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RESUMO

FRANCA, Andressa Antunes Prado de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
julho de 2013. Avaliacao da atividade antimelanoma in vitro e in vivo de um
derivado de dibenzoilmetano de uso tépico. Orientadora: Marisa Alves
Nogueira Diaz.

O cancer, atualmente, é a segunda causa de morte por doengas no Brasil, e o
cancer de pele do tipo melanoma é a principal causa de morte dentre as
afeccdes da pele. Neste sentido, considerando-se o impacto social e relevancia
da doenca, buscam-se novas opc¢des de terapias que sejam mais eficazes
contra esses agravos. Os dibenzoilmetanos constituem uma classe de
compostos que vem sendo amplamente investigada, devido as suas ja
conhecidas propriedades fotoprotetoras, anti-inflamatérias e antitumorais.
Assim, o presente estudo teve como objetivo a avaliacdo das propriedades
antimelanoma de um derivado de dibenzoilmetano com finalidade de aplicagéao
tépica. O composto 1,3-Difenil-2-benzil-1,3-propanodiona foi sintetizado a partir
de 1,3-difenil-1,3-propanodiona (dibenzoilmetano). Os ensaios in vitro de
citotoxicidade com MTT foram realizados com 3 x 10% células plaqueadas por
poco em placas de 96 poc¢os, e 0 composto nas concentragdes 0,25 pg/mL, 2,5
ug/mL, 25 pg/mL e 250 pg/mL, com tratamento das células por 48h. O
composto apresentou ICso de 53,05 pg/mL para as células da linhagem
B16F10, derivadas de melanoma murino, e 225,5 ug/mL para as células da
linhagem melan-A, derivadas de melanoblastos normais murino, com indice de
seletividade de 4,25. Isto significa que o composto € 4,25 vezes mais seletivo
para as células de melanoma do que para os melandcitos, o que indica
potencial terapéutico para testes in vivo. O teste in vivo foi realizado com base
em um modelo de melanoma murino, utilizando-se camundongos da linhagem
C56BI/6, com inoculagdo subcutanea de 1 x 10° células B16F10 na regido
cervical, e tratamento tépico no mesmo sitio onde foi induzido o tumor. O
tratamento foi realizado utilizando-se um gel transdérmico, contendo o
composto nas concentragcdes de 1 mg/mL e 3 mg/mL, e 2% de Aristoflex®
como agente gelificante, 5% de propilenoglicol como umectante, 10% de
dimetilsulféxico (DMSQO) como promotor de absorcdo e éalcool 70% como
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inibidor microbiano (g.s.p). O tratamento foi iniciado 24 horas apés a indugao
do tumor, e durou 21 dias. Terminado este periodo, os animais foram
eutanasiados, e foram coletados o tumor, figado, rim e pulmdes dos animais
para analises histologicas, além do sangue, para andlise do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) do soro. A avaliacdo do volume
tumoral indicou diferengas significativas entre os animais ndo tratados e os
animais tratados, com os animais tratados apresentando menores tumores.
Além disso, o VEGF também se apresentou aumentado nos animais nao
tratados, o que pode representar um possivel mecanismo pelo qual o composto
esteja agindo sobre as células tumorais. A avaliacao histolégica das amostras
de tumor mostraram amplas areas necréticas no material coletado a partir dos
animais tratados, e indicativos de morte celular por apoptose. Ademais, o
figado se apresentou mais preservado nos animais tratados do que nos
animais doentes sem tratamento, ou tratados com a formulagdo sem o
composto ativo (branco). Nas amostras de rim nao foram encontradas
alteracoes histoldgicas, e nas amostras de pulmao, néo foi identificado nenhum
foco de metastase. A partir destes resultados, pode-se concluir que 0 composto
apresentou significativo papel terapéutico contra o melanoma, com base na

rota de distribuicdo transdérmica da droga.
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ABSTRACT

FRANCA, Andressa Antunes Prado de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
July, 2013. In vitro and in vivo antimelanoma activity evaluation of a
dibenzoylmethane derivative of topical use. Adviser: Marisa Alves Nogueira
Diaz.

Currently, cancer is the second main cause of death by disease in Brazil, and
melanoma type skin cancer is the main cause of death among skin conditions.
This way, considering the social impact and relevance of this disease, new
options of more effective therapy against such aggravation are sought.
Dibenzoylmethanes constitute a class of compounds which has been broadly
studied due to their already known photoprotective, antiinflamatory and
antitumoral properties. Thus, the present study aimed to evaluate antimelanoma
properties of a dibenzoylmethane derivative with the purpose of topic
application. The compound 1,3-diphenyl-2-benzyl-1,3-propanedione was
synthesized from 1,3-diphenyl-1,3-propanedione (dibenzoylmethane). The in
vitro citoxicity assay with MTT was performed with 3 x 10° cells plated per well
in 96-well plates, and the compound in 0.25 pg/mL, 2.5 ug/mL, 25 pg/mL e 250
ug/mL concentrations, with cells being treated for 48 hours. The compound
show ICsg of 53.05 pg/mL for B16F10 cell line, derived from murine melanoma,
and 225.5 pg/mL for melan-A cell line, derived from murine normal
melanoblastos, with a selectivity index of 4.25. This indicates the compound is
4.25-fold more selective to melanoma cells in comparison to melanocytes,
which indicates its therapeutic potential for in vivo assays. The in vivo assay
was based on a murine melanoma model, using C57BIl/6 strain mice, with
subcutaneous inoculation of 1 x 10° B16F10 cells in cervical region, and topical
treatment at the same site the tumor was induced. Treatment was performed by
using a transdermal gel, containing the compound at 1 mg/mL and 3 mg/mL
concentrations, and 2% of Aristoflex® as gelifying agent, 5% of propylene glycol
as humectant, 10% of dimetyl sulfoxide (DMSQO) as absorption promoter and
alcohol 70% as microbial inhibitor (g.s.p.). Treatment was initiated 24 hours
after tumor cells were inoculated, and lasted 21 days. After such period,

animals were euthanized and tumor, liver, lung and kidney samples were
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harvested for histological analyses, besides blood for vascular endothelial
growth factor (VEGF) serum analysis. Tumor volume evaluation indicated
significant differences between treated and untreated animals, with treated
animals presenting smaller tumors. Moreover, serum VEGF was also higher in
untreated animals, what can represent a possible mechanism by which
compound acts on tumor cells. Tumor samples histological evaluation showed
large necrotic areas in the material collected from treated animals, as well as
indications of cell death by apoptosis. Besides, liver was better preserved in
treated animals than in sick animals without treatment, or treated with
formulation without the active compound (white). In kidney samples, no
significant histological alterations were found, and in lung samples, no
metastasis sites were identified. From these results, we can conclude the
compound presented a significant therapeutic role against melanoma, based on

transdermal route of drug distribution.



I. INTRODUGCAO

O cancer, ou a neoplasia maligna (também conhecido como tumor
maligno) pode ser conceituado como uma massa de tecido cujo crescimento
excessivo ocorre fora da coordenacgao tecidual normal, e que persiste mesmo
apds a cessacao do estimulo que o desencadeou. Trata-se de um crescimento
autdbnomo, afinalistico e que compete com o organismo hospedeiro pelo seu
suprimento nutricional e energético (COTRAN et al., 2004; MCGEE et al., 1992;
WILLIS, 1952).

Desde 2003, o cancer revela-se no Brasil como a segunda causa de
mortalidade na populacédo, correspondendo a 17% dos o6bitos por doenca.
Considerando-se separadamente as regides, somente na regidao nordeste o
cancer representa a terceira causa de morte por doenca. Nas demais regides,
segue-se as doencas cardiovasculares como causa de morte, com incidéncia
maior na regiao sul. Os principais motivos que levam ao grande numero de
casos sdo o0 aumento da expectativa de vida da populagdo em geral, associada
a maior exposicao a fatores de risco (INCA, 2010).

Os tipos mais comuns de cancer sdo os de pele, mama feminina,
préstata, pulmado e estbmago, sendo que o primeiro apresenta a maior
incidéncia no Brasil, apesar de seu menor indice de letalidade, com excecéo do
melanoma (SIMPLICIO et al., 2002).

Assim, o cancer é hoje um dos grandes inimigos da humanidade,
tornando-se necessario encontrar novas formas de terapia e também novos
processos de diagndstico que identifiguem os tumores com maior rapidez e
eficiéncia (VILELA, 1998).

O melanoma é um tipo de cancer de pele de origem neuroectodérmica
de baixa incidéncia e alta mortalidade associada, constituindo a primeira causa
de morte por doengas de pele. Em associagdo a elevada mortalidade, sua
incidéncia tem apresentado aumento continuo nas ultimas décadas em paises
industrializados. No Brasil, estima-se que, aproximadamente, 4.000 novos
casos sejam diagnosticados todos os anos (CARVALHO, 2004). Ademais, o
melanoma chama atencdo por sua agressividade, devido a seu grande
potencial de produzir metastases (LEBSA-WEBER, 2007).



Segundo Brasileiro Filho (2006), o melanoma pode se formar a partir de
pele saudavel ou a partir de leses pré-existentes, como os nevos pigmentados
(“pintas”), iniciando-se como uma lesdo que aumenta de tamanho (extensao
e/ou profundidade), sendo conhecidos diversos fatores de risco para seu
aparecimento, como pele clara, exposi¢cao excessiva a luz do sol, exposi¢cao a
luz ultravioleta (como em sessdes de bronzeamento artificial), além de histérico
familiar e a presenca de lesées pré-existentes (LOPES, 2005).

Na constante busca por novas terapias eficazes para o tratamento do
melanoma, os dibenzoilmetanos (DBM) (1,3-difenilpropano-1,3-diona) se
tornaram foco de estudos devido a suas propriedades fotoprotetoras e
antitumorais (KHOR et al., 2009; NAKANO et al., 2004; NOGUEIRA et al.,
2003; SINGLETARY et al.,, 1998). Os DBMs sao pequenas B-dicetonas
raramente encontrados na natureza, podendo ser isolados de algumas
espécies de Lonchocarpus, constituindo uma subclasse de flavondides
(MAGALHAES; NOGUEIRA, 1997; NOGUEIRA et al., 2003).

Considerando as prerrogativas acima, com o objetivo de contribuir para
as pesquisas na area do cancer de pele, o presente estudo visou explorar as
propriedades antimelanoma de um derivado de dibenzoilmetano sob uso
tépico.



Il. OBJETIVOS

1. Objetivo geral

O presente projeto visou avaliar a atividade antimelanoma de um

derivado de dibenzoilmetano de uso topico, in vitro e in vivo.

2. Objetivos especificos

Realizar testes in vitro que indiquem o papel antiproliferativo do
composto utilizado sobre células derivadas de melanoblastos
murinos, bem como sobre células singénicas, derivadas de
melanoma murino;

Determinar o indice de seletividade do composto a partir dos
dados obtidos previamente, como indicativo para a adequacgao de
testes in vivo com o composto;

Realizar testes in vivo, utilizando camundongos C57BL/6 para
avaliar a atividade antimelanoma do composto, sendo aplicado de
forma tépica, préximo ao sitio de inducao do tumor;

Avaliar o efeito do tratamento sobre o volume tumoral;

Avaliar o efeito do tratamento sobre os niveis de VEGF, em
comparagdo a animais sem o tratamento com o composto ativo, e
relacionar o papel deste fator de crescimento aos mecanismos de

melanomagénese.



lll. REVISAO DE LITERATURA

1. Pele

E imprescindivel ressaltar que a pele constitui o foco principal do
presente trabalho, uma vez que tratamos de um agravo que tem origem a partir
de um tipo celular especifico da epiderme, e nossa proposta terapéutica
também se baseia na prépria pele como rota de distribuicdo da droga
estudada.

A pele humana, o maior 6rgao do corpo (CEVC; VIERL, 2010), atingindo
até 16% de seu peso, constitui seu revestimento externo, e consiste
basicamente de uma camada de epiderme celular estratificada de origem
ectodérmica e uma derme subjacente de tecido conjuntivo de origem
mesodérmica. Em algumas regiées do corpo, como na palma das maos e na
planta dos pés, apresenta-se espessada. A maior parte do corpo, entretanto, é
protegida por pele fina (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; MCGRATH; EADY;
POPE, 2010).

Abaixo da pele, em continuidade com a derme, encontra-se uma
camada de tecido conjuntivo frouxo que pode conter muitas células adiposas,
conhecido como hipoderme, ou tecido celular subcutaneo. Esse tecido, apesar
de ndo fazer parte da pele, exerce a funcdo de lhe unir com os tecidos
subjacentes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Além de sua funcao como revestimento externo, a pele também protege
0 organismo contra a perda de agua e contra o atrito, recebe informacdes
relacionadas ao ambiente externo e as transmite ao sistema nervoso central,
por meio dos variados tipos de receptores sensoriais presentes em sua
estrutura, e colabora na termorregulacdo do corpo, através de vasos
sanguineos, glandulas sudoriparas e pélos presentes em sua constituicao.

A melanina, pigmento produzido e acumulado na pele, determinando sua
cor, também tem fungédo fotoprotetora. Ademais, € na pele que se forma a
vitamina D3, através da acao da radiacao ultravioleta sobre 7-dehidrocolesterol,
um precursor sintetizado pelo préprio organismo e presente no tecido
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).



1.1 Epiderme

A epiderme (Figura 1), camada mais superficial da pele, é formada por
tecido epitelial pavimentoso estratificado queratinizado, contendo quatro tipos
celulares principais, que serao descritos mais adiante. O tipo celular mais
abundante, constituindo até 90% das células epidérmicas, sado o0s
queratindcitos, que se movem progressivamente a partir da camada basal da
epiderme em direcao a sua superficie, formando varias camadas bem definidas
durante esse processo, e possuem capacidade de sintetizar queratina
(DOWNING, 1992). A queratina € uma proteina fibrosa dura que tém
importancia na protecdo da pele e dos tecidos subjacentes contra agentes
externos, como calor, microorganismos e diversas substancias quimicas. Alem
dos queratinécitos, sdo encontrados também melandcitos (responsaveis pela
producdo da melanina), células de Langerhans, e células de Merckel
(MCGRATH; EADY; POPE, 2010; TORTORA; DERRICKSON, 2010).

Na epiderme, se identificam duas regides funcionais distintas: a
epiderme viavel, formada por uma camada viva hidrofilica (70% de agua) e o
estrato corneo, uma camada hidrofébica (13% de agua) constituida de
queratinocitos mortos (BOLZINGER et al., 2012). A epiderme pode ser
estruturalmente dividida em camadas, com base na morfologia celular dos
queratindcitos em seus diferentes estagios de desenvolvimento, a saber:
camada basal (ou germinativa), camada espinhosa, camada granulosa,
camada lucida (onde presente), e camada cérnea (BAROLI, 2009; ODLAND,
1991).

A camada basal ou germinativa, mais profunda, € normalmente da
espessura de uma unica camada continua de células, contendo queratindcitos
de morfologia colunar ou cubica, células-tronco formadoras de novos
queratinécitos, além de melandcitos, que produzem a melanina que da cor a
pele, e células de Merckel mecanorreceptoras (MCGRATH; EADY; POPE,
2010). As células basais apresentam nucleo volumoso, citoplasma denso, rico
em ribossomos, sdo basdfilas, e seu citoesqueleto contém muitos filamentos

intermediarios de queratina que se fixam aos desmossomos que fazem a
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interacdo entre as células desse estrato, e aos hemidesmossomos que
interagem com a membrana basal posicionada entre a epiderme e a derme,
fazendo sua ancoragem (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; TORTORA;
DERRICKSON, 2010).

Epiderme

Camada cérnea

A —=_Camada cérnea

Camada licida ==

Camada

granulosa p 0P Camada ldcida
Queratinécito Camada

granulosa

Camada

espinhosa 7 o < A\ 3 ¢ & Células de

7l 9 ‘ Langerhans 5

" E —Cél. de Merckel ) 7 IS [ espinhosa
~—~——Disco tactil P g .

“ % Neur6nio

' sensorial

Melanécito
Camada basal
—Derme A AR S e e
Profundo : = " @I 240x
(A) Tipos celulares principais da epiderme (B) Fotomicrografia de um fragmento de pele

Copyright © John Wiley & Sons, Inc. All rights reserved. Photo: Courtesy Michael Ross, University of Florida

Figura 1 - A - esquema das camadas que constituem a epiderme; B — fotomicrografia de

secgao histolégica da epiderme (Fonte: Tortora; Derrickson, 2010).

A camada espinhosa € constituida por 8 a 10 fileiras de queratinécitos
cubdides ou ligeiramente achatados. Estas células apresentam citoplasma com
curtas expansfes contendo feixes de queratina, que também fazem a
ancoragem entre células vizinhas por meio de interacdes com o0s
desmossomos, auxiliando a manutencédo da coeséao tecidual, e conferindo-lhe
resisténcia ao atrito exercido sobre a pele (TORTORA; DERRICKSON, 2010).
Essa camada apresenta, também, as células de Langerhans, que sé&o
originadas a partir da medula 6ssea e tém capacidade de apresentagdo de
antigeno, estimulando os linfécitos T do sistema imunoldgico, e possuindo,
assim, importante papel nas reagdes imunitarias cutaneas (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004).

Mais superficial a camada espinhosa pode-se identificar a camada
granulosa, formada por 3 a 5 fileiras de queratinécitos mais achatados que se
apresentam em intenso processo de apoptose. Nesse estagio, o nucleo se
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torna apoptético, outras organelas comegcam a se degenerar, e O0S
tonofilamentos de queratina se tornam mais aparentes (TORTORA;
DERRICKSON, 2010). Essas células apresentam, também, estruturas
conhecidas como granulos lamelares, importantes no processo de
impermeabilizacao da pele. Ademais, o citoplasma dessas células apresenta
granulos baséfilos contendo uma proteina chamada querato-hialina, rica em
histidina fosforilada (MCGRATH; EADY; POPE, 2010). Durante esse processo
de queratinizagdo (ou cornificacdo) que sofrem os queratindcitos enquanto
migram da camada basal para as camadas superiores da epiderme, a querato-
hialina parece formar a matriz entre os filamentos de queratina, e pode
contribuir para sua agregacao (DOWNING, 1992).

A camada lucida encontra-se mais evidente na pele espessa de regides
como as pontas dos dedos, palma das méaos e planta dos pés. Suas células
eosindfilas e translicidas apresentam membrana plasmatica espessa, com
desmossomos bastante evidentes, e auséncia de nucleo e organelas
citoplasmaticas, ja digeridos por enzimas lisossomais. O citoplasma € rico em
filamentos de queratina compactados e envolvidos por material elétron-denso
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; TORTORA; DERRICKSON, 2010).

O estrato mais superficial da pele, em contato direto com o ambiente
externo, é a camada coérnea, que consiste de células praticamente planas e
inertes, denominadas cornedcitos, com 0,3 a 0,5 um de espessura e que se
apresentam verticalmente dispostos em colunas penta a heptagonais. Cada
coluna contém entre 15 e 22 camadas celulares embebidas em uma matriz
extracelular bem especializada (CEVC; VIERL, 2010). Essas células
anucleadas contém citoplasma composto essencialmente de filamentos de
queratina alinhados em macrofibras por pontes de dissulfeto, sob a influéncia
de filagrina, a proteina que compde o granulo de querato-hialina (MCGRATH;
EADY; POPE, 2010). Essa camada apresenta, ainda, duas regides
distinguiveis com base na integridade de seus corneodesmossomos: a regiao
compacta, e a regido disjunta, mais externa (BAROLI, 2009). A matriz
extracelular apresenta-se repleta de lipidios oriundos dos granulos lamelares
(MCGRATH; EADY; POPE, 2010).



Os lipidios intercelulares dessa camada podem ser compreendidos em
quatro categorias: colesterol e seus derivados, ceramidas, acidos graxos livres,
e ftrigliacilglicerdis. A maior parte desses lipidios sao anfifilicos, e a
hidrofobicidade de suas cabegas se deve a presenca de grupamentos hidroxila,
0s quais podem formar interagées de hidrogénio com os lipidios adjacentes ou
com a agua (MCGRATH; EADY; POPE, 2010).

