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RESUMO

O fosfolipidio sintético 2-aminoetil dihidrogénio fosfato (2-AEH2F) é um precursor
lipidico, éster fosférico amino-etil, que em estudos anteriores realizados por nosso
grupo mostraram um potencial citotoxico em diversas linhagens tumorais: células de
melanoma murino B16F10, células de cancer de mama MCF-7 e células leucémicas
humanas K562, sem afetar a viabilidade e a capacidade proliferativa das células
normais. Farmacos utilizados na pratica clinica sdo candidatos viaveis para a terapia
combinada devido as suas interagdes inibitérias ou moduladoras sobre o metabolismo
tumoral, ou mesmo diretamente potencializando a atividade tumoral de outras drogas
combinadas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antiproliferativo,
sinérgico, antitumoral e pro- apoptético das associacdes entre 0 composto 2-AEH2F e
0s seguintes farmacos: Sinvastatina, Metformina, GM-CSF, Cloridrato de Meclizina,
Coenzima Q10, Paclitaxel, Acido Lipoico e 2,4-Dinitrofenol, no modelo in vitro de
carcinomatose mamaria ascitica de Ehrlich. Foram realizados neste estudo a
determinacao da atividade citotoxica pelo método colorimétrico de MTT; a andlise das
fases do ciclo celular; do potencial elétrico mitocondrial, de checagem do ciclo celular
e apoptose, em células do tumor ascitico de Ehrlich (EAT) em comparacgéo as células
de fibroblasto murino L929. Bem como a expressao de marcadores nas células. Os
resultados mostraram que o composto 2-AEH2F associado aos farmacos GM-CSF,
Sinvastatina e Coenzima Q10 apresentaram efeitos sinérgico e aditivo,
respectivamente, que foram capazes de aumentar a quantidade de DNA fragmentado,
modular a progresséo das fases do ciclo celular e potencializar os efeitos citotoxicos
contra as células tumorais. Além disso, o tratamento 2-AEH2F em combina¢do com o
quimioterapico Paclitaxel apresentou a maior reducdo do potencial elétrico
mitocondrial em células tumorais (EAT). O 2-AEH:zF foi capaz de modular a expressao
dos marcadores para um perfil de resposta pro-inflamatoria isoladamente ou em
associacdo com os outros farmacos, demonstrando o seu potencial no controle da

proliferacéo celular in vitro no modelo do tumor ascitico de Ehrlich.

Palavras chaves: Cancer de mama, 2-AEH:2F, fosfolipidio, apoptose, DNA

fragmentado, progressao do ciclo celular.
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ABSTRACT

The antineoplastic phospholipid 2-aminoethyl dihydrogen phosphate (2-AEH2F) is a
lipid precursor, amino-ethyl phosphoric ester, which in previous studies has shown to
have cytotoxic potential against B16F10 murine melanoma cells, MCF-7 breast cancer
cells, leukemic cells and capable of altering macrophage metabolism and inhibiting
tumor growth by inducing apoptosis. In addition, some conventional drugs used in
clinical practice are considered viable candidates for combination therapies due to their
inhibitory and modulating activities of cellular metabolism or antitumor. Therefore, the
objective of this work was to evaluate the antiproliferative, antitumor and pro-apoptotic
potential of the association between the compound 2-AEH:F and the drugs
Simvastatin, Metformin, GM-CSF, Meclizine Hydrochloride, Coenzyme Q10,
Paclitaxel, Lipoic Acid and 2,4-Dinitrophenol in the in vitro model of Ehrlich's ascitic
mammary carcinomatosis. For this, the tests for Determination of cytotoxic activity by
the MTT method, the analysis of the phases of the cell cycle, fragmented DNA, the
pharmacological effects of the associations and the mitochondrial electrical potential
were evaluated in normal murine fibroblast cells (L929) and in tumor cells. Ehrlich
ascites (EAT), the expression of markers in tumor cells was subsequently evaluated.
The results indicate that the compound 2-AEH2F associated with the drugs GM-CSF,
Simvastatin and Coenzyme Q10 showed synergistic and additive effects, respectively,
there was also an increase in fragmented DNA, ability to modulate the progression of
cell cycle phases and increased effects antiproliferative and cytotoxic against Ehrlich
ascites tumor cells. Furthermore, the 2-AEH2F + Paclitaxel(12h) group showed the
greatest reduction in mitochondrial electrical potential in tumor cells and we observed
that 2-AEH2F modulates the expression of markers for a pro-inflammatory response
both alone and co-administered with other drugs.

Keywords: Breast cancer, 2-AEH2F, metabolic therapy, therapeutic association.
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1.1. Neoplasia

Apesar dos avancos significativos na compreensdo dos processos de
tumorigénese, medicina preventiva, métodos de diagnosticos precoces e
disponibilizagdo de novos tratamentos, o cancer continua sendo considerado como
uma das mais relevantes causas de morte a nivel mundial. De acordo com a Globocan
(2020), estima-se que em 2020 houve uma incidéncia de 19,3 milhdes de novos casos
e 9,6 milhdes de mortes, com previsdo que em 2040, a incidéncia alcance 30,2
milhdes de pessoas, com uma taxa de mortalidade de 16,3 milhdes!. No Brasil,
comparando a taxa de incidéncia e mortalidade do ano de 2020 para o ano de 2040,
é previsto um aumento de novos casos e 80,9% de mortes?.

De modo gera, cancer € um nome genérico para mais de 100 tipos de doencas
gue exibem uma capacidade de proliferagcdo desordenada, que invadem e
comprometem as relacdes estruturais e funcionais entre os 6rgdos e tecidos,
impactando a homeostase de todo o organismo, através de um processo de
metastase, muitas vezes causando a morte do paciente afetado 22.

Para isso, a medida que as células normais evoluem para um estado
neoplasico, assim como proposto por Hanahan e Weinberg (2000), elas adquirem
diversas caracteristicas marcantes que incluem a sustentacdo da sinalizacéo
proliferativa, bloqueio dos supressores de crescimento, resisténcia a morte celular,
imortalidade replicativa, angiogénese e ativagdo da invasdo e metastases”.
Posteriormente, mais duas caracteristicas emergentes foram acrescidas, a
reprogramacao do metabolismo energético e a capacidade de escape da vigilancia do
sistema imune®. H4A um consenso que essas etapas sdo consequéncias de uma
instabilidade genémica no qual o sistema de reparo do DNA apresenta defeitos que
vao prosseguir durante as fases do ciclo celular ©.

Nas ultimas décadas, a epigenética, que descreve estados de expressao
genética mitética e meioticamente hereditarios que ndo estdo relacionados a
alteracdes na sequéncia de DNA, surgiu como um dos principais contribuintes para a
carcinogénese’. O estilo de vida, alimentacéo, condi¢bes basicas de salide e moradia,
entre outros, estao relacionadas diretamente com o inicio e progressao do cancer.

