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RESUMO

LAISO, R.A.N. — MECANISMOS DE CITOTOXICIDADE DO COMPOSTO
FENOLICO POLIFUNCIONAL 4-FORMIL-2-METOXI-FENOLATO DE SODIO
(V6) EM CELULAS TUMORAIS E NORMAIS. 2011 115f. Dissertacdo de
Mestrado — Programa de Mestrado Profissional em farméacia da Universidade
Bandeirante de Sao Paulo, Sao Paulo, 2011.

A avaliacao dos mecanismos de citotoxicidade tem por funcao verificar a
seguranga de novas moléculas com potencialidade no tratamento de doencas,
em especial, na molécula V6, sua potencialidade contra o cancer e sua acao
citotdxica contra células normais. Para realizacao dos estudos de citotoxicidade
do composto V6 foram utilizadas células das linhagens tumorais de melanoma
humano (SKMEL-28) e de adenocarcinoma mamario murino (Ehrlich) , como
controle normal, fibroblastos normais humanos (FN1), células endoteliais
normais humanas (HUVEC - Human Umbilical Vein Endothelial Cells),. Os
testes foram realizados no Laboratério Patologia Experimental da Uniban e no
Laboratério de Bioquimica do Instituto Butantan. Os resultados mostraram que
o composto V6 apresentou [Cso, nas linhagens tumorais SKMEL-28 e
adenocarcinoma de mama murino respectivamente, 4,02 e 3,78 mg/mL,
enquanto os valores de ICsge nas linhagens humanas normais FN1 e HUVEC
foram respectivamente, 4,82 e 5,08 mg/mL. O tratamento com o composto
fendlico - V6 resultou no aumento significante na formacdo de radicais
peroxidados lipidicos . Os tratamentos das células tumorais de melanoma
humano SKMEL-28 e adenocarcinoma de mama murino mostraram efeitos
citotéxicos marcantes em todas as concentracdées do composto fenélico V6. Em
células normais, endoteliais e fibroblastos o tratamento como composto
fendlico V6 nao se mostrou com a mesma citotoxicidade, que em células
tumorais. Na linhagem de melanoma humano SKMEL-28 tratada com o
composto fendlico - V6 observa-se aumento da toxicidade com a diminuigao
significativa do potencial elétrico mitocondrial. A linhagem de adenocarcinoma
de mama murina apresentou moderado aumento do potencial elétrico,
enquanto as linhagens normais de fibroblastos humanos FN1 e endoteliais
HUVEC nao apresentaram diferencas neste potencial. As linhagens de células
tumorais de SKMEL-28 e adenocarcinoma de mama murino e a linhagem de
células endoteliais humanas normais HUVEC’s apresentaram expressiva
diminuicdo na populacao de células na fase de quiescente GO/G1 e aumento
na fase de divisdo celular G2/M. As células de adenocarcinoma mamario
murino e endoteliais normais HUVECs apresentaram aumento significante na
expressao de caspase-3 fosforilada, nas analises realizadas em citometria de
fluxo. Como conclusédo acreditamos que o composto V6 apresentou valores de
IC50% menores para as linhagens tumorais de adenocarcinoma mamario e
melanoma comparados as linhagens normais de células endoteliais e
fibroblastos o que indica uma menor quantidade requerida do composto para
tratamento antitumoral. Em células normais, o composto V6 demonstrou
potencial citoprotetor com elevagcao na quantidade de radicais livres Ainda, a
linhagem de fibroblastos humanos apresentou moderada elevacdo na
populacao de células em proliferagdo, demonstrando o efeito seletivo de agéo e
baixa toxicidade do composto V6.

Palavras-chave: Citotoxicidade, Compostos fenélicos , Testes pré-clinicos



ABSTRACT

LAISO, R.A.N. - CYTOTOXICITY MECHANISMS OF PHENOLIC COMPOUND
POLYFUNCTIONAL 4-FORMYL-2-METHOXY-PHENOLATE SODIUM (V6) IN
NORMAL AND TUMOR CELLS. 2011 -115f. Master Program in Professional
Pharmacy - Universidade Bandeirante de Sao Paulo, Sao Paulo, 2011.

The evaluation of the mechanisms of cytotoxicity has the function to check the
safety of new molecules with potential in treating diseases, especially in the
molecule V6, its potential against cancer and its cytotoxic against normal cells.
To carry out studies of cytotoxicity of the compound were used V6 tumor cell
lines of human melanoma (SKMEL-28) and murine mammary adenocarcinoma
(Ehrlich) as normal control, normal human fibroblasts (FN1), normal human
endothelial cells (HUVEC - Human Umbilical Vein Endothelial Cells). The tests
were performed at the Laboratory of Experimental Pathology Uniban and
Biochemistry Laboratory of the Butantan Institute. The results showed that the
compound showed IC 50% in the V6 lineage tumor SKMEL-28 and murine
breast adenocarcinoma, respectively, 4.02 and 3.78 mg / mL, while the 1C50%
values in the normal human strains FN1 and HUVEC were respectively 4.82
and 5.08 mg / mL. Treatment with phenolic compound - V6 resulted in
significant increase in the formation of lipid peroxi radicals. The treatment of
human melanoma tumor cells SKMEL-28 and murine breast adenocarcinoma
showed remarkable cytotoxic effects at all concentrations of the phenolic
compound V6. In normal cells, fibroblasts and endothelial treatment as phenolic
compound V6 was not with the same cytotoxicity to tumor cells. In the line of
human melanoma SKMEL-28 treated with the phenolic compound - V6
observed increased toxicity with significant reduction of mitochondrial electric
potential. The strain of murine breast adenocarcinoma showed moderate
increase of the electrical potential, while the strains FN1 normal human
fibroblasts and endothelial HUVEC showed no differences in this potential. The
tumor cell lines SKMEL-28 and murine breast adenocarcinoma and human
endothelial cell line's normal HUVEC showed a significant decrease in the
population of cells in quiescent phase GO/G1 and increased cell division phase
G2 / M. The murine mammary adenocarcinoma cells and normal endothelial
HUVECs showed a significant increase in the expression of phosphorylated
caspase-3, the analysis performed in flow cytometry. In conclusion we believe
that the compound IC50 values presented V6% lower for the strains tumor
mammary adenocarcinoma and melanoma lines compared to normal
endothelial cells and fibroblasts which indicates a smaller amount of the
compound required for tumor therapy. In normal cells, the compound has
shown potential cytoprotective V6 with an increase in the amount of free
radicals Still, the line of human fibroblasts displayed a moderate increase in the
population of proliferating cells, demonstrating the selective effect of action and
low toxicity of the compound V6

Keywords: Cytotoxicity, phenolic compounds, preclinical testing



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Sintese do V6 anidro......ooeeeeeeeeeeeeeeee e

Atividade citotoxica em células de melanoma humano
SKIMEL-28.... oo e

Atividade citotdxica em células de adenocarcinoma de
mama murino, na presenca de diferentes concentracdes
dO COMPOSTIO VB....ooeeeeecece e

Atividade citotoxica em células Fibroblastos humanos
normais FN1, na presenca de diferentes concentracoes
dO COMPOSTIO VB....coeeeeececie e

Atividade citotdxica em células endoteliais humanas
normais HUVEC, na presenca de diferentes
concentragdes do composto VB..........cooeveeieiviiiiiiiiiieeeneee.

Grafico de barras representando a média * dp dos
radicais livres peroxidados (Malondialdeido — MDA) de
(=10 0= 0 010 ] T TP

Grafico de barras representando a média * dp dos
radicais livres peroxidados (Malondialdeido — MDA)
SKMEL-28.....ooeeiiiiieieeee et
Grafico de barras representando a média * dp dos
radicais livres peroxidados (Malondialdeido — MDA)

Grafico de barras representando a média * dp dos

radicais livres peroxidados (Malondialdeido — MDA) FN1...

Fotomicrografia obtida em microscépio invertido das

células de melanoma humano SKMEL —28........ccccceveenn.....

Fotomicrografia obtida em microscopio invertido das

células fibroblastos da derme humana normal (FN1)..........

Fotomicrografia obtida em microscépio invertido das

células de adenocarcinoma de mama murina de Ehrlich....

Fotomicrografia obtida em microscopio invertido das

células endoteliais humanas (HUVECS)..........ccccceiiiiiieeeen.

Histogramas representativos das populagdes celulares
adquiridos pelo programa Cell Quest e analisados pelo
programa WinMDI 2 da linhagem tumoral de

adenocarcinoma de mama MUINA.....c.oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeen,

36

49

50

51

52

54

55

56

57

59

61

62

63

66



Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Grafico de barras representando a média + dp da
proporcao de células com potencial e elétrico mitocondrial
ativo na linhagem tumoral de adenocarcinoma de mama
MMUTIN@. ettt e e e e e e e e e e e e e e ee e e eee e s e e e e eeeeeeaaeeaseeeeeennnnns

Histogramas representativos das populagdes celulares
adquiridos pelo programa Cell Quest e analisados pelo
programa WinMDI 2.9 da linhagem tumoral de melanoma
humano SKMEL —28.........ooviiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee

Gréfico de barras representando a média + dp da
proporcao de células com potencial e elétrico mitocondrial
ativo na linhagem tumoral de melanoma humano SKMEL-

Histogramas representativos das populagdes celulares
adquiridos pelo programa Cell Quest e analisados pelo
programa WinMDI 2.9 da linhagem de células normais
endoteliais humanas HUVECGS...........cccccceviiviiiieee e,

Grafico de barras representando a média + dp da
proporcao de células com potencial e elétrico mitocondrial
ativo na linhagem de células endoteliais normais
humanas HUVEGS.........cccoiiiiiiiiieeeeee e

Histogramas representativos das populagdes celulares da
linhagem FN1 marcadas com a sonda fluorescente
ROAamMING......cooviieecceec e

Grafico de barras representando a média + dp da
proporcao de células com potencial e elétrico mitocondrial
ativo na linhagem de fibroblastos humanos normais FN1..

Histogramas representativos adquiridos pelo programa
MOD-Fit em citdmetro de fluxo da distribuicao das
populacdes de células da linhagem tumoral de
adenocarcinoma de mama MUFNO..........uuuerriieeeeeieraeeeeeaeens

Grafico de barras das médias e + dp das porcentagens de
distribuicdo das células nas diferentes fases do ciclo

celular na linhagem tumoral de adenocarcinoma de mama
[0 TU LT o TP URUPPRPRRTRUPPIRS

Histogramas representativos adquiridos pelo programa
MOD-Fit em citdmetro de fluxo da distribuicao das
populacdes de células da linhagem tumoral de melanoma
humano SKMEL —28.........ooeiiiiieiiieeeeeeeeeeeeeee

67

68

69

70

71

72

73

76

77

78



Figura 25

Figura 26

Figura 27

Figura 28

Figura 29

Figura 30

Figura 31

Figura 32

Figura 33

Figura 34

Grafico de barras das médias e + dp das porcentagens de
distribuicao das células nas diferentes fases do ciclo
celular na linhagem tumoral de melanoma humano
SKMEL — 28

Histogramas representativos adquiridos pelo programa
MOD-Fit em citémetro de fluxo da distribuicdo das
populacdes da linhagem de células endoteliais humanas
NOrMaisS HUVEGCS.........uiiiiieeie e

Grafico de barras das médias e + dp das porcentagens de
distribuicao das células nas diferentes fases do ciclo
celular da linhagem de células endoteliais humanas
normais HUVEGS.........c..ouvviiiiiieeeeeeeeeceeeee

representativos adquiridos pelo programa MOD-Fit em
citdmetro de fluxo da distribuicdo das populagbes da
linhagem de fibroblastos humanos normais FN1..............

de barras das médias e = dp das porcentagens de
distribuicdo das células nas diferentes fases do ciclo
celular da linhagem de fibroblastos humanos normais

N R

Histogramas representativos da expressao da Ciclina D-1
em populacdes celulares adquiridos pelo programa Cell
Quest em citdmetro de fluxo da linhagem tumoral de
adenocarcinoma de mama MUIMNA...........eeeeeeeeeeeeiieeeeeeeannns

Grafico de barras representando a média + dp da
expressao da ciclina dependente de quinase envolvida na
progressao do ciclo celular Ciclina D-1.....oevvvvvvevieeneennn.

Histogramas representativos da expressao da Ciclina D-1
em populacdes celulares adquiridos pelo programa Cell
Quest em citdbmetro de fluxo da linhagem tumoral de
melanoma humano SKMEL — 28.........cccoooiiiiiiiiiiiiiiin.

Grafico de barras representando a média + dp da
expressao da ciclina dependente de quinase envolvida na
progressao do ciclo celular Ciclina D- 1 em células da
linhagem de melanoma humano SKMEL - 28. ...................

Histogramas representativos da expressao da Ciclina D-1
em populacdes celulares adquiridos pelo programa Cell
Quest em citbmetro de fluxo da linhagem endotelial
humana normal HUVEGCS.........ccccooiiiiiiiiiii,

79

80

81

82

83

85

86

87

88

89



Figura 35

Figura 36

Figura 37

Figura 38

Figura 39

Figura 40

Figura 41

Figura 42

Figura 43

Figura 44

Figura 45

Fgiura 46

Grafico de barras representando a média + dp da
expressao da ciclina dependente de quinase envolvida na
progressao do ciclo celular Ciclina D-1......oevvvvvveviinneennn.

