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RESUMO

Liguens produzem inumeras substancias fendlicas das classes dos depsideos,
depsidonas, xantonas e outras. Essas substancias tém apresentado inumeras
atividades bioldgicas entre as quais potencial atividade de inibicdo do crescimento
de células tumorais. O melanoma € o cancer de pele mais agressivo apresentando
elevado potencial metastético, responsavel por 80% das mortes relacionadas a
canceres cutaneos. Este estudo avaliou a atividade antiproliferativa das depsidonas,
acidos hipostitico e salazinico, em linhagens celulares neopléasicas (B16-F10, PC-03,
MCF7, HT-29, HepG2, K562 e 786), e a atividade antitumoral em melanoma
experimental murino. O ensaio de citotoxicidade foi realizado com o corante
sulforrodamina B (nas linhagens aderentes) e MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolio]} (na linhagem n&o aderente, K562). O acido hipostitico
apresentou atividade antiproliferativa e seletividade significativas sobre células K562
(Glsp 2,20 UM, IS 95,95), B16-F10 (Glso 13,78 pM, IS 15,44) e 786-0 (Glso 14,24 pM
e IS 14,85), enquanto que o acido salazinico foi mais ativo para as células K562
(Glsp 64,36 uM, IS 15,87), HT-29 (Glsp 67,91 uM, IS 15,04), B16-F10 (78,64 uM, IS
14,59). Também foi demonstrada inducdo de apoptose pelos compostos na
linhagem celular B16-F10, em 24h e 48h (25 pg/ml) e ambos os compostos
apresentaram resultados significativos (p<0,01) comparados ao controle negativo, o
acido hipostitico induziu a apoptose em 22 e 82% das células e o acido salazinico
em 18 e 35%, em 24h e 48h respectivamente na concentragao de 25 pg/ml. A
quantificacdo de caspase-3, por citometria de fluxo, revelou que tanto o acido
hipostitico quanto o salazinico ndo ativaram caspase-3. Na avaliacdo antitumoral in
vivo em melanoma B16-F10 com camundongos BALB/c, os compostos inibiram o
crescimento tumoral em relacdo ao peso e volume. O acido hipostitico (16,7 mg/kg)
foi capaz de inibir 72% e o &cido salazinico (33,3 mg/kg) 88% do volume dos
tumores (p<0,05) em relacdo ao controle negativo. No teste de toxicidade oral aguda
(Guideline 423, OECD) o &cido hipostitico ndo promoveu sinais de toxicidade ou
alteracées comportamentais significativas nas doses de 50, 300 e 2000 mg/kg (DLsg
>2000 mg/kg), o &cido salazinico foi toxico na dose de 2000 mg/kg (300 mg/kg <
DLsp < 2000 mg/kg). Os resultados indicam que, tanto no modelo in vitro quanto no in
vivo de melanoma murino, 0s compostos avaliados apresentam atividade
antiproliferativa e antitumoral.

Palavras-chave: atividade antiproliferativa, atividade antitumoral, depsidonas,
compostos fendlicos.



ABSTRACT

Lichens produce numerous phenolic substances from the classes of depsids,
depsidones, xanthones and others. Such information relates to the limitations of
biological activities including the activity of inhibiting the growth of tumor cells.
Melanoma is the most aggressive skin cancer and presents high metastatic potential,
accounting for 80% of skin cancer-related deaths.This study evaluated the
antiproliferative activity of depsidones, hypostictic and salazinic acids in neoplastic
cell lines (B16-F10, PC-03, MCF7, HT-29, HepG2, K562 and 786) and an antitumor
activity in murine experimental melanoma. The cytotoxicity assay was performed with
the dye sulforrodamine B (in the adherent strains) and MTT ([3- (4,5-dimethylthiazol-
2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide] (in the non-adherent strain K562 ). Hyposictic
acid showed significant antiproliferative activity and selectivity on K562 (Gl 50 2.20
MM, SI 95.95), B16-F10 (GI 50 13.78 uM, Sl 15.44) and 786-0 (Gl 50 14.24 yM And
Sl 14.85), whereas salazinic acid was more active for K562 cells (Gl 50 64.36 uM, Sl
15.87), HT-29 (Gl 50 67.91 uM, Sl 15.04), B16- F10 (78.64 uM, Sl 14.59). Induction
of apoptosis by the compounds in the B16-F10 cell line in 24h and 48h (25 pg / ml)
was shown to be significant (p <0.01) compared to the negative control, hypostitic
acid induced apoptosis in 22 and 82% of the cells and the salazinic acid in 18 and
35%, respectively, to the incubation periods. The quantification of caspase-3 by flow
cytometry revealed that the compounds did not lead to an increase in the expression
of activated caspase-3. In the in vivo antitumor evaluation in B16-F10 melanoma with
BALB/c mice, the compounds inhibited tumor growth in relation to weight and
volume. Hypostictic acid (16.7 mg / kg) was able to inhibit 72% and salazinic acid
(33.3 mg / kg) 88% of tumor volume (p <0.05). In the acute oral toxicity test
hypostictic acid did not promote signs of toxicity or significant behavioral changes at
doses of 50, 300 and 2000 mg / kg ( LD50> 2000 mg / kg), salazinic acid was toxic at
the dose of 2000 mg / kg (300 mg / kg <LD50 <2000 mg / kg). The results indicate
that both, the in vitro and the in vivo murine melanoma models, the compounds of
high antiproliferative and antitumor activity.

Key words: Antiproliferative activity, antitumor activity, depsidones, phenolic
compounds.
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1 INTRODUCAO

O céancer esta entre as principais causas de morte em todo o mundo. A
estimativa para as préoximas duas décadas € de 22 milhdes de novos casos de
cancer em todo o mundo, dos quais 60% ocorrerdo em paises em desenvolvimento
(NCI, 2015). O tema tem despertado o interesse no desenvolvimento de novos
farmacos e a busca por agentes anticancer tem aumentado nos ultimos anos
(NEWMAN; CRAGG, 2012)

O cancer de pele é considerado um eminente problema de saude publica
global, € a neoplasia maligna mais comum a nivel mundial e sua incidéncia é
crescente em todas as etnias, regides geogréficas e faixas etarias (GORDON, 2013).
No Brasil, 25% de todos os tumores malignos registrados sao de cancer de pele
(INCA, 2015). O melanoma representa 4% do total dos canceres cutaneos, sendo
menos frequente que os carcinomas basocelular e epiderméide. Embora apresente
baixa incidéncia, o melanoma € responséavel por 80% das mortes relacionadas ao
cancer de pele (EGGERMONT; SPATZ; ROBERT, 2014; INCA, 2015).

Os produtos naturais e seus analogos constituem uma parte significativa na
busca por agentes anticancer, pois a maioria dos farmacos utilizados no arsenal
terapéutico contra o cancer é proveniente de fonte natural (NEWMAN; CRAGG,
2012; MONDAL et al., 2012; BISHAYEE; SETHI, 2016).

Os liguens sao fontes potenciais de compostos biologicamente ativos, com
mais de 1.000 compostos do metabolismo secundario ja identificados (CHAPMAN,
2009; MITROVIC et al., 2011; SHRESTHA; CLAIR, 2013).

A fim de contribuir para o conhecimento de novos modelos estruturais como
potenciais farmacos com acao antitumoral, o presente trabalho foi proposto com o
objetivo de avaliar a agdo antiproliferativa das depsidonas acido hipostitico (AHIP) e
acido salazinico (ASAL) nas linhagens neoplasicas B16-F10, PC-03, MCF7, HT-29,
HepG2, K562 e 786, a inducao de apoptose e ativacdo de caspase-3, assim como o

efeito antitumoral sobre o melanoma experimental murino em camundongos BALB/c.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer

Céancer € a denominacdo para um conjunto de doencas que possuem como
caracteristica comum o crescimento rapido e desordenado de células e resisténcia a
morte celular, com capacidade de invadir tecidos adjacentes, originando tumores
malignos (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Atualmente, é uma das doencas mais
estudadas por ser considerado um problema de salde publica e apresentar
relevancia pelo perfil epidemiolégico, especialmente nos paises em
desenvolvimento, com isso, 0 tema tem despertado o0 interesse urgente no
desenvolvimento de novos farmacos com agéo anticancerigena (INCA, 2015).

Em 2012 ocorreram aproximadamente 8,2 milhdes de mortes de um total de
14 milhées de novos casos de cancer no mundo, estima-se que em 2030, o numero
de novos casos seja ha ordem de 21 milhdes, dos quais 60% ocorrerdo em paises
em desenvolvimento (FERLAY et al., 2015; NCI, 2015). No Brasil, as estimativas
para o biénio 2016/2017 preveem a ocorréncia de aproximadamente 600 mil novos
casos de cancer (INCA, 2015).

O céancer surge de uma série de mudancas genéticas e epigenéticas
geralmente associadas ao DNA que influenciam a expressdo génica. As ceélulas
cancerigenas apresentam perda de funcdo, proliferacdo incontrolada, elevada
capacidade de invasdo dos tecidos adjacentes e metastases (NCI, 2015). Como
ilustrado na figura 1, antes que as células neoplasicas se formem nos tecidos
corporais, elas passam por alteragcdes anormais chamadas hiperplasia e displasia. A
divisdo celular acelerada e o acumulo de células extras sem alteracbes morfolégicas
caracteriza a hiperplasia. A displasia é o estagio posterior, no qual as celulas extras
apresentam alteracbes morfolégicas influenciando na organizagdo tecidual. Em
geral, quanto mais anormais as células e os tecidos se apresentem, maior a
probabilidade da formacgéo do cancer (NCI, 2015).