Modificagdes como a hipometilagcdo aberrante no DNA causa a expresséo de
oncogéneses, enquanto a sua hipermetilacao causa a inibicdo de genes supressores

de tumor, podendo iniciar a doenca e, da mesma forma, ser preditoras dos resultados
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clinicos®. Essas mudancas epigenéticas, em particular a hipermetilacdo aberrante do
promotor que esta associada ao silenciamento génico inadequado, afetam todas as
etapas da progressao do tumor, podendo resultar no silenciamento permanente dos
genes e uma vantagem seletiva as células neoplasicas, assim como as mutagdes®.

Por sua vez, as instabilidades gendmicas associadas a linhagem germinativa
sdo analisadas sistematicamente nos ultimos anos, através de estudos sobre
associacdo em todo o genoma (GWAS), buscando rastrear até milhdes de
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) e outras variantes de varios genes com
base no desequilibrio de ligacéo (LD)°.

Por exemplo, identificou-se 26 genes, dos quais sete regides estédo
relacionadas com todos os riscos de cancer de mama e quatro ao cancer de mama
negativo para o receptor de estrogénio'l. Além do gene TAGLN (rs74949440) no
cromossomo 11923 e o gene RPS6KC1 (rs17020562) no cromossomo 1g32.3
estarem significativamente associados com o risco de cancer de mama em criangas
qgue apresentaram cancer infantil*?. Indiscutivelmente, o cancer é uma doenca
multigénica, consequéncia de mutacoes, sinalizacdes celular complexas e alteracdes
epigenéticas.

Dentro desta perspectiva, uma caracteristica necessaria para as células
tumorais € a sustentacao da proliferacdo crbnica, para isso, elas produzem ligantes
do fator de crescimento que resulta na estimulagéo proliferativa autécrina, além da
estimulacdo das células normais do estroma associado ao tumor, que fornecer varios
fatores de crescimento!®4. Frequentemente esses sinais também influenciam outras
propriedades biologicas celulares, por exemplo, a sobrevivéncia celular e o
metabolismo energético®.

Por sua vez, a supressdao dos mecanismos apoptoticos ndo esta relacionada
apenas com o desenvolvimento da tumorigénese e a manutencdo do fenotipo
maligno, mas também com a resisténcia a drogas 1% 16 17. 18,19 Os tratamentos
tradicionais podem reduzir inicialmente a massa tumoral, porém a longo prazo
sucedem na selecdo de clones mais resistentes que persistem e ddo margem para a
recidiva, a radio e a quimioterapia provoca efeitos deletérios sistémicos e, além disso,
podem induzir danos ao DNA e mutacdes genéticas que levam a tumores
secundarios 20 21,

No que lhe diz respeito, a terapia molecular direcionada com anticorpos
especificos, inibidores da quinase e, mais recente, a imunoterapia CAR-T?2 23 24
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trazem a ideia de serem mais efetivos para o tratamento do cancer, mas com efeitos

colaterais que ainda serédo determinados futuramente®.

1.2. Microambiente tumoral

O microambiente tumoral (TME) inclui células tumorais, células do estroma,
vasos sanguineos, fibras nervosas, matriz extracelular, componentes intercelulares e
metabdlitos localizados dentro, na margem ou nas proximidades da lesdo tumoral?.
E valido afirmar que é através dele que o cancer se relaciona com todo o organismo
de tal forma que, atualmente, estudos classificam o TME em seis microambientes
especializados: nicho hipoxico, microambiente imunolégico, microambiente de
metabolismo, nicho &cido, nicho inervado e microambiente mecéanico?.

O nicho hipoxico € uma marca registrada do céncer, essencial para a
reprogramacao da biologia do cancer, incluindo a progressédo, estamparia,
dorméncia, adaptagdo, comunicacéo intercelular e a resisténcia terapéutica?®:2’, Esta
associado ao aumento da carga mutacional, alteracdes de oncogenes, como o MYC
e supressores de tumor como TP53 e PTEN 28 2°_ A ativacdo de fator de crescimento
endotelial (VEGF), relacionado ao aumento dos fatores induziveis de hipoxia (HIF),
estimulam o aumento da angiogénese excessiva, além de afetar a dinamica do TME
e a eficacia terapéutica® 31. Ocupam quase todo o tumor e o microambiente externo?°.
Além disso, o nicho hipopxico reprograma outros microambientes especializados,
sendo capaz de iniciar uma cascata induzida por hipéxia, afetando principalmente os
microambientes de metabolismo, o imunolégico e o acido 2°.

O microambiente imunolégico abrange macréfagos associados ao tumor
(TAMs), células tumorais, células T e B, natural killer (NK), células supressoras de
mieloides (MDSCs), granuldcitos, mastocitos, células dendriticas, neutrofilos
associados ao tumor, adipdcitos, fibroblastos associados ao céancer, células
endoteliais vasculares e pericitos®® 33 A infiltracdo de células imunes no TME
relaciona-se profundamente com o progndstico do cancer e a sua metastizagdo. No
qual, células T reguladoras CD4+, CD25+, FOXP3+ (T reg), neutréfilos Ly6G+,
macrofagos e MDSCs ajudam a construir um nicho pré-metastatico e
imunossupressor, na medida que células T CD4+ ou CD8+Th1 e neutrdfilos Ly6G tem
funcGes opostas®*
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Por sua vez, o aumento do metabolismo de glicose, lipidios, aminoacidos,
acumulo de lactato e dependéncia de ROS caracteriza a reprogramacao do
metabolismo3> 36:37.38_ Evidenciando o lactato, espécies reativas de oxigénio (ROS) e
lipidios, podemos inferir que a reprogramacao metabdlica tem uma relacao direta para
suprir os demais nichos do TME. Diferente das células normais, as tumorais
metabolizam glicose e metabolismo do lactato elevado mesmo em condi¢cfes normais
(efeito Warburg), ao invés da fosforilagdo oxidativa (OxPhos)>?®.

Além da producéo de energia, o efeito Warburg permite que o lactato provindo
dos substratos de glicose e glutamina promova a polarizacdo de macrofagos para um
fendtipo pro-tumor (eixo hipdxia-lactato), na mesma medida que induz sobrevivéncia
de células hipdxicas, angiogénese e um microambiente acido3® Além disso, alta
concentracdo de lactato modula a expressdo de FOXP3 e suprime Myc e a glicolise
em células Treg, responsaveis por promover a supressdo do microambiente de

suporte para as células tumorais® .

1.3. Tumor Ascitico de Ehrlich

O tumor de Ehrlich é considerado uma neoplasia transplantavel que tem
origem epitelial maligna, que corresponde ao adenocarcinoma mamario de
camundongos fémeas 4, 42, Caracteriza-se como um modelo que prolifera
rapidamente possuindo células pleomorficas e anaplasicas as quais apresentam
relacdo nucleo citoplasma, nucléolos multiplos e proeminentes, além do nucleo com
a cromatina frouxa 3.