Histogramas representativos da expressao da Ciclina D-1
em populacdes celulares adquiridos pelo programa Cell
Quest em citdbmetro de fluxo da linhagem de fibroblastos
AUMAN0S NOIMAIS. ... . ciiieiieie e

Grafico de barras representando a média + dp da
expressao da ciclina dependente de quinase envolvida na
progressao do ciclo celular Ciclina D- 1 da linhagem de
fibroblastos humanos normais FN1. ..o,

Histogramas representativos das populacoes celulares da
linhagem tumoral de adenocarcinoma de mama murina
que expressam Caspase 3 fosforilada................ccccceunnnnnns

Gréfico de barras representando a média + dp de
expressao Caspase 3 fosforilada em células da linhagem
tumoral de adenocarcinoma de mama murina....................

Histogramas representativos das populacdes celulares da
linhagem tumoral de melanoma humano SKMEL - 28 que
expressam Caspase 3 fosforilada.............cccoeccnniniiiiinennnee.

Grafico de barras representando a média = dp de
expressao Caspase 3 fosforilada em linhagem tumoral de
melanoma humano SKMEL-28................cccccooiiiiieeeeee,

Histogramas representativos das populacdes celulares da
linhagem de células endoteliais humanas normais
HUVECs que expressam Caspase 3 fosforilada.................

Grafico de barras representando a média = dp de
expressao Caspase 3 fosforilada em células da linhagem
de células endoteliais humanas normais HUVEGCs.............

Histogramas representativos das populacdes celulares da
linhagem de fibroblastos humanos normais FN1 que
expressam Caspase 3 fosforilada.............cccoceeinririiinennnee.

Gréfico de barras representando a média + dp de
expressao Caspase 3 fosforilada em células da linhagem
de fibroblastos humanos normais FN1.............ocoiiiiinis

Mecanismo de apoptose do V6.........cooevvvereiieeiiiiiiiieeeeeee,

90

91

92

94

95

96

97

98

99



LISTA DE ABREVIATURAS

ug Micrograma

uL Microlitro

°C Graus Celsius

CDKs Ciclinas dependentes de quinases
cm? Centimetros quadrado

CO; dioxido de carbono

DL Dose Letal

DM1 Composto Fendlico DM1

DNA Acido desoxirribonucleico

Ehrlich Adenocarcinoma mamario murino

FAPESP Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo

FLH-2 Intensidade de fluorescéncia do citometro de fluxo
FLH-1 Intensidade de fluorescéncia do citometro de fluxo
FN1 Fibroblastos normais humano

g Grama

G1/S Gap entre fase G1 e fase S de sintese

G2/M Fase Mitose gap entre fase G2 e mitose

HUVEC Células endoteliais normais humanas

Kg Quilograma

Ma Melanécitos melan-a

MDA Malondialdeido

mg Miligrama

mL Mililitro



MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina

nm Nandémetro

OECD Organisation for Economic Co-operation and Development
Pl lodeto de propidio

PBS Tampéao fosfato salino

rpm Rotacéo por minuto

RPMI Meio de cultura com sais enriquecidos com aminoacidos,

vitaminas e outros componentes essenciais para o crescimento
celular (Cultilab).

SKMEL-28 Células das linhagens tumorais de melanoma humano

TBARs Acido tiobarbitarico

TCA Acido tricloroacético

Tm5 Melanoma murino



SUMARIO

LISTADE ABREVIATURAS. ... Viii
LISTADE FIGURAS. ...t e e Xii
1. INTRODUGAO..........oovoeieeeeeeeeeeetee ettt n s an e 17
2. REVISAO DA LITERATURA ..........ocoovoeeeeeeeeeeeeeeeteeee e en s 20
B.OBUETIVOS. ...ttt et et e e e 30
3.1 —OBUJETIVOS GERAIS...... oottt 29
3.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS......cocceeeeeeeeeeeeeee e ereesee e 29
4. JUSTIFICATIVA. ..ottt e ene e e e e snne e enneeeens 32
5. METODOLOGIA. ...ttt nne e e e nneeas 35
5.1 COMPOSTO ESTUDADO........ciiiieeiieeeiee e eieeesteeeeeeeestee e nneee s 36
5.2 LABORATORIOS ENVOLVIDOS .....cooviuevieieeeeeeeeieeeee e eresene e 37
5.3 Avaliagao da citotoxicidade do composto fendlico V6...........ccccceeeeeennes 38
5.3.1 Cultura das Linhagens de Células Tumorais € Normais...................... 34

5.3.2 Avaliagao da Citotoxicidade e Atividade Proliferativa in vitro do
composto V6 em Linhagens de Células Tumorais e
NN [o] g1 0 F= L= TS TRPPPP 39

5.3.3 Determinacao in vitro de produtos da peroxidacgao lipidica por
quantificacdo de TBARS ... 40

5.3.4 Analise do Potencial de Membrana Mitocondrial pelo
Fluorocromo Rodamina 123 nas Populacdes Celulares por Citometria
o L= o 11 (o T 42

5.3.5 Analise das Fases do Ciclo nas Populacdes Celulares por
Citometria de FIUXO ....oeeiiiiieeeeeecee e 43

5.3.6 Avaliacao da Expressao de Caspase — 3 Fosforilada e ciclina D1
nas Populagdes Celulares por Citometria de FIuxo..........cccvvvevevveeeeen.n. 44

5.4- ANALISE DOS RESULTADOS........coeueeeceeeieeeeeeeeeeeeeeieseeae e 46



6. RESULTADOS ...ttt 47

6.1 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE E ATIVIDADE
PROLIFERATIVA DO COMPOSTO V6 EM LINHAGENS CELULARES
TUMORAIS E NORMAIS PELO METODO COLORIMETRICO MTT ..... 48

6.2 AVALIAGAO DA FORMAGAO DE PRODUTOS DA PEROXIDAGAO
LIPIDICA POR QUANTIFICAGAO DE TBARS ..o 53

6.3 FOTOMICROGRAFIAS OBTIDAS EM MICROSCOPIO INVERTIDO
SOBRE OS EFEITOS CITOTOXICOS DO COMPOSTO FENOLICO-

6.4 ANALISE DO POTENCIAL ELETRICO MITOCONDRIAL DE
LINHAGENS DE CELULAS NORMAIS E TUMORAIS TRATADAS
COM O COMPOSTO FENOLICO - V6, POR CITOMETRIA DE

6.5 ANALISE DAS FASES DO CICLO CELULAR POR CITOMETRIA
DE FLUXO ...ttt 75

6.6 EXPRESSAO DA CICLINA _ DEPENDENTE DE  QUINASE
REGULADORA DA PROGRESSAO DO CICLO CELULAR CICLINA

5 PO 84
6.7 ANALISE DA EXPRESSAO DE CASPASE 3 FOSFORILADA POR
CITOMETRIA DE FLUXO.......couiteieeeeeceeeeeeeeeeee e s s ean s eanenens 93
7. DISCUSSAD.......ooeeuceecereesesessasssssssssasasassssssssssessssnsssssssssasssssssssssasasssanen 102
8. CONCLUSAO.......coeeeecereeeeseasasssssssasssasesssssessssssssssssssessssasssasasasssssaenens 111

REFERENGIAS......oeoeeeeeeeeeeeeeeeveeesesessesssssseseesssssnessessssssnsesnsssnssssesssesssssnssnes 113



INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

Devido ao grande potencial antioxidante, antiinflamatério, antitumoral e
analgésico dos compostos fendlicos de origem natural, a equipe coordenada
pelo professor doutor José Augustin P. Quincoces do Laboratério de Sintese
Organica do Mestrado Profissional em Farmacia da Uniban, realizou pesquisas
desde o ano 1999, financiadas pela FAPESP, encaminhadas a obtencao de
produtos naturais com potencial acao antitumoral.

O primeiro resultado destas pesquisas foi o desenvolvimento de um
novo procedimento de obtencdo da 1,5-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,4-
pentadien-3-ona (HB1), produto natural isolado por Masuda em 1993 a partir da
Curcuma domestica. Devido ao fato que as propriedades antiproliferativas
deste composto e seus derivados ndo tinham sido descobertas, a equipe do
professor Quincoces solicitou a primeira patente de invencao para proteger
estes destacados resultados (QUINCOCES, 2001; QUINCOCES, 2010).

Devido ao fato que o HB1 ser muito pouco solivel em agua foi
desenvolvido um novo procedimento para obter a partir desta molécula o
correspondente fenolato de sédio hidrossollvel, denominado 4-[5-(4hidroxi-3-
metoxi-fenil)-3-oxo-penta-1,4-dienil]-2-metoxi-fenolato de sdédio, ou DM1, que
apresentou atividade antioxidante, antiparasitaria e antitumoral em testes
realizados in vitro e in vivo, culminando com o desenvolvimento de outras duas
patentes de invencao baseadas principalmente na excelente acao antitumoral

deste composto lider (QUINCOCES, 2004; QUINCOCES, 2009).



Motivados pelos resultados com compostos sintéticos de analogos de
compostos naturais foi selecionado o produto natural vanilina como ponto de
partida para a obtencao de novos principios ativos antitumorais.

Dentre os varios compostos sintetizados, um deles, nos chamou a
atencao, o 4-formil-2-metoxi-fenolato de sédio, denominado composto V6, que
dentre outras familias de compostos, mostrou uma atividade citotdxica
significativa contra melanoma, além de potenciar a atividade antitumoral da
Bleomisina e da Carboplatina (QUINCOCES, 2006).

Desta forma surgiu uma nova patente de invencdo Pl 0803375-7
"COMPOSTOS DERIVADOS DE 4-HIDROXI-3-METOXI-BENZALDEIDO,
PROCESSO DE OBTENGAO, COMPOSICAO FARMACEUTICA, USO DE UM
OU MAIS COMPOSTOS”, para proteger os resultados antioxidantes,
antiparasitarios e principalmente a agéo antitumoral de derivados da vanilina de
titularidade conjunta da UNIBAN, UNIFESP e FAPESP (QUINCOCES, 2006).

Para dar continuidade aos estudos iniciados em 2006 foi planejada esta
dissertacao de mestrado e o desenvolvimento de estudos na area antitumoral,
principalmente na avaliacdo de uma série de mecanismos de acao ligados a
citotoxicidade que ainda ndo haviam sido totalmente explorados, como

expressos em nossa metodologia.
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2- REVISAO DA LITERATURA

A sintese e avaliacao biolégica de novos analogos da curcumina como
anticancerigenos e agentes anti-angiogénicos foi revelada por Adams (2004)
que neste artigo verificou a atividade antitumoral in vivo da curcumina €&
limitada pela pobre absorcdo deste composto pelo organismo, o que explicaria
a baixa poténcia antitumoral exibida (ADAMS, 2004)

A partir da Curcuma domestica foram isolados compostos com alta
conjugacao eletrbnica, tais como, Curcumina e varias pentadienonas, que
exibiram propriedades antioxidantes e antiinflamatérias (MASUDA, 1993).

Quincoces (2001) apresenta um resumo dos principais resultados
obtidos em varias patentes, Desde longa data os povos, principalmente
asiaticos, vinham usando alguns corantes isolados de varias espécies do
género Curcuma, principalmente como aditivos alimentares e temperos. Devido
a este fato foi de nosso interesse pesquisar os compostos que formam parte
desta planta, pois os mesmos devem exibir uma baixissima toxicidade.

Como podemos observar muitos dos Produtos Naturais isolados da
Propolis e Plantas exibiram relevantes propriedades farmacoldgicas, tais como:
antitumorais, entre outras atividades bioldgicas de grande importancia. Devido
a estes destacados resultados bioldgicos e ao fato de que estes compostos
naturais bioativos encontram-se numa faixa de concentragdo muito baixa e em
alguns casos misturados com substancias de dificil separacao, houve um forte
aumento no numero de trabalhos sintéticos envolvendo reacbes de obtencgao
destes principios ativos nos Ultimos anos para garantir os necessarios estudos
pré-clinicos e de caracterizagao estrutural. Deve-se ressaltar que nem todos

estes trabalhos de sintese de produtos naturais bioativos estao orientados para



possiveis aplicacbes na Industria Farmacéutica, pois encontramos vias de
sintese bastante complexas e de dificil produ¢cdo numa escala superior.

A sintese realizada por Hori e colaboradores (2002) do &cido 3,5-
Diprenil-p-cumarico € um exemplo do anteriormente exposto. Eles sintetizaram
este produto natural partindo do p-Halofenol diprenilado, isolado a partir de
uma mistura de produtos prenilados de dificil separacdo e acrilato de metila
segundo o método de sintese de Mizoroky-Heck.

F. Bohlmann e colaboradores (1972) desenvolveram uma variante
sintética para introduzir grupos prenilas em produtos naturais. Por exemplo,
estes autores partindo de p-Hidroxiacetofenona e 3-Cloro-3-metil-butino-1 em

presenca de KI/K2003/DMF, conseguiram obter o correspondente 1-[4-(1,1-

Dimetil-prop-2-iniloxi)-fenilletanona intermediaria, a qual mediante as condigdes
de hidrogenacao parcial transformou-se no produto intermediario 1-[4-(1,1-
Dimetil-aliloxi)-fenilletanona. Finalmente se forma 1-[4-Hidroxi-3-(3-metil-but-2-
enil)-fenilletanona com um 79% de rendimento a partir do derivado alilico sob
as condicbées de reacado do rearranjo de Claisen. Como desvantagem deste
procedimento pode-se colocar a dificil hidrogenagéo parcial catalitica, que em
algumas ocasides conduz a misturas de produtos de dificil separagao
(QUINCOCES, 2007).

