primario
WM1366 (4,3 x 10* células) foi maior que a linhagem metastatica CHL-1 (2,9 x 10*
células). Essa diferenca entre as linhagens foi observada durante todos os tempos de
tratamento analisados (0, 24, 48 e 72 h). Para os tempos de 24, 48 ¢ 72 h de tratamento,
o grupo controle-negativo da linhagem CHL-1 apresentou uma taxa de proliferacao de
27,6% (3,7 x 10* células), 55,2% (4,5 x 10* células) e 107% (6,0 x 10* células),

respectivamente. Para a linhagem WM1366 (controle-negativo), a proliferacdo, nos
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mesmos tempos de tratamento, foram, respectivamente, 62,8% (7,0 x 10* células),
121% de crescimento (9,5 x 10* células) e 181,4% (12,1 x 10* células).

As tagitininas foram capazes de inibir a proliferacdo das células tumorais de
maneira tempo e concentragao-dependente a partir das primeiras 24 h de tratamento (p <
0,0001). O grupo tratado com TC 2 uM e TF 20 uM foram os que apresentaram maior
efeito antiproliferativo nas primeiras 24 h de tratamento, para ambas as linhagens
tumorais.

Para CHL-1 tratado com 2 uM de TC, o decaimento foi de 48,3% (1,5 x 10*
células) em 24 h, 63,8% (1,05 x 10* células) em 48 h e 75,9% (0,7 x 10* células) em 72
h. O tratamento com 1 pM de TC nos tempos de 24, 48 ¢ 72 h, a densidade celular
decaiu 13,8% (2,5 x 10* células), 51,7% (1,4 x 10* células) e 67,2% (0,95 x 10* células),
respectivamente. Em 72 h de tratamento, ambas concentracdes de TC testadas ndo
mostraram diferenca estatistica, apenas em 24 h (p <0,0001) e 48 h (p < 0,05).

Para a linhagem de melanoma primario WM1366, os valores de inibicdo da
proliferacio celular apos tratamento com 1 uM de TC foram de 14% (3,7 x 10* células),
46,5% (2,3 x 10* células) e 62,8% (1,6 x 10* células) e com 2 pM foram de 44,2% (2,4 x
10* células), 58,1% (1,8 x 10* células) e 70% (1,3 x 10* células) nos tempos de 24, 48 ¢
72 h, respectivamente. As diferencgas estatisticas entre as concentragdes de TC s6 foram
observadas em 24 h de tratamento (p < 0,0001).

Para a TF na concentracdo de 20 puM, o efeito antiproliferativo na CHL-1
resultou uma inibigdo de 44,9% (1,6 x 10* células), 55,2% (1,3 x 10* células) e 67,2%
(0,95 x 10* células) para os tempos de tratamento de 24, 78 e 72 h, respectivamente. J4
para a concentragdo de 10 uM de TF, o efeito foi de 13,8% (2,5 x 10* células), 38% (1,8
x 10* células) e 50% (1,45 x 10* células) para os mesmos tempos de tratamento,
respectivamente. As concentragdes testadas mostraram diferenca estatistica em todos os
tempos de tratamento (p < 0,0001 em 24 he p < 0,001 em 48 ¢ 72 h).

O tratamento com TF para a linhagem WM1366 resultou em uma inibi¢do de
7% (4,0 x 10* células), 42% (2,5 x 10* células) e 60,2% (1,7 x 10* células) para a
concentracdo de 10 uM e 44,2% (2,4 x 10* células), 56% (1,9 x 10* células) e 65,1%
(1,5 x 10* células) para a concentragio de 20 pM, nos tempos de 24, 48 e 72 h,
respectivamente. As diferencas estatisticas entre as concentragdes de TF s6 foram

observadas em 24 h de tratamento (p < 0,0001).
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Comparando-se as duas linhagens tumorais, TC a 1 uM (p <0,0001 em 24 h, p <
0,00l em48ep <0,0lem72h)e 2 uM (p <0,0001 em 24 he p < 0,001 em 48 ¢ 72 h)
foram estatisticamente diferentes. As diferencas entre TF 10 uM foram observadas nos
primeiros dois tempos de tratamento (p < 0,0001 em 24 h e p < 0,01 em 48 h) ¢ em
todos os tempos para a concentracao de 20 uM (p < 0,0001 em 24 h, p < 0,001 em 48 h
e p <0,01 em 72 h). Além disso, houve diferen¢a quando se comparou as concentragdes
de TC e TF, em todos os tempos de tratamento, exceto entre TF a 10 uyM e TC a 1 uM
em 72 h para ambas as linhagens tumorais.

Azul de Tripan (CHL-1) Azul de Tripan (WM1366)
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Figura 13. Ensaio de proliferacio celular pela exclusio
do azul de tripan. Graficos mostrando a proliferagido
celular ao longo dos tempos de tratamento (0, 24, 48 ¢ 72
h) com TC (1 e 2 uM) e TF (10 e 20 uM) para as linhagens
CHL-1 (A) e WM1366 (B). As células coradas em azul
(indicadas pelas setas vermelhas na imagem representativa
C, aumento de 10x e escala 1:100 pm) marcam células ndo
vidveis. A diferenga significativa entre controle e
tratamentos foi determinada pelo teste estatistico ANOVA
two-way; n = 3, média £ DP. **** p < 0,0001. Legenda:
TC = tagitinina C e TF = tagitinina F.