1.2 Lamina basal

Na regido de transicdo entre a epiderme e derme, fazendo juncao entre
as duas camadas, pode-se identificar uma estrutura visivel por meio do
microscopio eletrénico denominada lamina basal. Essa estrutura aparece como
uma camada elétron-densa de 20 a 100 nm de espessura, sendo constituida
por delgadas fibrilas (lamina densa), que podem ser intercaladas por camadas
elétron-lucentes em um ou em ambos os lados, denominadas laminas lUcidas.
Os principais componentes da lamina basal incluem colageno tipo 1V, laminina,
entactina (duas glicoproteinas) e proteoglicanos, como o perlecan, por
exemplo. A composicdo molecular desses componentes pode variar entre
diferentes tecidos e até mesmo dentro de diferentes regides do mesmo tecido.
A ancoragem da lamina basal ao tecido conjuntivo subjacente se faz por meio
de fibrilas de ancoragem constituidas por colageno tipo VII (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004).

A estrutura descrita nesta se¢do nao € encontrada somente em tecidos
epiteliais, aparecendo também na regido de contato entre outros tipos celulares
e tecido conjuntivo, ao redor de células musculares, células adiposas, células
de Schwann, e entre camadas epiteliais adjacentes, ou muito préximas
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Além de seu papel estrutural, as laminas basais participam em
processos de reparo, proliferacao, diferenciacdo e migracao celular. Ademais,
sdo capazes de manter a polaridade e diferenciacao das células da pele, e
também servem como barreira para a metastatizagdo de células tumorais
(OLIVEIRA et al., 2002) e para regulagdo da transferéncia de materiais
(BRIGGAMAN; WHEELER, 1975).



1.3 Derme

A derme, camada subjacente a epiderme, e que faz sua unido ao tecido
celular subcutaneo (hipoderme), é constituida por tecido conjuntivo resistente,
apresentando estrutura complexa formada por fibras elasticas e colagenas,
além de proteoglicanos, glicosaminoglicanos e glicoproteinas de adesao, como
fibronectina, laminina e integrinas (SAMPAIO; RIVITTI, 1988). Apresenta
espessura variavel, podendo chegar a 3 mm em regides de pele espessa,
como na planta do pé (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Essa camada da pele apresenta extensas redes vasculares, além de
sensiveis terminacdes nervosas capazes de identificar sensagdes de dor,
temperatura e pressdo. Podem ser encontrados, também, elementos anexos
que derivam da epiderme, como unhas e pélos, e glandulas sebaceas,
sudoriparas e ceruminosas (TORTORA; DERRICKSON, 2010; CUCE; FESTA
NETO, 2001).

Sua superficie se apresenta irregular, com saliéncias acompanhando as
reentrancias formadas na epiderme. Essas saliéncias sdo as papilas dérmicas,
que servem para aumentar a superficie de contato entre derme e epiderme e
reforcar sua unido. Quanto maior for o atrito e a pressao aos quais a pele é
submetida, maior € o numero de papilas dérmicas encontradas (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004).

Na derme, pode-se identificar duas regides distintas, porém de limites
pouco definidos, as regides papilar e reticular. A regido papilar € a mais
superficial, representando aproximadamente um quinto da espessura total da
camada, sendo composta de tecido conjuntivo frouxo com fibras elasticas finas
e colagenas estreitas. Ademais, as papilas dérmicas alojam capilares,
corpusculos tateis e terminacdes nervosas livres.

A regido reticular, por sua vez, compreende a maior parte da derme,
sendo composta de tecido conjuntivo denso ndo modelado, com feixes de
fibras coldgenas e algumas fibras elasticas espessas. Nessa regido, entre as
fibras, sdo encontrados algumas células adiposas, foliculos pilosos, glandulas
sudoriparas e sebaceas, e nervos (TORTORA; DERRICKSON, 2010).



1.4 Melanécitos e melanogénese

Melanécitos sdo as células presentes na epiderme responsaveis pela
pigmentacdo da pele, pélos e iris dos olhos, uma vez que produzem uma
classe de polimeros policiclicos conhecidos como melanina, que da cor aos
elementos supracitados. Essas células, que representam somente 5% das
células da pele, derivam da crista neural como precursores nao pigmentados
denominados melanoblastos, que expressam marcadores tipicos da linhagem
melanocitica, especificamente o receptor tirosina-quinase Kit e o fator de
transcricdo MITF (Microphthalmia associated transcription factor), essenciais
para a sobrevivéncia do melanoblasto durante seu desenvolvimento
(CHARTERS, 2007; GODING, 2007).

O papel dos melandcitos na pigmentacéo se apresenta conservado entre
diferentes espécies (LIN; FISHER, 2007). O aparecimento de fendtipos
pigmentares o6bvios decorrentes de mutagdes que afetem a funcdo dos
melandcitos acaba servindo como ferramenta facilitadora para as pesquisas
relacionadas a funcao deste tipo celular, que tem sido cada vez mais utilizado
como modelo de estudo para uma ampla variedade de processos, desde
transporte celular até a fisiologia de doencas (GODING, 2007). Tais fenétipos
mutantes podem ser caracterizados como hipo ou hiperpigmentacdes, com ou
sem o0 aumento do niumero de melandcitos (LIN; FISHER, 2007).

Melanécitos se localizam na epiderme, na camada basal ou germinativa,
entre os queratindcitos, apresentando uma face de contato com a derme. Sao
células dendriticas relativamente grandes, com auséncia de tonofilamentos e
desmossomos, e que se distinguem pela presenga de organelas densas e
arredondadas préximas a membrana celular e abundantes no citoplasma, onde
interagem com a rede de microtubulos que se estendem pelos prolongamentos
dendriticos da célula. Essas organelas sao os melanossomos, € sao
responsaveis pela sintese da melanina. Além disso, através de seus
prolongamentos dendriticos, os melandcitos interagem com cerca de 36
queratindcitos adjacentes, tanto na camada basal como na camada espinhosa,
de modo a maximizar a distribuicdo de melanina (CHARTERS, 2007).
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O processo de melanogénese (Figura 2) ¢é desencadeado,
principalmente, a partir da deteccdo de danos ao DNA nos queratindcitos,
causados principalmente pela radiacdo ultravioleta, o que leva a sintese
acentuada de horménios estimuladores de melanécitos (MSH) a partir do gene
POMC (proopiomelanocortina) (LAW et al., 2012). Os raios ultravioleta causam
danos ao DNA de forma direta (radiacéo ultravioleta B) ou indireta (radiacao
ultravioleta A). A radiagcao UVB (comprimentos de onda entre 290 a 320 nm)
causa quebras nas bases timidinas do DNA, pela absorcdo de fétons,
resultando em subprodutos como dimeros de pirimidina ciclobutano (LIN;
FISHER, 2007; PANICH, 2011). Ja a radiacdo UVA, de maior comprimento de
onda (320 a 400 nm), atinge a derme, e os fétons UVA sao absorvidos por
cromoforos (grupos funcionais que absorvem radiacdo eletromagnética),
podendo induzir a formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS). Estas, por
sua vez, tém a capacidade de induzir danos ao DNA pela formacdo de
produtos mutagénicos reativos de acido desoxirribonucleico, como 8-
hidroxidesoxiguanosina, quebras de fita unica no DNA e ligagbes cruzadas
entre DNA e proteina (PANICH, 2011).

Os peptideos derivados da proopiomelanocortina (horménios
estimuladores de melandcitos, ou MSH), cuja sintese a partir do gene POMC é
acentuada pelos danos causados no DNA pela radiacdo UV (SCHAUER et al.,
1994), atuam como estimuladores paracrinos do processo de melanogénese.
Tais peptideos exercem seu efeitos sobre a melanogénese por meio de sua
ligacdo a uma classe de receptores acoplados a proteina G, com sete dominios
transmembrana, denominados receptores de melanocortina 1 (MC1R). Quando
ligado ao seu agonista, este receptor induz a produgédo de cAMP (adenosina
monofosfato ciclico), pela ativacdo de adenililciclase, levando a fosforilagdo de
fatores de transcricdo da familia CREB (elementos responsivos a cCAMP). Esta
familia de fatores de transcricdo ativa genes variados, dentre eles o que
codifica o fator de transcricdo associado a microftalmia (MITF), que regula a
expressdo de genes relacionados a melanogénese, além de genes envolvidos
no controle do ciclo celular (LAW et al., 2012; LIN; FISHER, 2007). Dentre os
genes supramencionados, incluem-se os genes OCAZ (albinismo oculocutaneo
tipo 2) e SLC45A2 (carreador de soluto da familia 45, membro 2), necessarios
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para o adequado empacotamento de enzimas envolvidas na sintese da
melanina nos melanossomos, como a tirosinase (TYR) e a proteina 1
relacionada a tirosinase (TYRP1 ou TRP-1) (LAW et al., 2012).

Plasma
membrane

f Melanosome
distribution

e

Figura 2 — Via de sinalizacdo estimulatéria da melanogénese. Em a, os danos ao DNA
desencadeiam a liberagdo de hormoénios estimuladores de melandcitos (MSH), que ativam
receptores acoplados a proteina G (b), os receptores de melanocortina 1 (MC1R), e
consequentemente, a expressao (¢) do fator de transcricdo associado a microftalmia (MITF). O
MITF regula a expressdo de genes associados a melanogénese (d), regulando a sintese e
empacotamento da melanina nos melanossomos (e) e sua distribuicéo (f) (Fonte: LAW et al,,
2012).

Os melanossomos, organelas caracteristicas dos melanécitos e
similares a lisossomos, produzem duas classes distintas de melanina, o
pigmento escuro ou amarronzado chamado eumelanina, derivado de indois, e 0
pigmento avermelhado ou amarelado denominado feomelanina, derivado de
alanilhidroxibenzotiazina (AHB) (CHARTERS, 2007; LIN; FISHER, 2007).

Existem algumas variagbes estruturais entre os melanossomos que produzem
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cada classe de melanina, sendo que o0s que produzem a eumelanina séo
ovoides e apresentam matriz lamelar, diferindo, assim, dos melanossomos
produtores de feomelanina, que sdo mais arredondados e ndo possuem matriz
lamelar. Ambos os tipos podem ser encontrados na mesma célula, e podem ser
interconversiveis (CHARTERS, 2007).

Essas organelas apresentam caracteristicas estruturais e de sua
formagdo muito semelhantes as dos lisossomos, sendo ligados a membrana
em um ambiente acido, além de conter proteinas de membrana associadas a
lisossomo (LAMPs). A formacao dos melanossomos também tem relacdo com
a rede trans-Golgi, se formando como vesicula transportadora de proteinas de
matriz (CHARTERS, 2007).

A sintese de ambos os tipos de melanina (Figura 3) tem origem em uma
via comum, dependente de tirosinase (TYR), com o mesmo precursor, a
tirosina, sendo a cisteina também necessaria para a sintese das feomelaninas
(LIN; FISHER, 2007). A tirosinase é uma glicoproteina localizada na membrana
do melanossomo que apresenta um dominio interno ao melanossomo com
atividade catalitica, seguido de um curto dominio transmembrana e um dominio
citoplasmético de aproximadamente 30 aminoacidos. O dominio catalitico
(interno) ao melanossomo apresenta residuos de histidina que se ligam a ions
cobre, necessarios para a atividade da tirosinase (GILLBRO; OLSSON, 2011).

A atividade sintética tem inicio a partir de uma etapa obrigatéria, a
hidroxilacdo da L-tirosina a 3,4-diidroxifenilalanina (DOPA) catalisada pela
tirosinase. DOPA, entdo, tem seu o-difenol oxidado a DOPAquinona, reacao
que também é catalisada pela enzima tirosinase na espécie humana. Essas
reacdes sdo limitantes para a sintese em geral, 0 que estabelece a tirosinase
como um importante alvo regulatério (CHARTERS, 2007; GILLBRO; OLSSON,
2011).
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Figura 3 — Melanogénese (Fonte: PANICH, 2011).

Apés a formacdo da DOPAquinona, a melanogénese pode se direcionar
a duas vias diferentes, que dardao origem a feomelanina ou a eumelanina. Na
presenca de cisteina, ou glutationa, a DOPAquinona é rapidamente reduzida a
cisteiniiDOPA. Esta, por sua vez, é convertida a alanina-hidroxil
diidrobenzotazina, e € polimerizada a feomelanina. A feomelanina é mais
fotoldbil e pode dar origem, em seus subprodutos, a radicais livres
responsaveis por estresse oxidativo, que pode causar danos ao DNA da célula
(GILLBRO; OLSSON, 2011). Assim, a presenca de cisteina ou outro tiol
redutivel, como a glutationa, € determinante para a classe de melanina que
sera produzida pela célula (CHARTERS, 2007).

Na auséncia de cisteina, DOPAquinona sofrerd& um fechamento
espontaneo do anel, formando DOPAcromo (CHARTERS, 2007), que pode ser
lenta e espontaneamente descarboxilado, sendo convertido a 5,6-diidroxiindol
(DHI), ou por atividade enzimatica, a &cido 5,6-diidroxiindol-2-carboxilico
(DHICA), pela acao da DOPAcromo tautomerase (DCT), também conhecida
como proteina relaciona a tirosinase 2 (TYRP-2) (GILLBRO; OLSSON, 2011).
Na presenca da DCT, &acido 5,6-diidroxi-indol-2-carboxilico € o produto
predominante (CHARTERS, 2007).
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Ha duas classes de proteinas relacionadas a tirosinase: a TRP-1 (ou
TYRP-1) e a TRP-2 (ou TYRP-2), que apresentam 40-50% de homologia com a
tirosinase (LIN; FISHER, 2007). Estudos indicam que a TRP-1 aumenta a
propor¢cdo de eumelanina em relagcdo a feomelanina, além das indicagdes de
que ambas as TRPs aumentam a estabilidade da tirosina, também estando
presentes na membrana do melanossomo (GILLBRO; OLSSON, 2011).

A oxidacao dos indois forma 5,6-indolquinona (1Q) e 5,6-indolquinona-2-
acido carboxilico (IQCA), que polimerizam, dando origem a eumelanina. Esta
etapa pode ocorrer de forma espontanea, ou por influéncia de proteinas do
melanossomo ou ainda pelo pH da prépria organela (CHARTERS, 2007).

Melandcitos podem sintetizar tanto eumelanina quanto a feomelanina,
sendo esta proporcao determinada por varidveis como a disponibilidade da
tirosinase e agentes redutores contendo sulfidril na célula. Apés a sintese, a
melanina é transportada dentro do melanossomos para os queratindcitos
adjacentes, através dos prolongamentos dendriticos do melanécito (LIN;
FISHER, 2007).

A melanina apresenta papel importante na homeostase da pele, além de
constituir uma barreira fisica contra radiacao ultravioleta (UV), sendo que a
eumelanina apresenta capacidade de capturar e remover radicais livres, como
anions superoxido, oxigénio simpleto, e peroxido de hidrogénio. A feomelanina
nao possui a mesma capacidade, podendo até mesmo liberar radicais livres por
acao da radiagcdo UV. Esta classe de polimero, gracas a suas cargas
negativas, apresenta, ainda, habilidade para se ligar a aminas e metais
pesados (GILLBRO; OLSSON, 2011).

2. Cancer

As neoplasias ou tumores malignos, comumente agrupados na classe
de doengas conhecidas como “cancer”, consistem em massas de tecido cujo
crescimento excessivo ocorre fora da coordenacgao dos tecidos normais, e que
persiste mesmo apds a cessacdo do estimulo que o desencadeou. E um
crescimento autbnomo, afinalistico e que compete com o organismo
hospedeiro pelo seu suprimento nutricional e energético (WILLIS, 1952;
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MCGEE et al.,, 1992; COTRAN et al., 2004). Esta denominagcdo € dada,
atualmente, a um grupo de mais de 100 doencas com caracteristicas
relacionadas, tais como a capacidade de invadir tecidos adjacentes e também
de formar metastases, que sao tumores secundarios, em sitios nao
relacionados ao tumor primario (INCA, 2011).

A carcinogénese, que consiste no processo de formacao de um tumor,
compreende multiplos estagios que ocorrem por alteragdes genéticas
acumuladas ao longo das geragbes celulares e culminam na formagéo de
tumores (NERY, 2004). Em geral, estas células apresentam vantagens em
relacdo a proliferacao e resisténcia aos mecanismos responsaveis pela morte
celular, o que resulta na manutencdo e desenvolvimento das células
cancerosas no tecido de origem. Com o tempo, as células geneticamente
alteradas podem adquirir a capacidade de invadir é&reas adjacentes,
promovendo alteragcdes no microambiente tecidual, como por exemplo, o
aumento da atividade de enzimas proteoliticas, e a formacao de novos vasos
(angiogénese) e de focos de metastase. O processo de formagao de
metastases consiste no comprometimento de outros locais do organismo sem
relagdo com o tumor primario via corrente sanguinea ou linfatica, sendo esta
caracteristica responsavel pela morte de duas em cada trés pessoas com
cancer (CHAMMAS et al., 2003).

2.1 Cancer de pele

O cancer de pele, o mais incidente dentre a populagao brasileira, pode
ser de dois tipos principais: melanoma e o ndao melanoma, sendo o ultimo
encontrado em dois subtipos, o carcinoma basocelular e o carcinoma
epidermdide ou espinocelular. O tipo ndo melanoma, apesar de ser o de maior
incidéncia, possui um nivel alto de cura, por ser facil de diagnosticar no inicio
do seu desenvolvimento (INCA, 2011).

As pessoas que estao mais propensas ao desenvolvimento ao cancer de
pele sédo aquelas portadoras do xeroderma pigmentoso, deficiéncia genética
que vai impedir a reparacdo dos danos provocados pela exposicdo dos raios

ultravioleta. Pessoas mulatas ou negras raramente desenvolvem este tipo de
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cancer, e quando ocorre o tumor, este se desenvolve em locais com auséncia
de pigmentacdo como a palma da méo e a planta do pé. Pessoas albinas, que
nao produzem melanina, de maneira geral, acabam desenvolvendo o cancer de
pele (SOUZA, 2004).

O carcinoma basocelular tem a sua origem a partir de células basais da
epiderme e foliculo piloso, sendo um tumor de baixa malignidade e seu
potencial de formar metastases é restrito. Por ser de facil diagnostico, a taxa de
Obitos € baixa (MANTESE et al, 2006). Geralmente aparece na face, como
ferida isolada, sendo observado com maior frequéncia em pessoas adultas que
possuem a pele com pouca pigmentacdo, ou ainda devido a outros fatores
como a radiacdo e o papiloma virus (HPV) que aumentam a chance de
desenvolvimento desse tipo de carcinoma (RIBEIRO, 2007).

Ja o carcinoma epidermdide se forma a partir de células da camada
espinhosa, e representa 90% dos casos de carcinoma bucal, estando o seu
desenvolvimento principalmente associado a fatores agressores externos,
como o habito de fumar e ingerir bebidas alcdlicas (ABDO et al., 2002).

O céncer de pele do tipo melanoma, derivado dos melandcitos da pele,
possui menor incidéncia do que os carcinomas basocelular e epidermdéide,
mas, apesar disso, leva a um maior numero de 6bitos, sendo a principal causa
de morte por doencas de pele, representando 79% dos o6bitos por cancer de
pele (DIMATOS et al., 2009; INCA, 2007).

2.1.1 Melanoma

Atualmente, séo registrados cerca de 132.000 casos de melanoma por
ano, e sua incidéncia global continua crescendo ao longo das ultimas décadas.
Modelos epidemioldgicos estimam que uma em cada setenta e cinco pessoas
estdo predispostas a desenvolver melanoma ao longo da vida (VEREEKEN,
2013). No Brasil, para 2012, foram estimados 6.230 novos casos de melanoma
(INCA, 2011). Os dados referentes a 2013 ainda nao estao disponiveis.

O Ministério da Saude do Brasil publicou a Portaria n® 357, de 8 de abril
de 2013 (BRASIL, 2013), aprovando as Diretrizes Diagnosticas e Terapéuticas
(DTT) do Melanoma Maligno Cutaneo, com o objetivo de estabelecer diretrizes
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e parametros nacionais para diagnéstico, tratamento e acompanhamento dos
portadores da doenca. As Diretrizes Diagnédsticas e Terapéuticas puderam ser
elaboradas a partir de um consenso técnico-cientifico ap6s consulta publica em
agosto de 2012, e devem ser utilizadas pelas secretarias de Saude dos
Estados, do Distrito Federal e dos municipios na regulagdo do acesso
assistencial, autorizagdo, registro e ressarcimento dos procedimentos
correspondentes (INCA, 2013).

