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Resumo

O papel crucial exercido por sistemas que controlam o pH celular tem sido
revelado por estudos seminais que tém descrito relacdes diretas entre
mudancas no balanco acidificacdo/alcalinizagdo do microambiente celular e
tecidual, com o desenvolvimento de vérias patologias, inclusive do céancer.
Trabalhos publicados em meados do século XX por Otto Warburg ja relatavam
gue o microambiente tumoral era mais acido do que o de tecidos normais,
devido ao aumento do fluxo glicolitico com consequente geracdo de acido
latico. Atualmente, j& € bem estabelecido que tal acidificacédo leva ao aumento
na transcricao de fatores de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e de
interleucinas, intensificando a expressdo de catepsinas e metaloproteases,
podendo levar também ao aumento da atividade do Fator Nuclear Kappa B
(NF-kB), desencadeando a migracédo de vesiculas secretOrias para a periferia
celular e a exocitose de seus produtos. As V-ATPases presentes nestas
vesiculas e na membrana plasmatica das células tumorais, possuem potencial
para exercer um controle fino da acidificacédo e alcalinizacdo de microdominios
nas membranas celulares, no citoplasma e no meio extracelular e. O
envolvimento destas H'-ATPases com diferentes rotas de sinalizagdo, como a
de HIF, mTOR e TGF-B,e nas interagbes com o0 sistema imune no
microambiente tumoral, tem sido relatado como elemento chave integrante de
processos como a quimiorresisténcia, grau da malignidade, migracao, invasao
e proliferacdo. Nesta tese, a inibicdo dessas bombas ibnicas € evidenciada
como opcado no combate ao cancer, por meio da validacdo do potencial
guimioterapico de terpenoides e indbis derivados de plantas. Evidéncias
bioquimicas e celulares demonstram que monoterpenos o mirtenal, o acido
indolacético (AlA) e complexos derivados destas moléculas, podem levar a
inducdo de morte celular programada e atenuacao da proliferacdo e metastase
de células tumorais de melanoma e leucemia. Os resultados obtidos abrem
novas vias para a pesquisa de produtos naturais e derivados sintéticas capazes
de seletivamente inibir as V-ATPases de células tumorais, e assim, impedir a
condicdo acida e os disturbios bioenergéticos que levam a tumorigénese e
metastase em diferentes tipos de canceres. O mecanismo de acado proposto
também fornece bases bioquimicas e moleculares para ampliar nossa
compreensao da reprogramacao metabdlica envolvida na inducéo e progressao
tumoral.

Palavras Chaves: Acidificacdo tumoral, Oncologia Molecular, Fitoterapicos.



Abstract

A crucial role played by the main systems that control the cell pH has emerged
from seminal studies that revealed direct relationships between transitions of
acidification and alkalinization in cell and tissue microenvironments with
development of various pathologies, including cancers. More than 50 years ago
Warburg reported that the tumor microenvironment would be more acidic than
normal tissues due to a increased glycolytic flow along with the lactic acid
generation. It is now well-known that this acidification leads to increased
transcription of vascular endothelial growth factors (VEGF) and interleukins,
intensifying the expression of cathepsins and metalloproteases, and may also
lead to increase the Nuclear Factor Kappa B (NF-kB) activity, triggering a
migration of secretory vesicles to the cell periphery and the exocytosis of their
contents. V-ATPases are proton pumps present in the membrane of these
vesicles and also in tumor cell plasma membranes, which play a fine control of
the pHs of extracellular and cytoplasmic microdomains, respectively. The
involvement of these H*-ATPases with different signaling pathways, such as
that triggered by HIF, mTOR and TGF-B, and their functional interactions with
the tumor microenvironment immune system has been reported to be part of
chemoresistance, malignancy, migration, invasion and proliferation. In this work,
it was demonstrated that the inhibition of these proton pumps by plant-derived
monoterpenes and indoles, more specifically by mirtenal and Auxins, and some
derived complexes, can cause melanoma and leukemia cells death and
attenuate their proliferation and metastasis. The results obtained in this work
open new avenues for the natural product research as a base to the
development of new synthetic drugs directed to selectively inhibiting tumor V-
ATPases, and thus, preventing the bioenergetic reprogramming that leads to
tumor cell proliferation and metastasis in different types of cancer. The
proposed mechanism of action also provides biochemical and molecular basis
to broaden our understanding of the metabolic reprogramming of the tumor

induction and progress.

Keywords: Tumorigenesis, anticancer molecular targets, herbal medicines.



1. INTRODUCAO GERAL
1.1 Céancer

No ambito da patologia, o cancer compreende um conjunto de mais de uma
centena de doencas que tém em comum o crescimento desordenado de
células malignas, ou seja, que apresentam alteracbes genéticas que lhes
conferem a capacidade de se proliferar e invadir outros 6rgaos e tecidos
(metastases). As células cancerigenas possuem caracteristicas proprias que as
diferem das células sadias do tecido original, pois as alteracdes genéticas
pelas quais passaram resultam na perda da identidade tecidual e prejudicam o
funcionamento harmdnico do tecido, 6rgdo e organismo afetados (Kumar et al.,
2005).

Quando uma massa tumoral apresenta células que se dividem
lentamente sem apresentar potencial invasivo, isto é indicativo da formacao
dos chamados tumores benignos, os que ndo produzem metastases e sao
altamente diferenciados, apresentando escassa mitose, raramente produzindo
riscos a saude (Domingo et al., 2008). Por outro lado, os tumores malignos
apresentam células que se dividem desordenadamente e devido a sua baixa
diferenciacao, adquirem a capacidade de se proliferar indefinidamente e migrar
para varios 6rgaos levando a formacédo de metastases (Bacac & Stamenkpvic,
2008). Os canceres se classificam em trés grupos: os de mucosas e células
epiteliais sdo denominados carcinomas, os de tecidos conjuntivos, Como 0Sso0s,
musculos ou cartilagens sdo os sarcomas e o0 terceiro grupo de canceres sao

os de tecido sanguineo, conhecidos como leucemias (Kumar et al., 2005).

O envelhecimento naturalmente leva ao acumulo de mutacdes no
genoma das células, o que aumentam a suscetibilidade a transformacéo
maligna. Mas dentre os casos registrados cerca de 80 a 90% podem ser
associados a exposicdo a fatores ambientais mutagénicos, tais como o fumo,
radiacdo solar e outras fontes de radiacdo ionizantes, e alguns virus
oncogénicos. Porém, o surgimento de um céancer também depende da
intensidade e duracdo da exposicdo das células aos agentes causadores
(Sober et al., 2001; Sondak et al., 2004).



Segundo a organizacdo mundial de saude (OMS/WHO) o namero de
mortes por cancer no mundo deve aumentar 45% até 2030, em 2018 o numero
de mortes foi de 9,6 milh6es em 2030 esse numero deve chegar 11,5 milhdes
(WHO, 2020). No Brasil, segundo o INCA, em 2020 surgiram 429.990 novos
casos de cancer no Brasil sendo 225.980 e homens e 223.110 40 em mulheres.

1.2. Quimiorresisténcia

Apesar dos avangos no tratamento contra o cancer a resisténcia aos
agentes quimioterapicos continua como uma das principais razdes para a falha
no tratamento em pacientes com céancer. A resisténcia a multiplas drogas € o
principal mecanismo que leva a aquisicdo do fendtipo multirresistente através
da expressdao de transportadores de efluxo de moléculas com baixa
seletividade, tais como a glicoproteina P (Pgp) codificada pelo gene MDR1 de
membrana plasmatica, pertencente a familia das proteinas associadas a
resisténcia a multiplas drogas (MDR; Multidrug-resistance-associated protein,

ou simplesmente, Multidrug resistance proteins) (Pérez - Sayans et al, 2010).

As glicoproteinas P (Pgp) assim como todas as MDR pertencem a
superfamilia de transportadores ABC (ATP-binding cassette transporters).
Estas proteinas transportadoras comportam-se como bombas, catalisando o
transporte ativo (dependente da hidrolise de ATP) para o meio extracelular, de
moléculas exdgenas de forma inespecifica, permitindo as células tumorais
evitar os efeitos toxicos de varias drogas terapéuticas. A expressao de
diferentes niveis de Pgp tem sido correlacionada com o grau e resisténcia a
drogas tumoral, sendo baixos niveis encontrados em células pouco resistentes.
Glicoproteinas P também sdo encontradas em tecidos saudaveis, com 0s
maiores niveis encontrados nas glandulas suprarrenais, rins, mucosa intestinal
e figado, sugerindo que estas glicoproteinas estdo envolvidas na
desintoxicacdo e transporte de moléculas lipofilicas (Pérez-Sayans et al.,
2010).

Outras moléculas também sdo apontadas como responsaveis pela
resisténcia a multiplas drogas, incluindo a glutationa S-transferase-p e a DNA

topoisomerase |l. Entretanto, mesmo a a¢do destas moléculas, em conjunto,
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ainda ndo exaurem totalmente os diferentes mecanismos necessarios para
explicar o complexo fenémeno de resisténcia a multiplas drogas expressa pela

maioria dos tumores.

1.3. Alvos moleculares na terapia anticancer

Diversas abordagens moleculares estdo em continua investigacdo
produzindo informagdes seminais sobre novos alvos mais seletivos, capazes
de prover uma atuacdo mais precisa dos agentes antitumorais, visando
minimizar possiveis efeitos colaterais e danos as células sadias. Informacdes
fornecidas por marcadores moleculares e andlises histolégicas podem
possibilitar a distincAo de amostras com maior ou menor potencial de
agressividade tumoral, ou seja, se relacionam com o progndstico. Elementos
como EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), KRAS (Kirsten rat sarcoma
virus), BRAF, TP53, HER2, EML4-ALK (Echinoderm microtubule-associated
protein-like4/Anaplastic lymphoma kinase), MET, RE (receptor de estrogeno) e
RP (receptor de progesterona) estdo entre as alteracdes moleculares mais
conhecidas, e com comprovada aplicabilidade prognéstica (Chimenti et al.,
2011).

A partir do trabalho seminal de Martinez-Zaguilan e colaboradores (1993),
descrevendo pela primeira vez a expressao diferencial de V-ATPases na
membrana plasmatica nas células tumorais, a investigacdo da desregulacao do
pH intra e extracelular, passou a merecer crescente atencdo na pesquisa das
bases moleculares da reprogramacao metabodlica oncolégica. A desregulacéo
do pH é uma caracteristica adaptativa da maioria dos tipos de cancer,
independentemente da sua origem genética ou tecidual. Um pH intracelular
neutro/levemente alcalino € permissivo a proliferacdo celular e evasdo da
apoptose e de outros tipos de morte celular programada. A diminuicdo do pH
extracelular favorece a evasdo da resposta imune contra o tumor, promove o
remodelamento da matriz extracelular e estimula proteases ativadas por acido,
facilitando a invasdo e disseminacdo das células tumorais (Chimenti et al.,
2011).

11



1.4.Estrutura e Funcionamento da V-ATPase

As V-ATPases sdo complexos proteicos compostos por pelo menos 13
polipeptideos diferentes organizados em dois dominios, além de proteinas
acessorias funcionais na montagem e estabilidade estrutural da holoenzima. O
dominio Vo, é o dominio transmembranar responsavel pela translocacédo de
prétons. E constituido por seis subunidades diferentes — designadas a, d, e, c,
¢’ ¢” (eucariotos superiores ndo possuem subunidade c‘). Estas proteinas (c, ¢/,
c’) sao altamente hidrofébicas, e formam um anel inserido na membrana
plasmatica. A translocacdo de protons € feita pela rotacdo deste anel
proteolipidico, do qual também participa diretamente a subunidade ‘a’, a qual
possui em sua configuracéo estrutural terciaria, dois hemi-canais por onde séo
transportados os prétons (Forgac, 2007). O dominio V1 € o mais periférico e
esta localizado na face citoplasmatica da membrana. Este é responsavel pela
hidrolise de ATP, sendo composto por 8 subunidades (A, B, C, D, E, F, G, H),
algumas das quais presentes repetidamente na holoenzima. Trimeros das
subunidades A e B interagem estruturalmente de forma alternada formando um
arranjo hexameérico, dominio no qual se encontram os trés sitios cataliticos da
enzima, onde ocorre a catélise da hidrdlise de ATP em ADP e Pi (Forgac,
2007).