Os fatores que desencadeiam o cancer sado variados, podem ser de origem
enddgena ou exogena ao organismo, e em alguns casos esses fatores se inter-
relacionam. As causas endogenas sao aquelas geneticamente pré-determinadas,

bY

relacionada a capacidade que o organismo tem de se defender das agressdes
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externas. Ja as causas exogenas sdo relacionadas ao ambiente social e cultural,
meio ambiente e aos habitos que variam de pessoa para pessoa. Com a interagdo
desses fatores, ha maior probabilidade de células normais se tornarem malignas,
devido a isso o cancer se enquadra como uma enfermidade multicausal (SONDAK
et al., 2004).

Normal mssss) Hiperplasia =sssm) Displasia =) Cincer

2

Figura 1 - Estagios da morfologia celular e tecidual antecedentes ao céncer. Fonte:

<https://www.cancer.gov/about-cancer/understanding/what-is-cancer>

O tratamento do cancer baseia-se na remocao cirargica dos tumores e
protocolos de quimioterapia e/ou tratamento radioterapico. Ainda existem diversos
tipos de cancer sem tratamento especifico além de uma estreita janela terapéutica
devido aos efeitos adversos, resisténcia farmacolégica e baixa seletividade dos
farmacos as células neoplasicas, o0 que eleva o risco de toxicidade advinda do
tratamento. Em estagios avancados da doenca, € comum a interrupcdo do
tratamento, pois os efeitos adversos da quimioterapia podem superar os beneficios e
0 aumento da sobrevida ndo é acompanhado pela melhora da qualidade de vida
(KAMB, 2005; COSTA-LOTUFO et al., 2010).

Assim, ha a necessidade por métodos alternativos, terapéuticas mais
eficientes e seletivas as células neoplasicas que atuem em diferentes alvos a fim de
compor melhores protocolos terapéuticos voltados ao tratamento do cancer
(DEMAIN; VAISHNAYV, 2010).
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2.1.1 Cancer de pele

O cancer de pele é o tipo mais frequente de neoplasia em todo o mundo
(DIEPGEN et al., 2012), € mais incidente na populacdo branca, com mais de um
milhdo de casos detectados a cada ano (SIMOES; SOUZA; PAIS, 2015). A
incidéncia de cancer de pele aumenta significativamente com a idade, refletindo,
possivelmente, a longa laténcia entre a exposicdo ao carcin6geno e 0
estabelecimento de cancer (D'ORAZIO et al.,, 2013). A estimativa para o ano de
2016 no Brasil é de aproximadamente 175 mil casos de cancer de pele ndo
melanoma e 5.670 mil casos de cancer de pele melanoma (INCA, 2015). Nos EUA
estima-se aproximadamente 87 mil novos casos de melanoma e 9.730 mortes por
esse tipo de cancer no ano de 2017 (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017).

Este tipo de cancer se apresenta basicamente sob duas formas: cancer de
pele melanoma (CPM) e cancer de pele ndo melanoma (CPNM). O CPNM é o tipo
mais incidente, enquanto o CPM apresenta baixa incidéncia, porém elevada
letalidade (INCA, 2015). O CPM € uma neoplasia maligna oriunda da proliferacéo
descontrolada dos melandcitos, que séo células dendriticas localizadas na camada
basal da epiderme. Teorias de progressdo tumoral mostram que o melanoma se
origina de melanécitos que sofreram hiperplasia e posteriormente displasia,
evoluindo para neoplasia (BRECHTBUHL, 2014). O CPM apresenta caracteristicas
especificas da lesédo (figura 2): assimetria, bordas irregulares, variacdo de cor e
didmetro aumentado (NCI, 2016).

O CPM é o mais agressivo tipo de cancer de pele e apresenta progndstico
ruim na fase metastatica. Quando diagnosticado no estagio inicial, o tratamento do
CPM é por remocao cirurgica do tumor, sem a necessidade de tratamento com
quimioterapicos (SIMOES; SOUZA; PAIS, 2015). No entanto, o CPM tem alto
potencial metastatico e em fases avancadas o0s tratamentos quimioterapicos
disponiveis, muitas vezes, ndo sao eficazes e a imunoterapia, embora seja
promissora, esta na fase inicial de desenvolvimento, portanto novos agentes
eficazes no tratamento do melanoma séo altamente necessario (DE AZEVEDO et
al., 2015)



20

Figura 2. Caracteriticas do céancer de pele melanoma. Fonte:

<https://www.cancer.gov/types/skin/hp/melanoma-treatment-pdg#cit/section_1.1>

A radiagdo ultravioleta (UV) A e B contribui para o desenvolvimento de
qualquer tipo de cancer de pele, dentre eles o melanoma; Cerca de 80% dos casos
de melanoma estdo associados a essa exposicao, principalmente em caucasianos
e/ou pele com multiplas sardas (CEBALLOS et al., 2014; INCA, 2015). Exposicdes a
poluentes, produtos quimicos, tabagismo, exposicdo a radia¢des UV artificiais (como
bronzeamento artificial), cor da pele e envelhecimento também séo fatores de risco
atribuiveis (SIMOES; SOUZA; PAIS, 2015). Além disso, historico familiar de
melanoma ou melanoma prévio também se relaciona com o aumento no risco de
desenvolver esse tipo de cancer (INCA, 2015).

O céancer de pele é detectado através de um exame na pele, realizado por um
profissional habilitado, onde manchas anormais sdo avaliadas quanto as
caracteristicas (cor, tamanho, forma ou textura) e se necessario sdo encaminhadas
para biopsia parte ou toda a lesédo de aspecto anormal € retirada e analisada por um
patologista (NCI, 2016).

Apbs o diagnostico, sdo realizados exames a fim de determinar o estagio da
doenca (0 — IV), sdo avaliados sinais da doenca, habitos de vida do paciente,
doencas pregressas e tratamentos realizados. Além disso, € realizado o
mapeamento de linfonodos e biopsia de linfonodo sentinela além de um exame de
imagem como tomografia computadorizada da regido do tronco, tomografia de
emissdo de positrons (PET scan) ou ressonancia magnética nuclear. Os resultados
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destes exames sao vistos em conjunto com os resultados da bidpsia de tumor para

descobrir o estagio do melanoma (NCI, 2017).
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Figura 3. Estagios 0, | e Il do melanoma. Adaptado de:

https://lwww.cancer.gov/types/skin/patient/melanoma-treatment-pdg#section/ 96

O estagio 0 (zero) é classificado como melanoma in situ, onde sao
encontrados melandécitos anormais na epiderme, podendo evoluir para um cancer e
se espalhar para o tecido normal proximo. Os estagios | e Il sdo subdivididos e
classificados de acordo com o tamanho e/ou presenca de ulceracao (figura 3). No
estagio Ill, o tumor pode ter qualquer espessura, com ou sem ulceracao e atingir um

ou mais ganglios linfaticos, enquanto que no estagio IV o cancer ja atingiu outras
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partes do corpo, como o cérebro, pulmao, figado, linfonodos, intestino delgado e
osso (Figura 4) (NCI, 2017).

Para tratamento do cancer de pele, o padrdo-ouro é a excisao cirurgica (NCI,
2016), nos EUA o protocolo utilizado € a excisdo com margens de 5 mm da leséo. A
radioterapia € pouco utilizada, classificada como uma terapéutica de segunda linha
se a cirurgia ndo for indicada (ERICKSON; MILLER, 2010). O tratamento com
interferon alfa pode ser indicado para pacientes com melanoma em estagio Il e lll
como terapia adjuvante, apesar de estar associado a elevada toxicidade. Na
auséncia de opc¢les cirurgicas, o tratamento sistémico € indicado, para alguns
pacientes metastaticos, a quimioterapia sistémica (dacarbazina, temozolomida ou
carboplatina / paclitaxel) continua a desempenhar um papel importante (SIMOES et

al., 2015).
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https://lwww.cancer.gov/types/skin/patient/melanoma-treatment-pdg#section/ 96



23

2.2 Apoptose

O processo de morte celular € vital para a manutengcdo de desenvolvimento
dos seres vivos. Apoptose foi um termo introduzido em 1972 para identificar um
modelo de morte celular envolvido na regulacdo do desenvolvimento embrionario e
da funcdo imunoldgica, na supressdo tumoral e na manutencdo da homeostase
(KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972; WALSH, 2014, LARSEN; SORENSEN, 2016).

As vias de morte celular mais conhecidas e estudadas s&o: autofagia,
apoptose e necrose (GALLUZZI et. al., 2012). Alteracbes na coordenacdo dessas
vias resultam em doencas, assim como a imortalizacdo das células e na
tumorigénese (BLANK; SHILOH, 2007).

A apoptose pode ocorrer por meio da ligacdo de receptor de morte (via do
receptor) na membrana plasméatica ou na mitocondria (via mitocondrial). A
externalizacdo de fosfatidilserina da membrana plasmatica permite a caracterizacao
da apoptose, além de ser um processo de morte celular que requer a ativacdo e a
execucao de uma série de moléculas reguladoras (HENRY, HOLLVILLE ; MARTIN,
2013). As células apoptéticas apresentam condensacdo do citoplasma,
condensacéo da cromatina, fragmentacéo nuclear e formacéo de corpos apoptoticos
(KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972; WYLLIE, 1997).

A apoptose esta intimamente relacionada aos tumores malignos, pois estes
exibem um perfil de resisténcia a morte celular. Essa resisténcia pode estar
relacionada acdo dos Inibidores da Apoptose (IAP), genes que podem estar
superexpressos em linhagens de células cancerigenas e tumores primarios
(SCHIMMER, 2004; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

No cancer, a proliferacdo celular é desregulada e a inibicdo do processo
apoptético é alterada, resultando no desenvolvimento tumoral. Portanto, descobertas
sobre a apoptose séo de extrema importancia na pesquisa para o tratamento dos
tumores. A possibilidade de ativar a morte celular programada em células com
divisdo anormal para que elas se autodestruam pode se tornar um tratamento efetivo
nos diversos tipos de cancer (BANFALVI, 2009).

