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RESUMO

ANALISE DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DE ANALOGO DA ISATINA E DA
CONVOLUTAMIDINA A

Fabiana Sélos Guerra
Orientadora: Profa. Dra. Patricia Dias Fernandes

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de PoOs-graduacdo em
Farmacologia e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do
titulo de Mestre em Farmacologia.

O céncer de mama é o cancer mais comum entre as mulheres em todo o mundo e é
responsavel por aproximadamente 25% de todos os tumores malignos do sexo feminino
com maior prevaléncia nos paises desenvolvidos. O cancer de mama é a segunda
principal causa de morte por céncer entre as mulheres no mundo. Apesar das
abordagens terapéuticas e de diagnéstico ja serem bastante desenvolvidas para este tipo
de céncer, ainda ha muito para ser elucidado, principalmente pela heterogeneidade dessa
neoplasia. Trabalhos anteriores mostraram a atividade antitumoral da isatina e da
convolutamidina A e por isso foram sintetizados andlogos dessas moléculas, ISA017 e
ISA161, para avaliacdo da possivel atividade antitumoral in vitro. Foi utilizada a
linhagem MCF7 de tumor de mama humano. A viabilidade celular foi avaliada pelo
ensaio de MTT e proliferacdo celular. A analise morfoldgica, o ensaio da Annexina V-
APC por citometria de fluxo e a anélise da ativacdo de genes para caspase 3 por PCR
foram realizados para avaliar a ativagdo do processo apoptético. O tratamento com
ambos 0s compostos provocou queda na viabilidade celular na linhagem testada. A
analise morfologica e o ensaio de Annexina V-APC mostram que a morte celular € por
apoptose. A analise da ativacdo do gene que codifica caspase 3 mostra que a ISAQ017 é

capaz de ativar caspase 3, porém a ISA161 ndo é capaz de ativar esse gene.

Palavras-chave: Isatina; Convolutamidina; Cancer de Mama; Morte Celular.

Rio de Janeiro
Agosto/2013
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ABSTRACT

EVALUATE OF THE ANTITUMORAL ACTIVITY OF ANALOG FROM ISATIN
AND CONVOLUTAMYDINE A

Fabiana Sélos Guerra

Orientadora: Profa. Dra. Patricia Dias Fernandes

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pés-graduacdo em
Farmacologia e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do
titulo de Mestre em Farmacologia.

The breast cancer is the most common cancer for women worldwide, and is responsable
for about 25% of all female malignancies with a higher prevalence in developed
countries. Breast cancer is the second leading cause of cancer-related death among
females in the world. Although therapeutic and diagnostic approaches are well
developed for this type of cancer, there is still much to be elucidated, mainly by the
heterogeneity of this malignancy. Previous works has shown antitumor activity of isatin
and convolutamydine A and analogs were synthesized, ISA017 and ISA161, to evaluate
the possible antitumor activity in vitro. It was used the cell line MCF7 human breast
tumor. Cell viability was evaluated by MTT assay and cell proliferation. Morphological
analysis, the Annexina V-APC-assay for flow cytometry, gene caspase 3- activation
analysis by PCR were realized to evaluate the apoptotic process activation. The
treatment with both compounds reduced the cell viability at the tested cell line.
Morphological analysis and Annexina V-APC-assay show that cell death is through
apoptosis. The analysis of the gene-caspase 3 activation shows that the ISA017 is able

to activate caspase 3, but the ISA161 is not able to activate this gene.

Keywords: Isatin; Convolutamydine; Breast Cancer, Cell Death.

Rio de Janeiro
Agosto/2013
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1.1 Céancer

O cancer resulta de alteragdes intracelulares que levam geralmente a uma perda
do controle da proliferacdo e/ou desregulagdo dos mecanismos de morte celular,
resultado de uma mutacdo genética. Como, desde os primdrdios, as mutacdes estao
presentes, é razoavel imaginar que a doenca sempre existiu. A mais antiga evidéncia de
cancer, no entanto, remonta a 8.000 a.C. O tipo mais comum de neoplasia encontrada
em fosseis, e ainda assim raramente, € 0 osteossarcoma, um cancer 0sseo. Para
encontrar um Unico caso, é necessario estudar cerca de 5.000 fosseis com joelhos
preservados. As primeiras descricbes de tumores foram encontradas em papiros do
Egito, e datam de 1.600 a.C. (MUKHERJEE, 2012).

O cancer foi, por muito tempo, considerado como uma doenca dos paises
desenvolvidos e com grandes recursos financeiros. Ha aproximadamente quatro
décadas, a situacdo vem mudando, e a maior parte do 6nus global do cancer pode ser
observada em paises em desenvolvimento, principalmente aqueles com poucos e
médios recursos. Assim, nas Ultimas décadas, o cancer ganhou uma dimens3o maior,
convertendo-se em um evidente problema de saude publica mundial. A Organizagao
Mundial da Saude (OMS) estimou que, no ano 2030, podem-se esperar 27 milhdes de
casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por cancer e 75 milhdes de pessoas
vivas, anualmente, com cancer (INCA, 2013).

Os tumores aparecem no organismo quando as células comecam a crescer de
uma forma descontrolada, em funcdo de um dano nos genes. A causa dessa mutagédo
pode ter trés origens: genes que provocam alteracfes na sequéncia do DNA,; radia¢Ges
qgue quebram os cromossomos e alguns virus que introduzem nas células DNAs
andmalos. Na maioria das situacdes, as celulas sadias do organismo impedem que estes

DNAs passem adiante as informacfes. O tumor desenvolve um conjunto de rede de
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vasos sanguineos para se manter. Através da corrente sanguinea ou linfatica, as células
malignas chegam a outros Orgdos, desenvolvendo a doenca nestas regides. Esse
processo de irradiacdo da doenca é conhecido como metéstase (GARG e cols., 2013).

O céancer € considerado uma doenca muito perigosa devido sua eficiente
capacidade de multiplicacdo celular e colonizagdo/invasdo dos tecidos adjacentes ao
tumor formado (AFFELDT e cols., 2013).

Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis, determinando a formacgdo de tumores (acumulo de células cancerosas)
ou neoplasias malignas. Por outro lado, um tumor benigno significa simplesmente uma
massa localizada de células que se assemelham ao seu tecido original, raramente
constituindo um risco de vida (GARG e cols., 2013).

Apesar de ser, em Varias situac@es, uma doenca extremamente agressiva e de
rapida evolucdo, o cancer é uma doenca de multiplos passos, ou seja, para que o cancer
ocorra € necessario acontecer mais de uma lesdo diferente no genoma celular para que
se complete o processo de transformacdo. A proliferacdo celular € um processo
extremamente coordenado onde a progressao pelas fases do ciclo celular é regulada, de
modo muito preciso, por uma rede bioguimica muito complexa, que sinaliza o
andamento e as passagens entre as fases do ciclo celular, G1, S, G2 e M. Esse controle €
vital para a manutencdo do ritmo de proliferacdo, para garantir a correta replicacdo do
material genético, segregacdo dos cromossomos e coordenar 0S processos de
diferenciacdo, senescéncia e morte (MALUMBRES e BARBACID, 2009). O mau
funcionamento nessas vias leva ao aparecimento e perpetuacdo de mutacOes e
aberracfes cromossdmicas que favorecem o aparecimento de diversas patologias, entre

elas o cancer (PAULOVICH e cols., 1997; OGINO e cols., 2005).
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1.2 Cancer de Mama

O céncer de mama ¢é o tipo mais frequente de cancer em mulheres, tanto em
regides desenvolvidas como em desenvolvimento e, segundo Curado, 2011, é esperado
que 1.380.000 novos casos de cancer de mama foram diagnosticados em 2008 (23% de
todos os tipos de céncer). As taxas de incidéncia variam de 19,3 por cada 100.000
mulheres na Africa Oriental para 89,9 por cada 100.000 mulheres no Oeste da Europa.
Sd0 mais elevadas (mais de 80 casos por cada 100.000 mulheres) nas regides
desenvolvidas do mundo (exceto Japédo) e baixas (inferior a 40 por cada 100.000
mulheres) na maioria das regides em desenvolvimento (CURADO, 2011).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), estima-se que
aproximadamente 490.000 novos casos de cancer de mama foram diagnosticados no
Brasil em 2011. A alta incidéncia esta relacionada a diferenga socioecondmica, fatores
reprodutivos, hormonais e nutricionais. Em paises com maiores recursos, 0 rastreamento
mamogréafico afeta consideravelmente os dados para diagnostico, incidéncia e
mortalidade por cancer de mama quando comparados a paises menos desenvolvidos
com mulheres com menor poder aquisitivo. (BRAY e cols., 2004; PARKIN e cols.,
2005; CARNESECA e cols., 2013).