No ensaio de scratch verificou-se a diminuicdo da migragdo das células tratadas
com TC (1 para CHL-1 e 2 uM para WM1366) e TF (10 para CHL-1 e 20 uM para
WM1366) (figura 14). O resultado refletiu-se na area de fechamento dos tratamentos
em relacdo ao controle, uma vez que, nos periodos de tratamento de 48 a 72 h, as células
ndo conseguiram reestabelecer as interagdes intercelulares, mantendo uma porcentagem
de migracdo celular menor em relagdo ao controle, para todas as concentragdes testadas
(» <0,0001). Para o tempo de 72 h, a porcentagem de fechamento foi de 34,4% e 45,6%
(TC), 26,6% e 54,6% (TF), 57,45 e 58,4% (DMSO 2%) e 90,3% e 95,0% (grupos-
controles), para as linhagens WM1633 e CHL-1, respectivamente.
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Para ambas as linhagens, tanto TC quanto TF foram eficazes, diminuindo a
migracdo em uma linhagem metastatica CHL-1 (a partir de 24 h) e em uma linhagem

primaria WM 1366 (a partir de 48 h).
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Figura 14. Ensaio de migracio celular das linhagens tumorais. Imagens representativas mostrando a migracao
celular e graficos evidenciando o fechamento da ranhura (em pixels) realizada nas monocamadas das linhagens
tumorais WM1366 (A e B) e CHL-1 (C e D) ap6s tratamento com TC (1 uM para CHL-1 e 2 pM para WM1366), TF
(10 uM para CHL-1 e 20 pM para WM1366) e DMSO 2% nos tempos de tratamento 0, 24, 48 e 72 h. A diferenga
significativa entre controle e tratamentos foi determinada pelo teste estatistico ANOVA two-way, n = 3, média + DP.
*EE* p < 0,0001; #*+* p <0,001; ** p<0,01% e * p<0,05. Legenda: TC = tagitinina C, TF = tagitinina F, DMSO =
dimetil sulfoxido.

Tratando-se da mesma linhagem, ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos com TC e TF. Contudo, um resultado interessante foi observado no efeito
das tagitininas entre a WM1366 ¢ CHL-1. Houve diferenca estatistica no tempo de
tratamento de 72 h entre as diferentes linhagens tumorais, sendo os grupos WM1366-TF
e CHL1-TF (p <£0,01) e WM1366-TC e CHL1-TF (p < 0,05). A TF interfere de forma
mais eficiente na linhagem WM1366 que, embora seja oriunda de melanoma primario,
apresenta potencial metastatico devido a VGP. Embora CHL-1 seja uma linhagem de
melanoma metastatico, as culturas ndo tratadas ndo apresentaram diferenca estatistica

quanto a migracao quando comparadas as culturas ndo tratadas da WM1366. Ainda para
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a linhagem CHL-1, ap6s 24 h com as tagitininas, foi observado diferenca estatistica
quando comparado ao controle-negativo (p < 0,01), evidenciando que as substancias sao
capazes de reduzir a migracdo de células metastaticas ja nas primeiras horas. Além

disso, a TC mostrou-se mais toxica que a TF nas diferentes linhagens no tempo de 72 h.

5.3 TAGITININAS C E F BLOQUEIAM A FORMACAO DE COLONIAS

As linhagens de melanoma na densidade de 1.000 células/po¢o foram tratadas
por 48 horas com diferentes concentragdes de tagitininas e mantidas em cultura por 14
dias em meio isento de TC e TF para verificar as interferéncias dos compostos na
formagao de coldnias (figura 15).

No grupo nao tratado ¢é possivel evidenciar que ambas as linhagens de melanoma
apresentam capacidade de formar colonias (média de 139 colonias para CHL-1 e 289
colonias para WM1366), e as tagitininas atuaram bloqueando essa caracteristica
tumoral. Nos valores de 2 uM (TC) e 20 uM (TF), ambas as tagitininas foram téxicas
para as linhagens tumorais, inibindo 100% a formagdo de coldnias. Vale ressaltar que
concentragdes subtdxicas de TC (0,5 uM) e TF (10 pM) também se mostraram capazes
de inibir totalmente a formag¢do de colonias, para ambas as linhagens. As colonias s6
cresceram a partir das concentragdes de 0,1 pM para TC e 1,0 uM para TF. Contudo, o
nimero de colonias nessas concentracdes diminuiu para ambas as linhagens quando
comparado com o grupo nao tratado, sendo a linhagem CHL-1 mais sensivel (14
colonias para TC e 57 colonias para TF, p < 0,0001) do que a linhagem WM1633 (194

coldnias para TC e 195 coldnias para TF).
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Figura 15. Ensaio de formacido de colonias das linhagens tumorais. Imagens representativas da capacidade
clonogenica e analise quantitativa (niimero de colonias) das células de melanoma 14 dias apds receberem tratamento
com TC (A) e TF (B) por 48 h. A diferenca significativa entre controle e tratamentos foi determinada pelo teste
estatistico ANOVA one-way; n =3, média £ DP. **** p <(,0001, *** p < 0,001, ** p <0,01 e * p <0,05. Legenda:
TC = tagitinina C e TF = tagitinina F.



64

Para a linhagem CHL-1, houve diferenca estatistica entre todos os grupos de
tratamento (p < 0,0001), exceto entre as concentragdes 0,004/0,01 uM e 0,1/0,5/2 uM de
TC, e 10/20 uM de TF. Para a WM1366, apenas as concentracdes 0,004/0,01 uM e
0,5/2 uM de TC, e 0,01/0,1 e 10/20 uM de TF nao apresentaram diferencas entre si.
Para ambas as linhagens, apenas os grupos 0,004 ¢ 0,01 uM de TC, ¢ 0,01 ¢ 0,1 uM de
TF nao apresentaram diferencas quando comparado ao grupo ndo tratado. Em adigdo,
como pode ser visualizado na figura 15, a morfologia das coldnias entre as células
tumorais ¢ visualmente diferente, sendo as colonias da linhagem WM1366 maiores do
que as da linhagem CHL-1. Os resultados, portanto, indicam o efeito anticlonogénico

das tagitininas em ambas as células de melanoma humano estudadas.