A sintese da 1,5-Bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-penta-1,4-dien-3-ona foi
realizada por varios autores, mas os procedimentos de obtencdo empregados
sao de baixo rendimento e pureza e empregam tempos de reacao prolongados,
0 que nao é atrativo para a Industria Farmacéutica, diferente dos resultados de

Quincoces em 2001.



Com o objetivo de sintetizar somente aqueles compostos naturais e seus
derivados com alto potencial bioativo é usado hoje em dia o Delineamento
Racional de Farmacos. Em particular o programa computacional TOPS-MODE
(TOPological Substructural MOlecular DEsign) desenvolvido por Estrada e
colaboradores prediz quais das substancias naturais e seus derivados
possuem a maior probabilidade de exibir uma acéo biolégica especifica

(QUINCOCES, 2007).

Os fendis e seus respectivos derivados podem causar lesdo em
estruturas microbianas por alteracdes da permeabilidade seletiva da membrana
citoplasmatica, causando uma perda das substancias intracelulares vitais.
Esses compostos também desnaturam proteinas como as enzimas (PELCZAR

e cols., 1997).

Muitos dos produtos naturais prenilados isolados da propolis e plantas
exibem relevantes propriedades farmacolégicas, tais como antitumorais,
antimicrobianas, entre outras atividades biol6gicas de grande importancia

(MORAES e QUINCOCES, 2007).

Na prépolis encontram-se principalmente fendis polifuncionais, entre os
quais merecem destaque os fendis com grupos carboxilicos a,B-insaturados,
fendis com grupos cetbnicos e aldeidicos aromaticos, que devido as
surpreendentes propriedades biolégicas que estes compostos exibem, temos
um grande aumento do numero dos trabalhos sintéticos envolvendo reagbes a
partir de fendis polifuncionais e aqueles que principalmente apresentam acdes

como antitumorais (QUINCOCES, 2001; PISCO, 2006).



Compostos fendlicos polifuncionais bioativos como o 4-formil-2-metoxi-
fenolato de sodio (V6) , tiveram sua agdo bioldgica avaliada positivamente
contra Trypanossoma cruzi (QUINCOCES, 2007 ) e depois também foram
utilizados contra Leishmania e resultados preliminares mostraram atividade
significante desse e de outros compostos sobre a forma promastigota desses
parasitas, fazendo com que possa se utilizar estes compostos polifuncionais
como alvo terapéutico para as leishmanioses (MARTINS, 2007).

A acdo do composto 4-formil-2-metoxi-fenolato de sodio (V6) inibe
seletivamente a proliferacdo de células tumorais e o desenvolvimento de
tumores, além disso, o composto V6 inibe a producdo de anion superéxido,
tornando as células tumorais mais susceptiveis a morte celular por agentes
quimioterapicos e/ou radiacao ionizante, auxiliando como agente adjuvante de
quimioterapicos convencionais como a bleomicina e a carboplatina
dexorrubucina (QUINCOCES 2006).

Os compostos V4 e V6 apresentaram efeito inibidor seletivo na
proliferacao de células de melanoma. Os compostos V4 e V6 em diferentes
concentracgdes (5, 10, 20, 40 e 80 ug/mL) foram analisados quanto ao efeito na
proliferacao das linhagens de melanécitos melan-a (ma) e de melanoma (Tmb5)
através do ensaio de MTT. Os compostos V4 e V6 mostraram efeito inibidor
dose dependentes da proliferacdo de células de melanoma, mas nao de

melanécitos ( QUINCOCES, 2007).

A atividade antioxidante do composto V6 constitui outro aspecto do uso

dos compostos aqui descritos para tratar ou prevenir ou para manufaturar



medicamentos para uso no tratamento, profilaxia ou prevencdo de doencas
neoplasicas, lesbes metastaticas, proliferativas e/ou degenerativas, de
patologias imunossupressoras, imunodeficientes e degenerativas e de
parasitoses diversas em humanos e/ou animais além da manufatura de
produtos cosmético para uso no tratamento e/ou prevencao do envelhecimento
da pele (QUINCOCES, 2001).

O composto V6 apresentou acao sobre a proliferacdo de formas
epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas de Trypanosoma cruzi em meio
de cultivo LIT causador do Mal de Chagas, determinado pelo método de MTT.
Por outro lado, o composto apresenta acdo sobre as formas amastigotas
intracelulares de Trypanosoma cruzi, induzindo morte do parasita sem afetar a
célula hospedeira, fato importante para o tratamento da fase crénica da doenca
de Chagas nao exibindo efeitos tdxicos indesejaveis como acontece na

utilizagdo de Nifurtimox e Benzonidazol (MARTINS E QUINCOCES, 2007).

Em relagcdo a Leishmania, ensaios preliminares mostraram atividade
sobre as formas promastigotas desses parasitas, 0s compostos exibem acao
leishmanicida seletiva sobre as formas promastigotas e amastigotas
intracelulares de Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania
(Leishmania) chagasi, fato importante para o tratamento das leishmaniose
cuténea e visceral ndo exibindo efeitos téxicos e resisténcia dos parasitas ao
medicamento, como acontece na utilizacdo de antimoniais, pentamidinas e
anfotericina B, desta forma, constitui um outro aspecto da acao deste composto

para tratar ou prevenir ou para manufaturar medicamentos para uso no



tratamento, profilaxia ou prevencdo de parasitoses(MARTINS, 2009).

(MARTINS, 2009).

Durante os Ultimos anos taxas de remissdo de leucemias tiveram
remissdo de mais de 72% quanto tratadas com arsénio(lll)-oxido(As(2)O(3),
devido a esta afinidade quimica pelo arsénio e pelo antiménio , foi analisado o
potencial da composicdo anitmonio (lll)-oxido (As(2)O(3), que em
concentragdes molares menores mostrou menor eficacia na inducdo da
apotptose e uma diminuicdo da caspase-dependente do potencial de
membrana mitocondrial. A capacidade de moduladores do sistema redor
celular em concentragcées clinicamente aplicaveis parece poder melhorar os
efeitos apoptéticos dos dois 6xidosde um modo sinérgico que pode
ser Util para reduzir a toxicidade de alguns compostos , optimizando suas

doses ( LOSLER, 2009)

Romagnoli e col (2010) relatam as dele¢cdes da membrana mitocondrial,
onde uma série de 1-aril-5-(3', 4', 5'-trimetoxifenil) e seus respectivos
derivados 1 - (3, 4 ',5'-trimetoxifenil)-5-aril-1, 2,4 - triazdis, como analogos da
Combretastatina cis-restrita, foram sintetizados e avaliados quanto a sua
atividade  antiproliferativa, efeitos  inibitérios sobre a  polimerizacdo da
tubulina, os efeitos do ciclo celular e indugdo de apoptose e variacbes no
potencial eletrico da membrana mitocondrial. Segundo este estudo este
composto apresentou maior atividade do que ou comparaveis com 0
dos compostos de referéncia CA-4. Na citometria de fluxo, mostrou que células

tratadas com o composto pararam na fase G2/M do ciclo celular de uma forma



dependente da concentracdo Este efeito foi acompanhado por
apoptose das células, despolarizacdo mitocondrial, a geracao de espécies

reativas de oxigénio e ativacao de caspase-3.

Em estudos recentes da acdo do composto V6 sobre sua agdo nos
parametros hematolégicos e bioquimicos, foi constato que em diversas
dosagens o V6 nado alterou os padrdes bioquimicos do grupo controle em
doses repetidas por mais de 14 dias, mostrando que do ponto de vista

bioquimico ndo provoca alteracdes significativas (ARAUJO E PARDI, 2010)

Quanto aos estudos relacionados a novos fatores de analise , partimos
de Marveti e col ( 2011), que analisaram os efeitos de um novo agente
antitumoral denominado de completo platina (ll) com difenil tioureia
, [Pt (bipy) (Ph (2)-tu) (2)] CI (2), sendo este comparado a cisplatina no controle
para linhagens de células humanas do carcinoma ovariano e sua variante as
células C13, onde a maior acumulacao de citotoxicidade foi encontrada em
todos os complexos de tioureiabipiridina. Neste trabalho foi demonstrado
aqui que este complexo faz com que espécies reativas de oxigénio para
formar e inibir a  atividade  datopoisomerase ll. A deficiéncia desta
enzimalevoua danos ao  DNA, mostrado peloteste do  cometa.
Como conseqléncia, a distribuicdo do a distribuicdo do ciclo celular também
foi bastante perturbado em ambas as linhas. A analise morfoldgica revelou
desarranjo celular profundo, coma presenca de massas celulares,
juntamente com aumento da permeabilidade da membrana e despolarizacéo

da membrana mitocondrial.



De forma geral pode-se concluir que o composto estudado por Marveti e
col(2011), mostrou que o mecanismo de citotoxicidade pode estar além dos
fatores de resisténcia das linhagens estudadas, mas tambem pela acao
deleterea sobre a enzima topoisomerase |l e por aumentar a permeabilidade
de membrana, da formacdo de especies retivas de oxigenio, e inversamente
comprometendo o potencial de membrana mitocondrial para mostrar a agdo da

molecula estudada em linhagens tumorais resistentes.

Os casos de céancer continuam a aumentar devido, sem duvida ao
processo de envelhecimento e aumento da mundial em conjunto a um aumento
de modos de vida cotidiano que desenvolvem o cancer, como por exemplo, o
tabagismo, principalmente em economias emergentes. Com base na
GLOBOCAN 2008 por estimativa pode-se concluir que ocorreram cerca de
12.700 milhdées de casos sendo que destes 7,6 milhdes de mortes por cancer,
sendo que 56% dos casos e respectivamente 64% das mortes, ocorreram em
paises emergentes. Entre o0os casos o0 cancer de mama € o0 mais
freqientemente diagnosticado e pode ser considerado como a principal causa
de morte entre as mulheres, representando 23% dos casos de cancer e 14%
das mortes por cancer. O cancer de pulmdo é a principal causa entre 0s
homens, com 17% do total de novos casos e 23% das mortes. ( JEMAL ,
2011).

O cancer de mama é agora também a principal causa de morte por
cancer entre as mulheres em paises desenvolvidos, uma mudancga a partir da

década passada, durante o qual a causa mais comum de morte era por cancer



de Gtero. Além disso, a taxa de mortalidade por cancer de pulmao entre as
mulheres nos paises em desenvolvimento € tdo alta como os as do cancer de
utero, sendo responsavel por 11% do total de mortes por cancer do sexo
feminino. Embora as taxas de incidéncia de cancer em geral no mundo em
desenvolvimento sdo metade das observadas em paises desenvolvidos em
ambos o0s sexos, as taxas de mortalidade de céancer em geral sao

semelhantes.( JEMAL, 2011).

A sobrevivéncia ao cancer tende a ser menor em paises pobres e nos
paises em desenvolvimento, provavelmente pela causa de uma combinagao
simples: um diagnéstico tardio e acesso limitado a tratamento oportuno e

padronizado ( JEMAL, 2011)

Apesar dos experimentos realizados e protegidos por patente, ainda
faltam aspectos ligados, por exemplo, ao mecanismo de apoptose e da
peroxidacao lipidica e a expressdao de caspases 3, ambos de interesse a
possivel mecanismo de acdo destas moléculas com capacidade antitumoral,
principalmente sobre a eficacia deste composto em diversos tipos celulares de

tumores
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAIS

Avaliar os mecanismos de citotoxicidade do composto fendlico
polifuncional 4-formil-2-metoxi-fenolato de soédio (V6) em células

tumorais e normais.

3.2. ESPECIFICOS

3.2.1 -Avaliacdo dos mecanismos de citotoxicidade e da atividade
antiproliferativa do composto V6 frente a células tumorais humanas e
de animais ;

3.2.2 -Avaliacdo da acdo do composto fendlico V6 sobre o potencial de
membrana mitocondrial e as fases do ciclo celular das linhagens
estudadas;

3.2.3 -Avaliacdo da capacidade do composto fendlico V6 sobre a

expressao de caspase 3 e ciclina D1.
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4. JUSTIFICATIVA

No ano 2006 foram realizadas pesquisas conjuntas por parte de
pesquisadores da UNIBAN e UNIFESP a partir de derivados obtidos no
Laboratério de Sintese Organica da UNIBAN, usando o produto natural
vanilina, como ponto de partida. Na UNIFESP, a equipe coordenada pela profa.
Miriam Galvonas Jasiulionis determinou em primeiro lugar a atividade
antiproliferativa in vitro de varios derivados da vanilina, destacando-se entre
estes derivados, o composto 4-formil-2-metoxi-fenolato de sédio, V6. Por este
motivo foi determinada a atividade antitumoral in vivo do citado composto, entre
outros derivados testados. Além disso, foram desenvolvidos experimentos in
vivo que comprovaram a excelente propriedade sinérgica deste principio ativo
quando associado a quimioterapicos comerciais, como Bleomisina e
Carboplatina. Estes promissores resultados permitiram a solicitacao da patente
Pl 0803375-7 intitulada: COMPOSTOS DERIVADOS DE 4-HIDROXI-3-
METOXI-BENZALDEIDO, PROCESSO DE OBTENGCAO, COMPOSICAO
FARMACEUTICA, USO DE UM OU MAIS COMPOSTOS de 2008.