A expectativa de vida para pacientes com cancer de mama tem aumentado
significativamente ao longo do tempo. Estas melhorias significativas foram obtidas
gracas ao desenvolvimento de novos farmacos e terapias alternativas. Em paralelo, os
avancos na area de triagem e no campo de ciéncias basicas tem proporcionado uma
nova visdo na biologia do céncer de mama. Também precisa ser mencionada a forte
conscientizacdo desenvolvida por cientistas e autoridades de salude com relacdo aos
cuidados de suporte, como gestdo de sintomas, melhoria da qualidade de vida e na

minimizacao do impacto psicologico da doenga (DOGAN e cols., 2013).
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Em contrapartida, marcadores de terapia-alvo mostram resultados inconsistentes
na terapia do cancer de mama. Agentes de segmentacdo que estdo atualmente sendo
investigados incluem receptor do fator de crescimento epidérmico, fator de crescimento
vascular endotelial, e inibidores da polimerase, mas ainda existe a falta de melhoria
consistente na sobrevivéncia de pacientes com cancer de mama (ZHOU e cols., 2013)

Para muitas mulheres com cancer de mama em estagio inicial, a cirurgia
conservadora da mama (cirurgia que ndo faz a resseccao de toda a mama) pode remover
qualquer doenca macroscopica que tenha sido detectada, no entanto, alguns focos
tumorais microscépicos podem permanecer na mama conservada que poderia, se nao
tratada, levar a recidiva loco-regional ou metastases distantes, ou ambos (Early Breast

Cancer Trialists’” Collaborative Group (EBCTCG), 2011)

1.3 Alvos para terapia do cancer de mama

O céncer de mama, mesmo em um estagio inicial, € uma doenga heterogénea em
que a presenca de alteracbes nos mecanismos moleculares afeta o crescimento dos
tumores, progressao e o potencial metastatico limitando o valor do progndstico segundo
a classificagdo tumor, linfonodos e metéstases, (TNM). No entanto, em contraste com
outras neoplasias, o cancer da mama é potencialmente curdvel devido a existéncia de
varias modalidades de tratamento e das proprias caracteristicas biologicas do tumor
(CORADINI e DAIDONE, 2004).

As pesquisa sobre o cancer de mama tem sido focadas na detecgdo e
classificacdo do tumor associado a biomarcadores que mostram o perfil biolégico de
cada caso no diagndstico, prognostico e predicdo de estratégias terapéuticas. A grande

quantidade de marcadores descoberta nas Ultimas trés décadas inclui fatores
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relacionados com diferentes funcBes da célula, tais como a proliferacdo, apoptose,
regulacdo hormonal, angiogénese, invasdo e metastase (THOMADAKI e cols., 2007).

A transformacdo maligna da célula mamaria normal é um processo que envolve
mudancas na atividade de diferentes genes e proteinas, resultando na perda do controle
do ciclo celular e de um programa de diferenciacdo. Estes eventos celulares sé&o
geralmente regulados por programas genéticos especificos, controlados pela agédo
sequencial de fatores de transcricdo. (MESTER e REDEUILH, 2008).

Produtos de oncogenes como ras, c-myc e receptores de fatores de crescimento,
como os membros da familia HER/erbB, tem sido extensivamente investigados, mas seu
impacto ainda continua controverso (CORADINI e DAIDONE, 2004). Outros
potenciais marcadores tem sido identificados, incluindo os receptores de esteroides (ER
e PR), p53, c-erbB-2, CEA, CA15.3, CA125, catepsina D e poliadenilato polimerase.
Os genes relacionados com a apoptose também tém sido estudados no cancer de mama,
tanto para prognostico como também para marcadores preditivos (THOMADAKI e
cols., 2007). Pouco se sabe sobre a iniciacdo dos eventos genéticos que disparam a
transformacdo maligna das células epiteliais mamarias, com excecdo da forma
hereditaria (perda heterozigosidade BRCA1 ou BRCA2) (MESTER e REDEUILH,
2008). Sabe-se que a origem do cancer ndo é apenas a partir de um Unico evento. E
geralmente aceito que uma mutacao genética é essencial para a transformacéo maligna e
que mutacdes no gene de p53 sdo altamente significantes. Alteragcbes/mutacdes em p53
séo vistas em 53% dos casos de cancer, incluindo o cancer de mama, sendo este um
importante fator no desenvolvimento desta doenca (ZI'YAIE e cols., 2000). O gene p53
é conhecido como um supressor tumoral e esta envolvido na regulacdo do crescimento
celular e divisdo, transcricdo do gene, reparo do DNA e estabilidade genémica. A

ativacdo de p53 estd relacionada aos estimulos estressantes como danos ao DNA,
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hipoxia, choque térmico, irradiacdo ionizante, irradiacdo ultravioleta e agentes
quimioterapicos. Esses estimulos, por sua vez, ddo origem a uma gama de respostas
adaptativas que incluem parada do ciclo celular em G1 permitindo a a¢do do reparo do
DNA ou levar a apoptose (morte celular programada) (ZI'YAIE e cols., 2000).

A sinalizacdo do estrogénio € um regulador chave do desenvolvimento da
glandula mamaria, carcinogénese mamaria e progressdo quando a via de sinalizacdo do
estrogénio se torna desregulada. Existem dois receptores de estrogénio distintos, ERa ¢
ERp, modulam a sinalizacdo de estrogénio e regulam a transcri¢do por impulsionar o
crescimento, a proliferacédo, diferenciacdo, e muitos outros processos celulares. Assim, a
sinalizacdo do receptor de estrdgeno é o alvo mais atraente para terapia clinica do
cancer de mama ER-positivo (IRSIK e cols., 2013).

No entanto, o éxito das terapias existentes hoje € limitado por razbes como:
concentracfes de farmacos que chegam aos tumores sdo insuficientes, toxicidade
sistémica, falta de seletividade para células tumorais em relagcdo as células normais e
aparecimento de células tumorais resistentes aos farmacos (XU e McLEOD, 2001).
Certo nimero de estratégias tem sido utilizadas para superar estes problemas. Uma nova
geracdo de farmacos inibidores do crescimento do tumor foi introduzida com sucesso,
que visa especificamente as vias de sinalizacdo nas células tumorais. A esse grupo
pertencem, por exemplo, Trastuzumab (um inibidor do receptor da via EGF), Imatinib
(Glivec ®, Gleevec ®, um inibidor tirosina-quinase) e inibidores da farnesil transferase
que interferem com a localizagdo membranar de alguns oncogenes. Esses farmacos séo,
muitas vezes, eficientes e ndo tem os efeitos colaterais gerais da terapia sistémica

(BRACKE e cols., 2008).
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1.4 Morte Celular por Apoptose e Necrose

Formas distintas de morte celular tem sido estudadas ao longo de muitos anos.
No entanto, a ultima década testemunhou um acumulo constante de descobertas
sugerindo que apoptose, necrose e autofagia muitas vezes sdao reguladas por caminhos
semelhantes, envolvendo locais comuns em organelas subcelulares e até mesmo partes
do iniciador e moléculas efetoras. Dependendo do contexto celular e inicio do processo
de morte, os dois modos principais de morte celular, muitas vezes atuam de forma
complementar para facilitar a destruicdo celular (NIKOLETOPOULOU e cols., 2013).

Morfologicamente, as células necroticas sdo caracterizadas por inchaco das
organelas, tais como o reticulo endoplasmatico e mitocdndrias, a ruptura da membrana
plasmaética e a lise da célula. O nucleo torna-se distendido e permanece praticamente
intacto (figura 1). Morte necrética € normalmente seguida por reagdes inflamatorias e
ndo € associada a ativacao de caspases (NIKOLETOPOULOU e cols., 2013).

A apoptose tem sido classificada como um grande mecanismo de morte
regulada, empregada ndo s6 sobre os danos celulares ou estresse, mas também durante o
desenvolvimento e morfogénese normais. A apoptose pode ser desencadeada tanto por
estimulos através de receptores de morte extrinsecos localizados na superficie celular,
como o0s receptores para fator de necrose tumoral-a (TNF o) e receptores Fas
(CD95/AP01) ou por estimulos da via intrinseca, a via mitocondrial (Su e cols., 2013).
Em ambos os casos, a ativacdo de caspases, resulta em permeabilizacdo da membrana
mitocondrial, condensacdo de cromatina e fragmentacdo do DNA conduzindo a

destruicdo da célula (NIKOLETOPOULOU e cols., 2013).
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Figura 1 — Processos de Morte Celular — Necrose e Apoptose. (Adaptado de

NIKOLETOPOULOU e cols., 2013).