5.4 TAGITININAS C E F PROMOVEM PARADA DO CICLO CELULAR EM G2/M

Para analisar os efeitos de TC (1 uM para CHL-1 e 2 uM para WM1366), TF (10
UM para CHL-1 e 20 uM para WM1366) e 5-FU (10 pM) nesse evento apos tratamento
das linhagens tumorais, o DNA das células foi marcado com PI e quantificado por
citometria de fluxo (figuras 16 ¢ 17).

A porcentagem de células nas fases do ciclo celular apontou que tanto TC
quanto TF induzem parada do ciclo celular em G2/M, porém em tempos de tratamento
diferentes. Como foi demonstrado uma toxicidade maior para TC, a populagdo de
células se encontrou na maior parte em sub-Gl (56% para CHL1 e 78,03% para
WM1366, p < 0,0001) em 48 h, diminuicdo da fase GO/G1 e um leve aumento da fase
G2/M na linhagem metastatica CHL-1. Em 24 h de tratamento, a TC foi capaz de
induzir a parada do ciclo celular em G2/M, em ambas as linhagens tumorais, sendo
maior na linhagem de melanoma primario (35,5% para CHL-1, p < 0,001, e 43,89%
para WM1366, p <0,0001).

Para a TF, foi possivel observar diminui¢do de GO/G1 (52,10% para CHL-1 e
36,10% para WM 1366, p < 0,0001), aumento em sub-G1 (48,9% para CHL-1 e 51,7%
para WM 1366, p < 0,0001) e predominancia em G2/M em 48 h para ambas as linhagens
(36,5% para CHL-1 e 54,57% para WM 1366, p < 0,0001). A substincia de referéncia 5-
FU apresentou parada em S para a linhagem metastatica CHL-1 (19,10%, p < 0,0001) e
predominancia em sub-G1 para a linhagem primaria WM1366 (49,93%, p < 0,0001).



Control (24 h)

GO/G1: 60.91%
8:12.94%
G2:26.20%

2
10 10 10 10
PE-A
TC (48 h)
GO/GL: 60.23%
o007 $:10.60%
2:20.17%
= 400 7
3
3

Control (48 h)

GO/G1: 74.18%
5:8.30%
G2:17.89%

200 -

TF (48 b)

GO/G1: 52.10%
5: 8.64%
G2:36.50%

B Ciclo Celular 24 h (CHL-1)
Ll
<
= 100
)
L; 80 2200 35.50%
o)
C w0l - - [ Sub-Gl
°©
= * [ G0/G1
=
f; 40 60.91% &= S
2 5430% = G2/M
T 20
2z
/A 0 : 0.939 ‘ 1.90%

Controle TC
Tratamento

Distribuicio do Ciclo Celular

C

150

100+

50—

TC (24 h)

G0/G1: 54.30%
§:10.23%
G2:35.50%

PE-A

5.FU (48 h)

000 =

Ciclo Celular 48 h (CHL-1)

G0/G1: 62.12%
$:19.10%
G2:18.84%

Ereey
29.17%

HHkk

65

! 36.50%
povm
17.89% P 18.84%
60.23%
- == Sub-Gl
52.10%
reak =1 GO/Gl
. mm S
FhAK 62.12%
74.18% G2/M
56.00%
48.90%
% 9.60%
\ \ \
Controle TC TF 5-FU
Tratamento

Figura 16. Analise do ciclo celular da CHL-1. Histograma representativo mostrando as populagdes celulares
distribuidas nas diferentes fases do ciclo celular (A), apos tratamentos com TC (1 pM), TF (10 uM) e 5-FU (10 uM)
por 24 h (B) e 48 h (C). A diferenca significativa entre controle e tratamentos foi determinada pelo teste estatistico
ANOVA two-way; n = 3, média + DP. **** p < 0,01%; *** p < 0,1%; ** p < 1% e * p < 5%). Legenda: TC =

tagitinina C, TF = tagitinina F, e 5-FU = 5-Fluorouracil.
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Figura 17. Anélise do ciclo celular da WM1366. Histograma representativo mostrando as populagdes celulares
distribuidas nas diferentes fases do ciclo celular (A), apds tratamentos com TC (2 uM), TF (20 uM) e 5-FU (10 uM)
por 24 h (B) e 48 h (C). A diferenca significativa entre controle e tratamentos foi determinada pelo teste estatistico
ANOVA two-way; n = 3, média + DP. **** p < 0,01%; *** p < 0,1%; ** p < 1% e * p < 5%). Legenda: TC =

tagitinina C, TF = tagitinina F, e 5-FU = 5-Fluorouracil.

5.5 TAGITININAS C E F PROMOVEM MORTE CELULAR POR APOPTOSE E
NECROSE

As células foram marcadas com AnexinaV/PI e analisadas por citometria de
fluxo apos tratamento com TC (1 uM para CHL-1 e 2 uM para WM1366), TF (10 uM
para CHL-1 e 20 uM para WM1366) e 5-FU (10 uM) por 48 h. As tagitininas foram
capazes de aumentar significativamente o percentual de morte celular para as linhagens
CHL-1 (figura 18) ¢ WM1366 (figura 19). Os histogramas sugerem que TC induz
tanto apoptose em CHL-1 (29,7% de células AnexinaV+, p < 0,0001) quanto necrose
(19,9% de células AnexinaV+/PI+, p < 0,01), da mesma forma que TF (18,1% de

células AnexinaV+ e 22% de células AnexinaV+/PI+, p < 0,001). Nao houve diferenca
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estatistica entre TC e TF nas células AnexinaV+/PI+, porém houve diferente entre as
células AnexinaV+ (p < 0,0001). Tanto TC (p < 0,0001) quanto TF (p < 0,001) foram
mais eficientes que 5-FU na inducdo de necrose (AnexinaV+/PI+) e apoptose

(AnexinaV+).
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Figura 18. Determina¢io da morte celular por citometria de fluxo das células CHL-1. Ensaio de Anexina V-
iodeto de protideo. Histogramas representativos da distribuicdo das células apos os tratamentos com TC (1 uM), TF
(10 uM) e 5-FU (10 uM) por 48 h (A). 5-FU (10 uM) foi usado como controle positivo. Grafico representando a
porcentagem de células AnexinaV+ (B) e AnexinaV+/PI+ (C). A diferenca significativa entre controle e tratamentos
foi determinada pelo teste estatistico ANOVA one-way; n = 3, média £ DP. **** p < 0,0001; *** p <0,001; ** p <

0,01 e * p <0,05. Legenda: TC = tagitinina C, TF = tagitinina F, e 5-FU = 5-Fluorouracil.

