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Malignant melanoma writes its message in the skin
with its own ink and it is there for all us too see.
Some see but do not comprehend.

Neville Davis
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RESUMO

INTRODUCAO: O céncer constitui importante causa de morbidade e mortalidade em todo o
mundo e seus numeros continuam a aumentar demonstrando o impacto dessa doenca para satde
publica. Em relacdo ao melanoma, apesar de sua baixa incidéncia em relacdo as demais
neoplasias de pele, sua taxa de mortalidade € elevada, considerando seu risco aumentado para
0 desenvolvimento de metéstases. Tem-se observado significativo progresso no
desenvolvimento de novas terapias para o cancer. Entretanto, problemas relacionados a
toxicidade para células normais e o desenvolvimento de resisténcia permanecem como
limitacdo ao sucesso dos tratamentos. Assim as terapias em combinagdo apresentam papel
promissor devido as inimeras vantagens como o aumento da eficacia por efeitos sinérgicos e a
superacdo da resisténcia aos medicamentos em compara¢cdo com a monoterapia. OBJETIVO:
Avaliar os efeitos da combinacdo de CQ:DETC e B-Lap:DETC sobre células de melanoma
murino, linhagem B16F10. METODOLOGIA: Células B16F10 e células Vero foram
utilizadas para ensaios de inibicdo, com diferentes concentracdes dos farmacos isolados e
combinados. As avaliacGes de sinergismo e seletividade foram realizadas através de calculo da
FIC e da razdo entre a ICso dos farmacos na linhagem Vero e B16F10. Para as analises em MET
e MEV as células foram tratadas por 24h com a ICso dos farmacos isolados e combinados. Para
avaliacdo de morte celular e estresse oxidativo, utilizamos as sondas Anexina V, Pl e DHE,
respectivamente. Para avaliacdo da toxicidade sistémica, tratamos camundongos C57BL/6 com
os farmacos isolados e combinados e avaliamos marcadores hepaticos, renais e histopatologia.
RESULTADOS: A acdo da combinacdo de CQ:DETC sobre células B16F10 na proporcéo 1:2
resultou em acdo citotoxica, com ICsp de 13,40uM:26,81uM, respectivamente e para a
combinacédo B-Lap:DETC na proporcao 1:20 apresentou ICso 0,32uM:6,4uM, respectivamente.
A acdo combinada, avaliada em isobolograma, demonstrou perfil sinérgico para os efeitos de
75% de inibicdo para a combinacdo CQ:DETC e 50% e 75% de inibi¢do para a combinacdo -
Lap:DETC. Esta combinacéo, seguindo a mesma proporcao, gerou CCso para a combinacéao
CQ:DETC de 58,49uM:40,94uM, respectivamente, enquanto para a combinacéo B-Lap:DETC
foi 0,356uM:6,71uM, respectivamente em células VERO, resultando em seletividade in vitro.
As combinagdes promoveram acumulo de espécies reativas de oxigénio sobre a forma de
radicais superoxido, observados por DHE e isso resultou em morte celular por via apoptética,
preferencialmente. Esse achado foi corroborado por alteracdes morfoldgicas das células
observados por microscopia eletrénica de varredura, bem como por alteracdes ultraestruturais
verificadas por microscopia eletronica de transmisséo. A seguranga dos tratamentos isolados e
em combinacéo foi avaliada em camundongos C57BL/6, que resultou em discreta alteragéo nas
concentracdes AST e ALT para os tratamentos isolados, 0 que ndo se observou nos tratamentos
em combinagdo. Nao houve alteragdo nos niveis de ureia em nenhum dos tratamentos. Os
tratamentos também ndo promoveram lesdes no tecido cerebral ou cardiaco, mas foram
observados danos hepaticos quando ministrados em monoterapia mas ndo nas combinacdes; e
renais em ambos tratamentos. CONCLUSAO: As substancias testadas demonstraram ac&o
citotoxica em melanoma murino in vitro, com baixa toxicidade sistémica in vivo, 0 que sugere
que, quando utilizados em combinagédo sdo candidatos promissores a se tornar um novo método
terapéutico para o tratamento do melanoma. Contudo, mais experimentos s&o necessarios para
elucidar outros mecanismos de agéo.

Palavras-chave: DETC, Beta-lapachona, Cloroquina, estresse oxidativo, autofagia, melanoma.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Cancer is an important cause of morbidity and mortality worldwide and
its numbers continue to increase showing the impact of this disease on public health. Regarding
melanoma, despite its low incidence in relation to other skin neoplasms, its mortality rate is
high, considering its increased risk for the development of metastases. Significant progress has
been observed in the development of new therapies for cancer. However, problems related to
toxicity to normal cells and the development of resistance remain as a limitation to the success
of treatments. Thus combination therapies play a promising role because of the numerous
advantages such as increased efficacy by synergistic effects and overcoming drug resistance
compared to monotherapy. OBJECTIVE: To evaluate the effects of the combination of
CQ:DETC and B-Lap:DETC on murine melanoma cells, lineage B16F10. METHODOLOGY:
B16F10 cells and Vero cells were used for inhibition assays, with different concentrations of
the drugs isolated and combined. Synergism and selectivity evaluations were performed by
calculating the FIC and the ratio of the 1Cso of the drugs in the Vero and B16F10 lineages. For
the MET and MEV analyzes the cells were treated for 24 hours with the ICso of the drugs
isolated and combined. For evaluation of cell death and oxidative stress, we used the Annexin
V, Pl and DHE probes, respectively. To assess systemic toxicity, we treated C57BL/6 mice
with the drugs alone and combined and evaluated hepatic, renal and histopathology markers.
RESULTS: The action of the combination of CQ:DETC on B16F10 cells in the ratio 1:2
resulted in cytotoxic action, with 1Csop of 13.40uM:26.81uM, respectively and for the
combination B-Lap:DETC in 1:20 ratio presented ICso 0.32uM:6.4uM, respectively. The
combined action, evaluated in isobologram, showed synergistic profile for the effects of 75%
inhibition for the CQ:DETC combination and 50% and 75% inhibition for the B-Lap:DETC
combination. This combination, following the same ratio, generated CCso for the CQ:DETC
combination of 58.49uM:40.94uM, respectively, while for the combination B-Lap:DETC was
0.356puM:6.71uM, respectively in VERO cells, resulting in vitro selectivity. The combinations
promoted accumulation of reactive oxygen species on the form of superoxide radicals, observed
by DHE and this resulted in apoptotic cell death, preferably. This finding was corroborated by
the morphological alterations of the cells observed by scanning electron microscopy, as well as
by ultrastructural alterations verified by transmission electron microscopy. The safety of the
isolated and combination treatments was evaluated in C57BL/6 mice, which resulted in a slight
change in AST and ALT concentrations for the isolated treatments, which was not observed in
the combination treatments. There was no change in urea levels in either treatment. Treatments
also did not promote damage to brain or cardiac tissue, but hepatic damage was observed when
given as monotherapy but not in combinations; and renal function in both treatments.
CONCLUSION: The substances tested demonstrated cytotoxic action in murine melanoma in
vitro with low systemic toxicity in vivo, suggesting that when used in combination they are
promising candidates to become a novel therapeutic method for the treatment of melanoma.
However, further experiments are needed to elucidate other mechanisms of action.

Key words: DETC, Beta-lapachone, Chloroquine, oxidative stress, autophagy, melanoma.
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1 INTRODUCAO

O céancer constitui a segunda maior causa de morte em paises ocidentais, sendo
considerado uma doenca que provoca mais 6bitos anualmente que a soma daquelas provocadas
em guerras como Vietnd, Coreia e as Grandes Guerras Mundiais (RUDDON, 2007). De acordo
com a Organizagdo Mundial de Saude, 8,8 milhGes de pessoas morreram de cancer no mundo
em 2015. Isso corresponde a uma em cada seis das mortes globais, com um custo estimado de
US $ 1,16 trilhdo por ano (OMS, 2016).

Dentre os diferentes tipos de cancer, um dos que apresenta maior taxa de letalidade é o
melanoma, um tumor melanocitico, cuja incidéncia e mortalidade vém se elevando em todo o
mundo. Nas ultimas duas décadas, observou-se um aumento na incidéncia do melanoma na
populacdo caucasiana, enquanto as taxas de mortalidade global permaneceram estaveis. Tem-
se verificado uma incidéncia maior na faixa etaria entre os 40 e 60 anos, porém as lesdes podem
ser observadas em qualquer idade, sendo muito raro em criangas, no entanto as mortes
geralmente ocorrem mais precocemente que a observada em outras malignidades. Geralmente,
verifica-se que a sobrevida média é de 8 (oito) a 18 (dezoito) meses. O progndstico dos
pacientes depende do estagio do tumor a época do diagnostico, se metastatico, torna-se mais
grave (FINN; MARKOVIC; JOSEPH, 2012; HAN et al., 2017).

A incidéncia global do melanoma cuténeo é de 132.000 casos por ano (OMS, 2016). No
Brasil, para 2017 sdo esperados 80.850 casos novos de cancer de pele ndo melanoma nos
homens e 94.910 nas mulheres no Brasil. Quanto ao melanoma, apesar da sua baixa incidéncia,
sua letalidade é alta, e vem aumentando o ndmero de casos. Segundo o INCA estima-se,
aproximadamente 5.670 casos novos/ano sendo 3.000 homens e 2.670 mulheres para o ano de
2017 com melanoma cutaneo no Brasil (INCA, 2016). De acordo com a ultima atualizacdo do
Datasus, em 2014 foram confirmados 1.609 obitos, sendo 916 homens e 693 mulheres
(DATASUS, 2014).

O melanoma maligno, embora muito menos prevalente do que o cancer de pele ndo
melanoma, constitui a principal causa de morte entre as neoplasias cutaneas. Desde o inicio dos
anos 1970, a incidéncia de melanoma maligno tem aumentado significativamente. Estima-se

que represente cerca de 4% da incidéncia das neoplasias dérmicas, sendo responsavel por 75%
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de todos os dbitos ocasionados por estas, devido a alta possibilidade de metastases (INCA,
2016).

Durante o desenvolvimento embrionario, os melandcitos, que sdo originados de
progenitores na crista neural, migram para a pele e ao chegar ao seu destino, produzem
melanina, um pigmento peptidico encontrado em grénulos denominados melanossomos, que
sdo transferidos por emissdo de processos de superficie, do tipo filopddios, levando esses
granulos para queratindcitos nas imediacdes destes, internalizando parte dos prolongamentos e
direcionam os granulos para a regido perinuclear, onde, efetivamente, poderdo proteger a
cromatina dos danos ocasionados por diferentes radiacdes. O melandcito na pele € alvo de uma
variedade de sinais emitidos por seu microambiente (HEARING; LEONG, 2006). Neste
cenario, os queratinocitos desempenham um papel relevante, pois expressam e secretam fatores
paracrinos especificos que atuam modulando a fisiologia do melanécito (HAMBRIGHT,;
GHOSH, 2017).

O precursor normal do melanoma é o melandcito, que pode se acumular anormalmente
formando os nevos, encontrados no estrato inferior do epitélio logo acima do nivel da derme, e
ocasionalmente na derme (HEARING; LEONG, 2006; HAMBRIGHT; GHOSH, 2017). E da
mutacdo e transformacdo destes melandcitos que sdo derivadas as células de melanoma.
Aproximadamente 95% das vezes, 0 melanoma pode ser rastreado a partir de um nevo, mas nos
outros 5%, ndo é possivel determinar o local de origem quando o melanoma se apresenta
metastatico (ARMSTRONG, 2011).