O processo apoptotico envolve uma série de eventos. A primeira fase € a fase de
envolvimento, em que a célula perde contato com suas células vizinhas e se apresenta
com modificacdes do citoesqueleto, provocando uma diminuicdo no tamanho da célula
e alteracGes na morfologia celular. Durante a segunda fase, a fase de execucdo, existe
um aumento no Ca* * intracelular, o que induz a ativagdo de certos grupos de enzimas,
tais como proteases e endonucleases, como as caspases. Além disso, a cromatina
condensa e é fragmentada, formando vesiculas de diferentes tamanhos rodeadas por
uma membrana plasmatica. Estas vesiculas, conhecidas como corpos apoptoticos,
contém partes das organelas e cromatina celular. A fase final é a fase de terminacéo, que
envolve a fagocitose e a degradacio dos corpos apoptoticos (FUENTES-GONZALEZ, e

cols., 2013).
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Fisiologicamente, a apoptose desempenha um papel regulatério no controle do
tamanho de populacdes de células e tecidos. A perda deste equilibrio pode levar ao
surgimento de doengas degenerativas por promover apoptose em larga escala (por
exemplo, o Alzheimer) ou de doencas proliferativas como o cancer, quando grupos de

células tornam-se resistentes a apoptose (ZORNIG e cols., 2001).

1.5 Ativacao do processo apoptoético - Vias de Ativacdo de Caspases

Diversos séo os fatores que podem desencadear a apoptose, entre eles: ligacéo de
moléculas a receptores de membrana, agentes quimioterdpicos, radiacdo ionizante,
danos no DNA, choque térmico, privacdo de fatores de crescimento, baixa quantidade
de nutrientes e niveis aumentados de espécies reativas do oxigénio. A ativacdo da
apoptose pode ser iniciada de duas diferentes maneiras: pela via extrinseca
(citoplasmatica) ou pela via intrinseca (mitocondrial) como pode ser observado na

figura 2 (ALMAGRO e VUCIC, 2012).
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Figura 2 — Vias de ativacdo de caspases. Composta pelas vias extrinsecas e intrinsecas.

(Adaptada de HENGARTNER, 2000).

1.5.1 Via extrinseca

A via extrinseca é regulada por receptores de morte da membrana tais como
DR4/TRAIL-R1 e DR5/TRAIL-R2. Receptor do Fator de Necrose Tumoral 1 (TNFR1)
e Fas (CD95), sdo ativados por seus ligantes TRAIL, TNF, e FasL, respectivamente
(figura 3). Essa ligacdo favorece a trimerizagédo e indugdo do recrutamento de FADD,
através da interacdo com os seus dominios de morte (DDS). A interacdo de FADD com
a pro-caspase 8 forma um complexo chamado DISC, o que favorece a sua
oligomerizacdo e auto-clivagem. A caspase 8 ativa inicia a cascata de caspases efetoras

3,6 ¢ 7 (FUENTES-GONZALEZ e cols., 2013).
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Figura 3 — Ativacdo da via Extrinseca pré-apoptética. (BUDIHARDJO e cols., 1999)

1.5.2 Via Intrinseca

A via intrinseca é ativada por estresse intracelular ou extracelular como a
deprivacdo de fatores de crescimento, danos no DNA, hipoxia ou ativagdo de
oncogenes. Os sinais que sdo transduzidos em resposta a estes insultos convergem
principalmente para a mitocéndria (HENGARTNER, 2000). Inimeros estudos sobre
apoptose apontam a mitocondria como o principal mediador desse tipo de morte. Essa
organela integra os estimulos de morte celular, induzindo a permeabilizagdo
mitocondrial e consequente liberacdo de moléculas pré-apoptoticas nela presentes
(DESAGHER e MARTINOU, 2000).

A via intrinseca é regulada por proteinas mitocondriais, que, apds a ativacgéo,
causam a liberacéo de citocromo c para o citoplasma. Quando no citosol, o citocromo ¢
forma um complexo com o fator ativador de protease apoptotica (APAF-1) e a caspase-

9, o chamado apoptossomo, que promove a clivagem da pro-caspase-9, liberando a
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caspase-9, ativa (fig. 4). Uma vez ativada, a caspase-9 ativa a caspase-3 que vai

ocasionar a apoptose (BUDIHARDJO e cols., 1999).
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Figura 4 — Via Intrinseca de ativacdo de caspases. (GRIVICICH e cols., 2007)

1.6 Caspases

Assim como Varias proteases, as caspases existem como pro-enzimas inativas,
ou zimogénios, e devem sofrer uma clivagem para serem ativadas e iniciar a apoptose.
Ja foram caracterizadas mais de doze isoformas de caspases e aproximadamente dois
tercos destas enzimas apresentam funcdo no processo de apoptose. Dois tipos de
caspases atuam nas vias de sinalizacdo para apoptose e sdo denominadas de iniciadoras
(caspases 8, 9 e 10) e efetoras ou executoras (caspases 3, 6 e 7) (figura 5) (PORE e

cols., 2013).
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Para manter o programa de apoptose sob controle, as caspases sao inicialmente
expressas em células como precursoras inativas de prd-caspase. Quando as caspases
iniciadoras, tais como caspase 8 e caspase 9, sdo ativadas por oligomerizacgdo, elas
clivam as formas precursoras de caspases efetoras, tais como a caspase-3, caspase-6 e
caspase-7. Uma vez ativadas, as caspases efetoras, entdo, clivam um conjunto especifico
de moléculas, resultando num conjunto de alteragdes morfoldgicas e bioquimicas que

sdo associadas ao processo apoptdtico (OKADA e MAK, 2004).
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Figura 5 — Esquema do processo de ativagdo da apoptose pela via dos receptores de

morte celular (Fas-FasL) (JUO e cols., 1999).

[Digite texto]



1.7 Controle do processo apoptotico

O equilibrio entre a proliferacdo celular e a apoptose é necessario para evitar o
desenvolvimento de patologias, como doencas neurodegenerativas e cancer. Nas células
eucaridticas, este equilibrio é mantido na sua maioria por uma familia de proteinas
conhecida como a proteina inibidora de apoptose (IAP). A familia IAP é composta por 8
membros, no entanto, a proteina melhor estudada na familia é a proteina inibidora de
apoptose ligada ao X (XIAP), que pode inibir diretamente as caspases efetoras (caspases
3 e 7), bem como a caspase 9 (iniciadora). As células cancerigenas expressam niveis
elevados de IAP, o que tem sido associado com quimiorresisténcia, progressédo da
doenca e mau prognéstico (FUENTES-GONZALEZ, e cols., 2013).

Outra familia importante é a familia Bcl2. Todos estdo envolvidos nos
mecanismos de sobrevivéncia da célula ap6s o estresse citotoxico. Os membros dessa
familia podem ser divididos em moléculas pro-apoptéticas (BAX, BAK, BCL-xS,
BAD, BID, BIK, HRK, BIM e BOK) e anti-apoptéticas (BCL-2, BCL-xL, BCL-w,
BFL-1, BRSAG-1, MCL-1, Al, E1B19K, LMWS5-HL e EBV BHRF1). O equilibro
relativo entre as diferentes proteinas, refletindo a formacdo de homodimeros e
heterodimeros (neutralizagdo), define a via de atuacdo sobre o mecanismo de morte
celular programada (KIRKIN, 2004).

A familia Bcl2 constitui uma das classes biologicas mais relevantes no controle
da apoptose com alguns membros agindo como supressores e outros como ativadores
(fig. 6). A Bcl-2 associada a proteina X (Bax), codificada pelo gene localizado na regido
cromossdmica 19q13.3-q13.4, representa o protétipo das proteinas pré-apoptoticas. Na
presenca de um sinal apoptdtico, a Bax é translocada do citoplasma para as
proximidades das mitocondrias, onde sofre ativacdo e modificagdo conformacional,

aderindo a membrana mitocondrial externa. Pequenas unidades de proteinas Bax
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ativadas tendem ao agrupamento, formando oligbmeros que acabam por penetrar a
membrana mitocondrial externa. Essa integracdo possibilita a rapida liberagdo do
citocromo ¢ (FARIA e cols., 2006).