12



EG1 EG2 EG3

Figura 1. Estrutura da V-ATPase. O complexo da (V-) ATPase vacuolar é composto por um dominio
periférico, responsavel pela hidrélise de ATP (V1); e um dominio integral de membrana (VO0) que esta
envolvido na translocacéo de protes através da membrana. (Adaptado de McGuire, 2017)

Na V-ATPase, a maioria de suas subunidades constituintes formam
elementos de suporte, estabilizacdo e conexao, ligando os dois dominios V; e
Vo. Tal qual descrito originalmente para as F-ATPases, as V-ATPases também
tém sido descritas como ‘nanomotores moleculares’. O suporte central
constituido pelas subunidades d, D e F se estruturam funcionalmente como um
eixo de rotor, que acopla a energia libertada da hidrolise de ATP no dominio
catalitico V; a rotacdo de componentes do dominio V,. O suporte periférico,
formado pelas subunidades C, E, G, H e dominio N-terminal da subunidade a,
tem como funcéo prevenir a rotacdo do complexo formado pelas subunidades
A e B durante o funcionamento da bomba, servindo desta forma como “stator”.
As subunidades componentes do “stator” n&o s6 estabilizam todo o complexo
durante o processo de rotacdo como também participam de forma determinante
na regulacao da V-ATPase (McGuire, 2017).

13



O transporte de protons através da V-ATPase é feito através de um
mecanismo energizado pela hidrolise de ATP no dominio catalitico da enzima
AsB3, onde mudancgas conformacionais induzidas na subunidade A, gera uma
forca de torque rotacional (FIG. 2). Assim, quando os protons entram no
complexo Vo através de um dos hemi-canais na subunidade a, ocorre a
protonacdo de sitios de ligacdo existentes no anel proteolipidico composto
pelas subunidades ¢, ¢’ e ¢”’. A medida que o torque produzido em A rotaciona
o complexo D, F, d, que compde o eixo que integra Vi com V,, as mudancgas
conformacionais induzidas pela hidrélise de ATP se propagam para o complexo
a, ¢, ¢ e ¢’ que compde o canal de H' cuja integracdo de suas préprias
dindmicas moleculares induzidas por estas mudancas conformacionais criam
um movimento rotacional em todo o complexo do dominio Vo transmembranar,
e este gira, criando uma sequéncia de mudancas conformacionais nos
dominios protonados do rotor, fazendo com que o0s protons atravessem a
bicamada lipidica ao completar uma volta completa no canal e regressar a

subunidade a, mas desta vez ao hemi-canal de saida (Cipriano et al., 2008).

2HE

Citoplasma

Lamen ou espago extracelular

Figura 2. Mecanismo rotacional de translocacdo de protons da V-ATPase. A hidrélise de ATP
provoca alteragcdes conformacionais nas subunidades A do dominio V1, que gera a rotacdo do
rotor. Entretanto, os protons entram no complexo VO através de um dos hemi-canais na
subunidade a, ligando-se a um dos locais de ligagao existentes no anel proteolipido e saindo para
0 lumen ou espago extracelular através do segundo hemi-canal (Adaptado de Cipriano et al.,

2008).
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V-ATPases podem estar presentes tanto nas membranas de
compartimentos intracelulares como na membrana plasmatica (Hinton et al.,
2009). No primeiro caso, estas membranas delimitam as cisternas e vesiculas
do Complexo de Golgi, vesiculas endossomais, lisossomais, vacuolos (no caso
de células vegetais e flngicas) e vesiculas secretoras. Com tdo ampla
distribuicdo, as V-ATPases participam em todos 0s passos do caminho
secretério de proteinas e do trafego vesicular vital para o metabolismo da
célula, exercendo papéis fundamentais desde a formacdo de endossomos
precoces, a acidificacdo de endossomos tardios e lisossomais, até a formacao
e funcdo dos autofagossomos. Este sistema primario de transporte iénico
exerce func¢des fundamentais também na membrana plasméatica ao participar
da geracdo e controle de potenciais de membrana, tendo a capacidade de
energizar processos de transporte secundarios acoplados, funcionando assim
na importagdo e/ou exportagdo de varias moléculas e ions. As V-ATPases
estdo naturalmente presentes na membrana plasmatica de alguns tipos
celulares (figura 4), como nos hepatécitos (Stone et al., 1989), macréfagos
(Swallow et al., 1990), osteoclastos (Vaananen et. al., 1990), células epiteliais
(Turrini et al., 1989), células parientais (Vaananen et. al., 1990), células
secretoras do trato urinario, células intercaladas do ducto coletor renal, e
membranas apicais do intestino médio de insetos (Macguire, 2017). A V-
ATPase também é fundamental na regulacéo do pH citoplasmatico das células,
por exemplo, no equilibrio do processo de manutencédo do esqueleto 6sseo e
no armazenamento do esperma no epididimo e vaso deferente. Nas células
tumorais esta diretamente relacionada na manutencao do pH acido extracelular
e também na migracdo das células durante a angiogénese e a invasdo das

células tumorais (Mcguire, 2017).
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2. Capitulo I: Mecanismo de Acdo de Monoterpenos Inibidores de
Sistemas Transdutores de Energia na Contencdo do Processo de
Metéstase

2.1.Introducéo

2.1.1. Melanoma

O Instituto Nacional do Céancer (INCA) estimou que para cada ano do
triénio 2020/2022 sejam diagnosticados no Brasil 8459 casos de céancer de pele
tipo melanoma (4200 em homens e 4250 em mulheres). Esses valores
correspondem ha um risco estimado de 4,03 novos casos a cada 100 mil

homens e 3,94 para cada 100 mil mulheres.

A quebra da homeostase do melandcito € considerada a base para o
desenvolvimento e progressdao do melanoma. Os melandcitos sdo células
dendriticas originarias da crista neural, que migram durante o desenvolvimento
embrionario para a epiderme e cuja principal funcéo é a sintese e transferéncia
dos granulos de melanina para os queratindcitos circunvizinhos (Slominski et
al.,, 1995). O melanoma surge entdo, quando os melandcitos tornam-se
malignos, sendo denominado cutaneo quando se originam da pele, ou
intraocular (ou ocular) quando se origina nos olhos (GBM, 2012). Inicia-se
como uma lesdo escura que aumenta de tamanho em extenséo, apresentando
caracteristicas de facil reconhecimento como Assimetria, Bordas irregulares,
Coloracdo variada, e Diametro maior que 6 milimetros (sistema diagnéstico
ABCD do melanoma). Podem ocorrer modificacbes como dor, coceira,
regressao (desaparecimento de parte ou total), manchas ou pontos escuros ao
redor da regido, sangramento e pequena ferida na superficie, (Domingues,
2018).

Devido a alta capacidade de invasdo e metastase, a deteccéo precoce €
essencial para o tratamento, pois melanomas primarios sdo amplamente
curaveis atraves de remocdo cirurgica, enquanto o tratamento da doenca

avancada tem uma probabilidade de cura menor que 5% (Kieran et al., 2008).
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Atualmente, o tratamento contra melanomas, inclui radioterapia e quimioterapia
de controle hormonal quando diagnosticados precocemente, todavia, em
estagios avancados, o tratamento passa a ser somente paliativo e as drogas
mais usadas séo Ipilimumab, vemurafenib e cisplatina (INCA, 2015).

2.1.2. Oleos Essenciais

Oleos essenciais de extratos vegetais tém sido usados para uma grande
variedade de propdsitos estéticos, alimentares e medicinais durante milhares
de anos (Jones, 1996). Estes efeitos variam desde o uso de jacaranda e cedro
na perfumaria, ou na aromatizacdo de bebidas com lim&o, erva-doce ou 6leo
de bagas de zimbro (Lawless, 1995), bem como a aplicacéo de 6leo de capim-
liméo para a preservacao de graos e outros géneros alimentares armazenados
(Mishra & Dubey, 1994). Em particular, a atividade antimicrobiana de 0leos de
extratos vegetais e seus principios ativos tem fundamentado suas multiplas
aplicacoes, incluindo o uso extensivo de extratos brutos ou processados na
conservacdo de alimentos, sintese produtos farmacéuticos, medicina

alternativa e terapias naturais (Lis-Balchin & Deans, 1997).

Na maioria dos casos 0s 0leos essenciais tém uma composi¢ao quimica
bastante complexa, contendo varios tipos de carboidratos, alcoois, éteres,
aldeidos e cetonas, 0s quais sao responsaveis pelas propriedades
organolépticas e farmacoldgicas de plantas aromaticas e medicinais. Mas
muitos constituintes de Oleos essenciais sdo metabdlitos secundarios vestigiais,
como os fenilpropandides e terpendides, usualmente presentes em diminutas
concentragbes, no entanto, por vezes Sao estes 0S que apresentam as
principais funcdes medicinais e organoléptica. Dentre estes, merece destaque
os terpenos, moléculas volateis com a faixa do ponto de ebulicdo de 140 - 180
°C, dotados de efeitos farmacoldgicos que incluem propriedades anti-
inflamatorias, antioxidantes (e.g., Golan et al., 2014) e anticarcinogénicas (e.g.,
Brandao et. al.,, 2010; Matsuo et al., 2011; Martins et al.,, 2019; Jang et al.,
2019). Todavia, poucos tém sido amplamente aceitos e incorporados aos
protocolos quimioterapicos anticancer padrdes, como os diterpenos, Docetaxel

e Paclitaxel, utilizados no tratamento do cancer de mama, ovario e pulmao; e
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no tratamento do cancer de bexiga, esdfago e pulméo, respectivamente
(Brandao et. al., 2010).

A classificagdo dos terpenos se baseia no numero de unidades
isoprenicas: monoterpenos (C10, 2 unidades), sesquiterpenos (C15, 3
unidades), diterpenos (C20, 4 unidades), sesterpenos (C25, 5 unidades),
triterpenos (C30, 6 unidades) e tetraterpenos (C40, 8 unidades) sendo os
monoterpenos e sesquiterpenos os terpenos mais frequentes em 6leos volateis
(Simoes & Spitzer, 2003). Além, dos diterpenos supracitados, tém sido
crescentemente reconhecido o potencial quimioterapico dos monoterpenos,
nos ultimos anos varios monoterpenos utilizados na industria alimenticia e de
cosméticos, por suas propriedades organolépticas, passaram a ser alvos de
estudos dedicados a reproposi¢ao farmacoldgica, estratégia em que se explora
drogas existentes e ja aprovadas para uso humano, e redireciona-las para o
desenvolvimento de novos tratamentos de doencas emergentes ou resistentes

aos tratamentos convencionais (Sleire et al., 2017).

2.1.3. Mirtenal

Com poucos relatos na literatura, o mirtenal, um monoterpeno oxigenado
biciclico, teve sua primeira acdo anticancer descrita em 2010 por Imelouane e
colaboradores, os quais estudaram o0s principais componentes de oOoleo
essencial extraido da Lavandula dentata, e observaram que células tumorais
de Glioma humano, U373 MG, séo sensiveis aos efeitos citotoxicos desse
extrato, sugerindo o mirtenal como um dos principais principios ativos. Martins
(2011), descreveu o mirtenal como um potente inibidor de bombas de H*, e
resultados in vitro demonstraram até 80 % de inibicdo das bombas de proétons.
desde entdo, nosso grupo vem investigando o potencial do mirtenal como
inibidor de bombas de H*, e avancando em testes in vivo do mirtenal no

combate ao melanoma.
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Figura 3. Representacéo da estrutura quimica do monoterpeno mirtenal.

Associacoes entre alteracdes de temperatura e doenca séo relatadas
desde os primeiros registros na historia da civilizagdo humana. Em 1500 a.C. ja
existiam descri¢cdes de processos febris e inflamatérios. Hipdcrates, no ano de
460 a.C., descreveu a importancia da avaliagéo térmica de diversas partes do
corpo humano (Andrade Filho, 1999). Na medicina moderna, é consenso que
um incremento de temperatura em determinado tecido pode representar a
presenca de processos inflamatorios ou infecciosos, enquanto uma diminui¢ao

da temperatura tecidual pode indicar a existéncia de processos isquémicos.

