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RESUMO

O céancer € considerado um grave problema de satde publica. A Organizacdo Mundial
da Saude estimou que no ano de 2030 podem-se esperar 27 milhdes de casos incidentes
de cancer, 17 milhGes de mortes e 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente com esse
tipo de doenca. Diante disso, buscam-se, incessantemente, novos farmacos na tentativa
de melhorar a sobrevida desses pacientes. Aproximadamente 70% das drogas
disponiveis na quimioterapia atualmente sdo de origem natural, contribuindo
intensamente para o desenvolvimento da terapia moderna. O alcaldide guanidinico,
(nitensidina A) isolado de Pterogyne nitens, planta tipica do cerrado brasileiro
demonstrou citotoxicidade contra células de carcinoma epidermdide cervical (SiHa).
Sendo assim, o objetivo desse estudo foi verificar a atividade antitumoral, genotdxica e
mutagénica da nitensidina A, por meio de experimentos in vitro (linhagem de CEC oral
— HSC-3) e in vivo, empregando o modelo de indugéo por 4NQO — 4-nitroquinolona-1-
oxido em ratos. O composto nitensidina A para as linhagens HSC-3 e HaCat,
demonstrou atividade citotoxica, morte celular por apoptose e necrose, porém ndo
houve inducdo na ativacdo da caspase-3, enzima que participa do processo da via
intrinseca de apoptose, ainda demonstrou potencial mutagénico e diminuicéo no estresse
oxidativo. Para a linhagem HSC-3 ndo houve expressdo dos niveis de AKT fosforilada
em ser-473. Os experimentos in vivo demonstraram que o modelo de inducdo por
4ANQO foi efetivo, porém o tratamento realizado nos animais com nitensidina A
demonstrou redugéo no processo de carcinogénese na menor dose testada (2mg/kg p.c.),
houve invasdo dos tumores, ndo houve diminuicdo do indice mit6tico e ndo obtivemos
areas em necrose. Os parametros bioquimicos analisados (glicemia, uréia, creatinina,
toxicidade hepéatica e niveis de malondialdeido) ndo tiveram nenhuma alteracéo,
sugerindo que o alcaldide nitensidina A ndo apresentou acdo toxica sistémica, porém

demonstrou perfil genotoxico demonstrado no ensaio do cometa.

Palavras chave: Carcinoma epidermdide oral. Nitensidina A. 4ANQO. Morte celular.



ABSTRACT

Cancer is considered a serious public health problem. The World Health Organization
estimated by the year 2030 27 million new cases, 17 million deaths, 75 million people
diagnosed with cancer. In this scenario, efforts have been made to improve patient
survival. Approximately 70% of the chemotherapeutic agents are derived from natural
sources, contributing greatly to the development of modern therapeutic drugs.
Guanidine alkaloid (nitensidine A) isolated from Pterogyne nitens, a typical Brazilian
cerrado plant, showed cytotoxicity against cervical epidermoid carcinoma cells. Taking
this into consideration, the aim of this study was to evaluate nitensidine An antitumor,
genotoxic and mutagenic activity in vitro (HSC-3 cell line) and in vivo (mice) induced
by 4-nitroquinoline (4-NQO). The guanidine alkaloid demonstrated cytotoxicity
activity, cell death induction by apoptosis and necrosis in HSC-3 and HaCat cell lines.
However, there was no caspase3 activation. Besides that, it demonstrated mutagenic
potential and decreased oxidative stress. HSC-3 cell line did not show any
phosphorylated AKT levels at ser-473. In vivo experiments indicated that 4NQO
induction model was effective, although the treatment did evidence reduction in the
carcinogenic process only at the lowest dose tested (2mg / kg b.c.). Animals exposed to
4ANQO presented tumor invasion, but there was no mitotic index decreased and no
necrosis areas. Biochemical parameters (glycemia, urea, creatinine, hepatic toxicity and
levels of malondialdehyde) analyzed did not show any change, suggesting that although

nitensidine A has genotoxic and mutagenic activity, it has no systemic toxicity.

Keywords: Oral squamous cell carcinoma. Nitensidine A. 4NQO. Cell death.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer Bucal

O cancer compreende um conjunto de doencas que se caracterizam pela presenca
de células em crescimento continuo, com propriedades de invasdo de tecidos e 0rgaos,
podendo disseminar-se para outras regifes do organismo (metastase) (HANAHAN &
WEINBERG, 2011). Isso acontece quando as células cancerosas adquirem a capacidade
de invadir e sobrevive na circulacdo (sanguinea ou linfética), desencadeando um
conjunto de manifestacfes patologicas que se caracterizam pela perda de controle da
proliferacdo celular (WHO, 2015).

O mecanismo de biologia tumoral envolve ativacdo de oncogenes e inativacao
de genes supressores de tumor, assim como a ativacdo de telomerase. Estas
caracteristicas adquiridas permitem que o tumor apresente a capacidade de se dividir
indefinidamente e sem controle, além de somar novas mutacdes, uma vez o processo de
reparo celular é afetado e como consequéncia, acumula mutac@es que levam a aquisi¢édo
de novas caracteristicas tumorais. Por outro lado, um tumor benigno demonstra
mutacdes que propiciam o aumento de multiplicagdo, mas preserva a capacidade de
corrigir erros e mutacfes genéticas, o que impossibilita, pelo menos enquanto neoplasia
benigna, o acumulo de novas mutacdes e a aquisicdo de novas caracteristicas tumorais
(KLATT et al. 2010; KUMAR et et al. 2003).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que, para o ano de 2030, 27
milhdes de pessoas fardo diagndstico de cancer, e que neste mesmo ano, 17 milhdes irdo
a Obito por essa doenca. Além disso, estima-se que cerca de 75 milhdes de pessoas
estejam vivas anualmente apds o diagnostico de cancer. No Brasil, as estimativas para
2016/2017 apontam a ocorréncia de aproximadamente 596.070 casos novos de cancer,
incluindo os casos de pele ndo melanoma. Sem contar 0s casos de pele ndo melanoma,
estima-se um total de 120.310 mil novos casos.

De acordo com um dos maiores centros oncoldgicos integrados do mundo (A.C.
Camargo), aproximadamente 10% dos casos de cancer sdo hereditarios. A grande
maioria dos diagndsticos tem relagdo direta com fatores ambientais e habitos de vida,
como tabagismo, consumo excessivo de alcool, sedentarismo, alimentacdo inadequada e

exposicdo exagerada ao sol ou a alguns micro-organismos.
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Os carcinomas espinocelulares (CECs) séo neoplasias malignas originadas do
epitélio escamoso e podem ser diferenciados ou indiferenciados. Esses tumores podem
ocorrer na pele (local mais frequente), boca, laringe, eséfago e colo uterino (CH’NG et
al., 2006) . Os canceres de boca afetam labio e o interior da cavidade oral e apresentam
etiologias distintas. Os de labio apresentam forte correlagdo com a exposicao solar e 0s
de cavidade bucal apresentam forte correlagdo com o tabagismo e alcoolismo
(NEVILLE, 2009).

Esse tipo de cancer acomete mais homens acima de 40 anos. De acordo com a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 90% dos pacientes diagnosticados com
cancer de boca eram tabagistas, etilistas (consumo regular de bebidas alcodlicas) ou
demonstravam a associacdo a presenca do virus HPV e também a radiacao solar (cancer
nos labios). Entretanto, se faz necessario relatar que a etiologia do cancer de boca é
multifatorial e a associacdo de fatores etiolégicos demonstra sinergismo, como € 0 caso
dos hébitos de fumar e beber, que quando associados, podem elevar para 35 vezes as
chances de desenvolvimento de cancer bucal (BLOT et al., 1988).

As estimativas de novos casos de cancer na cavidade oral em 2016 foram de
15.490, sendo 11.140 para homens e 4.350 para mulheres, de acordo com o Instituto
Nacional do Céancer (INCA). Todavia, 0 diagnostico precoce associado a adequado
tratamento tem demonstrado taxas de sobrevida muito superiores a média de 50%,
chegando a 80% ou 90% de sobrevida em cinco anos.

Na populacdo da india, o cancer bucal constitui 19% do total de canceres entre
0s homens, e é o terceiro mais comum entre as mulheres (SHARMA et al., 2011). Sem
considerar os tumores de pele, o cancer da cavidade oral ocupa o quarto lugar na regido
sudeste para homens, e o décimo lugar para mulheres, de acordo com o INCA, como
mostrado na tabela 1.

Como o cancer de cavidade oral é considerado um grave problema de saude
publica, devemos investir na busca de novas alternativas terapéuticas que possam

apresentar alguma atividade promissora na eficiéncia contra esse tipo de cancer.
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Tabela 1: Estimativa do nimero de novos casos na Regido Sudeste.

Casos Casos
lizacao Primaria e izaca imari
Localizacao ma Novos Localizacao Primaria PR

Prostata 25 800 26.9% Mama feminina 29.760

10 040 “dlon & Reto 9.910 10,1

4.940 50

Linfoma de Hodgkin 470

Glanduia Twaode 160 2,2 2
Ve B Laringe 300 0.3%

Todas as Neoplasias sem pele 95.900 . Todas as Neoplasias sem pele 9B8.100

Todas as Neoplasias 134.330 Todas as Neoplasias 156.760

Legenda: Estimativas de cancer no Brasil, 2016. Fonte: Adaptado do INCA.

1.2. Produtos Naturais e o Cancer

Um avanco significativo na pesquisa de produtos naturais foi observado no
século XX, especialmente de plantas e microrganismos, propiciando a descoberta de
diversas substancias utilizadas na terapéutica oncoldgica. Nas Ultimas décadas, a
maioria dos farmacos antineoplasicos introduzidos na terapéutica tem sua origem nos
produtos naturais (NEWMAN et al. 2007; BUTLER et al. 2008; HARVEY et al. 2008).

Dessa maneira, em nosso estudo buscamos encontrar um alvo promissor contra
tipos de cancer da cavidade oral em uma planta tipica do cerrado brasileiro, Pterogyne
nitens Tulasne (figura 1), pertencente a familia Fabaceae e subfamilia Caesalpinoideae,
que representa uma fonte de inimeros alcaloides guanidinicos e flavonoides (BOLZANI
et al., 1995). Embora ndo haja muitos relatos de usos medicinais desta espécie, a
populacdo da argentina utilizou cascas do caule de P. nitens para tratar Ascaris
lumbricoides (CRIVOS et al., 2007). Varios artigos tém relatado que esses alcaloides
possuem diferentes atividades bioldgicas, tais como; citotoxicas, antimutagénicas,
antifingicas, pro-apoptoticas e antibacterianas (REGASINI et al. 2009; BOLZANI et al.
1995; DUARTE et al. 2010; COQUEIRO et al. 2014).

O estudo sobre a composicdo quimica das flores de P. nitens foi bastante
significativo para o registro do perfil metabolico da espécie. Desse estudo foram

isolados e identificados onze constituintes; quatro flavondides, quatro derivados do
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acido cindmico, dois alcaloides guanidinicos e o acido galico (REGASINI et al., 2008 a;
REGASINI et al., 2008 b).

Em trabalhos fitoquimicos anteriores, foram isolados cinco alcaloides
guanidinicos das folhas e caules de P. nitens, os quais demostraram atividade citotdxica
sobre linhagens mutantes de Saccharomyces cerevisiae, podendo supostamente
apresentar acdo antitumoral (BOLZANI et al, 1995). Ainda, frag0es obtidas do extrato
etanolico de P. nitens apresentaram atividade antioxidante (VELLOSA, 2005),
demostraram um potencial importante contra espécies reativas de oxigénio (PASQUINI
NETTO et al. 2012) e acdo antifungica (REGASINI et al., 2010).

Popularmente, P. nitens ¢ conhecida como “amendoim”, “amendoim-bravo”,

£99 13 2 13 2 (1 P4 2 [13

“virar6”, “madeira-nova”, “pau-amendoim”, “6leo-branco”, “pau-de-fava”, “balsamo”
(FERNANDES et al., 2008; REGASINI et al., 2008a). A madeira do “amendoim-
bravo” apresenta-se moderadamente densa e relativa resisténcia fisica, sendo
amplamente empregada na construgdo civil (CARVALHO, 1994; COLETTI et al.,
2010).

Contudo, esta espécie possui valor ornamental muito grande, ndo somente pela
beleza e odor de suas flores, bem como de sua folhagem brilhante e frutificacdo, que

apresenta tons varidveis a medida que amadurecem, sendo recomendada para

arborizacdo de vias urbanas e rodovias e, na reposicdo de mata ciliar em locais com
inundacdes periodicas (LORENZI, 2000b; TONIN et al., 2005, REGASINI et al.,
2008).

Figura 1: Planta Pterogyne nitens em seu habitat
AV,
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1.2.1. Nitensidina A

Com o intuito de buscar agentes antitumorais em elementos da biodiversidade,
foram obtidos os alcaloides guanidinicos de P. nitens, denominados de nitensidinas A-
E. Esses alcaloides apresentam-se substituidos por unidades terpénicas, tais como
isoprenilas e geranilas (REGASINI, 2008). No presente estudo foi utilizado o alcaloide

denominado nitensidina A, com a estrutura quimica apresentada na figura 2.

Figura 2: Férmula estrutural da nitensidina A

CH5SO5
NH,*

S A~
H H

Legenda: Férmula estrutural do metanossulfonato de nitensidina A demonstrando seu ndcleo guanidinico
(REGASINI, 2008).

Estudos com alcaloides guanidinicos pteroginina e pteroginidina isolados de
Pterogyne nitens demonstraram inducdo de apoptose e/ou necrose em células humanas
de carcinoma epitelial (ZR 7531), denotando atividade antineoplésica por morte celular
programada (DUARTE et al., 2010). O alcaloide guanidinico nitensidina B, (analogo da
nitensidina A) também demonstrou atividade antineoplasica em linhagem de cancer de
colo uterino (SiHa) por inducdo de apoptose (SOUZA, 2012). Ainda, o alcaloide
nitensidina A, demonstrou por Sorbo (2011), que esse composto possui atividade
citotoxica em linhagens de cancer de colo de Utero imortalizadas pelo HPV-16 (SiHa) e
ndo imortalizadas (C-33A), sugerindo também uma possivel atividade antitumoral em
estudos in vivo com camundongos nude BALB/c. Além disso, um estudo realizado entre
quatro guanidinas: galegina, pteroginina, pteroginidina e nitensidina A, pteroginina e
nitensidina A reduziram o ndmero de osteoclastos, uma célula mdvel, gigante,
multinucleada e extensamente ramificada (TAJIMA et al. 2015).

Dessa maneira, fez-se necesséria a realizacdo de experimentos que
evidenciassem a atividade do composto nitensidina A, frente & linhagem de carcinoma
epidemoide de boca (HSC-3) e linhagem de queratinécito humano (HaCat), avaliando

sua atividade citotoxica e o tipo de morte celular envolvido.
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1.3. Morte Celular

Atualmente, os processos de morte podem ser classificados de acordo com
caracteristicas morfologicas e bioguimicas. Classicamente, sdo varias formas de morte
celular, como: apopotose, necrose, autofagia e ainda processos que podem levar a morte
das células como a senescéncia, a mitose catastrofica, dentre outros (CASTEDO et al.,
2004). A figura 3 ilustra alguns desses mecanismos de morte celular as quais envolvem

aspectos morfologicos, etiologias e ativacdo de enzimas especificas.

Figura 3: Tipos de morte celular

£,

Apoptosis

Necrosis

Senescence
*Q

Autophagy

Mitotic Catastrophe

Legenda: Mecanismos de morte celular induzidos por radiacdo.
Fonte: Minafra & Bravata, 2014.
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1.3.1. Apoptose

A apoptose € um mecanismo de morte celular altamente regulado, que
complementa a mitose e o crescimento celular. E desencadeada por excesso ou falta de
estimulos de crescimento, proliferacdo e até mesmo dano celular. Portanto, é
considerada de fundamental importancia para o controle do crescimento de érgdos e
tecidos e na manutencdo da vida (BRAS et al, 2005). A célula em apoptose caracteriza-
se por uma diminui¢do no tamanho, condensacéo da cromatina e fragmentacéo do DNA,
levando ao aparecimento de nucleo picnotico, formagdo de vacuolos autofégicos,
dilatagdo de organelas citoplasmaticas como mitocondria e complexo de golgi, mas sem
resposta inflamatoria. Isso demonstra que a mitocondria coordena os sinais de morte
celular (NIKOLETOPOULOU, 2013). Por fim, ocorre uma desintegracdo controlada da
membrana formando os corpos apoptéticos (FUCHS & STELLER, 2011).

A ativacdo de caspases (figura 4) caracteriza a apoptose, estas intercedem a
clivagem de proteinas celulares vitais (KERR et al. 1995). As caspases sdo sintetizadas
nas células como precursores inativos ou procaspases, 0s quais sdo tipicamente ativadas
por clivagem proteolitica (ALBERTS 2010). Algumas das procaspases agem no inicio
da cascata proteolitica, e sdo chamadas de procaspases iniciadoras, quando ativadas elas
clivam e ativam procaspases executoras, assim como proteinas-alvo especificas nas
células. Para que esse processo ocorra duas vias estdo envolvidas na ativacdo da cascata

de caspase, a via extrinseca e a intrinseca (RADOGNA et al. 2015).
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Figura 4: Ativacdo da pocaspase durante a apoptose.

(A) Ativagdo de procaspase Caspase (B) Cascata de caspase
por clivagem ativa
: . Subunidade J | Uma molécula de caspase
NH NH G il maior Subunidade iniciadora ativada
)% 2 i Hi menor o

. I I
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proteina citosélica lamina nuclear

Procaspases
Iinativas

Legenda: A) Ativacéo de procaspase por clivagem. B) Cascata de caspase.
Fonte: Alberts, 2010.

A via extrinseca da apoptose € disparada quando proteinas de sinalizacédo
extracelular ligam-se a receptores de morte, como o0 FAS e o fator de necrose tumoral
(TNF), na superficie celular. O estimulo do ligante de morte resulta na ativacdo de FAS
na superficie da célula alvo pelo ligante FAS na superficie de um linfécito, por
exemplo. Quando ativados pela ligacdo ao ligante FAS os dominios de morte recrutam
proteinas adaptadoras intracelulares, que por sua vez, recrutam procaspases iniciadoras
(8-10), formando o complexo de sinalizagcdo indutor de morte (DISC) (ALBERTS
2010). A ativacdo da procaspase 8-10 no DISC é seguida pela ativacdo de caspases
efetoras, incluindo as caspases 3, 6, e 7, que atuam como efetoras do programa de morte
celular, no qual uma vez ativado induz a fragmentacdo do DNA e apoptose

(RADOGNA et al. 2015). O esquema da via extrinseca esta demonstrado na figura 5.
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Figura 5: Via extrinseca da apoptose

1. Ligante Faz (FasL) na superficie 3. Complexo formado

de um linfécito matador ativa entre todas as proteinas
receptor de membrana na célula envolvidas na apoptose
alVO v Linfécito matador

/- Ligante de Fas
Célula-alvo Receptor de morte Fas

Proteina| Dominio

adapta-| ?)Z "“0(‘9 i DISC (
dOfa‘ minio efetor [ %
FADD" da morte L L L gz""g“ 8
¢ T
Dominio efetor \/ \
da morte L.i— / \
4 e
' ; Ativagio de ‘ ~
Procaspase-8 ou 10 ativada " / caspases (/\/\J
’ S 3 4 executoras Célula-ah Stica
AGRUPAMENTO ATIVACAO E
DO DISC CLIVAGEM DA ~
2. Fas recruta uma proteina PROCASASES, 5. Caspases executoras sao
ada i S—— =IO RE AN ativadas e iniciam o processo
P d apoptotico

procaspases iniciadoras (8 e/ou10) 4. Alivagao das procaspases

Legenda: A via extrinseca da apoptose ativada por meio de receptores de morte Fas.
Fonte: Modificado de Alberts, 2010.

A via intrinseca da apoptose depende da mitocéndria e é ativada por sinais
intracelulares de morte, tais como danos no DNA, fatores de crescimento e estresse
oxidativo (RADOGNA et al. 2015). A ativacdo da apoptose pode ocorrer no interior das
células, geralmente em resposta a injuria, estresses, como quebra de DNA ou falta de
oxigénio, nutrientes ou sinais de sobrevivéncia extracelulares, esse mecanismo depende
da liberacdo no citosol de proteinas mitocondriais que normalmente residem no espago
intermembranas dessas organelas. Algumas das proteinas liberadas ativam a cascata
proteolitica da caspase no citoplasma, levando a apoptose (ALBERTS 2010).

O citocromo c, que é uma proteina liberada na mitocdndria, quando liberado no
citosol liga-se a proteina adaptadora de ativacdo da procaspase APAF1, provocando a
oligomerizacdo de APAF1 em um heptamero arredondado chamado apoptossomo. As
proteinas APAF1 no apoptossomo recrutam as proteinas procaspases iniciadoras (9), na
qual sdo ativadas pela proximidade ao apoptossomo, ativando assim as procaspases
executoras para inducdo da apoptose. Em algumas células, a via extrinseca (figura 6)
deve recrutar a via intrinseca para amplificacdo do sinal apoptotico, para assim matar as
células, isso ocorre pela ativacdo de um membro da familia de proteinas BCL2
(ALBERTS 2010).



28

Figura 6: Via intrinseca da apoptose
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Figura 6: A via intrinseca da apoptose.
Fonte: Modificado de Alberts, 2010

1.3.2. Necrose

O processo causado por um estimulo intenso que resulta na perda de controle por
parte da célula, rapida interrupcdo dos processos de manutencdo da integridade celular,
rompimento da membrana plasmatica, destruicdo do citoplasma e, como consequéncia,
na morte da célula, é chamado de necrose (BRAS et al., 2005), que pode ser definida
como uma forma violenta de morte celular iniciada por estimulos ambientais que
resultam em rapida desregulacdo da homeostasia e que ocorre espontaneamente em
neoplasias quando a proliferacdo celular supera a angiogénese (HOTCHKISS et al.
2009), e apesar de ser normalmente tida como um processo desordenado, estudos
demonstram que a necrose é controlada pela interacdo de diferentes vias de sinaliza¢do
(PETER, 2011; WOLPAW et al. 2011). Nesse processo ocorre 0 rompimento de
organelas e da membrana plasmatica e também a liberacdo de componentes
intracelulares, ocasionando uma reacdo inflamatdria local (BOUJRAD et al.,2007,
KERR et al., 1995). Mesmo que o material necrotico seja removido por fagdcitos, a
inflamacédo causa danos locais significativos, mas ao contrario da apoptose, na necrose

geralmente ndo ha sinais de fragmentacdo do DNA (KERR et al., 1995).
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A proteina que interage com receptor de morte (RIP), bem como o fator 2
associado ao receptor de TNF, sdo importantes reguladores da necrose celular induzida
por receptores de morte (HOLLER et al. 2000; LIN et al. 2004). Quando RIP é ativada,
é translocada para a mitocondria e promove o acimulo de espécies reativas de oxigénio
e deplecédo de ATP (TEMKIN et al. 2006).

Outra via que reduz a producdo de ATP em células com DNA danificado
envolve a ativacdo da poli-ADP-ribose polimerase a qual depleta o cofator da glicolise
NAD+ (ZONG et al. 2004). O subseqiiente aumento do contetido intracelular de calcio e
de espécies reativas de oxigénio promove a ativacdo de calpainas, proteases
citoplasmaticas, e de fosfolipase A2. A prote6lise e a peroxidacdo das membranas que
resultam da atividade dessas enzimas levam a permeabilizacdo da célula e a morte por
necrose (AMARAVADI & THOMPSON, 2007).

1.3.3. Senescéncia

A senescéncia é um processo metabdlico ativo essencial para o envelhecimento,
no qual a divisdo celular € bloqueada de maneira irreversivel, mas as células
permanecem metabolicamente ativas. Ocorre por meio de uma programacao genética
que envolve deterioracdo dos teldmeros e ativacdo de genes supressores tumorais
(SINGH et al. 2010). As células que entram em senescéncia perdem a capacidade
proliferativa apds um determinado namero de divisdes celulares (GRIVICICH, 2007).
AlteracOes de expressdo, tais como a expressdo desregulada do ciclo celular induzindo
parada, supra regulacdo de fatores que anti apoptéticos, niveis de expressao elevados de
citocinas inflamatdrias, fatores de crescimento e proteases sdo caracteristicas que podem
definir o processo de senescéncia (TOMINAGA & PEREIRA-SMITH, 2012).
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1.3.4. Autofagia

A autofagia € um processo adaptativo conservado evolutivamente e controlado
geneticamente, envolvida na manutencdo da fungdo celular ao destruir estruturas
desgastadas ou mal formadas, no qual ocorre em resposta a um estresse metabdlico que
resulta na degradacdo de componentes celulares em células tumorais que sofrem hipdxia
crbnica e esgotamento de nutrientes, o processo de autofagia é uma estratégia para
manter a homeostase metebolica (HOTCHKISS et al. 2009; PETER, 2011). Durante a
autofagia, porcoes do citoplasma séo encapsuladas por membrana, originando estruturas
denominadas autofagossomos que irdo se fusionar com os lisossomos. A seguir, 0
conteddo dos autofagossomos sera degradado pelas hidrolases lisossomais
(NIKOLETOPOULOU, 2013). A autofagia também pode ser desencadeada por
inimeros tipos de estresse metabdlico ou terapéutico como o bloqueio de vias de
sinalizagcdo de fatores de crescimento, a supressdo do crescimento de tumor, a
eliminacdo de substancias tdxicas, eliminacdo intracelular de micro-organismos
(HOTCHKISS et al. 2009), o acumulo de calcio intracelular (HOYER-HANSEN et al.
2007) e de espécies reativas de oxigénio (SCHERZ-SHOUVAL et al. 2007).