Nos paises desenvolvidos, a média da expectativa de vida ao melanoma
em cinco anos €& de 73%, enquanto nos paises em desenvolvimento, a
expectativa média de vida ao melanoma no mesmo periodo é de 56%, sendo
que a média mundial € 69% (INCA, 2011). Em média, o tempo de
sobrevivéncia de um paciente com melanoma metastatico varia de 7 a 9
meses. Menos de 15% desses pacientes conseguem sobreviver por 3 anos
(SANTOS, 2005; NIKOLAOU et al., 2012).

O melanoma surge a partir dos melandcitos, células de origem
neuroectodérmica produtoras de melanina, substancia responsavel por dar
pigmentacdo a pele (INCA, 2011). Existem algumas caracteristicas gerais
morfolégicas do melanoma, que sao usadas para o seu diagndstico como:
tamanho, ulceragdo, necrose, simetria, delimitacdo lateral, melanizagao
(VERONESE et. al, 2004). Seu crescimento ocorre em duas fases: a primeira é
a fase radial, em que o melanoma cresce no interior da epiderme e derme
superficial; a segunda é a etapa de crescimento vertical, em que o melanoma
se expande em direcao as camadas mais internas da derme (KUMAR et al.,
2005), e a transicado da primeira para a segunda etapa é considerada o evento
mais critico da progressdo deste tipo de tumor, pois envolve o escape do
controle de crescimento realizado pelos queratinécitos (TARAPORE, 2013).

Apesar de agrupamentos de casos de melanoma sucederem em uma
familia devido a padrées comuns de exposi¢ao solar, até o presente ja foram
identificados, também, alguns fatores genéticos associados. Estima-se que, em
média, 10% dos melanomas sejam causados por mutacées germinativas em
genes de suscetibilidade, sendo hereditérias. Até o momento os dois principais
genes de suscetibilidade associados ao melanoma familiar sdo CDKNZ2A e
CDK4 (CARVALHO et al, 2004; LAW et al., 2012). As mutagdes no primeiro
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gene sao encontradas em 10% das familias que apresentam dois casos de
melanoma e em até 40% das familias com trés ou mais casos. As mutacgdes no
gene CDK4 sao raras e menos significativas (LAW et al., 2012). As alteracoes
moleculares associados ao melanoma serdo discutidas em maiores detalhes
adiante.

Existem quatro tipos diferentes de melanoma. O melanoma expansivo
superficial ocorre no tronco e nos membros inferiores, e pode apresentar
coloragbes variadas, como rosea, castanho, preto entre outras. Este tipo se
desenvolve depois de anos, podendo aparecer nddulos elevados e
sangramento na fase mais avancada do crescimento vertical. O melanoma
nodular ocorre de forma elevada, apresentando lesdo papulosa de cores
castanha, azulada ou preta, geralmente acompanhado de sangramentos ou
ulceracdes. O melanoma lentigioso acral representa de 35% a 60% dos casos
e ocorre em maior frequéncia em pessoas nao brancas, sendo encontrado nas
regidbes palmoplantares, extremidades digitais mucosas e semimucosas. O
melanoma lentigo maligno aparece em regibes de fotoexposicdo crbnica,
possuindo limites nitidos e formas n&o regulares, sendo encontrado
principalmente na face, maos e membros inferiores, podendo ocorrer
ulceracoes e sangramentos (FERNANDES et al., 2005; DIMATOS et al., 2009).

O diagnéstico do melanoma pode ser feito pela observacéo da coloragao
da pele, que varia de cor castanho-claro até cor negra, podendo ainda ter uma
regiao sem pigmentacdo. A neoplasia, apés seu crescimento superficial se
infiltra na epiderme, atingindo ou ndo a derme papilar. Seu crescimento vertical
é rapido através da espessura da pele formando ndédulos palpaveis e visiveis
(INCA, 2007). Para auxiliar no diagndstico observa-se a assimetria da leséo,
bordas irregulares e mal definidas, mudanca de cor e diametro maior de 6
milimetros (DIMATOS et al., 2009). No estadiamento clinico, é realizada uma
analise cautelosa da lesdo primaria, pele adjacente, cadeias linfonodais e
orgaos que em maior frequéncia apresentam metéstases (pulmao, cérebro,
figado e ossos) (WAINSTEN; BELFORT, 2004). A biépsia pode ser realizada
de duas maneiras: retirando-se completamente a lesdo para diagndstico
(bidépsia excisional); ou removendo-se apenas parte da lesdao (bidpsia

incisional), que sé deve ser feita, quando a lesdo for muito grande, estiver
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distante e nao for possivel remové-la por meio da biodpsia excisional. Estudos
vem sugerindo que o raio x do térax e dosagem sérica de desidrogenase latica
(LDH) auxiliariam na descobertas das metastases (DIMATOS et al, 2009). O
valor de LDH como marcador tumoral para melanoma maligno vem sendo
utilizado principalmente como indicador de metastase no figado, com
sensibilidade e especificidade 95% e 83% respectivamente em pacientes de
melanoma estadio Il, e 87% e 57% em pacientes estadio Ill. Ademais,
pacientes com niveis anormais de LDH apresentam sobrevida
significativamente reduzida (GOGAS, 2009).

A radiacao ultravioleta € uma pequena parcela do espectro das
radiacdes eletromagnéticas e pode ser produzida a partir de fontes artificiais.
Estudos propéem que a exposi¢cao aos raios ultravioleta seja responsavel pela
maior parte dos canceres cutaneo do tipo ndo-melanoma e possivelmente dos
melanomas (BAKOS, 2006). Além da exposi¢cdo em excesso a radiacao solar,
a utilizacao de fontes artificiais de radiagdo aumentaram ainda mais o risco de
desenvolvimento do melanoma, como no bronzeamento artificial utilizando as
camaras de bronzeamento. Argumentava-se que essa seria uma opgao segura,
pois as lampadas que sao utilizadas sé emitem os raios ultravioleta A, que séo
os de comprimento longo, contudo, recentes estudos mostram que 0s raios
ultravioleta A sdo os principais causadores do melanoma, agindo de forma
indireta e simultdnea com os raios ultravioleta B. O bronzeamento artificial tem
aumentado nos ultimos 20 anos, sendo utilizado com frequéncia entre
adolescentes e adultos de pele mais clara, tendo sido demonstrando, nos
ultimos 15 anos, maior risco do desenvolvimento do melanoma pelas pessoas
que utilizam a cama de bronzeamento, havendo evidéncias que esse risco
aumenta ainda mais quando o uso se inicia antes dos 30 anos de idade
(BAKQOS, 2006; VEIERGD et al., 2003; WHO, 2010).

2.1.1.1 Vias de sinalizacao celular e melanoma

Os principais genes de susceptibilidade associados ao melanoma
descritos até o momento sdo CDKNZ2A e CDK4, cujas mutagdes germinativas
sdo transmitidas hereditariamente. O gene CDK2NZ2A esta localizado no
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cromossomo 9p21, e codifica duas proteinas supressoras de tumor nao
relacionadas, envolvidas na regulagdo do ciclo celular, p16™K* e p14*"F. O

INK4
6 a

papel de p1 parece estar relacionado a inibicdo da fosforilagdo da
proteina retinoblastoma (pRb) mediada pela cinase dependente de ciclina
(CDK) da fase G1, denominada cdk4/cdkb, resultando no arraste da
progressdo do ciclo celular entre as fases G1 e S. Ja p14*"F favorece a
apoptose e bloqueia transformagdes oncogénicas através da estabilizacdo dos
niveis de p53 por meio da inibicdo de ubiquitinagao de p53 mediada por Mdm?2.
Assim, a perda de p16 promove inativacdo da proteina pRb por sua
hiperfosforilacdo, e as perdas de p14 inativam o p53, ambas levando a
progressao celular irrestrita. O outro gene de susceptibilidade, CDK4, localiza-
se no cromossomo 12q14 e suas mutagdes impedem a ligagdo da cdk4 ao p16,
também favorecendo a inativagao da pRb (TARAPORE, 2013).

Sabe-se atualmente que até 70% dos melanomas e neoplasmas
melanociticos benignos apresentam mutagcdes ativadoras em um dos dois
genes principais da via da MAPK (proteina quinase ativada por mitégeno) Erk,
NRAS ou BRAF (FLAHERTY et al., 2012; HOCKER et al., 2008). Esta via
regula processos celulares essenciais, como crescimento, sobrevivéncia,
diferenciacao e senescéncia (HUANG; MARAIS, 2009).

Em resumo, o que se observa é a perda de fungdo de genes
supressores de tumor acompanhando oncogenes mutados (Tabela 1)
(NIKOLAOU et al., 2007).
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Tabela 1 — Resumo das principais alteragdes génicas relacionadas ao melanoma (Adaptado
de: TARAPORE, 2013).

LOCALIZACAO
GENE CANDIDATO PROTEINA NO ESTAGIO DO MELANOMA
CROMOSSOMO
Perdas génicas
PTEN Pten 10q Primario e metdstatico
CDKN2A pl6ink4a/pl4Arf 9p Primario e metastatico
ITGB3BP Beta-3-endonexin 1p31 Uveal
Amplificagdo génica
BRAF Braf 7921.3 Cutaneo
CCND1 cyclinD1 11913 Acral
CDK4 cdk4 12q14 Acral e mucosal
CDH2 N-cadherin 18q Uveal e metastatico
c-MYC c-myc 8qg23 Ocular, primario e metastatico
MITF Mitf 3pl4 Cutaneo, metastatico

2.1.1.1.1 Via Ras-Raf-Mek-Erk

A proteina Ras é uma GTPase monomérica, que possui um grupamento
lipidico que ancora a proteina covalentemente a face intracelular da membrana,
onde ela atua. Essa proteina auxilia na transmissdo de sinais a partir da
superficie celular até o nucleo da célula, por meio de sua ativacdo por
receptores tirosino-quinases (RTKs), que sdo ativados, principalmente, por
ligacdo a fatores de crescimento. Os RTKs sdo da classe de receptores
associados a enzimas, constituidos de uma proteina transmembrana unipasso,
cujo sitio de interagdo com o ligante é extracelular, e o sitio catalitico, ou de
ligacdo a enzima localiza-se na face interna da membrana. A sinalizagdo por
Ras afeta fungdes celulares variadas, como proliferacao, apoptose, migracao e
diferenciacdo. A proteina se apresenta ativada, quando ligada a GTP, e
inativada quando ligada a GDP (ALBERTS, 2004).

Quando é ativada, Ras interage com uma proteina efetora downstream,
a Raf, uma quinase especifica para serina-treonina que ativa MEK, que, por
sua vez, ativa Erk, que é uma MAPK. A quinase Erk é, entao, translocada para
0 nucleo da célula, onde exerce papel crucial na proliferacao celular, através do
controle da transicao entre as fases G1 e S, pela regulacdo negativa da
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inibicdo de p27 e regulacao positiva da atividade de c-myc. Além disso, Erk
ativada também estimula a proliferacdo celular acentuando a transcricdo e
estabilidade de c-Jun, mediadas por CREB (proteina ligante ao elemento de
resposta ao AMPc) e Gsk-3B (glicogénio sintase quinase 3 beta),
respectivamente (TARAPORE, 2013).

No melanoma, a quinase Erk se apresenta hiperativada em até 90% dos
casos, podendo ser por fatores de crescimento autdcrinos ligantes dos RTKs,
ou, mais raramente, por mutacdo no préprio receptor. Um mecanismo mais
comum de ativagado da Erk, no entanto, ocorre por meio de mutagoes de NRAS,
um dos trés genes Ras presentes na espécie humana, com ganho de funcao
(GRAY-SCHOPFER et al., 2007). A proteina NRAS aparece mutada em 15 a
30% dos melanomas (FLAHERTY et al., 2012), sendo o mais comum a
substituicdo de uma leucina por uma glutamina na posi¢do 61. Substituicbes
nesse codon impedem a hidrélise de GTP, de modo que NRAS é mantida
constitutivamente ativada (DAHL; GULDBERG, 2007).

Nesta via, no entanto, o componente que aparece mais comumente
mutado, chegando essas mutagdes a acometerem entre 50 a 70% dos casos, €
BRAF, um dos trés genes Raf humanos. A mutacdo mais comum € uma
substituicdo de acido glutamico por valina na posicao 600, causando um ganho
de funcdo que leva a ativacdo das proteinas quinases downstream, e
consequente aumento da proliferacéo celular (NIKOLAOU et al., 2007). Além
disso, a mutagdo em BRAF também estimula a secrecao autécrina de fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), favorecendo a vascularizagao tumoral.
As mutagdes ativadoras de BRAF sd@o normalmente associadas a alteragdes
funcionais de proteinas e fatores de transcricdo downstream, como a inativacao
da via da proteina de retinoblastoma 1 (Rb1), por exemplo, por meio da
inativacao de INK4a ou por mutacées no gene CDK4, que impedem a inibicao
da CDK4 por p16™¢*2 prevenindo a senescéncia (GODING, 2007; NIKOLAOU
et al.,, 2012), ou ainda a amplificacdo do gene do fator de transcricao MITF
(fator de transcricdo associado a microftalmia), ou variacées nas funcbes de
enzimas metaloproteinases de matriz extracelular (GRAY-SCHOPFER et al.,
2007).
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2.1.1.1.2 Via PI3K-Akt

Embora sejam menos comuns, melanomas que n&o apresentam
mutacdes em um dos dois genes NRAS e BRAF, podem apresentar algum tipo
de alteragdo genética em outros componentes downstream da via MAPK.
Ademais, também podem ocorrer alteracées na via PI3K em até 60% dos
melanomas (HOCKER et al., 2008). Quando Ras é ativado, ha a inducao da
translocacdo da membrana e ativacdo de PI3K. PI3K fosforila o
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato a fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato, e este, por sua
vez, leva a ativacdo de Akt, o principal efetor desta via de sinalizagdo, que
promove a proliferagéo, sobrevivéncia e invasao (SHARMA et al., 2005).

3. Angiogénese e o melanoma

A angiogénese, como € conhecida a formagcdo de novos vasos
sanguineos a partir de outros pré-existentes, constitui um processo essencial
no desenvolvimento de todo e qualquer tipo de tecido, e se concretiza através
de um balangco positivo entre fatores pré e anti-angiogénicos (WEISS;
CHERESH, 2011).

Considerando este pressuposto, a angiogénese também é fundamental
para o desenvolvimento dos tumores (HANAHAN; WEINBERG, 2011), e desde
que Folkman postulou que o crescimento tumoral e a metastatizacao
orientados pela angiogénese podem ser suprimidos a partir do bloqueio da
angiogénese (FOLKMAN, 1971), iniciou-se uma busca por ferramentas
eficazes para utilizacdo desse mecanismo como terapia para o0 cancer,
inclusive para o melanoma (DEWING et al., 2012).

As células do melanoma produzem uma série de fatores pré-
angiogénicos, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF, em
inglés), interleucina-8 (IL-8), fator de crescimento de fibroblasto basico (bFGF)
e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) (DEWING et al., 2012), e
o papel desses mediadores no processo de angiogénese e metastatizacao do
melanoma ja foi demonstrado experimentalmente por modelos de
xenotransplante de tumor (ROFSTAD; HALSOR, 2000).
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Para que ocorra a angiogénese, em qualquer tecido, é necessaria a
ativacao do fenédtipo das células endoteliais, causando seu desprendimento
das células vizinhas pela ruptura ou desorganizacdo das jung¢des de adesao
formadas principalmente por caderinas e claudinas, com seu “brotamento”
(sprouting, termo usado em inglés) em diregcdo ao gradiente de fatores pré-
angiogénicos e proliferacdo, para dar origem a tubos primitivos que seréao
estabilizados, maturados e remodelados através do recrutamento de células
perivasculares, formando redes vasculares funcionais (WEIS; CHERESH,
2011).

Dos fatores supramencionados, o VEGF exerce papel central na
angiogénese (DEWING et al., 2012), bem como na linfangiogénese (formacgéo
de vasos linfaticos) e na vasculogénese (formagdo de vasos sanguineos na
fase embrionaria, a partir de células precursoras, os angioblastos) (ROSKOSKI,
2007; WEISS; CHERESH, 2011). Ademais, considerando-se que 0s niveis de
VEGF aumentam em pacientes com melanoma de acordo com o estagio
clinico, que altos niveis de VEGF s&o normalmente associados a um pior
prognostico (UGUREL et al., 2001), e ainda o papel do VEGF na indugédo da
permeabilidade vascular, fator crucial para dispersdao de células tumorais
(OLSSON et al., 2006), torna-se indispensavel a compreenséo detalhada de
sua relacdo com o0 melanoma, seu desenvolvimento e sua acentuada

capacidade de formar metastases.

3.1 VEGF e seus receptores

A terminologia VEGF se refere a uma familia de glicoproteinas diméricas
secretadas, ligantes de heparina, de aproximadamente 40 kDa, com acgéo
autdcrina, intracrina e paracrina (DEWING et al., 2012; PERROT-APPLANAT;
BENEDETTO, 2012; SAMUEL et al., 2011), que nos mamiferos, é formada por
cinco membros: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e PIGF (fator de
crescimento da placenta) (OLSSON et al., 2006). O VEGF se apresenta na
forma de um homodimero ligado por pontes de dissulfeto (ROSKOSKI, 2007).

Cada uma dessas proteinas contém um sequéncia sinal que é clivada
durante a biossintese, e o splicing alternativo de seus respectivos pré-mRNAs
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da origem a diferentes isoformas de VEGF-A, VEGF-B e PIGF. No VEGF-A (ou
VEGF), forma mais comum, o éxon 7 codifica um motivo estrutural que medeia
a ligacdo com a heparina, e esta proteina pode se apresentar, ainda, em pelo
menos 4 isoformas diferentes, VEGFi21, VEGFis, VEGFis9 € VEGF20s,
contendo, respectivamente, 121, 165, 189 e 206 aminoacidos apds a clivagem
da sequencia sinal, dentre as quais as isoformar 121 e 165 sdo as mais
comuns (DEWING et al., 2012; FERRARA et al., 2003). Como na isoforma 121
0S éxons 6 e 7 sdo excluidos, esta se apresenta livremente difusivel, enquanto
as isoformas 189 e 206 contém extensées dos residuos bdasicos que
possibilitam sua retengcdo na matriz extracelular (PARK et al., 1993). A
estrutura cristalografica do VEGF-A mostra dois mon6meros organizados
antiparalelamente, dando origem a um dimero com dois sitios de interagdo com
o receptor, um em cada polo do dimero (MULLER et al., 1997).

Sao conhecidos, ainda, trés receptores tirosina quinase para VEGF:
VEGFR1, VEGFR2 e VEGFRS3. Cada um desses receptores apresenta entre
1.338 a 1.356 residuos de aminoacidos, formando um componente extracelular
de sete dominios similares a imunoglobulina, um componente transmembrana
unico constituido por uma alfa hélice de cerca de 20 residuos de aminoacidos,
um segmento justamembrana flexivel, um dominio intracelular tirosina-quinase
com 70 a 100 aminoacidos e uma cauda carboxiterminal (OLSSON et al.,
2006). Além destes receptores, ha, ainda, dois receptores nao enzimaticos,
neuropilin-1 e 2 (ROSKOSKI, 2007), e algumas moléculas que atuam como co-
receptores para algumas proteinas VEGF: proteoglicanos heparan-sulfatados,
caderinas, integrina avf3. Em geral, VEGFR1 e 2 sdo expressados em células
endoteliais, enquanto o VEGFR3 & expressado em vasos linfaticos
(MATSUMOTO; CLAESSON-WELSH, 2001).