A termografia, ou imagem gerada pelo calor, surgiu durante a Segunda
Guerra Mundial com o aperfeicoamento dos filmes infravermelhos (com
sensibilidade a comprimentos de onda abaixo do espectro visivel). Apds o
término da guerra iniciou-se a utilizacdo desta tecnologia com outras
finalidades. A termografia é considerada uma analise ndo invasiva e nao
destrutiva de sensoriamento remoto, que se baseia na deteccédo da radiacéo
térmica emitida por todos os corpos de temperatura ndo nula. Embora seja
pouco utilizada no Brasil, em paises da América do Norte a termografia vem
encontrando largo emprego na area médica. Os primeiros trabalhos realizados
foram na area de oncologia, quando foram observados tumores mamarios
humanos revelados por meio de registros termagraficos de aumento na

temperatura de pele (Christiansen & Gerow, 1990).

Para a geracdo de imagens Videotermométricas de Campo Aberto em
Tempo-Real (VCATR) foi utilizada a estacdo MART (Metabolic Activity in Real-
Time), um equipamento desenvolvido pela médica Paula Cabral (Instituto

Galzu), que possibilita com precisdo observar micro nédulos que apresentam
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temperatura diferenciada. O metabolismo tumoral diferenciado tende a liberar
calor e consequentemente é detectado pelo equipamento, cujo potencial de
analise tem sido validado e aprimorado sob a orientacdo do professor André
Laceda (LSA/CCTA/UENF) em colaboragcdo com o nosso grupo de pesquisa
(LBCT/CBB/UENF).

2.2. Justificativa

O cancer consiste num dos maiores problemas de salde publica do
mundo. Dentre os canceres mais mortais melanoma se destaca como um dos
tipos de tumores mais invasivos e de dificil controle (Costa et al., 2018). A
pesquisa por metodologias terapéuticas inovadoras, economicamente viaveis e
com a menor carga possivel de efeitos colaterais, sobre o metabolismo das

células saudaveis se reveste de grande interesse social, cientifico e tecnologico

De acordo com dados prévios produzidos por nosso grupo de pesquisa
(Martins et al., 2018), o mirtenal se mostrou efetivo na inibicdo das V-ATPases
de células tumorais, principalmente melanoma, levando a resultados
bioquimicos e fisiopatolégicos que sugerem um grande potencial para
desenvolvimento de novas tratamentos terapéuticos anticancer, justificando o
aprofundamento dos estudos sobre o uso deste monoterpeno em combinacéo
com quimioterapicos ja usados contra o0 melanoma e disponiveis no mercado.
Uma outra proposta bastante atrativa diz respeito a sintese de derivados deste
monoterpeno em conjugacdo com metais, visando a potencializacdo das
propriedades anticarcinogénicas e antimetastaticas previamente descritas para

0 mirtenal e outros monoterpenos estruturalmente correlacionados.
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2.3. Objetivo Geral

e Estudar o metabolismo tumoral e sua relagdo com o potencial
guimioterapico do monoterpeno mirtenal em conjunto com drogas ja
usadas no mercado, e comparando tais atividades com a de novas
moléculas conjugadas com metais sintetizadas a partir deste

monoterpeno.

2.3.1. Objetivos Especificos

o Avaliar as diferencas de efetividade de tratamentos conjuntos do

mirtenal com cisplatina in vitro e in vivo;

o Verificar as alteracbes metabdlicas termogénicas via 0 uso da
plataforma MART, de forma a identificar as diferentes areas de
um tumor e analisar a atividade das bombas de protons, levando

em conta seus papeis no metabolismo tumoral,

21



2.4.Materiais e Métodos

2.4.1. Terpenos

O monoterpeno mirtenal (1R)-2-Pinen-10-al,(1R)-6,6-Dimethylbicyclo
[3.1.1]hept-2-en-2-carboxaldehyde) de formula molecular CLOH140, foi obtido
comercialmente (Sigma Aldricht), e diluido em DMSO a 0.97% e PBS
resultando nas concentragdes finais de 10 mg/kg, 15 mg/kg, 20 mg/kg e 50
mg/kg.

2.4.2. Cultura de Células

As células B16F10, de melanoma murino muito metastatica, foram
adquiridas do Banco Células do Rio de Janeiro (BCRJ), criado e mantido pelo
Prof. Radovan Borojevic, da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).
As culturas foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB,

em garrafas de cultura de 25cm®a 37°C com 5% de CO, e umidade controlada.

2.4.3. Inducédo de Metéastase

Células B16-F10, foram retiradas da garrafa, com tripsina, centrifugadas
e ressuspenssas de modo a ajustar a concentracdo de 5 x 10° células por 0,1
mL. Foram usados camundongos C57BL/6 para a indu¢cdo com 8 semanas de
idade, os camundongos foram divididos em grupos com 7 animais cada de
modo a se obter 3 grupos: camundongos sem tratamento, camundongos
tratados com DMSO e camundongos tratados com mirtenal. As linhagens de
células tumorais foram entdo aplicadas nos camundongos por duas vias
diferentes de maneira a se induzir dois tipos diferentes de metastase em

diferentes grupos, metastase pulmonar e metastase nos linfonodos.
Para observar metastase pulmonar, foram aplicadas 5x10° células em

uma das veias da calda do camundongo. Para induzir metastases nos

linfonodos as células foram aplicadas na parte superior da orelha.
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Figura 4: Esquema ilustrando os modelos de inducé@o de metastase.

Os tratamentos foram realizados a partir do primeiro dia de inoculagéo
das cobaias com as células tumorais, para inducédo da metastase, aplicando-se
0 quimioterapico (mirtenal) ou s6 de sua solugcéo solvente (controle), por meio
de injecdo via intraperitoneal, com reforcos a cada 72 horas, durante 21 dias

apos a inducao da metastase pulmonar e dos linfonodos.
2.4.4. Controle do peso corporal

O peso corporeo foi acompanhado individualmente, a cada 3 dias, com o
auxilio de balanca de precisdo, como um dos parametros usados para se
comparar os aspectos clinicos relacionados com a eficiéncia do tratamento. Os
valores obtidos foram utilizados na construcdo da curva de ganho de peso
corporal, e todo tratamento grafico dos dados fora desenvolvido no software
GraphPadPrism 5.0.
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2.4.5. Parametros bioquimicos do plasma

Amostras de sangue foram coletadas no final dos 21 dias de tratamento
dos camundongos. A coleta foi feita por puncdo cardiaca, as amostras foram
entdo encaminhadas para andlise bioquimica automatizada, por meio da
plataforma analitica VitrosR 950 Chemistry System (Laboratério Plinio Bacelar).
Foram dosadas, alanina transaminase (ALT) e aspartatotransaminase (AST), e
ureia e creatinina a fim de avaliar possiveis alteracdes no quadro clinico
decorrente da inducdo da metastase e/ou do tratamento com Mirtenal. Os
valores obtidos foram compilados em graficos de barras, com os dados de
cada parametro emparelhados lado a lado para prover maior clareza nas

analises comparativas da evolucgéo clinica geral de cada cobaia.

2.4.6. Analises histolégicas

Os animais foram acompanhados durante 21 dias ap0s a inducdo da
metastase pulmonar e dos linfonodos e sacrificados seguindo todas os
procedimentos padrdes, aprovados pela Comissdo de Uso de Animais de
Laboratério da UENF. Durante a necropsia, foram retirados, rim, figado e
coracao e pulmao para verificar alteracdes histopatologicas. Os 6rgaos foram
fixados em formol 10% posteriormente foram clivados, desidratados em série
crescentes de etanol (70%, 80%, 90% e 100%), clarificados em xilol,
impregnados e incluidos em parafina e as secbes foram entdo montadas e
coroadas com hematoxilina e eosina. As amostras foram entdo observadas no

microscopio Zeiss Axioplan e fotografadas no sistema Axiovsion.

2.4.7. Fracionamento celular e purificacdo das membranas

Tumores retirados dos camundongos foram macerados e centrifugados
por 5 minutos a 1200 rpm, para posterior retirada do meio DMEM e aplicacdo
do tampéo de lavagem com 10 mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA, 1 mM PMSF e
3 mM benzamidina em pH 7,4. Posteriormente, foram centrifugados seguindo
uma sequéncia de lavagem com o tampéao de lavagem repetida duas vezes em
centrifuga refrigerada a 500 rpm por 5 minutos a 4°C, coletando-se o
precipitado e descartando-se o sobrenadante. O precipitado foi entéo

hY

homogeneizado em Poter (Figura 11) e o homogenato submetido & nova
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centrifugagéo de lavagem a 500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi entdo
coletado e centrifugado em micro-ultracentrifuga a 10.000 x g por 10 minutos a
4°C, para isolar a fragdo mitocondrial. O sobrenadante resultante é entéo
centrifugado a 100.000 x g para isolar a fragdo microssomal, a qual precipita a
esta velocidade de centrifugacdo e foi homogeneizada em tampao de
ressuspensao contendo 250 mM de sacarose, 1 mM EGTA e 50 mM de Tris-
HCl em pH 7,2. A fracdo microssomal foi entdo depositada cuidadosamente no
topo de um gradiente descontinuo de sacarose (46% e 25% sacarose, 1 mM
EGTA e 50 mM de Tris-HCI em pH 7,2) e submetida a centrifugacao a 100.000
x g por 30 minutos a 4°C, sendo coletada a fragdo que constitui uma banda que
acumula na interface entre as duas concentragdes do gradiente de sacarose,
constituindo a fracdo enriquecida com vesiculas oriundas da membrana
plasmatica. Esta fracdo foi entdo centrifugada novamente a 100.000 x g por 30
minutos em tampéao de ressuspensdo e as membranas celulares purificadas,
foram usadas imediatamente em analises funcionais de transporte de H*, ou

congeladas em N3 liquido e armazenadas a —70°C, para analises posteriores.

2.4.8. Dosagens de Proteina

A fracdo de vesiculas purificadas teve o seu conteudo de proteinas totais
dosado pelo método de Bradford (1976). A solucdo de Bradford foi
confeccionada com 100 mg de Coomassie Brilliant Blue, 50 mL de etanol sobre
agitacdo durante 1 hora, e depois foram adicionados 100 mL de acido
ortofosférico e o volume foi completado para 1000 mL de H,O destilada, a
solucdo foi entdo filtrada em papel filtro 4 vezes. A curva padrdo foi obtida
utilizando solucdo de BSA 1mg/mL diluida a concentracdes variando de 2 a 18
Mg, completando o volume para 100 uL de H,O ultra pura e adicionando 900 pL
da solucédo de Bradford. As amostras (10 uL) foram colocadas em 90 pL de
H,O Milique e 900 uL de Bradford, apds 15 minutos foi feita a leitura a 595 nm

no espectrofotdmetro.
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2.4.9. Atividade de hidrélise de ATP da V-ATPase

Para mensurar a atividade enzimatica das bombas de H* de cada um
dos tumores retirados da orelha dos camundongos (B16F10) foram utilizadas
as fracbes de membrana plasmatica das V-ATPases. Para tal, o meio de
reacdo basico continha: Hepes-Tris 10 mM (ph7,0 para plasmalema ou 8,0
para mitocondrias), MgSO, 1 mM, Molibidato de sédio 0,2 mM e ATP 1 mM;
levado ao volume final com adi¢éo da apropriada quantidade de H,O ultra-pura
para cada condicdo de ensaio. Para a revelagcédo da atividade da V-ATPase foi
usado inibidor especifico (Nitrato 50 mM), além dos monoterpeno e Mirtenal
nas seguintes concentracdes: 50 uM; 100 uM; 200 uM. A reacéao foi disparada
com a adicdo de cada fracdo de membranas (plasmalema ou mitocondria; na
concentracdo de 0,030 mg/mL de proteina) e parada apds 0 e 30 minutos de
tempo de incubacéo, pela retirada de aliquotas que foram imediatamente
transferidas para tubos de ensaio contendo TCA a 5 %, mantidos em gelo.
Para revelar o fosfato liberado pela hidrolise de ATP, usou-se o método
classico de Fiske e Subbarow (1925), molibidato de aménio e acido ascorbico e

leitura em leitor de Elisa a 750 nm (Adaptado de Summer et al., 1995).