1.3.5. Catastrofe Mit6tica

O processo de morte celular conhecido por catastrofe mitética ocorre durante a
mitose (metafase) como resultado da deficiente ativacdo do checkpoint, mecanismo
celular que protege a célula contra a aneuploidizacdo e, consequentemente, a
instabilidade cromossémica, caracteristica das células tumorais (CASTELO, 2004).
Esse processo resulta da tentativa de divisao de células com DNA danificado (BRUIN
& MEDEMA, 2008). Sabe-se que a presenca de danos no DNA promove bloqueio do
ciclo celular. Quando esse bloqueio ndo é eficiente e células com DNA danificado
entram em mitose, ocorre morte por catastrofe mitética (RONINSON et al. 2001). Do
ponto de vista morfoldgico, observa-se a presenca de células gigantes, multinucleadas e
com cromossomos descondensados (SINGH et al. 2010). A catastrofe mitdtica pode
ocorrer ap6s exposicdo a farmacos que induzem hiperpolimerizagdo de microtubulos,
como os taxanos, ou que causam despolimerizacdo, como os alcaloides vincristina e

vimblastina (CASTEDO et al. 2004a). A catastrofe mitdtica pode estar relacionada
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diretamente com a morte celular por apoptose e necrose, pois diferentes tipos celulares
entram em apoptose em conseqiiéncia da catastrofe mitética (RONINSON et al. 2001)
podendo também resultar em morte celular por necrose (MANSILLA et al. 2006;
VAKIFAHMETOGLU et al. 2008). Embora o processo de catastrofe mitdtica tem
mostrado varias caracteristicas bioquimicas da apoptose, incluindo a permeabilizagéo da
membrana mitocondrial e ativacdo de caspase, tem sido observado que esse processo de
morte pode exigir mecanismos de caspase tanto dependentes quanto independentes
(CASTEDO et al. 2004).

Entretanto, embora os experimentos in vitro propiciem uma viséo aprofundada
do efeito de uma certa substdncia a uma determinada linhagem de células, devemos
levar em consideragdo que a caracteristica “controlada” dos estudos in vitro possa
distanciar demasiadamente os resultados obtidos das aplicacdes clinicas. Sendo assim, é
de boa norma realizar o salto cientifico utilizando modelos animais, que propiciem uma
visdo mais préxima das condi¢des clinicas da acdo de um composto. Foi nesse sentido
que buscamos trabalhar com o modelo de carcinogénese experimental usando o 4NQO.
Esse modelo é muito utilizado para simular a carcinogénese oral assemelhando-se as

condices clinicas dos pacientes que apresentam esse tipo de doenca.

1.4. Carcinogénese Experimental

O estudo da carcinogénese bucal experimental teve inicio na década de 1910.
Em 1918, Yamagiwa e Ichikawa, publicaram artigo descrevendo estudo experimental da
patogénese do carcinoma. Os estudos de carcinogénese bucal experimental,
especificamente com glandulas salivares animais, utilizando hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPA), somente ocorreram em 1942, com Steiner (EL-MOFTY,
1977). A partir destas observacdes, os HPAs foram considerados um grupo de
compostos oncogénicos, dos quais se destacam o dimetilbenzatraceno (DMBA), o
metilcolantreno, o benzopireno e o 6xido de nitroquinolona (4NQQO) como principais
exemplos (BRASILEIRO et al. 2000).

O modelo de carcinogénese animal induzida por 4NQO tem sido amplamente
utilizado, devido ao fato desta substancia apresentar acdo sobre diversos 0rgaos,
incluindo a indugdo do carcinoma de células escamosas (SCC) na lingua e palato
(KANOIJIA & VAIDYA, 2006).
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O 4NQO, é um agente sintético, derivado da quinolona, sintetizado em 1943 por
Ochiai et al. (1945), sollvel em &gua e sensivel a altas temperaturas e a luz. Seus efeitos
carcinogénicos sdo decorrentes da reducdo enzimatica do grupamento nitro, ligado ao
anel aromatico, seguida da formacdo de um composto intermediario conhecido como
Oxido de 4-hidroxiaminoquinolona (4HAQO). Estudos in vitro demonstram que o
4HAQO promove a geracao de espécies reativas de oxigénio, como anion superoxido e
peréxido de hidrogénio, os quais induzem um forte estresse oxidativo intracelular,
culminando na formacdo de mutacdes em bases nitrogenadas, delecbes e conversdes
genéticas e aberracbes cromossdmicas, além de quebras e trocas de cromatina
(TANAKA et al., 2002).

O 4NQO pode ser administrado oralmente, na dgua de beber dos animais, sendo
de facil aplicacdo. Este modelo tem sido amplamente explorado, pois, além de
apresentar alta efetividade carcinogénica, possui grande semelhanca com a
carcinogénese humana, uma vez que a droga é capaz de induzir a carcinogénese em
estagios sequenciais, mimetizando alteracGes histologicas e moleculares que ocorrem
em humanos durante 0s processos tumorigénicos, o que resulta na formacéo de tumores
diferenciados. Com este modelo é possivel ainda controlar as condi¢des experimentais,
garantindo a reprodutibilidade dos dados, com poucas varia¢fes, em todos 0s estagios
da carcinogénese, e por isso, permite a incluséo de intervengdes durante a progressao
neoplasica, assim como a identificacdo de estadgios que antecedem a instalacdo da
neoplasia (SUN et al. 2010).
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

O presente estudo teve por objetivo, verificar a atividade antitumoral e
mutagénica de nitensidina A, por meio de experimentos in vitro (linhagem de CEC oral)
e in vivo, empregando modelo de inducdo por 4NQO em ratos (Rattus norvergicus
albinos, Holtzman).

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a citotoxicidade e determinar a concentragdo inibitéria de 50 % das células
(Clsp), na linhagem de carcinoma epidermdide de boca (HSC-3) e linhagem de
queratindcito humano (HaCat), por meio do ensaio de sulforrodamina B (SRB);

e Auvaliar a apoptose e necrose celular, utilizando o ensaio de anexina V conjugada
com FITC na linhagem de carcinoma epidermoide de boca (HSC-3) e linhagem de
queratindcito humano (HaCat);

e Avaliar a apoptose e necrose celular, utilizando o ensaio de exclusdo de
fluorocromos (Hoechst e iodeto de propideo), na linhagem de carcinoma epidermoéide
de boca (HSC-3) e linhagem de queratindcito humano (HaCat);

e Auvaliar quantitativamente sinais intracelulares de ativacdo da apoptose, utilizando o
método do TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dutp nick end
labeling) na linhagem de carcinoma epidermdide de boca (HSC-3) e linhagem de
queratindcito humano (HaCat);

e Avaliar a atividade da Caspase-3 na linhagem de carcinoma epidermdide de boca
(HSC-3) e linhagem de queratinécito humano (HaCat);

e Avaliar a mutagenicidade através do ensaio do Microndcleo na linhagem de
carcinoma epidermdide de boca (HSC-3) e linhagem de queratindcito humano (HaCat);
e Verificar a inducdo de estresse oxidativo na linhagem de carcinoma epidermdide de
boca (HSC-3) e linhagem de queratindcito humano (HaCat) por meio da quantificacdo
de espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS);

e Auvaliar as alteragdes nos niveis proteicos e/ou niveis de fosforilagdo das proteinas AKT,

p-Ser-473-AKT e caspase-3 por meio de western blot;
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¢ Realizar o modelo de carcinogénese experimental em ratos, por meio da inducdo com
oxido 4-nitroquinolina (4NQO);

e Analisar os locais de invasdo do tumor nos ratos, bem como avaliar o indice mitotico
e necrose dos tumores, por meio de andlise histoldgica;

e Auvaliar o efeito dos parametros bioquimicos (glicemia; niveis seéricos de ureia,
creatinina e das enzimas AST, ALT, e ALP), antes, durante e depois do tratamento com
nitensidina A, nos ratos;

e Avaliar o nivel de estresse oxidativo tecidual, no figado, estdmago, rim, coragdo e
plasma dos animais, por meio da quantificacdo de espécies reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS), ap6s a inducdo com 4NQO e com nitensidina A;

e Detectar danos precoces de DNA no sangue caudal de ratos, para avaliagdo de
genotoxicidade por meio do teste do cometa, antes, durante e depois do tratamento com

nitensidina A.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Procedimentos Fitoquimicos: Obtencéo de Nitensidina A

O processo de obtencdo do alcaloide guanidinico, nitensidina A, foi realizado
nas dependéncias do Laboratério de Quimica Verde e Medicinal, Departamento de
Quimica e Ciéncias Ambientais, Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Ambientais,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP- Sdo José do Rio
Preto) sob supervisao do Prof. Dr. Luis Octavio Regasini.

As folhas foram coletadas no Instituto Botanico, S&o Paulo — SP, Brasil, entre os
meses de abril e maio de 2003, pela Dra. Maria Claudia Marx Young e identificado
como sendo Pterogyne nitens Tulasne (Fabaceae) pela Dra. Inés Cordeiro do mesmo
instituto. Uma exsicata (SP204319) encontra-se depositada no herbario “Maria Eneida
P. Kaufmann” do Instituto Botanico, Sdo Paulo — SP, Brasil.

O material botanico foi seco a temperatura ambiente e entdo submetido a
moagem empregando moinho de facas. O pé obtido foi levado a maceragdo empregando
hexanos e com posterior maceracdo em etanol. O extrato etandlico foi dissolvido em
mistura metanol:agua (7:3) e seguido de extracdo liquido-liquido empregando-se acetato

de etila e posteriormente n-butanol, obtendo-se trés fragdes.
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A fracdo n-butandlica foi acidificada com CH3SOzH aquoso (25 %) e levada a
particdo liquido-liquido em CHCIs. A fragdo cloroférmica foi descartada e a fracdo
aquosa foi tratada com NH4OH até pH 7 e novamente submetida a parti¢do liquido-
liguido em CHCIs. A fragdo cloroformica foi evaporada, obtendo-se a fragdo
alcaloidica.

A fragdo alcaloidica foi cromatografada por sucessivas colunas de gel de silica,
eluidas em CHCIs:MeOH (0-25% de MeOH), obtendo-se o metanossulfonato de
nitensidina A, o0 qual teve sua estrutura molecular identificada por técnicas

espectroscopica, tais como: RMN de H e RMN de C.

3.2. Cultura de Células

O efeito citotdxico, de morte celular, mutagénico, de inducdo ao estresse
oxidativo e as alteragcdes nos niveis proteicos e/ou niveis de fosforilacdo das proteinas,
de nitensidina A foi avaliado na linhagem de carcinoma epidermoide de boca (HSC-3:
JCRB:JCR0623) e na linhagem de queratindcito humano imortalizado (HaCat: CLS
300493). As linhagens foram gentilmente cedidas pelo Dr. Ricardo Della Coleta
(Faculdade de Odontologia de Piracicaba, UNICAMP). A linhagem HSC-3 foi
cultivada em uma mistura 1:1 (v/v) DMEM e Ham’s F12 (Sigma Co., St. Louis, USA)
acrescido de 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 0,25 pg/mL de
anfotericina B, 0,1 mg/mL de kanamicina (Sigma), 10 % de soro fetal bovino (Cultlab,
Campinas, Brasil), hidrocortisona (0,4ug/L) e acido ascorbico (50mg/L) e a linhagem
HaCat foi cultivada em uma mistura 1:1 (v/v) DMEM e Ham’s F10 (Sigma Co., St.
Louis, USA) acrescido de 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 0,25
pug/mL de anfotericina B, 0,1 mg/mL de kanamicina (Sigma), 10 % de soro fetal bovino
(Cultlab, Campinas, Brasil). As células foram cultivadas em frascos de cultura,
mantidas a 5% de CO> e a temperatura de 37 °C até que a monocamada celular estivesse
confluente. Posteriormente, as células foram lavadas com 5 mL de solucdo de Hanks
(0,4 g de KCI, 0,06 g de KH2PO4, 0,04 g de Na2HPOg4, 0,35 g de NaHCO3, 1 g de
glicose, H20 q.s.p. 1000 mL) e tripsinizadas acrescentado-se 1 mL de ATV (Associagédo
de Tripsina (0,2 %) e Versene (0,02 %) — Instituto Adolpho Lutz, Séo Paulo, Brasil).
Apbs o desprendimento do aglomerado celular, as células foram homogeneizadas com

volumes variados do meio acrescido de 10 % de soro fetal bovino. A suspensao celular
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obtida em um frasco foi transferida para outros frascos, de modo a obter 10°
células/frasco, ou a quantia necesséria para realizagcdo de cada teste. Esse procedimento

foi repetido até que houvesse quantidade de células suficientes para os experimentos.

3.3. Tratamento das Linhagens celulares e dos Animais

Para o ensaio de citotoxicidade - sulforrodamina B (SRB) as células foram
tratadas por diferentes concentracfes (3,6 UM a 116,9 uM) de nitensidina A para
calcular o Clso, como controle positivo foi utilizado a doxorrubicina 45,5 pM e como
controle de veiculo o meio de cultura contendo 1 % de DMSO (v/v).

O alcaldide guanidinico nitensidina A foi utilizado em diferentes concentracdes.
Nos ensaios de morte celular (Anexina V, exclusdo de fluorocromos, TUNEL e ativacao
da caspase-3), foram utilizadas trés concentragdes citotoxicas: 7,3; 14,6; 29,2 uM, como
controle positivo foi utilizado a doxorrubicina 45,5 pM e a curcumina 100 puM, como
controle de veiculo o meio de cultura contendo 1 % de DMSO (v/v). Para o ensaio de
mutagenicidade (Micronucleo) foram utilizadas concentracfes ndo citotoxicas: 0,9; 1,8;
3,6 UM e para o ensaio de quantificacdo de espécies reativas ao acido tiobarbiturico
também foram utilizadas concentra¢es ndo citotdxicas: 1,8 e 3,6 UM. Nos ensaios de
western blot, utilizamos concentracfes nédo citotoxicas: 0,9 e 1,8 uM de nitensidina A.
Todos os testes foram realizados com trés experimentos independentes em trés
replicatas.

Para os experimentos in vivo as doses utilizadas foram de 2 mg/kg p.c.; 10
mg/kg p.c. e 50 mg/kg p.c. de nitensidina A, concentragdes pré estabelecidas por meio
de ensaios realizados anteriormente (SORBO, 2011). Como controle positivo foi
utilizado animais expostos ao agente indutor 4NQO (tratados com DMSO 1%) e como
controle negativo foram utilizados animais sem tratamento nenhum e sem indugéo
tumoral. O tratamento foi realizado via intraperitoneal (i.p.), durante 8 semanas, com

intervalo de um dia a cada aplicacao.
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3.4. Ensaios in vitro

3.4.1. Citotoxicidade com Sulforrodamina B (SBB)

Sulforrodamina B (SRB), é um corante aniénico que se liga a residuos basicos
de aminoacidos, e consequentemente cora as proteinas celulares, facilitando sua
quantificacéo espectrofotométrica (SKEHAN et al., 1990).

Para determinagéo da citotoxicidade (Clso) e seletividade sobre as linhagens, as
células foram cultivas em placas de cultura de células de 96 pocos, na concentragdo de
8x102 células/poco, em estufa a 37 °C com atmosfera com 5% de CO., durante 24 horas,
antes dos tratamentos com as amostras. Apés esse periodo, foram tratadas com
nitensidina A, incubadas nas mesmas condicdes de cultivo durante 24 horas.

Apos a incubagdo, as células foram fixadas com &cido tricloroacético 50% (m/v)
por 60 minutos a 4 °C. Apos a fixacdo, as placas foram lavadas com agua destilada, e
secas em temperatura ambiente. As células foram coradas com SRB 0,4% (diluida em
acido acético 1%) durante 30 minutos, e posteriormente lavadas com acido acético 1%.
Apos a secagem das placas, o corante ligado a proteinas das células foi solubilizado
com solugédo Tris-base 10 mM (pH 10,5), sob agitacdo durante 5 minutos. E entdo a
absorbancia foi medida a 570 nm (SKEHAN et al., 1990; VOIGT, 2005).

3.4.2. Ensaios de Morte Celular

3.4.2.1. Anexina VV

Para o ensaio de apoptose por anexina V, foram plaqueadas 5x10° células/pogo e
cultivadas em placas de 96 pocos por 24 horas para a formacdo da monocamada
confluente. Anexina V é uma proteina que se liga a fosfolipideos, e tem alta afinidade
por fosfatidilserina, que em células apoptdticas estd translocada para a superficie
externa da bicamada lipidica da membrana plasmaética. Desta maneira, as mudangas na
assimetria da membrana, correspondentes ao grau de aderéncia de anexina-V aos
fosfolipideos da membrana celular, associadas ao inicio da apoptose podem ser
detectadas antes da perda da integridade da membrana e do aparecimento de alteragoes
morfoldgicas (KOOPMAN et.al., 1994).
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Depois do crescimento celular, estas foram tratadas (12 e 24 horas) nas
concentragOes pré-estabelecidas por meio do ensaio de citotoxicidade. O ensaio de
anexina-V foi realizado segundo DUARTE et al.,, 2010, com as modificacdes
necessarias para utilizacdo do equipamento IN Cell Analyser 2000 (GE Healthcare). Em
seguida, a placa foi centrifugada a 2.500 RPM, cada poco foi lavado com PBS 1X e
centrifugadas novamente. O PBS 1X foi retirado e foi adicionado 100 pL/pogo de
tampdo de ligacdo (HEPES 10mM, NaCl 140 mM e CaCl; 2,5 mM), contendo 1,3
ug/mL de anexina V conjugada com FITC (Life Technologies®), e 1,6 pg/mL de
Hoechst 33342 (Invitrogen®) (1Img/mL), sendo incubadas por 15 minutos a 4°C ao
abrigo da luz. Ap6s os 15 minutos, foi adicionado 20 pL de iodeto de propideo
(1pg/mL) em tampdo de ligacdo. As imagens foram adquiridas e analisadas pelo
software, como mostrado na figura 7, utilizando o equipamento IN Cell Analyser 2000
(GE Healthcare), nas dependéncias do Laboratério de Protedbmica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara - UNESP.

Figura 7. Fluoxograma de analise do ensaio de anexina-V.
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CELULAS EM
NECROSE

Legenda: Células viaveis: coloracdo com HO. Células em apoptose precoce: marcadas com anexina-
VIFITC e coloragdo com HO. Células em apoptose tardia: marcadas com anexina-V/FITC e coloragdo
com IP. Células em necrose: colora¢do com PI.

3.4.2.2. Ensaio citomorfol6gico de excluséo de fluorocromos (Hoechst e iodeto de
propideo - HO/IP)

Para o ensaio de ensaio de exclusdo de fluorocromos, foram plaqueadas 5x103
células/pogo em placas de 96 pocos (100uL/poco) e tratadas por 12 e 24h.
A distincdo entre células apoptoéticas e necréticas foi realizada pelo método de

excluséo de fluorocromos, utilizando-se uma solugéo contendo diacetato de fluoresceina
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3,5 Hg/mL(DAF), iodeto de propideo 2,5 pg/mL (IP), e Hoechst 1,5 pg/mL (HO) 33342
(Invitrogen®). O iodeto de propidio é uma molécula de alta massa molecular que se
intercala no DNA de células com a membrana plasmatica permeavel. Por outro lado, o
Hoechst 33342 é um corante fluorescente de DNA, rapidamente absorvido por células
com a membrana plasmatica integra (vidveis ou em estagios precoces de apoptose). O
diacetato de fluoresceina € um corante fluorescente que cora o citoplasma de células que
ainda mantém a integridade e funcdo da membrana plasmatica. Assim, a combinagéo
destes corantes fluorescentes permite diferenciar os estagios de apoptose (precoce ou
tardia), bem como apoptose de necrose (CIANCIO et al., 1988). O ensaio de excluséo
de fluorocromos foi realizado segundo HASHIMOTO et al., 2003, com as modificacdes
necessarias para utilizacdo do equipamento IN Cell Analyser 2000 (GE Healthcare).

Apds o tratamento com nitensidina A, a placa foi centrifugada a 2.500 RPM,
cada poco foi lavado com PBS 1X e centrifugadas novamente. O PBS 1X foi retirado e
foi adicionado 100uL/poco de solucdo de fluorocromos e a placa incubada por 10
minutos ao abrigo da luz. Depois do periodo de incubacéo, as imagens foram adquiridas
e analisadas utilizando o equipamento IN Cell Analyser 2000 (GE Healthcare), pelo
software, como mostrado na figura 8, nas dependéncias do Laboratério de Protedbmica
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara - UNESP.

Figura 8. Fluoxograma de analise do ensaio citomorfolégico de exclusdo por

fluorocromos.

Tamanho do CELULAS
nucleo normal VIAVEIS
@[ He Tamanho do CELULAS EM
DAF @ nucleo reduzido APOPTOSE PRECOCE
N HO T
Tamanho do CELULAS EM
nucleo reduzido APOPTOSE TARDIA
Tamanhodondcleo | | CELULAS EM
normal ou aumentado NECROSE

Legenda: Células viaveis: coloragdo com DAF e HO e tamanho nuclear normal. Células em apoptose
precoce: coloracdo com DAF e HO, com nlcleo reduzido ou apenas coloracdo com HO. Células em
apoptose tardia: coloracdo com IP e nicleo reduzido. Células em necrose: coloragdo com Pl e nicleo
normal ou aumentado.
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3.4.2.3. TUNEL

TUNEL - terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-
labeling, € um método de identificacdo e quantificacdo de células apoptoticas em cultura
celular. Baseia-se na ligacdo de dUTP conjugado com substancia fluorescente nas
extremidades de DNA internucleossomal fragmentado, catalizada pela enzima
desoxinucleotidil transferase (TdT). As células foram tripsinizadas, plagueadas em
microplacas de 96 pocos e incubadas em estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C e
depois foram tratadas nas concentracfes de nitensidina A por 24 horas. Ap0Os 0
tratamento, as células foram lavadas e fixadas com solucdo de paraformaldeido (4%) e
incubadas por 1 hora a temperatura ambiente.

Apds a incubacdo acima, as células foram lavadas e foi adicionado uma solugéo
de permeabilizacdo (Triton X-100 e citrato de sddio, 0,01%) em banho de gelo por 30
minutos. Apds o banho de gelo, mais uma vez as células foram lavadas e foi adicionado
uma solucdo de bloqueio composta por Albumina sérica bovina, soro fetal bovino e
tampdo fosfato, as células foram incubadas a 37°C por 1 hora e por fim foram
adicionados 50 microlitros da mistura TUNEL (Kit ROCHE, in situ cell death kit) e
incubacdo a 37°C em camara Umida. Apds a incubacdo foram adicionados mais 100
microlitros de PBS e para a leitura foi utilizado o equipamento IN Cell Analyser 2000
(GE Healthcare) nas dependéncias do Laboratério de Protedmica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP, onde a contagem de células marcadas
com fluorescéncia foi realizada em todas as células analisaveis, em doze campos por
poco (PITANGUI et al. 2016).

3.4.2.4. Avaliacédo da atividade da caspase-3

Este ensaio teve como objetivo analisar a participacdo efetiva da caspase-3 na
inducdo de morte celular programada (via intrinseca da apoptose). Para verificar o nivel
da ativacdo da caspase-3, as células foram plaqueadas (1x10* células/pogo) em placas
de 96 pocos (24 horas). ApOs o tratamento (6 horas) a placa foi centrifugada a 2.500
RPM, cada poco foi lavado com PBS 1X e centrifugadas novamente. Apos a lavagem as
células foram permeabilizadas, com solucdo de saponina 0,5% (dissolvida em meio de
cultura contendo ditiotreitol - DTT a 5mM e EDTA a 2Mm) por 10 minutos. Apds a
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etapa de permeabilizagdo, foram adicionados 100uL da solu¢do de substrato fluorigénico
(Ac-asp-met-gln-asp-AMC) especifico para caspase-3 (20uM concentragdo final) — Sigma
Aldriche e iodeto de propideo (2,5 ug/mL) para marcagdo nuclear. As imagens foram
imediatamente adquiridas e analisadas utilizando o equipamento IN Cell Analyser 2000
(GE Healthcare), nas dependéncias do laboratério de Protedmica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara - UNESP. Os resultados foram expressos como
médiazerro padrdo da intensidade de fluorescéncia emitida pela clivagem do substrato
fluorigénico (EARNSHAW, 1999).

3.4.3. Avaliacdo do Potencial Mutagénico - Ensaio do Micronucleo

O ensaio do micronucleo foi utilizado para detectar danos irreparaveis ao DNA,
durante o processo de divisao celular (FENECH, 2000).