Pode se desenvolver em qualquer area da pele e, ocasionalmente, mucosas,
leptomeninges e globo ocular (ARMSTRONG, 2011; HAMBRIGHT; GHOSH, 2017). E uma
doenca clinicamente heterogénea que apresenta uma variedade de fendtipos com diferentes
capacidades de migrar para locais distantes da pele, como ganglios linfaticos, 6rgdos viscerais,
por induzir resposta angiogénica do hospedeiro e para resisténcia a medicamentos especificos
e/ou imunomoduladores. Esta heterogeneidade clinica reflete a variedade molecular, que
determina a resposta dos pacientes as terapias e a sobrevivéncia (BORDEN, ERNEST C.,
2002).

Estudos indicam que os fatores de risco para melanoma maligno correlacionam-se com
as caracteristicas geneéticas e pessoais, e com 0 comportamento a exposic¢ao aos raios UV (OMS,
2017). Na ativagdo por UV, 0s queratinocitos expressam e secretam uma série de fatores agindo
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sinergicamente para um grupo de melandcitos, funcionando assim como mitégenos. Uma vez
que a estimulacdo UV desencadeia a diferenciacéo terminal dos melandcitos, faz-se necessario
determinar os mecanismos que regulam a diferenciacdo terminal destes na pele, os quais podem
deflagar o inicio do ciclo celular e proliferar. Uma explicacao para a resposta mitogénica dos
melandcitos baseia-se na ideia de que existe um reservatorio de melandcitos precursores na pele
(BORDEN, E.C., 2002; HEARING; LEONG, 2006; ARMSTRONG, 2011).

Para 0 melanoma, quando detectado em fase inicial, o tratamento através de excisdo
cirurgica adequada e terapia adjuvante com IFN-a-2b, geralmente permite a cura. Com isso, a
taxa de sobrevivéncia costuma elevar-se por 5 anos. Para os pacientes em estagios avancados,
que ndo sdo candidatos a cirurgia, um agente alquilante, a dacarbazina é o principal tratamento,
no entanto, além dos efeitos colaterais graves, a taxa de resposta terapéutica fica em torno de
10 a 36% com sobrevida de 1 ano, e 0s pacientes tém apresentado resisténcia a essa terapia
(HAO et al., 2015).

Farmacos inibidores de BRAF, como o vemurafenib tem demonstrado beneficio clinico
significativo em pacientes com melanoma que apresentam mutacéo neste gene. Porém muitos
pacientes tém apresentado tumores com resisténcia e, portanto, refratarios a estes tratamentos.
A maioria dos doentes que respondem inicialmente, adquire resisténcia a droga e apresentam
recidivas em 6 a 12 meses (YADAV et al., 2015).

Apesar de se observar significativo progresso no desenvolvimento de novas terapias
para o tratamento do cancer, problemas relacionados a administracdo de medicamentos como
toxicidade para células normais e o desenvolvimento de resisténcia permanecem como
limitacdo ao sucesso dos tratamentos. Um tratamento antineoplésico ideal deve atingir
seletivamente células tumorais, com efeitos colaterais limitados em células normais e baixa

resisténcia aos medicamentos (ISHAQ et al., 2014).

Entdo, verifica-se que a terapia citotoxica administrada em pacientes com melanoma
metastatico, quando utilizada de maneira isolada, apresenta baixa taxa de resposta e curta
duragdo. Assim, um estudo realizado por Hao et al. (2015), sugere que terapias combinadas,
que apresentem diferentes mecanismos de acdo, devam produzir efeito supressor sinérgico,
melhorando a eficécia dos tratamentos, apresentando melhores resultados e aumentando a taxa

de sobrevida.
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Portanto, a falta de terapias que promovam a cura para 0 melanoma metastatico, a baixa
atividade antitumoral das quimioterapias e agentes bioldgicos disponiveis até 0 momento, assim
como a resisténcia frequentemente apresentada pelos pacientes, tem levado muitos
pesquisadores a explorar varias combinagfes de substancias (BORDEN, ERNEST, 2002;
HEARING; LEONG, 2006). Nesse sentido, os produtos naturais sdo uma fonte inesgotavel para
descoberta de novos compostos e sdo reconhecidos pela industria farmacéutica por sua notavel
diversidade estrutural e ampla gama de propriedades. A conscientizacao crescente do potencial
destes compostos pode levar ao desenvolvimento de novos farmacos (DE CASTRO; EMERY;
DA SILVA JUNIOR, 2013).

Nesse contexto, a terapia combinada contra o cancer possui um papel bastante promissor
devido as inUmeras vantagens que pode apresentar, como o aumento da eficacia por efeitos
sinérgicos e a superacdo da resisténcia aos medicamentos em compara¢do com a monoterapia
(GAJEWSKI; HODI, 2010). Seguindo neste principio, combinamos compostos ja em uso para
outras doencas, assim como para o cancer, como o dietilditiocarbamato de sédio (DETC)
(YANG et al., 2015), a cloroquina (AGOSTINELLI et al., 2014) e a -lapachona (BANG et al.,
2016).

Amplamente conhecida por suas atividades antimaléricas, a cloroguina (CQ) vem sendo
empregada no tratamento de diferentes agravos, incluindo neoplasias (SOLOMON; LEE,
2009). Compostos quinolinicos podem exercer agdo antitumoral de forma dependente
(AMARAVADI et al., 2007) ou independente de autofagia (MAYCOTTE et al., 2012; MAES

et al., 2014), podendo levar a célula cancerosa a morte por apoptose.

A CQ, uma amina terciaria, € uma base fraca que se acumula em organelas acidas, como
endosomas e lisosomas, onde afeta a fuséo e perturba a degradacéo por alcalinizagdo desses
compartimentos, comprometendo o autofagosoma. O uso da CQ tanto isolada quanto em
combinagdo com outros quimioterapicos, tem sido demonstrada por ser potencialmente Gtil no
tratamento do cancer (CHOI et al., 2016).

Grande parte dos farmacos considerados de base pela OMS (2016) sdo produtos naturais
ou derivados/analogos destes. Diferentes derivados de naftoquinonas, incluindo as lapachonas,
tém demonstrado atividade contra T. cruzi (DOS ANJOS et al., 2016), Leishmania spp. (DE
CASTRO; EMERY; DA SILVA JUNIOR, 2013) e células cancerosas (ZHOU et al., 2016).

Dentro desse contexto, a 3-lapachona (-Lap), uma naftoquinona isolada a partir da casca do
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ipé roxo (Tabebuia avellanedae Lor, Bignoniaceae) (CASTRO; EMERY; DA SILVA
JUNIOR, 2013; BERMEJO et al., 2016), mostrou ser altamente eficaz no tratamento de varios
tipos de cancer em modelos experimentais, incluindo cancer de figado e melanoma (L1 et al.,
2014; BANG et al., 2016).

Embora a B-Lap seja um agente anticancerigeno promissor, seu mecanismo de agdo
ainda ndo estad completamente elucidado. A teoria principal sustenta que B-Lap reage com a
enzima celular NAD(P)H: quinona oxidoredutase 1 (NQO1), que é sobre-expressa em muitos
canceres, levando a ciclagem entre suas formas de quinona e hidroquinona, consumindo
NADPH e gerando ERO. Sugere-se que o esgotamento NADPH pode desencadear a apoptose
de células cancerigenas (LI et al., 2014).

O disulfiram (DSS), um farmaco que encontra-se em uso clinico ha décadas para o
tratamento do etilismo por inibicdo irreversivel da enzima aldeido desidrogenase, tem
demonstrado possuir atividade anticancerigena (CHIBA et al., 2014; BEGIC et al., 2017). O
DSS, amplamente conhecido sob os nomes comerciais, Antabuse® e Antietanol®, é um
dissulfeto simétrico que pode ser reduzido a duas moléculas de tioconjugado que, em pH
fisioldgico, é ionizado para DETC. A reducdo do DSS em DETC ocorre prontamente in vivo
(GESSNER; GESSNER, 2012). Estudos recentes sobre DSS demonstraram que seu metabolito,
o0 DETC, tem papel antitumoral com importante efeito terapéutico, em uma ampla gama de
tumores, como glioblastoma e cancer de mama (CHIBA et al., 2014).

O DETC tem perfil de seguranca bem estabelecido e apresenta uma propriedade muito
relevante pois, é capaz de reverter o fenotipo de resisténcia, inibindo a atividade de P-
glicoproteinas (Pgp), (SAUNA; SHUKLA; AMBUDKAR, 2005; FISHER; SWAAN;
EDDINGTON, 2010), que é responsavel pela extrusdo de drogas no fenétipo MDR (multipla
resisténcia a drogas). O DETC exerce efeito inibitério sobre Pgp (LOO; BARTLETT,
CLARKE, 2004), interagindo com duas cisteinas localizadas no sitio ligante de ATP da
proteina. Quando os sitios de ATP estéo acessiveis, 0 DETC interage com as cisteinas inibindo
assim, a hidrélise do ATP e inativando a proteina. Por tal propriedade DETC pode ser usado
em combinacdes para o tratamento de cancer (SAUNA; SHUKLA; AMBUDKAR, 2005), entre

outras entidades nosoldgicas.

Estima-se que o desenvolvimento de um unico medicamento contra o cancer leva uma

média de 15 anos além do custo muito elevado. Uma abordagem para superar esse problema
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pode ser o desenvolvimento de novo uso para farmacos ja existentes, conforme afirmado por
James Black, farmacéutico de renome e prémio Nobel, que disse: "A base mais proveitosa para
a descoberta de uma nova droga é comecar com uma antiga droga™ (SOLOMON; LEE, 2009).

Devido a elevada resisténcia a medicamentos padrdo, tais como nitrosoureias
(carmustinas), alcaloides da Vinca (vimblastina, vincristina), farmacos platina-associados e
antibioticos antraciclinas, como a doxorrubicina (DOX) (AGOSTINELLI et al., 2014),
encontra-se a relevancia de se estender os estudos em quimioterapia para 0 melanoma, uma vez
que o tratamento antineoplasico, além de alta toxicidade, apresenta essas limitagdes associadas
aos casos de resisténcia tanto intrinseca como adquirida, justificando-se assim a necessidade do
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas na tentativa de diminuir a letalidade desta
neoplasia (WELSH et al., 2004; COLETTA et al., 2008; SELIMOVIC et al., 2013).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PAPEL DO ESTRESSE OXIDATIVO EM MELANOMA

As células de melanoma, sdo propensas ao desequilibrio redox, onde o acimulo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) é atribuivel ao desacoplamento mitocondrial. Como 0s
melandcitos absorvem luminosidade UV, gerando resposta inflamatoria nos queratindcitos isso
promove alto estado pro-oxidante para os melandcitos (HAMBRIGHT; GHOSH, 2017). Nesse
sentido, a melanina per se, pode atuar como antioxidante ou pré-oxidante a depender do seu
estado redox. Assim, os melanossomos sdo modificados e mais pro-oxidantes nas células de
melanoma (FRUEHAUF; TRAPP, 2008).

Otto Warburg descreveu na década de 20 um efeito, denominado em sua homenagem,
no qual células tumorais tendem a produzir trifosfato de adenosina (ATP) pela via glicolitica
ou glicolise aerobica ao inves de realizar fosforilacdo oxidativa, devido a disfuncéo
mitocondrial. Esse processo, tornou-se um principio basico do metabolismo energético para

células tumorais (FU et al., 2017).

O sistema de defesa antioxidante que mantém a homeostase redox em melandcitos, é
muito peculiar. No entanto, pode ocorrer desequilibrio de ERO e prejuizos ao sistema
antioxidante, resultando em estresse oxidativo. Entdo, a elevacdo de ERO e a atividade

antioxidante prejudicada resultam, além de estresse oxidativo, a melanogénese. Assim,
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denominou-se o melanoma, com um conceito bastante apropriado de "tumor dirigido por ERO"
(HAMBRIGHT; GHOSH, 2017).

Estudos pré-clinicos demonstraram que as células de melanoma séo particularmente
suscetiveis ao aumento de ERO em comparacdo com melandcitos. Essa sensibilidade redox
observada, é provavelmente atribuida a elevada capacidade antioxidante em melandcitos, que
neutraliza de maneira eficaz o estresse oxidativo em comparagdo com células de melanoma,
detectando niveis cronicamente elevados de ERO (HAMBRIGHT; GHOSH, 2017).