Inspirados nestes resultados inconclusos a equipe liderada pelo Dr.
Paulo Pardi (Laboratério de Patologia Experimental da UNIBAN) decidiram
estudar os mecanismos de acdo do composto V6 em diferentes linhagens
celulares.

Neste ano 2011 foi realizada uma importante reunido entre
pesquisadores co-autores desta patente em presenca de funcionarios das
respectivas CEIT de ambas as Universidades, onde foram avaliados 0os novos

resultados obtidos, entre outros assuntos, o que levou a reativacdo dos



vinculos académicos e cientificos entre ambos os centros. Foi solicitado em
seguida um aditivo financeiro para dar continuidade a este pedido de patente
neste ano 2011, que foi aprovado nesta ocasidao pela Fundacao de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao Paulo — FAPESP.

Os estudos contidos nesta dissertacdo de mestrado foram para o
possivel licenciamento desta patente e aumentando suas chances comerciais

de uso e sua possivel aplicacao na industria farmacéutica.
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5. METODOLOGIA
5.1- COMPOSTO ESTUDADO:

Para o presente estudo foram utilizado o composto sintético 4-formil-2-
metoxi-fenolato de sédio (V6), sintetizado no Laboratério de Sintese Organica
do Mestrado Profissional em Farmacia da Uniban.

Na sintese do V6 é empregado etanol absoluto (livre de agua) e sodio
metalico para formar a base etdxido de sodio, liberando neste processo gas
hidrogénio. E muito importante ressaltar que o etanol usado neste
procedimento deve estar totalmente livre de agua para evitar a formacao do
hidréxido de sédio a partir de restos de agua e so6dio metalico.

Este composto V6 é obtido a partir de vanilina (4-hidroxi-3-metoxi-
benzaldeido) e etéxido de sédio anidro em relacdo molar 1:1 seguido de
evaporagao do etanol a vacuo até formar um sal metélico no estado sélido

(Esquema 1) (QUINCOCES, 2006).

o @
2 /\OH +2Na ———> 2 /\ONa + Hy (g

Etanol Sédio Etéxido de sédio
metalico
MeO CHO MeO CHO
+ /\(3 r\elaa —
- CH3CH20H (-B e
HO Na O
Vanilina ou V6 ou
4-hidroxi-3-metoxi-benzaldeido 4-formil-2-metoxi-fenolato de sodio

Esquema 1: Sintese do V6 anidro



5.2- Laboratorios envolvidos:

O presente projeto foi desenvolvido no Laboratério de Patologia
Experimental, e em colaboragdo com o Laboratério de Sintese Orgéanica do
Mestrado Profissional em Farméacia, pelo Prof. Dr. Jose Quincoces e com a
colaboracgéo da aluna de Doutorado da USP Fernanda Faido Flores e pelo Prof.
Durvanei Augusto Maria do Instituto Butantan, ambos nos processos de analise
citotéxica, com produtos e fomentos ja oriundos do desenvolvimento da patente
3, da qual estes profissionais fazem parte.

A diluicdo do composto V6, assim como os testes de solubilidade e
preparo de materiais (descartaveis e reagentes) foram desenvolvidos no

Laboratério de Patologia Experimental.



5.3 Avaliacao da citotoxicidade do composto fendlico V6
5.3.1. Cultura das Linhagens de Células Tumorais e Normais

As células das linhagens de fibroblastos normais humano (FN1) obtidos
pelo Prof. Dr. Durvanei Augusto Maria n®921/06 CAPPesq, melanoma humano
(SKMEL-28), células endoteliais normais humanas (HUVEC - Human Umbilical
Vein Endothelial Cells), adenocarcinoma mamario murino (tumor de Ehrlich)
oriundas da ATCC (American Type Culture Collection) foram cultivadas em
frascos de cultura de 75 cm? em meio de cultura (RPMI-1640 completo),
suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado, 2mM de L-glutamina e
antibioticos.

Para a realizacao dos experimentos in vitro, apés sub-confluéncia, as
células foram desprendidas com solucéo de Tripsina-Edta, neutralizadas com o
mesmo volume de soro fetal bovino inativado, centrifugadas duas vezes por 10
minutos a 1500 rpm, ressuspensas em meio de cultura e a concentracédo

celular ajustada para cada ensaio. (FAIAO-FLORES, 2011)



5.3.2 Avaliacao da Citotoxicidade e Atividade Proliferativa in vitro do

composto V6 em Linhagens de Células Tumorais e Normais

ApGs o desprendimento e centrifugacao, as células foram ajustadas para
a concentragdo de 1x10°células/mL e adicionadas em placas de 96 orificios
(100uL em cada orificio). Apds 24 horas de adesdo e confluéncia, as células
foram tratadas com diferentes concentracbes do composto V6 (10 a
0,0015mg/mL) diluido em solucdo fisiolégica 0,9% (diluicbes seriadas em
microplaca) e em 3 experimentos realizados separadamente.

Todo o sobrenadante da cultura celular foi retirado e armazenado em

freezer -20°C para andlise da producao de radicais livres (peroxidagao lipidica).

A viabilidade celular foi determinada pelo método colorimétrico do MTT
[3-(4,5-dimetiltiazol-2-1)2,5-difenil tetrazolio brometo] ap6s 24 horas de
incubagéo do composto .

Foram adicionados 100 uL de MTT (5mg/mL) as células, e estas
incubadas por 3 horas em estufa contendo 5% de CO, a 37°C.

Apos este periodo, o meio com MTT foi removido e foi acrescentado 100
puL de metanol absoluto para dissolver os cristais de formazan, formados e
precipitados.

A quantificacdo da absorbancia foi avaliada espectrofotometricamente a

540nm (MOSMANN , 1983).



5.3.3. Determinacao in vitro de produtos da peroxidacao lipidica por
quantificacao de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS)

Os sobrenadantes das culturas celulares utilizadas para a metodologia do
MTT foram recolhidos antes do teste de citotoxicidade pelo MTT e mantidos
sob refrigeracédo de -20°C até o momento da analise da peroxidacéo lipidica.

A quantificagdo da peroxidagdo de lipideos em culturas celulares é
baseada na formacao de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBAR’s),
predominantemente o malondialdeido (MDA), que ocorre apdés a
lipoperoxidagdo das membranas celulares. Estas substancias produzem uma
coloragao caracteristica que € medida espectrofotometricamente.

As amostras foram descongeladas em temperatura ambiente. Em
microtubo adicionamos 50uL da referida amostra juntamente com 250uL de
acido tricloroacético - TCA 20% (20g de &cido tricloroacético em 100mL de
agua Mili-Q). Em outro microtubo, 50uL da mesma amostra foi adicionada
Jjuntamente com 250uL de &cido tiobarbiturico — TBA 0,86% (0,869 de &cido
tiobarbitirico em 100mL de TCA 20%). Os microtubos apds este processo
permaneceram em banho-maria (100°C) por 20 minutos, seguido de
resfriamento a 0°C por 20 minutos. Os microtubos entdo foram centrifugados a
8000 rpm por 4 minutos e o sobrenadante utilizado para a quantificacdo das
TBARS. Para a leitura foi utilizado espectrofotometro a 535nm, para o calculo
da medida de lipoperoxidacdo descontamos o valor do branco respectivo de
cada série, subtraindo a absorbancia da série de TBA da média da série de
TBA e dividindo-se pelo coeficiente de extincdo molar do MDA (0,0312). A

Foérmula para cada amostra € a seguinte:



Valor obtido na série TBA — Valor obtido na séria TCA

0,0312

Os resultados foram expressos em nanomoles de MDA por mililitro (nM

MDA/mL). (OHKAWA, 1979).



5.3.4 Analise do Potencial de Membrana Mitocondrial pelo Fluorocromo
Rodamina 123 nas Populacoes Celulares por Citometria de Fluxo

Para a andlise do potencial de membrana mitocondrial utilizamos o
corante Rodamina 123 Sigma-Aldrich (Rodamina 123 ou Rod 123), que inibe a
funcdo mitocondrial, assim marcando somente as mitocéndrias ativas ou
viaveis. O fluorocromo Rodamina 123 liga-se as membranas mitocondriais e
inibe o transporte de elétrons, retardando a respiracao celular.

Ap6s o desprendimento e centrifugacdo das células de todas as
linhagens (tumorais e normais), as mesmas foram ajustadas para a
concentracdo de 5x10°células/mL, adicionadas em placas de 24 orificios
(volume=1mL), com amostras em triplicata. Ap6s 24 horas da adesdo e
confluéncia, as células foram tratadas por 4 horas com o respectivo valor da
ICs0 do composto V6 para cada linhagem celular.

No momento da analise, as amostras foram centrifugadas a 1800 rpm por
10 minutos, o sobrenadante descartado, e adicionados 5uL de Rodamina 123
(5mg/mL) em cada tubo. As amostras foram colocadas em estufa de CO; (5%)
a 37°C por 30 minutos. Apds este periodo, nos tubos centrifugados, o
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 100uL de tampéao Fac’s
Flow (solucdo tampao, livre de azida sédica utilizada em citdmetro de fluxo —

Beckman Coulter n°8448011) (DARZYNKIEWICZ, 1982).



5.3.5 Analise das Fases do Ciclo nas Populacoes Celulares por Citometria
de Fluxo

As células das linhagens tumorais e normais foram cultivadas nas
mesmas condi¢des citadas na metodologia descrita no item 5 da metodologia.

Ap6s o desprendimento e centrifugacdo das células de todas as
linhagens (tumorais e normais), as mesmas foram ajustadas para a
concentracdo de 5x10°células/mL, adicionadas em placas de 24 orificios
(volume=1mL), com amostras em triplicata. Ap6s 24 horas da adesdo e
confluéncia, as células foram tratadas por 4 horas com o respectivo valor da
IC50% do composto V6 para cada linhagem celular.

A aquisigédo da populagéo celular, em média de 10.000 eventos realizada
pelo programa “Cell Quest” (BD) e o conteudo de DNA medido em intensidade
de fluorescéncia (FL2). Os resultados sdo expressos em porcentagem média
de células nas diferentes fases do ciclo celular: DNA fragmentado, Fase

quiescente G0/G1, Fase de sintese - S e Fase G2/M (SCHWARTZ, 2005).



5.3.6 Avaliacao da Expressao de Caspase - 3 Fosforilada e ciclina D1 nas

Populacoes Celulares por Citometria de Fluxo

Ap6s o desprendimento e centrifugacdo das células de todas as
linhagens (tumorais e normais), as mesmas foram ajustadas para a
concentracdo de 5x10°células/mL, adicionadas em placas de 24 orificios
(volume=1mL), com amostras em triplicata. Ap6s 24 horas da adesdo e
confluéncia, as células foram tratadas por 4 horas com o respectivo valor da
IC50% do composto V6 para cada linhagem celular. ( BHATT, 2007 ; FECHER,
2009)

Apo6s 4 horas de tratamento com o composto V6, o sobrenadante das
amostras foi recolhido em um microtubo, e em outro microtubo foi adicionado
as células tripsinizadas ( BHATT, 2007 ; FECHER, 2009).

Todas as amostras apds este procedimento foram centrifugadas por 10
minutos a 1800 rpm sob refrigeracdao de 4°C, o sobrenadante descartado, o
pellet ressuspenso em PBS, e a amostra congelada em temperatura de -80°C,
mantendo-se esta condicdo até o momento do preparo das amostras para
andlise. Aliquotas de 100uL das suspensdes celulares foram entdo incubadas
por 1 hora, a 4°C, com 1ug de anticorpo especifico anti-caspase 3 conjugado
com ficoeritrina-PE (Santa Cruz, USA) na presenca ou auséncia de seu inibidor
especifico Ac-Asp-Glu-Val-Asp-OH (BioAgency Biotecnologia LTDA) ou anti-
ciclina D1 (FITC) e 10puL de Triton X-100 0,1% para permeabilizar a membrana
celular. Apés este periodo as células centrifugadas por 10 minutos a 1500 RPM
foram lavadas com PBS gelado. O sobrenadante foi desprezado e o pellet

ressuspenso em PBS contendo 0,1% de paraformaldeido. A leitura e analise



da expressdo do marcador foram realizada em citdmetro de fluxo FACScalibur

(BD) em intensidade de fluorescéncia FL-2 (BHATT, 2007 ; FECHER, 2009).



5.4- ANALISE DOS RESULTADOS

Todos os dados deste experimento foram tratados estatisticamente com
auxilio do software GRAPH PAD PRISM 5.0 e GRAPH PAD PRISM 3.0

Foi aplicado o teste nao paramétrico de Mann-Whitney para a
comparacdo dos diferentes grupos (concentracbées) no mesmo tempo
experimental.

Foi também aplicado o teste de Kruskal-Wallis para a comparagao entre
0s tempos experimentais.

O nivel de significancia de hipétese de nulidade foram de 5% ( p< 0,05)



RESULTADOS



6. RESULTADOS

6.1 Avaliacao da Citotoxicidade e Atividade Proliferativa do Composto V6
em Linhagens Celulares Tumorais e Normais pelo Método Colorimétrico
MTT

Ap6s a expansao, as culturas em confluéncia média de 70% das
diferentes linhagens celulares de melanoma humano SKMEL-28,
adenocarcinoma mamario murino de Ehrlich, fibroblastos humanos normais
FN1 e células endoteliais normais HUVEC, foram utilizadas para a
determinacdo da concentracdo inibitéria (ICso.), @ equagéo da reta e os valores
de correlacdo (R®. Os valores obtidos forma expressos em mg/mL e os
coeficientes de correlacdo mostraram uma correlagdo extremamente
significativa e positiva. O sobrenadante de todos os tratamentos e grupos
controles foi retirado, congelado imediatamente e reservado para a
determinacao de lipideos peroxidados pela técnica de LPO.