Por outro lado, a B-cell lymphoma protein 2 (Bcl-2), codificada pelo gene
localizado no cromossomo 18g21, favorece a sobrevida celular. Ela impede o escape do
citocromo c, possivelmente pela formagdo de heterodimeros com moléculas proé-

apoptéticas como a proteina BAX (FARIA e cols., 2006).
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Figura 6 — Envolvimento da familia Bcl2 no processo apoptético (KELEKAR e

THOMPSON, 1998)
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1.8 Isatinas

A isatina (1H-indol-2,3-diona) é um composto inddlico, endégeno, presente nos
tecidos e fluidos de mamiferos (fig. 7). Possui uma ampla gama de atividades
bioldgicas, tais como sedativas (PANDEYA e cols., 2005), anticonvulsivantes (CANE e
cols., 2000) e potente antagonista dos receptores de peptideos natriuréticos atriais in
vitro (MATESIC e cols., 2008). Sua distribuicdo é heterogénea, sendo encontrada em
varios tecidos com diferentes concentraces. No cérebro, uma maior concentracéo esta
presente no hipocampo e cerebelo (MEDVEDEYV e cols., 2008). Os derivados de isatina
tém sido relatados como citotoxicos contra as linhagens celulares de carcinoma humano
derivadas de mama, de préstata, de leucemia linfoblastica aguda, colon e pulmaéo

(PREMANATHAN e cols., 2012).

Figura 7 — Estrutura quimica da isatina.

A isatina foi isolada em 1940 a partir da urina de coelhos e, em 1988, foi
identificada na urina de humanos e no cerebro de ratos (GLOVER e cols., 1988;
MEDVEDEV e cols., 1996). Embora a via enddgena de formacdo da isatina ndo esteja
completamente elucidada, ha evidéncias de que sua formacdo se da a partir do

aminoacido triptofano, que € convertido em indol pelas bactérias do trato
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gastrointestinal e, posteriormente, oxidado no figado pelas enzimas do citocromo P450
(GUILLAN e cols., 2000).

Inicialmente, a isatina foi descrita como um componente da tribulina, um
inibidor endégeno da monoamino oxidase (MAO) e subsequentemente identificada
como um inibidor seletivo da MAO-B (GLOVER e cols., 1988).

Isatina, 1H-indol-2,3-diona 1 (figura 7), é um versatil bloco de construcao
quimica, capaz de formar um grande nimero de moléculas heterociclicas. O composto
possui uma estrutura de anel de inddlico (figura 8), comum a muitos produtos
farmacéuticos sendo capaz de participar de uma ampla gama de reacdes de sintese,
levando a sua ampla utilizacdo como uma molécula precursora na quimica medicinal

(PAKRAVAN e cols., 2013).

o

Figura 8- Estrutura quimica do anel indolico.

Erdman e Laurent, 1841, obtiveram a isatina pela primeira vez como um produto
da oxidacdo do indigo pelos &cidos nitrico e crémico. Posteriormente, foi encontrada na
natureza em plantas do género Isatis (GUO e CHEN, 1986), nas espécies Calanthe
discolor Lindl (figura 9A) (YOCHIKAWA e cols., 1998) e Couroupita guianensis Aubl

(figura 9B) (BERGMAN e cols., 1985).
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Figura 9 — Calanthe discolor Lindl (A) e Couroupita guianensis Aubl (B).

1.8.1 Ag0es da Isatina

No sistema nervoso central (SNC), foi demonstrado que a isatina melhora a
bradicinesia e os niveis de dopamina na regido estriatal, em modelos de ratos com
doenca de Parkinson (MEDVEDEV e cols., 2005). Igosheva e cols. (2005) avaliaram os
efeitos da isatina no crescimento e sobrevivéncia de células neurais, usando um modelo
de neurbnios dopaminérgicos.

Dentre suas agOes, descritas em experimentos in vitro, pode-se destacar sua a¢do
como antagonista da funcdo do peptideo natriurético atrial e da sinalizacdo do oOxido
nitrico (NO) (MEDVEDEV e cols.,, 2005). Foi mostrado que a isatina, em
concentracdes fisiolégicas (10° a 10° M), diminui o estimulo da guanilato ciclase
soltvel pelo 6xido nitrico (NO), em plaguetas humanas (MEDVEDEYV e cols., 2002).
Mais recentemente, Hou e cols. (2008) mostraram que a isatina era capaz de promover
apoptose em células de neuroblastoma humano SH-SY5Y, além de interferir no

T

vascular (VEGF).
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1.8.2. Agdes dos derivados da isatina

A isatina € uma molécula heterociclica com consideravel versatilidade sintética
(SHEVKHGEIMER, 1996; SILVA e cols.,, 2001) e vérias acOes farmacoldgicas
comprovadas (SILVA e cols., 2001). Alguns anélogos sintéticos foram identificados
como inibidores da MAO, como a 5-hidroxiisatina, que é seletiva para MAO-A
(MEDVEDEV e cols., 1992). Vérios outros derivados ja foram estudados e também
apresentaram efeitos farmacoldgicos tais como analgésico, antipirético e anti-
inflamatério (SRIDHAR e RAMESH, 2001), inibidor da producdo de NO,
prostaglandina E, (PGE_) e fator de necrose tumoral (TNF), devidos em parte a inibicdo
na expressao das enzimas ciclo oxigenase-2 (COX-2) e 6xido nitrico sintase induzida
(NOSi) (MATHEUS e cols., 2007), e amplamente descritos como agentes citotoxicos
(VINE e cols., 2006; MATESIC e cols., 2008), pro-apoptoticos (CANE e cols., 2000;

KOPKA e cols., 2006) e antitumorais (SATHISHA e cols., 2008).

1.9 Convolutamidina

As convolutamidinas A até E (figura 9) sdo membros da familia de alcaloides
oxindolicos que tem em comum o esqueleto 4,6-dibromo-3-hidroxioxindol. Estas
substancias, derivadas da isatina, foram isoladas do briozoario Amathia convoluta
(figura 10), um organismo marinho coletado no Golfo do México, na Florida. As
convolutamidinas A e B apresentaram atividade inibitdria na diferenciagéo de células de
leucemia pro-mielocitica humanas HL-60 (KAMANO e cols., 1995). As
convolutamidinas C, D e E ndo foram avaliadas por ensaios farmacologicos em virtude

da pouca quantidade isolada (ZHANG e cols., 1995).
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Figura 10 — Estrutura quimica das Convolutamidinas A, B, C, D e E.

Figura 11- Fotografia do briozoario marinho Amathia convoluta (Adaptado de

KAMANO e cols., 1995).

As promissoras atividades farmacologicas estimularam a sintese da

convolutamidina A pelo grupo do professor Angelo da Cunha Pinto e professora

Barbara Vasconcellos da Silva, do Instituto de Quimica da UFRJ. O grupo foi o

primeiro a propor uma rota sintética para a obtencdo da convolutamidina A na forma

racémica (GARDEN e cols., 1997).
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A literatura tem mostrado que derivados da convolutamidina A apresentam
efeitos farmacoldgicos tais como secrecdo do hormoénio de crescimento (TOKUNAGA
e cols., 2001), neuroprotecdo por ativacdo dos canais de potassio ativados por calcio
(HEWAWASAM e cols., 2002), e anticonvulsivante (POPP, 1985), anticolinesterésica,
anti-hipertensivas, anti-hipdxica, antimicrobiana, antineoplésica, antiulcerativa, antiviral
e anti-inflamatéria (DA SILVA e cols., 2001; MATHEUS e cols., 2007; ZAPATA-
SUDO e cols., 2007; VINE e cols., 2008; HALL e cols., 2009; PEDDIBHOTLA, 2009;
BHRIGU e cols., 2010; SILVA e cols., 2010). Recentemente foi publicado um trabalho
do nosso grupo, Laboratério de Farmacologia da Inflamacdo e na dor da UFRJ,
mostrando a acdo antinociceptiva da convolutamidina A e dois derivados, em modelos
in vivo (FIGUEIREDO e cols., 2012).

Devido a grande variedade de anélogos sintetizados pela profa. Barbara Silva e
seus colaboradores, bem como o potencial farmacoldgico desta série quimica, varios

outros estudos sdo necessarios.

1.10 Relevancia do estudo

Visto que o processo de tumorigénese, bem como o desenvolvimento do céncer,
estdo relacionados com a desregulacdo do processo apoptético, é de suma importancia a
procura de novos farmacos com atividade antitumoral relacionada a ativacdo e

regulacdo do processo de morte celular por apoptose.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivos Gerais
O objetivo geral deste trabalho foi avaliar uma possivel agdo citotoxica e
antitumoral do anédlogo da lIsatina (ISA017) e do derivado da Convolutamidina A

(ISA161) em modelos in vitro.