Nesse contexto, a B-Lap demonstrou ser um agente citostatico eficaz para uma variedade
de células tumorais, que sdo tipicamente mais susceptiveis ao dano oxidativo, como o
melanoma. B-Lap sofre ciclos redox levando a niveis aumentados de ERO catalisados por
NADPH:quinona oxidoredutase 1 (NQOL1), uma enzima redox especificamente sobre-expressa
em alguns tipos de tumores solidos (BERMEJO et al., 2016).

Uma vez que a B-Lap medeia a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), as
celulas-alvo sofrem consideravel estresse oxidativo. O estresse oxidativo em células tumorais
pode constituir uma estratégia seletiva de intervencao farmacoldgica, pois além de apresentar
niveis mais altos de ERO (KAWANISHI et al., 2006), as células neoplasicas geralmente
apresentam disfuncdo de mecanismos de defesas antioxidantes (TRUEBA; SANCHEZ;
GIULIANI, 2004). A producéo de ERO, simultaneamente, modula e € modulada pelo processo
autofagico, de forma complexa, em diferentes etapas deste (KONGARA; KARANTZA, 2012).

O ciclo redox das quinonas pode ser iniciado através da reducao de um ou dois elétrons.
O mecanismo de citotoxicidade da quinona envolve a estimulacdo de estresse oxidativo e/ou
alquilacdo de biomoléculas. Essas ERO podem reagir diretamente com o DNA, lipidios e
proteinas, levando a danos celulares e shunting de elétrons para o oxigénio. O dano celular
também ocorre através da alquilacdo de proteinas e acidos nucleicos (CASTRO; EMERY;
SILVA JUNIOR, 2013).

Como as ERO aumentam o estresse oxidativo, as células neoplasicas tendem a
neutraliza-lo utilizando sistemas antioxidantes enddgenos. Dentro desses agentes antioxidantes,
encontra-se a glutationa, o acido ascérbico e enzimas tais como superperdxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase e catalase. Caso ndo consiga equilibrar, esse estresse oxidativo,

tende a ativar a morte celular utilizando diferentes vias de execucdo, sendo a apoptose ou a
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necrose. Niveis elevados de estresse oxidativo estdo associados a necrose enquanto 0s mais
baixos, promovem a apoptose (SALIDO; ROSADO, 2009).

Os niveis de glutationa influenciam as vias de sintese da melanina, e seu metabolismo
protege os melandcitos dos efeitos toxicos de peroxido de hidrogénio (H202) formados durante
essa sintese e, portanto, a glutationa parece ser extremamente importante para a manutencéo de
viabilidade celular tanto de melandcitos quanto do melanoma (MEYSKENS; FARMER;
FRUEHAUF, 2001). Um dos mecanismos de acdo descritos na literatura sobre o DETC, é que
0 mesmo atua inibindo o sistema anti-oxidadante celular, especialmente a atividade SOD e a
glutationa (CEN et al., 2004), sendo assim, a interrupcdo do metabolismo destas enzimas deve
afetar, negativamente, a viabilidade celular do melanoma e aumentar a resposta a terapia anti-

neoplasica.

O carater nucleofilico do DETC permite formar um complexo lipofilico estavel com
metais (BEGIC et al., 2017), aumentando a citotoxicidade em células de melanoma, cancer de
mama e de cllon (XU et al., 2011). Isso permite que o DETC apresente efeitos antitumorais
bastante versateis, como por exemplo, quelar ions metalicos, bloguear a atividade de enzimas
dependentes de zinco ou cobre, tais como SOD e metaloproteinases, inibir a atividade do
sistema proteassoma, levando ao impedimento da angiogénese tumoral e impedindo a invaséo

de células tumorais e metéastases (JIAO et al., 2017).

Assim, niveis cronicamente elevados de ERO em células tumorais promovem
instabilidade genémica e proliferacdo descontrolada. O conceito limiar de ERO como um alvo
terapéutico emergiu como uma estratégia viavel antitumoral, que utiliza seletivamente a
vulnerabilidade das células cancerosas a interrupcdo da homeostase redox e resulta
seletivamente em apoptose de células de melanoma (HAMBRIGHT; GHOSH, 2017).

Como as células de melanoma apresentam diminuicdo da capacidade de gerenciamento
desse estresse oxidativo em comparagdo com melandcitos e também apresentam melanossomas
estruturalmente anormais que geram radicais livres, agentes conhecidos que aumentem o
estresse oxidativo podem justificar uma investigacao terapéutica seletiva para 0 melanoma
(MORRISON et al., 2010). Dessa forma, quimioterapias que visam a inducdo de ERO vém

recebendo grande destaque no meio cientifico.
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2.2 AUTOFAGIA EM MELANOMA

A autofagia consiste em uma resposta adaptativa muito importante para a manutencgao
do contetdo intracelular, que ocorre através da degradag&o ativa de seus préprios componentes,
fornecendo nutricdo e energia, garantindo o crescimento e a sobrevivéncia em condicdes de
estresse metabdlico. Este processo catabolico desempenha papel especialmente importante no
desenvolvimento do melanoma (MARTIN; DUDEK-PERIC; GARG, 2017), por fornecer
energia para células tumorais, que podem sobreviver em um ambiente desfavoravel para células
normais (KIMURA et al., 2013).

Em relacdo a atividade autofagica, os melanomas comparados aos melandcitos,
apresentam aumento dessa atividade, que auxiliam a sobrevivéncia das células tumorais atraves
de sinalizagdo proliferativa, evasdo de apoptose e resisténcia a quimioterapia (LUO et al.,
2011). Assim a autofagia proporciona condicdes de sobrevivéncia para estas células, exercendo

um papel fundamental na progressdo do cancer

Estudos demonstram que células tumorais sob estresse terapéutico, utilizam a autofagia,
para sobreviver aos tratamentos, bloqueando a apoptose (DIVAC RANKOV et al., 2017). Entdo
a atividade autofagica aumenta quando as células sdo expostas a substancias que promovem
estresse oxidativo. Sendo um evento comum em células tumorais, atuando como um
mecanismo de protecdo nestas células, pode se observar que a morte celular induzida pelos
tratamentos antineoplasicos pode ser melhorada apds a inibicdo da autofagia (ZHOU et al.,
2017).

Nesse contexto, o0 uso da CQ pode ser de grande relevancia, uma vez que, dentro dos
seus mecanismos de acdo, ela apresenta efeito pleiotropico, incluindo a inibicdo da autofagia
por bloqueio da fusdo do autofagosoma com o lisossoma, desestabilizacdo lisossomal letal e a
normalizacdo da vasculatura tumoral (BURIKHANOV et al., 2017). Este efeito de
normalizagdo do vaso promovido pela CQ, reduz a hipdxia tumoral, invasdo de células

cancerigenas e metastases, melhorando a resposta a quimioterapia (MAES et al., 2014).

Como a CQ bloqueia o dltimo estagio da autofagia, impedindo a degradacdo do
fagolisossoma, por protonar essa organela, levando a diminuicdo da acidez inibindo a sua
atividade, isso resulta na falta de energia para as células tumorais, sensibilizando-as assim,
através da inibicdo desta atividade (KIMURA et al., 2013).
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J& que as células tumorais estdo permanentemente expostas a condi¢Oes de estresse, seja
por hipdxia ou por falta de nutrientes, as alteracdes na forma como as células respondem a esse
estresse metabolico foi proposto como fator-chave na tumorigénese. Conforme visto no ‘efeito
Warburg” no qual o metabolismo tumoral, nestas condi¢des, depende totalmente do
metabolismo anaerdbio através da glicolise ao invés da fosforilacdo oxidativa, a inibi¢do da
autofagia pode levar as células tumorais a apoptose limitando a progresséo do tumor (JANKU
etal., 2011).

A apoptose em celulas de mamifero, pode ser deflagrada por duas vias: a via
mitocondrial intrinseca que é ativada em resposta ao estresse celular, e a via do receptor de
morte extrinseca, que € ativada na superficie celular pela ligacdo do fator de necrose tumoral
aos seus receptores de morte (TNFR1, Fas/CD95, DR4/5) (ISHAQ et al., 2014). Assim, sob
estresse oxidativo e via autofagica impedida, as células de melanoma podem deflagrar a

apoptose pela via intrinseca.

O reconhecimento do papel citoprotetivo inerente a autofagia em condigdes do estresse
celular demonstrou que o bloqueio da autofagia em células cancerigenas pode reduzir a
resisténcia a quimioterapia, melhorando assim o resultado da terapia (MAES et al., 2016).
Sendo assim, a CQ desempenha um importante papel neste cenario e por apresentar perfil de
seguranca aceitavel e eficacia reconhecida no tratamento da maléria, poderia estar prontamente

disponivel para uso clinico uma vez que seu efeito antitumoral seja melhor compreendido.

Estudar a autofagia em células cancerosas revela-se relevante em muitos modelos
(HAYAT, 2014), uma vez que a autofagia esta relacionada a biogénese tumoral (QIAOQ et al.,
2013), e como essa via € mais ativa em células mais susceptiveis a estresse oxidativo, pode
expressar seletividade no cancer (ICHIMURA et al., 2013), bem como constituir promissora
estratégia terapéutica (YONEKAWA; THORBURN, 2013).

Portanto, as ERO desencadeadas por diversas condigdes de estresse, foram consideradas
como mediadores da autofagia e da apoptose (HU; SHI; WANG, 2017). Assim, tanto a
sinalizacdo redox como a autofagia tém se tornado alvos terapéuticos interessantes na tentativa
de levar a senescéncia células de melanoma (HAMBRIGHT; GHOSH, 2017).
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OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar os efeitos da combinacdo de CQ:DETC e B-Lap:DETC sobre células de melanoma

murino.

3.2 ESPECIFICOS

e Avaliar a citotoxicidade das combinag6es, determinando possiveis efeitos aditivos ou
sinergisticos;

e Avaliar a citotoxidade das combinacGes sobre células ndo tumorais de mamiferos e
verificar a seletividade do tratamento;

e Analisar alteracdes ultraestruturais nas células B16F10 geradas pelos tratamentos;

e Determinar os mecanismos de morte celular induzido pelos tratamentos;

e Mensurar 0 estresse oxidativo através deteccdo de espécies reativas de oxigénio;

e Verificar a toxicidade sisttmica da acdo combinada das substéancias in vivo.
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4 METODOLOGIA

4.1 CULTURA DE CELULAS B16F10 E CELULAS VERO

As células de melanoma murino da linhagem B16F10 usadas neste estudo foram cedidas
pelo Laboratorio de Inflamacéo, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade
Federal do Rio de Janeiro IBCCF — UFRJ e células da linhagem Vero cedidas pela Universidade
Federal da Bahia — UFBA foram mantidas em meio RPMI 1640 contendo 10% de SBF,
100ug/mL de Estreptomicina e 100 U/mL de Penicilina, a 37 °C e atmosfera a 5% de CO; e
trispsinizadas quando atingiam confluéncia para manutengdo constante ou quando utilizadas

em experimentos.

4.2 ENSAIOS DE INIBICAO E CITOTOXICIDADE

Os testes de inibicdo e citotoxicidade foram realizados em placas de 96 pocos e as
células foram incubadas na concentragdo de 1x10%poco, por 24h para promover a aderéncia.
Apos esse periodo, as células foram lavadas com PBS e incubadas com diferentes concentragdes
das substéncias isoladas e em combinacdo, por 24h a 37 °C e 5% de CO>. A leitura da
viabilidade celular foi realizada seguindo o teste colorimétrico descrito no topico 4.3 da

metodologia.