Em sua forma ascitica, o tumor de Ehrlich desenvolve neutrofilia,
trombocitopenia, esplenomegalia, hematopoiese esplénica e também o aumento de
macrofagos, crescendo em varias linhagens murinas pela auséncia de antigenos do
complexo de histocompatibilidade (MHC) 44 45 46,47 Além disso, o tumor ascitico de
Ehrlich (EAT) é definido como agressivo e resistente a morte, associado a uma
superexpressdo de HSP70 e a auséncia de receptor de estrogénio (ER-)*8. Portanto,
com um prognadstico mais agressivo.

E um modelo translacional de cancer envolvido na formac&o de carcinomatose
abdominal em humanos, o EAT assemelha-se aos tumores humanos mais sensiveis,
indiferenciados e com crescimento rapido*°. Portanto, sendo uma das formas mais

estudada na oncologia experimental, por facilitar a compreensdo de mecanismo de
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acao consequentes de potenciais substancias terapéuticas, para o reconhecimento
de processos imunoldgicos e moleculares, embora tenha as suas limitagbes em
retratar com precisdo as respostas imunoldgicas desenvolvidas por tumores

humanos®°.

1.4. Fosfolipidios antineoplasicos (AFTS)

As membranas biolégicas sdo formadas principalmente por fosfolipidios (FLS),
colesterol e proteinas. Por sua vez, os FLs exercem diversas fun¢des, influenciando
em processos cataliticos, atuando na sintese de macromoléculas, estabelecendo
uma barreira de permeabilidade e influenciando de modo ativo na comunicacéo entre
0 meio intra e extracelular através da transducéo de sinalizacdo celular e a interacao
lipidio/proteina 5% %2, Os analogos AFTs sdo uma classe de lipidios que apresentam
atividade antitumoral como potentes indutores de apoptose, atuando no nivel da
membrana celular, por interferir na sinalizacdo de lipideos e, consequentemente,
inibir a sua renovacgdo®3 4, Diferente da maioria dos quimioterapicos usados, os AFTs
tem suas acoes relacionadas com a modificacdo do turnover na membrana celular .
Embora seu mecanismo nao seja totalmente compreendido, afetam a geracdo do
acido fosfatidico, diacilglicerol e fosfoinositideo, modificam a propriedade fisica da
membrana ocasionando um estresse celular e, consequentemente, a ativacdo do
mecanismo de morte celular por apoptose °.

Principalmente compostos por uma longa cadeia de hidrocarbonetos apolares,
sdo inseridos na bicamada lipidica com facilidade. Para isso, como 0s principais
representantes dessa classe de agentes antitumorais, podemos elencar: Edelfosina,
miltefosina, perifosina e a eurofosina®?(Tabelal). Além disso, os AFTs podem ser
divididos em dois grandes grupos, os alquil éter fosfolipideos, também conhecidos
como éter lipideos antitumorais ou analogos alquil fosfolipideos antitumorais e o

grupo alquilfosfocolina (AFC), que ndo apresentam glicerol na sua estrutura®.
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Miltefosina ou MILTEX®

Usado para tratamento de cancer de mama com lesdes

cutdneas e pode ser usado concomitantemente com
tratamento enddcrino ou quimioterapia®®°:°8. Apresenta
atividade anti-leishmania®®. Mostrou toxicidade no trato
gastrointestinal in vivo e atividade antitumoral

limitada®0.61,

Perifosina ou KRX-0401

Usado em ensaios clinicos para mieloma mdltiplo®?,
cancer colorretal®?, leucemia linfocitica cronica®, entre
outros. Apresenta maior biodisponibilidade oral e menor
toxicidade quando comparado a mitelfosina®,
demonstrou alteracbes na funcdo mitocondrial
desregulando a homeostasia da mitocondria e aumento
da producdo de ROS em testes in vitro®, porém néo
apresenta uma melhora adicional quando comparado

aos tratamentos ja comercializados®’

Edelfosina (EDLF)

Alquil-lisofosfolipideo  sintético (ALP), mostrou alta
atividade antitumoral em diferentes modelos de tumores
in vitro e in vivo de modo seletivo 67-6° Baixa toxicidade
por administracdo oral’®, entretanto, sua administracédo
intravenosa revelou toxicidade hemolitica, permitindo a
aplicacdo terapéutica apenas em pacientes com

leucemia aguda’?.
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Erufosina (ErPC3) Considerado um lipidio antitumoral de 2° geracao, tem
como objetivo o tratamento sistémico do cancer '3,
Modifica¢cdes quimicas em sua estrutura indicam uma
menor  toxicidade hemolitica e  administracao
intravenosa’s. Lipoplexos preparados a partir de um pro-
farmaco de erufosina e um DNA de plasmideo que
codifica uma proteina  pré-apoptética  (TRAIL),
forneceram evidéncias de citotoxicidade seletiva para
diversas linhagens tumorais enquanto as células nao

tumorais eram resistentes’4.

Tabela 1: Representantes fosfolipidios antitumorais e alguns dos seus efeitos descritos na literatura.

1.5. 2-aminoetil dihidrogénio fosfato (2-AEH2F)

O fosfolipidio antineoplasico 2-aminoetil dihidrogénio fosfato (2-AEH2F) é
classificado como um precursor lipidico, éster fosférico amino-etil que, assim como
seu analogo natural, fosfatidiletanolamina (PE), € um substrato central na biossintese
de fosfolipidios das membranas celulares, especialmente a fosfatidilcolina’: 52,

A PE compde cerca de 25% dos fosfolipidios de mamiferos, no cérebro este
contelido chega a ser por volta de 45% do total de fosfolipidios’™. Ademais, as
membranas internas das mitocéndrias sédo enriquecidas com PE em comparacéo com
outras membranas, de tal forma que a sua diminuicdo altera profundamente a
morfologia mitocondrial 76. Além de contribuir para a estrutura da membrana, a PE
participa de multiplas facetas do metabolismo e da biologia celular, como a regulacéo
mestre da homeostase do colesterol’” e a doacdo da porcdo etanolamina que
modifica covalentemente varias proteinas, como por exemplo a
glicosilfosfatidilinositol na membrana plasmatica *’.