A avaliacdo da mutagenicidade foi realizada a partir do ensaio do micronucleo,
com adaptacfes necessarias para utilizacdo de microscopia de fluorescéncia no
equipamento IN Cell Analyser 2000 (GE Healthcare). Foram plaqueadas 4x10°
células/poco em placas de 96 pocos, por 24 horas. Os tratamentos foram realizados por
24h. Apos o periodo de tratamento, os pocos foram lavados com PBS e as células foram
incubadas com citocalasina B (6ug/mL), por 36 horas a 37°C, para bloquear a etapa de
citocinese da divisdo celular, permitindo a observacdo de células multinucleadas (com
dois ou mais nucleos). Apés esta etapa, as células foram fixadas com etanol absoluto,
por 30 minutos, e coradas com Isotiocianato de fluoresceina (FITC), 1ug/mL, por 1
hora, para coloracgdo do citoplasma e em seguida com Hoechst 33342 (10pg/mL), por 30
minutos, para coloragdo do ndcleo e microndcleos. Imediatamente apés a coloragdo, As
imagens foram adquiridas e analisadas utilizando o equipamento IN Cell Analyser 2000
(GE Healthcare), nas dependéncias do laboratério de Protedmica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP. A frequéncia de micronicleos foi
obtida com o auxilio do software do equipamento a partir da contagem de micronucleos
em todas as celulas analisdveis, em doze campos por poco (SHIBAI-OGATA et al.,
2011).
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3.4.4. Determinacao de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS)

A quantificacdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
presentes no meio de cultura extracelular foi utilizada como indicador de estresse
oxidativo. As células foram plaqueadas (2x10°células/pogo) em placas de 24 pocos,
com tempo de crescimento de 24 horas, e tratadas por 24 horas. Apds o tratamento, o
meio de cultura de cada pogo (200uL) foi utilizado para quantificacdo de TBARS, a
partir da reacdo com 800uL de acido tiobarbiturico (0,8% - m/v) diluido em é&cido
acético (20% - v/v) e dodecil sulfato de sdédio (8,1% - m/v). Ap6s a mistura dos
reagentes, os tubos foram incubados a 95°C, por 60 minutos, e a intensidade de
fluorescéncia foi medida a 510 nm de excitacdo e 553 nm de emissdo. Os resultados
foram expressos em UM de malondialdeido (MDA), quantificado a partir de uma curva

padréo realizada com tetrametoxipropano (ZAMRI et al. 2014).

3.4.5. Analises de Western blot

Para deteccdo na mudanca nos niveis de expressao de caspase-3, Akt e Akt
fosforilada, as células foram plaqueadas em placa de 6 pogos (8x10° células/pogo), por
24 horas, e tratadas com diferentes concentracbes das amostras (24 horas). Apds o
periodo de tratamento, as células foram lavadas com PBS e lisadas com solucdo de lise
contendo Tris 125mM (pH 6,8), dodecil sulfato de sodio (SDS) a 10% (m/v), B-
mercaptoetanol a 1% (v/v), inibidores de proteases (5 pg/mL de aprotinina; 1 mM de
PMSF; 2,34 mM de leupeptina) e inibidores de fosfatases (10 mM de pirofosfato de
sodio; 100 mM de fluoreto de sédio e 10 mM de ortovanadato de sédio). Apoés a lise, 0
conteddo celular foi aquecido a 95°C por 8 minutos, e as amostras estocadas a -80°C até
0 momento do uso, uma aliquota foi separada para quantificacdo de proteinas totais pelo
método de Lowry (LOWRY et al., 1951). As proteinas dos lisados celulares foram
separados por eletroforese tipo SDS-PAGE em gel de acrilamida/bisacrilamida a 10%
(LAEMMLI, 1970) em aparato de gel miniatura Bio-Rad (Mini-Protean, BioRad
Laboratories). A eletro-transferéncia das proteinas do gel para membranas de
nitrocelulose foi realizada em tampdo de transferéncia (25 mM Tris-HCI, pH 8,3, 192
mM glicina, 10% metanol, 0,05% de SDS) durante 120 minutos a amperagem constante

de 0,35 A em aparato de transferéncia miniatura Bio-Rad (MiniProtean) de acordo com
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Towbin et al. (1979). Apds a transferéncia, as membranas foram submetidas a etapa de
bloqueio (tampédo de bloqueio: 10% de leite desnatado, 10 mM de Tris, 125 mM de
NaCl e 0,05% de Tween 20) por 1 hora, sob agitacdo constante em temperatura
ambiente; e em seguida incubadas a 4°C overnight com anticorpos primarios
especificos: anti-AKT (1:500), anti-p-[Ser-473]-AKT (1:500), anti-caspase-3 (1:1000)
(Cell Signaling, Danvers, MA, USA). Anti-GAPDH (1:1000) (Cusabio Biotech CO,
Wunhan, CH) foi usado como controle interno. Ap6s o tempo de incubacdo, as
membranas foram lavadas e incubadas com anticorpo secundario conjugado a
horseradish peroxidase (HRP) na dilui¢do 1:1000 (Cell Signaling, Danvers, MA, USA)
durante 1 hora & temperatura ambiente, e entdo as membranas foram lavadas e
incubadas por 5 minutos com substrato quimioluminescente (5 mM de luminol, 4 mM
de acido p-iodofenilborénico, 8 mM de peroxido de hidrogénio, Tris-HCI 0,1 M, pH
8,8), como descrito em Haan e Behrmann (2007), com modificagbes. O sinal
quimioluminecente foi detectado pelo equipamento C-Digit Blot Scanner (LI-COR,
Lincoln, NE, USA) e a intensidade das bandas foi quantificada utilizando o programa
LI-COR Image Studio 4.0.

3.5. Ensaios in vivo

3.5.1. Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvergicus albinos, Holtzman), machos com 4
semanas de idade e peso com média de 65 g, provenientes do Biotério Central da
UNESP. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas em um ambiente com
temperatura controlada (21+1°C), umidade (65-75%) e ciclos de luz (12h claro-12
escuro), alimentados com &gua e racao ad libitum.

O protocolo experimental foi submetido & aprovado pelo Comité de Etica de
Experimentagdo Animal local e realizado de acordo com as normas do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), parecer 02/2015.
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3.5.2. Inducéo da Carcinogénese

Os animais foram submetidos a inducéo de carcinogénese quimica com o Oxido
de 4-Nitroquinolina — 4NQO (Sigma, USA), ap6s uma semana de adaptacdo na
concentracdo de 25 ppm, administrado por via oral, na agua de beber, durante 8
semanas.

Os animais foram divididos randomicamente em 6 grupos (n=8), como
demonstrado na figura 9. O grupo denominado G.I. (controle normal) ndo foi exposto
ao carcindgeno 4NQO e nem foi tratado com o composto nitensidina A. O grupo G.II.
(controle positivo) foi exposto ao 4NQO durante 8 semanas e tratado apenas com
DMSO 1% por 8 semanas. O grupo G.llI. (tratamento) foi exposto ao 4NQO durante 8
semanas, e tratado com nitensidina A (concentracdo 2 mg/kg p.c.) durante 8 semanas
apo6s a administracdo de 4NQO. O grupo G.IV. (tratamento) foi exposto ao 4NQO
durante 8 semanas e tratado com nitensidina A (concentragcdo 10 mg/kg p.c.) durante 8
semanas apds a administracdo de 4NQO. O grupo G.V. (tratamento) foi exposto ao
4ANQO durante 8 semanas e tratado com nitensidina A (concentracdo 50 mg/kg p.c.)
durante 8 semanas ap0s a administracdo de 4NQO. O grupo G.VI. (controle nitensidina
A) foi tratado apenas com o alcaloide guanidinico nitensidina A (concentracdo 50
mg/kg p.c.) durante 8 semanas. A media de peso corporal dos animais no inicio do

tratamento foi em torno de 75g.

Figura 9: Divisdo dos grupos na inducao da carcinogénese.

SEMANAS

D' sem 4NQO e nitensidina A |

G-I
on Bl [voo2smem ]

cm O

G-IV Dl nitensidina A 2 mg/dgp<. |
G-V - | nitensidina A 10 mg/kg p .c. |
G-VI

.l nitensidina 4 50 mg/kgp <. |

Legenda: Grupos de estudo: Gl — Grupo Controle Normal; GIl — Grupo Controle Positivo; GlIl — Grupo
Tratado com nitensidina A na dose 2 mg/kg p.c.; GIV — Grupo Tratado com nitensidina A na dose 10
mg/kg p.c.; GV — Grupo Tratado com nitensidina A na dose 50 mg/kg p.c. € GVI — Grupo Controle
nitensidina A (50 mg/kg p.c.).
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3.5.3. Analise Histopatologica

Apos o sacrificio, as linguas dos animais foram removidas e dissecadas para
realizacdo das analises macroscopicas nos tumores, descrevendo assim alteracfes
clinicamente visiveis, onde foram fixadas em formol tamponado a 10% por 24 horas
para posterior processamento histologico. As [aminas com cortes semi-seriados de 4 um
de espessura foram coradas com H. E. (hematoxilina e eosina) para analise
histopatoldgica.

Os parametros histopatoldgicos das linguas dos animais foram analisados de
acordo com o grau de displasia (I e Il), tipo de carcinoma (in situ, micro-invasivo e
invasivo), invasdo (muscular, glandular e no tecido adiposo), intensidade de inflamacao
(leve, moderada e forte), tipo de inflamacdo (aguda, crdnica e mista) (VIZZOTTO
JUNIOR, et al 2003; KUJAN, et al 2006; PENG, et al 2015; MCCORMICK, et al 2010)
e avaliacdo do indice mitotico (nimero de mitoses por dez campos de 400 vezes).

3.5.4. Analises bioquimicas

Durante o desenvolvimento da carcinogénese com 4NQO e tratamento com
nitensidina A, foram realizadas coletas de sangue total, para avaliagdo da glicemia, dos
parametros de toxicidade hepética (determinacdo dos niveis séricos das enzimas AST,
ALT e ALP) e renal (determinacdo dos niveis séricos de ureia e creatinina). O peso
corporal dos animais foi acompanhado semanalmente durante todo o periodo
experimental. Apos o sacrificio foram removidos figado, estdmago, rim e coracdo para
quantificacdo dos niveis teciduais de malondialdeido. Ainda, o plasma foi quantificado

guanto aos niveis de malondialdeido.

3.5.4.1. Preparo das amostras sanguineas

O sangue foi coletado da extremidade da cauda dos animais apds vasodilatacdo
periférica induzida por calor. Os animais foram deixados em caixas previamente
aquecidas por aproximadamente 2 minutos, e a extremidade distal da cauda foi cortada
(3 mm). Foi coletado aproximadamente 1mL de sangue total por animal, em microtubos

(eppendorf®) com heparina sodica. Apdés a coleta, o plasma foi separado por
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centrifugagdo a 2500 r.p.m. durante 10 minutos. Para realizagdo do ensaio do cometa,
aproximadamente 100 pL de sangue total foi armazenado em gelo até o momento do

processamento da amostra.

3.5.4.2. Determinacao dos parametros bioquimicos

Os parametros bioguimicos analisados foram a glicemia pelo método da glicose-
oxidase (TRINDER, 1969; HALL, 2003), alanina aminotransferase (ALT) pelo método
cinético (WROBLENSKI & LADUE, 1956), aspartato aminotransferase (AST) pelo
método cinético (BERGMEYER et al. 1977), fosfatase Alcalina (ALP) pelo método
colorimétrico (SCANDINAVIAN, 1974), wureia pelo método colorimétrico
(BERGMEYER, 1977; BOLLET, 1961) e creatinina pelo método colorimétrico
(COOK, 1971).

3.5.4.3. Determinacéo dos niveis de malondialdeido nos tecidos géastrico, hepético e

plasmatico

Foram determinados por meio da reacéo do acido tiobarbitdrico (TBARS) com o
malondialdeido, um dos principais produtos de decomposicdo dos hidroperdxidos de
acidos graxos poliinsaturados presentes na amostra (OZTURK et al., 2009).

O plasma e o sobrenadante do homogenato dos 6rgéos coletados (figado, estomago, rim
e coragdo) foram submetidos a um processo de desproteinizagdo descrito segundo Pilz
et al. (2000). O MDA foi determinado espectrofotometricamente (6rgdos) e
fluorimetricamente (plasma) a partir de uma curva-padrdo, segundo a metodologia

descrita por Kohn; Liversedge (1944).

3.5.5. Ensaio de Genotoxicidade - Teste do Cometa

O teste do cometa foi realizado segundo protocolo estabelecido por Singh et al.
(1988). Laminas limpas foram mergulhadas horizontalmente em agarose com ponto de
fusdo normal a 60 °C aproximadamente, e em seguida foram secas e armazenadas sob

refrigeracdo para posterior utilizacdo. Para a realizacdo do teste do cometa,
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primeiramente foi preparada uma solucéo de lise que ficou sob refrigeragéo 2 h antes do
uso ou até que atingisse 4 °C, depois, a agarose de baixo ponto de fuséo foi diluida em
solucdo de PBS 1X e, posteriormente foi transferida para um banho-maria a 37 °C e 0s
seguintes procedimentos foram executados sem a incidéncia direta de luz branca.

Para a realizacdo do ensaio cometa, foram retirados 20 pL de sangue e
transferido para microtubos, onde foi adicionado 200 pL de agarose (Low melting point
- Sigma) e realizada a homogeneizacao. A seguir, essa mistura foi distribuida sobre as
laminas previamente preparada com agarose com ponto de fusdo normal e cobrimos
lentamente com uma laminula (24 x 60 mm). As laminas foram mantidas na geladeira
por 15 minutos e, apos esse procedimento, a laminula foi retirada cuidadosamente e a
lamina foi mergulhada, em solucao de lise, overnight, sob refrigeracéo ao abrigo da luz.

Em seguida a eletroforese foi realizada com a cuba de eletroforese envolvida
num banho de gelo, mantendo-a a 4 °C. As laminas foram retiradas da solucéo de lise e
colocadas na cuba de eletroforese, sendo demarcado o lado da lamina que foi deixado
para 0 polo negativo, a fim de que os cometas (fragmentos de DNA) ndo fossem
perdidos na solucdo-tampdo durante o desenvolvimento eletroforético. Os eventuais
espacos excedentes na cuba foram preenchidos por Iaminas limpas, a solucdo tampdo de
eletroforese (4 °C) foi colocada na cuba de eletroforese até cobrir as laminas e estas
foram deixadas durante 20 minutos em repouso para que houvesse o relaxamento das
moléculas de DNA. Em seguida, a fonte de eletroforese foi regulada para 25 V, bem
como, a 300 mA e poténcia, sendo as laminas submetidas ao desenvolvimento
eletroforético por 20 minutos. Apds esse periodo, as laminas foram retiradas
cuidadosamente da cuba e lavadas com solugdo de neutralizagdo por 15 minutos. Em
seguida, as laminas foram mergulhadas em etanol absoluto para fixacdo e secadas a
temperatura ambiente.

Para colorag@o das laminas, foram utilizados 20 uL de solucdo de brometo de
etidio por lamina e, posteriormente, a lamina foi coberta com laminula (24 x 60 mm). A
leitura das laminas foi realizada imediatamente apds a coloragdo em um microscépio de
fluorescéncia com filtro de 516-560 nm, barreira de filtro de 590 nm e aumento total de
400 vezes. Esse aumento permitiu a observacdo de imagens microscopicas com
contorno circular (sem danos no DNA) ou nucleo celular fragmentado em forma de

“cometa” (com danos no DNA).
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Para a realizacdo do ensaio cometa, foram capturadas imagens de 100 nucledides
por aliquota de sangue da cauda dos camundongos e posteriormente analisadas pelo

software TriTek CometScore ™

versdo 1.5. Esse software fornece os seguintes dados:
tamanho dos fragmentos do nucledide (FN) sob a forma de cometa, média da
fragmentacdo do cometa, area da cabega do cometa, FN da cabe¢a do cometa, media da
FN da cabeca no cometa, porcentagem de DNA na cabeca, FN da cauda, média da FN
da cauda, porcentagem de DNA na cauda, tamanho da cauda, Tail Moment (TM) e
Olive Moment. A andlise do TM nos permite relacionar a quantidade de DNA
fragmentado com a distancia que os fragmentos migraram durante a eletroforese.

(MOLLER, 2005).

3.6. Analise Estatistica

Para comparacdo dos ensaios in vitro de citotoxicidade, avaliagdo do tipo de
morte celular (anexina V, exclusao por fluorocromos, TUNEL, caspase-3), micronucleo,
TBARS foi aplicado o teste de analise de variancia oneway (ANOVA) seguido pelo p6s
teste de Tukey e para o ensaio de Western blot foi utilizado one-way ANOVA com pds-
teste de Newman-keuls. As andlises foram realizadas com o software GraphPad Prisma
Version 6.0 (GraphPad software Inc., La Jolla, CA, EUA). Para todos testes estatisticos
foi considerado o nivel de p<0,05 (*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001).

Para as analises macroscépicas, microscopicas e parametros bioquimicos dos
ensaios in vivo, foi aplicado o teste de analise de variancia oneway (ANOVA) seguido
pelo pos teste de Tukey. As analises referentes a intensidade e tipo de inflamacéo, ainda
as analises histologicas (acantose, hiperqueratose e reacdo liquendide) foi realizada o
teste two-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni. Para o ensaio do cometa foi
aplicado o teste de Kruskal-Wallis com pos test de Dunn’s. As analises foram realizadas
com o software GraphPad Prisma Version 6.0 (GraphPad software Inc., La Jolla, CA,
EUA). Para todos testes estatisticos foi considerado o nivel de p<0,05 (*p<0,05
**p<0,01 ***p<0,001).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Ensaios in vitro

4.1.1. Citotoxicidade

A citotoxicidade da nitensidina A (figura 10) foi avaliada nas concentracdes de
7,3; 14,6; 29,2; 58,4 e 116,9 puM, solubilizadas em DMSO 1% na linhagem de
carcinoma epidermdide de boca — HSC-3 e na linhagem de queratinécioto humano —
HaCat, nas concentracgdes 3,6; 7,3; 14,6; 29,2; 58,4 uM, em 24 horas de tratamento.

Figura 10: Ensaio de citotoxicidade (SRB)
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Legenda: A) Comparagdo entre a concentracdo de nitensidina A e porcentagem de células HSC-3 vivas;
B) Comparacgdo entre a concentragdo de nitensidina A e porcentagem de células HaCat vivas. Os dados
referem-se as médias de trés experimentos independentes e erro padrdo (M + EP) analisados por one-way
ANOVA com péds-teste de Tukey (tratados vs CV). CP: controle positivo, doxorrubicina 45.5 uM; CV:
controle de veiculo (DMSO 1 %); comparacao entre as concentragdes: ° p<0,05; % p<0,01; °° p<0,001 em
comparacdo a 3,6 UM de nitensidina A; g p<0,05; g p<0,01; ggg p<0,001 em comparacdo a 7,3 UM de
nitensidina A; T p<0,05; 1 p<0,01; {11 p<0,001 em comparagdo a 14,6 uM de nitensidina A.

Foi possivel observar aumento da citotoxicidade proporcional ao aumento da
concentracdo na linhagem HSC-3, na qual, a maior concentragcdo proporcionou menor
porcentagem de células vivas, ou seja, maior taxa de morte celular. Contudo, na menor
concentracdo (7,3 pM) a porcentagem de morte celular ndo foi evidenciada,
demonstrando baixa citotoxicidade do composto nitensidina A. Notamos que houve

diferenga estatistica significativa em todas as concentracbes que demonstraram
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citotoxicidade (14,6; 29,2; 58,4 e 116,9 uM), em comparacdo ao controle de veiculo.
Observamos ainda que houve diferenca estatistica entre as concentracfes avaliadas.

Na linhagem HaCat foi possivel observar umento da citotoxicidade proporcional
ao aumento da concentracdo (efeito concentracdo-resposta), na qual, a maior
concentracdo promoveu menor porcentagem de células vivas, ou seja, maior taxa de
morte celular. Nas menores concentracbes (3,6 e 7,3 uM) a porcentagem de morte
celular ndo foi observada. As trés concentracOes citotoxicas (14,6; 29,2 e 58,4 uM),
apresentaram diferenca estatistica significativa quando comparadas ao controle de
veiculo, e entre si.

A determinacdo do Clso (concentracdo capaz de reduzir em 50% a viabilidade
celular) foi calculada por meio do Software GraphPad Prism, onde obtivemos os valores
de 25,6 uM e 30,3 UM, para SiHa e HaCat, respectivamente.

A constante busca por novos agentes extraidos de fontes naturais contra os
diversos tipos de cancer vem sendo cada vez mais estudada, uma vez que as plantas tem
sido uma fonte rica de agentes terapéuticos, servindo de base para a sintese de farmacos
e tornando-se importante no estudo e desenvolvimento de novos medicamentos, com o
intuito de promover a morte das células tumorais e controlar os efeitos colaterais
severos e intensos causados durante esse processo (BLAGOSKLONNY, 2005;
BLAGOSKLONNY, 2006). Dessa maneira, a flora brasileira por apresentar uma alta
diversidade, desempenha um papel importante na descoberta de compostos naturais com
efeito antitumoral (MANN, 2002; NEIDLE et al. 2005).

Apesar dos avancos alcancados na pesquisa e em terapias, muitos tumores ainda
apresentam mal prognostico, dessa maneira, o cancer é considerado um crescente
problema de salde publica mundial, com altos indices de morbidade e mortalidade (LIU
e WANG, 2015).

Em nosso trabalho estudamos o céncer bucal, que apresenta alto indice de
prevaléncia de acordo com o Instituto Nacional de Céncer (INCA). Estima-se que para o
ano 2016 havera 15.490 novos casos, sendo 11.140 homens e 4.350 mulheres. Nesse
sentido, buscamos através do alcaloide guanidinico nitensidina A um efeito promissor
contra esse tipo de doenca.

O tratamento com nitensidina A apresentou citotoxicidade nas maiores
concentragOes testadas, tanto na linhagem de carcinoma epidermoide de boca — HSC-3

como na linhagem de queratindcito humano — HaCat.
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Os alcaloides derivados de plantas sdo compostos que podem impedir a divisdo
celular, evitando a formacédo de células novas, atuando como agentes antimicaticos tais
como: colchicina e alcaldides da Vinca. A capacidade dos alcaldides em destruir as
células tumorais vem sendo amplamente investigada, demostrando ser fonte promissora
para o desenvolvimento de novos farméacos (LI et al. 2008).

Os estudos de citotoxicidade com a Garcinia malaccensis, rica em flavonoides,
compostos fenolicos e também xantonas, utilizando o ensaio de MTT por 24 horas de
tratamento, demonstraram o potencial citotoxico de isolados de a-Mangostin (fruta da
Garcinia) contra as células cancerigenas HSC-3 e K562 (leucemia miel6ide cronica),
inibindo assim, a proliferacdo celular e com valores de CI50 de 0.33 e 0,40 uM,
respectivamente (TAHER et al. 2012). Shimizu e colaboradores (2016) também
demonstraram citotoxicidade para a linhagem HSC-3 através do ensaio de MTT,
tratadas com Agarol, um produto natural extraido do cogumelo Agaricus Blazei, assim
como a nitensidina A, que demonstrou um claro efeito citotdxico para a linhagem HSC-
3.

No estudo de Chu e colaboradores (2009), foi demonstrado o efeito de Gefitinib
(usado o tratamento de cancro de pulmdo — inibidor da tirosina quinase) sozinho e
associado ao Docetaxel (utilizado no tratamento de cancer de mama e pulmao, por
exemplo), onde o Gefitinib foi mais efetivo contra 5 linhagens de tumores humanos,
dentre elas a linhagem HSC-3, do que em linhagens orais normais humanas como
fibroblastos da polpa gengival, através do ensaio de MTT em 24 horas de tratamento,
corroborando assim com nosso trabalho, pois mesmo ndo demonstrando baixa
citotoxicidade para a linhagem controle HaCat, o composto nitensidina A apresentou
também um potencial citotoxico contra a linhagem de cancer de boca HSC-3, iniciando

dessa maneira estudos mais aprofundados com esse possivel antitumoral.

4.1.2. Ensaios de Morte Celular

41.2.1. Anexina VV

O ensaio de Anexina V foi realizado com o intuito de avaliar o efeito indutor de

apoptose, nas linhagens HSC-3 e HaCat tratadas nas concentragdes 7,3; 14,6 e 29,2 uM

de nitensidina A. Doxorrubicina (45,5 uM) e curcumina (100,0 uM) foram utilizadas
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como controle positivo, e como controle de veiculo foi utilizado DMSO 1%. A figura 8
demonstra o ensaio de Anexina V na linhagem de carcinoma epidermdide de boca —

HSC-3 tratadas por 12h (figura 11A) e 24h (figura 11B).