Na linhagem WM1366 (Figura 19), TC (20,1%, p <0,01), TF (17,6%, p <0,01)
e 5-FU (18,1% p < 0,01) foram capazes de induzir necrose (AnexinaV+/PI+), porém
nao houve diferenga entre os compostos testados. TC (29%, p < 0,0001) e 5-FU (16,3%,
p < 0,001) também promoveram apoptose (AnexinaV+), contudo TF ndo apresentou

diferenca estatistica com o grupo ndo tratado. Houve diferenga entre TC com as outras
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substancias testadas, 5-FU (p < 0,001) e TF (p < 0,0001). 5-FU também foi

estatisticamente diferente de TF (p <0,01) para as células em apoptose (AnexinaV+).
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Figura 19. Determina¢io da morte celular por citometria de fluxo das células WM1366. Ensaio de Anexina V-
iodeto de protideo. Histogramas representativos da distribuicdo das células apos os tratamentos com TC (2 uM), TF
(20 uM) e 5-FU (10 uM) por 48 h (A). 5-FU (10 uM) foi usado como controle positivo. Grafico representando a
porcentagem de células AnexinaV+ (B) e AnexinaV+/PI+ (C). A diferenca significativa entre controle e tratamentos
foi determinada pelo teste estatistico ANOVA one-way; n = 3, média = DP. **** p <(,0001; *** p <0,001 ¢ **p <

0,01. Legenda: TC = tagitinina C, TF = tagitinina F, e 5-FU = 5-Fluorouracil.
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6 DISCUSSAO

Diversos estudos realizados ao longo do tempo evidenciam a busca constante
por novos produtos naturais bioativos com efeito em células tumorais com repercussao
até os dias de hoje (HAMSA, T. P.; KUTTAN, 2010; LIU, JIA FANG et al., 2018; LU,
MING KUN et al., 2010; PRADEEP; KUTTAN, 2004; VENZA et al., 2018; YI et al.,
2020; ZHAO, GUANGMING et al., 2017). A configuragao estrutural Unica desses
compostos naturais permite sua ligagdo a alvos moleculares especificos e interacdes
moleculares que culminam em modificacdes fisioldgicas interessantes do ponto de vista
farmacologico (SHARIFI-RAD et al., 2019).

Apesar dos avangos nas terapias antimelanoma trazerem beneficios aos
pacientes, a grande maioria dos acometidos com a doenca avangada apresenta
resisténcia intrinseca ou desenvolve tal resisténcia ap6s as primeiras doses das terapias
direcionadas e imunoterapias. Essa falha nas terapias ¢ uma forte justificativa para a
busca crescente de novos produtos com potencial citotéxico, com menos efeitos
adversos e que aumente a adesdo terapéutica (ROESCH, A., 2015; SHTIVELMAN et
al., 2014).

Nesse cenario, os produtos naturais tém sido uma fonte confiavel para o
desenvolvimento de medicamentos (YI et al, 2020). Desde os primordios da
humanidade, os diferentes povos culturais buscam na natureza recursos para atender as
suas necessidades basicas, formulando produtos naturais com apelo medicinal para o
tratamento de um amplo espectro de doencas, incluindo o cancer. A descoberta de
potentes agentes terapéuticos instigou o homem a pesquisar diferentes espécies vegetais,
fontes primarias de substancias altamente eficazes e que apresentam uma promissora
biodiversidade com metabdlitos em potencias (CRAGG; NEWMAN, 2013).

Como os extratos de plantas geralmente apresentam menos toxicidade quando
comparados aos compostos sintéticos, embora também nao estejam livres de efeitos
adversos, elas tém sido objeto de crescente interesse de pesquisa, particularmente no
tratamento do cancer e de suas complicagdes (MIRZAEI et al., 2016).

O primeiro passo para a descoberta de um novo principio ativo promissor ¢
verificar se o efeito farmacoldgico se restringe apenas as células tumorais, com
nenhuma ou pouca citotoxicidade inespecifica, como interferéncias em células normais

(ROZENBLAT et al., 2008).
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Para responder a essa pergunta, verificou-se inicialmente neste estudo a
viabilidade das células tumorais e normais por meio do ensaio de MTT, e o ICso foi
determinado para as linhagens de melanoma primario (WM1366) e metastatica (CHL-
1), bem como o indice de seletividade. O indice de seletividade calculado mostrou que
TC (22,6 para CHL-1 e 14,9 para WM1366) ¢ seletiva para as células tumorais,
enquanto TF (4,15 para CHL-1 e 2,61 para WM1366) ¢ seletiva apenas para as células
metastaticas da linhagem CHL-1. Estudos anteriores mostram que, para um composto
apresentar citotoxicidade altamente seletiva para células tumorais, o valor do indice de
seletividade deve ser numericamente maior do que 3, enquanto um valor abaixo de 3
representa baixa seletividade (DA’I et al., 2019).