Curiosamente, seu andalogo sintético 2-amino-etil-dihidrogenofosfato (2-
AEH2F), em estudos in vivo apresentou a capacidade de alterar o metabolismo dos
macréfagos’®, inibicdo do crescimento tumoral por inducéo de apoptose’®, potencial
citotoxico contra células tumorais através de varios mecanismos®?, capacidade

inibitéria em células de melanoma murino B16F107?, inibicdo do crescimento tumoral
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por inducdo de apoptose e bloqueio do ciclo celular em células de cancer de mama
MCF-780, capacidade citotéxica contra células leucémicas®!, capacidade anti-
angiogénica e anti-metastatica®. O 2-AEH2F se mostrou capaz de alterar o potencial
da membrana mitocondrial, modular a atividade da caspase-3, além de aumentar a
expressado de p53 e suprimir a expressao de ciclina D1 e Bcl-283,

Consistente com esses resultados, a formulacao lipossomal DODAC/ 2- AEHz2F
testada in vitro em células de cancer de mama MCF-7 apresentou alteracdes nos
arranjos celulares, como mudanca morfologica, fragmentos de membranas e perda
de prolongamentos citoplasmaticos, diminuicdo das células senescentes avaliado
pela atividade da enzima B-galactosidase, atividade apoptotica avaliado pela Anexina
V/IPI e diminuicdo significativa da capacidade de proliferacédo celular®. Da mesma
forma, quando também associado a Cloridrato de Meclizina e metil-B-ciclodextrina, a
viabilidade celular demonstrou uma diminuicdo significativa, com reducdo na
producéo de radicais livre e aumento do fragmento de DNA, bem como diminui¢cdo de
células de cancer de mama triplo-negativo MDA-MB-231 na fase do ciclo celular
GO0/G184,

1.6. Terapia metabolica

Nos ultimos anos, a pesquisa e o tratamento do cancer mudaram de um
modelo centrado nas células tumorais para um com foco no TME, considerando a sua
crescente importancia para a carcinogénese e metastase tumoral?®. Para isso,
medicamentos convencionais como por exemplo, aspirina, celecoxibe, estatinas,
entre outros estdo sendo considerados como candidatos vidveis para uma terapia
combinada, gracas as suas atividades antitumoral e ao amplo uso na prética clinica®®.

As estatinas, sdo os medicamentos mais prescritos em todo o mundo e vem
chamando atencdo devido a diversos estudos in vitro que apontam efeitos pro
apoptéticoS . Conhecidas por agir na sintese do colesterol, séo inibidoras da redutase
3-hidroxi-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA), impedindo a sintese do mevalonato,
gue tem diversos metabolitos finais implicados em varios processos da
carcinogénese 8 8,

A metformina, é um antidiabético da classe das biguanidas que se mostrou
promissor®’. Reduz glicemia plasmatica, porcentagem de hemoglobina glicada e ativa

intracelular a proteina quinase ativada por monofosfato de adenosina (AMPK), uma
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vez ativada, a AMPK regula a homeostasia energética através do metabolismo da
glicose e dos lipidios, bem como, a expressao génica e sintese proteica, ja que é uma
sensibilizadora do balango energético celular 8889 %0,

O cloridrato de Meclizina, é um antagonista H1 da histamina que tem se
destacado por ser capaz de inibir a respiragéo celular 8. Em estudo realizado por
Gohil et. al, a inibicho da enzima através da Cloridrato de Meclizina resultou no
acumulo de seu substrato, fosfoetanolamina que em grandes quantidades, inibiu
diretamente a respiracdo mitocondrial®’. Nas células de cancer de célon humano
(COLO 205 e HT 29), causou parada na fase GO/G1 do ciclo celular e induziu o
aumento dos niveis de proteinas p53 e p21 relacionadas ao ciclo celular, bem como
inibiu as atividades de quinase 2 dependentes de ciclina (CDK2) e CDK4 °2. Nas
células de cancer de mama MCF-7, quando associadas ao 2-AEH2F, também
apresentou efeitos citotdxicos com um aumento significativo de DNA fragmentado®.

No que se refere as espécies reativas de oxigénio, sob hipoOxia, diversos
estudos indicam que a Coenzima Q10 possui beneficios devido seus efeitos
antioxidantes em paciente portadoras de cancer de mama, capaz de reduzir a
producdo de ROS através do par de Coenzima Q mitocondrial em células normais,
ao mesmo tempo que aumenta o estresse oxidativo nas células tumorais %101, Da
mesma forma, o Acido Lipdico também é descrito na literatura como um poderoso
antioxidante, especifico na eliminacéo de radicais livres e inducdo da expressao de
genes importantes na defesa antioxidante 192,

Por sua vez, o 2,4-dinitrofenol facilita o fluxo de prétons na matriz mitocondrial
e reduz o potencial mitocondrial (AWM), portanto € considerado como um
desacoplador artificial da fosforilacdo oxidativa e inibidor da criacdo de fosfatos ricos
em energia %3, Apesar de ser considerado téxico em alta concentracéo, estudos em
areas distintas indicam propriedades benéficas de seu uso em baixas concentragoes,
apresentando acdes neuroprotetoras e, além disso, efeitos antitumorais como
guando associado ao monoalquil fosfato em células tumorais de mama humano triplo
negativo MDA-MB 231 104,105,

Além disso, a ideia de que o sistema imunologico tem a capacidade de
reconhecer e eliminar células tumorais portadoras de antigenos é conhecido como
imunovigilancia do cancer e tem sido o principal foco da imunoterapia 1% 197, Apesar
de recentes estudos que questiona a real acdo do estimulador de colbnia de
macréfagos e neutrofilos (GM-CSF) dentro do microambiente tumoral, dados pré-
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clinicos confirmam que o GM-CSF € um alvo potencial em muitas condi¢cdes
inflamatérias, normalmente polarizando os macréfagos para o perfil M1108 109, 110,
Essa estimulagdo da resposta inflamatoria pode aumentar a apresentacdo de
antigenos do tumor, consequentemente a ativacao do sistema imunolégico especifico
109, 111.

Para tanto, uma estratégia terapéutica que inclua o carater multifacetado e o
microambiente no desenvolvimento e progressao do tumor, é uma opgao promissora
porque inclui como medidas terapéuticas compostos que agem além de uma Unica

caracteristica maligna, como proposto neste projeto.
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Objetivos
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2.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial antiproliferativo, antitumoral e pré- apoptético da
associacdo farmacoldgica entre o composto 2-AEH2F e os farmacos Sinvastatina,
Metformina, GM-CSF, Cloridrato de Meclizina, Coenzima Q10, Paclitaxel, Acido
Lipdico e 2,4-Dinitrofenol no modelo in vitro da carcinomatose mamaria ascitico de
Ehrlich.