Figura 11: Ensaio de Anexina V na linhagem HSC-3

100 1
80 i
Cc
» d
S 60+
=]
= a a
= c b . b
- 000
< 40 X 4
29
20 000
a
0
cvVv 45.5 100.0 7.3 14.6 29.2
Dox. (uM) Curc. (UM) Nitensidina A (M)
£ vivas =1 Apoptose Precoce Il Apoptose Tardia Il Necrose
1001

% células

cv 455 100.0 7.3 14.6 29.2

Dox. (uM)  Curc. (M) Nitensidina A (UM)
33 Vivas 3 Apoptose Precoce @ Apoptose Tardia @ Necrose

Legenda: Ensaio de apoptose pelo teste de anexina V em células HSC-3 ap6s tratamento com
nitensidina A por 12 h (A) e 24 h (B). Relaco entre apoptose precoce, tardia e necrose. Resultados estéo
expressos como média de trés experimentos independentes + erro padrdo (M+EP), analisados por one-
way ANOVA com pos-teste de Tukey (tratados vs CV). Dox: doxorrubicina 45,5 pM; Curc: curcumina
100 uM; CV: controle de veiculo: DMSO 1 %; a= células vivas p < 0,05; b= células em apoptose precoce
p <0,05;c= células em apoptose tardia p < 0,05 e d= células em necrose p < 0,05; comparacao entre as
concentragdes: © p<0,05; ® p<0,01; °° p<0,001 em comparacao a 7,3 UM de nitensidina A; g p<0,05; oo
p<0,01; gg@ p<0,001 em compara¢do a 14,6 UM de nitensidina A.
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No ensaio de Anexina V, a linhagem HSC-3 tratada por 12 h com nitensidina A,
demonstrou que as concentragdes 7,3 e 14,6 uM, apresentaram valores 37,8+3,2% e
38,4+3,7% respectivamente de morte por apoptose precoce apresentando diferenca
estatistica significativa quando comparadas ao grupo controle de veiculo, e que a maior
concentracdo apresentou perfil de morte celular mista (apoptose precoce, tardia e
necrose). A maior concentracdo de nitensidina A demonstrou ainda diferenca estatistica
significativa quando comparada com as duas menores concentracdes testadas por
apoptose precoce, e também por necrose (7,3 uM vs 29,2uM).

No tratamento por 24 horas notamos efeito concentracdo resposta de morte por
apoptose tardia nas concentragdes de 7,3 e 14,6 uM, sendo que a maior concentragdo
testada demonstrou taxa elevada de morte por apoptose tardia e necrose (38,9+2,3% e
57,4+2,5% respectivamente). A maior concentracdo de nitensidina A apresentou
diferenga estatistica significativa de morte por apoptose tardia e necrose quando
comparadas ao controle de veiculo, e demonstrou ainda diferencga estatistica entre as
concentracdes (apoptose precoce 7,3 UM vs 29,2 uM; apoptose tardia 14,6 UM vs
29,2UM e necrose 7,3 UM vs 29,2 uM; 14,6 uM vs 29,2 uM).

A figura 12 demonstra o ensaio de Anexina V para a linhagem de queratinécito
humano — HaCat, tratadas por 12 (figura 12A) e 24 horas (figura 12B) com nitensidina
A.



54

Figura 12: Ensaio de Anexina V na linhagem HaCat
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Legenda: Ensaio de apoptose pelo teste de anexina V em células HaCat apds tratamento com nitensidina

A por 12 h (A) e 24 h (B). Relagdo entre apoptose precoce, tardia e necrose. Resultados estéo expressos
como média de trés experimentos independentes + erro padrdo (M+EP), analisados por one-way ANOVA
com pos-teste de Tukey (tratados vs CV). Dox: doxorrubicina 45,5 pM; Curc: curcumina 100 uM; CV:
controle de veiculo: DMSO 1 %; a= células vivas p < 0,05; b= células em apoptose precoce p < 0,05;c=
células em apoptose tardia p < 0,05 e d= células em necrose p < 0,05; comparacao entre as concentracoes:
© p<0,05; % p<0,01; °° p<0,001 em comparacdo a 7,3 UM de nitensidina A; g p<0,05; gg p<0,01; gog
p<0,001 em comparagdo a 14,6 uM de nitensidina A.

Para a linhagem HaCat, podemos observar perfil de morte mista nas trés
concentracdes testadas, preferencialmente por apoptose tardia e necrose em 12 e 24
horas de tratamento com nitensidina A, apresentando diferenca estatistica significativa
quando comparadas ao controle de veiculo, e observamos ainda diferenca entre as

concentracdes testadas (12 horas de tratamento: apoptose tardia 7,3 UM vs 14,6 uM; 7,3
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MM vs 29,2 uM; 14,6 pM vs 29,2 pM e necrose 7,3 UM vs 29,2 uM; 14,6 puM vs 29,2
MM; 24 horas de tratamento: necrose 7,3 pM vs 14,6 uM e 7,3 uM vs 29,2 uM;).

4.1.2.2. Ensaio citomorfologico de exclusao por fluorocromos

O ensaio citomorfoldgico de exclusdo por fluorocromos (HO/IP) foi realizado
com o intuito de demonstrar os tipos de morte celular (apoptose e necrose) nas
linhagens. A Figura 10 demonstra o ensaio de exclusdo por fluorocromos na linhagem
de carcinoma epidermdide de boca — HSC-3 tratadas por 12h (figura 13A) e 24h (figura
13B) com nitensidina A.
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Figura 13: Ensaio de citomorfoldgico de exclusdo por fluorocromos - HSC-3
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Legenda: Ensaio de apoptose pelo teste citomorfolégico de excluséo por fluorocromos em células HSC-3
apos tratamento com nitensidina A por 12 h (A) e 24 h (B). Relagdo entre apoptose precoce, tardia e
necrose. Resultados estdo expressos como média de trés experimentos independentes + erro padrdo
(M+EP), analisados por one-way ANOVA com poés-teste de Tukey (tratados vs CV). Dox: doxorrubicina
45,5 uM; Curc: curcumina 100 uM; CV: controle de veiculo: DMSO 1 %; a= células vivas p < 0,05; b=
células em apoptose precoce p < 0,05;c= células em apoptose tardia p < 0,05 e d= células em necrose p <
0,05; comparacdo entre as concentragfes: ° p<0,05; % p<0,01; °° p<0,001 em compara¢do a 7,3 UM de
nitensidina A; g p<0,05; gg p<0,01; gge p<0,001 em comparac¢do a 14,6 UM de nitensidina A.
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Para a linhagem HSC-3 em 12 horas de tratamento, notamos que houve
porcentagem baixa de morte celular nas menores concentragdes tratadas com o alcaloide
nitensidina A, e que a concentracdo de 29,2 UM apresentou perfil de morte mista
preferencialmente por apoptose tardia e necrose, demonstrando diferenca estatistica
significativa entre as concentra¢@es e quando comparadas ao controle de veiculo.

Ja em 24 horas de tratamento, para a concentracdo de 7,3 UM obtivemos morte
por apoptose precoce (25,3+4,3%) e necrose (23,5+2,5%), e as maiores concentracfes
demonstraram nimero elevado de morte por necrose com efeito concentracao resposta e
diferenca estatistica significativa entres as concentragdes (7,3 UM vs 14,6 uM; 7,3 uM
vs 29,2 UM e 14,6 uM vs 29,2 uM) e ainda comparadas ao controle de veiculo.

O ensaio de exclusdo por fluorocromos para a linhagem HaCat estd demonstrado
na figura 14 tratadas por 12h (Figura 14A) e 24h (Figura 14B) com nitensidina A.
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Figura 14: Ensaio citomorfoldgico de exclusdo por fluorocromos - HaCat
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Legenda: Ensaio de apoptose pelo teste citomorfolégico de excluséo por fluorocromos em células HaCat

apos tratamento com nitensidina A por 12 h (A) e 24 h (B). Relacéo entre apoptose precoce, tardia e
necrose. Resultados estdo expressos como média de trés experimentos independentes + erro padrdo
(M+EP), analisados por one-way ANOVA com poés-teste de Tukey (tratados vs CV). Dox: doxorrubicina
45,5 uM; Curc: curcumina 100 uM; CV: controle de veiculo: DMSO 1 %; a= células vivas p < 0,05; b=
células em apoptose precoce p < 0,05;c= células em apoptose tardia p < 0,05 e d= células em necrose p <
0,05; comparacdo entre as concentragfes: ° p<0,05; % p<0,01; °° p<0,001 em compara¢do a 7,3 UM de
nitensidina A; g p<0,05; gg p<0,01; gge p<0,001 em comparac¢do a 14,6 UM de nitensidina A.

Para a linhagem HaCat, em 12 horas de tratamento, notamos que na
concentracdo de 7,3 pM tivemos 27,52+1,8% de morte por apoptose precoce, a
concentracdo de 14,6 pM demonstrou morte por apoptose precoce (27,7+2,5%) e
necrose (19,5+2,8%), sendo que a maior concentracdo testada do alcaloide demonstrou
perfil de morte mista, com numero elevado de morte por necrose, demonstrando
diferenca estatistica significativa em comparacdo ao controle de veiculo e entre as
concentracgdes testadas (7,3 UM vs 14,6 uM; 7,3 uM vs 29,2 uM e 14,6 uM vs 29,2 uM).
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Em 24 horas de tratamento, as trés concentracOes testadas do alcaloide
demonstraram morte preferencialmente por necrose, com claro efeito concentragéo-
resposta e diferenca estatistica significativa entre as concentracées (7,3 UM vs 14,6 uM;
7,3 UM vs 29,2 uM e 14,6 UM vs 29,2 uM) e em comparacao ao controle de veiculo.

As tabelas demonstradas abaixo (2 e 3), representam a media dos ensaios de
Anexina V e Ensaio citomorfoldgico de exclusdo de fluorocromos nas linhagens HSC-3
e HaCat. Demonstrando o total de células apoptose (apoptose precoce e apoptose tardia)

VErsSuUsS Necrose.

Tabela 2: Anexina V nas linhagens HSC-3 e HaCat

HSC-3 HaCat
12 h 24 h 12 h 24 h
Apoptose | N. |Apoptose| N. |Apoptose| N. |Apoptose| N.
CcVv 15,4 3,9 23,2 2,3 17,9 7,8 15,7 10,4

45,5 (dox.) 43,2 57,7 55,5 43,3 29,9 68,8 42,0 57,7
100 (curc.) 91,2 0,5 78,7 22,0 96,9 0,9 99,8 0,1
nitA-7,3 45,0 11,8 64,5 20,7 25,4 24,8 52,8 33,6
nitA-14,6 51,3 16,4 71,2 25,1 38,1 25,7 49,5 47,4

nit A - 29,2 33,8 25,9 41,6 57,4 46,4 42,5 46,9 51,4
Legenda: Média do nimero de células mortas por apoptose e necrose (N.), nas linhagens HSC-3 e HaCat
tratadas por 12 e 24 horas com nitensidina A (uM). CP = Doxorrubicina (dox. pM) e Curcumina (curc.
UM).

Resumidamente, para o ensaio de anexina V, notamos que a linhagem HSC-3
em 12 horas de tratamento com o alcal6ide guanidinico nitensidina A, demonstrou
morte mista (apoptose e necrose), porém maior nimero de morte por apoptose. Em 24
horas de tratamento, notamos morte mista com nimero maior de apoptose nas menores
concentracdes e de necrose (57,4+2,5%) na maior concentracdo (29,2 pg/mL). J& para a
linhagem HaCat notamos que os dois tempos de tratamento demonstraram perfil de

morte mista, concentracdo resposta.
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Tabela 3: Ensaio citomorfologico de exclusdo de fluorocromos nas linhagens
HSC-3 e HaCat

HSC-3 HaCat
12 h 24 h 12 h 24 h
Apoptose | N. |Apoptose| N. |Apoptose| N. |Apoptose| N.
CcVv 109 (10,2 124 |143| 18,2 3,4 12,4 9,2

455(dox.) | 66,4 [330| 181 |769| 431 |549| 275 |67,6
100 (curc.) | 96,0 2,8 66,4 |320| 66,7 |322]| 311 |511
nitA-73 10,4 9,2 26,9 |235| 378 7,7 18,3 46,0
ntA-146| 156 |172| 154 |50,3| 350 |195| 149 |[66,7

nitA-292| 388 26,2 6,3 73,5| 42,7 |39,7 115 |76,8
Legenda: Média do nimero de células mortas por apoptose e necrose (N.), nas linhagens HSC-3 e HaCat
tratadas por 12 e 24 horas com nitensidina A (uM). CP = Doxorrubicina (dox. uM) e Curcumina (curc.

UM).

Para o ensaio citomorfoldgico de exclusdo por fluorocromos, resumidamente,
observamos que a linhagem HSC-3 em 12 horas de tratamento com nitensidina A,
demonstrou morte mista concentragdo resposta, e para 24 horas de tratamento notamos
que houve aumento de morte celular (mista) nas trés concentraces testadas, com
nimero elevado de morte por necrose nas maiores concentracdes (29,3 UM =
73,4+2,3%). Para a linhagem HaCat também notamos morte mista nos dois tempos de
tratamento com predominio de apoptose em 12 horas e de necrose em 24 horas.

Sendo assim, podemos sugerir que o alcal6ide guanidinico nitensidina A
demostrou perfil de morte mista (apoptose precoce, tardia e necrose) para as duas
linhagens avaliadas no presente estudo (HSC-3 e HaCat).

A Figura 15 mostra as imagens das células vivas, em apoptose precoce, apoptose
tardia e necrose, ilustrando as imagens adquiridas e quantificadas pelo Equipamento IN
Cell Analyser 2000 (GE Healthcare).
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Figura 15: Morfologia das células

55O
4“7‘:‘\ ‘(‘—‘-;‘
o

Legenda: Imagens adquiridas pelo Equipamento IN Cell Analyser 2000 (GE Healthcare) (aumento 200
X).A) Ensaio de Anexina V; B) Ensaio de Hoechst e iodeto de propideo . V = vivas, AP = apoptose
precoce, AT = apoptose tardia e N = necrose.

4.1.2.3. Ensaio do “TUNEL”

O ensaio do TUNEL evidencia a fragmentacdo internucleossomica de DNA,
marcador de apoptose, que é desencadeada por uma enzima conhecida por CAD
(“caspase activated DNase”) sendo ativada por caspases e que normalmente existe como
um complexo inativo (ICAD). Durante a apoptose o ICAD é clivado por caspases
efetoras, liberando a CAD, conduzindo posteriormente a répida fragmentacdo do DNA
nuclear, diminuicdo do volume e a fragmentacdo celular e formacdo de corpos
apoptoticos (TAYLOR et al. 2008). As células TUNEL positivas apresentam
fragmentagdes no DNA evidenciado pela incorporacdo de dUTP conjugado com
isotiocianato de fluoresceina (FITC), sendo assim correlacionada com a frequéncia de
células apoptoticas.

A identificacdo e quantificacdo de apoptose na linhagem de carcinoma
epidermdide de boca — HSC-3 e linhagem de queratindcito humano — HaCat estéo

demonstradas na figura 16, tratadas por 24 horas com nitensidina A.
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Figura 16: Ensaio do TUNEL
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Legenda: Ensaio de apoptose pelo método do TUNEL ap6s tratamento com nitensidina A na linhagem
celular HSC-3 (A) e na linhagem HaCat (B). Os dados referem-se as médias de trés experimentos
independentes * erro padrdo (M£EP), analisados por one-way ANOVA com poés-teste de Tukey (tratados
vs CV). Curc: controle positivo (CP): curcumina 100 pM; CV: controle de veiculo: DMSO 1 %;
comparacdo entre as concentragbes: © p<0,05; ® p<0,01; °®° p<0,001 em comparacdo a 7,3 pM de
nitensidina A; g p<0,05; gg p<0,01; @@ p<0,001 em comparac¢do a 14,6 UM de nitensidina A.

Em nosso trabalho, para a linhagem HSC-3 notamos que houve frequéncia de
ativacdo de apoptose significativa (células TUNEL positivo) nas trés concentracdes
testadas do alcaloide nitensidina A, embora tenha apresentado diferenca estatistica
significativa apenas nas menores concentragdes, quando comparadas ao controle de
veiculo. A maior concentracdo testada (29,2 M) demonstrou porcentagem menor de
ativacdo de apoptose (células TUNEL positivo), o que corrobora com o0 ensaio da
anexina V, onde em 24 horas de tratamento observamos diminuicdo de apoptose e
aumento de necrose. Observamos ainda que houve diferenga estatistica significativa
entre maior concentracdo, em comparagdo com as menores concentracoes avaliadas.

A linhagem HaCat, demonstrou que houve frequéncia de ativacdo de apoptose
(TUNEL positivo) para as trés concentracdes testadas, apresentando diferenca estatistica
significativa quando comparadas ao controle de veiculo, corroborando assim com o
ensaio de anexina V, que demonstrou morte por apoptose tardia nas trés concentracoes.

O controle positivo utilizado (curcumina 100 uM) foi efetivo neste ensaio pois
apresentou porcentagem de células com fragmentagcdo no DNA de aproximadamente 60
e 80% para as linhagens HSC-3 e HaCat, respectivamente. E o controle de veiculo
demonstrou ativacdo de apoptose de cerca de 20% para ambas as linhagens.

A figura 17 mostra as imagens de células TUNEL positivo e TUNEL negativo

nos controles e nas células tratadas com nitensidina A. Podemos observar que houve



algumas células marcadas no controle de veiculo, e que ndo h4 muita diferenca entre os

tratamentos e o controle positivo.

Figura 17: Células TUNEL positivo e TUNEL negativo

Legenda: Imagens do ensaio do “TUNEL” ap0s tratamento com nitensidina A (24 horas) na linhagem
celular HSC-3. A) CV: DMSO 1%; B) CP: curcumina 100 uM; C) Tratamento com nitensidina A na
concentragdo 7,3 pM; D) Tratamento com nitensidina A na concentracdo 14,6 pM; Tratamento com
nitensidina A na concentracdo 29,2 uM. As seta vermelhas indicam células TUNEL positivo e as setas
azuis indicam células TUNEL negativo.

Estudos anteriores em nosso laboratorio demonstraram a atividade de alcaloides
guanidinicos, pteroginina e pteroginidina, isolados de Pterogyne nitens na inducdo de
apoptose em linhagem de carcinoma epitelial (ZR 7531), esses compostos induziram
morte celular programada (DUARTE et al., 2010). No presente estudo foram realizados
experimentos para a avaliacdo de morte celular por apoptose ou necrose na linhagem
HSC-3 (carcinoma epidermoide de boca) e HaCat (queratinocito humano). Em ambas as
linhagens foi possivel observar que houve morte celular por apoptose precoce, tardia e
necrose nos dois testes realizados (Anexina V e HO/IP).

O ensaio da anexina V e considerado um teste sensivel e essencial para deteccéo
de apoptose, no qual células normais apresentam fosfatidilserina interna enquanto em
células em apoptose, ocorre a externalizacdo da fosfatidilserina (FS) translocada e
ancorada da membrana externa, assim a anexina conjugada ao FITC pode-se ligar

facilmente a essa fosfatidilserina (MOCHIZUKI et al. 2003). Dessa maneira, utilizando
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0 teste de anexina V conjugada com FITC, pode-se avaliar os niveis de FS expostas na
membrana externa, indicando a apoptose precoce, e associando o0 iodeto de propideo
(IP) podemos mensurar células com permeabilidade na membrana, podendo diferenciar
uma fase tardia de apoptose da necrose (PEC et al. 2003). Além disso, a fosfatidilserina
sinaliza células vizinhas e macrofagos a fagocitarem as células mortas e também
blogueia a inflamacdo frequentemente associada a fagocitose, inibindo a producéo de
proteinas sinalizadoras que induzem inflamacdo (citocinas) por células fagociticas
(ALBERTS, 2010).

Células em necrose ou apoptose tardia exibem os mesmos padrdes, pois a
anexina V pode atravessar a membrana permeabilizada ao mesmo tempo em que o
iodeto de propideo entra no citosol, tornando-se dificil a diferenciacdo dentre os dois
estagios de apoptose tardia ou necrose (PEC et al., 2003), porém o método de anexina V
pelo equipamento In Cell Analyser nos permite essa diferenciagdo, a analise é feita
através do software, onde as células que apresentam colora¢do com HO classificam-se
em viaveis, células marcadas com anexina-V/FITC e coloracdo com HO sdo células em
apoptose precoce, as celulas em apoptose tardia classificam-se pela marcacdo com
anexina-V/FITC e coloracdo com IP, e por fim, as células em necrose sdo marcadas com
Pl. Faz-se ainda necessaria a utilizacdo do teste citomorfoldgico de exclusdo de
fluorocromos, para complementar o teste da anexina V (HASHIMOTO et al. 2003),
assim as alteracdes que ocorrem nas células durante o estagio de apoptose precoce sdo
claramente definidas, diferenciando os estadgios de morte celular (apoptose precoce,
tardia e necrose), tornando-se um teste complementar ao ensaio da anexina V
(MACIOROWSKI et al. 1998; ELSTEIN & ZUCKER, 1994). O ensaio
citomorfologico de exclusdo por fluorocromos em nosso estudo também foi realizado
pelo equipamento In Cell Analyser e analisado pelo software, na qual células viaveis
caracterizam-se pela coloragdo com DAF e HO e apresentam tamanho nuclear normal,
as células em apoptose precoce também apresentam coloracdo com DAF e HO, mas o
nacleo é reduzido ou ainda apresentam coloracdo apenas com HO, células em apoptose
tardia sdo coradas com IP e ndcleo reduzido e finalmente células em necrose
apresentam coloragdo com Pl e caracterizam-se por mostrar-se com nucleo normal ou
aumentado. O software ainda nos permite demarcar um tamanho especifico para as
células, garantindo assim, e nos permitindo acompanhar, a morfologia das células

analisadas.
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A resisténcia a morte por apoptose, em células que ndo passaram pelo controle
do crescimento e da diferenciacdo normal, indica que é necessaria a compreensao dos
mecanismos e das alteracBes nos componentes das vias apoptoticas e sua correlacdo
com a ocorréncia do cancer, sendo assim importantes para o desenvolvimento de novas
terapias e métodos de prevencgdo do cancer (GRIVICICH et al., 2007).

No presente trabalho, a linhagem HSC-3 em 12 horas de tratamento com o
alcaloide guanidinico nitensidina A, demonstrou porcentagem baixa de morte mista, ou
seja, morte por apoptose precoce, tardia e necrose nos dois ensaios (Anexina V e
HO/IP), j& em 24 horas de tratamento esse perfil de morte celular foi diferente,
evidenciando taxa maior de morte por apoptose tardia nas menores concentragoes e
necrose na maior concentracdo testada, através do ensaio de Anexina V, ensaio
citomorfologico de exclusdo por fluorocromos notamos um claro efeito de concentracédo
resposta por necrose. A relacdo entre apoptose e cancer vem sendo enfatizada cada vez
mais, sugerindo que a progressdo da neoplasia envolve alteracGes dos estagios de
apoptose em células normais. Shin e colaboradores (2014) demonstraram que houve
inducdo de apoptose em células de carcinoma epidermoide de boca, revelando ainda o
efeito antiproliferativo em dose e tempo dependente do extrato metanol da casca da raiz
de cudrania tricuspidata, assim como o composto Mollugin, que é um bioativo
fotoquimico isolado de Rubia cordifolia L. (Rubiaceae), no qual inibe o crescimento
celular demonstrado pelo método do MTT e ainda induz apoptose em células da
cavidade oral, caracterizadas pela fragmentacdo nuclear e pela anexina V conjugada
com FITC (LEE et al., 2013).

A progressdo das células malignas e a velocidade em que estas células sdo
mortas e eliminadas determinam o crescimento do tumor. Estudos com modelos animais
e com linhagens celulares demonstram que ha alguma falha na programacdo da morte
de células neoplésicas na maioria dos diferentes tipos de canceres. Dessa maneira uma
estratégia terapéutica ideal seria conseguir inibir o crescimento do tumor e induzir a
morte nestas células tumorais. Entretanto, 0 maior desafio nos tratamentos de cancer é
diminuir a citotoxicidade e morte celular de modo seletivo, afetando levemente as
células normais com multiplicacdo controlada, e em nosso estudo a célula controle
(normal) utilizada foi a HaCat, no qual notamos um perfil de morte celular semelhante a
linhagem HSC-3, pois para o ensaio de Anexina V, nos dois tempos de tratamento

notamos morte por apoptose tardia e necrose, embora em 12 horas nas menores
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concentragOes tivemos uma taxa mais baixa de morte celular. Jang e colaboradores
(2016) realizaram um estudo para investigar a toxicidade e o perfil de morte celular que
o fungicida trifloxistrobina demonstrava na linhagem HaCat, e notaram morte celular
por apoptose, através dos ensaios de Anexina V e TUNEL em 24 e 48 horas de
tratamento, corroborando dessa maneira com o ensaio do TUNEL realizado em nosso
estudo, pois notamos que houve ativacdo de apoptose (TUNEL positivo) nas trés
concentracdes testadas do alcaloide nitensidina A. .

No ensaio citomorfologico de exclusdo por fluorocromos em 12 horas de
tratamento com o alcaloide, notamos que houve morte por apoptose precoce nas trés
concentracdes, e que a maior concentracdo testada evidenciou aproximadamente 40%
de morte por necrose, sendo que esse perfil foi comprovado no tempo de tratamento
mais longo (24 horas), demonstrando o efeito concentracdo resposta para a linhagem
HaCat.

Os controles utilizados em nosso estudo mostraram-se eficientes, a
doxorrubicina demonstrou morte preferencialmente por necrose e a curcumina morte
por apoptose corroborando assim com a literatura, um estudo com curcumina foi
realizado para verificar seu papel como um indutor eficaz de apoptose em células de
cancer cervical, este estudo demonstrou por meio do método de coloracdo por laranja de
acridina e brometo de etidio avaliados por microscopia de fluorescéncia, que a
curcumina é capaz de induzir seletivamente a apoptose em células de cancer cervical
(DIVYA & PILLALI, 2006), assim como em nosso trabalho com as linhagens HSC-3 e
HaCat.