Os receptores VEGFR sao ativados a partir da formacao de dimeros
induzida por sua interagdo dos dominios 1, 2 e 3 do tipo imunoglobulina com o
ligante, uma vez que tal ligacdo nos dominios extracelulares promove a
interacdo entre os monbémeros do receptor através do dominio 7 tipo
imunoglobulina, possibilitando a comunicacao do ligante com o dominio tirosina
quinase do receptor, promovendo, assim, sua ativacao, e o desencadeamento

da sinalizacao celular (RUCH et al., 2007). Os receptores do dimero realizam
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autofosforilagdo de forma trans, de modo que uma quinase do dimero catalisa
a fosforilacdo da outra quinase (ROSKOSKI, 2007). Os substratos para
atividade quinase incluem varias moléculas de transdugédo de sinal
citoplasmaticas e o proprio receptor (MATSUMOTO; CLAESSON-WELSH,
2001), sendo que em VEGFR-2 os sitios de autofosforilagcado mais conhecidos
sdo Tyr®!, Tyr®® Tyr'®* Tyr'%® Ty"175 o Tyr'2™* (TAKAHASHI et al., 2001),
localizados fora do sitio catalitico do receptor (SCHLESSINGER, 2000). Tyr'%*

e Tyr1 059

se encontram na alca de ativacao do sitio catalitico e sua fosforilacao
€ necessaria para o melhor desempenho da fungdo enzimatica de VEGFR-2
(DOUGHER; TERMAN, 1999). O trabalho de Takahashi et al. (2001)

demonstraram, entretanto, que Tyr''" 1214

e Tyr sd0 0s principais sitios de
ativacdo do VEGFR2. Roskoski (2007) postula, ainda, que o sitio de
fosforilacdo é determinante entre o favorecimento da atividade catalitica do
receptor ou a geracao de sitios para ancoragem de proteinas que reconhecem
residuos de tirosina especificamente fosforilados.

O VEGF-A, B e o PLGF séo capazes de se ligar ao receptor tipo 1,
VEGF-A e E se ligam ao receptor tipo 2, e VEGF-C e D se ligam ao receptor
tipo 3. Através de processamento proteolitico, as proteinas C e D também
conseguem se ligar ao VEGFR2, mas essa interacdo acontece com menor
afinidade do que pelo receptor tipo 3 (CHATTERJEE et al., 2013; OLSSON et
al., 2006). O receptor VEGFR1 tem maior afinidade pelo VEGF do que o
receptor tipo 2, entretanto, a atividade tirosina quinase de fosforilacdo de
VEGFR1 em resposta a estimulacdo por VEGF é menor que a de VEGFR2.
Além disso, a ativacdo de VEGFR1 nao possui efeito direto sobre a proliferagéo
ou sobre o citoesqueleto (WALTENBERGER et al., 1994). No VEGF-A, os
residuos de aminodacidos Arg®, Lys®, e His® sao indispensaveis para sua
ligacdo ao VEGFR2, enquanto Asp®®, Glu®, e GIu®’ sdo necessarios para a
interacdo com o receptor VEGFR1 (KEYT et al., 1996).

Além de sua conhecida atividade paracrina sobre as células endoteliais
circunvizinhas, estimulando a proliferagdo, sobrevivéncia e motilidade celulares
(BAERISWYL; CHRISTOFORI, 2009) e a permeabilidade vascular (PAUL et
al., 2001), o VEGF sintetizado e secretado por células tumorais pode exercer

fungbes autécrinas (ADAMCIC et al, 2012; PERROT-APPLANAT;
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BENEDETTO, 2012; SHER et al., 2009) e intracrinas (SAMUEL et al., 2011;
ADAMCIC et al., 2012) sobre as células.

Quando um vaso é estimulado por fatores angiogénicos — como o VEGF,
secretado por células tumorais, por exemplo —, a primeira etapa para a
constituicdo de uma ramificagéo é a liberagéo dos pericitos da membrana basal
comum as células endoteliais, pela acao de metaloproteinases que degradam a
matriz extracelular, uma vez que os pericitos suprimem a proliferacdo das
células endoteliais. Uma matriz extracelular proviséria se forma a partir de
extravazamento de proteinas do plasma, permitindo a ancoragem as células
endoteliais e sua migracdo. Esse extravazamento é possibilitado pelo aumento
da permeabilidade vascular desencadeada pela acdao do VEGF sobre as
células endoteliais. Integrinas envolvidas neste processo sinalizam e
direcionam essa etapa de migracdo celular (CARMELIET; JAIN, 2011;
RIBATTI; CRIVELLATO, 2012).

Para que ocorra a formacdo de ramificagdo vascular de maneira
organizada, sem migracdo de massas de células endoteliais, uma célula
endotelial especifica € selecionada para liderar a ponta do novo broto vascular
em direcao ao gradiente angiogénico, e para tanto, é necessaria a degradacao
da membrana basal, desprendimento dos pericitos, e afrouxamento das
juncdes celulares. As células endoteliais expressam VEGFR2, através do qual
o VEGF estimula a formagéo e extensao de filépodes na célula da ponta, além
da expressao da proteina DLL4, que permitem a formagdao de conexdes com
células da ponta de ramificagbes vizinhas (BENTLEY et al., 2009).

A célula da ponta migra através de interacbes moleculares entre a matriz
extracelular e suas integrinas, e as células endoteliais que a seguem, que
expressam predominantemente VEGFR1, se proliferam, alongando o broto e
formando o lumen, além de atrair pericitos e depositar membrana basal para
sua estabilizacdo. Ramificacdes préximas se fundem, e com a formagédo do
limen, os novos vasos podem perfundir o tecido, com posterior retomada por
parte das células endoteliais de seu fendtipo quiescente, com
reestabelecimento de juncdes intercelulares, deposicdo da membrana basal,
maturacdo dos pericitos e restauracdo dos sinais de manutencdo vascular
(CARMELIET; JAIN, 2011).
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Apesar de seus efeitos sobre as células endoteliais se apresentarem
amplamente descritos na literatura, conforme descrito acima, os efeitos diretos
do VEGF sobre as células tumorais ainda demandam novas pesquisas mais
aprofundadas e novas perspectivas. Sabe-se que em modelos utilizando
camundongos, e também em testes clinicos em humanos, inibidores dos
receptores de VEGF apresentam potente atividade antiangiogénica e
antitumoral, em diferentes tipos de tumor (PATYNA et al., 2006). Ademais, a
superexpressao da isoforma 165 de VEGF-A em tumores xenotransplantados
favorece o crescimento tumoral, a angiogénese e a formagao de metastases, e
em células que também expressam receptores para VEGF, a superexpressao
do VEGF induz crescimento e mecanismos de sobrevivéncia celular, pela via
da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), de forma dependente da
quinase MEK 1/2, e também pela via da fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K)
(GRAELLS et al., 2004).

Em seu trabalho, Lacal et al. (2005) reforcaram a hipbtese de
estimulacdo autécrina de células de melanoma pelo VEGF através da
demonstracdo de que células de melanoma expressando simultaneamente
VEGF-A e seu receptor apresentam maior potencial de invasdo da matriz
extracelular do que células de melanoma que nao apresentavam uma das duas
proteinas. Ademais, quando células de melanoma expressando o VEGFRs
foram expostas a VEGF-A exdgeno, sua capacidade de invadir a matriz
extracelular foi acentuada. E a inibicao da atividade tirosina quinase do VEGFR
bloqueou tal capacidade de invasividade das células de melanoma. Adamcic et
al. (2012) também associaram a expressdao de VEGF e VEGFR-2 ao fendtipo
mais agressivo de ceélulas de melanoma com maior capacidade de formar
metastases, e também que a utilizacdo de anticorpo monoclonal anti-VEGF
secretado ndo bloqueia, nas células de melanoma, a atividade mitogénica

desencadeada pelo VEGF.

3.2 Transducao do sinal de VEGF- VEGFR-2

Apoés a dimerizagdo do VEGFR-2 dependente de ligante, e consequente
autofosforilagdo dos residuos intracelulares de tirosina necessarios a ativacao
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da funcdo do receptor, sdo desencadeados sinais pré-sobrevivéncia,
quimiotaticos e mitogénicos nas células alvo (FERRARA et al., 2003). As outras
proteinas que sao fosforiladas pelo dominio tirosina-quinase do receptor
normalmente apresentam motivos que permitem interagdes entre proteinas,
tais como dominios SH2 (Src homology 2) e PTB (ligacdo a fosfotirosina), que
realizam a interacdo entre os sitios de autofosforilacdo do receptor e tais
proteinas-alvo. Esse mecanismo permite o recrutamento de complexos de
sinalizacdo pelos receptores tirosina-quinase ativados (SCHLESSINGER,
2000).

Entre as proteinas alvo do receptor de VEGF estdo a fosfolipase C-y
(PLC- v), fosfoinositideo-3-quinase (PI3K), proteina ativadora da GTPase Ras
(GUO et al., 1995) e a familia Src (ELICEIRI et al., 1999). O papel mitogénico
do VEGFR-2 é desencadeado pela ativacdo da via Raf-Mek-Erk, de forma
dependente de Ras ou nao (via proteinas quinase C) (TAKAHASHI et al.,
1999). VEGFR-2 exerce, ainda, papel antiapoptético em células endoteliais da
veia umbilical humana através da via da quinase PI-3 e Akt. VEGF também
induz a expressao de proteinas anti-apoptéticas da familia Bcl-2 (GERBER et
al., 1998).

A proteina PLC- y se liga ao residuo Tyr''”® fosforilado do receptor e
medeia a ativacdo da cascata de sinalizagdo MAPK/Erk-1/2 regulada por sinal
extracelular, induzido a proliferagéo das células. A PLC- y catalisa hidrolise de
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), produzindo inositol 1,4,5-trifosfato (IP3),
que estimula a liberagdo de Ca®** a partir de compartimentos intracelulares, e
diacilglicerol (DAG), que ativa a proteina quinase C (PKC). A PKC, por sua vez,
estimula a proliferagdo celular, ativando a via Raf-Mek-Erk (MATSUMOTO;
CLAESSON-WELSH, 2001; FERRARA et al., 2003).

O VEGFR-2 ativa, ainda, o heterodimero fosfoinositideo-3-quinase
(PI3K), por meio da fosforilagcdo de sua subunidade regulatéria p85. Como o
receptor ndo apresenta o motivo especifico de ligacdo reconhecido pelo
dominio SH2 da PI3K, a literatura indica que esta interacdo seja mediada por
uma proteina adaptadora (MATSUMOTO; CLAESSON-WELSH, 2001), ou
ainda por um complexo formado por VE-caderina, B-catenina, e PI3K
(CARMELIET et al., 1999). Quando o dominio citoplasmatico da VE-caderina
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foi bloqueado ou removido, Carmeliet et al. (1999) detectaram aumento de
apoptose em células endoteliais, devido a reducao da ativacao da via Akt/PKB
e, consequentemente, do gene Bcl-2. A fosforilacdo de algumas das proteinas
efetoras downstream de Akt/PKB, como BAD e caspase-9 inibe a apoptose
(CARDONE et al., 1998). Além disso, a ativagdo de PI3K também favorece a
migragao celular (MATSUMOTO; CLAESSON-WELSH, 2001).

Ja a ativacado da proteina Ras e, por conseguinte, da via Raf-Mek-Erk
envolve uma proteinas adaptadora e um fator de troca de nucleotideo de
guanina, que estimularia, entdo, a atividade GTPase de Ras, e da inicio a
cascata de sinalizacao (MATSUMOTO; CLAESSON-WELSH, 2001).

3.2 Regulacao da expressao de VEGF

A concentragdo celular de oxigénio exerce papel fundamental na
regulacdo de genes variados, como de enzimas da via glicolitica, de
transportadores de glicose, e do préprio VEGF (HIROTA; SEMENZA, 2006;
MANALO et al.,, 2005). A expressdo aumentada de VEGF promove
angiogénese, que leva a maior aporte de células sanguineas e,
consequentemente, de oxigénio ao tecido (ROSKOSKI, 2007). A hipdxia afeta,
principalmente, a quantidade de VEGF-A, devido a presenca de elementos
regulados por hipoxia nas extremidades 5’ e 3’ do gene VEGF-A (LADOUX;
FRELIN, 1993).

O fator de transcricdo induzido por hipdxia (HIF) coordena a resposta
adaptativa a condicéo de hipdxia. O HIF € um heterodimero composto por duas
subunidades, 1a e 1B, sendo que a expressado e atividade de somente uma
delas é responsiva a baixa concentracdo de oxigénio, de HIF-1a. Cada
subunidade apresenta dois dominios hidrofébicos de cerca de 70 aminoacidos
que medeiam a formacao do heterodimero, e a subunidade 1o apresenta,
ainda, dois dominios de transativacado (TAD), um C-terminal e um mais proximo
do N-terminal, separados por um dominio inibitério (ID), que faz a represséo da
atividade de transativacdo em condicdbes de norméxia. Ademais, em

sobreposicdo ao dominio N-TAD, na subunidade 1o, ha um dominio de
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degradacao dependente de oxigénio (ODD), que ird auxiliar no processo de
regulacao de HIF dependente de oxigénio (HIROTA; SEMENZA, 2006).

Em condicbes de normodxia, uma familia de trés prolil-hidroxilases
promove a hidroxilagdo da prolina 564 ou 402 no dominio ODD de HIF-1q,
possibilitando seu reconhecimento por um dos componentes de um complexo
de ubiquitina-ligase, que direciona HIF-1a para degradacdao proteossomal
(MAXWELL et al., 1999; SAFRAN; KAELIN, 2003). Como o oxigénio constitui
substrato para essas enzimas, a hipoxia reduz essa prolil-hidroxilacdo e,
consequentemente, reduz a degradacéo de HIF-1a, promovendo seu acumulo
na célula. Um processo semelhante acontece na asparagina do dominio C-TAD
de HIF-1a, cuja hidroxilagdo impede a interagdo do dominio de transativagéao
com co-ativadores em situagdes de norméxia (ROSKOSKI, 2007).

Assim, em resposta a hipoxia, as subunidades HIF-1a e HIF-13 formam
um heterodimero que, apds interagir com seus co-ativadores, inicia a
transcricdo de seus genes alvo, dentre eles, o do VEGF. O VEGF apresenta
um promotor de resposta a hipdxia localizado nas posi¢des dos nucleotideos —
975 e —968, que medeia seu reconhecimento por HIF (ROSKOSKI, 2007).

Além da hipdxia, variados estudos, discutidos a seguir, relacionam a
expressdo de VEGF a fatores de crescimento, como fator de crescimento
epidérmico (EGF) e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
hormonios, genes supressores de tumor e oncogenes.

Goldman et al. (1993) demonstraram a presenca de VEGF e do receptor
para fator de crescimento epidérmico (EGFR) em diferentes linhagens celulares
derivadas de glioma humano e também em fragmentos de glioma excisados
em cirurgia, por imunoperoxidase e imunofluorescéncia, e estabeleceram uma
relacdo consistente entre a ativacado do EGFR e a producao de VEGF, com a
estimulacao das células de glioma por EGF resultado em um aumento de 25 a
125% na secrecao de VEGF bioativo. J& Finkenzeller e colaboradores (1992)
demonstraram o aumento da expressdo do VEGF mRNA em resposta ao
tratamento com PDGF, e relacionaram o aumento da expressdao do fator
angiogénico a proteina quinase C.

Murakami et al. (2011) relacionaram a fun¢do de VEGF a sinalizagédo

pelo fator de crescimento fibroblastico (FGF) em células endoteliais, e
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identificaram que FGF medeia a expressao do VEGFR2 através da ativacao da
quinase Erk1/2. Camundongos com sinalizacdo por FGF defeituosa
apresentaram, ainda, perda de integridade vascular e morfogénese vascular
reduzida.

A insulina também foi relacionado ao controle da expressdo de VEGF
por Bermont et al. (2001), que demonstraram que a quantidade de VEGF se
apresentava aumentada no sobrenadante de células de carcinoma endometrial,
em cultura, tratadas com insulina. Além disso, demonstraram, também, que a
insulina aumenta a taxa de transcricdo do VEGF de forma bifasica, com um
aumento inicial sutil apds 4h de tratamento, e uma segunda fase de aumento
tardio, porém acentuado, apds 24 horas de tratamento, além de prolongar a
meia-vida do VEGF mRNA. O efeito tardio foi relacionado a mecanismos de
regulagao transcricional e pds-transcricional.

Recentemente, foi demonstrado um duplo papel do gene supressor de
tumor p53 na regulacdo de VEGF durante a hipéxia (GHAHRAMANI et al.;
2013). O p53 se liga, via HIF-1a, a um sitio de ligacao funcional e conservado
da regidao promotora do gene VEGF, induzindo sua expressdo durante a
hipoxia. Essa resposta é rapida, e notou-se que durante a hipdxia sustentada, o
p53 diminui indiretamente a expressao de VEGF pela via de sinalizagao celular
da proteina Rb (retinoblastoma), dependente da p21, de forma distinta do seu
papel na regulacdo do ciclo celular. Além disso, foi demonstrado que em
células com deficiéncia na via p21/pRb, a ativagdo do p53 leva ao aumento
sustentado da expressdo de VEGF, promovendo angiogénese em modelos
xenograficos de retinoblastoma.

Yang et al. (2012) identificaram que a mutagdo de NRAS associada a
coexpressao da proteina scaffold GAB2, em melanoma, além de promover a
tumorigénese por meio de crescimento celular independente de ancoragem,
acentuando a expressao de fatores antiapoptéticos da familia Bcl-2, também
proporciona aumento na densidade de vasos sanguineos, com acentuacao da
atividade de VEGF via HIF-1a. Esse conjunto confere um fendtipo mais
agressivo as células de melanoma. O grupo comprovou, ainda, que a atividade
do NRAS mutante era independente da proteina GAB2. Grugel et al. (1995),
por sua vez, transfectaram células da linhagem NIH3T3 com v-H-ras e
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identificaram niveis aumentados de expressao de VEGF mRNA e VEGF em
comparacao a células nao transformadas.

Estudos sugerem que a ativacdo de Ras modula a expressao de VEGF
por meio das cascatas de sinalizacdo da quinase Erk e da PI3K, de forma
independente. HIF-1a é diretamente fosforilado pela Erk, resultando em
potencial de transativacdo acentuado e estimulagdo do promotor de VEGF
(LEE et al., 2002; MILANI et al., 1998; SOHDI et al., 2001).

Experimentos usando linhagens celulares de melanoma murino
demonstraram que os niveis de expressao de VEGF tém relagdo com a
agressividade do tipo de tumor, sendo que o maior nivel de VEGF é encontrado
nos tumores mais agressivos. Este fato foi comprovado pela transfeccao de
linhagens celulares nao agressivas para superexpressar VEGF, o que
converteu seu fendtipo a um tipo agressivo, dando origem a grandes tumores
vascularizados néo-necréticos em camundongos. Para reverter este efeito, foi
realizada transfeccdo com VEGF antisense, resultando em tumores
pobremente vascularizados (DEWING et al., 2012).

Além disso, a isoforma de VEGF que esta sendo superexpressada em
uma linhagem celular também afeta a tumorigenicidade dessas células. As
isoformas 121 e 165 promovem crescimento tumoral agressivo, ao contrario da

isoforma VEGF189, que gera crescimento tumoral deficiente (YU et al., 2002).

4. Absorcao transdérmica de medicamentos

Quando se trata de céncer, a busca incessante por novas vias mais
eficientes de distribuicado de medicamentos para os sitios tumorais constitui um
dos desafios encontrados pelas pesquisas da area.

Atualmente, a pele tem sido alvo de estudos e andlises cada vez mais
detalhadas, em busca de alternativas a utilizagdo de drogas sistémicas
injetaveis (BAROLI, 2009; CEVC; VIERL, 2010; LADEMANN et al., 2011;
SEVERINO et al., 2013).

A pele atua como barreira fisica primaria frente a penetracao de agentes
externos quimicos e bioldgicos e, também, a perda de agua pelo organismo,
gracas a composicdo de seu estrato cérneo, descrita previamente neste
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trabalho. Ademais, a pele atua, ainda, minimizando os efeitos da radiacéo
ultravioleta e infravermelha (BAROLI, 2009; SEVERINO, 2013). Entretanto, a
funcédo da pele que sera abordada nesta secao relaciona-se a sua capacidade
de atuar como rota de distribuicdo para substancias especificas, em especial,
drogas antitumorais.

As vantagens da aplicacao local (tépica) ou transdérmica de
medicamentos sobre os métodos tradicionais orais ou intravenosos permeiam a
prevencao do metabolismo de primeira passagem e minimizagado de dor até a
possivel liberagdo prolongada e controlada da droga, além do importante fato
de constituir uma via de terapia mais aceitavel para o paciente e amenizar
ampla gama de efeitos colaterais das demais vias de administracdo
medicamentosa (BOLZINGER et al.,, 2012). Contudo, as drogas que
conseguem sobrepujar a barreira do estrato cérneo ainda precisardo debelar
adicionais barreiras celulares e moleculares, que consistem, principalmente, do
sistema imunolégico e dos sistemas enzimaticos metabdlicos (SEVERINO,
2013).