2.2. Objetivos Especificos

e Estabelecer as concentragdes dos farmacos 2-AEH2F, Sinvastatina, Metformina,
GM-CSF, Cloridrato de Meclizina, Coenzima Q10, Paclitaxel, Acido Lipdico e 2,4-

Dinitrofenol e suas associacfes in vitro no modelo de tumor ascitico de Ehrlich.

e Avaliar a viabilidade celular das células tumorais e normais apdés o0s
tratamentos e suas associacfes para a determinacdo da concentracao inibitéria 50%
(ICs0%) pelo método colorimétrico MTT;

e Analisar a distribuicdo das populacdes de células tumorais e normais nas
fases do ciclo celular por citometria de fluxo;

e Analisar os fatores preditivos farmacolégicos sinérgicos, aditivos ou
antagoOnicos das associagdes pelo SynergyFinder;

e Avaliar o potencial elétrico mitocondrial das células tumorais e normais

tratadas no valor da concentracao inibitoria 50%;

e Analisar os marcadores de morte celular, inflamacé&o e promocédo do cancer.
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Materiais e Métodos
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3.1. Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c (fémeas, pesando entre
22 e 30gq), fornecidos pelo Biotério Central do Instituto Butantan e mantidos com livre
acesso a agua e racao, seguindo os protocolos experimentais que aprovados pela
Comisséo de Etica do Instituto Butantan - CEUAIB (Protocolo n° 2806060919). Uma
aliquota de células do tumor ascitico de Ehrlich (EAT) foi descongelada e sua
concentracéo ajustada em 2x10° células/ml. Para a realizacéo dos testes in vitro, as
aliguotas das células tumorais do adenocarcinoma de Ehrlich foram coletadas apods

14 dias da inoculacao.

3.2. Cultura Celular

Foi utilizada a linhagem de células do tumor ascitico de Ehrlich (EAT) e
fibroblasto murino normal (L929), originaria da ATCC (cédigo CCL-1™), presentes no
banco de células do Lab. de Desenvolvimento e Inovagao, Instituto Butantan. As
células foram descongeladas, transferidas para garrafa de cultura células (25 cm?),
contendo o meio de cultura RPMI 1640 (Cultilab, Campinas-SP) suplementado com
soro fetal bovino (SFB) 10%, bicarbonato de sédio 200 mM, pH 7,4 em estufa 5%
CO2 a 37°C. Quando dispostas em monocamadas, foram submetidas a dissociacao
enzimatica com solucéo de tripsina 0,2% + EDTA 0,02%, para que ocorresse 0 seu
desprendimento e neutralizado pela adicdo do meio de cultura RPMI contendo 10%
SFB. As células tumorais de Ehrlich foram mantidas no meio de cultura RPMI
contendo 10% SFB e contadas na camara de Neubauer antes da realizacdo dos
experimentos. O teste de azul de tripan foi realizado para determinar se tinha a

viabilidade celular ideal (superior a 94%) para a execucao dos experimentos.

3.3. Determinacéo da atividade citotoxica pelo método MTT

As células do tumor ascitico de Ehrlich (EAT) e fibroblasto murino normal
(L929) foram incubadas em placas de 96 pocos, a uma concentracdo de 1x10°
células/pocgo durante 24h e tratadas com os grupos descritos abaixo. Apdés 24h de
tratamento, o sobrenadante foi coletado e adicionado 100uL de MTT (Calbiochem —
Darmstadt, Alemanha) na concentracao de 5 mg/mL, as células foram incubadas, por
3h em estufa contendo 5% de CO:2 a 37°C. Apds este periodo, o conteudo foi
removido e acrescentado 100 pL de alcool metilico para dissolver os cristais de
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formazan precipitados. A quantificacdo da absorbancia foi feita em um leitor de ELISA
em comprimento de onda de 540nm. Foi determinada apos 24h em diferentes
concentragbes dos farmacos, a concentracdo que induz toxicidade em 50% das
células (ICso%), para avaliacdo do efeito dose-resposta. O controle foi estabelecido
com células tumorais de Ehrlich e células normais de fibroblasto murino L929
contendo apenas meio RPMI. Quando realizado a etapa dos tratamentos associados
com o 2-AEH2F, foi estabelecido que o 2-AEH2F estaria numa concentracao fixa da
metade do valor isolado de sua ICso%. Além disso, nesta etapa dos tratamentos
associados, os demais farmacos foram acrescentados com 3h de antecedéncia do 2-
AEH2F, em diferentes concentragdes por diluicdo seriada, com intuito de sensibilizar

as células tumorais e normais.
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Tratamentos
Grupo | 2-AEH2F
Grupo Il Paclitaxel
Grupo Il GM-CSF
Grupo IV Sinvastatina
Grupo V Metformina
Grupo VI Cloridrato de Meclizina
Grupo VII Coenzima Q10
Grupo VIl Acido Lipéico
Grupo IX 2,4- Dinitrofenol
Grupo X Paclitaxel + 2-AEH2F
Grupo Xl GM-CSF + 2-AEH2F
Grupo XII Sinvastatina + 2-AEH2F
Grupo Xl Metformina + 2-AEH2F
Grupo XIV Cloridrato de Meclizina + 2-AEH2F
Grupo XV Coenzima Q10 + 2-AEH2F
Grupo XVI Acido Lipoico + 2-AEH2F
Grupo XVII 2,4- Dinitrofenol + 2-AEH2F

3.4. Andlise das fases do ciclo celular e DNA fragmentado por
citometria de Fluxo

As células normais e tumorais foram submetidas aos tratamentos por um

periodo 24 h. As células foram tripsinizadas, centrifugadas a 1500 rpm por 5 min.
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Em seguida, o pellet foi ressuspenso em solucdo de alcool 70° e alcool RNAse e
armazenado no freezer -20°C por 24 h. As amostras foram centrifugadas a 1500 rpm
por 5 min e ressuspensas em 200 pyL de tampé&o Fac’s, 20 pyL de Triton X-100 (Sigma-
Aldrich) e 50 pg/mL de iodeto de propidio (Sigma-Aldrich), foram mantidas por 30 min
a temperatura ambiente e protegidas da luz. Apés este periodo as amostras foram
transferidas para tubos de citometria e levadas para analise em citbmetro de fluxo
FACS calibur (BD) em intensidade de fluorescéncia FL-1 e os histogramas adquiridos
e analisados pelo programa Cell-Quest - BD.

3.5. Analise do perfil de combinacao de medicamentos

Para determinar o potencial efeito sinérgico das drogas, as células L929 e do
tumor ascitico de Ehrlich (EAT), foram submetidas aos tratamentos como descrito no
item 3.3.. O Software Synergy Finder 2.0 quantificou o grau de sinergia sobre o efeito
multiplicativo de medicamentos Unicos de forma independente pelo modelo Bliss.
para quantificar a sinergia de combinacdo de drogas (S) em relagédo ao efeito de

combinacdo de multiplas drogas, as seguintes formula¢des, medido entre 2 drogas:

Sguss = Eqp —(Eq T Eg)

~log(p) t
FvrergySeoore = ——— ¥ —
ynerg log (0.05)" ||

3.6. Avaliacdo da expressao de marcadores celulares por
Citometria de Fluxo

As células tumorais quando associadas foram sensibilizadas por um periodo
de 3h e 12h da mesma maneira como descrito no topico 3.3. Apds os tratamentos
foram utilizados diversos marcadores envolvidos com a promocdo do cancer,
inflamacé&o e morte celular (BCL-2, Caspase 3, Citocromo C, p53, TNF- q, II-1, IL-6,
IL-2). As células foram centrifugadas a 1500 rpm e lavadas com PBS gelado. O
sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspenso em 200uL de tampéao FAcs Flow
contendo 0,1% de paraformaldeido. Em citbmetro de fluxo FACScanto(BD) foi
realizado a leitura e analise da expressao dos receptores na superficie celular das

células tumorais, na intensidade de fluorescéncia FL-1, o0s histogramas foram
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adquiridos e analisados pelo programa Cell-Quest -BD.