O percentual de inibicdo gerado por cada concentracdo dos tratamentos foi obtido
comparando-o com o controle negativo. As concentracfes inibitorias (IC), em B16F10, e
citotoxica (CC), em Vero, para diferentes impactos na proliferacdo celular foram determinadas
através de uma regressdo ndo linear utilizando o percentual do efeito inibitério em relacdo ao
Log1o da concentracéo para este efeito. Utilizou-se o software GraphPad Prism, versao 5.0, para
tratamento dos resultados e criagdo das curvas concentragédo-efeito.

Utilizamos a DOX como controle positivo, empregando a menor concentra¢do para a
inibicdo de 100% das células. Para isso, foram realizados testes prévios com cinco
concentragdes da DOX tanto em células B16F10, quanto em celulas Vero. Assim a
concentracdo selecionada foi incorporada em triplicata, em cada experimento para comparacao

dos tratamentos. Para controle negativo foi utilizado dimetilsulfoxido (DMSO).
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43 TESTE COLORIMETRICO PARA QUANTIFICACAO DE PROLIFERACAO
CELULAR E APLICACAO EM BIOENSAIOS

Para o teste colorimétrico foi avaliada a relacdo entre o numero de células e a
absorbancia, onde as células incubadas apds o tratamento foram processadas seguindo o método
descrito por Ishai-Michaeli e colaboradores (1990). Apds o tratamento as células foram fixadas
com metanol para analise por 15 minutos e, em seguida, adicionado o corante azul de metileno
0,1% diluido em tamp&o borato pH 8,7. Ap6s 10 minutos foram realizadas trés lavagens com
tampé&o borato para retirar o excesso de azul de metileno, e finalizadas com adicéo de 100 pL
acido cloridrico a0,1M e em seguida foi realizada a leitura em VersaMax™ Tunable Microplate

Reader no comprimento de onda de 655 nm.

4.4 AVALIACAO DE SINERGISMO DA COMBINACAO

Apds os ensaios de inibicdo da proliferacdo celular e a determinacdo das concentragdes
inibitdrias, a concentracdo inibitoria fracionada (FIC) para um determinado efeito foi calculada

seguindo a formula:

CI(y)do composto na combinagdo

Concentragado Inibitéria Fracionada (y)= CIy)do composto isolado
y

Em que o (y) foram os efeitos de 25%, 50% e 75% de inibicdo resultando na FIC2s,
FICso e FIC7s.

Utilizando as coordenadas formadas pelas FIC (CQ:DETC) e da FIC (B-Lap:DETC) dos
efeitos de 25%, 50% e 75% foram construidos os isobologramas. A linha de referéncia para a
aditividade liga o nimero 1 nos dois eixos. Pontos que se encontrarem abaixo desta linha
tendem a expressar resultados sinérgicos da cominacdo e pontos acima da linha sugerem
antagonismo (CHOU, 2006).

4.5 INDICE DE SELETIVIDADE

Apos a determinacdo da ICso e da CCso dos compostos isolados e da combinagéo, o

indice de seletividade foi determinado com a seguinte férmula:

CCso

Indice de Seletividade =
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4.6 MICROSCOPIA ELETRONICA (ME)

46.1 MEV

As células B16F10 foram incubadas com inoculo de 2x10°, em placa de 24 pogos com
laminulas redondas no fundo de cada po¢o para adesdo das células. Apds 24h, foram tratadas
com a ICso da CQ, do DETC, da -Lap e das combinag¢fes nas mesmas condi¢des em que estas
foram determinadas. As amostras foram fixadas nos periodos de 3, 6, 12 e 24h ap0s a incubacgéo
com as substéncias isoladas e com as combinacges. A fixacdo foi realizada com glutaraldeido
a 2,5%, paraformaldeido 4% em tampé&o cacodilato de sédio 0,1M pH 7,2, em seguida as
amostras foram lavadas em tampdo cacodilato 0,1 M. Entéo, as células foram pés-fixadas com
solucdo de tetroxido de ésmio 1%, contendo 0,8% de ferrocianeto de potassio. Posteriormente
desidratadas em concentragfes crescentes de etanol (30-100%) por 10 minutos em cada
concentracdo. As amostras foram processadas e secas em sistema de ponto critico de CO»,
montadas em suportes metalicos, revestidas com ouro e observadas ao microscopio eletrénico
de varredura JEOL JSM 6390LV a 15 kV.

46.2 MET

As células B16F10 foram incubadas em placa de 24 pogos com a ICso da CQ, do DETC,
da B-Lap e das combinagdes nas mesmas condigdes em que estas foram determinadas. As
amostras foram fixadas nos periodos de 3, 6, 12 e 24h apds a incubacdo com as substancias
isoladas e com as combinagbes. A fixacdo foi realizada com glutaraldeido a 2,5%,
paraformaldeido 4% em tampdo cacodilato de sédio 0,1M pH 7,2, em seguida as amostras
foram lavadas em tampdo cacodilato 0,1 M, pés-fixadas com tetroxido de 6smio 2% e
ferricianeto 0,8%, e desidratadas com series crescentes de acetona. As células foram entdo
incluidas em resina Polybed, cortadas em ultramicrétomo, contrastadas com tetroxido de 6smio

e analisadas em microscépio eletrénico de transmissdo JEOL 1230.

4.7 MARCADORES DE MORTE CELULAR

Para avaliagdo da morte celular por apoptose e/ou necrose, as células B1F10 foram
incubadas em placas de 6 pogos (4x10%/mL) com a ICso das substancias isoladas e da
combinacdo por 24h. Apds este periodo a anexinaV-FITC e o iodeto de propidio (PI) foram
utilizados para deteccdo da exposicdo de fosfatidilserina na parte externa da membrana

plasmatica e descontinuidade da mesma respectivamente.
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O controle positivo se deu pela exposi¢do prévia das celulas por 30 min sob luz UV para
apoptose e Triton X100 a 01% por 10 min para indugéo de necrose. O DMSO foi usado como

controle negativo.

Para este ensaio foi utilizado a Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (Sigma)
seguindo as recomendacgfes do fabricante. As células foram analisadas em citdmetro BD
LRSFortessaTM com excitacdo/emissdo de 488/530nm para a anexinaV-FITC e 532/575nm

para o Pl.

Os resultados foram obtidos através do software BD FACSDiva (BD Biosciences). Os

debris celulares foram omitidos e dez mil eventos foram avaliados por amostra.

4.8 MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

A deteccdo intracelular da producdo de ERO foi obtida através da utilizacdo da sonda
fluorescente DHE. Em virtude da sua capacidade de permear livremente as membranas
celulares, é amplamente utilizada para monitorar a producéo de superéxido (O2™). O DHE, ap6s
a reagdo com anions O™, forma um produto fluorescente vermelho (etidio) que intercala com o
DNA. E um corante muito especifico, uma vez que detecta essencialmente radical O2™, sendo

bem retido pelas células e pode tolerar até fixacdo mais suave.

A cultura foi realizada em placas de 06 pogos com indculo de 4x108 por 24h e realizamos
o tratamento com a 1Csp das substancias isoladas e combinadas por mais 24h. Apds o tempo de
tratamento, incubamos as células com 10uM de DHE por 30 min, a 37 °C na auséncia de luz.
Como controle negativo, utilizamos DMSO e para controle positivo, as células foram

estimuladas com PMA 2uM.

As células foram analisadas em citdmetro BD LRSFortessaTM com excitagcdo/emissdo
de 535/610 nm. Os resultados foram obtidos através do software BD FACSDiva (BD
Biosciences). Os debris celulares foram omitidos e dez mil eventos foram avaliados por

amostra.

4.9 TOXICIDADE SISTEMICA

Foram utilizados 35 camundongos machos da especie Mus musculus, linhagem
C57BL/6 isentos de patdgenos com 6 semanas de idade, pesando entre 17 e 21g, provenientes

do Biotério do Instituto de Pesquisa Gongalo Muniz FIOCRUZ/Salvador e mantidos em
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instalacOes apropriadas com temperatura (23-25°C) e ciclo claro/escuro, com comida e 4gua ad

libitum.

Os animais foram divididos em seis grupos, designados como grupo A, B, C, D, Ee F.

Grupo A: 5 animais, injecdes controle Grupo D: 3 animais, injecdes B-Lap
Grupo B: 8 animais, injecdes de DSS Grupo E: 8 animais, injecGes de CQ:DSS
Grupo C: 8 animais, injecOes de CQ Grupo F: 3 animais, injecdes B-Lap:DSS

Todos os animais foram submetidos a inje¢des intra-peritoneal (i.p.) uma vez ao dia por cinco

dias, conforme tabela 1 abaixo.

Tabela 1. Descricdo do tratamento nos grupos experimentais in vivo

Grupos Concentragéo Diluente Veiculo  Volume injetado
A Cremophor 5% + DMSO Cremophor e PBS 500 pL
2% DMSO
B 60 mg/kg Cremophor PBS 500 pL
C 60 mg/kg Cremophor PBS 500 pL
D 10 mg/kg DMSO PBS 500 pL
E 60 mg/kg (DSS) + 60mg/kg Cremophor PBS 500 pL
(CQ)
F 60 mg/kg (DSS) + 10 mg/kg Cremophor e PBS 500 pL
B-Lap DMSO

Todas as diretrizes operacionais na habitacdo, rotina manuseio e procedimentos
experimentais foram aprovados pela Comisso de Etica no Uso de Animais do Instituto Osvaldo
Cruz sob o n’ 24/2015.

Para os testes em animais utilizamos DSS, farmaco precursor do DETC (Farmanguinhos
- Lote: 20141112); a CQ (Farmanguinhos - Lote: 28331) e a B-Lap (Sigma - Lote:
MKBX6362V).

Todas as substancias foram preparadas no dia da aplicacéo e dissolvidas em Cremophor
(Sigma — Lote: BCBP4773V). O grupo controle foi tratado com veiculo composto de
Cremophor e DMSO (Panreac — Lote: 0000339164) e dissolvida em PBS.
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Os animais foram sedados com tiopental por via i.p., fornecido pelo Biotério da
FIOCRUZ, seis dias apds o inicio do tratamento, para retirada do sangue para dosagens
bioquimicas e realizado deslocamento de cervical para retirada de 6rgdos para analises

histopatoldgicas.

Para os animais dos grupos A, B, E e F foi removido o cérebro, coracéo, figado e rim.
Para os animais dos grupos C e D foram retirados o figado e o rim para analises

histopatoldgicas.

410 HISTOPATOLOGIA

A preparagdo das pegas para histopatologia foi feita pela abertura do abdome com a
retirada do coracdo, figado e do rim, e da caixa craniana para retirada do cérebro. Assim,
imersos em formol em 10%, durante 24 horas e colocados em grades para processamento
histoldgico e corados com hematoxilina e eosina (HE). As laminas foram escaneadas pelo

escaner de laminas Olympus VS120 e observadas pelo programa OlyVIA (Olympus).

411 ANALISES BIOQUIMICAS DO SANGUE TOTAL

As enzimas Aspartato aminotransferase (AST) e Alanina aminotransferase (ALT), bem
como o0 composto organico ureia foram mensurados a partir do sangue total dos animais a fim
de realizar uma avaliacdo bioguimica hepatica e renal, respectivamente. Para isso, 30 pL do
homogeneizado sanguineo foram depositados, imediatamente apds a coleta, em tiras
magnéticas especificas para cada parametro e seu conteldo analisado através do analisador
automaético Reflotron® Plus (Roche).

4.12 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados em triplicatas e representados em média + desvio
padréo. Para verificar as diferencas entre os grupos analisados utilizou-se o teste paramétrico
da andlise de variancia (ANOVA) com poés-teste Tukey, quando os valores testados seguiam
uma distribuicdo gaussiana, e o teste ndo paramétrico Kruskall-Wallis com pés-teste Dunn, para
0s casos de ndo ocorrer distribuicdo normal. A normalidade dos valores foi testada pelo teste
D’ Agostino-Pearson. A diferenca entre os grupos foi considerada significativa quando p <0,05.
Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o GraphPad Prism, versdo 5.0
(Intuitive Software for Science, San Diego, CA, EUA).
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5.1 DETERMINAGAO DAS ICso DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS EM CELULAS

B16F10

A avaliacdo da inibicdo celular para as substancias isoladas sobre células B16F10

apresentou efeito concentracdo dependente apds 24h de tratamento. Os valores das ICso

encontrados foram 31,97uM para 0 DETC, 63,21uM para a CQ e 1,55uM para a B-Lap (Fig.