A penetracdo de medicamentos através da pele encontra uma série de
barreiras que dificultam ou até impedem esse processo. A estrutura
organizacional do estrato cérneo da pele é a primeira e principal delas, e sera
discutida nesta secdo. A rede microvascular cutdnea representa a segunda
barreira (CEVC; VIERL, 2010).

O arranjo do estrato cérneo € descrito na literatura segundo um modelo
de “tijolos e argamassa”, em que 0s corneocitos representam os tijolos e a
matriz lipidica extracelular representa a argamassa (PRAUSNITZ et al., 2012).
Assim, o efeito da barreira primaria resulta de interacées e da agao conjunta de
micro e macroestruturas pertencentes ao estrato cérneo, com base no arranjo
supramolecular de sua matriz lipidica bi e tridimensional, e de sua estrutura
global (BAROLI, 2009).

Em relagcdo a sua macroestrutura, entende-se que a organizacdo dos
cornedcitos é determinante na disponibilidade de rotas de penetracdo de
medicamentos, delimitando uma via irregular preenchida por matriz lipidica
extracelular que ainda sofre obstrucdo por corneodesmossomos degradados e
também intactos (ELIAS, 2005; LEE et al., 2006). A degradacdo dos
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corneodesmossomos resulta, ainda, em dominios lacunares descontinuos, que
representam uma via de “poros” aquosos. Essas lacunas podem aumentar e se
estender, formando um rede continua porém desmontavel sob condigdes como
oclusao e hidratagao prolongada (PRAUSNITZ et al., 2012).

O arranjo hexagonal dos queratindcitos permite a formacédo de
agrupamentos de até doze células, separados entre si por pequenas areas de
baixa resisténcia a penetracédo, delimitando uma via de permeabilidade (CEVC,
2004), e € o alinhamento desses grupos de queratindcitos que constitui o
primeiro fator delimitante da permeacéo cutdnea de medicamentos (BAROLI,
2009).

Observagdes por meio de microscopia eletrbnica revelaram que o
espacgo extracelular da camada mais externa da pele encontra-se preenchido
por uma matriz lipidica cristalina multilamelar com distancias repetidas de ~ 5,5
nm, formada a partir de lipidios precursores dos corpos lamelares secretados
pelos queratindcitos, dando origem a um padrdo de bandas eletrontranslucidas
(BOLZINGER et al., 2012; CEVC; VIERL, 2010). Os lipidios intercelulares
podem ser englobados em quatro categorias: ceramidas, colesterol e
derivados, triglicerideos e acidos graxos livres. Vale ressaltar que cerca de
80% de tais lipidios sdo apolares, e a presenca de grupos hidroxil determina a
hidrofobicidade de suas cabecas, capazes de estabelecer interacoes de
hidrogénio com lipidios adjacentes e moléculas de agua (BAROLI, 2009),
permitindo que essas moléculas se agrupem fortemente, formando dominios
lipidicos em fase de gel altamente ordenados. Ademais, sua composi¢ao rica
em ceramidas resulta em um meio lipidico menos fluido do que em membranas
biolégicas (BOLZINGER et al., 2012). Além do papel de delimitar a distribuicao
transdérmica de drogas hidrofilicas, a matriz lipidica extracelular compreende,
ainda, um “reservatério”, no qual drogas lipossoluveis, como os
corticosteroides, podem se acumular e ser liberadas lentamente (PRAUSNITZ
et al., 2012).

A influéncia da supramencionada microestrutura do estrato cérneo sobre
a absorcdo de drogas pela via cutdnea, assim, se deve a organizacdo dos
lipidios em bicamadas na matriz extracelular, determinando regides hidrofilicas
e hidrofébicas cujos tipos e quantidade de lipidios envolvidos causam uma
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organizacao espacial diferenciada. Tais constatacdes puderam ser averiguadas
a partir da analise da composicao lipidica de bidpsias da pele obtidas de
doadores saudaveis e ndo saudaveis (BOWUSTRA; PONEC, 2006).

Os lipidios, além do conspicuo papel estrutural na formagao das lamelas
intercelulares, apresentam variadas fungdes de sinalizagao celular necessarias
para a proliferacédo celular e para a morte celular programada (MENON et al.,
2012).

Além das caracteristicas descritas acima, o pH acido da pele, variando
entre 4,2 a 5,6, fornece protegao adicional, sendo influenciado pela producéo
de suor e sebo, sexo, sitio anatdbmico e também pela hidratagcdo (PROW et al.,
2011). Tal acidez parece derivar de mecanismos extraepidérmicos, incluindo a
deposicao de produtos derivados de glandulas e de substéancias resultantes do
metabolismo microbiano, processos catabdlicos enddgenos, como a hidrolise
de fosfolipidios a acidos graxos, e da geracao local de prétons na regiao mais
profunda do estrato cérneo, por bombas de sédio (PRAUSNITZ et al., 2012).

A partir da superficie do estrato cérneo, em dire¢cdo a camada granulosa,
o pH se apresenta sob forma de um acentuado gradiente, atingindo pH proximo
de neutro no inicio da camada viavel da pele (estrato granuloso) (PROW et al.,
2011), caracteristica identificada por Hanson e colaboradores (2002) através de
experimentos usando imagens de fluorescéncia com base em um fluoréforo
dependente de pH aplicado ao estrato corneo de camundongos sem pelo.

Essa acidez preserva a integridade e a coesao dos cornedcitos, pela
regulacao de enzimas proteoliticas sensiveis a pH, aumenta a defesa da pele
contra microorganismos, mantém a barreira de permeabilidade através de seus
efeitos sobre o arranjo e processamento lipidicos da matriz extracelular, e
restringe processos inflamatérios (PROW et al., 2011). Ja foi estabelecida a
relacdo entre o pH elevado da pele e doencas cutdneas, como dermatites
atdpicas, pela identificacao de diferencas significativas de pH entre a pele de
individuos saudaveis e de pacientes afetados (SCHMID-WENDTNER;
KORTING, 2006; SEIDENARI; GIUSTI, 1995).
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4.1 Vias de penetracao cutanea de medicamentos

A permeabilidade da pele se baseia na difusdo passiva de moléculas
direcionadas por gradiente de concentragédo e as principais rotas de permeacao
da pele sao intracelulares, intercelulares ou foliculares (BENSON, 2005;
BOLZINGER, 2012; CEVC; VIERL, 2010).

A via intercelular, através da matriz lipidica extracelular se sobressai a
via intracelular na permeacdo de drogas hidrofébicas, e o contrario é
verdadeiro para a transposicéo do estrato cérneo por drogas hidrofilicas. No
entanto, a penetracao de drogas hidrofilicas depende, ainda, parcialmente, da
matriz extracelular, que precisa ser atravessada para a substancia seja
transportada de um cornedcito a outro, o que pode ser um fator determinante
da velocidade da movimentagdao do medicamento (BARRY, 2002).

A contribuicdo da via folicular vinha sendo considerada desprezivel,
considerando-se que a porcao da pele coberta por pelos representa somente
0,1% de toda sua superficie (BOLZINGER, 2012). Contudo, estudos recentes
tém demonstrado que para aplicagbes médicas, sistemas carreadores
baseados em particulas conseguem distribuir drogas eficientemente através da
pele, e os foliculos pilosos representam importantes reservatérios para tais
sistemas de particulas carreadoras. Além disso, sdo circundados por extensas
redes capilares, essenciais para a distribuicdo sistémica de drogas
(LADEMANN et al., 2011).

4.2 Fatores que afetam a penetracao de drogas na pele

Além das caracteristicas descritas acima, que constituem os principais
fatores que conferem ao estrato cérneo a propriedade de barreira primaria da
pele, outros itens devem ser considerados e avaliados, uma vez que interferem
diretamente na permeabilidade e capacidade absortiva do sitio de aplicacdo de
drogas topicas.

Dentre tais fatores, devem ser consideradas as variacées de condicoes
de integridade da pele nos sitios de aplicacdo, bem como as variagdes

regionais existentes na pele, como sua espessura e constituicao lipidica, além

38



de caracteristicas relacionadas aos foliculos pilosos, como seu diametro,
densidade de foliculos pilosos por area de pele, didmetro dos fios de cabelo e
volume do infundibulo piloso (BAROLI, 2009). Ademais, idade, tipo de pele, e
horménios influenciam a permeabilidade da pele, devido a pequenas diferengas
na constituicdo quimica e estrutural que ocasionam no estrato cérneo. Sabe-se,
por exemplo, que a permeabilidade da pele diminui com a progressao da idade
(DASTON et al., 2004).

Por conseguinte, a permeacao da pele pela rota intracelular pode ser
favorecida ou desfavorecida, em relagdo a intercelular, dependendo dos fatores
e caracteristicas acima relacionados.

A presenca de condigdes patoldgicas, alteracbes dermatoldgicas ou
ainda a exposi¢ao prolongada a condicbes adversas podem comprometer a
integridade e as condi¢cdes do revestimento cutédneo, chegando a afetar até
mesmo o metabolismo da pele, e ainda assim, amplo nimero de formulacdes
destinadas ao tratamento da pele portadora de afec¢des variadas é testado na
pele intacta, desconsiderando as variagées quimicas e estruturais existentes
entre o revestimento cutdneo saudavel e o ndo saudavel, bem como as
diferencas existentes entre espécies (BAROLI, 2009).

As condicbes ambientais, como a temperatura, também devem ser
consideradas, uma vez que afetam diretamente parametros cruciais para
absorcdo de drogas de forma transcutdnea, como a vascularizagdo e a
fluidizacdo das cadeias de lipidios intercornedcitos, alterando,
consequentemente, a permeabilidade da pele (ELIAS; CHOI, 2005).

Caracteristicas fisicoquimicas intrinsecas do composto avaliado também
afetam os resultados dos estudos de permeagédo cutdnea, € nao podem ser
subestimadas. Devem ser consideradas a solubilidade da molécula penetrante,
bem como sua quantidade dissolvida no veiculo, uma vez que a penetracao no
estrato cérneo é direcionada termodinamicamente. O pH do veiculo utilizado e
o pKa do composto ativo devem ser criteriosamente selecionados, uma vez
que somente a fracdo ndo ionizada do composto sera transportada até a
camada mais profunda da epiderme (BAROLI, 2009; MOSER et al., 2001).

O coeficiente de particdo oleo/agua da molécula penetrante também é
fator determinante na penetragdo da molécula. Assim, moléculas hidrofilicas
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apresentam baixa penetracdo no estrato cérneo, em relacdo as lipofilicas
(MOSS et al.,, 2002). Além disso, o peso molecular acima de 600 Da é
considerado inadequado para permeacao na pele (BARRY, 2004), e outras
caracteristicas como coeficiente de difusdo e polaridade da molécula, e as
caracteristicas do veiculo também devem ser consideradas (BAROLI, 2009).

5. Derivados de Dibenzoilmetano

Os dibenzoilmetanos (DBM) (1,3-difenilpropano-1,3-diona), cuja
estrutura geral se encontra representada na Figura 4, sao pequenas [-
dicetonas cujas atividades antitumorais e fotoprotetoras vem sendo exploradas
em diversos estudos (KHOR et al., 2009; NAKANO et al., 2004; NOGUEIRA et
al., 2003; SINGLETARY et al.,, 1998). As p-dicetonas se apresentam,
principalmente, na forma endlica e como quelatos de metais, na presenca de
fons como Fe?*, Cu®* e Zn**, sendo que tais propriedades quelantes podem
representar papel importante nas suas atividades antitumorais (NAKANO et al.,
2004).

Na natureza, os dibenzoilmetanos sao raramente encontrados, podendo
serem isolados de algumas espécies de Lonchocarpus, constituindo uma
subclasse de flavondides (MAGALHAES; NOGUEIRA, 1997; NOGUEIRA et al.,
2003), como foi apresentado no estudo de Magalhaes et al. (2007), em uma
pesquisa em que analisaram extratos obtidos a partir de raiz de Lonchocarpus
montanus, e identificaram vinte e trés flavondides, e dentre estes, um derivado

de DBM, que estava sendo isolado pela primeira vez.

@) O

Figura 4 — Estrutura do dibenzoilmetano.

Derivados de dibenzoilmetano que apresentam atividade fotoprotetora,
como Eusolex® 8020 e Parsol® 1789, tém sido utilizados em filtros solares,
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sendo, em sua maioria, mais eficientes contra radiagao ultravioleta A (UVA),
prevenindo sua penetracdo nas células e bloqueando a producao de radicais
livres (NOGUEIRA et al., 2003). Wetz e colaboradores (2004), por exemplo,
apresentaram um derivado do 4-tert-butil-49-metoxidibenzoilmetano (BM-DBM),
o 1-(4-tert-butilfenil)-2-decanil-3-(49-metoxifenil)-propano-1,3-diona (C10-DBM),
e compararam sua eficiéncia de absorcdo em solugcbes organicas com 0s
resultados obtidos a partir de solugcdes idénticas contendo o BM-DBM com ou
sem a irradiacdo por lampada de xenénio, e identificaram que sua absorbancia
de UV-A foi acentuada sob irradiacéo, e sua fotoestabilidade, sob irradiacao, foi
maior do que a das solucdes contendo o BM-DBM.

E importante ressaltar que o BM-DBM é o derivado de DBM mais
utilizado em formulagdes fotoprotetoras, sendo o seu uso aprovado pelas
autoridades fiscalizadores da Europa, Estados Unidos, Japado e Australia. Esta
classe de derivados de DBM apresenta alta absorcdao em torno de 360 nm
(HUBAUD et al., 2008).

O estudo publicado por Hubaud et al. (2008) descreveu a sintese de
dezoito derivados de 1,3-dibenzoilmetano e relacionou as variagcbes no
espectro de absorcdo a natureza dos grupos substituintes doadores ou
receptores. A presenca de dois ou trés grupos metoxi no mesmo anel
aromatico pareceu ser a caracteristica mais importante para o uso cosmético
dos compostos testados.

A atividade fotoprotetora de uma série de derivados de dibenzoilmetano
foi explorada por Nogueira et al. (2003), em um estudo que descreveu a
sintese de dezenove compostos derivados de dibenzoilmetanos comerciais, e
avaliou a atividade citotdxica de tais compostos, em quatro linhagens celulares
derivadas de diferentes tipos de cancer humano. Dentre os compostos obtidos
e testados, oito apresentaram atividade citotdxica contra as linhagens celulares
utilizadas. Tais compostos tiveram, ainda, sua fotoestabilidade avaliada apds
exposigdo a luz ultravioleta por nove horas, e um deles, apresentou-se
altamente estavel. Ademais, o mesmo composto apresentou ICs
(concentragao do produto que inibe 50% do crescimento celular) menor que o
da doxorrubicina (agente quimioterapico de ampla utilizagdo) para melanoma,
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reunindo, assim, caracteristicas desejaveis para sua aplicacado em formulacdes
quimio e fotoprotetoras.

Além disso, as propriedades antitumorais dessa classe de compostos
vém atraindo interesse de diferentes grupos de pesquisadores. Nakano et al.
(2004), relacionaram B-dicetonas, inclusive o dibenzoilmetano, a inibicdo de
tumores por meio da inducdo de mecanismos apoptéticos, como a ativacao de
caspases. Neste estudo, foi analisada a atividade citotoxica de uma série de [3-
dicetonas, pelo método que usa o MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazo-2-il)-2,5-
difeniltetrazdlio) como corante indicativo da viabilidade celular. Apos este teste,
foi calculado o indice de seletividade de cada um dos compostos (indice que
relaciona o efeito citotdxico do composto sobre linhagens celulares derivadas
de células normais e de linhagens derivadas de células tumorais). Por fim, os
pesquisadores avaliaram a atividade de caspases apds o tratamento das
células com os compostos, e identificaram a ativacdo de caspases 3, 8 e 9 por
alguns dos compostos que apresentaram atividade citotdxica.

KHOR et al. (2009) avaliaram, in vivo, o efeito de DBM na dieta em
relacdo a neoplasia de préstatam usando modelo de camundongos TRAMP
(transgénicos para céancer de prostata), além de analisar os efeitos do
tratamento de linhagens celulares de cancer de préstata com o composto. Os
animais foram submetidos a uma dieta suplementada com DBM a partir de 12
semanas de vida, até a 242 semana. Os animais controle receberam somente a
dieta, sem suplementacao. Apds os periodos de tratamento estabelecidos, os
animais foram eutanasiados e submetidos a autopsia simples, sem
identificacdo de alteragbes significativas, e tiveram o aparelho genitourinario
(vesicula seminal, prostata e bexiga) excisados e suas amostras foram
submetidas a analise histoldégica detalhada, além de Western blotting, para
quantificagdo de proteinas relacionadas ao ciclo celular, também analisadas
nas linhagens celulares usadas no teste in vitro, e quantificacdo do DBM em
amostras de plasma e também dos tecidos. As células tratadas foram
submetidas a citometria de fluxo para estabelecimento da fase do ciclo celular
em que se encontravam, e também tiveram amostras direcionadas para
Western blotting, que identificou que o DBM pode atuar pela inibicdo da

progressao do ciclo celular, suprimindo proteinas relacionadas ao ciclo celular,
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como pS6, c-myc, pRb, ciclina D1, ciclina A, Akt fosforilada, PDK-1 fosforilada e
S6 fosforilada.

Outro estudo que relacionou suplementacdo de DBM na dieta a sua
atividade antineopléasica foi realizado por Lin et al. (2001), que demonstraram o
papel de uma dieta de 1% de DBM na inibicdo de tumor mamario em ratas
Sencar induzido por 7,12-dimetilbenz[a]antraceno (DBMA).

Estudos mais recentes tém relacionado a atividade do DBM a
mecanismos celulares variados, além da supressdo da progressao do ciclo
celular, como o trabalho supramencionado. Os mecanismos listados vao desde
a inibicdo de fatores inflamatérios (ANAND et al., 2011), passando por
atividade oxidante (HEGEDUS et al., 2013), até a indugéo de apoptose (WANG
et al., 2011).

Anand et al. (2011) investigaram o potencial de DBM e outros compostos
relacionados, em relacdo a curcumina, outra B-dicetona, de suprimir o NF-kf3
induzido por TNF (fator de necrose tumoral), produtos génicos regulados pelo
NF-kB (COX-2, que € um marcador antiinflamatério), além de sua capacidade
de suprimir a progressao do ciclo celular (ciclina D1, um marcador do ciclo
celular) e a angiogénese (VEGF, fator de crescimento endotelial vascular, que
€ o principal agente de formagdo de novos vasos sanguineos), e o resultado
sinalizou a atividade dos compostos avaliados, incluindo o DBM, por meio das
vias de sinalizacao celular relacionadas, induzidas pelo TNF.

Ja Hegedus et al. (2013) realizaram um screening entre os compostos
de uma biblioteca propria, e identificaram vinte e nove compostos com
atividade antioxidante, com base em testes de viabilidade variados, como o
ensaio de resazurina, em que as células sao tratadas com o composto-teste e
posteriormente expostas a peréxido de hidrogénio, e o ensaio com MTT (3-
{4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5-difeniltetrazolium bromido), que identifica a viabilidade
celular indireta pela medida da absorbancia, além de testes especificos para
avaliacdo de enzimas e proteinas relacionadas a morte celular. Dos 29
compostos obtidos, quatro eram derivados de dibenzoilmetano, que
apresentaram atividade antinecrética no experimento realizado, sem,
entretanto, ativar caspases. Foi identificado que tais compostos atuam inibindo
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a kinase ERK 1/2, e ainda, que esta inibicao nao foi especifica a um tipo celular
especifico.