2.2 Objetivos Especificos

1) Investigar uma possivel acdo citotoxica do analogo da lIsatina (ISA017) e do
anadlogo da Convolutamidina A (ISA161) sobre a linhagem de tumor de mama
humano, MCF7, através de ensaios para viabilidade celular (MTT);

2) Investigar a possivel ocorréncia de processo apoptético apds o tratamento das
celulas MCF7 por analise morfologica.

3) Avaliar quantitativamente a apoptose e necrose celular, utilizando o ensaio de
Annexina V- APC, por citometria de fluxo.

4) Avaliar quantitativamente sinais intracelulares de ativacdo da apoptose, verificando

0s niveis da caspase efetora de apoptose Caspase 3, utilizando o método RT-PCR.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Reagentes

Foram utilizados DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — high
glucose), soro fetal bovino, solugdo tripsina-EDTA (1X), dimetilsulfoxido (DMSO),
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol), Tamoxifeno, Paclitaxel,
todos adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, Estados Unidos). Surfactante BD
FACSFlow, particulas de calibracdo Rainbow 8 peaks, solucdo de iodeto de propideo,
Annexina V APC, adquiridos da BD Biosciences (Oxford, Reino Unido). RNaseZap
Wipes, agua nuclease free adquiridos na Invitrogen (Carlsbad, Estados Unidos). Kit
para RT-PCR DNA-free™ RNA Isolation, RNAqueous®-4PCR, adquiridos na Ambion
(Carlsbad, Estados Unidos). TagMan® Gene Expression Assays (primers para genes
18s e caspase 3), kit para transcriptase reversa alta capacidade cDNA, TagMan
Universal PCR Master Mix no AmpErase® UNG, adquiridos da Applied Biosystems
(Nova Jersey, Estados Unidos). As células da linhagem MCF7(ATCC® HTB-22™)

foram adquiridas da ATCC (American Type Culture Collection, Estados Unidos).

3.2 Derivado da Isatina — ISA017

O derivado da Isatina foi sintetizado pelo grupo do Prof. Dr. Angelo da Cunha
Pinto e da Profa. Dra. Barbara Vasconcellos da Silva, do Laboratério de Produtos
Naturais e Transformagdes Quimicas do Instituto de Quimica da Universidade Federal
do Rio de Janeiro (UFRJ).

O andlogo N-metil-isatina (ISA017) foi obtido pela metilagdo no &tomo de

nitrogénio do anel inddlico (figura 12).
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Figura 12 — Sintese da ISA017 a partir da molécula da Isatina

3.3 Derivado da Convolutamidina A — ISA161

A Convolutamidina A é membro da familia de alcaloides oxindolicos e
apresenta esqueleto 4,6-dibromo-3-hidroxioxindol. O seu derivado, ISA161, foi
sintetizado pela Profa. Dra. Béarbara Vasconcelos da Silva e pelo Prof. Dr. Angelo da
Cunha Pinto do Laboratério de Produtos Naturais e Transformacbes Quimicas, do
Instituto de Quimica da UFRJ. A estratégia sintética para preparacdo da
convolutamidina A (figura 13) em sua forma racémica envolveu etapas de bromacéo da
p-nitro-anilina, formacdo do sal de arenodiazonio (diazotagdo) com substituicdo do
nitrogénio por hidrogénio e, em seguida, a reducdo catalitica e hidrélise (2, figura 13).
Em seguida utilizando a reacdo de Sandemeyer modificada por Marvel e Hiers (1941)
foi preparada a a-isonitroacetanilamida 3,5-dibromada (3, figura 13). Essa foi ciclizada
com H,SO, concentrado resultando na formacdo de 4,6-dibromo-isatina (4, figura 13)
que apos ser solubilizada em acetona e em seguida em gotas de dietilamina, resultou na
sintese da convolutamidina A (5, figura 13) (SANDMEYER, 1919; MARVEL e

HIERS, 1941; SILVA e cols., 2008).
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Figura 13- Rota sintética utilizada para a preparagdo da Convolutamidina A.

O anélogo da Convolutamidina A, o 5-cloro-3-(2-oxopropil)-3-hidroxi-2-oxindol
(ISA161) (figura 14), possui uma atomo de cloro na posicdo 5 do anel aromatico da

convolutamidina e ndo possui os 2 bromos em C4 e C6.

O

HO
Cl

N
H

Figura 14: Estrutura Quimica da ISA161
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3.4 Preparo das solugdes de uso das substéancias testadas

As substancias (ISA017, ISA161, Tamoxifeno e Paclitaxel) foram dissolvidas
em dimetilsulfoxido (DMSO) de modo a preparar solugdes estoque de 50 mg/mL que
foram armazenadas a -20°C. Em todos os experimentos a concentragdo de DMSO néo
excedeu a 0,5% de modo a ndo produzir qualquer efeito per si. Da solugéo inicial em
DMSO, todas as substancias foram entdo diluidas em meio de cultura DMEM, sem o
acréscimo de soro fetal bovino. As concentragdes utilizadas variaram de 1 nM a 100
UM. Os farmacos utilizados como controle positivo foram Paclitaxel, com
concentracOes variaveis de 10 nM a 1 puM, e Tamoxifeno (10 uM). O controle negativo

foi composto pelo veiculo (DMSO).

3.5 Cultura de células

As células da linhagem MCF7 (ATCC® HTB-22™) sio células epiteliais
mamarias humanas derivadas de tumor metastatico de efusdo pleural. Foram cultivadas
em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e mantidas em garrafas
plasticas em uma atmosfera contendo 5% de CO, a 37°C. O meio foi trocado a cada 2-3
dias quando as culturas atingiam a confluéncia e crescimento exponencial. As células,
entdo, eram coletadas apds incubacdo com solucdo Tripsina-EDTA por 2 minutos, a
37°C. Todo o contetido coletado era centrifugado (1.500 rpm, 5 min), ressuspenso em
DMEM e plaqueado, na concentracéo de 2,5 x 10* células/mL em placas de 96, 24 ou 6

pOCoOs.

3.6 Proliferacéo Celular
As células (2,5 x 10* células/mL) plaqueadas, em placas de 24 pocos, foram

incubadas por 24 horas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Em seguida, foram adicionadas
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ISA017 e ISA161, nas concentracBes de 1000, 500, 100, 50, 10 e 1nM. ApOs serem
incubadas por 24 e 48 horas, as células foram coletadas, centrifugadas, ressuspensas em
meio de cultura, retirados 10 pL e diluidos em 10 mL de solugdo tampao fosfato (PBS)
e as células viaveis foram contadas em contador de células Z1 Coulter (Particle Counter,

Beckman Coulter).

3.7 Ensaio de viabilidade celular (MTT)

A redugdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol)
para MTT-formazan, que ocorre na mitocondria foi usada como um indicador da
viabilidade das células.

As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos (2,5 x 10* células/mL) e
cultivadas por 24 horas em estufa a 37°C e 5% CO,. Prosseguindo, as células foram
tratadas com as substancias teste (ISA017 e ISA161) nas concentragdes de 1, 10, 50,
100, 500, 1000 nM e incubadas por 24 ou 48 horas, a 37°C e 5% de CO,. Apds o tempo
de incubag&o, adicionou-se 100 uL de DMEM com 0,5 mg/mL de MTT (5 mg/mL). As
células foram incubadas por 4 horas, nas mesmas condi¢fes anteriores. Finalmente, o
meio de cultura de todos os pocos foi aspirado e as células adicionou-se 100 pL de
DMSO para que os cristais de MTT-formazan formados fossem dissolvidos. A
absorbancia foi medida em leitor de microplaca a 570 nm. Os grupos controle foram
compostos por celulas somente com DMEM e células com DMEM e 2% de DMSO. O
grupo controle composto por células e DMEM somente foi considerado como 100% das

células viaveis.
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3.8 Ensaios de Apoptose

3.8.1 Avaliagéo da morfologia celular

As células MCF7 (2,5 x 10* células/mL), foram plaqueadas em placas de 24
pogos e incubadas por 24 horas em estufa a 37°C e 5% CO,. Em seguida, foram
adicionadas as substancias, ISA017 e ISA161, nas concentracdes de 1000 e 10 nM,
Paclitaxel nas concentracdes de 50 e 10 nM e as células foram incubadas por 24 e 48
horas nas mesmas condi¢fes anteriores. Ao fim das incubacBes, as células foram
observadas e fotografadas em microscopio Zeiss Cell Obeserver SD e camera AxioCam

Zeiss.