As ICsp9, das linhagens tumorais SKMEL-28 e adenocarcinoma de mama
murino foram respectivamente, 4,02 e 3,78 mg/mL, enquanto os valores de

ICs09 nas linhagens humanas normais FN1 e HUVEC foram respectivamente,

4,82 e 5,08 mg/mL. Os dados estdo apresentados nas figuras 2, 3,4 e 5.
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Figura 2 - Atividade citotoxica em células de melanoma humano SKMEL-28,
obtido pelo teste colorimétrico MTT, na presenca de diferentes concentracoes
do composto V6. Foram calculadas a equacao matematica da reta e a curva de
regressao linear no programa Graph Pad Prism Instat 3. A IC50% do composto

foi de 4,02mg/mL.
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Figura 3 - Atividade citotdxica em células de adenocarcinoma de mama murino,
na presenca de diferentes concentragées do composto V6. Foram calculadas a
equacao matematica da reta e a curva de regressao linear no programa Graph

Pad Prism Instat 3. A IC5,% do composto foi de 3,78 mg/mL.
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Figura 4 - Atividade citotoxica em células Fibroblastos humanos normais FN1,
na presenca de diferentes concentragées do composto V6. Foram calculadas a
equacao matematica da reta e a curva de regressao linear no programa Graph

Pad Prism . A 1C50% do composto foi de 4,86 mg/mL.



120,00 y=-10,78x+ 104,8
R?=0,890
IC50% 5,08 mg/mL
100,00 -

80,00 -

60,00 -

40,00 -

Viabilidade celular HUVEC (%)

20,00

0,00 T T T T T T T T T 1
0] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Concentragdo do composto V6 (mg/mL)

Figura 5 - Atividade citotéxica em células endoteliais humanas normais
HUVEC, na presenca de diferentes concentragcbes do composto V6. Foram
calculadas a equacao matematica da reta e a curva de regressao linear no

programa Graph Pad Prism. A 1C5,% do composto foi de 5,08 mg/mL.



6.2 Avaliacao da formacao de produtos da peroxidacao lipidica por
quantificacao de TBARs

A formacao de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARsS),
foi avaliada para a quantificacdo da formacao de radicais livres formados a
partir da peroxidacdo dos lipideos das membranas celulares com a liberagéao
de malondialdeido.

O tratamento com o composto fendlico - V6 resultou no aumento
significante na formacdo de radicais peroxidados lipidicos das membranas
celulares das linhagens tumorais de melanoma SKMEL-28 e adenocarcinoma
mamario murino (Ehrlich), superior em média, respectivamente, de 28x e 7x
vezes a formacgédo de radicais livres peroxidados do que o grupo controle. O
tratamento com o composto fendlico - V6 ocasionou poucos danos oxidativos
nas linhagens normais de fibroblastos e células endoteliais humanas, apenas
nas maiores concentragcdes do composto em 24 horas de exposicdo. Os
resultados apresentados em média = desvio padrdo estdo apresentados nas

figuras 6, 7,8 € 9.
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Figura 6 — Grafico de barras representando a média * dp dos radicais livres
peroxidados (Malondialdeido — MDA) formados e quantificados do
sobrenadante da cultura celular da linhagem tumoral de adenocarcinoma de
mama murino. Analise estatistica de varidancia ANOVA seguida do teste

multiplo de TUKEY-KRAMER com nivel critico para significancia de p< 0.05.
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Figura 7 — Grafico de barras representando a média + dp dos radicais livres
peroxidados (Malondialdeido — MDA) formados e quantificados do
sobrenadante da cultura celular da linhagem tumoral de melanoma humano
SKMEL-28. Analise estatistica de variancia ANOVA seguida do teste multiplo

de TUKEY-KRAMER com nivel critico para significancia de *** p< 0.05.
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Figura 8- Grafico de barras representando a média + dp dos radicais livres
peroxidados (Malondialdeido — MDA) formados e quantificados do
sobrenadante da cultura celular da linhagem de células endoteliais humanas
HUVECs. Analise estatistica de varidancia ANOVA seguida do teste multiplo de

TUKEY-KRAMER com nivel critico para significancia de ***p< 0.05.
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Figura 9 — Grafico de barras representando a média = dp dos radicais livres
peroxidados (Malondialdeido — MDA) formados e quantificados do
sobrenadante da cultura celular da linhagem de fibroblastos humanos normais
FN1. Andlise estatistica de variancia ANOVA seguida do teste multiplo de

TUKEY-KRAMER com nivel critico para significancia de *** p< 0.05.



6.3 Fotomicrografias obtida em microscépio invertido, dos efeitos
citotéxicos do composto fendlico - V6..

Apés o tratamento das células das linhagens tumorais e normais com
as diferentes concentragdes do composto fendlico — V6, as imagens dos efeitos
toxicos e citopaticos foram registrados e fotodocumentados em microscépio
invertido com a utilizagcdo de uma camara digital Sony Cyber-shot DSC-W200—
CCD de 12 Megapixels.

Os tratamentos das células tumorais de melanoma humano SKMEL-
28 e adenocarcinoma de mama murino mostraram efeitos citotdxicos
marcantes em todas as concentragdes do composto fendlico V6. Foram
observadas alteracbes na perda da adesdo celular ao substrato da placa de
cultura, retracdo dos prolongamentos e expansao do citoesqueleto, formacao
de células multi-agregados celulares e debris no sobrenadante, como ilustrados

nas figuras 10 e 12.
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Figura 10 - Fotomicrografia obtida em microscépio invertido das células de
melanoma humano SKMEL - 28, cultivadas com o valor da IC50% do
composto V6, apds 24 horas de tratamento e grupo controle. Aumento 10X.

No tratamento da linhagem de melanoma com o composto V6 nota-
se diminuicao significativa na densidade de células nas concentragbes de 1.0 a
0.060 mg/mL, moderada perda da adesdo celular ao substrato da placa de
cultura, retragao dos prolongamentos citoplasmaticos e no citoesqueleto.

Nas concentracbes de 0.030 e a 0.015 mg/mL, nédo foram
observados efeitos citotdxicos, alteracées na adesdo celular ou formacao de
debris, ndo ocorreu estimulo de proliferagdo. Sendo assim, o composto V6 em
células tumorais mostrou-se inibidor na densidade e na resposta proliferativa
das células tumorais.

Em células normais, endoteliais e fibroblastos o tratamento como composto
fendlico V6 ndo se mostrou com a mesma citotoxicidade, que em células

tumorais. Nao ha relacdo entre dose e efeito. Foi evidenciado somente nas



concentracdes de 1.0 e 0.5mg/mL, uma discreta perda de células aderidas ao
substrato da placa de cultura. Nao foram evidenciados efeitos téxicos, com a
retracao dos prolongamentos citoplasmaticos, modificagdes no citoesqueleto e
a modificacdo da forma celular. Efeitos téxicos, como vacuolizag¢édo, picnose e
fragmentacdo do nucleo, ndo foram documentados. Os dados estéo ilustrados
nas figuras 11 e 13. Nestes tipos celulares nota-se diminuicao significativa na
densidade de células nas concentracdes de 1.0 a 0.5 mg/mL, perda da adesao
celular ao substrato da placa de cultura, retracdo dos prolongamentos
citoplasmaticos e no citoesqueleto, com a formacéo de células arredondadas,
nas demais concentragcdées (0.025 a 0.015 mg/mL), ndo foram observadas

alteracdes celulares ou formacao de debris ou mesmo efeitos de toxicidade.



Figura 11 - Fotomicrografia obtida em microscopio invertido das células
fibroblastos da derme humana normal (FN1), cultivadas com o valor da 1C50%
do composto V6, apds 24 horas de tratamento e grupo controle. Aumento 10X.



V6 ~ IC50%

Figura 12 - Fotomicrografia obtida em microscépio invertido das células de
adenocarcinoma de mama murina de Ehrlich, cultivadas com o valor da IC50%
do composto V6, apds 24 horas de tratamento e grupo controle. Aumento 10X
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Figura 13 - Fotomicrografia obtida em microscopio invertido das células
endoteliais humanas (HUVEC), cultivadas com o valor da 1C50% do composto
V6, apds 24 horas de tratamento e grupo controle. Aumento 10X



6.4 Analise do potencial elétrico mitocondrial de linhagens de células
normais e tumorais tratadas com o composto fendlico - V6, por citometria

de fluxo.

A fosforilagdo oxidativa é processo que sofre as graves
consequéncias da injuria celular provocada pela exposicdo por agentes
intrinsecos ou extrinsecos. Uma vez que a cadeia respiratoria esta localizada
nas membranas mitocondriais, e sendo as membranas celulares importantes
alvos da lesao por radicais livres, € natural supor que a destruicdo das
membranas celulares resultara no impedimento da fosforilagdo oxidativa.

Todas as linhagens de células normais e tumorais foram submetidas
a analise do potencial elétrico da membrana mitocondrial utilizando-se a sonda
fluorescéncia com a Rodamina 123. A técnica de analise da sonda rodamina
123 por citometria de fluxo permite analisar a viabilidade e o sua atividade
metabdlica de mitocdndrias, fornecendo parametros como vidveis / ativas
metabolicamente e inviaveis / inativas metabolicamente, em que as células
permanecem preservadas ou sofrem alteragdes que levam a morte por
apoptose ou necrose. Ou seja, as células marcadas com a sonda Rodamina
123 apresentaram a fungdo mitocondrial inibida pela ligacdo das membranas
mitocondriais do composto ou dos radicais livres produzidos, com a inibicao
do transporte de elétrons, sendo denominadas neste protocolo por M1,
quadrante ou “gate” definido pelo programa de aquisicdo Cell Quest do
citbmetro de fluxo. As células que nao foram marcadas, ou seja, nao possuiam
transporte ativo de elétrons foram denominadas M2 quadrante ou gate

definido pelo programa de aquisicdo Cell Quest do citbmetro de fluxo. Estas



determinacées foram obtidas com base na intensidade de fluorescéncia
captada no canal FLH-1, em que a populacdo com maior intensidade de
fluorescéncia foi identificada como viavel e a com menor intensidade foi
identificada como a populacgéo inviavel.

O overlay, ou sobreposicao, dos histogramas obtidos no citdmetro
de fluxo pelo programa de analise WinMDI 2.9 foi utilizado para demonstrar a
eficacia do tratamento com o composto fendlico V6 (IC50%) em relacdo ao
grupo controle.

Na linhagem de melanoma humano SKMEL-28 tratada com o
composto fendlico - V6 observa-se aumento da toxicidade com a diminuigéo
significativa do potencial elétrico mitocondrial. A linhagem de adenocarcinoma
de mama murina apresentou moderado aumento do potencial elétrico,
enquanto as linhagens normais de fibroblastos humanos FN1 e endoteliais
HUVEC nao apresentaram diferencas neste potencial. Os resultados dos
histogramas e as médias das diferentes populacdes de mitocdndrias ativas
(M1) e inativas (M2) estdo apresentados nas figuras 15, 17, 19 e 21. O overlay
das curvas de intensidade de fluorescéncia FLH-1 representativo das
comparacdes das populacdes tratadas com o composto fendlico — V6 versus a
populacdo controle evidencia o significativo efeito citotdéxico deste composto.

Figuras 14, 16, 18 e 20.
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Figura 14 — Histogramas representativos das populacées celulares adquiridos
pelo programa Cell Quest e analisados pelo programa WinMDI 2.9 da linhagem
tumoral de adenocarcinoma de mama murina marcadas com a sonda
fluorescéncia Rodamina 123 (M1 ativas) e sem marcagéo do fluorocromo (M2
inativas) do grupo Controle (A), grupo tratado com o composto fendélico V6 (B) e

0 overlay sobreposicdo das curvas dos grupos de tratamentos para efeito

comparativo e o grupo controle (C).
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Figura 15 — Gréfico de barras representando a média + dp da proporgcéao de
células com potencial e elétrico mitocondrial ativo na linhagem tumoral de
adenocarcinoma de mama murina. Nota-se em azul a quantidade de
mitocOndrias inativas/invidveis e em verde a quantificacdo de mitocondrias
ativas/viaveis. Analise estatistica de variancia ANOVA seguida do teste multiplo

de TUKEY-KRAMER com nivel critico para significAncia de*** p< 0.05 .
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Figura 16 — Histogramas representativos das populacdes celulares adquiridos
pelo programa Cell Quest e analisados pelo programa WinMDI 2.9 da linhagem
tumoral de melanoma humano SKMEL - 28 marcadas com a sonda
fluorescéncia Rodamina 123 (M1 ativas) e sem marcacao do fluorocromo (M2
inativas) do grupo Controle (A), grupo tratado com o composto fendlico V6 (B) e
0 overlay sobreposicdo das curvas dos grupos de tratamentos para efeito

comparativo e o grupo controle (C).
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Figura 17 — Gréfico de barras representando a média + dp da propor¢cdo de
células com potencial e elétrico mitocondrial ativo na linhagem tumoral de
melanoma humano SKMEL - 28. Nota-se em azul a quantidade de
mitocOndrias inativas/invidveis e em verde a quantificacdo de mitocondrias
ativas/viaveis. Analise estatistica de variancia ANOVA seguida do teste multiplo

de TUKEY-KRAMER com nivel critico para significAncia de *** p< 0.05 .
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Figura 18 — Histogramas representativos das populacdes celulares adquiridos
pelo programa Cell Quest e analisados pelo programa WinMDI 2.9 da linhagem
de células normais endoteliais humanas HUVECs marcadas com a sonda
fluorescéncia Rodamina 123 (M1 ativas) e sem marcagao do fluorocromo (M2
inativas) do grupo Controle (A), grupo tratado com o composto fendlico V6 (B) e

0 overlay sobreposicdo das curvas dos grupos de tratamentos para efeito

comparativo e o grupo controle (C).
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Figura 19 — Gréfico de barras representando a média = dp da proporcéo de
células com potencial e elétrico mitocondrial ativo na linhagem de células
endoteliais normais humanas HUVEC. Nota-se em azul a quantidade de
mitocOndrias inativas/invidveis e em verde a quantificacdo de mitocondrias
ativas/viaveis. Analise estatistica de variancia ANOVA seguida do teste multiplo
de TUKEY-KRAMER com nivel critico para significancia de p< 0.05 , ns

diferengas nao significativas.
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Figura 20 — Histogramas representativos das populacdes celulares da linhagem

FN1 marcadas com a sonda fluorescente Rodamina 123 (M1) e sem marcacao

do fluorocromo (M2) do grupo Controle (A), grupo tratado com o composto V6

(B) e o overlay dos dois tratamentos para efeito comparativo (C).