1A, 1B e 1C, respectivamente). Sendo assim a continuidade dos ensaios para a combinacao, foi

realizada utilizando esses valores.
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Figura 1. Avaliacéo do efeito inibitorio do DETC (A), da CQ (B) e da B-Lap (C) sobre células B16F10. 1x10° células
foram incubadas com diferentes concentragdes das substancias, em um periodo de 24 horas. ApGs esse periodo a densidade
celular foi quantificada pelo método colorimétrico com azul de metileno 0,1%. Barras representam as médias + desvios
padrdes. Para 0 DETC, a CQ e a 3-Lap, foram obtidos os valores de I1Cs de 31,86uM, 63,1uM e 1,55uM, respectivamente.
Dados representativos de cinco experimentos independentes e em triplicata. (***p<0,0001 - One-way ANOVA, pos-teste

Tukey).
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52 A COMBINACAO POTENCIALIZA O EFEITO CITOTOXICO DAS
SUBSTANCIAS SOBRE CELULAS B16-F10

Para avaliar a acdo inibitéria da combinacdo, calculamos a razdo entre as ICsg para
CQ:DETC (13,40uM/26,81uM) obtendo um valor aproximadamente igual a 2 e 3-Lap:DETC
(0,32 uM/6,41uM), obtendo um valor aproximadamente igual a 20. Desta forma, podemos
afirmar que na combinagdo CQ:DETC, a CQ se apresenta cerca de duas vezes mais potente em
inibir a proliferacdo de células B16F10 que o DETC. J& na combinacao B-Lap:DETC, esse valor

é aumentado vinte vezes para a 3-Lap em relacdo ao DETC.

Ao observar a ICso da combinacdo CQ:DETC, verifica-se que hd uma diminuicdo de
cerca de cinco vezes para a CQ quando comparada a ICsp dessa substancia isolada e de cerca
de duas vezes para 0 DETC nas mesmas condi¢des. Enquanto a mesma anélise da combinacao
de e B-Lap:DETC, permite-nos afirmar que ha uma diminuicéo de cerca de cinco vezes quando
comparado as ICsg das substancias isoladas.
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Figura 2. Avaliacdo da toxicidade in vitro das substancias combinadas sobre B16F10. Verifica-se que as substancias em
combinacédo apresentam perfil concentragdo-dependente. Barras representam as médias + desvios padrdes. Para a combinagao
CQ:DETC, foram obtidos os valores de 1Csp 13,40uM CQ e 26,81uM DETC (A). Os valores da 1Cso da combinacéo CQ:DETC
(proporcao 1:2) é 3x menor que quando testadas isoladamente. Para a combinagdo B-Lap:DETC, foram obtidos os valores de
ICs0 0,32uM B-Lap e 6,4uM DETC (B). Os valores da ICso da combinacéo B-Lap:DETC (proporcédo 1:20) é aproximadamente
5x menor que quando testadas isoladamente. Resultado representativo de cinco experimentos independentes e em triplicata.
(***p<0,0001 - One-way ANOVA, pos-teste Tukey).
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Para avaliar a toxicidade sobre células de mamiferos, suspensdes de células Vero foram
incubadas com diferentes concentracdes das substancias. A CCso apresentada pelo DETC, pela
CQ e pela B-Lap quando testados de forma isolada foram, respectivamente, 87,37uM, 190,5
UM e 5,21 uM (Figura 3A, 3B e 3C).
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Figura 3. Avaliacéo do efeito inibitério do DETC (A), da CQ (B) e da B-Lap (C) sobre células Vero. 1x10° células
foram incubadas com diferentes concentragdes das substancias, em um periodo de 24 horas. Ap0Os esse periodo a
densidade celular foi quantificada pelo método colorimétrico com azul de metileno 0,1%. Barras representam as médias
* desvios padrdes. Foram obtidos os valores de CCsp de 87,37uM, 190,5uM e 5,21uM, respectivamente. Dados
representativos de cinco experimentos independentes e em triplicata. (***p<0,0001 - One-way ANOVA, pos-teste

Tukey).
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54 EFEITO CITOTOXICO DAS SUBSTANCIAS COMBINADAS SOBRE
CELULAS VERO

Para avaliar a toxicidade sobre células de mamiferos, suspensdes de células Vero foram
incubadas com diferentes concentragcdes da combinacdo na proporcdo de 1:2 de CQ:DETC e de
1:40 de B-Lap:DETC respectivamente. A proliferacdo destas células foi quantificada através de
teste colorimétrico, conforme descrito no item 4.3 desta metodologia e a CCsp foi determinada.
Assim a combinacéo de CQ:DETC apresentou CCso de 58,49 uM para a CQ e 40,94 uM para
o DETC (Fig. 4A), e a combinacdo B-Lap:DETC apresentou CCsp de 0,35 uM para a B-Lap e
16,7 uM para o DETC (Fig. 4B).
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Figura 4. Avaliagéo da toxicidade das substancias combinadas sobre células Vero. Barras representam as médias £
desvios padrBes. Para a combinagdo CQ:DETC foram obtidos os valores de CCso de 58,49uM, 40,94uM,
respectivamente (A); e para a combinacdo B-Lap:DETC foram obtidos os valores de CCsy de 0,356uM e 16,71uM,
respectivamente (B). Dados representativos de cinco experimentos independentes e em triplicata. (***p<0,0001 - One-
way ANOVA, pos-teste Tukey).
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55 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DAS COMBINACOES
CQ:DETC E B-LAP:DETC EM CELULAS B16F10

Foi avaliado o efeito do tratamento em células B16F10 utilizando a FIC7s, FICso e FICs.
Esta, revela a magnitude da variacdo da concentracdo das substancias na combinacdo em

relacdo as substancias isoladas para obtencdo de um mesmo efeito.

Tabela 2. Concentrac@es inibitorias das substancias isoladas e combinadas

Efeito Inibitério 25% 50% 75% Efeito Inibitdrio 25% 50% 75%
CQ comeinacko (ULM) 8,61 13,40 20,86 B-Lap comeinacio (WM) 0,30 0,32 0,34
CQ isorapa (M) 51,73 63,21 77,25 B-Lap isotapa (LM) 0,94 1,55 2,55
FICdacQ 0,166441 0,211992 0,270032 FICda B-Lap 0,319149 0,206452 0,133333
DETC comeinacio (UM) 17,22 26,81 41,73 DETC comsinacio (M) 6,00 6,41 6,84
DETC isoLapo (M) 5,82 31,86 174,3 DETC isotano (M) 5,82 31,86 174,30
FIC do DETC 2,958763 0,841494 0,239415 FIC do DETC 1,030928 0,201193 0,039243

Esses dados podem ser melhor visualizados nos isobologramas representados na figura
5, que é a representacdo grafica do efeito das combinacgdes. Pode ser observado que para a
combinacdo CQ:DETC (Fig. 5A) a FICs apresenta sinergismo, enquanto a FICso apresenta
aditividade e a FIC2s antagonismo. Para a combinagdo B-Lap:DETC (Fig. 5B), tanto a FIC+s

quanto a FICso apresentam sinergismo e a FICzs sugere antagonismo.
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Figura 5. Isobologramas representativos das interacfes in vitro da combinacdo de CQ:DETC e -
Lap:DETC em células B16F10. Os nimeros na abcissa representam os indices de combinacgdo do DETC e os da
ordenada, da CQ (A) e da B-Lap (B) respectivamente, calculados a partir das FIC das monoterapias e das
combinaces. Os dados representam a média de trés experimentos independentes.
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5.6 INDICES DE SELETIVIDADE

Um importante critério na pesquisa de compostos ativos com potencial terapéutico para
0 cancer é determinar a auséncia de efeitos toxicos nas células do hospedeiro. A citotoxicidade
para células Vero e para células B16F10 foi comparada utilizando o indice de seletividade (1S),
gue consiste na razdo entre a concentragdo citotoxica 50% (CCsp) para células Vero e ICso para
células B16F10. Os resultados do IS apresentados na tabela 3 mostram que nas combinagdes 0s
compostos ndo apresentaram seletividade muito divergente que quando comparados as
substancias isoladas. Entretanto, pode-se verificar nos testes de toxicidade sistémica (Fig. 13),
gue as combinacg6es apresentaram baixa toxicidade, além dos testes in vitro mostrarem que sdo
necessarias concentracdes menores das substancias em combinacdo comparadas com as

isoladas para se alcangcar o mesmo efeito.

Tabela 3. indices de seletividade das substancias isoladas e combinadas

Tratamento CCso 1Cs0 IS
CQ i1soLapa (UM) 190,50 63,21 3,03
B-Lap isoLapa (ULM) 521 1,55 3,36
DETC isoLapo (UM) 87,37 31,86 2,74
CQ comeinacio DETC (UM) 58,49 13,40 4,36
DETC comginacio CQ (M) 40,94 26,81 1,52
B-Lap comeinacio DETC (M) 0,35 0,32 1,11

DETC comeinacio B-Lap (UM) 16,71 6,41 2,60
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5.7 ALTERACAO ESTRUTURAL EM MEV APOS TRATAMENTO COM AS SUBSTANCIAS ISOLADAS E COMBINADAS

Utilizando MEV, observamos no controle (Fig. 6A e 6B) morfologia alongada e superficie coberta por protrusdes de superficie esferoidais,
conhecidas como “blebs” (MANAKOVA et al., 2016) bem distribuidos. No tratamento com DETC, verificamos nos tempos avaliados 3h e 6h
(Fig. 6C-D), que as células mantém o padréo de espraiamento, porém apresentam dispersdo dos blebs. Em 12h (Fig. 6E), as células se mostram

arredondadas e parecem se desprender do substrato e em 24h (Fig. 6F), observa-se deformacGes na membrana celular.
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Figura 6. Efeitos do tratamento com DETC na morfologia de células B16F10 avaliadas por MEV. Células do controle mostrando padréo usual de espraiamento celular (A e
B); apds 3h apresentando menos protrusdes de superficie (C) e 6h tratamento com DETC, apresentando formagéo de ‘blebs’ (D); ap6s tratamento por 12h com DETC, ocorre reducéo
do espraiamento com consequente reducdo da relagdo superficie/volume das células que passam a apresentar aspecto globoso (E); células tratadas com DETC por 24h apresentam
retracéo de processos periféricos aparentemente ocasionando deformagdes na forma de ondulagdes (pontas de seta) (F).
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Ao avaliarmos os efeitos da CQ nos tempos de tratamento 3h (Fig. 7A), 6h (Fig. 7B), 12h (Fig. 7C) e 24h (Fig. 7D), observamos que as
células comecam a mudar o padrdo de espraiamento a partir de 6h de tratamento. No tratamento realizado cm B-Lap observamos comportamento
semelhante a partir de 6h de tratamento e verificamos que com 24h de tratamento as células se apresentam arredondadas, sugerindo efeitos
citotoxicos desses compostos.
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Figura 7. Efeitos do tratamento com CQ e B-Lap na morfologia de células B16F10 avaliadas por MEV. Células tratadas com CQ nos tempos 3, 6, 12 e 24h (A-D) e tratadas com
B-Lap nos mesmos intervalos de tempo (E-H). Observa-se reducéo de processos de superficie, principalmente na periferia das células submetidas a ambos os tratamentos. Nos tempos de
incubacdo de 12 e 24h foi verificada a perda de espraiamento e numerosas células esferoidais ndo apresentam conexdo com o substrato (laminulas — pontas de seta)
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Ao avaliarmos os efeitos da combinacdo de CQ:DETC nos tempos 3h (Fig. 8A), 6h (Fig. 8B), 12h (Fig. 8C) e 24h (Fig. 8D), observamos

que as células mudam o padrédo de espraiamento a partir de 3h de tratamento. No tratamento realizado com a combinacdo de B-Lap:DETC
observamos comportamento semelhante a partir de 3h de tratamento e verificamos que com 6h de tratamento as células apresentam rugosidades

em sua superficie, sugerindo efeitos citotdxicos desses compostos.
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Figura 8. Efeitos do tratamento com as combinacbes CQ:DETC e B-Lap:DETC na morfologia de células B16F10 avaliadas por MEV. Células incubadas com CQ:DETC nos
tempos 3, 6, 12 e 24h (A-D), mostraram alteracfes tais como células esferoidais (pontas de seta) desde o inicio das incubacdes e, em geral, as células mais espraiadas tendem a apresentar
menos protrusdes de superficie e estas, quando existentes, mostram-se concentradas na regido perinuclear. As células incubadas com B-Lap:DETC nos mesmos intervalos de tempo (E-
H) também apresentaram células esferoides (pontas de seta) e deformagdes decorrentes da retracdo citoplasmatica (G, seta) e células parcialmente espraiadas demonstram aumento do

volume celular (H).
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5.8 ALTERAGCOES ULTRAESTRUTURAIS EM MET APOS TRATAMENTO COM
AS SUBSTANCIAS ISOLADAS E COMBINADAS