A patogénese de diversas doengas como o0 cancer, a aterosclerose, infecgoes,
inflamacGes e também distarbios neurodegenerativos estdo associados com a
desregulacdo dos eventos da morte celular e da regulacéo do ciclo celular, sendo assim,
do ponto de vista clinico, visto que a maquinaria das células consiste de passos
geneticamente regulamentados para sua prépria destruicdo e a compreensdo de que a
maquinaria suicida desta célula é freqlientemente desabilitada em patologias humanas,
sugere-se que o processo de morte celular pode ser passivel de intervencdo terapéutica.
A morte celular e o ciclo celular e séo dois processos fisioldgicos que estdo relacionados
no controle da homeostase tecidual em organismos adultos. A proliferacdo celular, a

integridade do genoma, e a sobrevivéncia sdo reguladas por uma rede intricada de vias
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que incluem os pontos de verificacdo do ciclo celular, reparo e recombinagdo do DNA e
também a morte celular programada (ZHIVOTOVSKI & ORRENIUS, 2010).

Em nossos estudos utilizamos métodos especificos de morte celular envolvendo
apoptose e necrose. Ceélulas morrem por apoptose sob modificacdes celulares
caracteristicas, se encolhendo e condensando, o citoesqueleto colapsa, o envelope
nuclear se desfaz e a cromatina nuclear se condensa e quebra-se em fragmentos. A
superficie celular comumente forma bolhas e se a célula é grande, frequentemente
quebra-se em fragmentos envolvidos por membranas, 0s chamados corpos apoptoticos,
dessa maneira a célula morre sem causar uma resposta inflamatoria prejudicial, pois fica
facil desses corpos apoptdticos serem fagocitados antes de liberarem seus contelidos
(ALBERTS, 2010). Em contraste, temos a morte celular por necrose, uma morte em
resposta a uma injuria aguda, na qual essas células se expandem e “explodem”,
liberando todo contetdo intracelular e causando uma resposta inflamatéria (ALBERTS,
2010).

Contudo, com o aparecimento de métodos bioquimicos que permitiram
quantificar a expressdo, atividade e localizacdo celular de proteinas envolvidas nos
processos de morte celular, tornou-se possivel a diferenciacdo dos tipos de morte, pois
além de classifica-las atraves da marcagdo por anexina V conjugada com FITC e pelos
fluoréforos, podemos também classifica-las quanto as suas estruturas evidentes em cada
processo.

Dessa maneira, em nosso estudo com o alcaloide guanidinico nitensidina A
podemos sugerir, tanto do ponto de vista morfolégico como através dos ensaios
Anexina V, exclusdo por fluorocromos e TUNEL, que para as linhagens HSC-3 e
HaCat, tivemos morte celular por apoptose (precoce e tardia) e necrose, 0 que corrobora
com o trabalho de Sorbo (2011) no qual o composto nitensidina A apresentou morte por
apoptose (preferencialmente) e necrose nas linhagens de carcinoma cervical humano
imortalizadas pelo HPV-16 (SiHa) e ndo imortalizadas (C-33A). Ainda estudos
realizados por Souza (2012) evidenciaram que nitensidina B, um analogo da nitensidina

A, em linhagem SiHa e C-33A demonstrou morte preferencialmente por apoptose.
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4.1.2.4. Avaliacdo da atividade da caspase-3

A medida da atividade da caspase-3, (caspase efetora ativada na via intrinseca
da célula) como um indicador de apoptose foi avaliada utilizando a intensidade de
fluorescéncia por meio da clivagem de um substrato fluorigénico especifico para esta
enzima. A atuacdo da enzima sobre o substrato promove a liberacdo de
aminometilcumarina (AMC), que emite fluorescéncia detectada pelo equipamento. Este
ensaio foi realizado para analisar a participacdo efetiva da caspase-3 na indugdo de
morte celular programada, e constatar morte pela via intrinseca da apoptose. A figura 18
demonstra os resultados da atividade da caspase-3 nas linhagens HSC-3 e HaCat,

tratadas por 6 horas.

Figura 18: Ensaio de Caspase-3
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Figura 9: Ensaio de apoptose por ativacdo da caspase 3. A) Relagdo entre a intensidade de fluorescéncia
por ativacdo da caspase 3 nas células HSC-3; B) Relacéo entre a intensidade de fluorescéncia por ativagao
da caspase 3 nas células HaCat. Resultados estdo expressos como a média de trés experimentos
independentes e erro padrdo (MzEP), analisados por one-way ANOVA com poés-teste de Tukey (tratados
vs CV).; * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001.

Para os resultados de ativagdo da caspase-3 foi observado que para ambas as
linhagens HSC-3 e HaCat, ndo houve ativacdo da caspase-3 em nenhuma concentracao
testada pelo composto nitensidina A, sendo assim, podemos sugerir que a morte celular
observada nos ensaios anteriores ocorre de maneira independente de caspase-3, e a
apoptose demonstrada pelos ensaios realizados (anexina V, Hoechst e iodeto de
propideo e TUNEL) pode ser desencadeada por outras vias bioquimicas de ativacao da
apoptose (TORRIGLIA et al. 2000; LI et al. 2001; YAMASHIMA, 2000; ALBERTS,
2010).

As células tratadas com curcumina demonstraram ativacdo de caspase-3 com

diferenca estatistica significativa, e as células tratadas com doxorrubicina também néo



69

apresentaram aumento na atividade de caspase-3, corroborando com os dados obtidos
nos ensaios de morte celular, anexina V e exclusdopor fluorocromos, onde observamos

morte preferencialmente por necrose.
4.1.3. Avaliacdo do potencial Mutagénico — Ensaio do Microndcleo

O ensaio do micronucleo foi realizado com o objetivo de avaliar possiveis danos
irreparaveis no DNA durante o processo de divisdo celular (FENECH, 2000) causados
pelo tratamento com o composto nitensidina A. Para o ensaio de microntcleo utilizamos
concentragfes ndo citotoxicas de nitensidina A para tratar (24 horas) as linhagens de
carcinoma epidermoide de boca (HSC-3) e linhagem de queratindcito humano (HaCat).
A figura 19 demonstra a frequéncia de microndcleos encontrado na linhagem HSC-3 e
HaCat.

Figura 19: Frequéncia de Micronlcleos
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Legenda: Avaliacdo do potencial mutagénico sobre as linhagens HSC-3 (A) e HaCat (B). MédiazEP do
nimero de micronicleos encontrados em trés experimentos independentes em células tratadas com
nitensidina A por 24 horas. CP: peréxido de hidrogénio (0,dmM) e CV: DMSO (1%). Todas as células
foram analisadas pelo software IN Cell Analyser 2000 (GE Healthcare). (* p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001 em comparag&do com o controle de veiculo; a p<0,05; aa p<0,01; aaa p<0,001 em comparagdo ao
CP ; b p<0,05; bb p<0,01; bbb p<0,001 em comparagdo a concentracdo 0,9 pM de nitensidina A; ¢
p<0,05; cc p<0,01; ccc p<0,001 em comparagdo a concentracdo 1,8 UM de nitensidina A, analisados por
one-way ANOVA com pés-teste de Tukey.

No ensaio do micronucleo podemos sugerir que para a linhagem HSC-3 a menor
concentracdo testada do alcaloide nitensidina A foi mutagénica, assim como o controle
positivo (9,33 * 0,63), demonstrando diferenca estatistica significativa quando
comparadas ao controle de veiculo. Quando aumentamos a concentra¢do de nitensidina
A notamos que ocorre diminui¢do de mutagenicidade, apresentando diferenca estatistica

qguando comparadas ao controle positivo nas trés concentracdes testadas. Notamos ainda
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que houve diferenca estatistica significativa entre os tratamentos quando comparados
entre si. A linhagem HaCat demonstrou perfil de mutagenicidade menor do que a
linhagem HSC-3, porem houve diferenca estatistica nas duas menores concentracoes
testadas (0,9 e 1,8 puM) assim como o controle positivo (1,198 + 0,27), quando
comparadas ao controle de veiculo, sugerindo assim, inducéo de mutagenicidade.

Resultados apresentados por Ferreira et al. (2009), demonstraram que a fragcéo
butandlica e hidroalcodlica de P. nitens apresentaram acdo mutagénica. Estudos
demonstraram que outros alcal6ides sdo capazes de induzir aberragcBes cromossémicas
em linhagem celular CHO (chinese hamster ovary) (SASAKI et al., 1992),
mutagenicidade em células pulmonares de hamster chinés (CHL) (NAKAYASY et al.,
1983); induzem mudancas em cromatides irmas de linfocitos periféricos humanos
(MADLE et al., 1981); e aumentam a frequéncia de micronucleo e alteracbes em
cromatides irmas em células meristematicas de Allium cepa (HAZEN & GUTIERREZ-
GONZALVEZ, 1988). A morte celular seja por necrose ou por apoptose, podem evitar a
propagacao de células danificadas. Entretanto, a presenca de células micronucleadas nao
garante que os danos ndo sejam propagados para as céelulas filhas.

A frequéncia de células micronucleadas foi observada por Mohanta et al. (2015)
em um estudo clinico com 136 pacientes que sofreram de lesdes e pré lesGes de cancer
na cavidade oral, no qual observaram que essa frequéncia de células com microndcleos
pode estar aumentada em pacientes de maior idade, concluindo assim que a formacao
de micronucleos na mucosa oral pode ser um biomarcador de dano genético e também
um indicador potencial da carcinogénese oral. No presente estudo, os dados obtidos
demonstraram que nitensidina A foi capaz de induzir mutagenicidade na linhagem de
carcinoma epidermoidede boca na concentracdo 0,9 UM, corroborando assim com 0s
estudos de Mohanta, na qual pode observar frequéncia de micronucleos em pacientes
com cancer na cavidade oral.

Shashikala e colaboradores (2015) realizaram um estudo de revisdo sobre o
interesse para citologia oral (como por exemplo através do teste do micronicleo) como
uma metodologia de diagnostico e prognostico de cancer, no qual demonstraram que
existem biomarcadores que predizem se um disturbio potencialmente maligno é
susceptivel de se desenvolver em um tumor agressivo. Estes produtos quimicos,
genotoxicos e cancerigenos foram referidos como sendo agentes mutagénicos,

clastogénicos e potentes, podendo ser responsaveis pela inducdo de cromatideos /
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aberraces cromossémicas e resultando na producdo de micronucleos. Varios estudos
concluiram que o aumento gradual de microndcleos (MN) relaciona-se a partir de
mucosa oral normal para doencas potencialmente malignas de carcinoma oral,
sugerindo uma ligacdo deste biomarcador com a progressdo neoplasica. Nesse sentido
entdo, fez-se de grande importancia o teste de micronucleo que realizamos em nosso
trabalho.

4.1.4. Determinacao de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

O estresse oxidativo esta relacionado com o cancer (REUTER, et al., 2010).
Células tumorais estdo comumente expostas a condi¢cdes de estresse, como hipoxia,
perda de adesdo celula-célula e célula-matriz extracelular, alteragdes no metabolismo
oxidativo e diversos fatores ambientais (DHILLON, et al., 2007). O estresse oxidativo
ocorre quando ha perda do equilibrio entre producdo e eliminacao de espécies reativas
de oxigénio (EROs), onde podem ocorrer danos ao DNA, RNA, lipidios e proteinas.
Além de fragmentacdo do DNA, as EROs podem causar o mal funcionamento do
sistema de reparo do DNA, contribuindo para o desenvolvimento de doencas, assim
como o cancer (SOSA et al., 2013).

Os niveis de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico, expressos em quantidade
de MDA formado, foram quantificados para a linhagem de carcinoma epidermoéide de
boca — HSC-3 e para a linhagem de queratindcito humano - HaCat, tratadas com o
alcaldide guanidinico nitensidina A por 24 horas. Os resultados estdo expressos na

figura 20.
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Figura 20: Ensaio de TBARS nas linhagens HSC-3 e HaCaT.
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Legenda: Determinagdo de substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico nas linhagens HSC-3 (A) e HaCat
(B) apo6s tratamento por 24 horas com nitensidina A. Controle positivo: H202 (5,0 mM) e controle de
veiculo DMSO (1%). Resultados estdo expressos como media da concentragdo de MDA (produto
formado apds a reacdo do meio extracelular com acido tiobarbitirico em meio acido, a 95°C por 60
minutos) de trés experimentos independentes + erro padrdo (MEP), analisados por one-way ANOVA
com pos-teste de Tukey (Diferenca estatisticamente significativa em comparagdo com o grupo controle de
veiculo: * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

O ensaio do TBARS foi realizado para verificar se um dos possiveis
mecanismos de acdo do composto testado nitensidina A poderia estar relacionado ao
estresse oxidativo.

Através do ensaio de determinacdo de substancias reativas ao &cido
tiobarbiturico, podemos observar que para as duas linhagens celulares avaliadas houve
diminuicdo dos niveis de MDA nas duas concentracfes testadas de nitensidina A, em
comparagdo ao controle positivo. Para a linhagem HSC-3 houve diminuicdo estatistica
significativa em relacdo ao controle de veiculo. Dessa maneira, podemos sugerir que
nitensidina A foi capaz de controlar o estresse oxidativo causado na linhagem de
carcinoma epidermoide de boca humano. Estudos realizados por Zamri e colaboradores
(2014) demonstraram que houve reducdo no nivel de TBARS em células HepG2

tratadas com arroz integral germinado, assim como em nosso estudo.
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4.1.5. Western blot das proteinas AKT total, AKT fosforilada e caspase-3

A quantificagdo dos niveis das proteinas AKT e AKT fosforilada no residuo de
serina 473 e clivagem da proteina caspase-3 foram avaliadas utilizando o ensaio de
western blot. Estas proteinas sdo consideradas chaves quando falamos de metabolismo
celular e indugéo de morte celular, respectivamente.

Frente a essas informacBes e a importancia dessas proteinas nos processos ja
descritos tratamos com o alcaldide a linhagem de carcinoma epidermoide de boca
(HSC-3) e linhagem de queratindcito humano (HaCat) por 24 horas. Ap0s esse tempo
de tratamento realizamos a extracdo dessas proteinas e realizamos o protocolo de
eletroforese em SDS-PAGE seguido do protocolo de western blot, onde as proteinas
foram marcadas com anticorpos especificos. As bandas foram entdo quantificadas por

densitometria, a figura 21 demonstra os resultados obtidos para a linhagem HSC-3.
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Figura 21: Expressdo dos niveis de AKT, fosforilagdo de AKT em ser-473 e caspase-3

na linhagem HSC-3.
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Legenda: Linhagem de carcinoma epidermoide de boca (HSC-3) apés tratamento por 24h com
nitensidina A. A) Niveis de AKT; B) Niveis de fosforilagdo de AKT em ser-473 e C) Niveis de caspase-3.
Resultados estdo expressos como média da densitometria das bandas eletroforéticas, e corrigidos em
relagdo ao controle de células tratadas apenas com DMSO 0,5% - v/iv (CV), de dois experimentos
independentes + erro padrdo (MzEP), analisados por one-way ANOVA com pdés-teste de Newman-keuls

(Diferenca estatisticamente significativa em comparagdo com grupo CV: * p<0,05; **p<0,01;
**%p<0,001).

Para a linhagem HSC-3, observamos reducéo significativa dos niveis da proteina
AKT, quando comparado com a expressdo relativa do controle de veiculo. Para a
proteina fosforilada no residuo de serina-473, observamos apenas um discreto aumento

nas duas concentracdes testadas, porém sem apresentar diferenca significativa. Na

quantificacdo da proteina caspase-3, notamos que as duas concentracBes tendem a
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aumentar quando comparadas ao controle de veiculo, entretanto, sem demonstrar
diferenca estatistica significativa.

A figura 22 demonstra os resultados obtidos na linhagem HaCat.

Figura 22: Expresséo dos niveis de AKT, fosforilagdo de AKT em ser-473 e caspase-3

na linhagem HaCat.
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Legenda: Linhagem de queratindcito humano (HaCat) apés tratamento por 24h com nitensidina A. A)
Niveis de AKT; B) Niveis de fosforilagdo de AKT em ser-473 e C) Niveis de caspase-3. Resultados estao
expressos como média da densitometria das bandas eletroforéticas, e corrigidos em relagéo ao controle de
células tratadas apenas com DMSO 0,5% - v/v (CV), de dois experimentos independentes + erro padrdo
(M<EP), analisados por one-way ANOVA com poés-teste de Newman-keuls (Diferenca estatisticamente
significativa em compara¢ao com grupo CV: * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e diferenga entre as duas
concentragdes ° p<0,05; *° p<0,01; °*° p<0,001).

Na linhagem HaCat, ocorreu a diminui¢do na porcentagem de expressao relativa

da proteina AKT nas duas concentragOes testadas, com diferenca estatistica significativa
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em comparagdo ao controle de veiculo e entre elas. A expressdo dos niveis de
fosforilagdo de AKT na serina-473 aumentou em resposta ao aumento da concentracéo
de nitensidina A, apresentando diferenca significativa na maior concentracdo testada
quando comparadas ao controle de veiculo. Os niveis de expressdo da proteina caspase-
3 diminuiu conforme aumentamos a concentracdo de nitensidinaA, apresentando
diferencga significativa quando comparada com a expressao do controle de veiculo para a
maior concentracdo testada (1,5 uM).

As quinase sdo um tipo de enzima que transfere grupos fosfatos de moléculas
doadoras de energia (ATP) para moléculas alvo-especificas (substrato). As proteinas
quinases estdo presentes em todas as células em forma de complexas redes de processos
chaves para o metabolismo celular, atuando como “sensores” no controle e propagacao
de informacdo do meio exterior e na organizacdo do seu préprio sistema, o0 que permite
manter uma resposta rapida e apropriada as alteracfes a que séo sujeitas (SEMBA et al.,
2003).

AKT € uma quinase especifica para treoninas/serinas que se encontra inativa nas
células em descanso, tornando-se ativa apds fosforilacdo. A fosforilagdo da AKT
acentua a proliferacdo celular e sobrevivencia celular nesse contexto frente ao fenétipo
tumoral facilita a metastizacdo, acarretando na contribuicdo da resisténcia celular a
quimioterapia e radioterapia. Adquirindo papel primordial no desenvolvimento e
progressao tumoral promovendo o crescimento celular e ainda bloqueando a sinalizacao
de morte celular por apoptose (CROWLEY-WEBER et al. 2002, SPARKS e
GUERTIN, 2010). Frente a esse fenétipo a quinase AKT tem sido amplamente
associada ao desenvolvimento de células tumorais, regulando diretamente o ciclo e a
proliferacdo celular por atuar em CDKI, p21WAFVCIPL o n27KIPL o indiretamente pela
modulacdo nos niveis de ciclina D1 e p53 (ZHANG et al., 2011).

Nosso trabalho demonstrou que as duas concentracdes testadas do alcaléide
nitensidina A na linhagem HSC-3, acarretou na diminuicdo da expressao relativa dos
niveis de AKT total, com diferenca significativa quando comparadas ao controle de
veiculo, e ainda observamos discreto aumento na expressao da AKT fosforilada no
residuo de serina 473, porém sem apresentar diferenca estatistica significativa. O que
sugerimos ser um possivel papel de nitensidina A na via de fosforilagdo da proteina
quinase AKT. Para a linhagem HaCat observamos também diminuicdo da expresséo da

proteina total, apresentando diferenca significativa nas duas concentragdes avaliadas de
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nitensidina A. Quanto a fosforilagdo de AKT, notamos o aumento dos niveis de
expressdo conforme aumentamos a concentracdo de nitensidina A, apresentando
diferenca estatistica na maior concentragao testada (1,5 uM), podendo entdo sugerir que
esse aumento esteja relacionado com a proliferacdo do crescimento celular normal para
a linhagem de queratindcito humano. Capuano (2005) demonstrou através do ensaio de
western blot que houve aumento discreto (sem apresentar diferenca significativa) na
expressao da fosforilagdo de AKT em linhagens mais invasivas de cancer epidermdide
de boca, corroborando assim com nossos resultados para a linhagem HSC-3

Dentro dos mecanismos celulares importantes para a manutencgéo da estabilidade
gendmica, podemos relacionar a morte celular programada, apoptose. A ocorréncia de
perturbacdo na transducdo de sinal ou outros sinais celulares que regulam a atividade
celular desencadeiam para o crescimento celular desregulado. Esse fendtipo é
relacionado com o perfil de neoplasia. (BLUME-JENSEN & HUNTER, 2001). Dentro
da biologia tumoral diversas classes de proteinas e cascatas sinalizadoras sao alvos de
mutacgdes onde se tornam proteinas com perfil oncogénicos (SEMBA et al., 2002).

A morte celular programada ocorre através da ativacao de diferentes alvos, entre
eles a clivagem da caspase-3. A liberagédo do citocromo C mitocondrial, ocorre em fases
precoces do processo apoptotico, onde requer a presenca de outros fatores citosélicos
para a propagacao do estimulo para a apoptose (MINAFRA et al., 2014). Assim 0
citocromo C, se liga a um “fator citosolico associado a apoptose” — Apaf-1 (Apoptotic
protease activating factor — 1) e a procaspase 9, com a formacdo do apoptossoma,
resultando na ativacdo da caspase 9. Esta protease, uma vez ativa, cliva outras caspases,
as chamadas caspases efetoras (caspase 3, 6 e 7). A ativacdo sequencial de uma caspase
por outra cria uma extensa cascata de atividade proteolitica que conduz a digestdo de
proteinas estruturais no nucleo, degradacdo do DNA e fagocitose da célula (BOTTONE
etal., 2013).

Em nossos resultados notamos que houve discreto aumento de ativacdo de
caspase-3 para a linhagem HSC-3 quando tratadas com nitensidina A, entretanto, ndo
houve diferenga estatistica significativa. Sendo assim, podemos aludir através do
western blot, que nitensidina A ndo promove ativacao de caspase-3, corroborando com
os dados apresentados no ensaio de ativacdo de caspase-3 em nosso estudo. Ja para a

linhagem HaCat observamos que houve diminuicdo na expressdo de caspase-3,
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apresentando diferenca significativa na maior concentracdo (1,5 pM) do alcal6ide
nitensidina A, quando comparadas ao controle de veiculo.

Embora a reducdo nos niveis da AKT fosforilada ndo fora totalmente
evidenciada, ndo houve aumento significativo para a linhagem HSC-3 tratada com
nitensidina A. Este fato pode indicar a possivel supressdo da via PI3K/AKT, importante
para a sobrevivéncia e proliferacdo tumoral. Estudos realizados por Matsuo (2015)
demonstrou que a via de sinalizacdo PIBK/AKT esta ativa em fragmentos cirdrgicos de
pacientes diagnosticados com cancer epidermdide.

A via PIBK/AKT esté associada a0 mTOR (mammalian target of rapamycin),
uma proteina serina/treonina quinase, que atua distintamente em dois complexos
proteicos: mMTORC1 e mTORC2 (mammalian target of rapamycin complex 1 e 2); os
quais acoplam sinais de crescimento e disponibilidade de nutrientes, e também estimula
a sintese de proteinas pela ativacdo direta da traducdo de mRNA e biogénese de
ribossomos (CAIRNS, 2011; BOROUGHS, 2015). Entretanto, estudos adicionais sao
necessarios para comprovar a hipotese de que a nitensidina A pode estar relacionada
com a via PIBK/AKT , avaliando dessa maneira, 0 possivel mecanismo de morte celular

que o alcalGide est& envolvido.

4.2. Ensaios in vivo

4.2.1. Inducéo da Carcinogénese

O termo céncer de boca engloba um conjunto de neoplasias que acometem a
cavidade bucal em suas mais variadas origens celulares e etioldgicas. O carcinoma
espinocelular (CEC) ou epidermdide de boca soma mais de 90% dos canceres dessa
regido e apresenta elevada taxa de morbidade e mortalidade (INCA 2016).

O processo de carcinogénese do CEC é multifatorial e envolve o consumo de
tabaco, alcool, exposicdo a radiacdo ultravioleta e mais recentemente a associa¢do ao
papilomavirus humano — HPVs de alto risco (GILLISON, 2004), envolvendo o sexo
oral e mulheres ndo imunizadas por vacinacdo contra 0 HPV (KALAVREZOS &
SCULLY, 2015b).

Seu mecanismo de formacao foi descrito como envolvendo mutagdes aleatorias
com ativacdo de proto-oncogenes (KAMB et al.,, 1994; SACKS et al., 1995) e
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inativacéo de genes supressores de tumor (GONZALEZ et al., 1997; EL-NAGGAR et
al., 1997; Al et al., 2003), assim como a adi¢ao de caracteristicas genéticas que levam a
capacidade invasiva e metastatica. O processo de carcinogénese € considerado distinto
entre individuos, demonstrando heterogeneidade genética (SHIGA et al., 2012) entre
diferentes tumores da regido de cabeca e pescoco.

A combinagdo entre cisplatina, 5-fluorouracil, bleomicina, carboplatina e
ifosfamida derivadas de produtos sintéticos, além do paclitaxel (SULTANA et al.,
2014) e docetaxel derivados de produtos naturais, estes ultimos usados para
potencializar o tratamento de casos com metastase ou recorréncia do cancer de cabeca e
pescoco (PRICE & COHEN, 2012), sdo as drogas quimioterapicas mais utilizadas no
tratamento de cancer de lingua, onde a via oral é preferencial pois sdo mais efetivas e
especificas para o controle do crescimento e progressdo do cancer (CARRINGTON,
2015).