2.4.10. Analises Termomeétricas

Para a geracdo de imagens videotermomeétricas de campo aberto em
tempo-real foi utilizada uma estacdo MART (Metabolic Activity in Real-Time),
composta de uma ilha de trabalho computadorizada, acoplada a uma camara
geradora de imagem, sensivel a comprimentos de onda na faixa do
infravermelho, e conectada através de uma lanca ajustavel a distancia,
permitindo posiciona-la sobre a mesa cirurgica, a alturas ajustaveis do corpo do
paciente (no casos as cobaias utilizadas neste estudo), de forma a melhor
enquadrar o campo de avaliacdo sem comprometer o campo cirdrgico. As
imagens coletadas pela estacdo MART séo ajustadas in loco pelo operador do
equipamento, o qual processa, devolve e grava as imagens dinamicas, em

tempo real, durante a cirurgia.
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Os tecidos removidos foram devidamente identificados e direcionados
para o diagnostico histopatolégico e para analises bioquimicas

complementares da atividade das bombas de prétons.

2.4.11. Andlise Estatistica

As analises estatisticas foram feitas paras os testes de controle de peso
e de atividade da V-ATPase, por meio do programa Graph Pad Prism verséo
5.0. O teste estatistico utilizado foi o método de comparagédo multipla de Tukey

(tukey’s multiple comparison test, one-way ANOVA).
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2.5.Resultados
2.5.1. Tratamento com mirtenal conjugado a cisplatina

A fim de expandir o potencial da acdo antimetastatica previamente
descrita para o mirtenal (Martins et al., 2019), analisamos se este monoterpeno
poderia ser usado como adjuvante em tratamentos terapéuticos classicos. Para
tanto, foram realizadas anélises de MTT de tratamentos conjugando mirtenal
juntamente com cisplatina, em interacbes com diferentes linhagens celulares
tumorais. O mirtenal potencializou a agao anticancer da cisplatina em cerca de
50%.

Concentracao de cisplatina necessaria para atingir o IC50 em células B16F10 pré-tratadas com Mirtenal

Mirtenal Cisplatina (uM)
Concentragoes

Pré-tratamento (M) 24h 48h 72h
102,0 54,0 43,0
92,0 66,4 47,0
95,0 58,0 40,0
58,0 34,0 17,0
Oh 15 52,0 36,0 14,0
45,0 28,0 <10
24h 15 46,0 26,0 <10
<11
21,0 15,0 <10
48h 15 25,0 17,0 <10

Tabela 1: Toxicidade do mirtenal sobre a linhagem de melanoma murino B16F10.  Aplicada a concentracdo de
151 M (previamente descrita como ndo tdxica a linhagens ndo tumorais) em interacdo com diferentes
concentracdes de cisplatina em cada grupo para a verificacdo do ICso.

2.5.2. Inducéo de Metéastase nos Linfonodos

Os camundongos foram divididos em 4 grupos de 5 animais cada, em todos
foram induzidas metastases nos linfonodos com células de melanoma murino
B16F10. O grupo controle ndo recebeu nenhum tipo de tratamento; a outro
grupo fora administrado somente uma solugdo aquosa de DMSO, na mesma

concentragdo usada para dissolver o mirtenal; a outro grupo fora administrado
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somente o mirtenal; e ao ultimo grupo foi dado o tratamento conjugado mirtenal
e cisplatina. Todos os tratamentos foram iniciados a partir do dia da inducéo
metastase, sendo administrado refor¢o a cada 3 dias. Apés 21 dias da inducéo,
foi feita a necropsia e a retirada dos linfonodos e dos tumores primarios
formados na &rea de aplicacao na orelha. Na Figura 6A, observa-se metastase
no linfonodo de um camundongo pertencente ao grupo que nao recebeu
nenhum tratamento, em 6B um exemplo de linfonodo de um dos camundongos
gue recebeu somente a solugédo controle de DMSO, em 6C vemos o efeito
caracteristico promovido em camundongos tratados com mirtenal, e em 6D o
resultado obtido em camundongos tratados com ambos, mirtenal e cisplatina,

com significativa diminuicdo do crescimento tumoral formado nos linfonodos.
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Figura 5: Metastase nos linfonodos; em A grupo controle, camundongo que nao recebeu tratamento; em B
camundongo pertencente ao grupo tratado com DMSO; em C camundongo tratado com mirtenal, em D
Camundongo tratado com mirtenal e cisplatina.

2.5.3. Volume Tumoral

Ao longo do tratamento foram acompanhados parametros de crescimento
tumoral, e ao final do tratamento os animais foram sacrificados e os tumores
pesados e a area total calculada. Nos Camundongos nos quais foram
administrados ambos os farmacos (tratamento conjugado mirtenal + cisplatina),
observou-se uma diminui¢do de 50% do volume tumoral quando comparado ao
tratamento unicamente com mirtenal, e de cerca de 75% quando comparado

com o grupo tratado sé com cisplatina.
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Figura 6 - Volume tumoral: Circulos fechados, grupo controle, camundongos que nao receberam
tratamento algum; tridngulos invertidos, camundongos pertencentes ao grupo tratado com cisplatina;
tridngulos regulares mostram dados de camundongos tratado com mirtenal, e losangos apresentam
dados de camundongos tratados com a conjugacao de mirtenal e cisplatina.

2.5.4. Andlise Termométrica

Para a geracdo de imagens Videotermométricas de Campo Aberto em
Tempo-Real foi utilizada a estacdo MART (Metabolic Activity in Real-time;
sistema desenvolvido pelo Instituto Galzu; testado no presente trabalho de
tese, em colaboracdo com a Dra. Paula Cabral e o Dr. André Lacerda na
Unidade de Experimentacdo Animal, UEA-UENF). A camera de captura de
imagens, sensivel ao infravermelho, no sistema MART encontra-se presa a um
braco articulado que a posiciona sobre o campo cirargico, deixando espaco
livre para o fluxo normal dos procedimentos cirargicos, dispondo de um sistema
operador que processa e devolve imagens em tempo real, durante a cirurgia.
Foi possivel observar diferencas de temperatura nas regides afetadas pela
inducdo tumoral em camundongos tratados e ndo tratados, onde verificou-se
decréscimos de mais de 1 °C de entre tumores de camundongos que
receberam o tratamento em relacdo a tumores de camundongos controle
(Figura 8A) nao tratados com mirtenal. Tal diferenca de temperatura indica uma
gueda no metabolismo tumoral que se refletiu em grande reducdo do volume

dos tumores de animais que receberam o tratamento com mirtenal (Figura 8B).
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Figura 7 - Analise calorimétrica (MART) e morfométrica de tumores induzidos: (A)
Camundongo tratado com mirtenal (100 uM; animal da porcao inferior da fig.) comparado a um néo
tratado (animal da porcdo superior da fig.), tendo seus tumores visualizados e digitalizados pelo
sistema MART e no quadro ao lado os dados com tratamento estatistico obtido através do
software;(B) Tumores cirurgicamente retirados dos respectivos camundongos para analises
morfomeétricas.

2.5.5. Atividade das bombas de Prétons dos tumores.

O procedimento de isolamento e purificagcdo das membranas celulares dos
tumores induzidos na orelha dos camundongos foi realizado por fracionamento
celular, como descrito em materiais e métodos, e a atividade enzimatica de
hidrélise de ATP das fracbes de membranas purificadas contendo as bombas
ibnicas foram avaliadas quanto a taxa de inibicdo promovida pelo tratamento
com o monoterpeno mirtenal na concentracdo 100 uM. Em preparacfes de
membranas celulares purificadas de tumores retirados de camundongos
controle, ndo previamente tratados com mirtenal, quando as membranas foram
incubadas com 100 puM mirtenal por 30 minutos, observou-se inibicdo de 70%
da atividade da V-ATPase (Figura 10A). Na figura 10B, observa-se a atividade
total da V-ATPase em vesiculas de membranas celulares purificadas de
tumores ndo tratados e tratados com mirtenal, onde tumores tratados

apresentaram atividade 55% menor que 0s nao tratados.
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Figura 8: Atividade Especifica de Hidrdlise de ATP: em A comparacdo da atividade da V-ATPase quando
inibida com mirtenal e concanamicina A; e em B comparacgao da atividade da V-ATPase de membranas
purificadas de camundongos nao tratados e tratados com mirtenal (P < 0,001).

2.5.6. Comparacao de Dados da Videotermometria com os de Atividade

das Bombas I6nicas

A fim de correlacionar a diferenca de temperatura observada no MART com
0 metabolismo tumoral, regides dos tumores que estavam em diferentes
temperaturas foram cirurgicamente retiradas e processadas para o isolamento
de membranas celulares para as analises de atividade das bombas idnicas. Na
Figura 10A, em regides tumorais distanciadas cerca de 5 mm (Figura 10A,

pontos A e B delimitados pelas miras em amarelo) foram detectadas diferencas
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de até 1 °C. Quando amostras teciduais de pontos centrais e periféricos com
esta mesma diferenca de 1 °C foram enzimaticamente analisadas, se observou

atividades de hidrolise de ATP 50% maiores nas amostras das regides centrais

mais quentes (Figura 10B).
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Figura 9: Mensuracdo da Atividade Metabdlica Tumoral Via Analises Termométricas e Enzimaticas: A —
Imagem termométrica de um animal modelo, destacando as regides central (A) e periférica (B) do tumor
induzido por células de melanoma; e abaixo a tabulacdo dos dados estatisticos obtidos através do software
FLIR (sistema MART); B — Atividades enziméticas de hidrélise de ATP e transporte de protons de membranas
celulares isoladas das regides demarcadas em A (amostras retiradas do centro e da periferia do tumor); C —
Tabela apresentando o célculo do acoplamento das atividades das H'-ATPases, caracteristicas do
metabolismo das células tumorais de cada regido (N=5, *p> 0,05 e **p>0,01).
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2.6.Discussao

Avancgos substanciais nas pesquisas sobre melanoma vém sendo
desenvolvidos nos ultimos anos, mas o prognostico tardio, a agressividade da
doenca e a resisténcia as drogas disponiveis continuam a dificultar o
tratamento e estimulam a busca por novos alvos terapéuticos com objetivo de
melhorar a qualidade de vida e o tempo de sobrevida dos pacientes
(INCA,2020).

Mudancas de pH intracelulares e acidificacbes do microambiente tumoral
vem sendo descritas como responsaveis por processos  como
guimiorresisténcia, invasao, migracao e proliferacdo tumoral. Otto Warburg foi
pioneiro na descrigdo desse fendmeno, e entre as décadas de vinte e sessenta
do século passado, publicou uma série de trabalhos seminais demonstrando as
relacbes existentes entre as alteragdes do pH tumoral com o aumento do fluxo
glicolitico e geracdo de acido latico, mesmo na presenca de oxigénio nos
tecidos (Warburg, 1924, 1956). Desde entdo, o famoso ‘Efeito Warburg’ vem
sendo alvo de estudos e discussdo em inimeras pesquisas ao redor do mundo
(e.g., Vander Heiden, 2009). Atualmente, sabemos que tal acidificacéo leva ao
aumento na transcricdo de fatores de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) e de interleucinas, intensificando a expressdo de Catepsinas e
metaloproteases, podendo levar também ao aumento da atividade do Fator
Nuclear Kappa B (NF-kB), desencadeando a migracdo de vesiculas
lisossomais para a periferia celular e a exocitose de seus produtos (Macguire,
2017). As V-ATPases presentes nestas vesiculas e na membrana plasmatica
das células tumorais, sdo responsaveis por esse controle fino da acidificacdo e
alcalinizacdo, de microdominios de endomembranas e da membrana
plasmatica, modulando as oscilacbes de pH tanto do meio externo quanto do
citoplasma (Macguire, 2017; Martins et al., 2019). Nosso grupo vem
demonstrando a presenca e importancia da atividade das bombas de H* no
controle da tumorigenese em diversos modelos de cancer. No primeiro trabalho
de dissertacdo do grupo abordando a tematica da oncologia celular e
molecular, Julianna Santos (2009), demonstrou que linhagens celulares J774A;
(ndo carcinogénica) e B16F0 (pouco metastatica), apresentam semelhantes

perfis de atividades hidrolitica para as V-ATPases e F-ATPases, diferindo
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drasticamente do resultado obtido com a linhagem B16F10 (muito metastatica),
a qual apresentou uma maior atividade destas ATPases e mais elevada
sensibilidade aos inibidores (Santos, 2009).