Para a Microscopia Eletronica de Transmissao as células foram tratadas com a I1Cso
das substéncias isoladas e em combinacdo durante 24h. As células seccionadas ultrafinas
demonstram no controle (Fig. 9A), ultraestrutura inalterada, com preservacdo da
eletrondensidade. Ap6s 24h de tratamento com DETC (Fig. 9B) é possivel observar
fragmentacdo nuclear e vacuolizacdo do citoplasma, assim como sugerir danos mitocondriais

(Figura 9C), indicacéo de picnose e descontinuidade de membrana (Fig. 9D).

Figura 9. Microscopia eletrénica de transmissao de células B16F10 antes e apds incubagdo com DETC. Células do controle
mostrando eletrondensidade preservada, particularmente do citoplasma, ntcleo (N), nucléolos (n) e das mitocondrias (setas). Notar a
regularidade da morfologia nuclear e da cromatina periférica (A). Células incubadas com 31,86 uM de DETC por 24h mostraram-se
vacuolizadas (ponta de seta branca, in set) (B) com algumas mitocondrias danificadas (ponta de seta preta, in set) e com extensa reducao
da eletrondensidade da matriz mitocondrial (C, pontas de seta). As células incubadas apresentaram tanto indicacfes de picnose nas
areas de poro nucleares (D, pontas de seta), como solucdes de descontinuidade de membrana (D, seta).
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Quando as células foram tratadas com CQ por 24h, observamos intensa vacuolizagdo
do citoplasma e perda de eletondensidade (Fig. 10A) assim como estruturas membranares

multilameres (Fig. 10B).

No tratamento com a B-Lap por 24h, verificamos perda da integridade das

mitocondriais, assim como alongamento das cristas (Fig. 10C-D).

Figura 10. Microscopia eletrdnica de transmissdo células B16F10 apés tratamento com CQ e B-Lap. Células
incubadas com 63,21 uM de CQ 24h (A e B) apresentaram extensa vacuolizacdo citoplasmatica e descontinuidade de
membrana (A, pontas de seta) e em maiores aumentos sdo evidenciados grandes autofagossomos contendo estruturas
membranares multilamelares (B, setas); Células ap6s 24h de tratamento com 1,55 uM de B-Lap demonstraram danos
mitocondriais (C, setas), bem como cristas mitocondriais alongadas e frequentemente com disposicdo longitudinal (D,
pontas de seta).
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Quando as células foram tratadas com a combinacdo CQ:DETC por 24h, observamos
formacéo de vacuolos e mudancas na estrutura mitocondrial, como dilatacdo das cristas e a

interrupcdo das membranas (Figura 11 A e 11B).

No tratamento com a combinacdo B-Lap:DETC por 24h, verificamos acumulos lipidicos

luminais em cisternas de reticulo endoplasmatico (RE) com a formacdo de goticulas ou

inclus6es lipidicas no citoplasma (Fig. 11C-D).

Figura 11 Alteragdes ultraestruturais em células B16F10 apos tratamento com as combinagdes de CQ:DETC e
B-Lap:DETC avaliadas por microscopia eletrénica de transmissdo. Células apds 24h de tratamento com a
combinacdo CQ:DETC, formacdo dos vaclolos (A, setas), dilatacdo das cristas e interrupcdo das membranas (B,
pontas de seta). Células ap6s 24h de tratamento com a combinagdo B-Lap:DETC (C e D). Notar acimulos lipidicos
em cisternas de reticulo endoplasmatico (pontas de seta).
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5.9 AVALIACAO DA MORTE EM CELULAS B16F10 TRATADAS COM AS SUBSTANCIAS ISOLADAS E EM COMBINACAO

Para avaliar quais os mecanismos de morte celular envolvidos, utilizamos a sonda Anexina V-FITC que quantifica a exposicao de
fosfatidilserina. Utilizamos também a sonda iodeto de propidio (PI), que indica descontinuidade de membrana. Para isto, células B16F10 foram
incubadas, por 24h com a ICso dos tratamentos tanto para as substancias isoladas quanto para as combinadas. Apos o tratamento as células foram
incubadas com as sondas e submetidas a analise de citometria de fluxo. O tratamento com a ICsg do DETC, da CQ, da B-Lap, assim como suas
combinagBes resultaram em marcacGes positivas para ambas as sondas, porém demonstram um efeito maior para Anexina V-FITC (Fig. 11). Isto

pode indicar que o mecanismo de morte envolvido seja preferencialmente por apoptose.
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Figura 12. Quantificacao de células B16F10 marcada com anexina V-FITC e lodeto de Propidio apés o tratamento com DETC, CQ, B-Lap, e suas combinagoes.
As células foram incubadas na concentragdo de 4x10%/mL, Controle negativo (DMSOQ)(A); Controle positivo Anexina V-FITC e PI (B e C); ICso DETC (D); I1Cso CQ
(E); 1Cso B-Lap (F); Combinagdo CQ:DETC (G) e Combinagéo 3-Lap:DETC (H). A co-marcagdo com Anexina V-FITC e PI foi analisada por citometria de fluxo.
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5.10 OS TRATAMENTOS AUMENTARAM A PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS
DE OXIGENIO

A utilizacdo da sonda DHE apontou marcacgdes expressivas para todos os tratamentos
com as ICsg. Para 0s ensaios com as substancias isoladas, verificou-se marcagdo positiva das
células analisadas, respectivamente de 44,6% para o DETC (Fig. 13C), 51,9% para a CQ (Fig.
13D) e 33,5% para a B-Lap (Fig. 13E). Para as combinagdes, verificamos 45,3% de marcagédo
positiva para CQ:DETC (Fig. 13F) enquanto para 3-Lap:DETC verificamos 50,4% (Fig. 13G)
de deteccdo de radicais superoxidos. O controle negativo ndo apresentou marcacao (Fig. 13A),

enguanto que o controle positivo PMA detectou em 44,2% das células (Fig. 13B).
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Figura 13. Quantificacdo de fluorescéncia por sonda DHE ap6s o tratamento de células B16F10 com
DETC, CQ, B-Lap, e suas combinacdes. A avaliagdo da producdo de radicais superdxidos foi realizada apos
0s tratamentos por 24h. 4x108/mL células foram incubadas. Controle negativo (DMSO) (A); Controle positivo
PMA (B); ICso DETC (C); ICso CQ (D); 1Cso B-Lap (E); Combinacdo CQ:DETC (F) e Combinacdo B-
Lap:DETC (G). A marcacdo com DHE foi analisada por citometria de fluxo.
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5.11 ANALISES BIOQUIMICAS

As analises sanguineas dos animais foram realizadas no LBP-Fiocruz, e a coleta do
sangue foi realizada pela sangria do plexo braquial em tubos contendo anticoagulante heparina.

As analises bioguimicas foram realizadas em amostras de sangue total usando um
analisador bioquimico Reflotron (Cobas Mira Roche®). As concentracdes de enzimas hepaticas
e marcador renal foram determinadas usando kits de diagnostico padronizados (Reflotron®),
segundo informac6es do fabricante.
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Figura 14. Efeito dos tratamentos ministrados de forma isolada e combinada obtidas pelas médias de sangue total de
camundongos linhagem C57BI/6. Marcadores hepéticos e renais apos administracdo intraperitoneal, durante cinco dias, de
DETC (60 mg/kg), CQ (60 mg/kg), B-Lap (10 mg/kg) e combina¢des CQ:DETC (60:60 mg/kg) e -Lap:DETC (10:60 mg/kg)
em camundongos da linhagem C57BL/6. Solugdo com PBS contendo Cremofor 5% e DMSO 2% foi usado como controle.
Resultado representativo de um experimento. Cada barra representa a média. Ndo houve diferenca significativa entre os grupos
de tratamento e o controle (p<0,05 - Kruskal-Wallis, pds-teste Dunns,). Ureia (A). ALT (B). AST (C).
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5.12 HISTOPATOLOGIA

O estudo de toxicidade aguda revelou a natureza ndo téxica das substancias testadas,
tanto das isoladas quanto das combinadas. N&o houve letalidade nem quaisquer reagdes toxicas

Nas avaliacOes realizadas no tecido nervoso, observa-se que tanto no controle quanto
nos tratamentos, o cOrtex cerebral apresenta-se dentro dos limites histologicos normais. Os
neurdnios destacam-se pelo maior volume celular, citoplasma distinto com limites nitidos, por
vezes com corpusculos de Nissl, nucleo vesiculoso com cromatina frouxa e nucléolo
proeminente (Fig. 15A). Nos tratamentos com DSS (Fig. 15B) e CQ (Fig. 15C), a camada
molecular encontra-se integra e na camada granulosa e piramidal externa verifica-se neurénios
com formatos triangulares e neurdpilo preservado. No tratamento com B-Lap:DSS (Fig. 15D)

verifica-se predominio de células gliais.

Figura 15. Fotomicrografias do cérebro de camundongos linhagem C57BI/6. Tratamentos realizados por 5 dias, de DSS, CQ:DSS
e B-Lap:DSS. Controle (Cremofor 5% e DMSO 2%) (A), verifica-se preservagdo do tecido nervoso. No in set, observa-se morfologia
inalterada dos neurénios. DSS (60 mg/kg) (B) e CQ:DSS (60:60 mg/kg) (C), camadas molecular, granulosa e piramidal externa
integras. No in set, observar preservacao do neurédpilo. 3-Lap:DSS (60:60 mg/kg) (D), notar no in set grande quantidade de células
da glia. Coloracdo H&E. Barras representam 100uM (A,B e D) e 50uM (C).
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A histopatologia do coragdo também ndo apresentou anormalidades, tanto no controle (Fig. 16A) quanto nos tratamentos com as

combinacgtes de CQ:DSS (Fig. 16B) e B-Lap:DSS (Fig. 16C).

Observa-se cardiomidcitos com nucleos preservados, estriacdes transversais e discos intercalares sem nenhuma alteracao, o que pode sugerir

que as combinacbes ndo apresentam cardiotoxicidade.