3.8.2 Citometria de Fluxo — APC Annexin V
Para a realizac@o deste ensaio é necessario o preparo de um tampéo (BB
buffer) que foi preparado a partir de uma solucdo primaria concentrada contendo 0,1 M
de Hepes, 1,4 M de NaCl e 25 mM de CaCl, em &gua ultrapura e pH 7.4. Desta solu¢do
concentrada, foi feita a diluicdo em 10 vezes, com agua ultrapura, para o tampéao de uso.
As células (2,5 x 10° células/mL) foram cultivadas em placas de 6 pogos por 24
horas e tratadas com concentracdes de 100 uM de ISA017 e ISA161, Paclitaxel 1 pM e
Tamoxifeno 10 uM e incubadas por 48 horas em estufa a 37°C e 5% CO,. Apos 0
periodo de incubacdo, as células foram lavadas e coletadas em PBS. Foram colocas em
tubos e centrifugadas por 5 minutos a 1500 rpm. Descartou-se 0 sobrenadante e o pellet
foi ressuspenso em100 pL de tampdo (BB buffer).
Adicionou-se 5 pL de Annexin APC e 5 L de lodeto de Propideo em 20 pL do
tamp&@o com células. Completou-se o volume para 100 pL com 70 pL de tampédo. A
solucéo foi entdo incubada por 15 minutos em temperatura ambiente, ao abrigo da luz.

Ap0s esse periodo, acrescentou-se 400 pL de tampao a solucdo e 300 uL foi colocado
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nos pogos da placa de 96 pocos seguindo o protocolo do ensaio. O equipamento
utilizado para a realizagdo do ensaio foi BD FACSArray e a intensidade da
fluorescéncia foi avaliada pelo software BD FACSArray System. Como controle

negativo foram usadas células ndo tratadas.

3.8.3 RT-PCR para avaliar a ativacao de genes da Caspase 3

As células (2,5 x 10° células/mL) foram cultivadas em placas de 6 pocos por 24
horas e tratadas com concentracdes de 100 uM, 1000 nM, 100 nM e 10 nM de ISA017 e
ISA161. O controle negativo foi avaliado pelas células sem tratamento. As células
foram incubadas por 48 horas em estufa a 37°C e 5% CO,. Apds o periodo de
incubacdo, o meio foi retirado e as células foram coletadas com solugédo de lise (400
pL/poco), fornecido pelo kit de ensaio. Todo o protocolo de ensaio foi seguindo as

especificacOes do fabricante do kit RNAqueous®-4PCR da Ambion, Life Sciences.

3.8.3.1 Isolamento do RNA

Apos a obtencdo do lisado, a solucdo foi colocada em eppendorfs e adicionou-se
400 pL de solucdo agua/alcool 64% e filtrou-se entdo a solucdo em filtros de eppendorfs
centrifugando a 10000 rpm por 30 segundos. O liquido filtrado foi descartado.

Foi adicionada solucdo de lavagem ndmero 1 (700 pL) e filtrado por
centrifugacdo. Descartou-se o liquido filtrado. Em seguida, adicionou-se 500 pL de
solucéo de lavagem namero 2 e filtrou-se por centrifugacdo. Esse processo foi realizado
por 2 vezes, descartando-se o liquido filtrado.

Os filtros entdo foram transferidos para um eppendorf novo e adicionou-se

solugcdo de eluicdo (40 pL) a 80°C e filtrou-se por centrifugacdo. Essa etapa foi
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realizada 2 vezes e o liquido filtrado n&o foi descartado pois 0 RNA isolado foi coletado
na solucao.

Foi feita a quantificacdo do RNA usando o software Nanodrop.

3.8.3.2 Sintese de cDNA

Num tubo eppendorf foi colocada uma mistura de reagentes, ja descrita pelo
fabricante do kit utilizado, constituida por:

14 pL de “10X RT buffer”;

5,6 uL de “25X dNTP mix”;

14 uL de “10X RP”;

7 uL de “reverse transcriptase”;

29,4 pL de agua livre de nuclease

Desse preparado foi pipetado 10 pL e transferido para micro eppendorfs de
acordo com o numero de amostras. Adicionou-se aos eppendorfs 10 pL de RNA das
amostras obtidos anteriormente.

Em seguida as amostras foram colocadas no termociclador (Mastercycler

Realplex? Eppendorf) com o seguinte protocolo de ciclizacéo:

Tempo de incubacao Temperatura °C
10 minutos 25
120 minutos 37
5 minutos 85
5 minutos 4

Tabelal — Protocolo de ciclizacéo para a sintese de cDNA.
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3.8.3.3 Replicacdo do DNA
Nesta etapa foi usado o primer para 18s como controle, 18S-primer (5°-
GAGCTGGAATTACCGCGGCT-3’), e  primer para Caspase 3 (5"
GAGCTGCCTGTAACTTG-3') TagMan® Gene Expression Assay (Applied
Biosystems).
Foi preparado um mix para cada pogo:
e Aguasem nuclease — 7,5 pL
e TagMan-10 pL
e Primer 18s/caspase 3 - 1 pL
Desse mix preparado foram adicionados 18,5 puL em cada po¢o de uma placa de
96 pocos para PCR acrescido de 1,5 puL de amostra. A placa foi coberta com pléstico
adesivo e centrifugada para retirar as bolhas. A placa ent&o foi colocada no aparelho
ciclizador Mastercycler Realplex? (Eppendorf) e o protocolo de replicacdo foi entdo

inserido no software Realplex:

Ciclos Tempo Temperatura °C
1 10 minutos 95
40 15 segundos 95
40 1 minuto 60

Tabela 2 — Protocolo de replicacdo do DNA.

Os resultados entdo obtidos foram calculados como:

Caspase 3 — 18s: Quantidade de DNA para Caspase 3 ativado
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3.9 Andlise Estatistica

Todos os ensaios, com todas as concentragdes das substancias utilizadas, foram
realizados em triplicata, com n=3 por ensaio. A significAncia estatistica entre 0s grupos
foi calculada pelo teste de andlise de varidncia (ANOVA) seguido do teste de
Bonferroni. Valores de p menores de 0,05 foram usados como indicador de
significancia. A plotagem dos gréaficos e analise estatistica foram realizadas usando o

software GraphPad Prism 5.

[Digite texto]



4. RESULTADOS
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41 O analogo da Isatina, N-metil-isatina (ISA017), e o analogo da
Convolutamidina A, 5-cloro-3-(2-oxopropil)-3-hidroxi-2-oxindol (ISA161), inibem

a viabilidade celular da linhagem MCF7

4.1.1 Ensaio de Viabilidade Celular - MTT

Foi realizado o ensaio de viabilidade celular pela técnica de MTT com o0s
analogos ISA017 e ISA161 na linhagem celular de carcinoma de mama (MCF7).
Embora se tenha utilizado cinco diferentes concentracdes (0,01, 0,1, 1, 10 e 100 pM).

Ap0s 24 horas de tratamento, foi observado um valor significativo de reducédo da
viabilidade celular média de 20+1,2 % na concentragdo de 100 uM com a ISA017
(Gréfico 1A) e de 20 a 32+1,9 % nas concentracGes de 10 e 100 uM com a ISA161
(Gréfico 1B). As outras concentracGes testadas ndo apresentaram resultados

significativos.
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Gréfico 1 — Efeito dos anélogos da lsatina (ISA017)(A) e da Convolutamidina A
(ISA161)(B) na viabilidade celular da linhagem MCF7 tratadas por 24 horas com as
concentragfes mostradas nos gréaficos. A viabilidade foi determinada por MTT. Os
resultados expressam a média + DP de trés experimentos independentes realizados em

triplicata. *p<0,05, em comparagédo ao controle.

Apos tratar as células MCF7 com a ISA017 e a ISA161 e incuba-las por 48h, a
viabilidade celular foi reduzida significativamente em todas as concentragdes com valor
médio de 30 a 45 + 2,1% com a ISA017 (Grafico 2A) e com a ISA161 a viabilidade
celular foi reduzida significativamente em todas as concentragdes, com valor medio de

30 a 50 * 2,9%, como mostrado no grafico 2B.
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Gréfico 2 — Efeito dos analogos da Isatina (ISA017)(A) e da Convolutamidina A (B) na
viabilidade celular da linhagem MCF7 tratadas por 48 horas com as concentragdes
mostradas nos graficos. A viabilidade foi determinada por MTT. Os resultados
expressam a média + DP de trés experimentos independentes realizados em triplicata.

*p<0,05, em comparacdo ao controle.