As V-ATPases tém como funcao principal a geracao de fluxo de prétons
(Nakamura, 2003; Senoune e Forgac, 2004; Saroussi e Nelson, 2009) e na
esfera das células tumorais, a acidificacdo promovida por estas enzimas
transportadoras tem se relacionado como o potencial de invasdo e metastase
tumoral (Sennoune e Martinez-Zaguilan, 2007; Fais et al., 2007). Segundo
Martinez-Zaguildn e colaboradores (1998), a manutencdo do pH acido
extracelular sob controle da V-ATPase que possue expressdo aumentada nas
membranas celulares de varias células carcinogénicas, exerce influéncia sobre
processos celulares chaves como: proliferacdo e mobilidade celulares,

tumorigénese, metastase, apoptose e resisténcia a drogas.

Atualmente, comercialmente disponiveis, existem os inibidores classicos
de V-ATPases, a bafilomicina Al e a concanamicia A, 0S quais séo
extremamente toxicos e impréprios para o uso clinico em seres humanos
induzindo a morte celular de forma indiscriminada (Nishihara, 1995). Portanto,
torna-se estratégica a busca por novos inibidores menos agressivos e mais
especificos, capazes de inibir a atividade das bombas de prétons e o processo
de metastase causando o minimo possivel de efeitos colaterais sobre as

células sadias.

Os efeitos téxicos das drogas antitumorais se devem principalmente a
baixa seletividade, ou seja, a maioria das drogas disponiveis interagem com
fatores presentes tanto nas células cancerigenas quanto nas células normais
humanas. Portanto, substancias que possam atuar diretamente sobre as
células tumorais e poupando o maior numero possivel de células normais séo
consideradas promissoras para a continuidade dos testes em fases avancadas
de avaliacdo do potencial antitumoral. Portanto, os primeiros testes que
executamos no presente trabalho foram ensaios de DL50 do mirtenal de modo
a verificar a especificidade da toxicidade deste monoterpeno, e uma vez
comprovada certa seletividade por células cancerigenas, passar a afericdo da

concentracdo mais baixa possivel que possa induzir a morte especificamente
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de células de cancer sem afetar as normais e padronizar os intervalos de

tempo do tratamento.

O monoterpeno mirtenal foi também complexado com diferentes ions
metalicos, com o0 objetivo de se potencializar sua a¢do, porém todos os
complexos obtidos apresentaram significativa perda da acdo antitumoral em
comparacdo com o mirtenal ndo complexado, sugerindo que as mudancas
induzidas na estrutura diminuiram seu efeito em vez de potencializa-lo. A
atividade do complexo 1, por exemplo, ndo deve ter sido efetiva devido
provavelmente a piora nas propriedades quimicas que fazem o mirtenal
particionar facilmente nas membranas, o que de certa forma corrobora o
mecanismo descrito por Martins e colaboradores (2019), no qual o efeito
inibitorio do mirtenal estaria diretamente relacionado com efeitos
desestabilizadores do mirtenal na estrutura interna dos lipideos anulares
inerentes aos rafts de membrana que promovem a interacédo funcional de V-
ATPases com outros sistemas proteicos relevantes para a oncogénese.

O mirtenal foi testado conjuntamente com a cisplatina a fim de testar sua
utilidade como adjuvante a potencializar a atividade da cisplatina. Com 48
horas de interacdo a potencializacdo foi de 30 % e podendo chegar a 80 %
guando as células eram pré-tratadas com mirtenal por 48 horas e depois

adicionado a cisplatina e incubando por mais 48 horas.

Quando testados in vivo, o mirtenal foi usado na concentracdo de 15
mg/kg e a cisplatina 25 mg/kg, e os resultados mostraram que no grupo tratado
com o conjugado das duas drogas 0s tumores eram menores, 0s camundongos
apresentavam uma sobrevida maior, além do volume tumoral ser 50 % menor
guando comparado ao tratamento somente com o mirtenal e 70 % menor

guando comparado com o tratamento sé com a cisplatina (Figuras 7 e 8).

Corroborando com Martins e colaboradores (2019), nossos
experimentos da acdo deste monoterpeno ensaiado in vitro, diretamente
adicionado as membranas celulares isoladas onde a enzima se encontra
expressa, demonstraram a eficacia do mirtenal como inibidor da V-ATPase, e
indutor de apoptose em células de melanoma murinho B16F10 e B16F0 e

melanoma humano Skmell-5, nossos dados também demonstram a eficacia do
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mirtenal no tratamento de camundongos com metastases induzidas no pulmao
e linfonodos (dados n&do mostrados neste tarbalho, por integrarem outra tese;
Brunna Martins, 2018).

Varias técnicas de inducdo metastatica em modelos de melanoma
murinos foram desenvolvidos ao longo das ultimas décadas (1-13) e sao
utilizadas para determinar a funcdo de proteinas especificas na progressao do
melanoma e que se aproximam em certos aspectos biolégicos ao ser humano,
facilitando a busca por novas drogas (Cobertt, 2002). A mais conhecida e
aceita é a inducdo intravenosa onde se observa metastase nos pulmdes
(Guimarédes et al., 2010). Existem também modelos de metastase 6ssea,
ovariana, retal e hepatica (Vantyghem et al., 2003, Kishimoto et al., 2013). Em
2010, Bobek e colaboradores, desenvolveram um novo tipo de metastase com
células de melanoma em que por injecao de células cancerosas entre a pele e
a cartilagem no lado dorsal da orelha pode se observar metastase nos
linfonodos. Também foi demonstrado que a inducdo de células B16F10 no
peritbnio pode, eventualmente, gerar linfonodos metastaticos (Chirivi et al.,
1994)

Na Figura 9, observa-se uma andlise por videotermometria dos
camundongos, onde animais do grupo nao tratado apresentaram em seus
tumores uma temperatura de cerca de 1,1 °C maior que 0s tumores dos
camundongos tratados com mirtenal. Analises enzimaticas de atividade
ATPasica foram realizadas neste material para averiguar o quanto as bombas
de prétons sdo importantes no processo de tumorigénese e na angiogénese,

previamente relacionada com as alteracfes termogénicas.

Na Figura 11, observa-se a comparacdo das imagens
videotermomeétricas com a atividade das bombas ibnicas. Foram selecionados
os locais de maior variacdo de temperatura tumoral, 0s quais chegaram a ter
atividade ATPasicas 50 % maiores quando comparadas com as amostras das
areas periféricas do tumor, as quais eram cerca de 1 °C mais frias que o cerne
do tumor, demonstrando assim a participacdo das bombas ibnicas energizadas

por ATP nos processos tumorigénicos.
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Estes dados corroboram com os resultados relatados por Lu e
colaboradores que em 2005 demonstraram que inibi¢ées in vivo da atividade
da V-ATPase pela técnica de RNAi induz um retardo da progressao do
melanoma humano, associado a diminuicdo da extrusdo de prétons pelas
células tumorais, ratificando a hipétese em que a regulacdo do pH celular via
H*-ATPases pode ter um papel chave na homeostase tumoral. Matsuo e
colaboradores (2011), descreveram também que o a-pineno, outro
monoterpeno com grandes similaridades estruturais com o mirtenal, foi capaz

de induzir apoptose em células B16F10.

O tratamento com mirtenal também foi efetivo em camundongos com
metastase nos linfonodos, na Figura 15, observa-se que houve grade diferenca
no tamanho da metastase quando o camundongo foi submetido ao tratamento
com mirtenal. A fim de amostrar a capacidade de invasdo destas células foi
feita a andlise histologica dessas amostras. Na Figura 16, observa-se que nos
camundongos tratados com mirtenal houve apenas discretos sinais de invaséo
do tecido, observando-se a porcdo cortical do linfonodo com a capsula
linfonodal intacta, e a presenca de somente pequenas aglomeracdes de células
com caracteristicas tumorais, mas com pouca melanina. Nos camundongos
nao tratados observa-se uma grande area de necrose, abundancia de células
tumorais altamente melanizadas, e uma porc¢ao cortical do tecido que ja perdeu

completamente sua forma original.

Na Literatura, existem poucos relatos de tratamentos de camundongos
com metastase nos linfonodos. O mais relevante e recente demonstrou que
através de imunoterapia se conseguiu inibir parcialmente o potencial
metastatico das células tumorais (Henry, et al 2015). Levando em consideracéo
a importancia da V-ATPase na progressao tumoral, empreendemos esforcos
para mostrar a atuagdo do mirtenal sobre as bombas translocadoras de H*. Foi
feito fracionamento de membranas de tumores induzidos na orelha dos
camundongos e foi ensaiada a atividade da V-ATPase. Na figura 10 A,
observa-se inibicdo de cerca de 80 % da atividade da V-ATPase quando
comparada com a total, e na Figura 10 B, observa-se a inibicdo de 60 % da V-
ATPase de tumores retirados do grupo tratado quando comparado com o0 grupo

nao tratado.
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Esses dados corroboram com dados do grupo, nos quais Martins (2011)
demonstrou, in vitro, que o mirtenal foi capaz de inibir a V-ATPase e também a
F-ATPase, e observou-se também por fluorescéncia o acumulo de vesiculas
acidas préximo a membrana plasmatica. Em 2018, Martins demonstrou que o
mirtenal foi capaz de induzir apoptose em células de melanoma murino
B16F10, sendo possivel ver a retracdo do nudcleo, reducdo do volume celular,
ativacao de caspases e liberacao da fosfatidilserina.

A busca por novas drogas no combate ao cancer tem sido incessante,
principalmente contra o melanoma que é particularmente, o cancer de pele
mais agressivo e de pior prognéstico. A acidificacdo tem sido descrita como de
suma importancia nos processos tumorigénicos, e os presentes dados e outros
previamente produzidos por nosso grupo destacam o mirtenal como um novo
alvo para estudos futuros que visem produzir novos compostos atraves da
sintese de complexos organometalicos e testando novas combinagdes com
guimioterapicos classicos, visando a potencializacdo dos tratamentos atraves

da conjugacéao de drogas.

2.7.Concluséao

O monoterpeno mirtenal, além do efeito antimetastatico ja previamente
relatado por nosso grupo, foi aqui demonstrado ser capaz de hipersensibilizar
as células para acdo da cisplatina, levando a diminuicdo drastica da

concentracdo necessaria de cisplatina para a efetividade do tratamento.

- Com o uso do sistema MART de aquisicdo de imagens termomeétricas de alta
precisdo observou-se diferentes microdominios em areas dos tumores com
diferentes temperaturas, e nossos dados revelaram existir uma estreita relacéo
destas diferencas térmicas com o0 metabolismo tumoral, enzimaticamente
aferido pela atividade da V-ATPase que apresentou maior eficiéncia
(acoplamento funcional) nas é&reas centrais, termicamente mais ativas do

tumor.
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3. Capitulo Il - Sintese, estrutura e atividade antiproliferativa de um novo
complexo binuclear de IAA-cobre (Il) em células THP-1 de leucemia

3.1.Introducéo

3.1.1. Leucemias

As leucemias sdo neoplasias malignas originadas de células precursoras
hematopoiéticas, caracterizadas pela perda da habilidade normal de
diferenciacdo e proliferacdo desregulada de progenitores (denominados
blastos), levando a um acumulo de células imaturas, clonais e néao-
funcionantes na medula 6ssea (MO) e, posteriormente, no sangue periférico
(SP). A MO normal possui menos de 5% de células blasticas, com uma
evidente proliferacdo e maturacdo das seéries eritrocitaria, megacariocitaria e
granulocitaria. No entanto, a medida que se acumulam na MO, as células
leucémicas suprimem a expansao dos progenitores hematopoiéticos normais, 0
gque leva ao quadro clinico caracteristico das leucemias: anemia,
trombocitopenia e infeccbes resultantes da diminuicdo dos leucocitos
funcionais no SP (Kampen 2012). O termo leucemia foi originalmente descrito
por Rudolf Virchow (1821-1902), e deriva da expressao grega leukds haima,

gue significa "sangue branco".