100+

©
<

80+

70+

304

20+

104

Quantidade de células inviaveis por meio do potencial
elétrico da membrana mitocondrial (%)
[$)]
o
1

Figura 21 — Gréfico de barras representando a média = dp da proporcéo de
células com potencial e elétrico mitocondrial ativo na linhagem de fibroblastos
humanos normais FN1. Nota-se em azul a quantidade de mitocondrias
inativas/inviaveis e em verde a quantificacdo de mitocondrias ativas/viaveis.
Andlise estatistica de variancia ANOVA seguida do teste multiplo de TUKEY-
KRAMER com nivel critico para significancia de p< 0.05 , ns diferencas nao

significativas.



6.5 Analise das fases do ciclo celular por citometria de fluxo

Os resultados foram expressos em porcentagem da média de
células nas diferentes fases do ciclo celular: DNA fragmentado, fase quiescente
G0/G1, fase S (sintese) e fase G2/M (Mitose), representadas no histograma
pelos quadrantes M4, M3, M2 e M1, respectivamente.

O iodeto de propidio (PI) utilizado na determinagcdo do conteudo de
DNA adquirido no citbmetro de fluxo, é um fluorocromo que se intercala de
forma esquiométrica as duplas fitas de DNA. Apds a incidéncia do laser do
aparelho sobre a amostra, a excitagdo do Pl leva a uma emissdo de
fluorescéncia proporcional ao conteudo de DNA na célula. Células diploides
que nao estejam replicando (fases GO0/G1 do ciclo celular) possuem contetdo
de DNA 2n, emitindo sinais de intensidade menor que as células situadas na
fase S, durante a qual ocorre aumento do conteudo de DNA. Células em fase
S, durante a qual ocorre 0 aumento do conteudo de DNA. Células em fase S,
por sua vez, geram sinais de intensidade menor que aquelas situadas em G2/M
até que completem a replicacdo do conteudo de DNA para 4n, que
permanecem assim durante a fase G2 até a mitose, na qual cada célula-mae
da origem a duas células-filhas.

As células situadas no pico hipodiploide (Sub-G1) possuem
conteudo de DNA menor que 2n, e pode representar o aumento na ocorréncia
de debris celulares e DNA fragmentado, caracteristica de eventos de morte
celular, por necrose ou apoptose.

Todos os sinais gerados sao amplificados e convertidos pelos
aparelhos em pulsos, permitindo a construcdo de graficos de distribuicao das

células no ciclo celular, conforme mostrado no histograma na figura 2.



Considerando que existe uma relagdo proporcional entre o aumento no
conteudo de DNA e a area do pulso gerando,os histogramas foram construidos
utilizando o parametro FL2 area (FL2A).

As linhagens de células tumorais de melanoma humano SKMEL-28
e adenocarcinoma de mama murina e a linhagem de células endoteliais
humanas normais HUVEC’s apresentaram expressiva diminuicdo na populacéao
de células na fase de quiescente GO/G1 e aumento na fase de divisdo celular
G2/M. A linhagem de fibroblastos humanos normais FN1 apresentou-se de
maneira distinta entre os tipos celulares utilizados neste projeto, obtendo
aumento significativo na populacdo de células na fase de proliferacdo e
diminuicdo moderada na fase G2/M, representando o efeito ndo toxico do
composto fenédlico — V6, neste tipo celular. Os dados estdo apresentados nas

figuras 22, 23, 24, 25, 26, 27,28 e 29.
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Figura 22 — Histogramas representativos adquiridos pelo programa MOD-Fit em
citbmetro de fluxo da distribuicdo das populacdes de células da linhagem
tumoral de adenocarcinoma de mama murino do grupo Controle (A) e do grupo
tratado com o composto fendlico - V6 (B) nas fases do ciclo celular: G2/M, S,

G0/G1 e DNA fragmentado expresso em porcentagem em relacdo ao contetdo

de DNA (FL2-H).
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Figura 23 — Grafico de barras das médias e = dp das porcentagens de
distribuicdo das células nas diferentes fases do ciclo celular na linhagem
tumoral de adenocarcinoma de mama murino do grupo controle em
comparacdo ao grupo tratado com o composto fendlico — V6. Analise
estatistica de varidncia ANOVA seguida do teste multiplo de TUKEY-KRAMER

com nivel critico para significancia de *** p< 0.05; ns diferenca n&o significativa.
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Figura 24 — Histogramas representativos adquiridos pelo programa MOD-Fit em
citbmetro de fluxo da distribuicdo das populacdes de células da linhagem
tumoral de melanoma humano SKMEL - 28 grupo controle (A) e do grupo
tratado com o composto fendlico - V6 (B) nas fases do ciclo celular: G2/M, S,

G0/G1 e DNA fragmentado expresso em porcentagem em relacdo ao conteudo

de DNA (FL2-H).



B Controle

Bl Ve
100-

***k

30+ ns

20- *kk
10- *kk

Proporcao de Células (%)
o
o
1

A % N\
o 0‘1>

Figura 25 — Grafico de barras das médias e = dp das porcentagens de
distribuicdo das células nas diferentes fases do ciclo celular na linhagem
tumoral de melanoma humano SKMEL — 28 do grupo controle em comparacao
ao grupo tratado com o composto fendlico — V6. Analise estatistica de
variancia ANOVA seguida do teste multiplo de TUKEY-KRAMER com nivel

critico para significancia de *** p< 0.05; ns diferenca nao significativa.
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Figura 26 — Histogramas representativos adquiridos pelo programa MOD-Fit em
citbmetro de fluxo da distribuicdo das populagdes da linhagem de células
endoteliais humanas normais HUVECs do grupo controle (A) e do grupo
tratado com o composto fendlico - V6 (B) nas fases do ciclo celular: G2/M, S,

G0/G1 e DNA fragmentado expresso em porcentagem em relacdo ao contetdo

de DNA (FL2-H).
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Figura 27 — Grafico de barras das médias e = dp das porcentagens de
distribuicdo das células nas diferentes fases do ciclo celular da linhagem de
células endoteliais humanas normais HUVECs do grupo controle em
comparacdo ao grupo tratado com o composto fendlico — V6. Analise
estatistica de varidncia ANOVA seguida do teste multiplo de TUKEY-KRAMER

com nivel critico para significancia de *** p< 0.05; ns diferenca nao significativa.
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Figura 28 — Histogramas representativos adquiridos pelo programa MOD-Fit em
citbmetro de fluxo da distribuicdo das populagdes da linhagem de fibroblastos
humanos normais FN1 do grupo controle (A) e do grupo tratado com o
composto fendlico - V6 (B) nas fases do ciclo celular: G2/M, S, G0/G1 e DNA

fragmentado expresso em porcentagem em relacado ao conteudo de DNA (FL2-

H).
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Figura 29 — Grafico de barras das médias e = dp das porcentagens de
distribuicdo das células nas diferentes fases do ciclo celular da linhagem de
fibroblastos humanos normais FN1 do grupo controle em comparagao ao grupo
tratado com o composto fendlico — V6. Andlise estatistica de variancia ANOVA
seguida do teste multiplo de TUKEY-KRAMER com nivel critico para

significancia de *** p< 0.05; ns diferenca nao significativa.



6.6 Expressao da ciclina dependente de quinase reguladora da
progressao do ciclo celular Ciclina D-1.

As ciclinas dependentes de quinases (CDKs) sdo as reguladoras
positivas do ciclo celular, por meio da interagdo das quinases com suas
respectivas ciclinas que permitem a progressao do ciclo. CDK4/6 seguido por
CDK2 facilita a progressado do ciclo celular da fase G1 a fase S por suas
interacbes com a ciclina D e ciclina E, respectivamente. As ciclinas do tipo D
(D1, D2, D3 e D4) e ciclina E intervém regulando o ponto de controle G1/S.
Ambas sdo sintetizadas durante a fase G1 e o balanco entre a sintese e
degradacdo faz com que aparecam na célula no final da fase G1 e
desaparecam durante a fase S ou ao final desta fase.

As células de adenocarcinoma de mama murino e os fibroblastos
humanos normais FN1 apresentaram diminuicao expressiva significativamente
na expressao da ciclina D1, enquanto as linhagens de células de melanoma
humano SKMEL-28 e células endoteliais normais HUVEC nao apresentaram
alteracoes significativas deste marcador de proliferacdo e progressao do ciclo
celular. Os resultados dos density plots adquiridos pelo programa Cell Quest e
os graficos de barras estao apresentados nas figuras 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36

e 37.
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Figura 30 — Histogramas representativos da expressdao da Ciclina D-1 em
populacdes celulares adquiridos pelo programa Cell Quest em citdmetro de
fluxo da linhagem tumoral de adenocarcinoma de mama murina dos grupos:
controle (A), composto fendlico - V6 (B). A expressdo do marcador de
progressdao Ciclina D1 foi realizado pela intensidade de arbitraria de

fluorescéncia no canal FL-1 pelo programa Cell-Quest.
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Figura 31 — Grafico de barras representando a média + dp da expressao da
ciclina dependente de quinase envolvida na progressao do ciclo celular Ciclina
D- 1 em células da linhagem de adenocarcinoma de mama murina. Analise
estatistica de varidncia ANOVA seguida do teste multiplo de TUKEY-KRAMER

com nivel critico para significancia de ***p< 0.05.
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Figura 32 — Histogramas representativos da expressdao da Ciclina D-1 em
populacdes celulares adquiridos pelo programa Cell Quest em citdmetro de
fluxo da linhagem tumoral de melanoma humano SKMEL - 28 dos grupos:
controle (A), composto fendlico - V6 (B). A expressdo do marcador de
progressdo Ciclina D1 foi realizado pela intensidade de arbitraria de

fluorescéncia no canal FL-1 pelo programa Cell-Quest.
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Figura 33 - Gréafico de barras representando a média = dp da expressdo da
ciclina dependente de quinase envolvida na progressao do ciclo celular. Ciclina
D1 em células da linhagem de melanoma humano SKMEL - 28. Analise
estatistica de varidncia ANOVA seguida do teste multiplo de TUKEY-KRAMER

com nivel critico para significancia de p<0.05; ns diferenga nao significativa.
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Figura 34 — Histogramas representativos da expressdao da Ciclina D-1 em
populacdes celulares adquiridos pelo programa Cell Quest em citdmetro de
fluxo da linhagem endotelial humana normal HUVECs dos grupos: controle (A),
composto fendlico - V6 (B). A expressao do marcador de progressao Ciclina D1
foi realizado pela intensidade de arbitraria de fluorescéncia no canal FL-1 pelo

programa Cell-Quest.
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Figura 35 - Gréafico de barras representando a média = dp da expressdo da
ciclina dependente de quinase envolvida na progressao do ciclo celular. Ciclina
D1 em células da linhagem de endotelial humana normal HUVEC. Analise
estatistica de varidncia ANOVA seguida do teste multiplo de TUKEY-KRAMER

com nivel critico para significancia de p<0.05; ns diferenga nao significativa.
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Figura 36 — Histogramas representativos da expressdao da Ciclina D-1 em
populacdes celulares adquiridos pelo programa Cell Quest em citdmetro de
fluxo da linhagem de fibroblastos humanos normais dos grupos: controle (A),
composto fenélico - V6 (B). A expressao do marcador de progressao Ciclina D1
foi realizado pela intensidade de arbitraria de fluorescéncia no canal FL-1 pelo

programa Cell-Quest.
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Figura 37- Grafico de barras representando a média + dp da expressao da
ciclina dependente de quinase envolvida na progresséo do ciclo celular Ciclina
D- 1 da linhagem de fibroblastos humanos normais FN1. Analise estatistica de
variancia ANOVA seguida do teste multiplo de TUKEY-KRAMER com nivel

critico para significancia de*** p<0.05.



6.7 Anadlise da expressao de Caspase 3 fosforilada por citometria de fluxo

A apoptose é definida como a morte celular irreversivel associada
com a perda do potencial da membrana mitocondrial, liberagdo do citocromo -
c, € a ativacdo das caspases. Caspases sdo cisteino-proteases aspartato-
especificas que possuem nucleases ativadas e lipases para executar o suicidio
celular.