A inducdo de morte por apoptose por meio de um sinal externo é um dos
focos na busca por novas terapias contra o cancer (BROKER; KRUYT; GIACCONE,
2005; FADEEL; ORRENIUS, 2005).
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2.2.1 Caspase

A denominacdo caspase refere-se a proteases aspartato-especificas
essenciais para a execucdo do processo apoptético (FERRARO-PEYRET et. al.,
2002). Essas enzimas sao sintetizadas como precursores inativos e encontram-se
no citoplasma, no espaco intermembrana mitocondrial e na matriz nuclear de todas
as células (NICHOLSON; THORNBERRY, 1997).

Os processos mediados por caspases geram moléculas de sinalizagdo que
participam dos mecanismos de apoptose e inflamacdo (MCILWAIN; BERGER, MAK,
2013). As caspases sinalizam a apoptose ao clivar substratos que contenham
residuos de aspartato, causando a condensacdo, fragmentacdo nuclear e a
externalizacao de fosfolipidios de membrana que irdo sinalizar para que as células
sejam fagocitadas por macrofagos (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).

As caspases sao classificadas por seus papéis desempenhados na apoptose
(caspase-2, -3, -6, -7, -8, -9 e -10) e na inflamacdo (Caspase-1, -4, -5, -12). No
processo de apoptose as caspases sdo divididas em caspases iniciadoras (caspase-
2, -8, -9 e -10) envolvidas na inicializacdo da morte celular, e em caspases efetoras
(caspase-3, -6 e -7) envolvidas na execucdo da morte celular (MCILWAIN; BERGER,
MAK, 2013).

As vias de sinalizacdo da apoptose podem ser iniciadas por meio da ligacao
de receptor de morte (via do receptor) na membrana plasmatica ou na mitocéndria
(via mitocondrial). O estimulo aos receptores de morte celular na superficie das
células transmitem sinais ao interior destas e ativa as caspases iniciadoras; YUAN,
2008). A via mitocondrial é induzida por danos celulares como dano ao DNA e
liberacdo de moléculas apoptéticas mitocondriais que levam a ativacao da caspase-
9 e regulacao das executoras (SAELENS et al., 2004).

2.3 Produtos naturais

Nas ultimas décadas, os produtos naturais tém desempenhado um papel de
lideranca no desenvolvimento de novos farmacos (GULLO et al., 2006; AMIRKIA,;
HEINRICH, 2015). Nesse contexto, moléculas bioativas extraidas de diversas fontes
naturais, isto é, plantas e microrganismos, sao relevantes no tratamento e prevencao
de doencas humanas (DEMAIN; VAISHNAYV, 2011).
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Na busca por produtos de fontes naturais, extratos, fracdes e moléculas tém
sido avaliados quanto a atividade bioldgica, e de fato novos principios ativos estao
sendo descobertos (ALVES et al., 2014). O desenvolvimento da biologia molecular e
dos métodos analiticos permitem avaliacdes estruturais mais detalhadas e criam
oportunidades valiosas para os estudos de produtos naturais (OLIVEIRA et al.,
2013). Pesquisas envolvendo expressdo génica, vias de sinalizacdo e alvos
moleculares de fitoquimicos visam identificar moléculas promissoras no tratamento
oncologico (BISHAYEE ; SETHI, 2016).

No século XX houve um avan¢o na pesquisa com produtos naturais, em
especial plantas e microrganismos (PINTO et al., 2002). Entre os anos de 1981 e
2010, do total de 1.073 novos medicamentos aprovados pelo FDA (Food and Drug
Administration) para diferentes tratamentos, 64% foram moléculas naturais,
derivadas ou sintetizadas com base em compostos naturais (NEWMAN; CRAGG,
2012). Na area da oncologia, diversas substancias foram descobertas e novos

farmacos foram introduzidos nos protocolos terapéuticos (Tabela 1).

Tabela 1. Produtos naturais ou farmacos derivados de plantas utilizados na terapia do
cancer.

Farmacos Fonte Alvo Molecular Indchaggo
terapéutica

Vimblastina, vincristina, Catharanthus Tubulina/

vindesina e vinorelbina  roseus Microtubulos Leucemia
linfoblastica aguda;
cancer de testiculo;
doenca de Hodking

Paclitaxel e docetaxel Taxus brevifolia ~ Tubulina/ Cancer de mama

Microtubulos

Podofilotoxina Podophyllum Topoisomerase Il Cancer de Pulmao,

Etoposideoeteniposideo peltatum ovario e testiculo;
Leucemia
Linfocitica Aguda

Camptotecina Camptotheca Topoisomerase | Cancer de colon

accuminata
Irinotecano
Topotecano

Fonte: COSTA-LOTUFO et al., 2010
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A reviséo publicada por Newman e Cragg em 2016, afirma que no tratamento
do cancer, até 2014, das 136 moléculas descobertas, aproximadamente 83% foram
provenientes de produtos naturais ou baseadas nestes. Os autores defendem que
0s produtos naturais possuem um papel dominante no desenvolvimento de farmacos
e que ainda ha um "tesouro de pequenas moléculas" na natureza para explorar,
particularmente nos ambientes marinhos e microbianos.

Estudos recentes avaliaram compostos de origem natural quanto a
capacidade quimiopreventiva e quimioterapica, os autores destacaram importancia
de compostos naturais tanto na prevencao e terapia do cancer (KALLIFATIDIS et
al.,2016; SYED et al., 2016). Algas, fungos, liqguens e plantas representam fontes
promissoras para pesquisas de novas moléculas bioativas (CRAGG; NEWMAN,
2005; SHRESTHA; CLAIR, 2013).

2.3.1 Liguens

Os liquens sao constituidos por uma associacado simbidtica de um fungo
(micobionte) com um parceiro fotossintético (fitobionte), geralmente alga ou
cianobactéria. Estima-se que ha aproximadamente 25.000 espécies de liquens (SRI-
INDRASUTDHI, 2005; CHAPMAN, 2009) e estdo amplamente distribuidos desde as
regibes polares as tropicais e das planicies as montanhas mais altas. Crescem em
ambientes de muita luminosidade, aridos ou em temperaturas extremas e séo
capazes de sobreviver em situacdes de estresse ecoldgico por meio de dessecacao
e interrupcdo da fotossintese (KOSUGI et al., 2009; SHUKLA et al., 2010).

Estes se desenvolvem sobre os mais variados substratos, sendo que muitos
ndo apresentam especificidade: existem espécies que somente se desenvolvem
sobre cortex de arvores, outras sobre folhas e outras sobre rochas alcalinas ou
acidas, necessitando ou ndo das caracteristicas fisicas como rugosidade,
porosidade, dureza, exposicao a luz. Ha outras, ainda, mais exigentes quanto ao pH
do substrato, presenca de particulas no ar, umidade, ventos e temperatura. Portanto,
a presenca de liguens nos mais variados habitats depende da disponibilidade de
fatores fisicos e climaticos que proporcionem as condi¢cbes necesséarias para que

estes se desenvolvam. Dessa forma, cada regido pode apresentar uma comunidade
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liqguénica com componentes especificos préprios em resposta as condicdes
ambientais (BRODO; AHMADJIAN; HALE, 1973).

A maior parte das substancias isoladas de liquens sdo compostos fendlicos
das classes do orcinol e B-orcinol; dibenzofuranos; depsideos; depsidonas; quinonas
e derivados do acido pulvinico (SHUKLA et al., 2010).

Os liqguens sao considerados fonte potencial de novos compostos
biologicamente ativos (CHAPMAN, 2009; STOJANOVIC et al., 2012; ZAMBARE;
CHRISTOPHER, 2012) e ja foram estudados quanto a atividade antibidtica,
antimicotica, antiviral, antitumoral, antioxidante, entre outras (MITROVIC et al.,
2011).

Os estudos com liquens realizados na Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul vém contribuindo para a descoberta de substancias quanto a sua estrutura e
diferentes  atividades biologicas: antioxidante (HONDA et al., 2015),
antimicobacteriana (HONDA et al., 2010, MICHELETTI et al., 2013), antimicrobiana
(GOMES et al., 2003, MICHELETTI et al., 2009; 2011) atividade sobre a enzima
tirosinase e artemia salina (Honda et al., 2016), antigenotoxica (GUTERRES et al.,
2017), citototoxica (GOMES et al., 2006; MICHELETTI et al., 2009; 2011; BRANDAO
et al., 2013)

Para os &cidos hipostitico e salazinico também ja foram atribuidas algumas

atividades biologicas (tabela 2)



Tabela 2. Atividades bioldgicas descritas para os acidos salazinico e hipostitico.

Substancia

Atividade Referéncias

Acido salazinico

Acido hipostitico

INGOLFSDOTTIR et al., 1998;
TURK et al., 2003:;
MICHELETTI et al., 2009;
HONDA et al, 2010;
SWATHI et al., 2010

Antimicrobiana

MANOJLOVIC et al., 2012;
VERMA; BEHERA; JOSHI, 2012;
DE PAZ et al., 2013
HONDA et al. 2015

Antioxidante

CORRECHE et al., 2002;
Antiproliferativa BURLANDO et al, 2009
MICHELETTI et al., 2009

Inibicdo da integrase do HIV-1 NEAMATI et al., 1997
Antigenotoxica GUTERRES et al. 2017
Antimicobacteriana HONDA et al., 2010

Antioxidante HONDA et al. 2015

28
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antiproliferativa dos é&cidos hipostitico e salazinco e efeito
antitumoral em melanoma experimental murino.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a atividade antiproliferativa in vitro dos acidos hipostitico e salazinico
nas linhagens celulares: B16-F10, MCF7, 786-0, PC-03, HT-29, HepG2, K562 e
atividade citotoxica em NIH/3T3;

Determinar a seletividade do &cido hipotistico e salazinico;

Avaliar a inducdo de apoptose em células B16-F10 por meio de alteracbes
morfologicas nas células apds tratamento com acidos salazinico e hipostitico;

Investigar a participagdo dos compostos na via das caspases por meio da
quantificacdo de células com caspase-3 ativada;

Avaliar a atividade antitumoral in vivo dos &cidos hipotistico e salazinico sobre
o melanoma B16-F10 em camundongos BALB/c;

Avaliar a toxicidade aguda dos 4&cidos hipostitico e salazinico em
camundongos Swiss.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material botanico

As depsidonas, &cidos hipostitico e salazinico (Figura 5), foram cedidas pela
Profa. Dra. Neli K. Honda do Laboratério de Pesquisa LP2 do Instituto de Quimica
(INQUI) da UFMS.