O terceiro experimento supramencionado, realizado por Wang et al.
(2011), avaliou os efeitos de um derivado de dibenzoilmetano, o
hidroxibenzoilmetano, sobre a via da ornitina descarboxilase (ODC). A ODC é
uma enzima envolvida na biossintese de poliaminas (putrescina, espermetina,
espermina) que atuam em fungdes bioldgicas variadas, como embriogénese,
ciclo celular e proliferagcao celular, e que cuja expressao e atividade aparecem
aumentadas em células tumorais. Inibidores de ODC podem induzir apoptose
em modelos in vitro e in vivo. Apés o tratamento das células utilizadas no
estudo citado com hidroxidibenzoilmetano (HDB), foi identificada uma reducéao
na atividade e expressédo da enzima ODC de acordo com a dose do tratamento
recebido, com inducdo de apoptose nas células tratadas. Ademais, a
superexpressao da enzima ODC reduziu a apoptose induzida pelo tratamento
com hidroxidibenzoilmetano, prevenindo a liberacdo de citocromo ¢ e
consequente ativacdo da via das caspases. Observou-se, ainda, que o
tratamento com HDB aumentou os niveis de espécies reativas de oxigénio
(ROS), e a superexpressao da enzima ODC conseguiu diminuir esses niveis,
concluindo-se que o HDB possui propriedade apoptética nas células por meio
do aumento dos niveis de ROS.

Considerando todos as informagdées mencionadas, o presente estudo
teve como relevancia dar continuidade a avaliacdo das propriedades de um dos
derivados de DBM obtido por Nogueira et al. (2003), e relacionar seus
potenciais efeitos antitumorais, explorando uma via diferenciada de distribuigéo
da droga.
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IV. MATERIAL E METODOS

1. Sintese do composto 1,3-Difenil-2-benzil-1,3-propanodiona

O composto C22H1802 (Figura 5) utilizado neste trabalho, um derivado de
dibenzoilmetano, foi sintetizado segundo Nogueira et al. (2003), e esta
patenteado sob numero de registro P165838, depositado em 22/12/2000
(MARSAIOLI, 2000). O composto foi caracterizado pela andlise dos espectros
obtidos por ressonancia magnética nuclear de 'H e C (Anexos A e B,

respectivamente).
1.1 Procedimento geral de Alquilacao

Em um baldo de duas bocas de fundo redondo (100 mL), acoplado a um
funil de adicao contendo 1,3-difenil-1,3-propanodiona (Sigma-Aldrich®) a ser
alquilada (1,34 mmol) adicionou-se KoCOj3 (4,02 mmol) e acetona (20 mL),
deixou-se sob agitacdo por ca. 30 min. ApoOs este tempo, adicionou-se
lentamente uma solugdo do brometo de benzila (1,34 mmol), em acetona (10
mL). A mistura reacional foi agitada vigorosamente por 24 h e entao filtrada
para remocao dos solidos em suspensdo. O filtrado foi concentrado sob
pressdo reduzida e o residuo obtido foi purificado por cromatografia em
camada preparativa (CCP, hexano/AcOEt 80:20 v/v) levando a obteng&o do

produto alquilado desejado, com rendimento de 80%.
1.2 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN 'H e '*C (Anexos A e B) foram obtidos em
espectrébmetro  Mercury 300. O solvente utilizado foi cloroférmio
deuterado (CDClI3) usando-se como referéncia interna tetrametilsilano
(TMS) para espectros de RMN 'H. Os resultados das atribuicdes de
carbono e hidrogénio estdo descritos abaixo para o derivado de

dibenzoilmetano (Figura 5).
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(0 0]
Figura 5 - 1,3-Difenil-2-benzil-1,3-propanodiona

(Sélido amorfo, com ponto de fusédo entre 58,3 e 58,7°C).

RMN 'H: H (300 MHz; CDCls; TMS) 3.45 (2H, d, J 6.7, CH2 Bz), 5.52 (1H, t, J
6.7, H-2), 7.16 (1H, tt, 6.6 and 2.0, H-4"), 7.24 (4H, m, H-2”, H-3", H-5” and H-
6”), 7.40 (4H, tt, J7.9 and 1.3, H-3 and H-5"), 7.53 (2H, tt, 7.5 and 1.3, H- 4’),
7.89 (4H, dd, J8.5 and 1.3, H-2" and H-6").

RMN '3C: 5C (77 MHz; CDCls; TMS) 35.21 (CH2Bz), 58.99 (CH, C-2), 126.63
(CH, C-4”), 128.60 (4CH, C-3’ and C-5’), 128.84 (4CH, C-2’, C-3”, C-5” and C-
6”), 128.98 (4CH, C-2’ and C-6), 133.51 (Co, C-1”), 135.98 (2CH, C-4’), 139.05
(2Co, C-1"), 195.58 (2Co, C-1 and C-3).

2. Preparacao da composicao farmacéutica contendo o composto

2.1 Gel transdérmico

Foi utilizado um gel transdérmico (Tabela 2) contendo o composto ativo
em duas concentragbes a serem testadas: 1 mg/ml e 3 mg/ml. As
concentragdes utilizadas neste trabalhado foram pré-determinadas com base e

em comparagao aos protocolos utilizados em outros trabalhos (KAKUMANU et
al.,, 2011; PREETHI et al., 2010; TAGNE et al., 2008; TAYLOR et al., 2006).
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Tabela 2 — Concentragdes das substancias utilizadas na composicao farmacéutica do gel

transdérmico.

SUBSTANCIAS CONCENTRACOES
Dibenzoilmetanos 1e3%
DMSO 10%
Aristoflex® 2%
Propilenoglicol 5%
Alcool 70 % asp

Inicialmente, 1 e 3 mg do composto foram, separadamente, dissolvidos
em 2,5 mL DMSO. Os demais procedimentos foram realizados separadamente,
para obtencdo de duas formulagcées contendo o composto nas diferentes
concentragdes (1 mg/mL e 3 mg/mL).

Foram pesados 500 mg de Aristoflex® e medidos 1,25 mL de
propilenoglicol. O Aristoflex® e o propilenoglicol foram vertidos em um gral de
massa e misturados com auxilio de uma espatula, e logo em seguida foi
adicionado o composto dissolvido em DMSO, para preparo das duas
concentracdes. Estes foram novamente misturados com auxilio de uma
espatula e o volume foi completado com auxilio de alcool 70 % até 25 mL.
ApGs esta etapa, a formulacdo foi deixada em repouso para completa
hidratacdo do gel na presenca da solucao hidroalcodlica. Os frascos contendo
as concentracoes desejadas do composto foram armazenados hermeticamente
fechados até o momento do uso.

Este tipo de composi¢do farmacéutica foi escolhido a partir de testes
prévios, pois apresentou melhor espalhamento e absorcao pela pele com maior
resisténcia a agua, suor e secrecdo sebacea. A preparacao foi feita em
farmacia de manipulagéo, a fim de que os padrdes farmacotécnicos e sanitarios
fossem mantidos. O Aristoflex® foi usado como agente gelificante, o
propilenoglicol como umectante, o DMSO como promotor de absorcéo e o
alcool 70% como coadjuvante antimicrobiano.
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3. Cultura de células

No presente estudo, utilizou-se células das linhagens melan-A,
estabelecida a partir de melanoblastos normais (BENNETT et al., 1987) e
B16F10, estabelecida a partir de células de melanoma murino (FIDLER, 1973).
As células da linhagem B16F10 sdo altamente metastaticas, tendo sido
consideradas mais resistentes a drogas e mais instaveis geneticamente do que
outras linhagens das células B16 (CILLO et al., 1987). Ja as células melan-A
sao singéncias as células de melanoma do tipo B16, constituindo um excelente
parametro nao-tumorigénico para estudos celulares e moleculares relacionados
a malignidade do melanoma (BENNETT et al., 1987).

As células foram rotineiramente cultivadas em meio de cultura completo
(“Roswell Park Memorial Institute” - RPMI - suplementado com 10 % de soro
fetal bovino e glutamina 2 mM/mL) em frascos de cultura de 25 ou 75 cm?, de
poliestireno, em incubadora a 37°C, 5% de CO, e 95% de umidade relativa.
Quando as culturas atingiam a semiconfluéncia, as células eram tripsinizadas,
replagueadas e mantidas nas condi¢cées acima descritas. As culturas foram
periodicamente observadas em microscopio de luz invertido, e aliquotas,
congeladas e descongeladas de acordo com a necessidade do experimento.

3.1 Tripsinizacao

Culturas de células subconfluentes, apds o descarte do meio de cultura,
eram lavadas trés vezes com PBS e incubadas a 37°C com solug&o de tripsina
a 0,25% e 0,05% de EDTA até que, sob observacdo microscopica, fosse
detectada a dissociagcao das células entre si, e delas com o substrato. A reagao
de tripsinizacao era interrompida pela adicdo de 5,0 mL de meio completo. A
suspenséo celular era coletada em tubo de centrifuga e centrifugada a 1500 g,
por 5 minutos, a temperatura ambiente. O meio sobrenadante era
cuidadosamente descartado e as células ressuspendidas em meio completo
livre de tripsina. Apds efetuar a contagem celular, com teste de viabilidade,
volumes da suspensao celular foram subcultivados contendo o numero

desejado de células.
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3.2 Contagem do numero de células viaveis

As contagens das células viaveis foram efetuadas em hemocitémetro de
Neubauer apdés o carregamento de ambas as camaras com a suspensao
celular, obtida por meio da tripsinizacao da cultura celular desejada. Para a
determinacdo do numero de células vidveis foi utilizado o teste de exclusao de
corante, que consiste na incubacao de uma aliquota de células com solucao de
Azul de Tripan 0,1 % (diluicao 1:1), por dez minutos a 37°C. Células higidas
excluem o corante. Para o calculo da percentagem de células viaveis utiliza-se
a formula:

% de células viaveis = Numero de células viaveis x 100

Numero total de células
Para determinagdo da quantidade de células viaveis por cm® ou mililitro,
deve-se calcular a média aritmética entre o numero de células vivas das duas
camaras. O nimero encontrado deve ser multiplicado por 10* e pelo valor de
diluicdo (se houver). Sdo contadas somente as células que se encontram ao

menos parcialmente na parte central da cAmara de Neubauer.

3.3 Criopreservacao

Quando necessario, aliquotas de células foram congeladas apds
tripsinizagao rotineira de culturas semiconfluentes. A interrupcédo da reacao de
tripsinizacao foi realizada com adicdo de meio completo e lavagem das células
por centrifugagdo a 1500 g. As células foram, entao, ressuspendidas em meio
completo contendo 10% de dimetilsulfoxido (DMSO), e as suspensdes
celulares acondicionadas em criotubos de até 1,8 mL, que permaneceram
durante a noite a - 80°C e foram posteriormente transferidos para o nitrogénio
liquido (-196°C), onde foram armazenados até que seja necessario seu
descongelamento.
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3.4 Descongelamento

Para o descongelamento, criotubos com células da linhagem celular de
interesse foram mantidos a 37°C, durante 5 minutos. A suspenséo celular é
entdo lavada com 10 mL de meio completo por centrifugacdo a 1500 g durante
3 minutos, a temperatura ambiente, para a remog¢dao do DMSO utilizado no
congelamento. As células foram ressuspendidas em meio completo, apds
descarte do sobrenadante, e subcultivadas em frasco de cultura de 25 cm?.

4. Atividade citotéxica medida pelo ensaio do MTT

Para o desenvolvimento de pesquisa clinica, realizada em seres
humanos, com o objetivo de descobrir ou verificar os efeitos farmacodinamicos,
farmacolégicos, clinicos e/ou outros efeitos de um novo medicamento, ou ainda
para identificar reacbes adversas ao produto em investigacdo, e averiguar sua
seguranca e eficacia, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,
2013) estabelece que testes in vitro, seguidos de testes com animais, devem
ser realizados previamente. Na fase pré-clinica, que deve, entdo, constituir a
primeira fase de uma pesquisa clinica, a nova molécula cujo potencial
terapéutico deve ter sido identificada previamente através de testes in vitro,
com células, deverda ser aplicada a animais, para averiguacdo de suas
propriedades. Nesta fase, ainda segundo a ANVISA (2013), mais de 90% das
substancias testadas sédo eliminadas, por ndo se apresentarem seguras. Com o
objetivo de familiarizar a equipe a sequéncia estabelecida, entédo, pela ANVISA,
no presente trabalho, foram realizados, primeiramente, testes de citotoxicidade
utilizando as linhagens celulares descritas anteriormente.

O ensaio de citotoxicidade aqui proposto, com base em sais de
tetrazolio, consiste numa analise colorimétrica para quantificacdo de
metabolismo mitocondrial e atividade da cadeia respiratéria de células em
resposta ao tratamento com o composto quimico em analise. Os sais de
tetrazo6lio podem ser usados para medir a atividade metabdlica de células
viaveis, uma vez que sao reduzidos a formazan pela succinato desidrogenase

mitocondrial, uma enzima ativa somente em células com metabolismo e cadeia
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respiratéria intactos. O formazan é quantificado fotometricamente e é
relacionado com o numero de células viaveis.

De acordo com experimentos pilotos realizados previamente, as células
em crescimento exponencial foram tripsinizadas e plagueadas em microplacas
de 96 pocos, na densidade de 3 x 10° células por poco. Apés 24 horas, 0 meio
foi substituido por meio de cultura adicionado do composto ativo, em diferentes
concentragdes (250 pg/mL, 25 pug/mL, 2,5 pg/mL e 0,25 pug/mL) (Figura 6),
sendo as células incubadas por outras 48 e 72 horas em uma atmosfera de 5%
de CO, a 37 °C. Foram utilizados, como controles, pogos contendo 0 mesmo
nuamero de células plaqueadas e meio de cultura, e também pocos contendo as
células em meio de cultura mais 1% de DMSO, concentracdo maxima utilizada

do solvente para a solubilizagdo do composto.

Meio de cultura

Meio + DMSO
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CO00000
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Figura 6 — Esquema da organizacao da placa de 96 pogos utilizada para os ensaios com o
MTT.

Quatro horas antes do término de cada periodo teste (48 e 72 horas), o

meio contendo o tratamento foi removido, as células foram lavadas com PBS, e
100 puL de meio de cultura contendo 10 pL de sal de tetrazélio (MTT, 3-{4,5-
dimetiltiazol-2-il}-2,5-difeniltetrazélio bromido: 5 mg/mL) foram adicionados as
células em cultura, que foram incubadas por 4 h, protegidas da luz. Apés esse
periodo de exposicao das células ao MTT, o meio de cultura foi removido, e
foram adicionados 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO) a cada poco, e as placas
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incubadas por mais 30 minutos. Sob essas condicdes, o MTT é reduzido pelo
NADH e NADPH em um produto insoltuvel azul, o formazam, determinando
assim, a viabilidade celular. A leitura foi feita em espectrofotobmetro a 570 nm e
a concentracdo inibitéria de 50% das células (ICsp) foi calculada. Todo este
procedimento encontra-se ilustrado na Figura 7, e os testes foram realizados,
em triplicata, nos diferentes tempos. O ICsy de cada linhagem serviu para o
célculo do indice de seletividade (IS) do composto.

O IS indica a seletividade de um composto entre uma linhagem
neoplasica e uma normal, e o potencial uso terapéutico deste composto em
testes clinicos. Assim, neste estudo, o IS corresponde a divisdo entre o valor
da ICsp do composto sobre a linhagem de células normais melan-A e o valor da
ICs0 do composto sobre a linhagem de células neoplasicas B16F10:

IS = ICsp melan-A / ICso B16F10.
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Figura 7 — Esquema do teste de citotoxicidade utilizando MTT.
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5. Modelo de melanoma murino

A partir dos resultados obtidos nos testes in vitro, com base no indice de
seletividade favoravel obtido para o composto em avaliagao, foram realizados
testes pré-clinico, conforme descrito nesta segéo.

Camundongos machos da linhagem C57BL/6, de 7-8 semanas de idade
pesando 20 + 5 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Vicosa, foram mantidos em biotério ventilado do laboratorio de Biofarmacos, do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, também na UFV. Todos os
animais foram mantidos em gaiolas de acrilico translucido, de 24 x 37 x 19 cm,
forrada com maravalha, em ambiente com condicbes controladas (22+2 °C,
60+5% umidade), com ciclo claro/escuro de 12h, separados por grupos.
Receberam dieta padrao e agua ad libitum. Os experimentos foram realizados
de acordo com as normas da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFV, e foram aprovados pelo referido 6rgéao (processo n° 11/2013).

Os animais foram contidos e tricotomizados na regido da nuca, para
facilitar a inoculacdo das células, e para a aplicagcdo do tratamento topico no
local (Figura 8). Para a inducdo do tumor, 1x10° células da linhagem B16F10
foram inoculadas subcutaneamente no flanco dos camundongos C57BI/6
machos (HAMANO et al., 2003; ZEISBERG et al., 2007). Ap6s 24 horas, 0s
animais comecgaram a receber o tratamento tépico, realizado durante o periodo
de 21 dias. O numero de dias de tratamento foi pré-estabelecido por meio de
testes prévios.

Ap6s o periodo do tratamento, os animais foram eutanasiados em
camara de CO,, com posterior incisdo dorsal, para excisdo do tumor e analise
da presenca e medicdo de possiveis focos de metastase, e incisdo ventral, na
linha média, para excisao das amostras de figado, pulmao e rim, além da
retirada das amostras de sangue por pun¢ao cardiaca.
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Figura 8 — Detalhe da tricotomia na regido dorsal, onde foram injetadas as células para

inducédo do melanoma e aplicado o tratamento ao longo dos 21 dias.

Os dejetos produzidos durante o experimento foram rotineiramente
acondicionados em sacos plasticos, devidamente etiquetados e identificados
com o conteudo do dejeto, e encaminhados, sob agendamento, para a Diretoria
de Logistica, Seguranca e Gestdo de Residuos e Rejeitos. As gaiolas onde os
animais foram acondicionados tiveram a maravalha renovada rotineiramente
conforme a necessidade, e eram lavadas com detergente neutro e limpas com
alcool 70%, para a manutencdo das condigdes higiénicas adequadas ao longo

do experimento.

6. Tratamento

O experimento in vivo foi realizado utilizando como veiculo para o
composto ativo um gel transdérmico, para fins de otimizacao da penetracdo na
pele (KAKUMANU et al., 2011; TAGNE et al., 2008). Foram utilizados 5 grupos
no total, conforme descricdo abaixo (n = numero de animais por grupo),
totalizando 27 animais. Os animais receberam o tratamento topico por 21 dias,
comecando 24 horas apo6s a inducao do tumor, de acordo com 0S grupos
listados abaixo.

e Grupo 0: Controle — animais saudaveis (n = 3)

e Grupo 1: Controle — animais doentes sem tratamento (n = 6)

e Grupo 2: Gel transdérmico com composto ativo — concentragdo 3 mg/mL (n = 6)
e Grupo 3: Gel transdérmico com composto ativo — concentragdo 1 mg/mL (n = 6)

e Grupo 4: Controle — gel transdérmico sem composto (branco) (n = 6)
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O tratamento foi aplicado de forma tépica, na pele dos animais, no

mesmo local onde foi induzido o tumor (regido tricotomizada).

7. Analise das amostras de tecido coletadas

As amostras de tecido (tumor, pulmdes, figado e rins) coletadas foram
fixadas por 24 horas em formol 10%, e processadas no Laboratério de
Histopatologia, do Departamento de Medicina Veterinaria, da Universidade
Federal de Vigosa. As laminas utilizadas para andlise histologica foram coradas
em hematoxilina-eosina.

As amostras de sangue foram acondicionadas em eppendorfs
devidamente identificados, e apds a separagdo do soro (descrita a seguir),
foram congeladas a — 20°C, para posterior realizagdo do ensaio de ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para quantificacdo do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF).

7.1 Avaliacao de parametro sanguineo

Apés a coleta, as amostras de sangue foram centrifugadas a 2400 g por
10 minutos para separagcédo do soro, € 0 soro, congelado em eppendorfs a —
20°C, conforme orientacbes do fabricante do kit utilizado para realizacdo do
ELISA do tipo sanduiche. As amostras de soro foram avaliadas para presenca
de VEGF-A, com kit Invitrogen™ KMGO0111, seguindo as instru¢gdes do manual
que acompanha o kit.

7.2 Avaliacao histolégica do tumor

Apoés a excisao do tumor, foram registradas trés medidas para estimativa
do volume tumoral pela féormula (comprimento x largura x altura) x 0,52
(HAMANO et al., 2003; ZEISBERG et al., 2007), para fins de comparacgao entre
controles e tratamentos (KAKUMANU et al., 2011).

Foram feitas laminas histolégicas dos tumores, sendo avaliados,
histologicamente, o estado geral do tecido, a presenca de vasos sanguineos,
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atipias celulares e teciduais e indicativos de morte celular, usando-se o
software Image-Pro Plus, comparando-se os grupos tratados ao grupo controle.