3.7. Analise do potencial elétrico mitocondrial

O Mitored é um fluorocromo especifico para marcar mitocéndrias ativas. As
amostras das células tumorais e normais tratadas e os grupos controle foram
centrifugadas a 1500 rpm por 5 min, o sobrenadante foi descartado e adicionado
100uL de meio RPMI+ Mitored 0,1% (Sigma-Aldrich). Em seguida, as amostras foram
mantidas em estufas 5% CO2 a 37°C por 1h. Apos este periodo, foi centrifugado, o
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 100uL de tampéao Facs
Flow . A leitura e analise da marcacédo do Mitored foi realizado em citbmetro de fluxo
Facscanto (BD) em intensidade de fluorescéncia FLH-1 e os histogramas adquiridos

e analisados pelo programa Cell-Quest- BD.

3.8. Analises Estatisticas

Os valores obtidos foram expressos em média + desvio médio de trés
experimentos independentes e posterior a obtencdo dos valores individuais de cada
linhagem celular, os resultados foram tabulados e analisados no programa Graphpad,
Version 7.0 e Instat Pad Prism Version 5.0. A andlise dos dados foi realizada por
comparacao de dois ou mais grupos com distribuicdo ndo paramétrica utilizando a
analise de variancia (ANOVA), também foi feito o teste de comparacdo multipla de
TUKEY-KRAMER em seguida,o nivel critico considerado para significancia séo

valores de p=< 0.05.
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4.1. Determinacao da atividade citotoxica

Quando analisado pelo ensaio colorimétrico de MTT o efeito citotoxico dos
compostos 2,4-Dinitrofenol (Figura 1A) , Metformina (Figura 1B), Acido Lipoico (Figura
1C). Bem como, suas associagcfes com o monofosfoéser 2-AEHz2F (22,82mM), foi
observado que ha uma maior citotoxicidade para as células normais L929, quando
comparada as células tumorais de Ehrlich. Indicando que para essa linhagem de
tumor, esses tratamentos ndo apresentam uma citotoxicidade seletiva (Tabela 2). Vale
salientar que, quando associado aos demais compostos que serdo apresentados, o
monofosfoéster foi testado na concentracdo de 22.8mM, para avaliar a eficiéncia da

farmacologia sinérgica da associacao.
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Figura 1: Determinacao da citotoxicidade em células normais de fibroblasto murino (L929) e em células do
tumor ascitico de Ehrlich (EAT) pelo método colorimétrico de MTT. A) 2,4-Dinitrofenol(100mM-
0.19mM), 2,4-Dinitrofenol (100mM-0.19mM) +2AEH:F (22.82mM); B) Metformina (5mM-50mM),
Metformina (5mM-50mM) + 2AEH:zF (22.82mM); C) Ac. Lipéico (0.01mM-6mM), Ac. Lipoico (0.01mM-
6mM)+ 2AEH:F (22.82mM);

ICsoss
L929 EAT
Compostos Isolado Associado+ 2AEH2F Isolado Associadot 2AEH2F
2, A-dinitrofenol 16.87 mM 16.24 mM Sem citotoxicidade | Sem citotoxicidade
Metformina 9.95 pM 37.95 mM 33.06 mM 67.94 mM
Ac. Lipdico 6.88 mM 5.12 mM Sem citotoxicidade 44,49 mM

Tabela 2: Valores das concentragdes de inibicdo celular de 50% (ICso%) dos tratamentos 2,4- Dinitrofenol,
Metformina e Acido Lipdico e suas associacdes com o 2-AEH2F para as células normais de fibroblasto murino
(L929) e células do tumor ascitico de Ehrlich (EAT).

Por sua vez, o monofosfoéster 2-AEH2F na linhagem de fibroblasto murino
L929, entre as concentracdes de 0.23 a 7.5 mM exibiu uma inducéo da proliferagéao

celular, s6 sendo possivel observar efeito citotoxico a partir da concentracao de 15
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mM, quando tem uma reducdo em meédia de 4.52+3.86% da viabilidade celular, seu
ICs0% foi de 54.9 mM.

Considerando que sédo apontados como antineoplasicos, composto que séo
mais seletivos ou toxicos para as células tumorais, foi observado que as células do
tumor ascitico de Ehrlich (Figura 2), j& apresentaram sensibilidade ao monofosfoéster
2-AEH2F desde a concentragdo mais baixa de 0.23mM, que reduziu em média
19.02+9.78% na viabilidade celular, quando comparado ao seu controle, seu valor da

concentracgao inibitoria celular de 50% (ICso%) foi de 45.6mM.

120mM 100

60 mM
30mM
1S mM
7.5mM
3.75mM
187 mM
093 mM
0.46 mM
0.23mM

Concentragao (mi)
Viabilidade celular

Controle

2AEH2F L929 2AEH2F EAT

Figura 2: Determinacao da citotoxicidade em células normais de fibroblasto murino (L929) e em células do

tumor ascitico de Ehrlich (EAT) pelo método colorimétrico de MTT tratadas com 2-AEH2F.

Nos tratamentos com GM-CSF (Figura 3A), em nenhuma das concentracdes
testadas foi observado citotoxicidade para as células normais, nem mesmo quando
associado ao monosfosfoéster 2-AEH2F. As células tumorais apresentaram um valor
calculado de ICsode 144nM (Tabela 3), exibindo desde as concentracdes mais baixas
uma reducéo da viabilidade de 22.61+ 8.13%. Porém, seu efeito citotoxico quando
associado com o 2-AEHzF, mostrou-se extremamente eficiente, apresentando um ICso

de 16nM, altamente significativo.

A Sinvastatina (Figura 3B), também apresentou citotoxicidade para as células
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do tumor ascitico de Ehrlich. O ICso (Tabela 3) para as células normais de fibroblasto
murino L929 foi de 109.9 uM e quando associado ao 2-AEH2F foi de 63.0 uM. Os
mesmos tratamentos para as células do tumor ascitico de Ehrlich tiveram os valores
obtidos de ICso de 9.7 uM e 10.1 pM, respectivamente.