CH,OH
- ;Q;OH i ;%(_2/;

Acido hipostitico (AHIP) Acido salazinico (ASAL)

Figura 5 - Representacao das estruturas dos acidos hipostitico e salazinico

4.2 Avaliacao da atividade antiproliferativa in vitro

Foram utilizadas as seguintes linhagens de células neoplésicas: B16-F10
(ATCC - CRL-6475, melanoma murino), MCF7 (ATCC — HTB-22, carcinoma de
mama), 786-0 (ATCC - CRL-1932, carcinoma de rim), PC-03 (ATCC - CRL 1435,
carcinoma de prostata), HT-29 (ATCC HTB-38 carcinoma de cdlon), HepG2 (ATCC
HB-8065, carcinoma hepatocelular) e K562 (ATCC CCL-243, leucemia mieloide
cronica) doadas pelo Professor Dr. Jodo Ernesto de Carvalho Centro de Pesquisas
Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) UNICAMP. Também foi utilizada uma
linhagem de células normais, NIH/3T3 (ATCC-CRL 1658, fibroblasto murino)
adquirida do Banco de células do Rio de Janeiro para a determinacgéo do indice de
Seletividade (BEZIVIN et al., 2004; HOUGHTON et al., 2007).

As células, que estavam armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C), foram
descongeladas em banho-maria a 37°C e tranferidas para um tubo cénico de 15ml,

contendo 9 mL de meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) ou
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RPMI (Roswell Park Memorium Institute), ambos contendo os antibioticos Penicilina
e Estreptomicina (1%) e Soro Fetal Bovino (SFB) (10%). Este tubo foi centrifugado
por 4 minutos a 1000 rpm. ApOs, aspirou-se o0 sobrenadante e o pellet foi
ressuspendido em 5 mL de meio. A suspensao celular foi entdo, transferida para
frascos de cultura de 25 cm? e incubados a 37 °C em atmosfera Umida com 5% de
CO, até formacgdo da monocamada com aproximadamente 80% de confluéncia.

Para a obtencdo da quantidade necessaria de células para o experimento
foram realizados os repiques. Aspirou-se 0 meio de cultura, restando somente as
células aderidas no fundo do frasco. As células foram desprendidas com a adi¢éo de
se 0,5 ml de tripsina-EDTA (0,25% + EDTA 1 mM) em tampéao PBS, pH 7,4. O frasco
ficou em repouso na incubadora entre 1 a 4 minutos até o total desprendimento das
células. A suspensdo de células foi transferida para outro tubo cbnico de 15ml
contendo meio completo (meio, antibidticos e SFB a 10%), em um volume 3 vezes
maior do que aquele usado de tripsina a fim de neutralizar a mesma. O passo
seguinte foi a centrifugacdo por 4 minutos a 1000 rpm. No momento seguinte,
aspirou-se o sobrenadante, restando somente o pellet, que foi ressuspendido em
meio completo, sendo a suspensdo usada no processo de contagem celular. Para a
linhagem nédo aderente (K562), foi realizado o mesmo procedimento, sem a etapa de

adicao da tripsina.

4.2.1 Preparo das amostras-teste

Os compostos isolados foram, primeiramente, diluidos em Dimetilsulféxido
(DMSO) na concentragdo de 0,1 g/ml. Para adiciona-los nas células, foi realizada
diluicdo seriada em meio de cultura, sendo utilizadas as concentragdes de 0,25, 2,5,
25 e 250 pg/ml em triplicata (FIGUEIREDO et al., 2011). A maior concentracdo de

DMSO utilizada foi de 0,25%, o que nao altera a viabilidade celular.

4.2.2 Testes de citotoxicidade

4.2.2.1 Sulforrodamina B (SRB)

O método colorimétrico utilizado em células aderentes de tumores soélidos foi

o da sulforrodamina B (SRB) descrito por Skehan e colaboradores (1990).
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Apés a obtencdo da densidade celular adequada, elas foram desprendidas
dos frascos de manutencao (garrafas) por acédo da tripsina-EDTA (procedimento
inicial realizado da mesma forma descrita anteriormente para a manutencéao celular)
e transferidas para um tubo cénico com meio completo (em um volume trés vezes
maior do volume da tripsina) e centrifugado por 4 minutos a 1000 rpm.

Ao pellet foram adicionados 2 (dois) ml de meio de cultura e desta suspensao
retirou-se a aliquota para diluir em corante supra vital (azul de tripan 1:4) que
evidencia as células ndo viaveis, as quais foram excluidas da contagem. Nesta
etapa utilizou-se um contador manual (Camara de Neubauer) para a obtencdo da
densidade celular suficiente para realizacdo a inoculacdo de 7.500 células por
cavidade em uma placa teste de 96 pocos.

ApoOs a contagem celular, ocorreu o preparo da placa TO (Tempo Zero) e da
placa teste. A placa TO foi adicionado em triplicata a suspens&o celular de cada
linhagem e controle do experimento e normalizador de cor por ser método
colorimétrico (triplicata do meio de cultura). A TO foi entdo incubada e apos 24 horas
foi realizado o procedimento de coloracdo (metodologia descrita abaixo) por adicédo
de sulforrodamina B (SRB), um corante que possui afinidade pelas proteinas das
células (SKEHAN et al., 1990). A placa TO é utilizada como parametro do ponto
inicial do experimento, apds a leitura desta € possivel mensurar a densidade de
células viaveis no momento em que foi adicionado as amostras na placa teste. Na
placa Teste também foi adicionada a suspenséao celular, apds a incubacéo inicial de
24 horas foram adicionadas as amostras-teste em triplicata, nas concentracdes de
0,25 - 2,5 - 25 e 250 pg/mL, sendo esta placa novamente incubada por 48hs. A
placa teste continha ainda, o branco de cada concentracdo da amostra-teste, o
controle negativo (células mais 100 pL de meio) e controle positivo doxorrubicina
(0,025 - 0,25 - 2,5 e 25 ug/mL) como ilustrado na figura 6. Apos o periodo de
incubacéo (48h) foi realizado também o procedimento de coloracdo com SRB.

O procedimento de coloracdo é realizado da seguinte forma: O sobrenadante
das cavidades das placas foi aspirado, permanecendo apenas as células nas
cavidades. Adicionaram-se 100uL de &acido tricloroacético (TCA) 20% em cada
cavidade, a fim de desnaturar as proteinas de membrana e assim fixar essas células
a placa, e entdo, as placas mantidas em repouso por 30 minutos a 4 °C ao abrigo da
luz. Em seguida o sobrenadante foi descartado e as placas lavadas em agua

corrente e depois de secas, foram adicionadas 50uL de SRB (Sigma, USA) 0,1%
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diluido em &cido acético 1%. Novamente as placas foram mantidas em repouso por
30 minutos, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. No momento seguinte, as
placas séo lavadas 5 vezes com acido acético 1% para retirar 0 excesso de corante
livre. A seguir adiciona-se a placa seca 100 uL de tampao Trizma Base (10 mM, pH
10,5) (Sigma, USA), para que ocorra a solubilizacdo do corante ligado as proteinas
das células fixadas.
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Figura 6. Representacdo da placa de 96 pocos apés adicdo das amostras-teste e Doxorrubicina
(controle positivo).

4.2.2.2 Sal de Tetrazodlio (MTT)

O método colorimétrico utilizado em células ndo aderentes (K562) foi o do sal
de Tetrazolio (MTT) - {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio]}
(Sigma), que se baseia na medida do dano que a amostra-teste induz no
metabolismo celular de glicideos por meio da avaliagdo da atividade de enzimas
mitocondriais. A viabilidade mitocondrial, e consequentemente, a viabilidade celular,
foi quantificada pela reducdo do MTT (um sal de coloracdo amarela e solavel em
agua) a formazan (sal de coloracédo arroxeada e insolivel em agua) pela atividade
das enzimas (MOSMAN, 1983).

Primeiramente, foi preparada uma solucdo de MTT a uma concentragao de

5mg/ml por meio da diluicho do MTT em PBS estéril (pH 7,2). O procedimento
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realizado até a adicdo das amostras-teste na placa de 96 pocos foi 0 mesmo
descrito no item 4.2.2.1 e representado na figura 6. Vinte e quatro horas apés a
inoculacdo das células na placa de microcultivo, foi realizada leitura da placa TO
onde foram adicionados MTT (0,5 mg/ml) e incubadas por 4 horas, a 37°C. Em
seguida, foi aspirado o meio sobrenadante e entéo, adicionado o DMSO (P.A) para
solubilizacdo do MTT para posterior leitura da absorbancia.

Apoés 48 horas de exposicdo das amostras-teste nas mesmas concentracées
de 0,25 a 250 pg/ml foi realizada a leitura das placas testes adicionando-se o MTT.
As placas foram incubadas por 4 horas, a 37°C, apo0s esse periodo foi aspirado o
meio sobrenadante e adicionado DMSO para devida solubilizagdo. As placas ficaram
20 minutos sob agitacao até o momento da leitura.

Comum entre os dois métodos, como controle positivo utilizou-se a
Doxorrubicina (Libbs®) em concentracdes dez vezes menor (10x) de 0,025, 0,25,
2,5e 25 pg/ml. A leitura das absorbancias nos dois métodos foi feita no comprimento
de onda de 540nm em leitor de microplaca Molecular Devices SpectraMax 190°.