As células de adenocarcinoma mamario murino e endoteliais
normais HUVECs apresentaram aumento significante na expressao de
caspase-3 fosforilada, nas analises realizadas em citometria de fluxo. As
linhagens celulares de melanoma humano SKMEL-28 e fibroblastos humanos
normais FN1 nao apresentaram alteracoes significativas na expressdao do
marcador de apoptose, dependente de caspase. Figuras 38, 39, 40, 41, 42, 43,

44 e 45.
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Figura 38 — Histogramas representativos das populacdes celulares da linhagem
tumoral de adenocarcinoma de mama murina que expressam Caspase 3
fosforilada dos grupos: controle (A), e tratado com o composto fendlico - V6 (B)
analisadas por citometria de fluxo. Histograma de expressdo de Caspase 3
fosforilada  foi realizada considerando-se a intensidade  arbitraria de

fluorescéncia no canal de marcacao FL2-H pelo programa Cell-Quest.
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Figura 39 — Grafico de barras representando a média + dp de expressao
Caspase 3 fosforilada em células da linhagem tumoral de adenocarcinoma de
mama murina. Analise estatistica de varidancia ANOVA seguida do teste

multiplo de TUKEY-KRAMER com nivel critico para significancia de ***p< 0.05.
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Figura 40 — Histogramas representativos das populacdes celulares da linhagem
tumoral de melanoma humano SKMEL - 28 que expressam Caspase 3
fosforilada dos grupos: controle (A), e tratado com o composto fendlico - V6 (B)
analisadas por citometria de fluxo. Histograma de expressdo de Caspase 3
fosforilada  foi realizada considerando-se a intensidade  arbitraria de

fluorescéncia no canal de marcacao FL2-H pelo programa Cell-Quest.
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Figura 41 - Grafico de barras representando a média + dp de expressao
Caspase 3 fosforilada em linhagem tumoral de melanoma humano SKMEL-28.
Analise estatistica de varidncia ANOVA seguida do teste multiplo de TUKEY-
KRAMER com nivel critico para significancia de ***p< 0.05, ns diferenga nao

significativa.
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Figura 42 — Histogramas representativos das populac¢des celulares da linhagem
de células endoteliais humanas normais HUVECs que expressam Caspase 3
fosforilada dos grupos: controle (A), e tratado com o composto fendlico - V6 (B)
analisadas por citometria de fluxo. Histograma de expressdo de Caspase 3
fosforilada  foi realizada considerando-se a intensidade  arbitraria de

fluorescéncia no canal de marcacao FL2-H pelo programa Cell-Quest.
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Figura 43 - Grafico de barras representando a média + dp de expressao
Caspase 3 fosforilada em células da linhagem de células endoteliais humanas
normais HUVECs. Analise estatistica de varidncia ANOVA seguida do teste

multiplo de TUKEY-KRAMER com nivel critico para significancia de ***p< 0.05.
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Figura 44 — Histogramas representativos das populacdes celulares da linhagem
de fibroblastos humanos normais FN1 que expressam Caspase 3 fosforilada
dos grupos: controle (A), e tratado com o composto fendlico - V6 (B)
analisadas por citometria de fluxo. Histograma de expressdo de Caspase 3
fosforilada  foi realizada considerando-se a intensidade  arbitraria de

fluorescéncia no canal de marcacao FL2-H pelo programa Cell-Quest.
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Figura 45 - Grafico de barras representando a média + dp de expressao
Caspase 3 fosforilada em células da linhagem de fibroblastos humanos
normais FN1. Analise estatistica de variancia ANOVA seguida do teste multiplo
de TUKEY-KRAMER com nivel critico para significancia de ***p< 0.05, ns

diferenca nao significativa.



DISCUSSAO



7. DISCUSSAO

Aproximadamente 70% dos medicamentos utilizados para o tratamento
de cancer sao derivados ou baseadas em produtos naturais (NEWMAN, 2002).

Os compostos fendlicos englobam desde moléculas simples até outras
com alto grau de polimerizacdo (BRAVO, 1998).

Estdo presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a acgucares
(glicosidios) e proteinas (CROFT, 1998).

Na familia dos compostos fendlicos pouco distribuidos na natureza estéao
um numero reduzido deles, embora estes sejam encontrados com certa
freqUéncia. Neste grupo estado os fendis simples, o pirocatecol, a hidroquinona
e o resorcinol. A esta familia também pertencem os aldeidos derivados dos
acidos benzbicos, que sao constituintes dos 6leos essenciais como a vanilina
(SOARES, 2002).

Entre eles a vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido) € um dos
compostos aromaticos mais apreciados no mundo e um importante flavorizante
para alimentos, bebidas e é usada também em produtos farmacéuticos
(OMIKRON, 2004). Ela possui varios efeitos como agdo antimutagénica,
antioxidante e antimicrobiano ( CERRUTI,1996; SHAUGHNESSY, 2001).

As propriedades da vanilina também incluem efeito quimiopreventivo,
diminuicdo das espécies reativas de oxigénio em células normais, além de
prevenir danos oxidativos a proteinas e lipidios (KAMAT, 2000).

A vanilina possui baixa toxicidade, com DL 50 oral em ratos de

aproximadamente 1,58-2,8 g/kg. (OPDYKE, 1977)



Alguns trabalhos indicam a atividade antitumoral da vanilina
(FERGUSON, 1994; SHAUGHNESSY, 2006). Recentemente, alguns artigos
relataram diminui¢cdo na quantidade de metastases tumorais em camundongos
portadores de adenocarcinoma mamario tratados com vanilina e atividade
antiproliferativa in vitro. (LIRPRAPAMONGKOL, 2005).

Desta forma, analogos da vanilina, como o composto V6 podem também
induzir efeito antiproliferativo ( FARTHING, 1999).

Em relacdo aos resultados descritos na patente - COMPOSTOS
DERIVADOS DE 4-HIDROXI-3-METOXI-BENZALDEfDO, PROCESSO DE
OBTENCAO, COMPOSICAO FARMACEUTICA, USO DE UM OU MAIS
COMPOSTOS, os compostos da presente invencgao, principalmente o V4 e V6
sugerem uma resposta inflamatéria especifica nos tumores primarios humanos
e animais in vivo, impedindo seu crescimento e disseminacao, principalmente
nos tumores de pele, no caso do melanoma.

Desta forma, os compostos descritos na referida patente , pelos testes
realizados podem impedir a disseminacdo e migracao das células tumorais,
assim como formagédo de tumores secundarios ou metastases. Em particular,
os compostos V4 e V6, inibiem seletivamente a proliferacdo de células tumorais
e o0 desenvolvimento de tumores. Por outro lado os compostos DM-1, DM-2,
DB-3A, DB-3B, DB-2, V-4 e V-6 exibem maior efeito citotdxico especifico contra
as diversas linhagens tumorais humanas e animais, in vivo, como pode ser
comprovado por resultados ja que as 1Csp, das linhagens tumorais SKMEL-28
e adenocarcinoma de mama murino foram respectivamente, 4,02 e 3,78
mg/mL, enquanto os valores de 1Csp9 Nas linhagens humanas normais FN1 e

HUVEC foram respectivamente,4,82 e 5,08 mg/mL, foram semelhantes nos



casos de melanona-a e melanoma murino, estudados na patente 3. Os dados
estdo apresentados nas figuras 2, 3, 4 e 5. e apresentam valores de
concentracdo inibitéria 50% (IC50) menores que o0s demais compostos
testados. Nos estudos realizados por Galvonas (2008), nao foram descritos
especificamente os resultados da atividade do composto V6 em fibroblastos e
células endoteliais humanas, que conforme as figuras 4 e 5 mostram,
respectivamente uma IC50% de 4,82mg/mL e 5,08mg/mL , nos dois casos ,
mostrou que a morte de fibroblastos decai com a diminui¢cdo da concentracéo,
0 que mostra que em pequenas concentracdes a viabilidade dos fibroblastos foi
preservada, no decaimento natural destas células durante o experimento.

O composto V6 apresentou valores de IC50% menores para as
linhagens tumorais de adenocarcinoma mamario € melanoma comparados as
linhagens normais de células endoteliais e fibroblastos. Este fato indica uma
menor quantidade requerida do composto para tratamento antitumoral, como
poder analisado nas figuras 3 e 4..

Como também sabemos a vanilina atua como um agente antioxidante,
pois inibe a oxidacao protéica e peroxidacado lipidica em células normais
(KOGURE, 2002).

Entretanto, em células tumorais tratadas com o composto V6 este efeito
€ antag6nico, pois ha um aumento significante na producéo de radicais livres
peroxidados. Em células normais, o composto V6 demonstrou potencial
citoprotetor com elevacao na quantidade de radicais livres sintetizados apenas
nas maiores concentragcoes estudadas. Kamat e col( 2000), estudaram a acao

de derivados da vanilina em células de carcinoma hepético na estimulacao da



producdo de espécies reativas de oxigénio, provocando notaveis quebras na
dupla fita do DNA.

Nos estudos realizado por Galvonas ( 2008), os niveis intracelulares de
espécies reativas de oxigénio nos melanécitos melan-a e nas células de
melanoma Tm5 foram estimados utilizando-se o composto dihidroetidio (DHE)
que fluoresce na presenca de anion superéxido no interior da célula. A
atividade antioxidante dos compostos foi verificada utilizando-se um composto
que fluoresce na presenca de anion superéxido. Os niveis intracelulares de
anion superoéxido foram determinados nas linhagens melan-a e Tm5 tratadas
ou ndao com os compostos V4 e V6 (40ug/ml) através do fluoréforo DHE. A
linhagem de melanoma (Tmb5) apresenta niveis intracelulares elevados de
anion superoxido comparado a linhagem nao tumorigénica de melandcitos
(melan-a). O tratamento com o composto V6, mas ndo V4, resultou numa
reducao significativa dos niveis intracelulares de &nion superdxido tanto na
linhagem de melandcitos quanto na de melanoma. Dados da literatura mostram
que niveis intracelulares de &anion superoxido podem contribuir com a
resisténcia das células a apoptose, portanto, sua diminuicdo em células de
melanoma poderia torna-las mais suscetiveis a morte. Neste caso, este poderia
ser um dos mecanismos pelo qual o composto V6 sensibiliza as células de
melanoma aos efeitos citotdxicos dos quimioterapicos bleomicina e
carboplatina. No experimento pode-se avaliar esta situacdo em uma idéia do
que ocorre em relacdo aos fendmenos descritos ja que os radicais livres
peroxidades, foram significantes nas concentragcdes de 10 a 0,25 mg do
composto V6 quando analisados pelo controle da linhagem tumoral de

adenocarcinoma de mama murino , como mostra a figura 6 e no caso da



linhagem de melanoma humano os radicai livres peroxidados foram
significantes nas concentragdes de 10 a 1 mg, como mostra a figura 7.

Os resultados obtidos indicam uma importante capacidade antitumoral
destes compostos derivados da vanilina, tendo em vista a grande capacidade
metastatica e invasiva do melanoma e a sua tolerancia aos tratamentos quimio-
e radioterapicos, ambos os compostos podem ser promissores para utilizacao
em terapias tendo em vista sua baixa toxicidade.

Nas concentragbes de 0.030 e a 0.015 mg/mL, ndo foram
observados efeitos citotdxicos, alteracbes na adesédo celular ou formacao de
debris, ndo ocorreu estimulo de proliferacdo. Sendo assim, o composto V6 em
células tumorais mostrou-se inibidor na densidade e na resposta proliferativa
das células tumorais, o que corrobora com os achados de Galvonas ( 2007).

Em células normais, endoteliais e fibroblastos o tratamento como composto
fendlico V6 nao se mostrou com a mesma citotoxicidade, que em células
tumorais. Nao ha relacdo entre dose e efeito. Foi evidenciado somente nas
concentracdes de 1.0 e 0.5mg/mL, uma discreta perda de células aderidas ao
substrato da placa de cultura. Nao foram evidenciados efeitos téxicos, com a
retragdo dos prolongamentos citoplasmaticos, modificagdes no citoesqueleto e
a modificacdo da forma celular. Efeitos téxicos, como vacuolizagédo, picnose e
fragmentacao do nucleo, ndo foram documentadas. Os dados estdo ilustrados
nas figuras 11 e 13. Nestes tipos celulares nota-se diminuicao significativa na
densidade de células nas concentracdes de 1.0 a 0.5 mg/mL, perda da adesao
celular ao substrato da placa de cultura, retracdao dos prolongamentos

citoplasmaticos e no citoesqueleto, com a formacéo de células arredondadas,



nas demais concentragdées (0.025 a 0.015 mg/mL), ndo foram observadas
alteracoes celulares ou formacao de debris ou mesmo efeitos de toxicidade.

Os tratamentos das células tumorais de melanoma humano SKMEL-28 e
adenocarcinoma de mama murino apresentaram potencial citotoxico no
tratamento com o composto fendlico V6. Foram observadas alteragdes na
perda da adesao celular, formacao multi-agregados celulares e debris, como
observados nas avaliagcdes por microscopia Optica nas figuras 21 a 29.

Xiao e col. (2008) demonstraram alteracbes morfolégicas com
conformacdo apoptética em células de cancer de mama tratadas com
derivados da vanilina.