TC foi citotoxica para as linhagens tumorais de melanoma, com ICso de 1,5697
uM £+ 0,0710 para WM1366 e 1,0337 uM + 0,0366 para CHL-1, e com baixa
citotoxicidade para fibroblastos normais da linhagem CCD1059Sk (ICso = 23,3675 pM
+ 0,2197). TF, por sua vez, embora nao tenha sido seletiva para a linhagem WM1366,
também se mostrou citotoxica, apresentando ICso de 18,6745 pM + 1,0526 para
WM1366 e 11,7255 uM + 1,2176 para a linhagem CHL-1, com baixa citotoxicidade
para a linhagem CCD1059Sk (ICso = 48,7024 uM + 0,3593). TC foi aproximadamente
dez vezes mais toxica que TF para ambas as linhagens tumorais e as tagitininas se
mostraram mais toxicas para a célula metastatica CHL-1.

Informagdes da literatura cientifica acerca da estrutura-atividade das lactonas
sesquiterpénicas, discutidas a seguir, ajudam a compreender as diferengas encontradas
neste estudo entre os efeitos da TC e TF.

Hé4 décadas as lactonas sesquiterpénicas vem atraindo atengdo da area
farmacéutica devido sua ampla gama de atividade biologica uma vez que esses
metabolitos secundarios interferem positiva ou negativamente em diversos processos
biologicos cruciais para a manuten¢ao da homeostase do organismo e que servem como
base molecular para diversos alvos farmacologicas, como nos mecanismos de morte
celular (ZHANG, SIYUAN et al., 2005). As lactonas sesquiterpénicas apresentam
efeitos citotoxicos e sdo candidatos quimioterapicos promissores no tratamento de
diversos tipos de cancer, incluindo o melanoma. De todos os compostos isolados do
extrato das partes aéreas da 7. diversifolia e testados contra células humanas de cancer
de colon (Col2), TC foi o que apresentou maior citotoxicidade (GU et al., 2002). Outro
estudo também demostrou uma maior citotoxicidade de TC entre 15 compostos isolados

e identificados da 7. diversifolia, dentre eles sesquiterpenos e flavonoides, contra
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células de leucemia humana (HL-60) (KURODA et al., 2007; ROCHA et al., 2012). TC
obtida do extrato metandlico de 7. diversifolia mostrou citotoxicidade seletiva para
células de glioblastoma (U373) e inducdo de morte independente de apoptose
(autofagia) (LEE, MING Yl et al., 2011).

A fracdo a-metileno-y-lactona, presente na estrutura quimica de certas lactonas
sesquiterpénicas, ¢ essencial para justificar os efeitos desses compostos naturais, uma
vez que atuam como aceptor de regides nucleofilicas, como grupos sulfidrila e amino
livres presentes em certas moléculas biologicas, por exemplo, e sdo um fator importante
para a citotoxicidade desses terpenos. Em adi¢do, o grupo carbonila a,B-insaturada
(enona), também atua como sitio aceptor de regides nucleofilicas, sendo uma porgao
adicional para os efeitos citotoxicos (SCOTTI et al., 2007; ZHANG, SIYUAN et al.,
2005).

J& foi demonstrado que grupos adicionais a por¢ao a-metileno-y-lactona também
contribuem para a modulacdo da bioatividade de certas lactonas sesquiterpénicas.
Recentemente, De Cicco e colaboradores (2020) comparou a cinaropicrina € a centaurea
lactona, extraidas da Centaurea drabifolia, descrevendo uma maior citotoxicidade
frente a células de melanoma para a cinaropicrina, cuja diferenca no arcabougo
sesquiterpénico para com a centaurea lactona é apenas um grupo acila adicional. Além
disso, as demais lactonas sesquiterpénicas isoladas e que nao apresentaram o grupo o-
metileno-y-lactona na estrutura quimica foram inativos ou com ICso extremamente
elevados (DE CICCO et al., 2020).

O grupo a-metileno-y-lactona, que apresenta uma dupla ligagdo exociclica
conjugada extremamente eletrofilica, favorece a alquilagdo de nucleofilos bioldgicos
por meio da adi¢do do tipo Michael, considerada o mecanismo geral de acdo das
lactonas sesquiterpénicas, o que leva a uma perturbacdo na funcdo de proteinas
(BEEKMAN et al., 1997; SCHMIDT, 1997). O préprio DNA também ¢ um alvo para a
alquilacdo da porcdo a-metileno-y-lactona, representando uma base molecular potencial
para a citotoxicidade desses metabolitos secundarios vegetais (ROZENBLAT et al.,
2008). Ja foi relatado que esse fragmento estrutural ¢ eficaz para atividades
antibacterianas (FISCHER et al., 1998), anti-inflamatorias (KWOK et al., 2001),
antitumorais (GHANTOUS et al., 2010) e anti-HIV (RASHID; GUSTAFSON; BOYD,
2000).

O conhecimento das atividades biologicas do centro alquilante o-metileno-y-

lactona inclui diversos estudos de relacdo estrutura-atividade das lactonas
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sesquiterpénicas no melanoma. Muhammad e colaboradores (2003) verificou o efeito
citotoxico de uma série de lactonas sesquiterpénicas isoladas das partes aéreas de
Centaurothamnus maximus. O estudo concluiu que o unico metabolito secundario que
ndo apresentou atividade citotoxica contra diversas linhagens de células malignas,
incluindo melanoma, foi justamente aquele que nao apresentava o grupo farmacoférico
a-metileno-y-lactona, enquanto as demais lactonas sesquiterpénicas, que possuiam o
grupo em suas estruturas, apresentaram efeito citotéxico promissor (MUHAMMAD et
al., 2003).

O partenolideo ¢ capaz de interagir com sitios nucleofilicos de proteinas, como
residuos de cisteina expostos (HEHNER ef al, 1998). O IKKbeta, que ativa
indiretamente o NF-kB, tem sua atividade diminuida pelo partenolideo através da
modificacdo covalente do tipo Michael no grupo sulfidrila da proteina rica em residuos
de cisteina (LESIAK et al., 2010). O asteriscunolide A altera o status redox de células
malignas por meio de sua ligagdo a biomoléculas contendo tiol, como a glutationa, que
esta envolvida na manutencio do equilibrio redox (NEGRIN e al., 2010b).