Varios estudos vém sendo desenvolvidos na busca de novas drogas de origem
natural com potencial eficaz no tratamento do cancer de boca (BUNDELA et al., 2015).
Cerca de 50 compostos foram relatados no tratamento desse tipo de cancer como o
resveratrol, nimbolide, luteolina, isotiocianato de fenetil, emodina aloe, quercetina,
acido elagico, estaurosporina, azadiractina, baicaleina, berberina, genisteina, butein,
curcumina, colchicina, pterostilbene, deguelin e andrografolida, de origem natural e os
de origem quimica foram o gefitinib, bortezomib, lovastatina e vorinostat, onde
demonstraram (maioria deles) atividade na inducdo de apoptose e inibicdo da
proliferacdo de células neopléasicas em modelo in vitro e in vivo (BUNDELA et al.,
2015). Dessa maneira, nosso estudo teve como objetivo simular a carcinogénese oral
através do modelo de inducdo por 4NQO e avaliar o possivel efeito do composto natural
nitensidina A, isolado de P. nitens, contra o cancer de boca.

O processo de oncogénese experimental induzida por Oxido de 4-Nitroquinolina
(4NQO) é um modelo padrdo que simula a carcinogénese oral humana (TANG et al.,
2004) e avalia a eficacia e resisténcia ao quimioterapico (ZHOU et al., 2010).

O 4NQO é um composto organico pertencente a classe dos hidrocarbonetos
policlinicos aromaticos (HPA), solivel em agua e capaz de induzir lesdes na cavidade
oral dos animais, podendo aumentar o risco individual no desenvolvimento de
neoplasias malignas (VISWANADHA, 2011). A administracdo do 4NQO diretamente

na lingua ou na agua de beber induz carcinoma de células escamosas (KANDARKAR
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et al., 1998; RIBEIRO et al., 2004). Acredita-se que seja 0 melhor carcindégeno quimico
para a produgdo de tumores orais em animais (HENRIQUES, 2011), pois consegue
simular os trés estagios de formacdo tumoral, a iniciacdo, promocao e progressdo
(MINICUCCI et al. 2011), desenvolvendo assim tumores bem diferenciados e com
alteracOes histologicas e moleculares similares as que ocorrem em humanos (TANG et
al., 2004).

O modelo de carcinogénese oral induzida por 4NQO em ratos € amplamente
utilizado para estudos quimiopreventivos envolvendo o cancer bucal. Em relacdo a
exposicdo do agente carcinogénico 4NQO nos animais, estudos relatam que a menor
dose necesséria para o aparecimento de tumores é de 10 ppm (OHNE et al., 1985;
VERED et al., 2003) e que em ensaios quimiopreventivos o 4NQO tem sido
amplamente utilizado na concentragdo de 25 ppm (KANDARKAR et al., 1998;
TANAKA et al., 2002), assim como em nosso trabalho, sendo administrado via oral na
agua de beber, durante 8 semanas.

A literatura relata que a aplicacdo do 4NQO pode ser tanto concomitante
(4NQO+substancia quimiopreventiva) quanto em momentos distintos (JESUS et al.,
2014). Para evitar a reacdo quimica direta da nitensidina A com o 4NQO, optamos pela
aplicacdo em momentos distintos. Iniciamos o tratamento (intraperitoneal) com
nitensidina A apds oito semanas de exposicdo ao 4NQO, pois a literatura relata que ap6s
esse periodo as fases de iniciacdo e promocdo ja ocorreram e a fase de progressao se
inicia, sendo estabelecida entre a 8% e 12% semana (GRAWISH et al., 2011; RIBEIRO et
al.,, 2015), e que tumores irdo surgir mesmo ap6s a interrupcdo do 4NQO
(FRACALOSSI et al., 2011; JESUS et al., 2014).

A quimioprevencdo é definida como mecanismo de controle, regressdo ou
interrupcdo dos estagios de iniciagdo, promocdo ou progressao de canceres utilizando
agentes naturais ou sintéticos, os chamados agentes quimiopreventivos ou
quimioprotetores (SHROTRIYA et al., 2015; SABA et al., 2015). Nosso tratamento foi
introduzido no inicio da 9% semana, sendo entdo realizado na fase de progressdo do
tumor. Neste momento, 0 tumor ja apresenta as mutaces necessarias para 0 processo
final de desenvolvimento. A identificacdo de efeito antineoplasico nesta fase do
processo de carcinogénese estabelece uma forte relagdo de agdo contra tumores ja

estabelecidos ou em fase final de estabelecimento. Estudos realizados nas fases
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anteriores tem o objetivo principal de controlar o surgimento de novas mutagdes no
processo de carcinogénese.

Além disso, nossos resultados anteriores (dados nao publicados), relatados por
Sorbo (2011), demonstraram reducdo significativa de CECs em modelo tumoral
xenografico em camundongos nude BALB/c com tratamento intra-tumoral de
nitensidina A. A opcéo pelo modelo de indugdo com 4NQO permitiu a anélise da acéo
da substancia em tumores com mutacdes genéticas aleatodrias e individuais completando
assim os dados obtido no modelo anterior.

Portanto, o tratamento a partir da 9% semana com nitensidina A em animais
previamente expostos ao 4NQO sO obteria resultados clinicos caso influenciasse
diretamente o final do desenvolvimento do tumor, seja por aumento de
apoptose/necrose, seja pela alteracdo do padrdo proliferativo, ou até mesmo por evitar
que novas mutacbes se somem, levando a aquisi¢do de novas caracteristicas tumorais
(mutagénese). Muitos desses efeitos foram estudados por nds nos resultados in vitro e
nortearam o desenvolvimento dessa fase experimental (in vivo).

Resumidamente, estudos anteriores realizados por Sorbo (2011) em nosso
laboratério, demonstraram significativa reducdo tumoral sobre modelo xenogréafico em
camundongos nude Balb/c, tratados com o alcaldide nitensidina A, avaliando assim seu
efeito direto (intra-tumoral). Ainda, os estudos descritos aqui (in vitro) relataram o
efeito citotoxico de nitensidina A frente a linhagem HSC-3, demonstrando o aumento de
apoptose/necrose (perfil de morte misto) nas concentracdes testadas por 12 e 24 horas
de tratamento, ainda, verificamos aumento significativo de apoptose (células TUNEL
positivo). Verificou-se também o efeito mutagénico sob a menor concentragdo de
nitensidina A (7,3 uM) na linhagem HSC-3. Além disso, identificamos auséncia da
formacdo de espécies reativas de oxigénio na analise do &cido tiobarbitirico (TBARS)
sugerindo que o alcaldide nitensidina A ndo propiciou estresse oxidativo nas células
avaliadas.

Diante desses resultados, realizamos o experimento com o modelo de indugéo
tumoral por 4ANQO com o intuito de responder as seguintes questdes:

e O alcaléide guanidinico nitensidina A foi capaz de impedir a evolucdo do
processo de oncogénese tumoral realizado pelo 4NQO (progressdo)?

e A Nitensidina A foi capaz de alterar o padréo de invasdo nos CECs induzidos
por 4ANQO?
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e O aumento de apoptose/necrose observado nos experimentos in vitro influenciou
no desenvolvimento dos CECs induzidos por 4NQO na fase de progressao?

¢ Nitensidina A alterou o indice mitotico intra-tumoral nos tumores induzidos por
4NQO?

e Em relagdo aos parametros bioquimicos, ocorreu alteracdo no nivel de glicemia,
toxicidade renal e hepatica nos grupos estudados?

e Ocorreu alteragdo nos padrbes de oxidacdo hepatica, estomacal, renal, cardiaca
ou plasmatica nos grupos estudados, por meio do ensaio de TBARS?

e Ocorreu alteracdo da genotoxicidade nos grupos estudados?
A partir desse momento, apresentamos nossos resultados in vivo, respondendo

cada uma das questdes levantadas.

Inicialmente, apresentamos os dados macroscopicos das linguas dos animais,
demonstrando assim o efeito oncogénico da exposicdo ao 4NQO, situagdo sinequanon
para permitir que nossas perguntas pudessem ser respondidas.

As figura 23 demonstra os grupos dos animais e o0 aparecimento dos tumores

(controle positivo e tratamentos), comparados ao grupo normal.

Figura 23: Lesdes induzidas pelo 4NQO nos animais.

Legenda: A) Gl — Grupo Controle Normal; B) GIlI — Grupo Controle Positivo; C) GIII — Tratamento
nitensidina A-2 mg/kg p.c.; D) GIV — Tratamento nitensidina A-10 mg/kg p.c.; E) GV — Tratamento
nitensidina A-50 mg/kg p.c.; F) GVI — Grupo Controle nitensidina A (50 mg/kg p.c.).
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Os animais foram divididos em 6 grupos. O grupo controle normal (GlI)
representa animais que ndo foram expostos ao 4NQO e ndo foram tratados com o
alcaldide guanidinico nitensidina A, o grupo controle positivo (Gll) refere-se a animais
que foram expostos ao 4NQO por 8 semanas e tratados com DMSO 1%, no qual o
composto estudado foi diluido. Os grupos tratados com nitensidina A foram expostos ao
4ANQO por 8 semanas e tratados com o alcaldide por mais 8 semanas consecutivas, nas
doses: 2 mg/kg p.c. (GlII), 10 mg/kg p.c. (GIV) e 50 mg/kg p.c. (GV). E por fim, o
grupo controle nitensidina A (50 mg/kg p.c.) representa animais que tiveram apenas o
tratamento com o alcaldide guanidinico por 8 semanas. Os tratamentos foram realizados
via intraperitoneal dois dias ap0s a interrup¢do da exposicdo ao agente carcinogénico
ANQO.

O peso dos animais também foi demonstrado na figura 24.

Figura 24: Peso dos animais
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Legenda: Peso dos animais no final do experimento. A analise estatistica foi realizada pelo teste one-way
ANOVA com pds-teste de Tukey (todos os grupos vs grupo controle normal , * p<0,05 ** p<0,01 ***
p<0,001.

A média de peso corporal dos animais no inicio do tratamento foi em torno de 75
g. Observamos que 0s grupos de animais que foram expostos ao agente carcindgeno
ANQO demonstraram discreta diminuicdo em relacdo ao peso e essa diferenca foi
diferente estatisticamente comparados aos grupos de animais que ndo foram expostos ao

4ANQO (grupo normal e grupo controle nitensidina A).
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4.2.2. Analise Macroscépica

Clinicamente, em humanos, sdo observadas lesdes que sdo consideradas como
“lesdes potencialmente malignas”. Essas lesfes também sdo descritas no processo de
carcinogénese induzida por 4NQO em ratos. A andlise macroscopica das linguas dos
animais nos permitiu evidenciar o aparecimento dessas lesoes.

Em nosso estudo, as analises macroscopicas foram realizadas por meio de fotos
tomadas imediatamente ap0s a eutanasia. As linguas foram divulcionadas ap6s a degola
dos animais, sendo delicadamente higienizadas e secas para que obtivéssemos as
melhores imagens das lesfes. As lesdes ndo foram imediatamente analisadas, uma vez
que o tempo despendido nessas andlises poderia propiciar o inicio do processo de
necrose dos tecidos, além de atrasar todo o processo de coleta dos demais 6rgdos, ainda
as fotos foram tomadas uma vez que o processo de fixacdo altera a cor e a textura dos
tecidos expostos ao produto. As andlises das fotos obtidas foram realizadas por dois
examinadores cegos para 0s grupos de estudo e os resultados conflitantes foram
reanalisados até que obtivéssemos consenso. As lesGes encontradas, basicamente estdo

descritas na tabela 4.

Tabela 4: Caracteristicas das Lesoes

Tipo de Leséo Caracteristica
Mancha Eritematosa | Mancha Vermelha
N6dulo Maior que 3mm
Placa Branca Mancha/Placa Branca
Ulcera Arredondada com profundidade
Mosqueado Manchas/Placas Vermelha e Branca
Papula Menor que 3mm
Papiloma Elevado e Papilamentoso
Petéquias Pequenos pontos hemorragicos subcuténeos

Legenda: Caracteristicas dos diferentes tipos de lesdes encontrados nos grupos controle e tratados.

Clinicamente, a observacdo da presenca de lesbes macroscopicas faz parte de
manobras semioldgicas e possibilita o desenvolvimento de a¢Ges de diagndstico precoce

na clinica odontolégica, sendo fortemente relacionadas com lesGes denominadas como
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leucoplasia (mancha branca que ndo sai a raspagem e ndo pode ser classificada como
outra entidade patoldgica), eritroplasia (mancha vermelha) (MITHANI et al. 2007),
lesGes nodulares e ulcerativas (BAGAN et al. 2010).

Em nossas analises descrevemos os achados clinicos sem nos preocupar com a
caracterizagdo como lesdo leucoplésica ou eritroplasica, uma vez que sdo denominagdes
da clinica odontoldgica e sdo relacionadas com a histéria clinica do paciente. Portanto,
adotamos os termos placa branca e mancha eritematosa.

A Figura 25 exemplifica alguns dos diferentes aspectos clinicos observados

nessa analise, em animais que foram expostos ao 4NQO.

Figura 25: Aspectos Macroscopicos das Lesbes

Mancha Eritematosa

Legenda: llustracdo dos diferentes tipos de lesdes encontrados no grupo controle positivo e grupos
tratados.

Podemos evidenciar por meio da anélise do grupo controle positivo que nosso
modelo foi eficiente na inducdo de lesdes potencialmente malignas e malignas, as quais
foram bastante semelhantes as evidenciadas em outros estudos (FRACALQOSSI et al.,
2011; JESUS et al., 2014; MINICUCCI et al., 2011). Sendo assim, consideramos que,
caso ocorressem alteracGes no padrdo e numero de lesdes nos grupos tratados, teriamos
um efeito claro sobre o processo final de indugé&o tumoral, positivo ou negativo.

Apos a identificacdo dos diferentes tipos de lesGes encontradas nos animais, 0s
resultados foram tabulados e as lesGes quantificadas em cada grupo. A figura 26
demonstra o numero total de lesGes encontradas.
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Figura 26: Tipos de Les0es
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Legenda: Distribuicdo do total de lesdes entre os grupos tratados com o alcal6ide nitensidina A e 0s
grupos controles. A analise estatistica foi realizada pelo teste one-way ANOVA com poés-teste de Tukey
(todos os grupos vs grupo controle positivo (CP) — 4NQO+DMSO 1%).; * p<0,05 ** p<0,01 ***
p<0,001.

Neste caso, verificamos que os grupos controle normal e controle nitensidina A
apresentaram reduzida quantidade de lesdes, e que estes grupos foram estatisticamente
diferentes dos outros grupos do estudo. Este resultado permite concluir que nitensidina
A ndo foi capaz de propiciar o surgimento de lesdes clinicas de forma isolada. Do
mesmo modo, observamos que os diversos grupos expostos ao 4NQO apresentaram
aumento significativo de lesbes quando comparados ao grupo controle normal. Nos
grupos tratados com diferentes concentracGes de nitensidina A, evidenciamos auséncia
de diferenca estatistica.

O modelo de inducdo tumoral através do 4NQO ¢é considerado um excelente
sistema experimental na investigacdo de alteragbes macroscépicas e na progressao
tumoral, demonstrando diferentes lesdes clinicas nas linguas dos animais (KANOJIA &
VAIDYA, 2006), em nosso trabalho também observamos diferentes lesdes clinicas e
histol6gicas semelhantes a carcinogénese oral humana.

Com a finalidade de facilitar a apresentacdo de nossos resultados clinicos,
agrupamos lesbes com caracteristicas semelhantes, ressaltando assim a importancia
clinica de cada uma no diagnostico. A figura 27 demonstra os tipos de lesdes
encontradas em nosso estudo com maior frequéncia, placas brancas, mancha eritematosa

e mosqueado.
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Figura 27: Relacdo entre Placa Branca, Mosqueado e Mancha Eritematosa.
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Legenda: Distribuicdo do nimero de lesdes do tipo placa branca, mosqueado e mancha eritematosa entre
0s grupos tratados com o alcaldide nitensidina A e os grupos controles. A analise estatistica foi realizada
pelo teste one-way ANOVA com pos-teste de Tukey (todos os grupos vs grupo controle positivo (CP) —
4ANQO+DMSO 1%); placa branca: * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001; mosqueado: ° p<0,05; % p<0,01; °®
p<0,001 e mancha eritematosa: 1 p<0,05; f1 p<0,01; F11 p<0,001 ; comparagdo entre as concentragdes: a
p<0,05 aa p<0,01 aaa p<0,001 em comparacdo a 2 mg/kg p.c. de nitensidina A; b p<0,05 bb p<0,01 bbb
p<0,001 em comparacdo a 10 mg/kg p.c. de nitensidina A.

Nosso estudo apresentou expressiva presenca de placas brancas (leucoplasias),
leséo encontrada com maior frequéncia em cancer humano da cavidade oral (PIMENTA
et al. 2008). Os grupos tratados com nitensidina A apresentaram maior prevaléncia deste
tipo de lesdo, porém a menor concentracdo testada do alcaléide (2 mg/kg p.c.)
demonstrou reducdo estatistica significativa quando comparada ao grupo controle
positivo. O estudo de Ribeiro (2005) demonstrou que apds 20 semanas de exposi¢do ao
4NQO, induzindo a carcinogénese em ratos Wister, alguns animais também
demonstraram presenca de placas brancas.

As placas brancas tem grande importancia na clinica diagnostica em humanos.
Na clinica odontoldgica estas lesdes sdo chamadas de “Leucoplasias” e sdo classificadas
em homogéneas e ndo homogéneas, sendo inclusive analisadas quanto a presenca de
diferentes graus de displasia e, até mesmo, sendo proposto o estadiamento clinico das
leucoplasias, comumente aplicado para classificagdo de progndstico em neoplasias
malignas (SCHEPMAN & VAN DER WAAL, 1995). Além deste aspecto, se faz

necessario relatar a obvia e indiscutivel correlacdo de evolucdo destas lesdes. Vasta
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literatura descreve o potencial de transformacdo maligna das leucoplasias, citamos aqui
0 artigo de Schepman e colaboradores (1998) que relatam o acompanhamento de 166
pacientes com diagnostico clinico de leucoplasia e apresentam taxa de 2,9 % de
malignizacdo das mesmas. Por fim, relatamos que a menor dose de nitensidina A (2
mg/kg p.c.) demonstrou a reducdo estatistica do numero de placas brancas
(leucoplasias), quando comparada as outras doses administradas.

Quando analisamos o numero de manchas eritematosas em nosso trabalho,
podemos notar que embora tenha sido um nimero menor de animais que apresentaram
esse tipo de lesdo, comparados com as placas brancas, notamos que houve diferenca
estatistica significativa na maior dose administrada de nitensidina A (50 mg/kg p.c.),
comparada ao grupo controle positivo e as outras doses de tratamento, demonstrando
aumento significativo. As concentracdo de 2 mg/kg p.c. e 10 mg/kg p.c. demonstraram
perfil semelhando ao grupo controle positivo. A presenca de mancha eritematosa
apresenta diferentes origens possiveis, e descreve apenas 0 aspecto clinico que pode ser
pormenorizado em sua analise quando estudamos os aspectos histopatoldgicos. Em
relacdo ao numero de areas com aspecto mosqueado, notamos que as trés doses de
nitensidina A demonstraram o mesmo perfil do grupo controle positivo.

Outros tipos de lesbes avaliados em nosso experimento foram as lesdes
caracterizadas como Ulcera, papulas e petéquias, demonstradas na figura 28.

Ulcera ou lesdes ulcerativas sdo lesbes que se caracterizam pela perda de
camadas do tecido epitelial havendo exposicdo do tecido conjuntivo subjacente. S&o
lesbes de carater crénico e que podem persistir por mais tempo. As papulas sdo lesGes
de tamanho pequeno, sélidas, circunscritas e elevadas, cujo diametro ndo ultrapassa 5

mm, podendo ser Unicas ou multiplas.
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Figura 28: Relacio entre Ulcera, Papula e Petéquia.
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Legenda: Distribuicdo do numero de lesdes do tipo Ulcera, papula e petéquia entre os grupos tratados
com o alcaléide nitensidina A e os grupos controles. A analise estatistica foi realizada pelo teste one-way
ANOVA com poés-teste de Tukey (todos 0s grupos vs grupo controle positivo (CP) — 4NQO+DMSO 1%);
Glcera: * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001; pépula: ° p<0,05; ® p<0,01; *° p<0,001 e petéquia: T p<0,05;
1 p<0,01; i1 p<0,001; comparacdo entre as concentragcdes: a p<0,05 aa p<0,01 aaa p<0,001 em
comparagédo a 2 mg/kg p.c. de nitensidina A.

Estudos realizados por Ribeiro e colaboradores (2004), demonstraram que
animais expostos ao 4NQO (50 ppm) apresentaram apds 12 semanas lesdes ulcerativas,
assim como em nosso estudo, no qual o grupo controle positivo apresentou maior
prevaléncia de diagnostico clinico de ulceragdo quando comparado com todos 0s demais
grupos estudados. Neste tocante, as trés doses de tratamento com nitensidina A
apresentaram diferenca estatistica significativa em relacdo ao grupo controle positivo. A
concentracdo de 2mg/kg p.c. demonstrou auséncia de diagnostico clinico de ulceracdo
sendo estatisticamente menor que os grupos tratados com 10 mg/Kg p.c e 50 mg/Kg p.c.
de nitensidina A.

Quando observamos o numero de animais que apresentaram papula, notamos
que a maior dose de nitensidina A (50 mg/kg p.c.) teve aumento significativo de lesdes.
A menor dose tratada com o alcaldide (2mg/kg p.c.) ndo apresentou nenhum animal
com este tipo de lesdo, demonstrando assim diferenca estatistica significativa.

Na analise da presenca de petéquias notamos que houve diminui¢cdo na dose de
2mg/kg p.c. de nitensidina A, sendo diferente estatisticamente, em comparacgao ao grupo

controle positivo. As petéquias sdo descritas como expressdo clinica de processos
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hemorréagicos subcutaneos. Estes processos hemorragicos podem ocorrer sob trauma na
regido ou por meio de alteragcdes em fatores de coagulacéo.

Nossos resultados apresentam também os dados relativos a quantificacdo de
lesBes do tipo nddulo e papiloma (figura 29).

Nodulos séo lesbes solidas, circunscritas de localiza¢do superficial ou profunda,
formado por tecido epitelial, conjuntivo ou misto. Podem ser sésseis, quando sua base
de implantacdo for maior que sua altura, ou pediculado, quando sua altura € maior. Os

papilomas séo exemplos de lesdes nodulares.

Figura 29: Relagdo entre Nodulo e Papiloma
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Legenda: Distribuicdo do nimero de lesdes do tipo nddulo e papiloma entre os grupos tratados com o
alcaldide nitensidina A e os grupos controles. A analise estatistica foi realizada pelo teste one-way
ANOVA com pos-teste de Tukey (todos os grupos vs grupo controle positivo (CP) — 4NQO+DMSO 1%);
nodulo: * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 e papiloma ° p<0,05; ® p<0,01; °° p<0,001; comparacdo entre
as concentracfes: a p<0,05 aa p<0,01 aaa p<0,001 em comparacdo a 2 mg/kg p.c. de nitensidina A; b
p<0,05 bb p<0,01 bbb p<0,001 em comparagéo a 10 mg/kg p.c. de nitensidina A.

Notamos que houve elevado nimero de lesGes nodulares nos animais do grupo
controle positivo e que as trés doses do alcaldide nitensidina A demonstraram reducéo
estatistica significativa. Em relacdo ao numero de papilomas encontrados, notamos que
apenas as doses 2 mg/kg p.c. e 50 mg/kg p.c. apresentaram pequeno numero de animais
com esse tipo de les&o.

A literatura relata que os animais tratados com 4NQO apresentam evolucéo de
lesBes clinicas que culminam em tumores malignos infiltrativos, sendo relatadas placas

brancas, manchas vermelhas, lesdes mosqueadas, ulceradas, papilomatosas e nodulares.
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Lesbes nodulares e papilomas encontram-se no final deste processo de evolugéo clinica
oncogeénica, mas podem surgir tumores malignos que ndo necessariamente apresentaram

as diversas expressoes clinicas do processo de oncogénese.

4.2.3. Analise Microscopica

As analises microscopicas e resultados histopatoldgicos foram realizadas por
patologista oral cego para todos os grupos. Foram identificadas as seguintes alteracGes
histopatoldgicas epiteliais: grau de displasia (I — leve e moderada; Il - grave), tipo de
carcinoma (in situ, micro-invasivo e/ou invasivo), invasdo de tecidos (muscular,
glandular e/ou tecido adiposo), acantose e hiperqueratose. As linguas foram
divulcionadas e seccionadas no sentido apice/base a cada 3,0 mm. Todos as seccdes
foram incluidas e cortadas para analise histopatolégica, tomando-se cuidado para ndo
incluir a mesma face em dois cortes subsequentes.