Foram obtidas leituras de absorbancias em triplicata; tempo zero (TO, inicio da
incubacao), e apds 48 horas tanto para o controle negativo (CN) quanto para a placa
contendo as amostras-teste (T) em cada uma das quatro concentracdes. A
porcentagem de crescimento celular (média e desvio padrdao) foi determinada
usando a equacdo 100 x [(T - TO) / C — T0]. Um efeito citostatico foi observado
quando T = TO, enquanto um efeito citocida ocorreu quando T <To (MONKS et.
al.1991). A concentracdo que inibiu 50% do crescimento celular (Glsg) foi
determinada por analise de regressdo nao linear em programa para graficos e
andlises de dados (Origin Versdo 6.0). Os experimentos foram realizados em
triplicata (n=3) na linhagem de células B16-F10 para a determinacdo da média e
desvio padrao da Glsp, nas demais linhagens celulares foi realizado um experimento

com concentragdes em triplicata.

4.2.3 Indice de Seletividade

O indice de seletividade (IS) corresponde a relacdo entre o valor da Glsp de
cada amostra-teste na linhagem de células normais NIH/3T3 e o valor da Gls, da
amostra-teste na linhagem de células neoplasicas (IS= Glsg 3T3 / Glso células
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neoplasicas). Foi considerado significativo um valor de IS maior ou igual a 2,0
(SUFFNESS; PEZZUTO, 1991), ou seja, este valor significa que o composto é duas

vezes mais ativo na linhagem de células neoplasicas do que em células normais.

4.3 Avaliacdo morfoldgica

O método de coloracdo pelo brometo de etideo/ laranja de acridina permite
diferenciar células viaveis daguelas em processo de morte celular por apoptose ou
necrose. As células viaveis apresentam coloracdo verde enquanto as apoptoticas
adquirem coloracdo alaranjada e as células necréticas, coram-se de vermelho
intenso (COHEN, 1993, MCGAHON et al., 1995).

A metodologia foi realizada como a descrita por McGahon et al. (1995).
Foram utilizadas células da linhagem B16-F10 distribuidas em placas de 96 pocos
na concentracdo de 7,5x10%células/ml (100 pL/poco) e incubadas por 24h e 48h com
as amostras-teste. O teste foi realizado com o &cido salazinico e acido hipostitico
nas concentracées de 0,25; 2,5; 25 e 250ug/ml. As suspensdes de células obtidas
foram transferidas para um microtubo de 1,5 ml e centrifugadas por 10 minutos a
1000 rpm. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 25
ML de solugdo tampédo PBS. Em seguida foi adicionado 1ul de solucdo aquosa de
laranja de acridina e brometo de etideo 1:1, ambos na concentragdo de 100ug/ml.
Foram transferidos 20uL da solugao final para uma lamina e cobertos por laminula.
A observacdo dos eventos celulares foi realizada em um microscépio de
fluorescéncia (Olympus BX41). A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. A

avaliagcdo morfolégica foi realizada em duplicata.

4.4 Quantificagcao de caspase-3 ativa

O ensaio foi realizado utilizando-se o PE Rabbit Anti-Active Caspase-3 (BD
Pharmingen). Este se liga covalentemente e irreversivelmente ao sitio ativo dessa

caspase ativada emitindo sinal de fluorescéncia detectado pelo canal FL-2.
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Inicialmente, 5x10° células B16F10 foram cultivadas em placas de 12 pocos e
tratadas com as concentragdes de 25 pg/ml de acido hipostitico e 190ug/ml de acido
salazinico (concentracdes capazes de inibir 100% o crescimento celular), por 24
horas. Em seguida as células foram transferidas para microtubos de 2,0ml,
centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas uma vez
com PBS gelado. Logo, foram ressuspensas em 300 uL de BD Cytofix/ Cytoperm 1x,
incubadas em gelo por 20 minutos. Centrifugou-se e aspirou-se o0 sobrenadante. Em
seguida as células foram lavadas duas vezes com BD Perm/Wash, transferidas para
uma placa de citometria de 96 pogos com 40 uL de BD Perm/Wash e foram
adicionados 10 pyL do anticorpo Rabbit Anti-Active Caspase-3. A placa foi mantida
por 30 minutos no gelo e no escuro, lavada duas vezes com BD Perm/Wash e
levada para leitura em citdmetro Accuri 6. Foram adquiridos 30.000 eventos e o teste

realizado em duplicata.

4.5 Toxicidade oral aguda

O teste de toxicidade aguda do acido salazinico e hipostitico, apds aprovagao
pelo CEUA — UFMS (protocolo n° 777/2016), foi realizado em camundongos Swiss
(Mus musculus), machos, com peso médio de 30 g 0s quais permaneceram por um
periodo de adaptacdo de 5 dias, sob condicdes ambientais controladas, sendo a
temperatura de 22 + 2°C, ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo racdo padréo
(NUVITAL® CR1) e 4gua & vontade.

A toxicidade aguda dos &cidos salazinico e hipostitico foi baseada na OECD
(Organization for Economic Co-operation and Development) — Guidelines 423
(OECD, 2001). O teste de toxicidade foi realizado em dois momentos, primeiramente
foi avaliada a toxicidade do &cido salazinico e depois do &cido hipostitico, sendo
mantidas as mesmas condi¢des em ambos os experimentos.

Para o teste de toxicidade aguda de cada composto (acidos salazinico e
hipostitico), os animais ficaram em jejum por 6h anteriormente & administracdo, com
acesso livre apenas a agua e foram distribuidos em grupos (n=3): o grupo controle
gue recebeu apenas o veiculo (solucéo salina com 5% DMSO) e os grupos tratados

com os acidos receberam doses de 50 e 300 mg/kg via oral, por via gavagem. A
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dose inicial testada foi de 50mg/kg, pelo fato de ndo possuir na literatura dados
sobre a toxicidade dos compostos. Nao havendo 6bito de animais nas primeiras 24
hora de exposicdo as doses iniciais, foi testada a dose de 2000 mg/kg. ApGs o
tratamento, os animais foram observados nos primeiros 30 minutos, 1h, 2h, 3h, 4h,
6h, 12h, 24h, e periodicamente durante 14 dias (OECD, 2001) quanto a funcéo
comportamental, motora e sensorial para acessar os potenciais efeitos neurotoxicos
a partir do “Screening” Hipocratico (analise comportamental sistematica).

O peso corporal dos animais foi verificado no dia da administracdo dos
compostos e no décimo quarto dia pés-administracdo, ainda no décimo quarto dia 0os
animais foram submetidos a eutanasia, em camara de CO.. O, figado e rins, de cada

animal dos grupos testes foram retirados e pesados.

4.6 Avaliacéo da atividade anticancer

4.6.1 Critérios éticos

Todos os procedimentos realizados com os animais foram submetidos e

aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul (UFMS) (Protocolo n°685/2015). Os experimentos foram

realizados no Laboratério de Farmacologia e Inflamacdo da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul. Os animais utilizados para a realizagdo dos experimentos foram

provenientes do Biotério Central da UFMS.

4.6.2 Protocolo experimental

4.6.2.1 Doses pré-estabelecidas

As doses do acido salazinico foram pré-estabelecidas por meio de um
experimento piloto, vinculado a um projeto de iniciacao cientifica (SOUZA, 2017).
Foram testadas via intraperitoneal as doses de 66,7, 133,4 e 200,1 mg/kg de &cido
salazinico, em camundongos BALB/c (n=5) previamente inoculados com célulasB16-

F10 e com desenvolvimento tumoral ja observado. Todos os animais do grupo
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tratados com a maior dose (200,1 mg/kg) vieram a Obito em menos de 24 horas
apos a administracdo do composto. Dois animais tratados com 133,4 mg/kg, vieram
a Obito dois dias apds o tratamento. Portanto decidiu-se reduzir as doses pela
metade no presente estudo.

Para o acido hipostitico ndo foi possivel a realizacdo de um experimento piloto
e nao foi encontrado na literatura nenhum parametro de toxicidade do mesmo.
Embora os compostos apresentem o mesmo nucleo estrutural, diferem entre si pela
diferenga de substituintes nas posi¢des 3,4 e 3’ o que confere diferencas em relagao
ao caréater lipofilico. O &cido hipostitico apresenta maior carater lipofilico (LogP =
2,95 + 0,76) com isso maior capacidade de ser absorvido do que o acido salazinico
(LogP = 1,41 £ 0,86). Ainda, o acido hipostitico apresentou moderada toxicidade em
células normais enquanto o acido salazinico foi inativo nas mesmas. Desta forma, as
doses do acido hipostitico foram definidas como metade da concentragcdo utilizada

para o acido salazinico.

4.6.3.2 Desenvolvimento do melanoma experimental murino

Foram utilizados 40 camundongos machos da linhagem BALB/c, pesando
entre 25-30g. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (dimenséao 40 x 35 x
17 cm), na quantidade de trés animais por gaiola, a temperatura de
aproximadamente 22°C + 2°C, com ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo racao
padrdo (NUVITAL® CR1) e &gua & vontade. Os mesmos foram aclimatados as
condicbes do laboratério durante cinco dias antes de serem utilizados
experimentalmente.

Para o desenvolvimento do nédulo hipodérmico, suspensfes de células B16-
F10 (1 x 10° células/0,2 ml PBS) foram inoculadas subcutaneamente na regi&o
interescapular dos camundongos.