Ao se analisar a relacdo estrutura-atividade das tagitininas utilizadas neste
estudo, verificamos que TC apresenta em sua estrutura quimica trés grupos eletrofilicos
representados pela enona e pelo grupo a-metileno-y-lactona, enquanto a TF apresenta
apenas a porcdo o-metileno-y-lactona (figura 9), o que pode explicar a maior
citotoxicidade de TC em comparacdo com a TF nos ensaios realizados. Uma maior
quantidade de grupos farmacoforicos confere maior toxicidade para dado composto
(KITALI et al., 2015). Zidorn e colaboradores (1999) verificou, em seu estudo, que a
lactona sesquiterpénica de maior citotoxicidade contra células de melanoma foi aquela
que continha em sua estrutura quimica dois grupos enonas € uma por¢ao a-metileno-y-
lactona (ZIDORN et al., 1999). Outro estudo também verificou que a presen¢a de dois
grupos o-metileno-y-lactona potencializam os efeitos citotdoxicos contra células de
melanoma, ao passo que sua hidrélise, e consequente perda do grupo farmacoforico,
promove também a perda da bioatividade verificada (STRAPASSON et al., 2012).

Os achados deste estudo também corroboram com outros estudos, onde a
presenca do grupo a-metileno-y-lactona (KONISHI ef al., 2002) ou sua associagdo com
o grupo enona (LEE, SEUNG HO et al., 2003; PRIESTAP et al., 2012; RAUTER et al.,
2001; TAYLOR, PETER G. et al., 2008) intensificam os efeitos citotoxicos contra

células de melanoma. Estudos futuros de relacdo estrutura-atividade sdo necessarios
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para esclarecer a contribuicdo dos diferentes grupos funcionais presentes na TC e TF
para a comprovacao dessa hipotese levantada.

Tanto TC como TF foram capazes de inibir a migracao celular, sendo uma das
etapas que englobam a metastase tumoral juntamente com o processo de invasao,
adesdo, proliferacao e angiogénese (KIM, HAK SU et al., 2012). A migracao, portanto,
¢ um processo de dispersao de células cancerosas a partir do crescimento in loco, sendo
a primeira etapa para o processo metastatico de uma célula em VGP (CVETANOVA et
al., 2021) e requer que a célula expresse proteinas que favorecam seu deslocamento no
tecido de origem (HUANG et al., 2021). A superexpressao de enzimas proteoliticas
metaloproteinase (MMP), por exemplo, principalmente MMP-2 ¢ MMP-9, ¢ capaz de
favorecer a degradagdo de componentes da matriz extracelular e garantir a migragdo
tecidual (SCHOMBERG et al., 2020). TC e TF bloqueiam de forma irreversivel a
migracdo de ambas as células tumorais em 72 h de tratamento. CHL-1 mostrou-se mais
sensivel, uma vez que sua migra¢ao foi inibida em 24 h, enquanto WM 1366 em 48 h.

O efeito na diminui¢do da migracdo celular pela acdo da TC e TF corrobora ¢
esta intimamente correlacionada com o bloqueio da proliferacao celular observada no
ensaio de azul de tripan deste estudo. Para a migracdo ocorrer, ¢ preciso que a célula
entre em divisdo celular e se prolifere a fim de reestabelecer as interagdes intercelulares
(MOLONEY; COTTER, 2017). J& foi observado previamente que a TC também ¢
capaz de bloquear a migracdo de células de cancer colorretal, porém, nas concentragdes
de 5, 10 e 20 uM, evidenciando esse efeito intrinseco da TC em células tumorais (WEI
etal.,2021).

Se uma via desempenha um papel importante na proliferagdo e migracdo de
células malignas, isso sugere que diversos receptores e proteinas dessa via podem ser
alvos potenciais para drogas anticancer (VOLPE et al., 2017). Uma hipotese para o
mecanismo de acdo das tagitininas seria a possivel interferéncia em proteinas que
favorecem a migragao celular, tais quais as MMP. Pesquisas futuras para a investigagao
do mecanismo pelo qual as tagitininas agem inibindo a migra¢cdo devem ser realizadas
em ambas as linhagens. Contudo, estudos anteriores com lactonas sesquiterpénicas
apontam mecanismos que podem explicar a agdo antimigratdria nas células de
melanoma. Partenolideo, que também apresenta o grupo farmacoférico a-metileno-y-
lactona, interfere negativamente na via constitutiva do NF-kB e, consequentemente, em
seus promotores a jusante, como MMP-9, em uma linhagem de melanoma humano

primaria (WM793B) em VGP e outra metastitica (A375 e 1205Lu) (CZYZ et al.,
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2010b), tais quais WM1366 e CHL-1, respectivamente. Diversas estudos anteriores
também ja descreveram outras lactonas sesquiterpénicas com efeito antimigracao,
interferindo negativamente no mesmo alvo (CHAO et al, 2019; DE CICCO et al.,
2021; PRATHEESHKUMAR; KUTTAN, 2011a; PRIESTAP et al., 2012; ROCHA et
al.,2007; SU, TAO et al., 2020).

A capacidade clonogénica ¢ entendida como uma etapa critica na malignidade de
células tumorais, pois permite que uma Unica célula se transforme em uma populacao de
células, antecedendo o processo de metastase (CVETANOVA et al., 2021).