O grau de displasia evidenciado em analises histoldgicas de tecidos obtidos da
boca tem grande importancia clinica, uma vez que existem estudos que correlacionam
sua evolucdo com a possibilidade de surgimento de neoplasias malignas. Também
existem relatos de alta porcentagem de malignizacio de lesdes displasicas (12,1%). E
de grande relevancia analisar a displasia encontrada em cada grupo, classificando o grau
em que se apresentam, pois podem evoluir de displasia leve e moderada para grave e
finalmente carcinoma in situ.

Estudos apoiam o conceito de que o desenvolvimento de vérios tipos de cancer
esta diretamente associado a fatores ambientais que levam a alteracbes no DNA
produzindo mutacBes e modificacdes no material genético. O mecanismo de
desenvolvimento do cancer é descrito em trés fases: INICIACAO, que envolve
exposicdo a um carcindgeno e sua interagdo com o DNA, provocando uma mutagdo
genética. Neste momento, genes supressores de tumor podem parar 0 processo de
mitose e corrigir o defeito genético adquirido ou ativar o processo de apoptose. Caso
ocorra a mutacdo em proto-oncogenes essas mutacdes podem se tornar permanentes e a
proxima fase do processo de oncogénese se iniciar (promocao) (LOTAN et al., 1995).

Na fase de PROMOCAO, ap6s o processo de iniciacdo, as células transformadas
podem adquirir novas mutacdes que levardo ao aumento do potencial proliferativo e/ou

perda de controle restritivo intercelular, propiciando autonomia de manutencdo,
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proliferacdo e diferenciagdo/desenvolvimento. Ao atingirem estas caracteristicas inicia-
se a fase de PROGRESSAO, que é o processo pelo qual sdo ultrapassados os
mecanismos que regulam a replicacéo celular, como por exemplo os genes de supressao
tumoral (p53) estabelecendo-se o fenotipo maligno (LOTAN et al., 1995). De fato,
surgem subpopulac@es celulares que propiciam o aumento das caracteristicas malignas.
O tumor aumenta em tamanho e passa a invadir tecidos vizinhos e, por fim, estabelece
caracteristicas que permitem o desenvolvimento de metastases (DIAS, 1999).

As alteracdes celulares que resultam na exposi¢do da mucosa bucal aos agentes
cancerigenos, inicialmente se manifestam por lesdes inflamatorias inespecificas. Se
ocorrer uma agressao intensa e prolongada, o desenvolvimento de displasias podera ser
encontrado. A displasia de grau leve e moderado corresponde a alteragdes celulares que
se restringem a camada basal, ou que podem atingir o terco médio do epitélio, enquanto
que na displasia de grau grave as alteracbes podem alcangar o terco superior
(SCHANTZ et al., 1993). Em nosso estudo nenhum animal apresentou displasia de grau
Il (displasia grave), havendo apenas displasia de grau | (displasia leve e moderado)
(figura 30).

Figura 30: Porcentagem de Displasia — Grau |
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Legenda: Distribuicdo da porcentagem de displasia entre os grupos tratados com o alcaldide nitensidina
A e os grupos controles. A analise estatistica foi realizada pelo teste one-way ANOVA com pos-teste de
Tukey (todos os grupos vs grupo controle positivo (CP) — 4ANQO+DMSO 1%).; * p<0,05 ** p<0,01 ***
p<0,001.

Nossos resultados demonstraram que as doses 2 mg/kg p.c e 50 mg/kg p.c.,

tratadas com nitensidina A apresentaram diferenca estatistica significativa quando
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comparados ao grupo controle positivo, demonstrando diminuigéo de displasia. Estudos
realizados por Jesus e colaboradores (2014) demonstraram que animais expostos ao
4ANQO (20 ppm) durante 8 semanas apresentaram displasia, assim como seu grupo
tratado (suco de uva isolado e concomitante ao 4NQO), corroborando com nossos
dados. A figura 31 apresenta areas de epitélio normal e de displasia encontradas em
nossos estudos.

Figura 31: Analise histologica.

Legenda: Fitomicrografias de lingua (Hematoxilina & Eosina). Grupo controle positivo. A) Aumento de
4x, demonstra regido da fitomicrografia B; B) aumento de 10x — epitélio normal com papilas filiformes;
C) Aumento de 4x, demonstra regido da fitomicrografia D; D) detalhe em aumento de 20x — dispasia
moderada.

A displasia pode evoluir para um carcinoma in situ, cujo conceito tedrico basico
descreve como sendo a transformacdo maligna que ja ocorreu, mas ndo se evidencia o
processo de invasdo dos tecidos circunvizinhos (WHO, 2005), portanto, caracteriza-se
por apresentar modificacbes celulares correspondentes a uma exacerbacdo das
caracteristicas displasica, com alteracdes na diferenciacdo, crescimento e proliferacdo
celular, acentuadas por maior grau de pleomorfismo celular e nuclear, mas limitando-se
ao crescimento em sua area de origem.
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Clinicamente, o carcinoma in situ assemelha-se a uma leucoplasia (tipo
particular de metaplasia), manifestando-se como uma mancha ou placa branca, nao
removida por raspagem. Em outras ocasides, pode aparecer como area vermelha ou com
a combinacdo desses aspectos (mosqueado) assim como em lesdes nodulares ou
papilomatosas. Quando ocorre a ruptura da membrana basal, temos o carcinoma micro-
invasivo, este pode evoluir para carcinoma invasivo, atingindo os tecidos circunvizinhos
e, muitas vezes, demonstrando aspecto ulcerado, com bordas nitidas, irregulares e
endurecidas, caracteristica fortemente relacionada com estes tumores (SCHANTZ et al.,
1993). A lesdo pode se manter assintomatica por periodo variavel, mas quando ocorrer
dor, esta costuma ser relacionada com a invasdo profunda da musculatura e de fibras
nervosas (KIGNEL et al., 2015). O carcinoma in situ e micro-invasivo, se forem
adequadamente tratados, apresentam excelente prognaostico.

Na evolucdo clinica do cancer de cavidade oral, podemos destacar trés estagios
distintos: in situ, micro-invasivo e invasivo, observado em nosso trabalho pela figura
32.

Figura 32: Tipos de Carcinoma

40 A
aaa

bbby

309

209

porcentagem (%)

101

* Kk 000 * x x

GIl-Normal GIlI-CP 2mg/kg p.c. 10mg/kg p.c50mg/kg p.c. Cont. NIT

Nitensidina A
Il cCarcinoma Micro Invasivo

Il cCarcinoma Invasivo

Legenda: Distribui¢do da porcentagem do tipo de carcinoma micro-invasivo e invasivo entre 0s grupos
tratados com o alcal6ide nitensidina A e 0s grupos controles. A analise estatistica foi realizada pelo teste
one-way ANOVA com poés-teste de Tukey (todos os grupos vs grupo controle positivo (CP) —
4NQO+DMSO 1%); carcinoma micro-invasivo: * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 e invasivo: ° p<0,05; ©
p<0,01; °° p<0,001; comparagdo entre as concentragdes: a p<0,05 aa p<0,01 aaa p<0,001 em
comparacdo a 2 mg/kg p.c. de nitensidina A; b p<0,05 bb p<0,01 bbb p<0,001 em comparagdo a 10
mg/kg p.c. de nitensidina A.
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No presente estudo, observamos que nenhum grupo estudado apresentou
carcinoma in situ e que as duas maiores doses do alcal6ide nitensidina A, 10 e 50 mg/kg
p.c. demonstraram 66,44%z+0,58 e 56,76%+0,60 de carcinoma (micro-invasivo e
invasivo), respectivamente. A menor dose (2 mg/kg p.c.) do composto nitensidina A
apresentou apenas porcentagem de carcinoma invasivo (33,11+0,57), e ndo demonstrou
nenhum animal com carcinoma micro-invasivo, demonstrando diferenca estatistica
significativa quando comparados ao grupo controle positivo (16,67%z=0,55).

O prognostico dos pacientes diagnosticados com CEC oral é fortemente
relacionado ao tamanho do tumor e com a invasdo dos tecidos circunvizinhos, assim
como a metéstase loco regional em linfonodos. Este aspecto pode ser observado quando
verificamos os parametros que estadiam progndéstico para este tipo de tumor. De fato, a
variavel T no sistema TNM da Organizacdo Mundial da Saude para CEC oral e de labio,
apresenta os trés primeiros niveis (T1, T2 e T3) detalhando tamanho do tumor e T4
caracteriza a invasdo dos tecidos circunvizinhos. O mesmo pode ser observado quando
analisamos a variavel N nesta mesma classificacdo, que detalha o processo de metastase
loco-regional tanto do ponto de vista ipsilateral, contralateral e bilateral, assim como o
tamanho desta metastase (3 ou 6 cm) (WHO, 2005).

Em nosso trabalho, analisamos se houve invasdo muscular, glandular ou no

tecido adiposo (figura 33).
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Figura 33: Tipos de Invasdo
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Legenda: Distribuicdo da porcentagem de invasdo muscular, glandular e no tecido adiposo entre os
grupos tratados com o alcaldide nitensidina A e os grupos controles. A analise estatistica foi realizada
pelo teste one-way ANOVA com pos-teste de Tukey (todos os grupos vs grupo controle positivo (CP) —
4ANQO+DMSO 1%); invasdo muscular: * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001; tecido adiposo: ° p<0,05;
p<0,01; °° p<0,001; glandular: { p<0,05; 1 p<0,01; +11 p<0,001; comparagéo entre as concentracdes: a
p<0,05 aa p<0,01 aaa p<0,001 em comparacdo a 2 mg/kg p.c. de nitensidina A; b p<0,05 bb p<0,01 bbb
p<0,001 em comparacdo a 10 mg/kg p.c. de nitensidina A.

Podemos notar em nosso estudo, que as doses de 10 mg/kg p.c. (33,33%=0,57) e
50 mg/kg p.c. (28,57+0,51) de nitensidina A demonstraram maior nimero de animais
com invasdo muscular, assim como o grupo controle positivo (33,33%+0,57). Porém a
menor dose testada do alcaldide (2 mg/kg p.c.) demonstrou reducdo estatistica
significativa de invasdo muscular (20,00%z0,56) quando comparada ao grupo controle
positivo e as outras doses administradas via intraperitoneal. Apenas os grupos controle
positivo e 10 mg/kg p.c. apresentaram animais com invasdo em tecido glandular e este
ultimo também apresentou invasdo de tecido adiposo. Sorbo (2011) no modelo de
inducdo xenografico em camundongos nude BALB/c tratados com nitensidina A
(intratumoral), demonstrou que houve invasao tumoral nos tecidos circunvizinhos dos
animais, e que essa invasdo foi menor do que a evidenciada nos animais do grupo
controle negativo (animais apenas com tumor, sem tratamento), corroborando assim
com nossos resultados. A inibigdo farmacoldgica da motilidade celular pode beneficiar
o0 tratamento clinico, prevenindo a invasdo e metastase em Orgdos internos
(COLLISSON et al., 2003; MATSUDA et al., 2011)
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O estudo de Favero e colaboradores (2010) que teve como objetivo,
correlacionar a infiltracdo perineural e o padrdo de invasdo muscular em carcinoma
epidermdide avancado de boca e orofaringe, com a evolucao dos pacientes submetidos a
tratamento cirdrgico, demonstrou que dos 33 casos, 84,9% apresentaram invasao
muscular, demonstrando a grande importancia deste padrdo de invasdo na anédlise
histolégica dos CEC orais em nossos dados. Embora nosso estudo fora realizado em
animais atraves do modelo experimental de carcinogénese induzida por 4NQO, nosso
resultados demonstram paralelismo claro com os observados pelos autores supracitados,
mais ainda quando consideramos que nosso estudo primou pela analise nos momentos
iniciais do desenvolvimento tumoral, com nosso sacrificio ocorrendo com 16 semanas
de tratamento.

Outras metodologias demandam sacrificios em momentos mais avancados do
desenvolvimento tumoral, com eutanasias realizadas apds 32 semanas ou mais. Mas
também devemos levar em consideracdo que os tumores observados neste modelo de
estudo ocorrem com maior frequéncia na lingua dos animais, onde o tecido muscular se
faz presente em grande monta.

A figura 34 nos apresenta area de carcinoma epidermdide invasivo.
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Figura 34: Andlise Histoldgica — Carcinoma epidermoéide invasivo

Legenda: Fitomicrografias de lingua (Hematoxilina & Eosina). Grupo tratado com 2 mg/kg p.c. de
nitensidina A. A) Fitomicrografia em aumento de 2,5x, apresentando a regido onde observamos o
carcinoma epidermoéide detalhado em B e C em maiores aumentos; B) aumento de 10x — massa
neopldsica no interior do conjuntivo, acima do tecido muscular esquelético; C) aumento de 20x — observe
a disqueratose (seta), hipercromatismo nuclear e pleomorfismo.

O processo de carcinogénese induzida por 4NQO demonstra lesbes epiteliais
hiperplésicas (acantose e hiperqueratose), sendo correlacionada com o desenvolvimento
do processo neoplasico associado a exposigdo ao carcindgeno. Lesdes definidas por
acantose relacionam-se ao aumento da espessura da epiderme e lesdes como a
hiperqueratose, associam-se ao espessamento da camada mais externa da epiderme
(estrato cdrneo), muitas vezes com presenca de uma quantidade anormal de queratina e
geralmente acompanhada por um aumento na camada granular (TANGA et al., 2014).

Nosso estudo ndo apresentou diferenga entre 0s grupos nesta analise. Entretanto,
analisamos toda a lingua, desde o apice até a base. Como a lingua apresenta diferencas
de espessura e queratinizacdo conforme a regido que é analisada, este aspecto pode ter
sido diluido na analise, perdendo forca estatistica.
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A figura 35 demonstra a relacdo entre as lesdes epiteliais encontradas em nosso
estudo.

Figura 35: Relacdo entre as lesdes Acantose e hiperqueratose
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Legenda: Classificagdo das lesdes epiteliais hiperplasicas: Acantose e Hiperqueratose. No eixo Y do
grafico, apresentamos a codificacdo utilizada para a andlise estatistica. Analise do epitélio: O=atrofia
epitelial; 1= epitélio normal; 2 = Acantético. Analise do estrato cérneo: 0 = auséncia da camada de
queratina; 1= camada queratina normal; 2 = hiperqueratose. A analise estatistica foi realizada pelo teste
two-wayANOVA com pds-teste de Bonferroni (todos os grupos vs grupo controle normal).

Né&o observamos diferencas estatisticas significantes entre os grupos em relacao
a presenca de acantose e hiperqueratose em comparacdo ao grupo controle normal.
Todos os grupos demonstraram presenca de regides de epitélio e estrato corneo normais
fora das areas de carcinoma. Neste ponto, convém salientar que as linguas dos animais
foram inteiramente incluidas no processamento, sendo seccionadas a cada 3 mm e todos
os cortes foram analisados. Qualquer regido contendo acantose ou hiperqueratose foi
registrada. Processos acantoticos ou hiperqueratoticos também surgem em resposta a
estimulos cronicos ou processos inflamatorios persistentes. A figura 36 demonstra

histologicamente regides com acantose e hiperqueratose.
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Figura 36: Andlise Histoldgica: Acantose e Hiperqueratose

Legenda: Lingua (Hematoxilina & Eosina). Grupo tratado com 50 mg/kg p.c. de nitensidina A. A)
aumento de 2,5x,detalhe que identifica a regido observada em B; B) aumento de 10x — presenca de
acantose (seta vermelha) e hiperqueratose (seta amarela).

A presenga de reposta inflamatdria em processos oncogénicos é relatada na
literatura como relacionada com parte do processo de combate ao tumor ou como um
mecanismo tumoral para auxiliar na producédo de vasos para seu suprimento sanguineo.
Nosso estudo classificou a intensidade e o tipo da resposta inflamatéria. Para
intensidade de inflamacdo classificamos em leve, moderada e forte e para tipo de
inflamacdo classificamos em aguda, cronica e mista. A figura 37 demonstra 0s
resultados das analises de intensidade e tipo de resposta inflamatoria nos diferentes

grupos analisados.

Figura 37: Relacéo entre intensidade e tipo de inflamacéo.
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Legenda: Classificacdo da intensidade de inflamag&o: 1 = leve; 2 = moderada e 3 = forte. Classificagdo
do tipo de inflamagdo: 1 = aguda; 2 = crbnica e 3 = mista. A analise estatistica foi realizada pelo teste
two-way ANOVA com pés-teste de Bonferroni (todos os grupos vs grupo controle normal) * p<0,05 **
p<0,01 *** p<0,001.

O grupo normal apresentou intensidade de inflamacéo leve. Os grupos tratados
com nitensidina A nas trés doses testadas apresentaram resposta inflamatdria de leve a
moderada, demonstrando diferenca estatistica significativa quando comparadas ao
grupo controle normal. A menor dose testada (2 mg/kg p.c.) foi o que apresentou maior
intensidade da resposta inflamatdria, isso pode estar relacionado com a diminuicdo do
namero de carcinomas encontrados nesse grupo.

Em relacdo ao tipo de resposta inflamatéria, todos os grupos demonstraram
resposta eminentemente cronica, exceto o grupo controle positivo que tendeu a
apresentar reposta do tipo mista. A relacdo do tipo de inflamagdo em nosso estudo nédo
demonstrou diferenca estatistica significativa em nenhum dos grupos avaliados, quando
comparados ao grupo controle normal. A figura 38 mostra histologicamente regides

com inflamacao.
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Figura 38: Intensidade e Tipo de Inflamacéo.

Legenda: Lingua (Hematoxilina & Eosina). Grupo tratado com 50 mg/kg p.c. de nitensidina A. A)
Regido da lingua onde observamos o detalhe em B - Inflamatério Cronico/Leve (2,5x); B) Inflamatério
Crénico/Leve (10x); C) Regido da lingua onde observamos Inflamatdrio Cronico/Moderado detalhado em
D (2,5x); D)Inflamatério Cronico/Moderado (10X); E) regiao da lingua onde observamos Inflamatério
Misto/Forte e Carcinoma Invasivo Muscular, detalhados em F e G; F) Inflamatério Misto/Forte e
Carcinoma Invasivo Muscular (10x) e G) Inflamatdrio Misto/Forte e Carcinoma Invasivo Muscular (20x).
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Também analisamos a presenca de espongiose, que sdo ninhos de células
inflamatoria no interior do epitélio, neutréfilos ou células mononucleares, e a presenca
de reacdo liquendide, que é o processo de ataque de células inflamatdrias cronicas ao
epitélio assemelhando-se ao evidenciados em Liquen Plano (PINKUS, 1973).

A figura 39 demonstra os resultados obtidos em relacdo a espongiose e reagdo

liquendide.

Figura 39: Relacao entre espongiose e reagdo liquendide.
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Legenda: Classificacdo das alteracfes inflamatdrias: espongiose e reagdo liquendide. 0= ausente; 1=
presente; 2 = mais de uma reacéo liquendide no mesmo animal. A analise estatistica foi realizada pelo
teste two-wayANOVA com pos-teste de Bonferroni (todos os grupos vs grupo controle normal) * p<0,05
** p<0,01 *** p<0,001.

Podemos observar que em relacdo a espongiose apenas o grupo controle positivo
e nitensidina A nas doses de 10 mg/kg p.c. e 50 mg/kg p.c. apresentaram pequenas areas
com essa alteracdo inflamatéria, mas que ndo foram diferente estatisticamente.

As trés doses de nitensididina A, demonstraram presenca de reacdo liquendide
com maior prevaléncia no grupo tratado com nitensidina A na dose 2 mg/kg p.c.
apresentando diferenca estatistica significativa em relacdo ao grupo controle normal. A
alteracdo inflamat6ria encontrada nos animais pertencentes ao grupo tratado com o
alcaldide nitensidina A na menor dose (2mg/kg p.c.) por estar relacionada com a
diminuicdo do numero de carcinomas encontrados também nesse grupo, ou seja, uma

vez que a ulceragdo da superficie permite o desenvolvimento de processos infecciosos
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que sdo combatidos pelo sistema imunoldgico ou mesmo pela presenga de maior
resposta inflamatéria associada a tumores malignos.

Nos altimos anos, estudos vem demonstrando que a resposta imune normal do
corpo ajuda na protecdo contra cancer. Células tumorais variantes com uma exposi¢do
reduzida ao ataque imune podem derrotar a vigilancia imunoldgica, e o processo da
progressao tumoral ao que se pensa inclui mudancas herdaveis que reduzem a
antigenicidade do tumor, sendo assim, oncologistas estdo aprendendo a manipular a
resposta imune para intensificar o ataque em tumores especificos, permitindo que as
células tumorais possam ser eliminadas como se fossem tecido estranho (ALBERTS,
2010). A presenca de infiltrado inflamatério é controversa, mas associa-se a melhor
prognostico (inflamacdo combatendo o cec), por vezes o tumor libera fatores que atraem
células de defesa que auxiliam o tumor em aspectos como a invasdo ou a producéo de
NoVoS vasos que O sustentam, dessa maneira estudos mais aprofundados podem ser
realizados para confirmar a suposi¢do de que a dose de 2 mg/kg p.c. de nitensidina A
teve influencia na reducdo do numero de carcinoma encontrado em nosso estudo.

A figura 40 demonstra imagens histoldgicas de regifes com espongiose e reacao

liquendide.
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Figura 40: Espongiose e Reacédo Liquendide.

Legenda: Lingua (Hematoxilina & Eosina). Grupo tratado com 10 mg/kg p.c. de nitensidina A (A e B);
grupo controle positivo (C e D). A) regido onde verificamos a presenca de espongiose (2,5x) em detalhe
em B; B) Espongiose (10x). C) regido onde verificamos a presenca de regido liquenoide (2,5x), detalhe na
fotomicrografia D; D) Regi&o Liguendide (10x).

O 4NQO é considerado um potente agente mutdgeno e carcinogénico,
demonstrado por diversos estudos, onde ha inducdo de carcinomas de células
escamosas, adenocarcinomas, fibrossarcomas, linfomas e papilomas, em cobaias,
coelhos, hamsters e ratos, assim como lesdes neoplasicas na cavidade oral (ENDO &
SUGIMURA, 1971; TANAKA, 1995), ainda 0 4NQO possui atividade mutagénica em
salmonella typhimurium (MCCANN et al., 1975). Em nosso trabalho, conseguimos
induzir a carcinogénese através da exposicdo ao 6xido de 4-Nitroquinolina (4NQO) de
maneira eficaz em todos 0s grupos expostos a este carcindgeno, resultados semelhantes
foram obtidos por Grawish e colaboradores (2011), que utilizaram 20 ppm de 4NQO
por 8 semanas e Mehdipour e colaboradores com a utilizacdo 30 ppm de 4NQO por 12
semanas. Estudos relatados por Ribeiro e colaboradores (2014), Jesus e colaboradores

(2014) e Ribeiro e colaboradores (2015) verificaram os estagios de carcinogénese
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lingual na fase de iniciagdo (12-4% semana) e promocgao (5%-8% semana) com a exposi¢ao
dos animais por 20ppm de 4NQO durante 8 semanas, demonstrando assim semelhanca
com nossos resultados nos quais os animais foram expostos a dosagem de 25 ppm por 8
semanas consecutivas.

Quando avaliamos as analises macroscopicas, a menor dose testada do alcaldide
guanidinico nitensidina A (2 mg/kg p.c.) nos chamou a atengdo, pois em relacdo ao
numero de lesBes e especificamente ao aparecimento das placas brancas (lesbes mais
frequentes), notamos que quando comparadas com as maiores doses administradas
houve diminuigéo, sendo diferente estatisticamente do grupo controle positivo (placas
brancas). A menor dose administrada via intraperitoneal nos animais (2 mg/kg p.c.), ndo
demonstrou ulceracdo e presenca de papula. O numero de nédulos encontrados também
apresentou diminuicdo estatistica significativa, quando comparados ao grupo controle
positivo.

Os dados microscépicos corroboraram com as analises macroscopicas. A dose
de 2 mg/kg p.c. de nitensidina A novamente demonstrou um efeito expressivo, pois
apresentou reducdo estatistica significativa em comparacdo ao grupo controle positivo
na porcentagem de displasia analisada. Além disso, esta concentracdo de nitensidina A
também foi capaz de reduzir a porcentagem de carcinomas micro-invasivos em relagdo
ao grupo controle positivo (com diferenca estatistica significativa). Do mesmo modo,
observamos reducdo, estatistica significativa, da porcentagem de tumores malignos que
apresentaram invasdo muscular quando comparamos com 0 grupo controle positivo.
Esta menor capacidade de invasdo também pode ser observada quando comparamos a
presenca de invasdo de tecido adiposo e glandular onde nenhum animal tratado com
nitensidina A (2 mg/kg p.c.) apresentou este tipo de invasao.

Os tratamentos com nitensidina A, nas concentraces de 10 e 50 mg/kg p.c.
aumentaram o nimero de CECs (micro-invasivos e invasivos somados), em comparagao
ao grupo controle positivo e a menor dose administrada. Também propiciaram maior
presenca de processos invasivos quando comparadas ao grupo controle positivo, a dose
de 10 mg/kg p.c. apresentou invasdo muscular e glandular, e a maior dose teve maior
porcentagem de invasdo muscular, aproximadamente 10% a mais que dose de 2 mg/kg
p.c.