As laminas foram avaliadas qualitativamente.

7.3 Analise das amostras de figado e rim

Nas amostras de figado e rim, foi avaliada a presenca de alteracoes
histoldgicas indicativas de citotoxicidade do tratamento sobre o tecido em
questdo. Assim, buscou-se, principalmente, alteragdes da arquitetura normal do
tecido, e indicativos de morte celular, como nucleos picnéticos, usando o

software Image-Pro Plus.

7.4 Analise das amostras de pulmao

Nas amostras de pulmao, buscou-se possiveis focos de metastase,
usando o software Image Pro Plus.

8. Analise estatistica

Os dados referentes ao volume tumoral e a quantificacdo de VEGF
estdo apresentados sob forma de média + desvio padrao e foram avaliados
estatisticamente por analise de varidancia (ANOVA) e, posteriormente, foi
aplicado o teste de Bonferroni, para a verificagdo da existéncia de diferencas
estatisticas entre as médias dos tratamentos em relacdo aos controles
utilizados, com nivel de significaAncia minimo de 0,05 para os valores
analisados. Para a analise dos dados foi utilizado o programa GraphPad
Prism®.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, foi realizado previamente teste in vitro, utilizando
células de melanoma murino, para avaliar o potencial terapéutico do composto.

ApoOs o teste de citotoxicidade realizado com MTT, a concentragéo
inibitéria de 50% das células pelo composto foi calculada, utilizando-se os
resultados das leituras de absorbancia obtidas. Os resultados foram analisados
no programa GraphPad Prism®. Com base nas duas linhagens celulares
testadas, os valores de ICso obtidos foram de 225,5 ug/mL para as células da
linhagem melan-A (Grafico 1) e 53,05 pg/mL para as células da linhagem
B16F10 (Grafico 2).

48 horas de tratamento

100-.
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Ly ICso = 225,5 pg/mL
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Grafico 1 — Andlise do ensaio de MTT realizado com as células da linhagem melan-A,

indicando o valor de ICs, obtido (225,5 pg/mL), obtida a partir do programa GraphPad Prism.
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48 horas de tratamento

- 100- :
L :
5 80+ g
=2 :
o 60- i lcsg = 53,05 pg/mL
Q@ 9 peeeccccccccccccccccccccccnccccccccccfecccccccccaa.
© :
g 40+ §
> s
c .
2

) 1 L] L} L]
10-0.4 10-0.2 10-0.0 100 100.4
Concentragoes testadas (log)

Grafico 2 - Analise do ensaio de MTT realizado com as células da linhagem B16F10, indicando
o valor de IC5q obtido (53,05 pg/mL), obtida a partir do programa GraphPad Prism.

A partir dos valores de ICso supramencionados, foi calculado o indice de
seletividade (IS) do composto, que é um dos possiveis parametros utilizados
como indicativo do potencial terapéutico de medicamentos. Valores de IS
acima de 2,0 ou 3,0 tém sido considerados significativos (BADISA et al., 2009;
BEZIVIN et al., 2003 SUFFNESS; PEZZUTO, 1991), ou seja, este valor indica
que o composto € duas ou trés vezes mais ativo na linhagem de células
neoplasicas do que em células normais, o que tornaria um composto adequado
para testes clinicos.

No presente estudo, obteve-se o valor de 4,25 (Tabela 3) como indice de
seletividade, o que indica que o composto é 4,25 vezes seletivo para as células
do melanoma em relacdo as células derivadas de melandcitos normais,

apresentando potencial terapéutico para ser testado in vivo.

Tabela 3 - Valores de IC50 obtidos para as duas linhagens celulares utilizadas, e o indice de

seletividade obtido.

Linhagem celular ICs0(pug/mL) IS
Melan-A 225,5
ean 4,250707
B16F10 53,05

Pode-se calcular, ainda, a porcentagem de proliferacdao celular em
relacdo aos controles negativos utilizando meio de cultura (Tabela 4), e a

inibicdo de crescimento das células sob os tratamentos utilizados, e identificou-
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se que a concentragdo mais alta (250 pg/mL) promoveu inibicdo de
crescimento de 53,81% nas células melan-A e de 80,95% nas células B16F10.

Tabela 4 — Proliferagdo celular das células tratadas com o composto ativo, em relacdo aos

controles negativos.

VIABILIDADE MEDIA (%)

TRATAMENTO
melan-A B16F10
250 pg/mL 46,19 19,05
25 pg/mL 105,32 83,01
2,5 pg/mL 104,36 99,8
0,25 pg/mL 95,52 86,2

As imagens obtidas a partir das células utilizadas no ensaio de
citotoxicidade (Figura 9 e Figura 11) indicam que a maior concentragéo testada,
250 pg/mL, inibiu significativamente o crescimento celular, em comparacédo aos
controles utilizados, com meio de cultura e meio de cultura acrescido de 1% de
DMSO, que foi a concentracdo maxima de DMSO utilizada nas células que
receberam tratamento com o composto ativo, derivado de dibenzoilmetano.

E interessante observar que, juntamente com a redugdo do nimero de
células em relacdo aos controles, a morfologia das células B16F10 tratadas a
concentragéo de 250 pg/mL (Figura 10) mudou significativamente, passando a
um formato mais alongado (fusiforme), e aparentando menor adesividade entre
as células e também com a placa, caracteristicas consistentes com a transicao
epitelial-mesenquimal (EMT), em que células tumorais podem adquirir fenotipo
mesenquimal, apresentando maior capacidade migratéria e infiltrativa
(CHIDGEY; DAWSON, 2007; KALLURI; WEINBERG, 2009; ZEISBERG;
NEILSON, 2009). Deve-se ressaltar, no entanto, que esta alteracao somente foi
observada nas células B16F10 tratadas com a maior concentracao utilizada do
composto, 250 ug/mL. Esta observagédo coincide com o relato de Mitrus et al.
(2012), que avaliou diferentes parametros de células da linhagem B16F10 sob
condigbes de estresse, e relatou a ocorréncia de EMT sob privagdo de
oxigénio. Considerando-se que células mais internas de massas tumorais
constantemente precisam se adaptar a situacbes adversas e extremas, como
de deplecdo de nutrientes e hipdxia, € esperado que células derivadas de

linhagens tumorais, em cultura, sob situagdes adversas, também exibam
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plasticidade (MITRUS et al., 2012). Além disso, células de melanoma, in vivo,
também passam por um processo semelhante a uma EMT durante a mudanca
de sua fase de crescimento horizontal, para a fase de crescimento vertical
infiltrativo (HSU et al., 2000).

Figura 9 — Ensaio de citotoxicidade realizado com as células da linhagem B16F10, derivadas
de melanoma murino. A — controle com meio de cultura; B — controle com meio de cultura e 1%
de DMSO; C — tratamento com 250 pg/mL do composto ativo; D — tratamento com 25 pg/mL do
composto ativo; E — tratamento com 2,5 pg/mL do composto ativo; F — tratamento com 0,25
pg/mL do composto ativo.

Este tipo de transicdo fenotipica ocorre fisiologicamente durante a
embriogénese humana. Ap6s a formagdo da linha primitiva, durante a
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gastrulacao, células do epiblasto, que tipicamente apresentam polaridade e
expresao E-caderina, sofrem reducao de adesividade, mudancgas morfolégicas
e adquirem fendtipo tipicamente mesenquimal, desprendendo-se do epiblasto,
e dando origem ao mesoderma e ao endoderma e, posteriormente, um
processo semelhante também da origem as células da crista neural, durante a
formacdo do tubo neural (KALLURI; WEINBERG, 2009; FENOUILLE et al.,
2012).

Considerando-se, ainda, que as células B16F10 utilizadas no presente
estudo, apesar de especializadas e diferenciadas, sado de origem
neuroectodérmica, seriam necessarias analises moleculares detalhadas para
se estabelecer de forma precisa quais as caracteristicas da alteracao
apresentada. E possivel que o quadro caracterize um tipo de
transdiferenciacdo, ou metaplasia, em que um tipo celular diferenciado se
converte em outro (ZEISBER; NEILSON, 2009), ou uma perda de
diferenciacdo, com reducdo de adesividade e aumento de capacidade
migratoria (DUAN et al., 2013; PAULIS et al., 2010). As andlises moleculares
rotineiramente utilizadas para avaliar tais tipos de transicées envolvem,
primariamente, proteinas de adesdo celular da familia das caderinas
(CHRISTOFORI; SEMB, 1999; DUAN et al., 2013).

Varios estudos tém demonstrado a capacidade de células de melanoma
de adquirirem fendtipo de menor adesividade e maior capacidade migratoria
(ALONSO et al., 2007; DISSANAYAKE et al., 2007; FENOUILLE et al., 2012).
O trabalho de Dissanayake et al. (2007) relaciona a expressao de uma proteina
sinalizadora da familia Wnt, que atua via receptor acoplado a proteina G sobre
o controle de genes do crescimento e da proliferagdo celular, a inducao de
transicao epitelial-mesenquimal em células de melanoma humano através de
mudancas no processamento de B-catenina e E-caderina. A inducdo da EMT
avaliada pelo grupo parece ocorrer via proteina quinase C (PKC).

Ja Fenouille et al. (2012) relataram a ocorréncia de transicao fenotipica
semelhante a EMT em células de melanoma humano sob a regulagdo de uma
proteina de matriz extracelular, SPARC (também conhecida como
osteonectina), via proteina PI3K/Akt, aumentando a expressao SLUG, um fator
de transcricdo que reprime a expressao do gene da E-caderina, e promove,
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assim, menor adesao entre as células. PI3K/Akt sdo envolvidas na regulacao
de diversos processos celulares basicos, como o ciclo celular, sobrevivéncia e
metabolismo, e sua relagdo com a EMT e o cancer vem sendo amplamente
estudada e revisada (LARUE; BELLACOSA, 2005). Foi observado, ainda, que
nao houve relacao entre a inibicao de BRAF e os efeitos promovidos via SLUG
(FENQUILLE et al., 2012). Ademais, SLUG pode favorecer a sobrevivéncia
celular, e antagonizar a apoptose induzida por p53 (VANNINI et al., 2007; WU
et al., 2005).

Figura 10 — Destaque das células B16F10 que receberam tratamento com 250 ug/ml do
composto, e sua morfologia fibroblastica, tipica de células de origem mesenquimal, apés o

tratamento.

Em relacdo ao ensaio realizado com as células da linhagem melan-A
(Figura 11), derivadas de melandcitos murinos normais, pode-se observar uma
reducéao significativa do numero de células também na concentragdo mais alta,
entretanto, a morfologia das células ndo se apresentou alterada sob nenhum
dos tratamentos aqui utilizados. Este resultado coincide com os dados
publicados por Nogueira et al. (2003), que indicaram atividade citotoxica de
diferentes derivados de DBM in vitro, utilizando diferentes linhagens celulares.

Nakano e colaboradores (2004) também avaliaram a atividade citotéxica
de diferentes B-dicetonas sobre linhagens derivadas de diferentes tipos de
fibroblastos e células epiteliais normais e tumorais da cavidade oral humana e,
para DBM, encontraram concentragbes citotdxicas para 50% das células
tumorais (CCsp) variando entre 9,5 e 51,4 ug/mL, e entre 55,6 e 4.309 ug/mL

para as linhagens de células normais testadas. Assim, o resultado encontrado
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para ICsy (mesmo conceito basico de CCsp) no presente estudo para as células
B16F10 (53,05 ug/mL) ficou pouco acima dos valores obtidos por Nakano et al.
(2004) nas linhagens de células tumorais, e dentro da mesma faixa, nas
linhagens de células normais (225,5 pg/mL para as células melan-A, nesta
pesquisa). Vale ressaltar que no estudo de Nakano et al. (2004), somente a
CCs relativa a uma das linhagens testadas (HPLF, fibroblastos do ligamento
periodontal humana) destoou muito dos demais resultados obtidos, ficando em
4.309 pg/mL. Além disso, Nakano et al. (2004) encontraram indice de
seletividade no valor de 3,7 para o DBM, e no presente trabalho, obteve-se
4,25, de modo que ambos os resultados corroboram o potencial terapéutico
dos compostos avaliados.

Dibenzoilmetano também apresentou atividade citotdxica sobre células
de carcinoma de préstata humana (JACKSON et al., 2002), com relagéo direta
frente a concentracéo aplicada nos tratamentos, com valores de ICs entre 25 e
100 uM para as linhagens celulares testadas. Os autores relataram, ainda, o
atraso do ciclo celular entre G1 e S nas linhagens testadas, em resposta ao
tratamento com DBM, e que esta alteracdo nao apresentou relagdo com o gene
P53, cuja expressao avaliada por western-blotting ndo se demonstrou alterada.

A partir dos relatos acima, pode-se observar que 0s compostos da
familia do DBM, composta de B-dicetonas, tém demonstrado consideraveis
efeitos sobre a proliferacédo celular, por diferentes vias. Entretanto, ha de se dar
destaque a relacédo estabelecida por Nakano et al. (2004) entre a atividade de
diferentes analogos de DBM e a ativacao das caspases 3, 8 € 9, envolvidas na
regulacdo da apoptose, estimulando, assim, a morte celular programada, e
também, o trabalho de Pan et al. (2003), cujos resultados indicaram que o
hidroxidibenzoilmetano promove apoptose pela liberacdo de citocromo ¢ no
citoplasma, ativacdo da via das caspases e pela promocado da entrada, no
nucleo, de desoxirribonuclease ativada por caspases, e esta, por sua vez,
degrada o DNA. Esta ressalva é feita tendo em consideracdo observacoes
realizadas na presente pesquisa, ap6s 0 experimento in vivo, que serao
discutidas mais adiante, que levam a crer que este pode representar um dos
mecanismos ativado pelo 1,3-Difenil-2-benzil-1,3-propanodiona avaliado neste

experimento.
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Figura 11 — Ensaio de citotoxicidade realizado com as células da linhagem melan-A, derivadas
de melanoblastos murinos. A — controle com meio de cultura; B — controle com meio de cultura
e 1% de DMSO; C — tratamento com 250 pg/mL do composto ativo; D — tratamento com 25
pg/mL do composto ativo; E— tratamento com 2,5 ug/mL do composto ativo; e F — tratamento

com 0,25 pg/mL do composto ativo.

No experimento in vivo, cerca de 7 a 10 dias apds a inoculagdo das
células na regido dorso-cervical dos animais, os tumores se tornaram
palpaveis. Ao final do periodo experimental de 21 dias, o sitio de localizag&do do

tumor em alguns animais chegou a apresentar ulceracdo (Figura 12).
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Figura 12 — Imagem representativa da ulceragao (seta) que ocorreu na pele de alguns animais
que fizeram parte deste estudo, ap6s a indugao do melanoma.

S
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Figura 13 — A: Corte histologico de melanoma (Aumento: 200x); B: detalhe central da figura A
(Aumento 400x); C: melanécitos (Aumento: 800x).

Ap6s o periodo de tratamento dos camundongos, os animais foram
eutanasiados e as amostras de figado, rim, pulm&o e o tumor foram removidos.
A andlise histolégica dos tumores excisados (Figura 13) demonstrou figuras
tipicas de melandcitos, com presenca de pigmento escurecido, caracteristico

de melanina, e presenca de vascularizagao, caracterizando o desenvolvimento
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de tumor do tipo melanoma, além do aspecto macroscopico enegrecido
fornecido pelo pigmento presente.

Os resultados da avaliacdo do volume tumoral dos animais tratados e
dos animais ndo tratados indicam um significativo papel quimiopreventivo ou
quimioterapico do composto utilizado na supressao da progressao tumoral,

como pode ser visto no Grafico 3.
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Grafico 3 — Efeito do tratamento com dibenzoilmetano sobre o volume tumoral (cms), nos
diferentes grupos experimentais. O grupo controle (branco) recebeu um placebo como

tratamento.

As analises do volume tumoral dos animais que receberam tratamento
tépico com 1,3-Difenil-2-benzil-1,3-propanodiona nas concentracbes de 3
mg/mL e 1 mg/mL, em comparacao aos grupos controles (o primeiro, que nao
recebeu tratamento, e o segundo, tratado com uma formulagédo-placebo),
indicaram diferengas significativas em relagdo aos controles, com volume
tumoral menor nos grupos de tratamento. Assim, pode-se identificar que ambas
as concentracbes do composto utilizadas no ensaio in vivo (3 mg/mL e 1
mg/mL) se mostraram eficazes como agentes quimioterapicos ou
quimiopreventivos, com volume do tumor do tipo melanoma induzido no flanco
dos camundongos cerca de 55% menor nos grupos tratados do que nos grupos
nao tratados com o composto, que apresenta, portanto, potencial terapéutico

para utilizacdo em formulagéo topica.
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Estes dados sdo coerentes com os resultados de Khor et al. (2009), que
indicaram que DBM possui significativa atividade quimiopreventiva, tendo
suprimido a progressdao de adenocarcinoma de prostata em camundongos
C57BL TRAMP (transgénicos para adenocarcinoma de prostata) tratados com
este agente. No referido trabalho, os animais receberam dieta suplementada
com 1 % de DBM (~ 30 mg de DBM por dia por camundongo) a partir de 8 e 12
semanas de vida, e 0 grupo que comecgou a receber a dieta suplementada com
DBM com 8 semanas de vida chegou a apresentar supressdo total do
adenocarcinoma. Além disso, para investigar os mecanismos envolvidos na
atividade quimiopreventiva do DBM, foram analisados véarios marcadores
moleculares de regulacao do ciclo celular e da via de transducédo de sinal Akt. A
expressao das seguintes proteinas se apresentou gradualmente aumentada,
em concomitancia com a progressdo tumoral, sugerindo que estes sejam
eficientes marcadores para a tumorigénese de préstata em camundongos
TRAMP: p-PDK-1, pAkt (Ser473), proteina ribossémica pS6 (Ser235/236), c-
myc, pRb, ciclina A, e ciclina D1. Com o tratamento, observou-se a supressao
desses marcadores principalmente no grupo 1, que comegou a receber a dieta
suplementada com DBM ainda com 8 semanas de idade.

Outros estudos também relacionaram o efeito do DBM na reducédo ou
supressao da incidéncia de tumor mamario (LIN et al., 2001), linfomas (HUANG
et al., 1998) e adenoma intestinal (SHEN et al., 2007).

Hong et al. (2004) relacionaram a atividade anticarcinogénica do DBM
ao seu efeito sobre os niveis protéicos e atividade enzimatica de componentes
do metabolismo do acido araquidbnico, envolvido no processo de
carcinogénese. O acido araquidbénico € formado principalmente a partir de
fosfolipidios de membrana hidrolisados pela fosfolipase A2, cujo produto é
posteriormente metabolizado por trés tipos diferentes de oxigenases:
ciclooxigenase (COX), lipooxigenase (LOX) e citocromo P450. Assim,
considera-se que a modulacdo do metabolismo do &cido araquidénico pela
inibicdo da atividade das referidas enzimas constitui um mecanismo de
quimioprevencao efetiva.

Lin et al. (2011) avaliaram a atividade anti-inflamatéria do DBM e de seu

derivado 1,3-bis-(2-fenil-substituido)-propano-1,3-diona na promoc¢ao tumoral
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induzida por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), e também no edema
de orelha induzido por TPA e por acido araquidénico, em camundongos CD-1.
A pesquisa foi desenvolvida tendo como base as similaridades estruturais entre
o DBM e os agentes anti-inflamatérios aspirina e curcumina. Os autores
induziram os tumores pela aplicagdo tépica de TPA 5 nmol duas vezes por
semana, por 20 semanas, com tratamento prévio de uma semana com 7,12-
dimetilbenz[a]antraceno 200 nmol em 200 uL de acetona. Trés grupos foram
utilizados: um grupo que recebeu s6 o TPA, outro que recebeu TPA e 3 umol
de DBM, e o terceiro, que recebeu TPA e 10 umol de DBM. Nos grupos que
receberam tratamento com 3 e 10 umol, o numero de tumores por animal
diminui 65 e 98%, respectivamente, e o numero de animais com tumor também
foi reduzido em 29 e 50%, respectivamente, de modo que os resultados ainda
apontam para um efeito dose-dependente, 0 que ndo coincide com o resultado
observado na presente pesquisa, em que a concentracao utilizada de 1 mg/mL
apresentou os melhores resultados. Entretanto, hd de se ressaltar o efeito
antitumoral obtido por tratamento tépico em ambos os estudos.