O esquema de tratamento utilizado foi de dose unica/animal (intraperitoneal),
todas as amostras-teste foram solubilizadas em 0,2 ml de PBS com adi¢do de 5% de
DMSO. No 10° dia apés a inoculacdo das células os animais foram distribuidos em
grupos (n=5) e tratados conforme descrito a sequir:

I) PBS + 5%DMSO - controle negativo

[I) Doxorrubicina (2,0 mg/kg) — controle positivo
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l1I) Acido salazinico 33,3mg/kg
I\V) Acido salazinico 66,7mg/kg
V) Acido salazinico 100,0 mg/kg
VI) Acido hipostitico 16,7 mg/kg
VII) Acido hipostitico 33,3 mg/kg
VIII) Acido hipostitico 50,0 mg/kg

No 21° dia apés a inoculacdo das células (11 dias apds o tratamento), os
animais foram submetidos a eutanasia em camara de CO,. Apss, os ndédulos
formados na regido dorsal dos camundongos foram retirados e 0s seguintes
parametros foram avaliados: peso (g) e volume (mm?®);.Para a determinagéo da
massa tumoral os nédulos foram pesados em balanca analitica (5 casas decimais)
RADWAG®. Os diametros foram medidos utilizando-se paquimetro digital
SAGYMA® e o volume obtido por meio da férmula de Steel (Dxd%/2), onde D e d sdo
os diametros maiores e menores, respectivamente (GOMES NETO et al., 2002). A
partir disso, foi realizado o célculo para definicdo da taxa de inibicdo de crescimento
tumoral. Ainda, os animais foram pesados no dia 0 (dia da inoculacdo das células
B16-F10), no 10° dia (dia do tratamento) e 21°dia (eutanasia).

4.6.4 Avaliagdo histologica

ApoOs a eutanasia rins e figado foram retirados e fixados em formol tamponado
a 10% durante 24 horas. Em seguida, as amostras foram desidratadas em baterias
de alcool e xilol, incluidos em parafina, cortados em micrétomo com espessura de
5um. Os cortes foram corados por hematoxilina-eosina (HE). A avaliacao
histopatoldgica foi realizada no Laboratério de Histologia da UFMS.

A andlise foi baseada nas alteracbes morfoldgicas quanto a diversos
parametros, como esteatose, degenerac¢ao hidropica, degeneracéo hialina, infiltrado
leucocitario, fibrose, apoptose e necrose. Para cada parametro sera atribuido
escores (0 / ausente /Grau 0), (+ / leve / grau 01), (++ / moderada / grau 02) e (+++/
intensa / grau 03), determinando a intensidade da lesdo em cada area analisada.

Foram analisadas, ao acaso, 10 sec¢des de cada orgao e foi atribuido em cada area
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analisada o grau de lesdo encontrada, depois foi realizado uma média aritmética da

lesdo encontrada.

4.7 Analise dos dados

A porcentagem de crescimento celular obtida segundo Monks et al. (1991) foi
utilizada na elaboracdo de graficos por regressao nao linear para obtencédo da Glsg
em software de analise de dados Origin 6.0.

Os resultados de morfologia e caspase-3 (citometria de fluxo) foram
analisados utilizando o teste ANOVA de uma via com pos teste de Dunnet para
comparag¢ao com o controle.

Os resultados obtidos do volume e peso dos tumores no ensaio in vivo de
atividade anticancer foram expressos como meédia + erro padrdo da média e
comparados com 0s controles por meio da analise de variancia (ANOVA) seguidos
pelo pos-teste de Tukey. Os valores foram considerados significativos quando p <
0,05.

Para a avaliacdo das andlises histopatolégicas em escores, o0s valores foram
expressos em mediana e foi realizado o teste de Kruskall-Wallis para verificar se ha
diferenca entre os grupos e teste de Mann-Whitney para localizar onde estdo as
diferencas estatisticas. Foi considerado significativo quando p<0,05.

Na toxicidade oral aguda, aos dados obtidos aplicaram-se os testes de
analise de variancia (ANOVA) seguido de teste Tukey e teste T (Graph Pad Prism
5%). Considerou-se valores significativos para p < 0,05, com resultados expressos

pela média + erro padréo da média.
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5. RESULTADOS

5.1 Efeito antiproliferativo in vitro

A tabela 2 apresenta os valores de concentracdes capazes de inibir 50% do
crescimento celular (Glsp) expressos em pg/ml e uM e o indice de seletividade (1S),
qgue indica quantas vezes um composto é mais seletivo em uma célula neoplasica
em relacdo a normal, demonstrado o potencial uso deste composto em testes
clinicos. No presente trabalho, consideramos ativos os valores de Glsp < 250 pg/ml e
inativos valores de Glsg superiores a 250 pug/ml.

O &cido hipostitico apresentou valores de Glso variando de 0,82 a 26,96 pug/ml
enquanto que o &cido salazinico mostrou valores ativos de Gls, de 24,99 a 88,33
pug/ml (tabela 3). Os compostos avaliados apresentaram indice de seletividade maior
gue 2 para todas as linhagens, com excecao do acido salazinico para linhagem de
HepG2. As figuras 7 e 8 apresentam as curvas de crescimento celular nas linhagens
B16-F10, PC-03, MCF7, HT-29, HepG2, K562, 786, NIH/3T3, nas diferentes
concentracdes testadas para o &cido salazinico e hipostitico, respectivamente. Nas
curvas podem ser observados efeitos citostéatico e citocida.

Os pontos onde as curvas de crescimento tocam a linha que estima o valor
calculado de Glsg indicam o efeito citostatico e o efeito citocida equivale aos pontos
da curva abaixo do zero. O acido salazinico apresentou efeito citostatico préximo a
concentracédo de 25 pg/ml nas linhagens K562 (24,99 pg/ml), HT-29 (26,37ug/ml) e
B16-F10 (27,18 ug/ml) e efeito citocida na maior concentracdo (250 ug/ml) nas
linhagens B16-F10, 786-0, K562 e MCF7. O acido hipostitico apresentou efeito
citostatico em todas as concentracfes na linhagem HepG2 e efeito citocida na maior
concentracéo (250 pg/mL) em todas as outras linhagens.
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Tabela 3 — Valores de inibicdo de crescimento (Glsp)* e indice de seletividade (IS) dos &cidos hipostitico e salazinico e
doxorrubicina em linhagens HT-29 (carcinoma de coélon), 786-0 (carcinoma de rim), MCF7 (carcinoma de mama), HepG2
(carcinoma hepatocelular), PC-03 (carcinoma de prostata), B16-F10 (melanoma murino), K562 (leucemia mieloide crénica) e
NIH/3T3 (fibroblasto murino)

Linhagens celulares
Substancias HT-29 7860 MCF7  HepG2  PC-03 B16-F10 K562  NIH/3T3
Hg/ml 26,4 88,3 62,1 293,8 38,0 27,2 25,0 396,8
Acido salazinico HM 67,9 2275  160,0 756,7 97,8 78,6 64,4 1021,9
1S 15,0 4,5 6,4 1,3 10,4 14,6 15,9
Hg/ml 27,0 5,3 26,0 22,8 22,9 5,1 0,8 78,7
Acido hipostitico UM 72,4 14,2 69,8 61,4 61,5 13,8 2,2 211,4
IS 2,9 14,8 3,0 34 3.4 15,4 95,9
Hg/ml 0,2 0,03 0,02 0,2 0,02 0,02 2,3 1,6
Doxorrubicina HM 0,4 0,05 0,04 0,4 0,04 0,04 9,9 2,9
1S 6,6 33,6 63,2 6,6 63,2 63,2 0,7

*Concentragdo que inibe 50% do crescimento celular foi determinada por analise de regresséo ndo-linear utilizando Programa ORIGIN 6,0.
B significativos para valores maiores o iguais a 2,0 (SUFFNESS; PEZZUTO, 1991).
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Figura 7. Atividade antiproliferativa do acido salazinico frente a linhagens de células neoplasicas
expostas a diferentes concentragoes (0,25; 2,5; 25; 250ug/ml), durante 48h.

As menores Gls do acido hipostitico, portanto maior atividade, foram
0,82ug/ml (K562) e 5,3ug/ml (786), cujos valores de IS foram 14,85 e 95,95,

indicando alta seletividade para linhagens neoplasicas.
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Figura 8. Atividade antiproliferativa do acido hipostitico frente as linhagens de células neoplasicas
expostas a diferentes concentragdes (0,25; 2,5; 25; 250ug/ml), durante 48h.



% células apoptoticas

44
5.2 Efeito dos acidos hipostitico e salazinico sobre a morfologia das células

Uma vez que 0s compostos apresentaram efeito inibitério na viabilidade das
células B16-F10 e que foi proposto no projeto a realizacdo do modelo experimental
de melanoma murino (B16-F10), foi realizada a avaliagdo da morfologia destas
células tratadas com as substancias em estudo. Os resultados da contagem de
células apoptéticas obtidos no ensaio com brometo de etideo / laranja de acridina
estdo descritos na figura 9.

Além das doses apresentadas nos graficos, também foram testadas as doses
de 25ug/ml de doxorrubicina e 250ug/ml de acido salazinico e acido hipostitico, o
resultado ndo pode ser expresso no gréafico, pois tais concentracfes causaram morte
celular elevada, portanto foram observadas rarissimas células ou apenas restos

celulares no campo, impossibilitando a contagem.

100 1
90 B * " O Controle negativo
80 & — @ DOX 0,025 pg/ml
il ODOX 0,25 pg/ml
=] ODOX 2,5 pg/ml
Zg | . B ASAL 0,25 pg/ml
30 % % * mASAL 2,5 pug/ml
;o : OASAL 25 pg/ml
12 .ﬁ_ﬂ [I B AHIP 0,25 pg/ml

EAHIP 2,5 pg/ml
D AHIP 25 pg/ml

Apoptose/24h Apoptose/48h

Figura 9. Efeito dos acidos salazinico e hipostitico e doxorrubicina (0,025; 0,25; 2,5; 25 ug/ml) na
morfologia de células B16-F10 apés24h e 48h de incubagdo. CN: controle negativo, DX:
Doxorrubicina nas concentragdes 0,025; 0,25; 2,5; 25 pg/ml, ASAL: acido salazinico e AHIP: &cido
hipostitico, ambos nas concentra¢ces 0,25; 2,5; 25 pug/ml. Os valores representam a média * erro
padrdo da média.*p<0,01 (ANOVA, seguido de pos test Dunnet).