[Digite texto]



Para melhor visualizacdo da redugdo da viabilidade celular dos an&logos ISA017
e ISA161, o gréfico 3 (A e B) correlaciona os tempos de incubacdo de 24 e 48 horas das

células MCF7 tratadas com as diferentes concentragdes das substancias.
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Graéfico 3 - Efeito do analogo da Isatina (ISA017)(A) e da Convolutamidina A (B) na
viabilidade celular da linhagem MCF7 tratadas por 24 e 48 horas com as concentra¢oes

mostradas nos graficos. A viabilidade foi determinada por MTT. Os resultados
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expressam a média + DP de trés experimentos independentes realizados em triplicata.

*p<0,05, em comparacgdo ao controle.

4.1.2 Ensaio da Proliferacéao Celular

Para confirmar os resultados obtidos nos ensaio de viabilidade celular,
realizamos o ensaio de proliferagdo celular com as células da linhagem MCF7 tratadas
com os anélogos ISA017 e ISA161. Como as concentracfes menores utilizadas no
ensaio de viabilidade celular apresentaram resultados significativos de reducdo dessa
viabilidade, decidimos usar concentracdes menores dos analogos para o teste de
proliferacédo celular. Assim, utilizamos concentragdes que variam de 1 nM a 1000nM.
As células foram incubadas com as substancias por 24 e 48 horas e assim observamos
que nenhuma das concentracdes utilizadas apresentou resultados significativos de
reducdo na proliferacdo das células em nenhum dos tempos de incubagdo avaliados

(Gréfico 4A e B).
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Graéfico 4 - Efeito do analogo da Isatina (ISA017)(A) e da Convolutamidina A (B) na
proliferagéo celular da linhagem MCF7 tratadas por 24 e 48 horas com as concentragdes
mostradas nos graficos. A analise da proliferacdo foi determinada por contagem das
células antes e ap06s a incubacdo com as substancias teste. Os resultados expressam a
média de trés experimentos independentes realizados em triplicata. *p<0,05, em

comparacédo ao controle.

4.2 O anélogo da lsatina (ISA017) e o analogo da Convolutamidina A (ISA161)

induzem morte celular por apoptose em células da linhagem MCF7

4.2.1 Corpos Apoptaticos encontrados por Analise Morfoldgica

Durante o processo de avaliacdo da viabilidade celular, observac6es feitas por
microscopia de luz, contraste de fase, mostraram que as células tratadas com o0s
analogos ISA017 e ISA161, na concentracdo de 1000 nM e incubadas por 48 horas,

apresentavam caracteristicas morfoldgicas tipicas do processo apoptotico, como por
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exemplo, bolhas de citoplasma partindo da membrana plasmética celular que se

desprendiam e formavam corpos apoptoticos e fragmentagdo do nucleo (figura 15).

Controle ISA017 1000nM ISA161 1000nM

Figura 15 — Analise Morfoldgica. Micrografia representativa de células controle e
células MCF7 tratadas com os analogos ISA017 e ISA161, na concentracao de 1000nM,
incubadas por 48 horas, aumento de 20X. As setas indicam a formacdo desses corpos

apoptaticos e fragmentacéo do nicleo.

4.2.2 Inducdo de Apoptose observada no Ensaio da Annexina V- APC por
Citometria de fluxo

Para a avaliacdo do potencial efeito de apoptose dos andlogos ISA017 e ISA161,
0 ensaio de annexina V-APC por citometria de fluxo foi realizado na linhagem celular
MCF7. As células foram tratadas na concentracdo de 100 uM de cada um dos analogos
(ISA017 e ISA161), 10 uM de Tamoxifeno ou 1 uM de Paclitaxel. Os experimentos
foram conduzidos para a avaliacdo de apoptose em celulas tratadas e incubadas por 48
horas. Como mostrado no grafico 5, foi possivel observar apoptose precoce em 9,1% e
apoptose tardia em 18,8% das células tratadas com ISA017. Também se observa

apoptose precoce em 10% e apoptose tardia 14,6% das células tratadas com ISA161.
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Em relacdo ao controle positivo, Tamoxifeno induziu apoptose precoce em 18% e
apoptose tardia em 16,7% das células testadas. O Paclitaxel apresentou 14,3 % de

apoptose precoce e 15,6 % de apoptose tardia nas células MCF7.
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Gréfico 5 - Ensaio de apoptose por citometria de fluxo utilizando annexina V- APC
com iodeto de propidio. Os resultados expressam a média de trés experimentos

independentes.

4.2.3 Ativacao de genes da Caspase 3 medida por RT-PCR

A anélise da expressdo do RNAm para Caspase 3 foi realizada utilizando a
técnica de PCR quantitativo em tempo real (RT-PCR), normalizado pela expressdo do
gene constitutivo 18S rRNA.

As ceélulas da linhagem MCF7 foram tratadas com os analogos ISA017 e
ISA161 nas concentragdes de 0,01, 0,1, 1 e100 uM e incubadas por 48 horas. Os
resultados mostraram expressao significativa de RNAm para caspase 3 em todas as

concentracdes testadas apds a incubacdo das células com o analogo ISA017 (grafico
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6A). J4, quando avaliamos o analogo ISA161, ndo observamos alteracdes nos niveis de

RNAm para caspase 3 (gréfico 6B).
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Gréfico 6: Expressdo de RNA mensageiro para Caspase 3 em células MCF7. Ensaio de
RT-PCR realizado como anélogo da Isatina (ISA017)(A) e da Convolutamidina A (B)
na linhagem MCF7 tratadas por 48 horas com as concentra¢fes mostradas nos graficos.

A analise da expressdo de Caspase 3 foi determinada por absorbancia apés a incubacéo
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com as substancias teste. Os resultados expressam a médiatDP de trés experimentos

independentes. *p<0,05, em comparagéo ao controle.
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5-DISCUSSAO
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Os tumores malignos representam a segunda causa de mortes no Brasil e no
mundo (13%). A morbidade e a mortalidade s6 tendem a aumentar, de acordo com
dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) de 2013. O céncer de mama,
particularmente, é o tipo de cancer mais comum e a maior causa de mortes por cancer
em mulheres (ZHOU e cols., 2013). Com tamanha importancia clinica, nos ultimos
anos, muitos esforgos tem se voltado para a descoberta de novas terapias e o diagndstico
precoce deste tipo de cancer, bem como elucidar o processo de tumorigénese e 0
desenvolvimento de novos marcadores moleculares. Portanto, torna-se imperativa a
necessidade de encontrar, desenvolver e introduzir no arsenal médico-farmacoldgico
modalidades terapéuticas mais eficientes, que possam oferecer ao nimero crescente de
pacientes acometidos por esse e outros tumores novas oportunidades no controle das
células neoplésicas.

Diversos trabalhos na literatura ja relataram que compostos com anel indélico
em sua estrutura apresentam atividade citotoxica e antitumoral. E o caso, por exemplo,
dos metabolitos inddlicos de Streptomyces marinho (SANCHEZ-LOPEZ e cols., 2003),
que mostraram atividade em pelo menos 14 linhagens celulares tumorais,
principalmente linhagens leucémicas. Também, metabdlitos inddlicos de esponjas
marinhas, sendo estes dibromados, que apresentaram uma grande atividade bioldgica
atuando em diferentes doencas humanas, entre elas atividade antitumoral e acéo sobre a
inibicdo de metastase (MOLLICA e cols.,, 2012). O 1-benzil-3-(5-hidroximetil-2-
furanil) indol (YC-1) é um candidato a farmaco anticancer muito potente com multiplas
atividades bioldgicas, incluindo anti-angiogénica, anti-inflamatoria e indutora da
apoptose, bem como a capacidade de inibir as metaloproteinases da matriz (MMPSs).
Atividade esta confirmada em modelos animais de tumor de pulmé&o, cancer renal e

cancer de mama (ZHUANG e cols., 2013). Ainda € possivel citar o Sunitinib, um

[Digite texto]



derivado da lIsatina, que inibe, pelo menos, 8 receptores de tirosina-quinase, como 0S
receptores para fator de crescimento endotelial vascular necessario para angiogénese
tumoral (PAKRAVAN e cols., 2013).

Segundo Giraud e cols, a substituicdo no ndcleo benzénico na posic¢édo C-4 ou C-
7, quer por um &tomo de bromo ou por grupos nitro ou amino e a substituicdo em C-5
por &omo de iodo ou varios grupos arilo, sdo particularmente interessantes como
inibidores de quinases, inibidores potentes e seletivos de spliceossomos (enzimas que
realizam a retirada de introns do mMRNA, produzindo proteinas andmalas)
caracterizando-0s como potenciais agentes terapéuticos (GIRAUD e cols., 2011).