A formacao de colonias das células tumorais WMI1366 e¢ CHL-1 foram
totalmente bloqueadas nos valores proximos aos do ICso (TC: 2 uM e TF: 20 uM) e nas
concentragdes subtoxicas (TC: 0,5 uM e 0,1 uM, TF: 10 uM e 1,0 uM). Os dados
sugerem, ainda, que os efeitos das tagitininas na formag¢ao de colonias sdo irreversiveis,
uma vez que, apés tratamento por 48 h, as células receberam meio de cultura isento de
TC ou TF e o efeito negativo na quantidade de células vidveis foi evidenciado apos 14
dias. Nos valores abaixo e aproximadamente vinte vezes menores do que a ICso tanto da
TC (0,1 uM) quanto de TF (1,0 uM), as coldnias cresceram, mas o crescimento foi
menor quando se comparou com o grupo ndo tratado, sendo CHL-1 mais sensivel que
WM1366 aos efeitos das tagitininas. Além disso, a diferenga entre as concentragdes de
TC e TF para o surgimento de colonias foi de dez vezes, o que refor¢a os achados deste
trabalho sobre a diferenga de citotoxicidade existente entre ambas as tagitininas.

Os resultados deste estudo corroboram com uma recente pesquisa elaborada por
WEI e colaboradores (2021), o qual verificou-se que a TC também foi capaz de
bloquear a formacdo de colonias em um células de cancer colorretal (SW480, DLD1 e
HCT116). Na concentragdo de 2 uM, os pesquisadores também observaram bloqueio
total das colonias. As colonias s6 foram observadas na concentracdao de 1,5 uM, o que
evidencia que as células de melanoma sdo mais susceptiveis aos efeitos anti-
clonogénicos de TC quando compara as células de cancer colorretal (WEI et al., 2021).

Uma importante estratégia terapéutica para a destrui¢do de células tumorais ¢
frear o seu crescimento e induzir morte celular, visto que muitos tipos de canceres
apresentam intensa atividade mitotica e falhas na inducdo de morte (GEORGE et al.,
2013). No melanoma, a inibicdo de proteinas apoptogénicas e a superexpressdao de
proteinas de sobrevivéncia permitem que as células contornem a apoptose € se tornem
resistentes as quimioterapias (HELMBACH et al., 2001). A morte celular por apoptose

¢ uma atividade metabdlica intracelular que ativa uma série de proteinas que culmina na
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destruicao programada da célula, ao passo que a necrose gera rapida desregulacao da
homeostase, lesdo celular e extravasamento do contetdo citoplasmatico, o que induz
resposta inflamatoria e danos locais (YOO et al., 2019).

A apoptose pode apresentar duas vias distintas: a via intrinseca (ou apoptose
mitocondrial) e via extrinseca (mediada por receptor de morte). A via intrinseca tem
inicio com a ativagdo da proteina p53, que ativa a proteina pré-apoptdtica Bax. A
permeabilidade da membrana externa mitocondrial ¢ aumentada quando Bax promove a
abertura de canais de calcio, favorecendo a liberacao citosolica de fatores
apoptogénicos, tais quais o citocromo c¢. Uma vez no citosol, o citocromo ¢ pode formar
um complexo apoptdtico com a procaspase-9 e a proteina Apaf-1 (fator 1 de ativacao da
peptidase apoptotica). A formagdo do complexo apoptossomo € capaz de ativar a
caspase-9 e induzir a clivagem de caspases efetoras responsdveis por desencadear a
sinalizagdo apoptoética, como a caspase-3 (BASU; MIURA, 2002; LIU, NING et al.,
2020). Apos a ativacdo, as caspases efetoras clivam substratos especificos e medeiam
alteragdes bioquimicas e morfologicas tipicas em células apoptoticas, como redugdo da
célula, condensacdo da cromatina, fragmentagio do DNA, entre outras (KOHLER;
ORRENIUS; ZHIVOTOVSKY, 2002).

Por outro lado, as vias de sinalizacdo de morte (por exemplo, receptor do fator
de necrose tumoral — TNF) modulam a via extrinseca da apoptose (ZHANG, YING et
al., 2003). A ativagdo de caspase-8 pela via extrinseca culmina na ativagdo da proteina
apoptotica Bid, que pode alimentar a via intrinseca pela libera¢do do citocromo c pela
mitocondria (ABBAS; LARISCH, 2020) (MOLONEY; COTTER, 2017). A apoptose,
contudo, ¢ regulada pela proteina anti-apoptética Bcel-2, capaz de bloquear a liberagao
do citocromo c e, portanto, a ativacdo de caspases (MANU, KANJOORMANA
ARYAN; KUTTAN, 2009). Esses receptores de morte podem, ainda, modular os
processos de morte celular por necrose (KACZMAREK; VANDENABEELE;
KRYSKO, 2013), visto que algumas caspases atuam na sinalizacdo de proteinas
necroticas, como a catepsina e calpaina. Foi demonstrado que o alcaloide natural
evodiamina pode iniciar esses dois sistemas de regulacdo de morte em células de
melanoma (A375-S2) (ZHANG, YING et al., 2003).

Ja foi observado que quando o receptor de TNF ¢ ativado e ha baixos niveis de
caspase-8, a necrose ¢ iniciada no lugar da apoptose (HOLLER et al., 2000). Portanto,
como TC ativa a via apoptética e necrotica em ambas as linhagens tumorais CHL-1 e

WM1366, enquanto TF induz apoptose/necrose na linhagem CHL-1, e apenas necrose
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nas células WM1366, sugere-se que ha uma ativagao da apoptose pela via intrinseca e
ativacao do receptor TNF, o que induz necrose por uma diminui¢do de caspase-8 pela
acdo das tagitininas ou por fatores intrinsecos das células tumorais, como mutagdes
genéticas. Estudos futuros para a quantificacdo de caspases devem ser realizados para
validar essa hipodtese.