Figura 16. Fotomicrografias do coracdo de camundongos linhagem C57BI/6. Tratamentos realizados por 5 dias, CQ:DSS e B-Lap:DSS. Controle (Cremofor 5% e DMSO 2%) (A),
verifica-se cardiomidcitos integros, com preservacao de nucleos e estrias transversais. CQ:DSS (60:60 mg/kg) (B) e B-Lap:DSS (60:60 mg/kg) (C), observado tanto em corte transversal
quanto longitudinal, a preservacédo das fibras e dos nlcleos. Coloracdo H&E. Barras representam 20uM (A e C) e 50uM (B).
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O exame histologico do controle (Fig. 17A) revelou microarquitetura hepatica preservada, com visualizacdo da veia centro lobular e

hepatocitos dispostos em corddes, separados por capilares sinusoides,

Nos tratamentos realizados com DSS (Fig. 17B), CQ (Fig. 17C) e B-Lap (Fig. 17D), verificou-se tumefacdo dos hepatocitos. Ja nos
tratamentos realizados com as combinagdes CQ:DSS (Fig. 17E) e B-Lap:DSS (Fig. 17D) verifica-se preservacdo dos hepatdcitos, com discreta

tumefacdo quando comparados aos tratamentos com as substancias isoladas.

Figura 17. Fotomicrografias do figado de camundongos linhagem C57BI/6. Tratamentos realizados por 5 dias, de DSS, CQ, B-Lap, CQ:DSS e B-Lap:DSS. Controle (Cremofor
5% e DMSO 2%) (A), arquitetura hepatica preservada. Veia centro lobular e hepatécitos integros. DSS (60 mg/kg) (B), CQ (60 mg/kg) (C) e B-Lap (10 mg/kg) (D), hepatocitos
tumefeitos. CQ:DSS (60:60 mg/kg) (E) e B-Lap:DSS (60:60 mg/kg) (F), notar preservacéo dos hepatécitos em comparagdo com as substancias isoladas. Coloracdo H&E. Barras

representam 50uM.
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Nas analises histoldgicas dos rins observa-se na regido cortical, os corpusculos renais
constituidos pela cépsula de Bowman e os glomérulos de Malpighi, assim como tubulos
contorcidos proximal e distal sem aparente alteracdo morfoldgica, exceto pela dilatagdo de
alguns dos tabulos renais (pontas de seta).

Figura 18. Fotomicrografias do rim de camundongos linhagem C57BI/6. Tratamentos realizados por 5 dias, de DSS, CQ,
B-Lap, CQ:DSS e B-Lap:DSS. Controle (Cremofor 5% e DMSO 2%) (A); DSS (60 mg/kg) (B), CQ (60 mg/kg) (C); B-Lap
(10 mg/kg) (D); CQ:DSS (60:60 mg/kg) (E) e B-Lap:DSS (60:60 mg/kg) (F), notar nos tratamentos, dilatacdo de tubulos
renais (pontas de seta) e preservacdo dos glomérulos (in set). Coloragdo H&E. Barras representam 200uM.
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6 DISCUSSAO

Apesar das novas terapias desenvolvidas nas Ultimas décadas, 0 melanoma ainda é uma
doenga que provoca a morte da grande maioria dos pacientes. Na tentativa de melhorar a
resposta de terapias atuais procuramos abordar o emprego da combinacédo de produtos naturais
e semi-sintéticos que desempenham papel importante no tratamento do cancer. Por se tratarem
de produtos naturais bem tolerados e ja em uso para outros agravos, espera-se que essas
combinac6es resultem em diminuicédo dos efeitos colaterais e possam ainda reduzir a resisténcia

aos tratamentos em monoterapia.

Assim, este estudo utiliza critérios muito importantes para a pesquisa de novos
farmacos, como o uso de produtos naturais e o reposicionamento de farmacos. A literatura
demonstra que as substancias derivadas de produtos naturais tendem a apresentar baixa
toxicidade e maior tolerancia ainda que em altas concentracGes, além de apresentar inimeras
vantagens tais como sua ampla diversidade de estruturas quimicas e atividades bioldgicas (ABD
EL-HADY etal., 2017), e o reposicionamento de farmacos que permite o conhecimento prévio
de fatores de seguranca, e dessa forma oferece vantagens como menor tempo para

desenvolvimento e menor custo para pesquisa (GRAMMER; LIPSKY, 2017).

Uma vez que inumeros farmacos existentes ja foram amplamente estudados e seus perfis
de farmacocinética e seguranca, muitas vezes ja foram aprovadas por agéncias regulatérias para
uso humano, como observado no trabalho de Rangwala (2014) com a hidroxicloroquina em
combinacdo com temozolomida, que se encontra em ensaio clinico de fase | em pacientes com

tumores sélidos e melanoma, pode ser avaliado rapidamente e passar para ensaios de fase I1.

Como o cancer é causado por uma complexa cadeia de eventos, 0s tratamentos em
combinacdo podem fornecer uma resposta mais eficaz (HAO et al., 2015). Sendo assim, neste
estudo demonstramos que as combinacdes CQ:DETC e B-Lap:DETC inibem a proliferagéo de
células de melanoma murinho B16F10 e apesar de ndo apresentar elevada seletividade in vitro,
verificou-se que sdo necessarias menores concentragdes das substancias combinadas que
isoladas para se obter o0 mesmo efeito e que as mesmas se mostraram sinergicas, alem de se

observar baixa toxicidade nos estudos in vivo.

As analises por citometria de fluxo revelaram que os efeitos citotoxicos do DETC
envolvem a producdo de ERO e inducdo da apoptose (MORRISON et al., 2010; CHIBA et al.,
2014), tal qual observado apos o tratamento com a CQ (SOLOMON; LEE, 2009) e a B-Lap
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(BANG et al., 2016; BERMEJO et al., 2016), assim verificamos que esse efeito se potencializa
quando as substancias estdo em combinacgdo. Entdo, nossos resultados indicam que o estresse
oxidativo celular é reforcado pela combinagdo de CQ:DETC assim como B-Lap:DETC, o que

poderia levar a maior eficacia na morte de células tumorais.

O DSS néo atua apenas como um inibidor de aldeido desidrogenase no tratamento de
alcoolismo, mas também potencializa o efeito de muitos agentes quimioterapéuticos (HUANG
et al., 2016), especialmente pela inibicdo da Pgp (SAUNA; SHUKLA; AMBUDKAR, 2005).
Em nosso estudo, verificamos que o DETC (metabdlito do DSS) potencializou o efeito das
combinagdes supracitadas melhorando sinergicamente a citotoxicidade das substancias,
levando a morte celular in vitro por aumento da producdo de ERO e consequentemente a
inducdo da apoptose. Esse aumento da producdo de ERO observado nos tratamentos com
DETC, corrobora os achados na literatura que demonstram que esta molécula atua como
complexador de Cu?* com inativacéo da enzima SOD, impedindo sua capacidade antioxidante,
e portanto, resultando em aumento do estresse oxidativo (BRAR et al., 2004; GESSNER;
GESSNER, 2012).

Estudos tém demonstrado que os efeitos supressores tumorais da B-Lap podem ser
modulados pela producdo de ERO intracelular (BERMEJO et al., 2016). Assim, o DSS e seus
metabolitos demonstram capacidade de promover um ambiente pré-oxidativo em células
tumorais (JIAO et al., 2017). Desta forma, ndo € surpreendente que a combinacdo de DETC e

B-Lap provoque estresse oxidativo significativamente maior.

O aumento da producao de ERO nas células incubadas com B-Lap pode atingir de forma
mais conspicua as mitocondrias, uma vez que esta apresenta funcdo redox com acao pro-
oxidante e cerca de 1-3% do oxigénio que ingressa na organela é convertido em Oy"
(ORRENIUS; GOGVADZE; ZHIVOTOVSKY, 2007). Assim sendo, a geracdo de ERO
mediada por B-Lap pode exaurir o ‘pool’ citoplasmatico de glutationa reduzida em taxas
superiores a acdo de enzimas como a glutationa redutase. Desta forma as mitocéndrias podem

sofrer lesdes ocasionadas por ERO enddgenas bem como derivados da B-Lap.

De forma anéloga produtos de oxidacdo enzimatica da espermina em combinagdo com
a CQ, leva a reducdo da eletrondensidade da matriz mitocondrial (AGOSTINELLI et al., 2014).
Um antagonista pro-oxidante de vias de poliaminas, que sdo moléculas importantissimas na
biologia dos parasitas (VANNIER-SANTOS; SUAREZ-FONTES, 2017), também produzem
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danos em organelas de fungdo redox de protozoarios como Trichomonas foetus (REIS et al.,
1999), Leishmania amazonensis (VANNIER-SANTOS et al., 2008) e Trypanosoma cruzi
(REIGADA et al., 2017).

Nesse sentido, a deteccdo de radicais superoxidos nos grupos tratados com as
substancias isoladas ou em combinacdo podem estar elevando a producdo das ERO, seja de
forma direta pela acdo da -Lap, ou indireta, pelo bloqueio da autofagia promovido pela CQ e
pela inibicdo do sistema antioxidante ocasionado pelo DETC. Vale salientar que a marcacéo
pela sonda DHE indica a producéo de superdxido (LEE; PARK; CHUN, 2017).

O aumento do estresse oxidativo, ocasionado pelas ERO em células tumorais, podem
torna-las vulneraveis a estimulos apoptéticos e aumentar a citotoxicidade para farmacos
antitumorais (SIMON; HAJ-YEHIA; LEVI-SCHAFFER, 2000; CIRCU; AW, 2010). Isso pode
justificar os nossos achados, observados nas células tratadas tanto com as substancias isoladas
quanto combinadas, onde verificou-se que as células se mostraram mas expressivamente
marcadas para de Anexina V-FITC, corroborando a evidéncia de que a via apoptdtica € induzida
apos estimulo de ERO. Esse resultado também é demonstrado quando as a¢cdes dos compostos,
analisados de forma individualizada, apresentam perfil pré-apoptotico em estudos com a B-Lap
(BIAN et al., 2017), a CQ (WIEDMER et al., 2017) e o DETC, ou disulfiram (CEN et al.,
2004).

Como as células tumorais podem evitar a morte através da autofagia, um mecanismo de
sobrevivéncia utilizado por estas, sob situacdes de estresse metabdlico (RYABAYA et al.,
2016), entdo a CQ, um composto lisossomotrépico bem conhecido, acumula-se em lisossomas
e endossomas, inibindo essa atividade (SOLOMON; LEE, 2009; DUFFY et al., 2015), levando

a deflagracdo de morte celular por apoptose.

As propriedades lisosomotrépicas da CQ sdo provavelmente responsaveis por Varios
dos seus efeitos bioldgicos e entre estes, a de sensibilizar as células cancerosas para os efeitos
citotoxicos de agentes quimioterapéuticos (AGOSTINELLI et al., 2014). Sugere-se que as
variagdes no pH, produzidas pela CQ, possam ser exploradas por apresentar seletividade para
tumores soélidos, ja que esses tumores muitas vezes se desenvolvem em um ambiente
extracelular acido (SOLOMON; LEE, 2009). Analogamente, o DSS tem a capacidade de inibir
a atividade de ATPase vacuolar em Saccharomyces cerevisae (JOHNSON et al., 2010). Embora
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a atividade ndo tenha sido relatada em células de mamiferos, sabe-se que sdo enzimas bem

conservadas evolutivamente.

Assim, esse efeito proporcionado pela acdo da CQ, que atua alcalinizando
compartimentos acidicos como lisossomas e endossomas tardios, pode se tornar uma estratégia
bastante promissora para melhorar a terapia antitumoral através da inibicdo da autofagia
(MAES et al., 2014; TOWERS; THORBURN, 2016).

Nesse sentido, as alteracGes ultraestruturais observadas por microscopia eletronica de
transmissdo no nosso estudo podem sugerir evidéncias das propriedades lisossomotropicas da
CQ. As modificacBes observadas apds a exposicdo das células a CQ seja isolada ou em
combinacdo com DETC, demonstram a formacdo de numerosos vacuolos com conteidos
membranares, presumivelmente de natureza autofagica. Trabalhos sugerem que a modalidade
combinada de CQ com outros agentes, sdo muito promissores para 0 aumento da eficacia
terapéutica e diminuicdo de efeitos colaterais indesejaveis (SOLOMON; LEE, 2009; ZHANG
et al., 2017). Além disso, o DSS pode ser utilizado em associacdo com radioterapia, uma vez

que o farmaco é radiosensibilizador (LEE et al., 2017).