Os aspectos gerais para o estudo de mecanismos da apoptose séo
importante marcadores da acdo de um candidato a composto antitumoral,
como demonstrado por Marveti(2011) e Losler(2009), a alteragdes no potencial
de membrana mitocondrial disparam o gatilho do mecanismo de apoptose, 0
que fica claro em nossos resultados com a caspase 3 fosforilada.

A diminuicdo de ciclina D1, marcador do checkpoint G1/S, indica
diretamente diminuicdo da fase de G1 de proliferagdo que reflete no
desenvolvimento tumoral. Como poder ser demonstrado em nossa hipétese a

sequir:



Modulacao da apotose pelo uso do composto V6
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Figura 46- Sugestdo da modulagéao da apoptose pelo CompostoV6é

Yan e colaboradores encontraram apos tratamento com analogos da
vanilina, diminuicdo na fase G1 e inducao de apoptose em células de leucemia
humana. As linhagens tumorais de mama e melanoma tratadas com V6
apresentaram diminuicdo na fase de proliferacdo e aumento na quantidade de
DNA fragmentado. As células endoteliais e fibroblastos normais néo
apresentaram aumento na quantidade de morte celular. Ainda, a linhagem de
fibroblastos humanos apresentou moderada elevacédo na populacédo de células
em proliferacdo, demonstrando a baixa toxicidade do composto V6.

Yan e col. (2006) relataram a acgado pré-apoptédtica de derivados da

vanilina em células de leucemia humana Jurkat.



Neste mesmo trabalho, ha relatos sobre as diferentes formas de indugéo
de morte celular de acordo com a linhagem tratada com a vanilina e seus
andlogos. A linhagem de adenocarcinoma mamario apresentou aumento na
guantidade de caspase-3 fosforilada, indicando ativacao da via de morte celular
programada — apoptose, como sugerimos no esquema o mecanismo na figura
46.

Entretanto, este efeito ndo foi demonstrado em células de melanoma,
corroborando com os dados publicados por Yan e col (2006) e confirmando as
diferentes vias de morte celular de acordo com a linhagem estudada.

O composto V6 mostrou-se seletivo a linhagens tumorais e apresenta
baixa toxicidade quando comparado com as linhas de células normais, estes
resultados sugerem que novos testes antitumorais possam ser realizados

utilizando este composto fendélico.



CONCLUSAO



8. CONCLUSAO

Apébs a realizagdo dos testes descritos e andlise dos resultados podemos
concluir que o composto polifendlico V6 apresentou:

- Citotoxicidade seletiva para as linhas tumorais de adenocarcinoma de mama
(Ehrlich) e melanoma humano SKMEL-28 de forma representativa e que
apresenta baixa toxicidade nas linhagens normais, representando um bom
indicio de terapia antitumoral;

- O composto V6 atua na modulacdo do marcador de proliferagéo Ciclina D1,
indicando uma atividade antiproliferativa em células tumorais;

- Em relagdo a agédo do composto fendlico V6 sobre o potencial de membrana
mitocondrial em células tumorais, esta claro que este composto pode ativar a
via extrinseca de caspase 3 e promover a apoptose de forma seletiva nas
linhagens tumorais estudadas.

- Com base nos resultados obtidos, o composto V6 possivelmente atua nas
células tumorais modulando o ciclo celular, com diminui¢cdo de ciclina D1, além
de aumentar a quantidade de radicais livres peroxidados e caspase 3
fosforilada, corroborando com a diminuicdo do potencial elétrico mitocondrial

que auxilia na indugao de apoptose.



REFERENCIAS



REFERENCIAS

ADAMS, B.K.; FERST, E.M.; DAVIS, M.C.; HEROLD, M.; KURTKAYA, S;
HOLLINGSHEAD, M.G.; KAUR, G.; SAUSVILLE, E.A. ; RICKLES, F.R;
SNYDER, J. P.; LIOTTA, D.C.; SHOJI, M. Synthesis and biological evaluation
of novel curcumin analogs as anti-cancer and anti-angiogenesis agents

Bioorg.Med.Chem.v.12. p. 3871-3883. 2004.

ANGELO, P.M. e JORGE, N. Compostos fendlicos em alimentos: Uma breve

revisdo. Revista Instituto Adolf Lutz, v. 66, p. 232-240, 2007

ARAUJO, T.F; PARDI. P.C- Anadlise de parametros hematoldgicos e
bioquimicos apds administracdo de composto fendlico polifuncional em animais
de experimentacdo. Ill Jornada de Iniciacdo Cientifica da Universidade

Bandeirante de Sao Paulo. 2010

BHATT KV, HU R, SPOFFORD LS, APLIN AE. Mutant B-RAF signaling and
cyclin D1 regulate Cks1/S-phase kinase-associated protein 2-mediated
degradation of p27Kip1 in  human melanoma cells. Oncogene.

2007:26(7):1056-66.

BOHLMANN F, BUHMANN U. Synthese von natirlich vorkommenden

Hydroxyacetophenon-Derivaten. Chem. Ber.; v.105: 863-873,1972



BRAVO, L. POLYPHENOLS: chemistry, dietary sources, metabolism and

nutrition significance. Nutrition Reviews, v.56, n.11, p.317-333, 1998.

CERRUTTI, P.; ALZAMORA, S. M.; Int. J. Food Microbiol. 1996, 29, 379.

CROFT, K.D. The chemistry and biological effects of flavonoids and phenolic
acids. Annals of the New York Academy of Science, New York, v.854, p.435-

442, 1998.

DARZYNKIEWICZ Z, TRAGANOS F, STAIANO-COICO L, KAPUSCINSKI J,
MELAMED MR. Interactions of rhodamine 123 with living cells studied by flow

cytometry. Cancer Res. 1982;42:799-806.

FARTHING, D.; SICA, D.; ABERNATHY, C.; FAKHRY, |.; ROBERTS, J. D.;
ABRAHAM, D. J.; SWERDLOW, P.;J. CHROMATOGR., B: Biomed. Sci.

Appl. 1999, 726, 303.

FECHER LA, AMARAVADI RK, SCHUCHTER LM, FLAHERTY KT. Drug
Targeting of Oncogenic Pathways in Melanoma. Hematol Oncol Clin North Am.

2009; 23(3):599-618.

FERGUSON, L. R. Antimutagens as cancer chemopreventive agents in the diet.

Mutat. Res. 1994, 307 (1), 395-410.



JEMAL, A., BRAY, F., M. MELISSA, FERLAY, J. , WARD , E., FORMAN , D.

Global Cancer statistics, CA: A Cancer Journal for Clinicians, v.61, Issue 2, p.

69-90, 2011

HORI H, YOSHIHIRO U, AKIHITO H, FUJITA T, SYUNSUKE T, NAGASAWA
H. First Total Synthesis of Artepillin C Established by o,0-Diprenylation of p-

Halophenols in Water. J. Org. Chem.; v,.67, pp.2355-2357, 2002

KAMAT, J. P.; GHOSH, A.; DEVASAGAYAM, T. P. A. Vanillin as an antioxidant
in rat liver mitochondria: inhibition of protein oxidation and lipid peroxidation

induced by photosensitization. Mol. Cell. Biochem. 2000, 209, 47-53.

KOGURE K, GOTO S, NISHIMURA M et al. Mechanism of potent

antiperoxidative effect of capsaicin. Biochim Biophys Acta 2002: 1573: 84-92.

LIRDPRAPAMONGKOL, K.; SAKURAI, H.; KAWASAKI, N.; CHOO, M. K
SAITOH, Y.; AOZUKA, Y.; SINGHIRUNNUSORN, P.; RUCHIRAWAT, S
SVASTI, J.; SAIKI, I. Vanillin suppresses in vitro invasion and in vivo metastasis

of mouse breast cancer cells. Eur. J. Pharm. Sci. 2005, 25, 57-65.

LOSLER S; SCHLIEF S; KNEIFEL C; THIEL E; SCHREZENMEIER H;
ROJEWSKI MT, Antimony-trioxide- and arsenic-trioxide-induced apoptosis in
myelogenic and lymphatic cell lines, recruitment of caspases, and loss of
mitochondrial membrane potential are enhanced by modulators of the cellular

glutathione redox system. Ann Hematol; v.88, n.11, p.1047-58, 2009.



MARTINS, E.R; DEMAZO, L.C.; ALIBERTIS, J.C.;KATZ, S.;QUINCOCES. J.A;
MESTRINER, C.L, SANTOS, M.R.M.; Modulagdo e expressdo de genes em
microorganismos patogénicos: Ac¢do de substancias bioativas em Leishmania
(L.) amazonensis. Il Jornada de Iniciacdo Cientifca da Universidade

Bandeirante de Sao Paulo. 2009

MARVERT! G; LIGABUE A; MONTANARI M; GUERRIERI D;
CUSUMANO M; DI PIETRO ML; TROIANO L; DI VONO E; IOTTI S;
FARRUGGIA G; WOLF F; MONTI MG; FRASSINETI C Characterization
of the cell growth inhibitory effects of a novel DNA-intercalating bipyridyl-
thiourea-Pt(ll) complex in cisplatin-sensitive and -resistant human ovarian

cancer cells. Invest New Drugs; v.29, n.1, pp.73-86, 2011 .

MASUDA T, JITOE A, ISOBE J, NAKATANI N, YONEMORI S. Anti-oxidative
and Anti-inflammatory Curcumin-Related Phenolics from Rhizomes of Curcuma

Domestica. Phytochemistry; v.32, n.6, pp. 1557-1560, 1993

MOSMANN T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:
application to proliferation and cytotoxicity assays. J Immunol Methods.

1983;65(1-2):55-63.

NEWMAN DJ, CRAGG GM, HOLBECK S, AND SAUSVILLE EA. Natural
products and derivatives as leads to cell cycle pathway targets in cancer

chemotherapy. Curr Cancer Drug Targets 2:279-308 2002 (OECD GUIDELINE



FOR TESTING OF CHEMICALS. Acute Oral Toxicity — Acute Toxic Class

Method, p. 14, 2001).

OHKAWA H, OHISHI N, YAGI K. Assay for lipid peroxides in animal tissues by

thiobarbituric acid reaction. Anal Biochem. 1979;95(2):351-8.

OPDYKE, D. L. J. Fragrance raw materials monographs. Vanillin. Food Cosmet.

Toxicol. 1977, 15, 633-638.

PISCO L, KORDIAN M, PESEKE K, FEIST H, MICHALIK D, ESTRADA E,
CARVALHO J, HAMILTON G, RANDO D, QUINCOCES J. Synthesis of
compounds with antiproliferative activity as analogues of prenylated natural
products existing in Brazilian propolis. Eur J Med Chem. 2006 Mar;41(3):401-7.

Epub 2006 Jan 27

QUINCOCES SUAREZ, J.; MARIA, D.A.; PARDI, P.C.; FAIAO FLORES, F.;
PEREIRA SANTOS, R.; GONGCALES RANDO, D.](Pharmaceutical
Composition And Use Of The Pharmaceutical Composition For The Treatment,
Prophylaxis Or Prevention Of Neoplastic Diseases In Humans And Animals

Wipo Patent Application Wo/2010/142007.

QUINCOCES, J.; RANDO, D. G.; MARIA, D. A.; MARTINS, C. A. S.; PARDI, P.
C.; DE SOUZA, P. O. Brazilian Patent: Pl 0602640-0 (06.07.2006), (PCT/BR

2007/000175), (06.07.2007). S.S. KUMAR, K.I. PRIYADARSINI, K.B. SAINIS,



Inhibition of peroxynitrite-mediated reactions by vanillin, J. Agric. Food Chem.

52 (2004) 139145,

ROMAGNOLI R; BARALDI PG; CRUZ-LOPEZ O; LOPEZ CARA C; CARRION
MD; BRANCALE A; HAMEL E; CHEN L; BORTOLOZZI R; BASSO G; VIOLA
.G Synthesis and antitumor activity of 1,5-disubstituted 1,2,4-triazoles as cis-

restricted combretastatin analogues. J Med Chem v.53, n.10, p. 4248-58, 2010

SCHWARTZ GK, SHAH MA. Targeting the cell cycle: a new approach to cancer

therapy. J Clin Oncol. 2005;23(36):9408-21.

SHAUGHNESSY, D. T.; SCHAAPER, R. M.; UMBACH, D. M.; DEMARINI, D.
M. Inhibition of spontaneous mutagenesis by vanillin and cinnamaldehyde in
Escherichia coli: dependence on recombinational repair. Mutat. Res., 602 (1-2),

2006 5464,

SHAUGHNESSY, D. T.; WOODROW, S. R.; DEMARINI, D. M.; The
antimutagenic effect of vanillin and cinnamaldehyde on spontaneous mutation
in Salmonella TA104 is due to a reduction in mutations at GC but not AT

sites Mutat. Res. 2001, 480, 55.

SOARES S. E. - Acidos fendlicos como antioxidantes. Rev. Nutr. v.15 n1 , 2002

p:201-208,

XIAO Y, Bl C, FAN Y, CUI C, ZHANG X, DOU QP.. L-glutamine Schiff base
copper complex as a proteasome inhibitor and an apoptosis inducer in human

cancer cells. Int J. Oncol. Nov;33(5): 2008 1073-9,



YAN YQ, XU QZ, WANG L, SUI JL, BAI B, ZHOU PK. Vanillin derivative 6-
bromine-5-hydroxy-4-methoxybenzaldehyde-elicited apoptosis and G2/M arrest
of Jurkat cells proceeds concurrently with DNA-PKcs cleavage and Akt

inactivation. Int J. Oncol 29(5): 2006 1167-72.