O quimioterapico Paclitaxel (Figura 3C), para as células normais L929, teve o
ICs0 com valores médios de 20.7 uM e de 1.4 uM, quando tratado isolado e associado
ao 2-AEH:F, respectivamente. Para as células do tumor ascitico de Ehrlich, quando
tratado apenas com Paclitaxel o ICso foi de 8.9 uM, ja a sua associagdo ndo mostrou
efeito citotdéxico, quando comparado ao mesmo tratamento nas células normais,
exibindo um ICsp de 6.2 pM, mantendo o mesmo potencial inibitério.

O Cloridrato de Meclizina (Figura 3D), revelou resultados interessantes. O
tratamento isolado foi citotoxico inicialmente para as células normais de fibroblasto
murino L929 do que para as células do tumor ascitico de Ehrlich, com ICso para ambas
linhagens de 2.1mM e 1.4mM (Tabela 3). Quando associada ao 2-AEH2F, foi
observado que na medida em que as concentracbes foram aumentando, as células
normais de fibroblasto murino L929 exibiram uma maior viabilidade quando
comparada ao tratado apenas Cloridrato de Meclizina ou as células do tumor ascitico
de Ehrlich submetidas ao mesmo tratamento de associa¢do. Os valores de ICso para
ambas linhagens foram respectivamente de 6.1mM e 2.0mM conforme apresentados
na Tabela 3.

Dos compostos que agem diminuindo a quantidade de espécies reativas de
oxigénio, a Coenzima Q10 (Figura 3E) foi a Unica que apresentou citotoxicidade
significativa para as células tumorais. Para as células normais L929 sua ICso foi 2.8mM
enquanto que sua associa¢ao com o 2-AEH2F néo exibiu citotoxicidade em nenhuma
concentragdo. Por outro lado, as células tumorais de Ehrlich desde a menor
concentragdo, isolado e associado ao 2-AEH2F , apresentou citotoxicidade, com

valores respectivos de ICso de 5.6 uM e 5.9 pM.
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Figura 3: Determinagé&o da citotoxicidade em células normais de fibroblasto murino (L929) e em células do
tumor ascitico de Ehrlich (EAT) pelo método colorimétrico de MTT. A) GM-CSF (7.5nM-75 nM),
GM-CSF (7.5nM-75nM) + 2AEH2F (22.8mM); B) Sinvastatina (3.7 uM -37.5 uM), Sinvastatina (3.7 uM
-37.5 uM) + 2AEH2F (22.8mM); C) Paclitaxel (0.5uM-17.5 uM), Paclitaxel ( 0.5 uM -17.5 uM) +
2AEH2F(22.8mM); D) Cloridrato de Meclizina(0.04mM-24mM), Cloridrato de Meclizina (0.04mM-24mM)
+ 2AEH2F(22.8mM); E) Coenzima Q10 (0.02mM-2.8mM), Coenzima Q10 (0.02mM-2.8mM) + 2AEH2F
(22.8mM).
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1Cs0%

L9329 EAT
Compostos Isolado Associadot 2ZAEH2F Isolado Associadot 2AEH2ZF
GM-CSF Sem citotoxicidade | Sem citotoxicidade 144.1 nM 16 nM
Sinvastatina 109.9 pM 63.0 pMl 9.6 UM 10.1 pM
Paclitaxel 20.7 uM 1.4 puM 8.9 uM 6.2 uM
Cloridrato de Meclizina 2.1 mM 6.1 mM 1.3 mM 2.0mM
Coenzima Q10 2.8 mM Sem citotoxicidade 5.5 UM 5.8 uM

Tabela 3: Concentrag6es de inibigao celular de 50% (ICsqy) dos tratamentos GM-CSF, Sinvastatina, Paclitaxel, Cloridrato de
Meclizina, Coenzima Q10 e suas associa¢des com o 2-AEH,F para as células normais de fibroblasto murino (L929)

e células do tumor ascitico de Ehrlich (EAT).
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4.2. Perfil de distribuicao das células do Tumor de Ehrlich e
Fibroblastos L929 nas fases do ciclo celular

Em relacdo a capacidade de remodelar o perfil de distribuicdo das populacdes
celulares nas fases do ciclo celular, as células normais de fibroblasto murino L929 e
as células do tumor ascitico de Ehrlich foram tratadas com base no resultado da
determinacao da atividade citotoxica obtidos para as células tumorais.

As células L929 apresentadas na Figura 4 foram tratadas com o 2-AEH2F na
concentracéo de 45.65 mM. Foi observado que quando comparado ao controle , ndo
exibiu diferenca significativa na modulacéo do ciclo celular.

Em contrapartida, as células do tumor ascitico de Ehrlich ( Figura 4) tratadas
com o 2-AEH2F apresentaram um aumento de 9.01+2.2% para o fragmento de DNA,
guando comparado ao controle. Além disso, foi observado a reducao da populacao
celular nafase G2/M e o aumento de células na fase S, com percentuais de 13.5+3.2%
e 65.2+2.9%. O grupo controle para a fase G2/M e S tiveram percentuais respectivos
de 45.3+2.3% e 24.3+3.3% .
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Figura 4: Analise das fases do ciclo celular em células normais de fibroblasto murino L929 e em células
do tumor ascitico de Ehrlich (EAT) tratadas com o monofosfoester 2-AEH2F. As células foram
tratadas por 24h. Histogramas representativos da distribuicao das células nas fases do ciclo celular e
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fragmento de DNA, gréafico de barra mostrando a correlagdo do efeito no ciclo celular expresso em
média = DP de trés experimentos independentes. Grau de significancia estatistica, ns= nao significativo
*%k%|

p<0.001.

O tratamento com GM-CSF indicou que, na concentracdo de 144.1 nM, as
células normais L929 (Figura 5A), apresentaram aumento de DNA fragmentado de
9.1+1.5%, quando comparado este tratamento para as células tumorais de Ehrlich
(Figura 5B), também observamos a presenca de DNA fragmentado, porém em uma
proporcao significativa. Da mesma forma, avaliando-se em relacdo ao grupo controle,
a quantidade de células tumorais na fase GO/G1 e S aumentaram e na fase G2/M foi

notada uma reducdao significativa para 25.5+0.9%.

Quando avaliado o tratamento associado de GM-CSF+2-AEH2F (Figura 5A)
nas concentracdes respectivas de 16nM e 22.mM. As células L929 reduziram a
guantidade de DNA fragmentado para 0.69+1.3% , a fase GO/G1 teve um aumento
significativo para 30.1+2.3%, por consequéncia reducao da fase S para 36.9+1.6%,

enquanto que a fase G2/M teve um aumento para 33.05+£2.3%.