Sabendo-se que a liberacdo de enzimas lisossomais causam estresse oxidativo
(DEGTYAREV et al., 2008; WANG et al., 2011), o aumento deste estresse pela exposicao
subseqliente das células a estes radicais livres, com a a¢do conjunta do DETC, que atua inibindo
enzimas importantes do sistema antioxidante, poderia explicar o aumento da citotoxicidade

observada em nossos experimentos.

Foram observadas por microscopia eletronica de transmissdo que células de melanoma
tratadas com a ICsp da CQ, induziu alteracGes ultraestrurais com a formacdo de grandes
autofagossomos contendo estruturas membranares multilamelares. Quando tratadas com a ICso
da combinacdo CQ:DETC, as mesmas células apresentaram, além da formacao dos vacuolos,
mudangas na estrutura mitocondrial, como dilatacdo das cristas e a interrup¢do das membranas.
Essas observacGes confirmaram a susceptibilidade destas células a exposicdo com essa
substancia tanto isolada quanto combinada. Células tronco cancerigenas tratadas com CQ
também apresentaram alteragdes ultraestruturais dilatacdo das cristas mitocondriais em modelo
de células tumorais com mutacGes em BRCA-1 (LIANG et al., 2016).

A presenca de acumulos lipidicos luminais em cisternas de reticulo endoplasmatico de

células incubadas com a combinacgéo 3-Lap:DETC indica a formacéo de goticulas ou inclusdes
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lipidicas citoplasmaticas (FUJIMOTO; PARTON, 2011). No passado, estas estruturas eram
interpretadas simplesmente como sitios de armazenamento energético, mas recentemente sdo
reconhecidos papeis complexos, incluindo etapas da resposta imunoldgica (SAKA,
VALDIVIA, 2012) e inflamatéria (BOZZA et al., 2011; MELO et al., 2011; MELO;
DVORAK, 2012; MELO; WELLER, 2016), podendo desempenhar papeis relevantes em
diferentes infec¢des (SAKA; VALDIVIA, 2012) entre outras entidades nosoldgicas (GROSS;
SILVER, 2014; ONAL et al., 2017).

Trabalhos recentes tém demonstrado a relacdo entre os niveis celulares de goticulas
lipidicas e seu papel na oncogénese. Sugere-se que a inibi¢do de enzimas lipogénicas tais como
acido graxo sintase e acetil-CoA carboxilase, sdo capazes de promover a diferenciacdo e inibir
o crescimento de diferentes tumores (GIAMPIETRI et al., 2017), como se observa em células
de cancer colorretal, que apresentam aumentados niveis de inclusdes lipidicas e esse fato esta

associado a capacidade oncogénica (TIRINATO et al., 2015).

Goticulas lipidicas sdo organelas contendo triglicerideos e a lipolise destas, contribui
para 0 metabolismo celular. Esses triglicerideos armazenados, podem ser hidrolisados por
lipases citosélicas ou por lipases acidas lisossomais através da via autofagica, um processo
especifico denominado lipofagia. Tal mecanismo pode explicar, ao menos em parte, regulaco
da via autofagica por inclusdes lipidicas demostrada previamente (VELAZQUEZ; GRAEF,
2016; VELAZQUEZ et al., 2016), podendo, inclusive prover lipideos para a geracdo de
membranas dos autofagosomos (DUPONT et al., 2014).

Os depositos lipidicos formados em RE apds o tratamento com a combinagdo (-
Lap:DETC pode estar envolvido na formacdo e/ou regulacdo da biogénese dos vacutolos, bem
como reciclar moléculas danificadas pelas ERO. Uma vez que DETC modula negativamente a
enzima SOD (HOGARTH, 2012), o tratamento com este composto impede a detoxificacdo de
O.", presumivelmente ocasionando aumentados efeitos de estresse oxidativo, principalmente
nas células cancerosas. Essas goticulas podem proteger as células tumorais dos efeitos toxicos

das ERO, além da sua participacdo na homeostase lipidica (GIAMPIETRI et al., 2017).

Apesar de estudos demonstrarem neurotoxicidade, associada a lesbes cerebrais e
dificuldades motoras, induzidas pelo uso crénico do disulfiram em altas concentracGes
(VIQUEZ et al., 2007; SANTOS; MARTINS CAMPOS; MORAIS, 2017), ndo foi verificado
danos no tecido cerebral dos animais tratados com as combinagdes CQ:DSS e $-Lap:DSS. Em



53

uma pesquisa de fase I, realizada por Huang e colaboradores (2016), que combinou 0 DSS com
temozolomida para o tratamento de glioblastoma, verificou-se que dentro das principais
toxicidades neuroldgicas apresentadas em seu estudo (fadiga, delirio, ataxia, tonturas, e
neuropatias periféricas motoras/sensoriais), foram resolvidas trinta dias ap0s a descontinuacédo
do DSS. Isso sugere que essa toxicidade pode ser revertida sem lesdes permanentes, apos a
suspensdo do tratamento.

A doxorrubicina € um farmaco que estd entre os quimioterapicos utilizados no
tratamento de diferentes neoplasias malignas, especialmente tumores solidos, leucemias e
linfomas. Entretanto, possui valor clinico limitado em funcéo de sua cardiotoxicidade (LUDKE
et al., 2017; PIOTROWSKA; ISALAN; MIELCAREK, 2017). Por essa razao, retiramos o
coracdo dos camundongos tratados com as combinacdes a fim de verificar se esse era um efeito
colateral associado a estas. Entretanto, verificamos que tanto a combinacdo CQ:DETC quanto

B-Lap:DETC n&o alteraram morfologicamente os cardiomiocitos.

A toxicidade hepética causada pela B-Lap pode ser explicada pela deficiéncia de NQO1,
jaque os hepatdcitos ndo sintetizam esta enzima, além da baixa solubilidade aquosa e lenta taxa
de dissolucéo no peritonio (BERMEJO et al., 2016). Entretanto, podemos verificar que quando
a B-Lap foi combinada com o DSS, apresentou efeito protetor quando comparado as substancias

ministradas isoladamente e 0 mesmo efeito foi observado quando o DSS foi combinado com a

CQ.

No estudo realizado por Jamshidzadeh e colaboradores (2007), foi demonstrado dano
hepatocelular em ratos tratados com CQ. A CQ é metabolizada em microssomas hepaticos pela
enzima citocromo P450 e para tal, utiliza glutationa reduzida. Como a glutationa reduzida
desempenha um papel importante de defesa nos hepatdcitos, o esgotamento desta, deixaria as
células mais vulneraveis ao dano oxidativo resultando em morte celular. Isso pode justificar os

danos hepaticos observados no tratamento realizado com a CQ isolada.

Na literatura da década de 80 e 90 foi relatado que o0 uso do DSS estaria entre as causas
mais comuns de lesdo hepatica aguda e insuficiéncia hepatica (U.S. National Library of
Medicine, 2011). Entretanto, esses danos sugeridos, foram verificados apenas quando o DSS
foi ministrado de forma isolada mas ndo nas combinacBes. Isso pode sugerir que as

combinag6es com o DSS estdo exercendo efeito protetivo sobre os hepatdcitos.
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A terapia crénica com DSS esta associada a discretas elevagfes de aminotransferases
sérica em até 25% dos pacientes, mas elevacdes acima de 3 vezes o limite superior,
normalmente ocorre em 4% dos pacientes (U.S. National Library of Medicine, 2011). Nossos
resultados demonstram que ndo houve alteracdes significativas nas dosagens séricas de AST e
ALT. Entretanto, na anélise do tratamento com a CQ isolada, verificou-se discreta elevacédo de
AST e ALT em relagdo ao controle, assim como para o tratamento com DSS isolado, no qual

se verifica discreto aumento de ALT em relacdo ao controle.

Como as aminotransferases ALT e AST s&o dois dos marcadores confiaveis de leséo
hepatocelular, seus niveis podem ser elevados em uma variedade de distarbios hepéticos. O
AST tem formas citossélicas e mitocondriais e esta presente nos tecidos hepatico, cardiaco,
muscular esquelético, renal, cerebral, pancreatico, pulmonar, nos eritrocitos e leucocitos.
Acredita-se que ALT seja mais especifico para lesdes hepéticas, porque estd presente
principalmente no citossol de hepatocitos e, em baixas concentragdes, em outros locais
(SCHUMANN et al., 2011), isso pode explicar a discreta elevacdo deste marcador no
tratamento com DSS e CQ isolados, ja que pode se observar na histopatologia hepética desses

tratamentos, que houve danos aos hepatocitos.

O rim é muito suscetivel a danos provocados por farmacos ou toxinas devido a sua maior
perfusdo e ao aumento da concentracdo de compostos excretados que ocorrem em células
tubulares renais durante a absorcéo e secrecdo (KIMURA et al., 2013). A determinagédo da
ureia e da creatinina sérica é de grande valor para verificacdo da funcdo renal. Sabe-se que a
diminuicdo da filtracdo glomerular, de forma geral, leva ao aumento das concentracfes
plasmaéticas de creatinina e ureia. No entanto, apesar de se observar dilatacdo de tabulos renais,
ndo houve aumento da ureia em nenhum dos tratamentos ministrados isolados e nem

combinados.

Nos tratamentos realizados com a CQ isolada e combinada com DSS, foi observado
dilatagéo dos tabulos renais sem alteracdo dos glomérulos. Como a CQ geralmente se acumula
em varios orgaos e sua eliminacgéo é lenta, acredita-se que é possivel que ela exerca acdo direta
ou indireta sobre o sistema antioxidante, tornando certos érgdos, como o rim, mais suscetiveis
aos efeitos do estresse oxidativo (MURUGAVEL; PARI, 2004).

A mesma dilatacdo dos tubulos renais se observa no tratamento realizado com a 3-Lap

isolada e combinada com o DSS. Entretanto, em um estudo realizado pelo grupo do Almeida
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(2009) sobre a toxicologia da Beta-Lapachona em 6rgéos, ndo foi observada nenhuma alteracao,
nem nas analises bioguimicas e nem nas analises histopatoldgicas dos rins dos animais testados,
apesar de, neste estudo supracitado, o grupo tenha utilizado concentracfes da -Lap, maiores
do que as utilizadas em nosso estudo. Como esta dilatacdo dos tubulos renais também foi
observada no grupo controle, que foi tratado com DMSO e cremofor, isso pode sugerir que essa
combinagdo esteja causando citotoxicidade e este efeito seja potencializado pelo uso das

substancias isoladas.
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7 CONCLUSOES

As substancias testadas demonstraram acgdo citotoxica em melanoma murino in vitro,
com baixa toxicidade sistémica in vivo. Nosso estudo demonstrou que as substancias, quando
combinadas, se mostraram sinérgicas e seletivas em relacdo a célula de mamifero usada na

pesquisa.

As alteragdes utltraestruturais observadas por microscopia eletronica corroboram os
mecanismos de acao encontrados em literatura recente sobre os efeitos pro-oxidativos e inibidor
de autofagia dos compostos testados, que se confirmam pela presenca de radicais superoxidos

e pela predominante morte apoptética das células testadas.

Originalmente utilizados nos tratamentos de outros agravos, tanto o DETC, quanto a
CQ e a B-Lap vem sendo relatados com propriedades anti-tumorais e sendo assim, oferecem
potencial estratégia para o tratamento de cancer uma vez que ambas substancias ja estdo em uso
clinico. Portanto, os resultados indicam que o DETC, a CQ e a B-Lap, quando utilizados em
combinacdo sdo candidatos promissores a se tornar um novo método terapéutico para o
tratamento do melanoma. Contudo, mais experimentos sdo necessarios para elucidar outros

mecanismos de acao.
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