O presente estudo ndo abordou plenamente a atividade antitumoral do anélogo
da Isatina, N-metil-isatina (ISA017) e da Convolutamidina A, 5-cloro-3-(2-oxopropil)-
3-hidroxi-2-oxindol (ISA161), mas demonstrou pela primeira vez que os estes analogos
podem exercer atividade antitumoral contra a linhagem MCF7 de céncer de mama
humano, através da inducdo de morte celular por apoptose e ativacdo de caspase 3
(figura 15 e gréfico 6).

Os dois compostos em questdo apresentaram efeitos de redugédo da viabilidade
celular de forma equivalente (20£1,2 %), em 24 horas de incubacdo, porém, o ISA017
apresentou ser mais toxico (30 a 45 + 2,1% ) para as células tumorais que o ISA161 (30
a 50 = 2,9%) em 48 horas de incubacdo. Um estudo realizado por Vine e cols. com o
5,6,7-tribromoisatin ndo demostrou atividade citotoxica com 24 horas de incubagéo para
nenhuma das concentracGes testadas (0,1 a 100 pM) e apresentou, para 0 mesmo
composto tratado, reducdo na viabilidade celular em 30% somente a partir da
concentracdo de 10 uM, quando as células foram incubadas por 48 horas (VINE e cols.,

2007). Possivelmente esta diferenca na atividade citotoxica dos analogos testados se
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deve as diferencas estruturais na substituicdo dos grupos farmacoféricos das moléculas,
ja que elas possuem em comum o anel inddlico em sua estrutura.

O mesmo estudo realizado por Vine e cols. citado anteriormente, mostrou que a
toxicidade dos derivados da isatina varia com a modificagdo estrutural. A introducdo de
grupos de retirada de elétrons nas posi¢cBes 5, 6, 7 do anel inddlico, aumentam
consideravelmente a atividade citotoxica dos derivados quando comparados com a
isatina, e a substitui¢do na posicéo 5 sendo a mais favoravel. A di-halogenag&o produziu
0S compostos mais ativos, com aumento da atividade 100 vezes mais citotoxica que a
isatina (VINE e cols., 2007).

Embora a ISA017 e a ISA161 demonstrem efeito citotdxico e aumento de morte
celular em linhagem de adenocarcinoma de mama, é preciso avaliar qual o tipo de morte
celular esta sendo induzida.

Atualmente tem sido enfatizada a relagé@o entre apoptose e cancer, sugerindo que
a progressdo da neoplasia envolve alteracdo dos estagios de apoptose em células
normais. Uma vez iniciada a apoptose, ocorrem intmeras variaces morfoldgicas,
como: perda de volume celular, condensacdo da cromatina, fragmentacdo nuclear,
formacdo de vesiculas citoplasmaticas que formam os chamados corpos apoptoticos
(WU e cols., 2001; YANG e cols., 2006).

O tratamento das celulas da linhagem MCF7 com os compostos ISAQ017 e
ISA161 resultou na morte celular por apoptose. A formacdo de corpos apoptdticos,
alteracdes na morfologia celular como retracéo do citosol e fragmentag@o nuclear. Esses
dados, juntamente com os dados obtidos pelo ensaio da Annexina V-APC, em
citometria de fluxo, reforcam a hipotese de morte celular por apoptose induzida pelo

tratamento com os anélogos testados. O grafico 4 mostra uma atividade discreta de

[Digite texto]



inducdo de apoptose tardia/precoce de ambos analogos, que se manifestaram de forma
semelhante. Um aspecto a ser levado em consideracéo sobre este ensaio € que as células
em necrose e em apoptose tardia exibem padrdes caracteristicos, especialmente quanto a
permeabilidade de membrana para o iodeto de propidio que ao ser permeabilizado no
citosol ndo podem ser distinguidos (MACIOROWSKI e cols., 1998). O processo de
inducdo a apoptose observado por citometria de fluxo dos analogos ISA017 e ISA161,
nédo apresentou melhores resultados que os controles positivos utilizados, Tamoxifeno e
Paclitaxel, que possuem sua atividade ja bem caracterizada na literatura.

Paclitaxel e Tamoxifeno foram utilizados como controle positivo porque ja séo
grandemente utilizados na clinica e ja possuem mecanismo de acdo ja bem
caracterizado. O Paclitaxel é o farmaco de primeira linha para o tratamento do cancer de
mama metastatico. E um agente antimicrotibulo que promove a agregacdo dos
microtibulos a partir dos dimeros de tubulina. Ele estabiliza os microtibulos
prevenindo a despolimerizacdo, resultando na inibicdo da dindmica normal de
reorganizacao da rede de microtibulos essencial para as fungdes celulares. O paclitaxel
também induz a formag&o anormal ou feixe de microtubulos durante o ciclo celular e
maltiplos asteres de microtubulos durante a mitose (YERLIKAYA e cols., 2013). O
Tamoxifeno foi o primeiro farmaco empregado como hormonioterapia para o
tratamento do cancer de mama e o primeiro a ser usado como quimiopreventivo, tendo
sido empregado desde a década de 70 em terapias hormonais de tal carcinoma
(JORDAN, 2007). E um pré-farmaco que se liga competitivamente aos receptores de
estrdgeno em tumores e outros tecidos alvos, produzindo um complexo nuclear que
diminui a sintese de DNA e inibe os efeitos do estrogénio e faz com que as células
permanecam em Gg e G; nas fases do ciclo celular. Desta forma, o tamoxifeno impede

que as células neoplasicas se dividam e ndo causa a morte celular (JORDAN, 2007).
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Como mencionado acima, apoptose é processo fisioldgico essencial e amplo,
qualquer tipo de disturbio deste processo resulta em varios efeitos colaterais. Um dos
primeiros mecanismos a sentir esta desestabilizacéo, sdo as caspases iniciadoras através
de vérias cascatas de sinalizacdo da apoptose que convergem no ponto alvo crucial anti-
apoptdtico das caspases executoras.

As modificagdes morfologicas que ocorrem na célula em apoptose sdo
promovidas pelas caspases. Essas proteases sdo sintetizadas como precursores inativos,
as pré-enzimas, que sdo convertidas em forma ativa apds clivagem proteolitica e
ativadas, em caspases, somente quando a célula recebe algum sinal de morte. A caspase
3 é denominada como caspase efetora, que, é ativada pela ativacdo prévia de caspases 8
e 9, que s&o iniciadoras (BRATTON e cols., 2001).

Desta forma, em continuidade a este estudo, foi realizada a avaliacdo da
atividade apoptotica pela via da caspase efetora 3. Para isto, foi realizado o ensaio de
RT-PCR para avaliar a ativacdo do gene para caspase 3.

As células MCF7 tratadas com o anadlogo ISAQ017 apresentou ativacdo do gene
para caspase 3 em todas as concentracdes testadas, ndo mostrando ativacdo dose-
dependente, como pode ser observado no grafico 5A.

Diferentemente, a ISA161 ndo apresentou resultados significativos de ativacéo
do gene de caspase 3 (grafico 5B), sugerindo que esta molécula provavelmente induz
outro tipo de morte celular que ndo ative a caspase 3, como por exemplo a necrose ou
ativa outras vias da sinalizagéo celular.

Em outros estudos, encontrou-se um baixo nivel de caspase 3 detectavel no
tratamento da linhagem MCF7 com paclitaxel (KOTTKE e cols., 2002) e significante
aumento da atividade da enzima das células expostas a doxorubicina. (WANG e cols.,

2004; ZOL1 e cols., 2005).
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Com base nos resultados obtidos, através dos ensaios empregados neste trabalho,
consideramos necessarios maiores estudos sobre os mecanismos que levam a linhagem
de cancer de mama humano MCF-7 & morte celular e que potencialmente os analogos

da Isatina (ISA017) e da Convolutamidina A (ISA161) possuem atividade citotoxica.
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6- CONCLUSOES
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Este trabalho € o primeiro a:

e Verificar a atividade antitumoral dos compostos ISA017 e ISA161 em linhagem
de tumor de mama MCF7;

¢ Relacionar atividade citotdxica a estes compostos;

e Verificar a morte celular por apoptose nas células MCF7, quando tratadas com
0S compostos estudados;

e Verificar a ativagdo do gene para caspase 3 na linhagem celular MCF7, quando

tratada com ISA017.

Conclui-se que:

e Os analogos da Isatina (ISA017) e da Convolutamidina A (ISA161) foram
capazes de reduzir a viabilidade celular das células da linhagem MCF7;

e A morte celular induzida por esses compostos possivelmente ocorreu por
apoptose;

e O analogo ISA017 leva a morte celular por apoptose e ativacdo da via de

caspase 3 efetora.
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