45

5.3 Efeito dos &cidos hipostitico e salazinico na ativacdo de caspase-3

Apés evidenciada a inducdo de apoptose pelos compostos, foi avaliado o
efeito destes na ativacdo da caspase-3 (Figura 10). Os &cidos hipostitico e
salazinico ndo promoveram aumento significativo (1,3 e 4,2%, respectivamente) de
caspase-3 ativada quando comparado ao controle negativo. As células tratadas com

doxorrubicina (controle positivo) apresentaram 44% de proteina caspase-3 ativa.
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Figura 10 - Analise por citometria de fluxo da presenca de caspase-3 ativa em células B16-F10

submetidas ou ndo a tratamento com os compostos testes. Os histogramas mostram a porcentagem
de caspase-3 ativadas em células ndo tratadas (A) e tratadas com doxorrubicina 0,25ug/ml (B), acido
salazinico 190ug/ml (C) e 25 ug/ml (D). (E) Gréfico de barras que compara a atividade da caspase-3
das células tratadas com as substancias teste a do controle. (ANOVA, seguida de teste de Dunnet).*
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5.5 Teste de Toxicidade Aguda dos &cidos hipostitico e salazinico

Os resultados das avaliagdes toxicologicas agudas evidenciaram ndo haver
sinais de toxicidade sistémica nos grupos tratados com acido hipostitico, assim como
nao houve morte de nenhum animal nas concentracfes de 50, 300 e 2000mg/kg.
Para a toxicidade aguda do &cido salazinico, a concentracdo de 2000 mg/kg foi
classificada como todxica, visto que ocorreu morte de dois animais (66,66%) em
menos de 24 horas e o animal que sobreviveu foi eutanasiado trés dias apos a
administracdo do composto, pois apresentou sinais de dor e sofrimento e de acordo

com a OECD (2001), nesses casos é indicado a eutanasia.

Foi observado ganho de peso em todos os grupos em relagdo ao peso final,
variando de 11,6 a 19,8% de ganho de peso corporal (Tabela 4). O peso dos 6rgaos
(figado e rins) dos grupos tratados com acido hipostitico (50, 300 e 2000mg/kg) e
salazinico (50 e 300 mg/kg) ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos
(figura 13). Ainda, nenhuma alteracéo relevante no teste Screening Hipocratico foi

observada, como alteracdo motora e/ou sensorial, neuroldgica.

Segundo os resultado obtidos, o acido salazinico apresentou maior toxicidade
comparado ao &cido hipostitico, sendo classificados de acordo com a OECD como
categoria 4 e 5, respectivamente, onde o grau 5 de classificacdo representa

compostos de toxicidade relativamente baixa.
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Tabela 4 - Evolugcdo da massa corpOrea e ganho ponderal, em camundongos
machos, nos grupos controle e grupos tratados com as doses Unicas de 50, 300
mg/kg de e acido salazinico e 50, 300 e 2000mg/kg de acido hipostitico, na

toxicidade oral aguda.

Grupos Parametros
exp((rarzlrnfn)tals Peso inicial Peso final Ganho de %
9'md (9) (9) peso
CONTROLE1 25,66+0,57 30,00+3,00 4.,33+2,02 14,4
ASAL 50 27,00+2,00 32,33+1,15 5,33+0,66 16,5
ASAL 300 29,00+2,00 36,00+3,00 7,00+0,57 19,4
CONTROLE 2 29,67+0,58 37,00+2,00 7,33+1,50 19,8
AHIP50 28,00+1,73 31,67+2,52 3,67+1,53 11,6
AHIP300 30,33+0,58 35,67+1,53 4.33+1,15 12,1
AHIP2000 29,67+0,58 34,67+0,58 5,00+1,00 14,4

Valores expressos como Média + erro padrdo (n = 3 animais em cada grupo).
Nao foram observadas diferencas estatisticas para o ganho de peso.
ASAL.: acido salazinico e AHIP: acido hipostitico

2,5
2 % O Controle negativo
— B AHIP 50 mg/Kg
oo
=3 @ AHIP 300 m
xg 15 g/Kg
8o O AHIP 2000mg/Kg
‘8 W ASAL 50 mg/Kg
]
g 1 @ ASAL 300 mg/Kg
0,5
o | M | | m ‘ol [l
Figado RimD RimE

Figura 11. Peso dos 6rgdos apos teste de toxicidade oral dos acidos hipostitico e salazinico. Os
valores representam média + erro padrdo da média. Nao foram observadas diferencas estatisticas no
peso dos orgdos. ASAL: &cido salazinico e AHIP: 4cido hipostitico

p<0,01
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5.4 Efeito dos acidos hipostitico e salazinico antitumoral in vivo

Para avaliar a relevancia biologica dos resultados in vitro, foi realizado o
estudo in vivo da acdo dos acidos salazinico e hipostitico sobre tumor de melanoma
B16-F10 em camundongos BALB/c. Os animais tratados com acido salazinico 66,7 e
100 mg/kg e acido hipostitico 50mg/kg apresentaram letargia nos primeiros 30
minutos apos receberem o tratamento, permanecendo assim até os 60 minutos. Os
animais do grupo controle negativo (PBS) apresentaram comportamento normal. O
delineamento experimental e imagens representativas de tumores excisados de

cada tratamento sdo mostradas na figura 12.

(a) . (b)

i lllllllll]l!ll'lllﬂ
001 2 3 4

> = Controle Pbs + 5% DMSO

‘ Il ) :|I|ll|l|H[lllllllll]lillllll”
001 2 3 4

Doxorrubicina2mg/Kg

N D11: Tratamento : 3si
D1: Inoculagdodas S R

\ com amostras remogao dos
F
celulasBIEFI0  testeecontrole  tumores | AL
positivo l | | I | I | l

loO1 2 3 4

Acido salazinico 33,3mg/Kg

[ II|II|I[HII'IIII|IIII|HII|
001 2 3 4

Acido hipostitico 16,7mg/Kg

Figura 12 - Acidos hipostitico e salazinico suprimem o crescimento tumoral de melanoma murino em
camundongos BALB/c. (a) Desenho experimental do modelo animal com melanoma B16F10. (b)
Imagens representativas de tumores de camundongos de cada grupo.

Os resultados obtidos evidenciam uma diminuicdo do peso e volume dos
nodulos dos animais tratados com &cido salazinico e hipostitico nas trés
concentracOes testadas comparados ao grupo controle (Figura 12). Observou-se

gue os grupos tratados com Doxorrubicina 2mg/kg (controle positivo), acido
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hipostitico 16,7 mg/kg e &cido salazinico 33,3 mg/kg causaram inibicdo significativa
no crescimento tumoral. No final do experimento, o volume tumoral médio foi
reduzido de 8,67 cm® no grupo controle negativo para 1,14, 2,77 e 3,95 cm® nos
grupos tratados com acido salazinico (33,3 mg/kg), acido hipostitico (16,7 mg/kg) e
doxorrubicina (2mg/kg), respectivamente, representando uma inibicdo no volume

tumoral de 88, 72 e 68%, respectivamente.

8,00
7,00
6,00 T
5,00
4,00 T T T
3,00 | *
2,00
1,00
0,00

Peso tumoral (g)

DOX 33,3 66,6 100,0 16,7 33,3 50,0
2 mg/Kg ASAL (mg/Kg) AHYP (mg/Kg)

Controle

12,00

10,00

8,00

6,00 T -[ T

4,00 i

*
2,00 ‘
0,00 : :

DOX 33,3 66,6 100,0 16,7 33,3 50,0
2 mg/Kg ASAL (mg/Kg) AHYP (mg/Kg)

Volume tumoral (cm?)

Controle

Figura 13. Efeito antitumoral do tratamento com acido hipostitico e salazinico em modelo
experimental murino. Efeito em relagdo ao peso (a) e volume (b) dos nddulos apds o tratamento com
doxorrubicina (DOX- 2mg/kg), acido salazinico (ASAL - 33,3, 66,7 e 100 mg/kg) e acido hipostitico
(AHIP - 16,7, 33,3 e50 mg/kg).Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da
meédia.*p<0,05(ANOVA, seguida de teste de Tukey).
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5.4.1 Efeito do tratamento com os acidos hipostitico e salazinico sobre o peso
do animais

Durante o ensaio in vivo, foi realizado avaliacdo do peso corpéreo dos
animais (Tabela 5). Ao comparar o peso inicial ao final, todos os grupos
apresentaram ganho de peso (p<0,05), variando de 8,6 a 17,0% de ganho de massa
ponderal. O peso final dos animais comparado entre 0S grupos experimentais nao

apresentou diferenca significativa.

Tabela 5 — Média do peso inicial e final dos animais dos grupos experimentais. Os
dados correspondem a média * desvio padréo.

Grupos Peso corporal(g) Ganho de massa ponderal
Inicial Final Média (g) Porcentagem (%)
Controle negativo 28 6+15  34.5+ 3,00 5,9 17,1
Controle positivo 28 6+0,9 32,6 +0,89 4,0 12,2
ASAL 33,3mg/kg  306+1,8 33,6+0,89 3,0 8,9
ASAL 66,7 mg/lkg 29,6+05 324%1,14 2,8 8,6
ASAL 100,0 mglkg 28.8+1,89 33,2+2,17 3,7 11,1
AHIP 16,7 mg/kg  276+1,8 31,0+1,22 4,2 13,5
AHIP 333mg/kg 296+29 336+1,82 4,0 11,9
AHIP50,0mglkg  292+22 352+0,84 6,0 17,0

N&o houve diferenca significativa entre os pesos finais dos grupos (ANOVA, seguida de teste de
Tukey)

5.4.3 Efeitos do tratamento com os acidos hipostitico e salazinico sobre a
andlise histopatoldgica do figado e rins

Foi observada degeneracdo hidropica (Tabela 6) de grau leve nos grupos
tratados com os acidos hipostitico (16,7; 33,3 e 50 mg/kg) e salazinico (100 mg/kg)
apresentando diferenca significativa (p< 0,05) comparado ao grupo controle
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negativo. N&o foram observadas alteracbes hepéticas em nenhum grupo
experimental. A figura 12 apresenta imagens da morfologia dos rins.