Devemos levar em consideragdo que nosso estudo analisou o efeito sistémico da

nitensidina A sobre o desenvolvimento dos tumores malignos (tratamento
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intraperitoneal), diferentemente do estudo anterior realizado por Sorbo e colaboradores
(2011), onde foi analisado o efeito direto do composto nitensidina A sobre o tumor
maligno (tratamento intratumoral), mas que, assim como em nosso estudo, nitensidina
A também apresentou resultados significativos na reducdo tumoral.

Por fim, quando analisamos os dados macroscépicos e microscopicos em nosso
estudo, podemos sugerir que o alcaldide guanidinico nitensidina A no modelo de
inducdo da carcinogénese através do 4NQO, foi capaz de interferir no processo de
oncogénese tumoral (promocéo), na menor dose testada (2 mg/kg p.c.), pois demonstrou
resultados promissores para futuras investigacfes desse composto como um possivel
agente antitumoral.

Sendo assim, podemos concluir que o aumento de apoptose/necrose observado
em cultura de células pode ter influenciado no desenvolvimento dos CECs na menor
dose testada in vivo. Mas este efeito parece ter se dissipado quando as concentragdes
foram aumentadas. Por outro lado, a maior presenca de resposta liquendide no grupo
nitensidina A (2 mg/kg p.c.) denota maior resposta celular ao tecido epitelial, fator que
pode ter influenciado no combate as lesdes malignas. Estudos mais aprofundados
deverdo ser realizados para avaliar a possivel atividade de nitensidina A frente a

processos inflamatorios.

4.2.4. Avaliagdo do Indice Mitético

A fracdo de crescimento ou capacidade proliferativa é importante na evolucao do
cancer. O indice mitético é um importante componente de todos os sistemas de
estadiamento histoldgico. A tabela 5 relaciona-se a porcentagem de indice mitético de

carcinoma in situ, micro invasivo e invasivo.
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Tabela 5: Avaliacio do indice Mit6tico

Carcinoma Carcinoma Micro
In Situ Invasivo Carcinoma Invasivo
G I - Normal 0 0 0
GIl-CP 0 2 1.045
G 1 - 2 mg/kg p.c. 0 2.5 2.83
G IV - 10 mg/kg p.c. 0 2.87 4
G V - 50 mg/kg p.c. 0 1.165 2.66
G VI - Cont. Nit. A 0 0 0

Legenda: As analises do indice mitético foram realizadas nos grupos controles e nos tratamentos com o
composto nitensidina A.

O grupo controle positivo demonstrou indice mitético de 1,0 (média em 10
campos de 40x) nos carcinomas invasivos. Os grupos tratados com 0 composto
nitensidina A apresentaram valores 2,83; 4,0 e 2.66, respectivamente para 2 mg/kg p.c.,
10 mg/kg p.c. e 50 mg/kg p.c. O indice mitético do carcinoma micro invasivo foi
observado também nos tratamentos com o composto nitensidina A e no grupo controle
positivo.

Segundo Bernardi e colaboradores (2009) a diminuicdo do indice mitético e
outras caracteristicas histolégicas conferem ao tumor aspectos menos invasivos e
proliferativos, em nosso estudo ndo houve diminui¢do do indice mitético em nenhuma
das concentracOes tratadas com o alcaldide nitensidina A, quando comparadas ao
controle 4NQO, corroborando assim com as caracteristicas de invasdo demonstradas
anteriormente.

O indice mitdtico foi calculado pela média de niUmero de mitoses em dez campos
distintos (40 x) na &rea mais proliferativa e é correlacionado com a velocidade de
proliferacdo celular (POPIOLEK et al., 2004). Nao foi possivel realizar a analise
estatistica, pois o indice mitotico é realizado apenas nos animais que apresentaram
carcinoma.

A razéo necrose/tumor foi analisada pela presenca ou auséncia de area necratica.
Nos resultados avaliados, ndo houve nenhuma area de necrose.

Dessa maneira, podemos sugerir que nitensidina A ndo alterou o indice mitético

intra-tumoral nos tumores induzidos por 4NQO.
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4.2.5. Parametros Bioquimicos

4.25.1. Glicemia

A concentracdo de glicemia (figura 41) presente no sangue dos animais foi
determinada polo método da glicose-oxidase (TRINDER, 1969):

A glicose oxidase catalisa a oxidacdo da glicose a &cido glucénico e H202. O
H202 formado reage com 4-aminoantipirina, sob acdo catalisadora da peroxidase
formando uma antipirilquinonimina (vermelha), com absor¢do em 505 nm

proporcionalmente a concentracdo da glicose na amostra.

Figura 41: Glicemia (mg/dL)
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Legenda: Glicemia (mg/dL) dos ratos tratados (2, 10 e 50 mg/kg p.c.) com o composto nitensidina A, e
ndo tratados (normal e veiculo). Resultados estdo expressos como a média e erro padrdo (MzEP),
analisados por one-way ANOVA com pos-teste de Tukey. Todos 0s grupos vs grupo controle positivo —
CP (4NQO+DMSO 1%).

O valor de glicemia dos animais, demonstrou uma tendéncia em aumentar nos
tempos 0 e 2 (até 2 meses de exposicdo ao 4NQO). Nos tempos 3 e 4 (tratamento com 0
composto) houve uma tendéncia contraria (queda no valor glicémico) desses animais,
porém ndo houve diferenca estatistica. Esses dados foram observados em todos os
grupos experimentais, portanto, nem o0 composto carcinogénico, nem 0 composto
estudado nitensidina A, demonstraram efeito sobre os niveis glicémicos dos animais, e

estas variacOes podem ser atribuidas a varia¢Ges intrinsecas a espécie de estudo.
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4.2.5.2. Toxicidade Renal — Uréia e Creatinina

A hidrolise da ureia catalisada pela urease produz ions aménio e CO2. Os ions
amonio reagem com salicilato e hipoclorito de s6dio em meio alcalino na presenca do
catalisador nitroprussiato de sodio, formando o azul de indofenol, o qual é monitorado
espectrofotometricamente em 600 nm.

Foi observado (figura 42A) que houve uma leve diminuicdo dos niveis de ureia
nos grupos tratados com o composto nitensidina A apds o termino da exposicdo dos
animais ao 4NQO, permanecendo até o final do tratamento. Essa diminuicdo também se
mantém no grupo controle positivo, porém ndo houve nenhuma diferenca estatistica.

A creatinina é o produto da degradacdo da fosfocreatina no musculo. Através da
determinacédo (concentracdo) de creatinina no sangue podemos avaliar a capacidade da
funcdo renal. Quando os niveis de creatinina foram analisados (figura 42B) foi
observado que os animais do grupo normal tiveram seus niveis de creatinina crescentes
apo6s os tempos analisados. Os grupos tratados com o alcaldide nitensidina A, nas
menores concentracbes (2 e 10 mg/kg p.c.), apesar de ndo apresentar diferenca
estatistica, demonstraram uma tendéncia na reducdo dos niveis de creatinina a partir do

primeiro més de tratamento.
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Figura 42: Ureia e Creatinina
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Legenda: Ureia (A) e creatinina (B) dos ratos tratados (2, 10 e 50 mg/kg p.c.) com o composto
nitensidina A, e ndo tratados (normal e veiculo). Resultados estdo expressos como a média e erro padréo
(M+£EP), analisados por one-way ANOVA com pos-teste de Tukey. Todos 0s grupos vs grupo controle
positivo — CP (4ANQO+DMSO 1%).

4.2.5.3. Toxicidade Hepatica — AST/ALT/ALP

A atividade da Aspartato aminotransferase (AST), foi verificada por meio do
método cinético na regido ultravioleta do espectro (BERGMEYER, 1977). A AST
catalisa a transferéncia do grupo amino do aspartato para o alfa-cetoglutarato com
formacdo de glutamato e oxalacetato. O oxaloacetato é reduzido & malato sob acéo
catalisadora da malato desidrogenase (MDH), a0 mesmo tempo em que a coenzima
NADH é oxidada a NAD+. Ocorrendo a diminuicdo da absorvancia em 340 nm, a qual

é diretamente proporcional a atividade da AST na amostra. A figura 43A demonstra a
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atividade da AST, onde nota-se ligeira queda nos niveis dos animais pertencentes ao
grupo controle positivo.

A atividade da enzima Alanina aminotransferase (ALT), foi determinada pelo
método cinético UV (WROBLENSKI & LADUE, 1956), onde a ALT catalisa a
transferéncia do grupo amino da alanina para o alfa-cetoglutarato com a formacéo de
glutamato e piruvato. O piruvato é reduzido a lactato sob agdo catalisadora da lactato
desidrogenase (LDH), enquanto que a coenzima NADH é oxidada a NAD+. A
diminuicdo da absorvancia em 340 nm, em funcdo do tempo, devido a oxidacdo da
NADH, é diretamente proporcional a atividade da ALT na amostra. Na figura 43B foi
possivel observar claramente que, em todos 0s grupos no tempo 0, a atividade da ALT
estava mais elevada, e que nos tempos seguintes essa atividade caiu também para todos
0S grupos.

A atividade da Fosfatase alcalina (ALP) foi demonstrada pelo método
colorimétrico (SCANDINAVIAN, 1974), onde a fosfatase alcalina do soro, em meio
alcalino, hidrolisa o p-nitrofenilfosfato, liberando p-nitrofenol e fosfato inorganico. A
quantidade de p-nitrofenol produzida € monitorada em 405 nm e é diretamente
proporcional a atividade da fosfatase alcalina na amostra. Os resultados da atividade da
ALP estdo demonstrados na figura 43C, onde observa-se que as menores concentracoes
do composto nitensidina A (2 e 10 mg/kg p.c.) houve uma diminuicdo da atividade ap6s
o inicio do tratamento.

Em nenhuma das enzimas analisadas, AST, ALT e ALP foi observado diferenca

estatistica significante.
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Figura 43: Atividade das enzimas AST/ALT/ALP
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Legenda: Atividade das enzimas dos ratos tratados (2, 10 e 50 mg/kg p.c.) com o composto nitensidina
A, e ndo tratados (normal e veiculo). A) AST (UL); B) ALT (UL) e C) ALP (UL). Resultados estdo
expressos como a média e erro padrdo (MzEP), analisados por one-way ANOVA com pds-teste de
Tukey. Todos os grupos vs grupo controle positivo — CP (ANQO+DMSO 1%).
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4.2.5.4. Niveis de malondialdeido (MDA) — Figado/Estdmago/Rim/Coragao e
Plasma

O principio deste método consiste na reagdo do MDA com o &cido tiobarbitdrico
(TBA), determinando assim biomarcadores relacionados ao estresse oxidativo. O MDA
no figado, estbmago, rim e coracdo foi determinado espectrofotometricamente em 535
nm e a concentragdo de MDA no plasma foi determinada fluorimetricamente em
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 510 e 553 nm, respectivamente.

Os resultados estdo expressos nas figuras 44 e 45, onde se demonstra as
concentragfes de MDA nos 6rgdos e no plasma dos animais, respectivamente. Foi
observado que, em nenhum 6rgéo analisado e no plasma, houve diferenca significativa
entres 0s grupos de animais, ndo evidenciando nenhuma alteracdo relacionada ao

estresse oxidativo.

Figura 44: Concentracdo de MDA nos 6rgaos (umol/g de tecido)
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Legenda: Concentracdo de MDA (umol/g de tecido) no figado (A); estdmago (B); rim (C) e coragéo (D)
dos ratos tratados (2, 10 e 50 mg/kg p.c.) com o composto nitensidina A, e ndo tratados (normal, veiculo e
grupo 4NQO). Os resultados estdo expressos como a média e erro padrdo (M+EP), analisados por one-
way ANOVA com pés-teste de Tukey. Todos 0s grupos vs grupo controle positivo — CP (4ANQO+DMSO
1%).

Figura 45: Concentracdo de MDA plasmatico
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Legenda: Concentracdo de MDA plasmatico dos ratos tratados (2, 10 e 50 mg/kg p.c.) com o composto
nitensidina A, e ndo tratados (normal, veiculo e grupo 4NQO). Os resultados estdo expressos como a
média e erro padrdo (M=EP), analisados por one-way ANOVA com poés-teste de Tukey. Todos os grupos
vs grupo controle positivo — CP (4NQO+DMSO 1%).
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Oxido de 4-Nitroquinolina (4NQO) é um poderoso carcinégeno quimico cuja
acdo cancerigena inicia-se pela reducdo enzimatica do seu grupo nitro.4-Nitroquinolina
1-6xido (KITANO, 2000; NAGAO & SUGIMURA 1976).

Estudos realizados por Viswanadha e colaboradores (2011) foram realizados
para avaliar a hepatotoxicidade e toxicidade renal em animais expostos ao 4NQO (20
ppm por 8 semanas) tratados com Spirulina, e observaram o efeito protetor de Spirulina
contra o figado e danos nos rins causados pela possivel toxicidade acarretada pelo
4ANQO. Esses dados foram antagbnicos aos dados encontrados em nosso experimento,
onde ndo observamos nenhuma alteragao significativa entres os grupos avaliados.

Entretanto, podemos sugerir que o alcaldide guanidinico nitensidina A néo
demonstrou toxicidade hepéatica e renal, e ainda ndo alterou os padrées dos
biomarcadores relacionados ao estresse oxidativo nos orgédos (figado, estdmago, rim e
coracdo) e plasma dos animais avaliados, visto que o grupo de animais sem exposi¢do
a0 4NQO e tratados com nitensidina A por 8 semanas (50 mg/kgp.c.) via intraperitoneal
(Cont. NIT), ndo demonstrou diferenca estatistica quando comparados aos animais do
grupo normal (animais sem 4NQO e sem nitensidina A), mantendo o mesmo perfil em

todos os parametros avaliados.

4.2.6. Ensaio do Cometa

Em relacdo a andlise da genotoxicidade, foram avaliados danos causados no
DNA das células sanguineas dos animais expostos ao 4NQO (controles e tratados com
nitensidina A) e animais sem exposicdo ao agente carcin6geno (normal e controle
nitensidina A), antes (tempo 0), durante (tempo 1 — 1 més de exposi¢cdo ao 4NQO) e
depois (tempo 2 — 1 més de tratamento com o alcaldide) da realizacdo dos
experimentos. As porcentagens de danos ao DNA foram avaliadas pelo Tail Moment e

0s resultados estéo descritos na figura 46.
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Figura 46: Ensaio do Cometa
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Legenda: Avaliagdo da genotoxicidade por meio da porcentagem de Tail Moment. Os resultados estdo
expressos como média + erro padrdo (M£EP). A andlise estatistica foi realizada pelo teste de Kruskal-
Wallis com pos test de Dunn’s (todos os grupos vs grupo controle positivo (CP) — 4ANQO+DMSO 1%);
tempo 1: * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001; tempo 2: ° p<0,05; ® p<0,01; °° p<0,001; GI-Normal vs Cont.
NIT (tempo 2): a p<0,05 aa p<0,01 aaa p<0,001.

Observamos em nosso estudo que ndo houve genotoxicidade no tempo O.
Quando analisamos o0 tempo 1, animais que foram expostos ao agente carcinogénico
4ANQO durante um més, e o tempo 2, animais que foram expostos ao 4NQO por dois
meses e tratados com nitensidina A durante 1 més, notamos que houve genotoxicidade
tempo resposta em todos 0s grupos, exceto o grupo normal. Dessa maneira aludimos
que o composto testado nitensidina A mostrou-se genotoxico nos dois tempos avaliados,
assim como o grupo controle positivo. Esses resultados corroboram com os dados
analisados por Sorbo e colaboradores (2011), visto que no modelo xenografico de
inducdo tumoral em camundongos nude Balb/c, tratados com nitensidina A também
houve genotoxicidade nos grupos estudados.

Vale salientar que o grupo controle nitensidina A, embora tenha apresentado
perfil genotoxico no tempo 2 (11,2+2,7), demonstrou que houve diminuigdo
significativa nos dois tempos analisados quando comparados ao grupo controle positivo
(tempo 1: 17,7+2,2 e tempo 2: 29,2+2,8). O grupo controle nitensidina A (50 mg/kg
p.c.) ndo foi exposto ao agente carcinogénico 4NQO, assim como o0 grupo normal,
porém demonstrou diferenca estatistica significativa no tempo 2, aumento de

genotoxicidade (GI-Normal x Cont NIT).
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Estudos realizados em nosso laboratorio demonstraram que o alcalbide
nitensidina A apresentou genotoxicidade em celulas de céancer cervical imortalizadas
pelo HPV-16 (SiHa) e ndo imortalizadas (C-33A). Dessa maneira, 0s dados in vitro
corroboram também com os dados obtidos quando avaliamos o tratamento com
nitensidina A no modelo de inducdo da carcinogénese por 4ANQO, demonstrando perfil
genotdxico desse composto.

De fato, essa relacdo entre a genotoxicidade de um determinado composto, pode
ser abordada de uma maneira positiva, visto que esse dano no DNA pode induzir a
célula a morte, ou até mesmao, visto que danos observados através do ensaio do cometa,
como em nosso estudo, podem ainda ser reparados por uma maquinaria especifica
responsavel por esses processos. Diversos estudos vém sendo conduzidos para a
utilizacdo de farmacos que tenham como mecanismo de acao a ligacdo ao DNA ou que
se intercalem seletivamente neste, induzindo sinais intracelulares que levam as células
tumorais a morte por apoptose (HAVELKA et al., 2007; WHEATE et al., 2007). A
vincristina e a camptotecina sdo alcal6ides naturais, que vem sendo utilizados na
Oncologia por interferir na desorganizacdo de microtubulos e inibir a topoisomerase |,
respectivamente (COSTA et al., 2008; SIRIKANTARAMAS et al., 2007).

Estudos na literatura indicam que diferentes metabdlitos secundarios, tais como
flavondides e alcaldides, amplamente utilizados nos Ultimos tempos, podem ser
potencialmente genotdxicos (SCHMITTA et al., 2003). Os mecanismos envolvidos que
explicam a clastogenecididade e/ou interacdo com o DNA ndo estdo totalmente
elucidados. A seguranca ou toxicidade da utilizacdo destes compostos estdo
relacionados ao tempo de exposicdo e a dose utilizada administrada (SCHMITTA et al.,
2003). O dano ao DNA, tanto por agentes quimicos como fisicos, pode ser avaliado em
varios tipos celulares por meio de analises citogenéticas (aberracfes cromossdmicas,
troca entre cromatides irmds, formacdo de micronicleo) e bioquimicas (teste do
cometa). Para a avaliagdo dos niveis de dano no DNA, existem algumas técnicas
disponiveis. A eletroforese de células isoladas (teste do cometa), por exemplo, de
células epiteliais humanas, nos permite avaliar o indice de danos no DNA.

Os cometas podem ser classificados por imagem computacional em diversas
categorias, com base no comprimento de migracdo e na proporc¢éo relativa de DNA na
cauda, atribuindo-se caracteristicas a cada classe de migracdo. O dano ao DNA, no

ensaio do cometa pode ser induzido por drogas, radiacfes e substancias inorganicas. A
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exposicdo do DNA ao estresse oxidativo leva a mais de 20 diferentes tipos de dano
(produzindo bases nitrogenadas oxidadas) (COSTA et al., 2001). O dano mais comum
as purinas é a formacédo do produto oxidado 8-o0x0-dG, o qual é usado para avaliacdo de
ensaios a0 DNA (BARZILAI & YAMAMOTO 2004).

O Oxido de Nitroquinolina (4NQO) é uma quinolina derivada que reage com
peroxido de hidrogénio incorporado a um radical nitro, e a redugdo enzimatica desse
grupo nitro juntamente com a formacdo de um composto intermediario, o 4-
hidroxiaminoquinolona-N-oxido (4HAQO) pode estar relacionada aos seus efeitos
carcinogénicos (HENRIQUES et al., 2011). Ocorre a inducdo de estresse oxidativo
intracelular com a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) induzidas pelo
4HAQO (KANOJIA & VAIDYA, 2006), como os radicais superoxido e peroxido de
hidrogénio, que podem ser os responsaveis pela inducdo de mutacbes em bases
nitrogenadas do DNA, por aberra¢cdes cromossdémicas e também por quebras e/ou trocas
de cromatina (TANAKA, 2002). O 4NQO pode induzir lesdes no DNA normalmente
corrigidas pelo reparo de excisdo de nucleotideos, pode ainda induzir o estresse
oxidativo intracelular resultante de mutacdes (rupturas da cadeia do DNA), esses efeitos
sdo semelhantes as alteracfes genéticas induzidas pelo tabaco, tornado assim possivel a
correlacdo entre 4NQO e tabaco (VITALE-CROSS et al., 2009). O 4NQO pertence a
classe dos compostos hidrocarbonetos policlinicos aromaticos (HPA). Os HPA
encontram-se presentes em uma classe de compostos que apresentam grande potencial
carcinogénico, sendo promotores de tumores (ROJAS et al., 1999), manifestando-se
geralmente através da formacdo de adutos de DNA, que se ndo reparados resultam em
mutacdes permanentes, iniciando assim o0 processo de formacdo da carcinogénese.Seus
efeitos carcinogénicos podem estar relacionados a reducdo enzimatica do grupo nitro
presente em um dos anéis aromaticos, formando o composto 4-HAQO, interagindo por
sua vez com os residuos de guanina do DNA, havendo a substituicdo por uma
pirimidina, causando danos no material genético (FARIA, 2006), e sendo assim
considerado um agente mutagénico e genotoxico (VISWANADHA, 2011),
corroborando dessa maneira com nossos resultados, onde observamos que todos o0s
grupos expostos ao 4NQO demonstraram perfil genotoxico.

A figura 47 demonstra a medida de fragmentacdo do DNA na cauda distante do

nucledide.
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Figura 47: Células do cometa

Legenda: Ensaio do cometa demonstrando os niveis de dano ao DNA na cauda. Tempo 1 - A) GI —
Grupo Normal; B) G Il — Controle Positivo; C) IV — Tratamento nitensidina A-2 mg/kg p.c. Tempo 2 —
D) GI — Grupo Normal; E) G Il — Controle Positivo; F) IV — Tratamento nitensidina A-2 mg/kg p.c.;

De acordo com Ferreira et al (2009), fracGes de P. nitens demonstraram efeito
genotoxico e mutagénico in vitro, Trandescantia pallida, podendo essas caracteristicas
serem atribuidas a presenca de alcaldides guanidino-terpénicos pteroginina,
pteroginidina e nitensidina A entre outros metabdlitos potencialmente ativos.

Nos experimentos in vivo, nitensidina A demonstrou reducdo tumoral no modelo
de inducdo da carcinogenese por 4NQO na menor dose testada (2 mg/kgp.c.).
Nitensidina A ndo demonstra alteracbes nos niveis de glicemia, toxicidade renal e
hepética e ainda nos padrdes de oxidagcdo nos 6rgdos e plasma analisados por meio do
ensaio de TBARS. Além disso, demonstrou perfil genotoxico, ou seja, dano no DNA
passivel de ser reparado.

Dessa maneira, podemos concluir que o alcaldide guanidinico nitensidina A,
apresentou resultados relevantes nos experimentos in vitro, e também nos experimentos
in vivo, podendo sugerir estudos mais aprofundados para este modelo de inducdo da
carcinogénese por 4NQO, na menor dose testada, para validar assim, seu possivel efeito

antitumoral contra carcinoma epidermdide de boca.
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5. CONCLUSOES:

Por meio da analise dos resultados obtidos em nosso estudo in vitro, podemos sugerir

que para as linhagens HSC-3 e HaCat, tratadas com o alcal6ide guanidinico nitensidina

A, extraido de Pterogyne nitens:

Houve citotoxicidade, em 24 horas de tratamento por meio do ensaio de SRB;
Nos experimentos Anexina V e exclusdo por fluorocromos, a morte celular
ocasionada demonstrou ser morte mista (apoptose precoce, tardia e necrose) nos
dois tempos de tratamento (12 e 24 horas);

A morte celular analisada pelo método do “TUNEL” demonstrou ser por
apoptose em 24 horas de tratamento;

N&o houve ativacdo da caspase-3 em nenhuma concentracédo testada (24 horas),
sugerindo, portanto, morte por apoptose independente de caspase;

Nitensidina A demonstrou perfil mutagénico através do teste do micronucleo em
24 horas de tratamento;

N&o houve aumento nas espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS);

Os ensaios de western blot sugerem que nitensidina A pode estar relacionada

com a via PI3K/AKT e que ndo promove ativacdo de caspase-3.

Por meio da andlise dos resultados obtidos in vivo, podemos sugerir que:

O modelo de inducdo por 4NQO foi efetivo, porém o tratamento realizado nos
animais com o composto nitensidina A demonstrou redugdo no processo de
carcinogénese, na menor dose testada (2mg/kg p.c.).

Nosso estudo demonstrou que no modelo de indugdo por 4NQO, tratados com
nitensidina A, houve invasdo dos tumores, ndo houve a diminuicdo do indice
mitotico e ndo obtivemos areas em necrose;

Os parametros bioquimicos: Glicemia, Ureia, Creatinina; as enzimas hepaticas
(AST, ALT e ALP), os niveis de MDA nos orgdos e no plasma dos animais nao

demonstraram nenhuma diferenca estatistica, sugerindo que 0 composto
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nitensidina A pode apresentar atividade local e nédo sistémica nos grupos tratados
para analise desses parametros.
e O composto nitensidina A apresenta perfil genotdxico demonstrado no ensaio do

cometa.
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