A capacidade de indugdo de apoptose das tagitininas pode estar ligada a atuagao
de TC e TF no bloqueio do ciclo celular. As andlises do ciclo celular revelaram que a
perda da viabilidade das células tumorais de ambas as linhagens tratadas com TC e TF ¢
resultado de uma parada do ciclo celular em G2/M, indicando morte celular. A parada
em G2/M nas células tratadas com TF foi observada no tempo de tratamento de 48 h,
indicando seu efeito apoptotico em 48 h. Contudo, TC aumentou discretamente as
células em G2/M, mas alargou a fase sub-Gl, tratando-se as células por 48 h. Com o
tratamento das células por 24 h, porém, TC aumentou a populacdo celular em G2/M e
diminuiu as células em sub-Gl. Esse achado intensifica as diferengas quanto a
citotoxicidade existentes entre as duas lactonas sesquiterpénicas, TC e TF.

A progressdo do ciclo celular em G2/M ¢ favorecida pela liga¢do da ciclina B1,
expressa pelo gene CCNBI, com a CDKI1. Esse complexo sofre controle pelos seus
reguladores negativos, que inclui a proteina p27 e p21, ativadas pela p53 (ZHAO,
GUANGMING et al., 2017). Substancias capazes de promover a superexpressao dessas
proteinas reguladoras negativas podem induzir parada do ciclo celular e consequente
apoptose, inibindo a proliferagdo e metastase tumoral (CHENG, JONATHAN D. et al.,
1999). Além disso, ja foi verificado in vitro e in vivo que o complexo CDK1/Ciclina B1
¢ capaz de bloquear a proteina oncossupressora p53, favorecendo a progressao tumoral
(LU, MIN et al., 2013).

Portanto, o efeito citostatico das tagitininas C e F em parar o ciclo celular na fase
G2/M se da provavelmente pelo bloqueio do complexo CDK1/Ciclina B1 mediado pela
ativacao de checkpoints, como inducao de p53 e de suas proteinas a jusante, relatado em
outros trabalhos com lactonas sesquiterpénicas a-metileno-y-lactona, tomentosina e
inuviscolideo (ROZENBLAT et al., 2008). Além dessas, outros metabdlitos também
induzem parada do ciclo em G2/M pelos mesmos mecanismos. E o caso do alcaloide
evodiamina (LIU, NING et al., 2020) e da naftoquinona plumbagina (WANG, CLAY.
et al.,2008).

A literatura cientifica evidencia que existem proteinas-chaves pelas quais as

substancias naturais agem para promoverem um efeito citotoxico promissor. Em estudos
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anteriores, TC obtida do extrato metanolico de 7. diversifolia mostrou citotoxicidade
seletiva para células de glioblastoma (U373) e inducdo de morte independente de
apoptose (autofagia) (LEE, MING YI et al, 2011). Em outro trabalho com a mesma
linhagem de glioblastoma, foi isolado uma série de compostos do extrato metandlico da
T. diversifolia, e de todos, apenas a TC foi capaz de inibir a viabilidade de células de
glioblastoma, e essa atividade ocorreu por meio da parada do ciclo celular em G2/M e
consequente apoptose acompanhada por uma diminui¢do dos niveis da proteina pro-
tumoral survinina (LIAO et al., 2011). Recentemente, também foi observado que TC
age contra células de cancer colorretal (SW480, DLD1 e HCT116), promovendo parada
em G2/M, mas causando morte por apoptose, além de gerar estrese oxidativo (WEI et
al., 2021). Outro trabalho verificou que TC mostrou-se citotoxica para células de
hepatoma humano (Hep-G2) com efeitos antiproliferativos e apoptdticos, induzindo
caspases-3 e 8 e alargamento das células em sub-G1 em 24 h de tratamento (LIAO et
al.,2013).

O flavonoide luteolina também ¢é capaz de induzir parada do ciclo celular e,
consequentemente, levar a apoptose em células de melanoma A375 (GEORGE et al.,
2013). Tem sido sugerido que o mecanismo de a¢do seja por meio da atuacdo dual da
p53 no desencadeamento da apoptose, pela ativacdo de Bax e supressdo de Bcl-2, e
ciclo celular, ativando p21, responsavel por bloquear quinases dependentes de ciclinas
(YEE et al., 2015), o mesmo mecanismo observado em outros produtos naturais, como
os alcaloides a-solanina (ALEXAKI; JAVELAUD; MAUVIEL, 2008) e corinolina (YI
et al., 2020). As lactonas sesquiterpénicas custonolideo (HUANG et al., 2021) e
atractilenolideo II (YE et al, 2011) também promovem parada do ciclo celular e
apoptose por meio de mecanismos similares aos dos metabolitos secundarios listados

acima, inibindo quinases e Bcl-2 e ativando p53 e Bax.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que as duas lactonas sesquiterpénicas
naturais, TC e TF, apresentam a¢do citotoxica seletiva para células tumorais, uma
proveniente de melanoma metastitico (CHL-1) e outra de melanoma primario
(WM1366). Ambas as tagitininas atuam como agentes proé-apoptotico € necrotico,
antimigragao, antiproliferativo e antimitético, freando o ciclo celular em G2/M, além de
serem capazes de inibir a formag¢do de colonias. Além disso, observou-se que a
linhagem metastatica parece ser mais sensivel as acdes das tagitininas, e que TC ¢ cerca
de 10 vezes mais toxica que seu isomero TF, independente da linhagem. Uma hipotese
levantada para a diferenca entre as tagitininas ¢ embasada na relagdo estrutura-atividade,
visto que a TC apresenta trés grupos farmacoforicos essenciais para a acao de lactonas
sesquiterpénicas, ao passo que TF apenas um.

Portanto, este trabalho demonstrou um potencial antitumoral promissor de duas
moléculas naturais bioativas, TC e TF, contra células de melanoma humano, e este
resultado deve ser considerado a fim de investigar como as tagitininas podem interferir
na complexa rede de sinalizagdo intracelular das células de melanoma e no intuito de

avaliar e validar a resposta antitumoral in vivo.
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ANEXO A: CADASTRO SISGEN Tithonia diversifolia

A atividade de acesso ac Patrimdnio Geneético/CTA,
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Ocotea aciphyilla
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