As causas que levam ao desenvolvimento da leucemia nédo séo
completamente determinadas, embora, atualmente, uma série de fatores
descritos como leucemogénicos tenham sido identificados, e estdo envolvidos
na ativacdo de oncogenes (genes associados a evolucdo e proliferacdo de
células neoplasicas) ou na inativacdo de genes supressores tumorais.
Similarmente ao que acontece na grande maioria dos casos de cancer,
diferentes fatores podem estar diretamente associados a etiologia das
neoplasias hematopoiéticas, incluindo fatores genéticos, imunolégicos e

ambientais, incluindo infecc6es (Gromminger, et al., 2012).

Um maior risco de desenvolver leucemias ja foi comprovado em

individuos com distarbios congénitos associados a anormalidades
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cromossOmicas. Por exemplo, estudos mostraram que o risco de leucemia € 15
vezes maior em pacientes com Sindrome de Down, comparado ao risco da
populacéo geral. Similarmente, sindromes de instabilidade cromossdmica, tais
como Anemia de Fanconi e a Anemia de Bloom, também foram associadas a
um maior risco de desenvolver leucemias (Seif, 2011). Vérios estudos
comprovaram uma etiologia viral em varios casos de leucemias humanas.
Diferentes patégenos ja foram descritos como associados, incluindo o virus
linfotrépico de células T humanas do tipo | e Il (HTLV-1), isolados em linfécitos
neoplasicos oriundos de pacientes com LLA; e o virus Epstein Barr,
pertencente ao grupo do herpes virus, tendo sido considerado como possivel
agente etiologico do linfoma de Burkitt. Além das infecgfes virais, os fatores de
risco mais frequentemente associados ao desenvolvimento de neoplasias
hematopoiéticas, incluem a exposicédo a radiacdo ionizante, ao benzeno e as

guimioterapias citotoxicas (Gromminger, et. al., 2012).
3.1.2. Classificacdo das Leucemias

As leucemias sado inicialmente classificadas quanto a linhagem
hematopoiética predominantemente envolvida no processo (linfoide ou
mieloide) e quanto ao grau de maturidade dessas células (agudas ou cronicas).
Desta forma, uma classificacdo inicial subdivide as leucemias em quatro

padrdes distintos (Meenaghan, et al., 2012):

- Leucemia linfoblatica aguda (LLA);
- Leucemia mieldide aguda (LMA);
- Leucemia linfoide crénica (LLC);

- Leucemia mieloide crénica (LMC);

Nas leucemias crénicas (LC), ha um aumento lento de células
neoplasicas mais diferenciadas, que substituem paulatinamente os elementos
normais da medula 6ssea levando a um quadro mais favoravel. Por outro lado,
as leucemias agudas (LA) se caracterizam por um infiltrado
predominantemente de células com caracteristicas blasticas, de rapida
evolucao clinica e curso potencialmente fatal (Meenaghan et al., 2012). As LA

apresentam uma grande relevancia clinica, uma vez que constitui a principal
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causa de o6bito por cancer em criancas e adultos com menos de 39 anos de
idade, sendo a LLA mais comum em criancas, e a LMA mais prevalente em
adultos (Deschler e Lubbert, 2006).

Embora o grupo das LA seja altamente heterogéneo, a apresentacao
clinica dos diferentes subtipos é semelhante. Inicialmente, o diagnostico das
leucemias agudas era realizado apenas através da andlise morfologica e
citoquimica do esfregaco sanguineo e medular. Posteriormente, surgiram
novas técnicas (imunofenotipagem, citogenética e biologia molecular) para a
adequada classificacdo, que hoje sdo indispensaveis para um diagndstico
diferencial entre elas, que se faz extremamente importante, uma vez que
determina a escolha do melhor esquema terapéutico a ser utilizado (Haferlach
et al., 2005)

3.1.3. Células THP -1 e Quimorresisténcia

As células THP-1 designam uma linhagem celular semelhante a
monacitos, porém imortalizados, derivada de um caso infantil de leucemia
monocitica aguda. As ceélulas THP-1, incluindo seus derivados geneticamente
modificados, representam ferramentas valiosas para a investigacdo da
toxicidade de drogas, bem como sua comparacdo com outras células tumorais
menos diferenciadas. Linhagens celulares humanas levam a analise e
interpretacdo de resultados mais complexas, sendo possivel estudar funcdes,
mecanismos e respostas celulares bem como vias de sinalizacdo e transporte
de nutrientes e drogas. Estes apoiam a atividade farmacologica comprovada in
vivo de droga e eficacia na promoc¢do de salde de compostos selecionados

para uso humano. (Chanput, 2014).

As células THP-1 sdo consideradas menos resistentes a drogas quando
comparadas a outras células tumorais de linhagem humanas e murinas. A
guimorresiténcia estd muito relacionada aos mecanismos de resisténcia a
multiplas drogas (sigla do termo em inglés - MDRs). As MDRs atuam na
diminuicdo do acumulo de drogas dentro das células, e sdo um ponto que
diferenciam células mais resistentes. A expressao diferencial nas membranas

da Glicoproteina P e as ATPases sao descritas como importantes no processo
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de quimiorresisténcia pela expulsdo das drogas para o meio extracelular e pela

modulacdo do microambiente tumoral.
3.1.4. Quimioterapia Antineoplésica

Existem trés tipos principais de tratamento para 0 cancer: cirurgia,
radioterapia e quimioterapia (Murad e Katz, 2000). Outros métodos, também
utilizados hoje em dia, compreendem a fotoirradiagdo com derivados
hematoporfirinicos (HTP) e a imunoterapia. O objetivo de cada um destes
tratamentos € erradicar o cancer, normalmente por meio da terapia combinada,
onde é associado mais do que um tipo de tratamento. Apenas com 0os métodos
de tratamento citados, um terco dos pacientes alcanca a cura total através de
medidas locais (cirurgia ou radioterapia), que sédo eficazes quando o tumor
ainda nao sofreu metastase por ocasido do tratamento. Todavia, na maioria
dos casos, a neoplasia caracteriza-se pelo desenvolvimento precoce de
micrometastases, indicando a necessidade de uma abordagem sistémica, que
pode ser efetuada em somente cerca de 60-70% dos casos (Deschler e
Lubbert, 2006).

O grande avanco da quimioterapia moderna aconteceu apos a
introducdo da cisplatina durante a década de 70, o que mudou
consideravelmente a perspectiva para pacientes com cancer testicular, sendo
mais tarde também usada no tratamento de outros tumores solidos. Durante as
décadas seguintes, alguns novos farmacos contribuiram substancialmente
como opcdes para o tratamento do cancer, entre eles o taxol, com alta
atividade contra o cancer de mama, e os inibidores de topoisomerase |, como o
Irinotecano. Além disso, os antimetabdlicos fludarabina e cladribina tém
estendido o leque de opcbes para o tratamento de alguns tipos de linfomas
(Nygren, 2001).

Uma grande limitacdo da quimioterapia no tratamento do cancer séo
seus frequentes efeitos colaterais. Embora os farmacos com acao antitumoral
sejam produzidos com o0 objetivo de causar danos as células cancerigenas,
células hematopoiéticas e células epiteliais intestinais normais, e o0s
gueratinécitos da matriz capilar sdo frequentemente suscetiveis aos efeitos

toxicos desses agentes, o que explica a maior parte dos efeitos colaterais da
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quimioterapia: nduseas, perda de cabelo e susceptibilidade maior as infecc¢oes.
Porém, o corpo recupera-se destes inconvenientes apos o tratamento, e 0 uso
clinico desses farmacos exige que os beneficios sejam confrontados com a
toxicidade, na procura de um indice terapéutico favoravel. Outra importante
limitacdo da quimioterapia é a resisténcia especifica de alguns tumores a
determinados medicamentos aliada ao problema da resisténcia a multiplas
drogas (MDR), os quais tém sido apontados como uma das principais causas

de falha terapéutica e de mortes (Almeida et al., 2005).

Desde o sucesso clinico do composto cisplatina, desenvolveu-se uma
intensa busca por novos complexos metalicos que também apresentassem
atividade antitumoral, o que levou a descoberta de outros complexos de platina
bem como complexos que néo contém platina. A quimica de coordenacéo
permitiu a busca por esses novos complexos, dos quais alguns ja séo utilizados

na clinica médica, com diferentes tipos de mecanismos de acéao ja descritos.

3.1.5. Complexos Metalicos

As drogas usadas atualmente no combate ao cancer podem ser
divididas em duas categorias: citotoxica levando a morte celular, citostatica
agindo como estabilizador inibindo o desenvolvimento celular. Ambas as
categorias levam a uma reducdo do tamanho do tumor, uma vez que aumentar
a mortalidade ou inibir o desenvolvimento acarretam efeitos drasticos nas

células tumorais.

AplicacBes de metais sdo datados na literatura em 5000 anos, porém foi
s6 no inicio da década de 1940 que o uso da primeira quimioterapia sistémica
foi documentada com sucesso. Baseado na experiéncia de guerra sobre 0s
efeitos do gas mostarda no sistema linfatico, esse agente foi utilizado para o
tratamento de um paciente com linfoma. Embora o tumor tenha rapidamente
crescido ap6s um efeito antitumoral inicial, essa experiéncia marcou o inicio da

guimioterapia a tumores malignos (Almeida et al., 2005).

O grande avanco na quimioterapia moderna aconteceu apos a

introducdo da cisplatina durante a década de 1970, mudando
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consideravelmente a perspectiva para pacientes com cancer testicular, sendo

mais tarde usada no tratamento de outros tumores solidos.

A cisplatina atualmente é o composto mais usado como droga citotoxica
em tratamentos convencionais contra o cancer. Os elementos metélicos de
transicdo sdo responsaveis pelas propriedades funcionais de diferentes
enzimas. Os biometais, sdo obtidos através da formacdo de complexos com
diferentes bioligantes, seus mecanismos de acdo sdo definidos pelas

propriedades cinéticas e termodinamicas.

Compostos candidatos a farmacos devem apresentar algumas
propriedades importantes: carga neutra, baixo peso molecular, estabilidade
hidrolitica e termodinamica, biodisponibilidade oral e capacidade funcional.
Considera-se que um bom agente terapéutico deve também ser capaz de
cruzar membranas biologicas tanto no processo de absorcao inicial quanto no
processo de captacdo intracelular. Poucos ions metalicos possuem um
mecanismo inerente de transporte ativo ou facilitado, com exce¢do de metais
essenciais como cobre, zinco e ferro. Essa capacidade de alguns compostos
metalicos esta relacionada diretamente com alguns fatores como
hidrossolubilidade, lipossolubilidade, volatilidade, peso molecular, toxidez e

lipofilicidade.

Uma caracteristica importante dos elementos metalicos é que eles
facilmente perdem elétrons formando ions carregados positivamente que sao
soluveis em fluidos biolégicos. Metais sdo deficientes em elétrons, muitos
compostos biolégicos como H,O, amino acidos, fosfatos, acidos, incluido o
DNA, séo ricos em elétrons. A atracdo de cargas opostas leva a uma tendéncia

geral dos metias de se ligar e interagir com moléculas biolégicas.

Complexos metélicos ou complexos de coordenacdo, sdo estruturas
constituidas de um atomo central (metal) ligado a anions (ligantes). Esses
compostos tém algumas vantagens sobre compostos carbOnicos
convencionais. Estas vantagens sao devidas a sua capacidade de coordenar
ligantes numa configuracéo tridimensional, permitindo assim a funcionalizagao
de grupos adaptados a alvos moleculares definidos. No desenvolvimento de

novas drogas os ligantes sdo importantes, uma vez que podem limitar os
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efeitos toxicos dos metais e potencializar suas propriedades terapéuticas
(Brown et al., 2005).

3.1.6. acido indol-3-acético

O &cido indol-3-acético (AlA) € um metabdlito do aminoacido triptofano
produzido nas células vegetais, nos animais, inclusive no homem e em alguns
microorganismos como bactérias e fungos. AIA é classificado como horménio
vegetal pertencente ao grupo das auxinas (Mills, 1991). Nos vegetais, o AlA
exerce um importante papel no controle de muitos processos fisiologicos tais
como a divisdo celular, crescimento, diferenciacdo e resposta aos estimulos
abidticos (Bartel, 1997).