Tabela 6 - Resultados das analises em escore das avaliacdes histopatoldgicas do

figado e rim nos diferentes tratamentos.

Orgaos
DOX AHIP AHIP AHIP ASAL ASAL ASAL
CN 2,0 16,7 33,3 50,0 33,3 66,7 100,0
mg/kg mg/kg mg/kg mg/Kg mg/kg mg/kg mg/kg
Rim
Degeneracéo 2 2 4* 4* 4* 4 4 4*
Hidropica

Valores representados em medianas. * p< 0,05 em relacdo controle negativo.
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= = .

Figura 14 - Andlise histolégica dos rins dos grupos tratados, corados com hematoxilina-eosina.
Aumento de 40x e escala da barra: 25 ym. (A) grupo controle; (B) grupo doxorrubicina 2mg/kg; (C)
grupo acido hipostitico 16,6 mg/kg; (D) grupo &cido hipostitico33,3 mg/kg; (E) grupo acido hipostitico
50,0 mg/kg; (F) grupo &cido salazinico 33,3 mg/kg;(G) grupo &cido salazinico 66,6 mg/kg; (H) grupo
acido salazinico100,0 mg/kg.
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6 DISCUSSAO

A busca de novos agentes anticancerigenos provenientes de fontes naturais
tem sido uma alternativa diante da crescente resisténcia das células tumorais aos
tratamentos convencionais. As depisidonas sao bem caracterizadas por exibirem
vérias atividades biologicas, dentre elas agcdo anticancerigena (CARDILE et al.,
2017), porém poucas sao as informacdes na literatura sobre o efeito antiproliferativo
em especifico da depsidona, acido salazinico. Nossos resultados mostram o
potencial do acido salazinico na inibicdo do crescimento celular de K562, HT-29,
B16-F10 e PC-03 (Glsp 24,99 a 37,96 pg/ml, respectivamente), resultados
semelhantes ao encontrado por Manojlovi¢ et al. (2012) em células de melanoma
humano (FemX) e carcinoma de colén humano (LS174), (ICs 39,02 e 35,67 ug/ml,
respectivamente). Embora a concentragdo capaz de inibir 50% do crescimento
celular ndo seja tdo baixa, a seletividade é consideravel (baixo efeito citotdxico sobre
células normais), variando de 4,5 a 15,9 nas linhagens em que o composto foi ativo,
ja que a seletividade é um parametro importante a ser avaliado nas pesquisas que
visam o desenvolvimento de novos agentes anticancer. Os tratamentos atuais
muitas vezes apresentam altas taxas de morbidade e mortalidade associadas a
baixa especificidade celular, e por isso sédo citotoxicos para um grande numero de
células normais, além das neoplasicas (PETERS; BROWN, 2015). Correché et al.
(2004) relatou o efeito apoptético desse acido em culturas primarias de hepatécito
de rato. O &cido salazinico mostrou atividade pouco significativa sobre MM98
(malignant mesothelioma), A431 (vulvar carcinoma), Haca Tkeratinocytes, MDA-
MB435 (mama-humano), HCT-8 (célon-humano) e SF-295 (glioblastoma humano)
(BURLANDO et al. 2009, MICHELETTI et al. 2009). Com relacéo ao &acido hipostitico
nao foram encontrados estudos cientificos sobre o efeito antiproliferativo ou
antitumoral desse composto. Assim sendo, este é 0 primeiro registro da atividade
antiproliferativa do acido hipostitico sobre as células HT-29, 786-0, MCF7, HepG2,
PC-03, B16-F10, K562 e citotoxica em NIH/3T3. O acido hipostitico apresentou
atividade de inibicAo do crescimento celular em todas as células testadas com
valores de Glso de 2,2 a 72,4 UM com destaque para K562, B16-F10 e 786-0 (Gls
2,2,13,8 e 14,2 uM); além disso apresentou indice de seletividade superior a 2,0 nas

trés linhagens citadas (IS 95,95, 15,44 e 14,86, respectivamente).
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Esses compostos induzem a morte celular por apoptose com resultados
significativos em doses superiores a 25 pg/ml tanto em 24h como em 48h de
incubacédo. Foi observado que quanto maior a dose, maior efeito apoptotico, ja na
dose de 250 pg/ml ambos os compostos apresentaram efeito citocida. Esses
resultados corroboram com outros estudos que demonstraram que substancias
derivadas de liquens, da classe dos depsidios e depsidonas, induzem apoptose em
células neoplasicas (RUSSO et al. 2008, 2012; BACKOROVA et al. 2011). Os
principais componentes do processo de apoptose sdo os membros da familia das
caspases (proteases citosélicas aspartato especificas) (PHILCHENKOV, 2004),
sendo que a caspase-3 é a que € frequentemente ativada no processo de apoptose
via extrinseca e intrinseca caspase-dependente (PORTER; JANICKE, 1999). Os
acidos hipostitico e salazinico ndo ativaram a casapse-3, mas ha outras duas
caspases executoras que também levam a apoptose, que sdo as caspases-6 e -7,
além disso existe a via de apoptose intrinseca caspase-independente que ocorre
por meio de fatores indutores de apoptose (AIF) e endonuclease G (GALLUZZI et
al., 2012; DASGUPTA et al., 2016).

Em estudos in vivo, hA uma ampla variedade de modelos dentre os quais se
incluem mutagdes génicas, interacdes proteina-proteina, sensibilidade a compostos
farmacoldgicos, imunoterapia e os processos de invasdo de metastases, dentre
outros (CULP et al., 2006; TALMADGE et al., 2007). Como a toxicidade oral aguda
tem por objetivo a classificacdo de substancias de acordo com o seu potencial de
letalidade ou toxicidade, os resultados obtidos para os acidos hipostitico e salazinico
sdo dados relevantes para futuras pesquisas com modelos experimentais in vivo, ja
gue os composto se enquadram em categorias de baixa e moderada toxicidade,
respectivamente.

O modelo de melanoma murino apresenta boa similaridade com a
neoplasia humana e possibilita avaliar inUmeras vias envolvidas na instalagéo e
progressao tumoral (VAN DYKE; JACKS, 2002). Nesse estudo, os acidos hipostitico
e salazinico foram capazes de inibir a tumorigénese, ambos apresentaram
resultados estatisticamente iguais, nas menores doses, ao farmaco padrao
(Doxorrubicina).

Ao se analisar resultados de estudos in vivo deve-se levar em consideracao
nao apenas interacdo farmaco-receptor, mas outros fatores como a composi¢cao do

microambiente tumoral, pois este exerce segundo um papel crucial no
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desenvolvimento tumoral (HANAHAN; WEINBERG, 2000). O recrutamento de
células, como macréfagos, granuldcitos e linfécitos, producdo de Oxido nitrico e a
ativacdo de efetores imunes, como fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas e
cininas podem ora estimular uma efetiva resposta antitumoral, ora favorecer o
crescimento e a disseminacédo tumoral pela promoc¢ao da angiogénese (WILSON;
BALKWILL, 2002; BISACCHI et al. 2003). Segundo Sun et al. (2011) as células de
melanoma B16-F10 produzem niveis mais elevados TDSFs (tumor-derived soluble
factors), incluindo IL-10 (Interleucina-10), fator transformador do crescimento beta 1
(TGF-b1l) e fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), que suprimem o
sistema imune.

Portanto, neste estudo, os tratamentos com as maiores doses dos acidos
hipostitico e salazinico administradas podem ter inibido fatores responséaveis pela
acao antitumoral e/ou estimulado fatores de promog¢é&o da tumorigénese.

Na anadlise histopatolégica apenas foi verificado leve grau de degeneracao
hidropica também conhecida como degeneracdo vacuolar, por ser a primeira
manifestacdo de quase todas as formas de dano celular e uma alteracao reversivel
ndo-letal (KUMAR, ASTER; ABBAS, 2015), é possivel afirmar que os tratamentos
com 0s compostos nas doses testadas ndo causam dano renal significativo.

Analisados em conjunto, os resultados demonstram que os acidos hipostitico
e salazinico apresentam efeito anticancer in vitro e in vivo e podem servir como

potenciais agentes anticancer.
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7 CONCLUSOES

Os acidos hipostitico e salazinico foram ativos em todas as linhagens
testadas, com excecédo na linhagem de carcinoma hepatocelular (HepG2) para o
acido salazinico. Ambos 0s compostos ndo apresentaram citotoxiciade em células
normais (NIH/3T3).

Tanto o acido hipostitico como o salazinico foram seletivos em todas as
linhagens, com excecao na linhagem de carcinoma hepatocelular (HepG2) para o
acido salazinico.

Os compostos induziram significativa apoptose em células B16-F10 na
concentracdo de 25 pg/ml e na concentracdo de 250 pg/ml apresentam efeito
citocida.

Ambos o0s compostos induziram a apoptose das células B16-F10
independente da ativacdo da caspsase-3.

Os &cidos hipostitico e salazinico apresentaram efeito antitumoral em modelo
experimental de melanoma murino, com resultados estatisticamente semelhantes
ao farmaco padrao Doxorrubicina.

O A&cido salazinico apresentou moderada toxicidade enquanto o acido
hipostitico baixa toxicidade.

Portanto, os resultados encontrados neste trabalho indicam que os &cidos
hipostitico e salazinico apresentam potencial anticancerigeno, porém outros estudos
sdo necessarios para uma melhor compreensdo dos mecanismos de acao desses

compostos.
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