Durante a avaliacdo histoldégica das amostras de tumor, pode-se
observar que o aspecto do tecido coletado a partir dos animais tratados diferiu
do material dos grupos controle. Nos animais controle (tratados com
formulacéo placebo e sem tratamento), o material apresentou uma arquitetura
mais compacta, mais préxima de um tecido organizado do que nos animais
tratados, com o tecido mostrando células vidveis preservadas e de aspecto
mais homogéneo e vascularizado (Figura 14A), apesar da presenca de
pleomorfismo nuclear, com atipias grosseiras, figuras de mitoses atipicas
(Figura 14C) e diversas areas de necrose tecidual, concentradas,

principalmente, na regi&do mais central do tumor.

68



Figura 14 — Seccgdes histologicas de amostras do tumor. A — Grupo tratado com o branco
(composigado farmacéutica sem o composto ativo; Aumento: 125x); B — Grupo tratado com
composto ativo na concentragdo 3 mg/ml (Aumento: 125x); C — Célula em mitose (Aumento:
800x) no grupo tratado com branco; D; Acimulo de melanina no grupo tratado com 1 mg/mL do

composto (Aumento: 500x). Seta: estrutura vascular; estrela: area necrética.

O material coletado dos animais tratados com 1,3-difenil-2-benzil-1,3-
propanodiona apresentou menor conservagdo tecidual, com tecido pouco
organizado, atipias celulares (com morfologias variadas), extensas areas de
necrose desde a periferia do tumor (Figura 14B), e pigmento escurecido
(melanina) aparentemente mais abundante (Figura 14D). A melanogénese
acentuada foi identificada por Pinon e colaboradores (2011) como um
mecanismo de resisténcia a apoptose induzida por acido ursolico,
acompanhado pelo aumento de enzimas envolvidas na sintese de melanina,
como a tirosinase. A inibicdo da tirosinase causou aumento da apoptose,
reforcando essa relacdo. Os autores sugerem que a melanina, nas condi¢cdes
experimentais utilizadas, estivesse agindo como agente removedor de radicais
livres, uma vez que espécies reativos de oxigénio desempenham papel

regulador na apoptose.
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Na observacao histolégica do material tumoral de todos os grupos foi
identificada a organizagdo de células tumorais em formato de ninhos (nests)
confluentes, ao redor de estruturas vasculares (CHEN et al., 2009; PAULIS et
al., 2010), formando um padrdo pseudo-glandular, o que constitui um dos
critérios para diagnostico histolégico do melanoma cutaneo, juntamente com a
presenga de necrose e atipias celulares, também relatados nas presentes
observacdes (SIDDARAJU, 2011). Um detalhe que chamou atencado foi a
auséncia de células endoteliais delimitando a parede de alguns locais dessa
rede vascular tumoral, apesar da presenca de hemacias no lumen, o que
constitui indicio de mimetismo vascular ou formacdo de vasos mosaico,
discutidos a seguir (CARMELIET; JAIN, 2011; HENDRIX et al., 2002; PAULIS
et al., 2010).

Em relacdo a vascularizagdo de tumores, acredita-se que mecanismos
variados sao utilizados pelas células e tecidos tumorais para o estabelecimento
de rede vascular (HENDRIX et al.,, 2003; MIHIC-PROBST et al., 2012;
NGUYEN, 2004; PAULIS et al.,, 2010; ZHANG et al., 2008). A angiogénese
tradicional, conforme descrito na revisédo bibliografica deste trabalho, constitui o
principal destes mecanismos.

Outra explicacdo seria a ocorréncia de mimetismo vascular, em que
células tumorais adquirem fenotipo similar ao de células endoteliais, com
expressdo de marcadores tipicamente endoteliais, e passam a constituir
estruturas similares a vasos, contribuindo para a perfusao do tumor (PAULIS et
al., 2010). Esta caracteristica esta relacionada, principalmente, a tumores
altamente invasivos e metastaticos, e foi inicialmente descrita no melanoma
(MANIOTIS et al.,, 1999; PAULIS et al., 2010). Maniotis et al. (1999) ainda
relacionaram a capacidade invasiva das células que apresentam mimetismo
vascular a reversoes genéticas que conferem um gendtipo similar ao de células
embrionarias pluripotentes. A formagdo de vasos em mosaico, por sua vez,
ocorre pela alternancia entre células endoteliais e tumorais delimitando vasos
da rede vascular tumoral (MIHIC-PROBST et al., 2012).

Mihic-Probst e seus colaboradores (2012) usaram modelos xenograficos
de melanoma, com diferentes marcadores vasculares e fluorescéncia para

avaliar como as células tumorais contribuem para a neovascularizagéo, e
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também avaliaram as amostras de 40 melanomas primarios e 175 metastases
de melanoma, usando imunomarcacao para vasos sanguineos e linfaticos. Os
autores sugerem que a condicao de hip6xia no tecido tumoral contribui para
uma mudang¢a no fenétipo de algumas células tumorais, favorecendo sua
contribuicdo para a formagao de vasos sanguineos, e postulam, ainda, que as
células tumorais que apresentam mimetismo vascular apresentam maior
invasividade in vivo. Além disso, o grupo de pesquisadores identificou
numerosas fenestragbes endoteliais, aberturas transcelulares, jungdes
intercelulares ampliadas e membrana basal ausente ou descontinua, e concluiu
que tais alteracdes podem facilitar a formacao de metastases.

Assim, podemos concluir que a plasticidade das células tumorais
envolvidas em mimetismo vascular e também na formacdo de mosaicos
vasculares pode facilitar a metastatizagdo tumoral, tanto pela perda de
diferenciacao celular, quanto pela constituicao de vasos defeituosos.

Nas amostras dos tumores de animais tratados, além das areas
necréticas mais extensas, foi identificada a presenca de nucleos picnéticos e
corpos apoptoticos, indicativos de morte celular, além da presenca de edema
celular (ou alteragédo vacuolar) e inclusées nucleares eosinofilicas (Figura 15).

A alteragdo vacuolar normalmente ocorre em células que perdem a
capacidade de manter a homeostasia ibnica e hidrica e resulta da perda da
funcdo de bombas de ions presentes na membrana plasmatica cujo
funcionamento depende de ATP, e constitui um dos sinais de morte celular
(KUMAR et al., 2005).

71



e

Figura 15 — Representacbes do arranjo pseudo-glandular observado nas amostras de
melanoma (A: Grupo tratado com 3 mg/mL do composto, aumento de 500x; B: Grupo tratado
com 1 mg/mL do composto, aumento de 250x). Alguns destaques: circulo pontilhado —
estruturas coincidentes com corpos apoptoéticos; setas — inclusbes nucleares; estrelas

vermelhas — alteragao vacuolar; estrela preta — necrose.

As inclusdes nucleares podem ser, basicamente, de dois tipos: inclusdes
nucleares, e pseudoinclusdes nucleares, além de artefatos causados por
fixacdo mal realizada (neste caso, o nucleo parece estar vazio) (ARORA; DEY,
2011). As inclusdes nucleares, acimulos de substancias que normalmente nao
sdo encontradas no nucleo, apresentam naturezas variadas, podendo ser
decorrentes de infecgbes virais, como citomegalovirus, herpes virus 6,
adenovirus, parvovirus, dentre outros; podem resultar da translocacao anormal
de substancias para o nucleo, como a presenca de surfactante no nucleo de
células de adenocarcinoma pulmonar, ou de glicogénio no nucleo de
hepatécitos (IP et al., 2010). As pseudoinclusées nucleares, por sua vez,
também conhecidas como inclusées citoplasmaticas nucleares (ARORA; DEY,
2011), representam herniag¢des citoplasmaticas dentro do ndcleo, sendo que o
sitio da herniacdo normalmente é dificil de ser visualizado. Ndo foram
identificados trabalhos que descrevam o mecanismo fisiopatoldégico das
pseudoinclusbes, mas séo frequentemente identificadas em diferentes tipos de
melanoma e utilizadas como um dos parametros para seu diagnéstico
histol6gico (SIDDARAJU, 2011).

Na avaliacdo histoldégica do figado, pode-se comparar a arquitetura
normal do tecido, a partir das amostras do grupo saudavel (sem tumor), com 0s
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demais grupos, e também os grupos controle (doentes sem tratamento, e
tratados com branco) em relacdo aos grupos tratados (1 e 3 mg/mL) (Figura
16). As alteragbes teciduais visualizadas nos grupos controle (espacos
sinusoide aumentados, e vacuolizagédo citoplasmatica nos hepatocitos) (Figura
17) e o infiltrado inflamatério foram atenuados com o tratamento,
principalmente na concentracdo de 3 mg/mL, caracterizando efeito
hepatoprotetor do composto. Considerando-se os trabalhos de Garcea et al.
(2004) e Hoele et al. (2006), que indicam que o figado é o principal 6rgéo
responsavel pelo metabolismos de B-dicetonas da familia dos curcumindides,
os resultados deste estudo sdo condizentes. Maiti et al. (2007) relacionaram o
efeito hepatoprotetor de um complexo curcumina-fosfolipidio a recuperacao dos
niveis enzimaticos do sistema glutationa hepatico, da superoxido dismutase, e
catalase. Ainda, Lin et al. (2005) demonstraram o efeito hepatoprotetor do
DBM e derivados pela inibicdo da citocromo P450 redutase, com base no
sistema de microssomos — fracdo hepatica correspondente a fragmentos do
reticulo endoplasmatico obtidos por centrifugacao, segundo Oshima-Franco e
Franco (2003) —, e postulam que este efeito ocorra devido a uma possivel
interferéncia no suprimento de elétron para a hemoproteina, com os elétrons
sendo aceitos diretamente pelo DBM.

Para uma discussao mais detalhada dos mecanismos relacionados aos
danos hepaticos desencadeados pela instalagdo do melanoma nos animais
utilizados neste experimento, seriam necessarias analises posteriores
relacionadas, inicialmente, as enzimas envolvidas na fisiologia e metabolismo
hepaticos. A partir dessas informacgdes, seria possivel postular-se acerca de
tais efeitos hepaticos, bem como dos proprios efeitos do composto avaliado.

Com base na avaliacao histol6gica das amostras de pulmao (Figura 18),
ndao foram encontrados sinais de metastase em nenhum dos grupos
experimentais. Entretanto, o modelo utilizado ndo permitia o prolongamento do
experimento, uma vez que o tumor é muito agressivo, e leva os animais a
morte apds poucas semanas.

Em relacdo as amostras de rim (Figura 19), as Unicas leves alteracoes
detectadas configuraram artefatos no processamento do material histol6gico,
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visto que nao condiziam com a arquitetura perfeita do tecido, mas estavam

presentes nas laminas de todos o0s grupos experimentais.

- TERT 3 T

Figura 16 — Seccgdes histologicas de figado, no grupo saudavel (A e B), no grupo doente
tratado com o branco (C e D), e nos grupos tratados com 1 mg/mL do composto (E e F) e 3
mg/mL (G e H). A, C, E e G com aumento de 125x. B, D, F e H com aumento de 250x.
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Figura 17 — Detalhe de uma secg¢éao histologica referente ao grupo de animais doentes nao-
tratados (Aumento: 400x).

Figura 18 — Cortes histolégicos de pulmao, representativos de cada grupo (Aumento: 200x). A
— animais saudaveis; B — animais doentes sem tratamento; C; animais doentes tratados com 3

mg/mL; D — animais doentes tratado com 1 mg/mL; E — animais tratados com placebo.
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Figura 19 — Cortes histolégicos de rim, representativos de cada grupo (Aumento: 200x). A —

animais saudaveis; B — animais doentes sem tratamento; C; animais doentes tratados com 3
mg/mL; D — animais doentes tratado com 1 mg/mL; E — animais tratados com placebo.

A analise quantitativa realizada para VEGF no soro obtido do sangue
dos camundongos (Grafico 4) mostrou uma reducgdo significativa, em
picogramas de VEGF por mL de sangue, dos animais tratados em comparagéao
aos animais controle. A quantidade média de VEGF dos animais tratados com
1 mg/mL do composto ndo diferiu do valor obtido para os animais saudaveis,
ao passo que o grupo tratado com 3 mg/mL diferiu dos animais saudaveis, e

também dos animais controle (tratados com placebo e doentes sem
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tratamento). A quantidade de VEGF de ambos os grupos tratados diferiu
significativamente dos grupos controle, caracterizando o efeito do composto.
Estes dados corroboram o0s numeros obtidos para volume tumoral,
identificando uma possivel relagcdo entre a redugdo do volume tumoral e a
reducao de VEGF nos animais tratados em relacdo aos controles.
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Grafico 4 — Quantificagdo de VEGF a partir das amostras de soro coletadas dos camundongos
tratados e nao tratados (pg/mL).

Além de favorecer a proliferacdo e migracdo de células endoteliais,
alguns estudos recentes tém indicado que o VEGF desempenha importante
papel autécrino e intracrino sobre células tumorais que expressam o receptor
para VEGF (VEGFR) (CALVANI et al., 2008; SAMUEL et al., 2011). Xu et al.
(2013), por exemplo, relacionaram a proliferacdo de células-tronco formadoras
de glioblastoma multiforme, isoladas a partir de espécimes cirirgicas de
globlastoma, a estimulacdo por VEGF exdgeno, via VEGFR2, e nao via
VEGFR1. Esse efeito demonstrou ser, ainda, dose-dependente. Perrot-
Applanat e Benedetto (2012) revisaram os efeitos do VEGF sobre a
proliferacdo, sobrevivéncia, adesédo, migracao e invasdo em células de tumor
de mama, dando destaque a importancia desta area de pesquisa emergente.

Tendo como objetivo a busca por um mecanismo que relacione os
efeitos do DBM e seus derivados sobre a expressdo de VEGF e a morte
celular, podemos considerar os resultados obtidos por Anand e seus
colaboradores (2011), que analisaram os efeitos do dibenzoilmetano e outros
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compostos analogos, como a curcumina, sobre a ativagdo do fator de
transcricdo NF-kB (fator nuclear kappa B) pelo fator de necrose tumoral (TNF),
e também sobre produtos génicos regulados pelo NF-kB e a proliferacao
celular. A importancia do fator de transcricdo NF-kB se deve a seu papel na
regulacdo de mais de 500 genes relacionados a inflamagao, sobrevivéncia e
proliferacao celular, invasao, angiogénese e metastase (SUNG et al., 2012).
DBM e seus derivados suprimiram a expressao de COX-2, ciclina D1, e VEGF,
(produtos génicos regulados pelo NF-kB induzidos por TNF), afetando, assim,
vias de sinalizacao celular da inflamagéao, proliferacéo celular, e angiogénese,
respectivamente (ANAND et al., 2011). O trabalho de SUNG et al. (2012)
revisou as vias de sinalizagdo celular que normalmente sao alvo de
nutracéuticos relacionados a condimentos, incluindo o DBM, e também deram
énfase a seu papel sobre o NF-kB.

Samuel et al. (2011), identificaram que a inibicao da expressao de VEGF
em linhagens celulares de cancer colorretal (CRC) humano levou a reducao de
crescimento celular (arraste do ciclo celular) e a aumento da morte celular por
apoptose, e demonstraram os efeitos intracrinos pré-sobrevivéncia do VEGF
sobre as células pelo uso de anticorpos monoclonais especificos para o VEGF
secretado (extracelular). A atividade do VEGF sobre as células nao era
bloqueada pelo uso do anticorpo monoclonal, de modo que o fator de
crescimento parece atuar de forma intracelular. Utilizando, ainda, um inibidor
intracelular da funcéao tirosina quinase do VEGFR, puderam verificar que a
atividade de VEGF sobre as células CRC independe da fracao tirosina quinase
celular e aumento de apoptose foram mediados pelo aumento de mediadores
pré-apoptoéticos (caspase 3, PARP clivado e Bax), e redugédo da survivina, um
fator pré-sobrevivéncia.

A apoptose em células tumorais causadas pelo bloqueio da expressao
de VEGF também foi demonstrada por Lee et al. (2007), em células de tumor
de mama dependentes de estrogeno e ndo-dependentes de estrégeno. A
inibicho de expressdao de VEGFR1 também reduziu, significativamente, a
sobrevivéncia celular, através da inibicao da quinase Akt. Como a utilizacao de
de um ligante especifico para VEGFR1 néo reverteu a apoptose induzida, os
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autores analisaram a localizacdo do VEGFR1, e identificaram sua presenca no
envelope nuclear, constatada por imunofluorescéncia, tanto em linhagens
celulares ja estabelecidas de mama humano, quanto em culturas primarias de
células de tumor de mama e de células normais da mama.

Com base nos trabalhos supramencionados e nos resultados
apresentados até aqui, conclui-se que € possivel que o composto derivado de
DBM utilizado no presente estudo tenha inibido a expresséo de VEGF, através
do inibicdo de NF-kB, favorecendo, consequentemente, a morte das células
tumorais, seja ela por necrose ou por apoptose, visto que ambas sao
relacionadas a cascatas de sinalizacdo (PI3K/Akt ou PLC- y) reguladas por
VEGF e seus receptores tirosina quinase.

Em relagcdo ao modelo in vivo utilizado, 0 modelo se mostrou eficiente,
uma vez que foram obtidos resultados significativos utilizando-se a via
transdérmica de distribuicdo da droga, € nao houve reacdes adversas
observadas. Deve-se considerar, ainda, que esta via de distribuicdo apresenta
vatagens em relacdo as demais rotas normalmente utilizadas. Além de ser
menos dolorosa e onerosa, ndo-invasiva e poder ser aplicada pelo préprio
paciente, pode promover a liberagdo da droga por periodos prolongados e nao
produz lixo contaminado, como a aplicagcdo intravenosa (PRAUSNITZ;
LANGER, 2009; PRAUSNITZ et al., 2012).
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VI. CONCLUSOES

O composto derivado de dibenzoilmetano confirmou sua atividade
antimelanoma in vitro, com destaque para seus efeitos sobre a provavel
transicao epitelial-mesenquimal sofrida pelas células da linhagem B16F10, e
para sua seletividade para as células tumorais, em relacdo a linhagem derivada
de células normais.

In vivo, os testes realizados, neste estudo, reforcam o papel
antiproliferativo do composto sobre as células de melanoma, com significativa
diferenca do volume tumoral de camundongos tratados em relacdo aos
camundongos ndo tratados. Como a redugao do volume tumoral foi associada
a reducao dos niveis de VEGF soroldgicos, este fator de crescimento parece
representar umas das pecas relacionadas ao mecanismo pelo qual o composto
agiu sobre o tumor.

Além disso, ha de se considerar o efeito hepatoprotetor exercido pelo
composto, em especial, na concentracdo de 3 mg/mL, e também o fato de que
os demais tecidos avaliados n&o apresentaram alteragdes. E também, o fato de
que nao foram localizadas metastases pulmonares, principal sitio de
metastatizacao desse tipo de tumor.

Assim, os indicativos sdo de uma opg¢ao terapéutica inovadora, com

perspectivas de comercializagao.
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VIl. PERSPECTIVAS

A partir dos dados obtidos, seria interessante a busca por métodos para
otimizar a absorcdo cutdnea do composto, de modo a se reduzir a
concentragdo necessaria para a obtengao de resultados positivos e também de
possiveis efeitos colaterais, além de analises moleculares detalhadas, como do
NF-kB e das quinases envolvidas na sinalizacao celular por VEGF, ou do
proprio VEGFR, para se determinar os mecanismos através dos quais o
composto agiu, e como, exatamente, inibiu os efeitos proliferativos e pro-
sobrevivéncia do VEGF sobre as células tumorais.

A utilizacdo de modelos de xenotransplante, usando melanoma humano
em camundongos, também representaria uma nova etapa no desvendamento
dos efeitos e mecanismos envolvidos na inibigdo de melanoma pelos
compostos da familia do dibenzoilmetano. Andlises histoldgicas quantitativas
poderao facilitar, ainda, a mensuracao desses efeitos, e detalhar melhor os
efeitos biol6gicos do composto sobre o organismo.

Apbs as préximas etapas de avaliacdo do composto que a equipe
pretende realizar em futuro préximo, o planejamento sera voltado para sua

comercializagao.
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ANEXO A - Espectro de H do derivado de dibenzoilmetano oxidado.
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ANEXO B - Espectro de carbono C do derivado de dibenzoilmetano oxidado.