Em animais o AIA esta presente na urina, no liquido cefalorraquidiano,
no plasma e em diversos 6rgdos como pulmao, rim, figado e cérebro (Pugine et
al., 2007). A presenca de AIA nos animais pode ser devida a trés vias: a)
sintese a partir do triptofano; b) absorcéo intestinal via producéao bacteriana e c)
absorcao intestinal via dieta rica em vegetais (Martinez et al., 2003). Segundo
alguns autores a administracdo intragastrica de AIA nao apresenta toxicidade

para ratos ou camundongos (Martinez et al., 2003).
3.1.7. Quimica de Coordenacao

A fim de entender se um composto metalico em particular pode ser
escolhido para uma determinada aplicagdo medicinal, preliminarmente é
necessario entender as propriedades quimicas deste composto. A area da
guimica que estuda tais compostos denomina-se quimica de coordenacédo. A
origem da quimica de coordenacdo como um braco da quimica classica data
do inicio do século 20 e € marcado pela atribuicdo do prémio Nobel a Alfred
Werner em 1913. Dentre outras conquistas, Werner estabeleceu a estrutura do
composto de coordenacgdo conhecido hoje como cisplatina, usado amplamente

na terapia antitumoral (Brown et al., 2005).

Compostos de coordenacéo podem ser definidos como substancias que
contém metais ao qual estdo ligados moléculas ou anions, denominados
genericamente de ligantes. O conjunto de ligantes da forma a esfera de

coordenacado do ion metalico, e o atomo do ligante que se liga ao ion metélico
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€ 0 atomo doador. O numero de atomos doadores ligados ao ion metalico
representa o numero de coordenacado do ion metalico (Brown et al., 2005).

Compostos de coordenacdo sdo instrumentos chave de outra area da
quimica, a inorganica medicinal. A quimica inorganica medicinal busca explorar
as propriedades Unicas de ions metalicos para a concepg¢do de novos
medicamentos. No desenvolvimento de metalofarmacos, as moléculas
organicas (ligantes) apresentam papel importante, uma vez que podem limitar
os efeitos toxicos dos metais e potencializar suas propriedades terapéuticas.
Ligantes sintéticos planejados para obtencdo de compostos de coordenacao
podem permitir a obtencdo de novos agentes terapéuticos; Bruijnincx e Sadler,
2008).

3.2. Justificativa

O cancer consiste num dos maiores problemas de saude publica do
mundo. Segundo a organizacdo mundial de saude, milhdes de pessoas séo
diagnosticadas com cancer no mundo, 0 que vira a constituir a causa mortis da
maioria dessas pessoas (WHO 2020).

A quimioterapia ainda continua sendo a principal forma de tratamento
para a maior parte dos canceres, onde aliada a outros tratamentos como a
radioterapia e a cirurgia alcanca boas taxas de cura e regressao do tumor. Em
relacdo a quimioterapia, a grande limitacdo continua sendo o problema gerado
pelos efeitos toxicos dos farmacos usados durante o tratamento, 0s quais nao
sdo seletivos para o tumor e acabam provocando fortes efeitos colaterais no
organismo do paciente, como nauseas, perda de cabelo e imunodeficiéncia,
gue estdo entre 0s mais comuns.

Outro problema muito comum € resisténcia dos tumores as principais
drogas disponiveis, intrinseca a alguns tumores e adquirida por outros durante
o tratamento, elevando o numero de casos de inefetividade terapéutica e
mortes. Portanto, a identificacdo de novos agentes antitumorais mais potentes,
seletivos, e menos toxicos, permanece como uma das mais urgentes metas
para o combate ao cancer.

O grupo de pesquisa de Bioenergética e Sinalizacdo Celular da UENF

vém obtendo resultados consistentes em pesquisas relacionadas ao cancer.
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Tais resultados tem servido de motivacao para a continuacao das pesquisas na

busca de novos compostos capazes de interagir com diferentes alvos celulares,

como DNA, RNA e proteinas, visando a obtencdo de novos metalofarmacos

com potenciais aplicacdes terapéuticas futuras.

3.3.0Objetivos

3.3.1.

Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo a sintese e a caracterizacdo de

compostos de coordenacdo de AIA com cobre (Il) contendo ligantes N, O-

doadores e a amina, bem como a avaliacdo da atividade antineoplasica dos

mesmos frente a 2 linhagens de células de cancer de pele melanémico e 1

linhagem de células leucémicas.

3.3.2.

Objetivos Especificos

Caracterizar o ligante acido indol-3-acético (AlA).

Sintetizar complexos de AIA com cobre (IlI) utilizando o ligante
proposto.

Caracterizar o composto de coordenacéao obtido pelas técnicas de
espectroscopia de infravermelho, analise elementar,
espectrometria de massas com ionizacdo por electrospray e
medidas de condutividade.

Avaliar o efeito dos compostos na viabilidade celular.

Determinar Dose Letal Mediana (DL50) dos compostos em
camundongos C57/BL6.

Analisar a atividade do complexo quando em contato com

tumores leucémicos em cobaias.
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3.4.Metodologia

3.4.1. Quimioterapicos

A complexacdo do AlA foi feita em colaboracdo do grupo com o LCQUI.
A Cisplatina e Nitrato de cobre Il foram comprados da Sigma-Aldrich.

3.4.2. Caracterizacdo Fisico-quimica dos precursores ligantes e

complexos.

As sinteses dos ligantes e dos complexos foram realizadas utilando-se
solventes de graus PA adquiridos de fontes comerciais (Aldrich, Acros, Vetec,
Synth e Merck) sem prévia purificacdo. As reacbes organicas foram
acompanhadas por andlise cromatografica em camada delgada (TLC) (silica
gel F254 — Merck) utilizando-se solvente adequado. As reacgdes foram
realizadas sob agitacdo magnética e, para aquelas que necessitarem de
aquecimentos, foram usadas placas de agitacdo com aquecimento marca

Fisatom ou Fisher e termémetro para controle da temperatura de banho.

3.4.3. Cristalografia de Raios-X

O Cristal formado foi analisado por cristalografia de raios X que é

uma técnica que consiste em fazer passar um feixe de raios X, uma forma

de radiacao eletromagnética, através do cristal da substancia sujeita ao estudo.

3.4.4. Cultura de Células

As células B16 F10 e B16 FO melanoma murinho muito metastéatica e
pouco metastatica respectivamente, e as células THP 1, Leucemia, foram
adquiridas do Banco Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células foram
cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB em garrafas de

cultura de 25cm?a 37°C com 5% de CO, e umidade controlada.
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3.4.5. Testes de viabilidade celular- Ensaio do MTT

O teste de viabilidade celular utilizando a ensaio de redugcdo do MTT
(brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazdlio), Sigma, M2128, foi feito
de acordo com a metodologia descrita por Mosmann (1983). Para os testes, as
células foram transferidas para placas de cultura de 96 pocos, e incubadas em
diferentes tempos com as drogas analisadas. A viabilidade foi avaliada pelo
teste do MTT, que forma uma solucdo amarelada, a qual muda sua coloracao
sob o efeito da atividade redox das desidrogenases de NAD(P)H, formando
cristais insollveis de formazan, de coloracdo azul ou roxa. Apés 4 horas de
incubacéo, foi retirada 100 yL do sobrenadante das culturas de células e os
cristais purpuras precipitados de MTT foram solubilizados em 100 uL de
solucéo de isopropanol (Merck, 1009781000) com 0,0014% de HCI fumegante.
E a amostra foi lida com comprimento de onda ajustado para 570nm, cuja
densidade otica se correlaciona a atividade metabolica celular e a taxa de

viabilidade celular, calculada de acordo com a formula a abaixo:

TVC = (MDOT — MDOCN) x 100))/ (MDOCP — MDOCN)

Onde:

TVC = Taxa de Viabilidade Celular

MDOT = Média das Densidades Opticas de Cada Teste
MDOCN = Média das Densidades Opticas do Controle Negativo
MDOCP = Média das Densidades Opticas do Controle Positivo

3.4.6. Tratamento in vivo de tumor induzido por THP-1

Todos os procedimentos com camundongos foram aprovados pelo
Comité de Uso de Etica Animal da Universidade Estadual Fluminense do Norte
de Darcy Ribeiro (Rio de Janeiro, Brasil). Camundongos machos BALB / ¢ nus,
com 6 e 8 semanas de idade, foram mantidos em condi¢cGes livres de
patégenos em salas de fluxo laminar com temperatura e umidade constantes.
As células THP-1 (1x107 células) em 0,1 mL de DMEM foram injetadas por via

subcuténea na parte de trds do mouse. Quando 0s tumores estavam visiveis,
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0s camundongos portadores de tumor foram divididos aleatoriamente em
guatro grupos (6 / grupo) e tratados com cisplatina (como controle positivo) ou
complexo IAA do complexo cooper (lI) e camundongos néo tratados foram
injetados com 0,05 mL de DMSO. Os ratos foram tratados a cada 72 h por 6
semanas. Os tamanhos dos tumores foram medidos usando pin¢cas no inicio,

meio e no final do tratamento.

3.4.7. Massa corpérea

O peso corpéreo foi acompanhado individualmente a cada 3 dias.
Medicbes individuais de peso foram obtidas com o auxilio de uma balanca, de
forma a acompanhar o seu aumento ou diminuicdo para uma analise clinica
dos animais. Os valores obtidos foram utilizados na construcédo da curva de

ganho de peso corporal, no software GraphPadPrism 5.0.

3.5.Resultados

3.5.1. Sintese e estrutura do composto de coordenacéo de cobre (ll)
O complexo IAA-cobre (Il) foi sintetizado pela coordenagédo do grupo
carboxilato presente no ligante IAA apds desprotonacdo do acido carboxilico
(Figura 20). O complexo foi isolado como solidos verdes estaveis ao ar. Em
seguida, os cristais isolados foram caracterizados por espectroscopia de

infravermelho e a estrutura molecular foi determinada por difracao de raios-x.

NH
g
o
a / o]_ | .Oh
A NH — \\Cu\o NH
© N(CH;CHs) O\Cu\l y /
4 A\ G e o
+ 2CU(NOg)2H0  — HO / l
NH CH3OH Lp
\
NH

Figura 10: Esquema de sintese do complexo de cobre II.
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O espectro de infravermelho do complexo foi analisado e comparado
com o espectro do ligante IAA. A banda intensa observada acima de 3380 cm-1
para o ligante e o complexo (figura 1S suplementar), que estéo relacionadas ao
N-H do grupo amina para ambos os compostos. Outra banda intensa presente
em ambos os espectros foi observada em 1701 cm-1 para o ligante e em 1591
cm-1 para o complexo. Essa reducédo observada se deve ao enfraguecimento
das ligacbes C = O apds a complexacdo, indicando a coordenacdo desse
grupo carboxila com o centro de cobre, conforme confirmado pela difragdo de
raios-X. Como nos ligantes, os complexos mostram bandas préximas a 1200
cm-1 e 1400 cm-1, atribuidas ao alongamento axial da C-N e da C = C,
respectivamente. Detectou-se perto de 740 cm-1 em ambos 0s espectros, nos
modos de flex&o orto-aromaticos fora do plano.

A estrutura molecular do complexo de cobre (ll) sintetizado neste
trabalho foi resolvida por difragdo de raios-X e é apresentada na Fig. X. Os
principais comprimentos e angulos de ligagdo sdo mostrados na Tabela 1. O
complexo |AA-cobre (Il) apresentou dois cobres no centro da estrutura,
assumindo uma geometria piramidal quadrada cercada por quatro moléculas
IAA ligadas ao centro de cobre por um ambiente O5 como resultado da

presenca de um ligante H,O na posicéo apical.

Figura 11. Gréfico ORTEP e esquema de rotulagem do complexo 1, gréfico elipsoide térmico
com nivel de probabilidade de 50%. Os outros &tomos da unidade assimétrica foram gerados
por simetria -x+ 1, -y + 1, -z + 1.
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3.5.2. Avaliagéo da viabilidade celular pelo ensaio MTT

A triagem do efeito anti-proliferativo de novos compostos biologicamente
ativos é essencial na pesquisa do cancer em relacdo ao desenvolvimento de
novos medicamentos antitumorais. Aqui, a citotoxicidade dos complexos foi
avaliada usando a linhagem celular de leucemia humana (THP-1), as linhagens
celulares de melanoma (B16F10, B16F0) e as células ndo tumorais J774
(Macro6fagos, usados como controle) por meio do ensaio colorimétrico MTT,
gue é baseado na conversao do sal tetraz6lio amarelo MTT em cristais roxos
de formazan por células metabolicamente ativas. Como controle positivo, a
citotoxicidade da cisplatina para diferentes linhagens celulares também foi
avaliada nas mesmas condi¢cOes experimentais. Como mostrado na Tabela 2, o
complexo I1AA-cobre exerce um efeito inibidor potente na linha celular THP-1
com linhas IC50 = 32 (THP-1) e melanoma (B16F0, B16F10) com IC50 = 123 e
200, respectivamente. Vale ressaltar que esses valores sdo superiores aos
obtidos para a cisplatina (18 e 32 ymol dm-3, respectivamente). A atividade
antitumoral da molécula IAA, o agente de ligacao, foi inferior ao seu complexo

de cobre (ll) para todas as linhas celulares testadas.

IC50 (M) Cisplatina IAA Cu(NO3), JD07/16

Linhagem Celular

J774 1.2+3.4 | >800 > 200 12 +2.7
THP-1 18+2,18 | > 800 > 200 32+1.9
B16F0 78 +2,67 | > 800 > 200 123+ 25
B16F10 52+3,86 | >800 > 200 > 200

Tabela 3: Valores de IC50 das diferentes linhagens celulares.

3.5.3. Teste de toxicidade aguda para o complexo IAA-cobre (1) -
DL50

A fim de determinar a toxicidade aguda in vivo dos ratos machos BALB /
¢ NUDE do complexo IAA-cobre, entre 22 g e 25 g foram separados em grupos

de 4 animais. O complexo foi injetado na cavidade peritoneal, de modo que
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cada grupo recebeu as respectivas concentragcdes do composto (15,62, 31,25,
62,5, 125 mg.kg™). Para inoculacdo foram utilizadas uma seringa de 1 cm?® e
uma agulha estéril hipodérmica SR 0,25 mm x 6 mm BD ultrafina. O veiculo
utilizado para a administragdo do complexo foi o0 DMSO. Os animais foram
observados de perto por pelo menos 4 horas apos a injecao e em intervalos de
24 horas por 15 dias depois. Apés esse periodo, foi determinada a dose letal
mediana (DL50). O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentagcdo Animal da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, sob o protocolo CEUA/2016. A sobrevivéncia dos animais foi
monitorada por até 15 dias. A Figura 3 mostra a porcentagem de camundongos
nus BALB/c vivos e o DL50 calculado foi de 72,61 mg/kg.

150 o

100

LDgy 72mg kg

Live Animal (%)
(62]
o
1

Mg.Kg'1

Figura 12: Avaliacdo da inibicdo do tumor THP-1 da leucemia humana pelo complexo de cobre
(I em um modelo de camundongo nu BALB / c. A- Determinacéo da dose letal. Camundongos
nus BALB / ¢ foram injetados via intraperitoneal com complexo em doses variando de 6 a 125
mgkg™ e foram observados por 15 dias. A DL50 foi calculada usando a anélise Probit.

A Figura 14 mostra que o tratamento de camundongos BALB /C com o
complexo IAA-cobre (II) suprimiu significativamente o crescimento de células
de leucemia THP-1. Como mostrado na figura 4, observou-se inibicdo de 80%
do crescimento do tumor nos grupos de camundongos tratados com 35 mg /
kg-1 de complexo IAA-cobre (lIl), respectivamente, em comparagdo com O
grupo controle ndo tratado. No Grupo 3 tratado com cisplatina foi observado

inflamacgéo além de ndo ter sido eficiente na contencdo de seu crescimento.
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Figura 13: Avaliacdo da inibicdo do crescimento tumoral. Camundongos portadores de tumor
THP-1 foram tratados com 35 mg / kg-1 de complexo de cobre (ll)) em dias alternados por 6
semanas. O grupo 1 é controle, o grupo 2 foi injetado 35 mg / kg-1 AIA; o grupo 3 foi injetado
cisplatina e o grupo 4 foi injetado 35 mg / kg-1 do complexo cobre (Il)
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3.6. Discussao

O cancer representa um dos mais graves problemas de saude em nivel
mundial, atingindo indiscriminadamente a todos os paises, todas as etnias, e
classes sociais. A quimioterapia ainda é o tratamento terapéutico mais utilizado
contra a maior parte dos canceres, sendo administrada sozinha ou em conjunto
com outras técnicas. No entanto, a resisténcia a drogas antitumorais é o maior
obstaculo para o seu sucesso (Almeida et al, 2005). Os efeitos toxicos das
drogas antitumorais se devem a baixa seletividade, ou seja, as drogas matam
tanto as células cancerigenas quanto as células normais humanas. Dessa
forma, substancias que possam atuar diretamente sobre as células tumorais e
poupar as ceélulas normais sdo um bom indicador para a continuidade dos

testes de avaliacdo do potencial antitumoral.

A partir da interagéo do ligante AIA com diferentes sais, observou-se a
formacgéo de cristais quando em contato com Nitrato de Cobre II, os dados de
cristalografia possibilitaram determinar a molécula formada, chegando-se a
conformacao de quatro AIA associadas a um nucleo com dois ions Cu. ApGs
analises iniciais efetuadas com varias células e diferentes concentracdes do
composto chegou-se ao IC 50 de 32 ymol dm™ para células THP-1, 123 umol
dm™ para B16 FO e > 200 pmol dm™ para B16F10. Quando comparado ao
ligante, observa-se nitidamente que a ligagdo com o cobre formou uma nova
molécula capaz de ser mais toxica para as células tumorais. As analises de DL
50 foram feitas de acordo com Yan e Gemeinhart (2005), e foi estabelecida em
72.42 mg/ kg, para efeito de comparacéo o valor da cisplatina é de 14,5 mg
kg™.

As células THP-1 sdo usadas como modelos de células cancerigenas in
vitro (Chao et al., 2018), bem como modelos para estudar alguns processos de
diferenciacao e fisioldgicos relacionados a macrofagos, por exemplo, o efluxo
de colesterol (Wang et al., 2018). O efluxo de colesterol dos macréfagos é o
primeiro e um dos mais importantes processos celulares que operam no
sistema de controle do colesterol vascular. Interessantemente, Nosso grupo
descobriu que a deplegéo do colesterol afeta significativamente a atividade da

V-ATPase e 0s processos metastaticos iniciais seguindo um perfil semelhante

56



ao observado na presenca do inibidor especifico da V-ATPase, a
concanamicina (Costa et al., 2018). Neste contexto, é possivel que a maior
susceptibilidade das células THP-1 ao complexo de AIA com cobre (ll)
sintetizado neste trabalho. As células THP-1 sdo mais diferenciadas quando
comparadas a células com maior potencial de malignidade; a expressédo de
diferentes proteinas na membrana plasmética esta diretamente envolvida com
a quimorresisténcia, abrindo uma linha para comparacao das diferentes células
e assim poder entender essa maior susceptibilidade das células THP-1, ao
nosso composto, quando comparada a outras linhagens. Outra possibilidade
gue merece futura investigacdo, trata-se do mecanismo de acdo de AlA e
outras auxinas em ceélulas vegetais, onde tais moléculas podem modular
bombas de prétons ao ligar em receptores de membrana. Apesar das
significativas diferengas entre as membranas celulares de plantas e animais, é
relevante destacar que nas células tumorais ocorre um enriquecimento de H'-
ATPases na membrana plasmatica, o que gera gradientes eletroquimicos de H*
semelhante ao que ocorre nas membranas plasmaticas de plantas, as quais
naturalmente sio energizadas por H*-ATPases. Mesmo sendo bombas de H*
de classes diferentes, sendo V-ATPases as de células tumorais e as de plantas
P-ATPases, ambas tém sido descritas colocalizar com outras proteinas
funcionais em ‘rafts’, microdominios de membrana enriquecidos com colesterol
ou fitoesterdides, respectivamente. Ou seja, pode-se especular que este
complexo de AIA e Cu (ll) possa vir a promover seus efeitos sobres as bombas
de H' ao ligar em receptores auxinicos e/ou purinérgicos e desestabilizar os
rafts onde estas proteinas estdo funcionalmente acopladas com as bombas
ibnicas e outros transceptors que participam do controle da energizacédo e
sinalizacdo transmembranares. Tal mecanismo seria andlogo ao previamente
descrito para o efeito antimetastatico do monoterpeno mirtenal em melanoma
(Martins et al.,, 2019), porém de forma mais especifica por possivelmente
envolver ligacado direta a proteinas dos sistemas de transducdo de energia e

sinalizacdo associados aos rafts de membranas.

O complexo sintetizado foi farmacologicamente mais eficaz in vivo do
gue in vitro e exibiu valores mais altos de IC50. Este é um caso bastante

interessante em que os resultados in vitro nao refletem a atividade in vivo de
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um composto, sendo mais comum o contrario, ou seja, atividades bioldgicas de
novos compostos descritas in vitro ndo apresentarem o mesmo desempenho
guando testadas in vivo. Um composto de ruténio chamado NAMI-A é um bom
exemplo desse tipo de situacdo. O NAMI-A e alguns de seus derivados
mostraram pouca ou nenhuma citotoxicidade em células cultivadas in vitro, mas

exibiram clara atividade anti-metastatica in vivo.

Numerosos derivados sintéticos foram sintetizados e avaliados quanto a
atividade antitumoral. Varias moléculas a base de compostos inddlicos tém sido
testadas e algumas ja& foram aprovadas e jA se encontram em uso no
tratamento de tumores cancerigenos. Alguns alcaloides inddlicos de ocorréncia
natural obtiveram aprovacdo da FDA, incluindo a vincristina, vinblastina,
vinorelbina e vindesina para atividade antitumoral. Além da ocorréncia natural,
0s compostos indolicos sdo bons ligantes, possuem um grupo amina e
carboxila, o que constitui fator importante na producédo de novos compostos
metalicos anticancerigenos, como o complexo de cobre (ll) descrito neste

trabalho.
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4. Conclusoées

Os resultados do presente trabalho sugerem que o mirtenal e possivelmente
outros monoterpenos com estruturas e propriedades analogas, possuem
capacidade de atenuar o processo de metastase, com especial relevancia para
a medicina veterinaria como tratamento de baixo custo, apresentando elevada
eficiéncia no tratamento de camundongos com metéstase induzida por células

de melanoma murinho B16F10.

Camundongos com metastase induzida no pulméo apresentaram drastica
reducdo no numero de nddulos metastaticos quando tratados com mirtenal;
camundongos com metastase nos linfonodos apresentaram reducdo no
tamanho da metastase. Observou-se que além dos resultados macroscopicos,
o mirtenal foi capaz de reduzir a invasdo dos tecidos, e as bombas de H*
isoladas de tumores retirados dos camundongos foram inibidas por mirtenal em

cerca de 80 %.

Os testes de toxicidade com mirtenal in vivo demonstraram sua baixa
toxicidade. Camundongos quando tratados com mirtenal apresentaram quadro
clinico normal, com manutencéo do peso, ndo se observando quedas de pelos

e nem inatividade dos animais tratados.

Resultados das andlises termométricas demonstram que determinados
locais do tumor possuem uma liberacdo de calor maior quando comparadas
com outros campos, esse trabalho demonstrou que as diferencas de
temperatura locais se correlacionam com as mudancas das atividades
cataliticas e de transporte, e de eficiéncia no acoplamento funcional das

bombas de H*.

Um novo composto de cobre 1l foi sintetizado a partir do ligante AIA, e este
foi caracterizado quimicamente e sua estrutura resolvida e patenteada. A
atividade antitumoral do composto AlA-Cobre Il foi verificada se mostrando
mais eficiente que o da cisplatina na linhagem de células leucémica THP-1.
Devido a elevada citotoxicidade observada contra as células tumorais testadas,
baixa toxidez in vivo e baixo custo quando comparado a compostos de platina,

este novo composto de Cobre Il se mostrou um candidato em potencial para
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