Para as células do tumor ascitico de Ehrlich a associacdo GM-CSF+2-AEH:2F
(Figura 5B) exibiu um aumento significativo de DNA fragmentado quando comparado
ao seu controle, no valor de 35.5+3.4%. Da mesma forma, foi observado um aumento
nas fases GO/G1 e S, com um percentual respectivo de 38.8+1.7% e 43+£2%, também

foi induzido a reducao de células na fase G2/M para 18.2+2.6%.
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Figura 5: Anélise das fases do ciclo celular. A) Células normais de fibroblasto murino (L929); B) Células do
tumor ascitico de Ehrlich (EAT). Ambas linhagens foram tratadas com: GM-CSF (144.1nM) e GM-CSF
(16nM)+ 2-AEH2F (22.8mM), por um periodo de 24h. Histogramas representativos da distribuicdo das
células nas fases do ciclo celular e fragmento de DNA e grafico de barra mostrando a correlagéo do
efeito no ciclo celular expresso em média + DP de trés experimentos independentes. Grau de
significancia estatistica ns= nao significativo, **p<0.01 e ***p<0.001.

As células normais L929 quando tratadas com Sinvastatina (9.7 uM) nao
apresentaram mudancas na fase GO/G1, ou presenca de DNA fragmentado quando
comparado ao grupo controle. Apenas foi notado uma diminui¢éo da populagao celular
na fase S e um aumento na fase G2/M, com valores respectivos de 68.3+1.8% e
26.7+1.67% (Figura 6A).
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Nas mesmas condi¢cfes de tratamento para as células do tumor ascitico de
Ehrlich (Figura 6B), ocorreu aumento percentual de DNA fragmentado com valor de
33.4+4%. Também foi observado um aumento nas fases GO/G1 e S, com valores de
54.3+£3.6% e 31.3+£1.09%, respectivamente. A fase G2/M do ciclo, comparado ao

grupo controle, teve uma diminui¢édo significativa com um percentual de 14.3+1.6%.

O tratamento da associacdo Sinvastatina (10.2uM) + 2-AEH2F (22.8 mM), para
as células normais L929 também nédo promoveu aumento no percentual de fragmento
de DNA, quando comparado ao grupo controle (Figura 6A). Em contrapartida, houve
um aumento da populacéo celular na fase GO/G1 para 19.2+1.4% e na fase G2/M

para 35.4+4.3%, enquanto a fase S, reduziu significativamente.

Entretanto, as células tumorais de Ehrlich submetidas a este tratamento
apresentaram um valor significativo de 26.7+2.2% de DNA fragmentado comparado
ao mesmo tratamento nas ceélulas normais L929. A fase GO/G1 também aumentou
seu percentual para 33.3+2.6%, enquanto que a fase S reduziu para 20.6x1.2%
(Figura 6B).

O tratamento com o quimioterapico Paclitaxel na concentracdo de 8.9 uM néo
apresentou alteracdo para as células normais L929 (Figura 7A), entretanto para as
células tumorais de Ehrlich (Figura 7B), ja foi possivel observar alteragdes como o
aumento de DNA fragmentado parada na fase GO/G1, com percentuais respectivos
de 21.9+2.7% e 43.3+1.9%, e reducédo da populacéo celular na fase S com 23.5+1.5%,
além de uma diminuicéo significativa de células na fase G2/M no valor de 10.+1.3%,

gquando comparado ao grupo controle.

O Paclitaxel (8.99 uM) + 2-AEH2F (22.8 mM) nas células normais L929 (Figura
7A) teve 0 aumento da populacgéo celular na GO/G1 e G2/M nos valores seguidos de
6.5£2.9% e 7.9£1.5%, a fase S apresentou reducao significativa. Da mesma forma,
foi possivel observar alteragées nas células tumorais de Ehrlich submetidas a esse
tratamento, diferente do que foi observado no tratamento apenas com o
quimioterapico, néo foi observado aumento de DNA fragmentado, mas houve parada
de células na fase GO/G1, aumento na fase S e por consequéncia uma reducéo na
fase G2/M, apresentando os valores medios 37.42+3.35%, 52.56+£1.09% e 10+1.2%,
respectivamente (Figura 7B).
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Figura 6: Analise das fases do ciclo celular. A) Células normais de fibroblasto murino (L929); B) Células do
tumor ascitico de Ehrlich (EAT). Ambas linhagens foram tratadas com: Sinvastatina (9.7 uM) e
Sinvastatina (10.2 pM) + 2-AEH2F (22.8 mM), por um periodo de 24h. Histogramas representativos da
distribuicédo das células nas fases do ciclo celular e fragmento de DNA e gréafico de barra mostrando a
correlacdo do efeito no ciclo celular expresso em média + DP de trés experimentos independentes. Grau
de significancia estatistica ns= nao significativo, *p<0.05 e ***p<0.001.
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Figura 7: Anélise das fases do ciclo celular. A) Células normais de fibroblasto murino (L929); B) Células do
tumor ascitico de Ehrlich (EAT). Ambas linhagens foram tratadas com: Paclitaxel (8.9 uM) e Paclitaxel
(6.2 uM) + 2-AEH:zF (22.8 mM), por um periodo de 24h. Histogramas representativos da distribuicdo das
células nas fases do ciclo celular e fragmento de DNA e grafico de barra mostrando a correlagdo do
efeito no ciclo celular expresso em média + DP de trés experimentos independentes. Grau de
significancia estatistica ns= nao significativo e ***p<0.001.

As células do tumor ascitico de Ehrlich (Figura 8B) e as células normais de
fibroblasto murino L929 (Figura 8A) para os dois tratamentos: Cloridrato de Meclizina
(1.4 mM) e Cloridrato de Meclizina (2.1 mM) + 2-AEH2F (22.8 mM), apresentaram

alteracdes no ciclo celular quando comparado ao grupo controle de ambas linhagens
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celulares.

Os fibroblastos normais L929 tratados com Cloridrato de Meclizina , exibiram
um aumento de DNA fragmentado para 2.8+1.72%, a quantidade de células na fase
S do ciclo celular diminuiu e a fase G2/M teve seu percentual elevado para
14.142.84%. A associacdo também apresentou um aumento significativo no
percentual de DNA fragmentado no valor de 7.1+0.5% e nas fases GO/G1 e G2/M,
por sua vez, a fase S reduziu, os valores respectivos foram de 27.5+1.5%, 44.4+2.2%
e 28.0+1.7%.

As células tumorais de Ehrlich tratadas com Cloridrato de Meclizina também
apresentaram aumento na quantidade de DNA fragmentado para 53.8+1.4%. Houve
parada da populacdo celular na fase GO/G1 no valor de 64.1+3.9%, quando
comparado ao controle e diminuicdo de células na fase S e G2/M para 15.1+1.1% e
20.8+1.5%. A avaliacdo da associacao ndo exibiu alteracdo na proporcdo de DNA
fragmentado (Figura 8B). O percentual de células na fase GO/G1 também aumentou
para 67.9+1.9%, da mesma maneira a fase S para 31.4+1.0%.Por consequéncia, a
fase G2/M, comparado com os demais tratamentos ou ao grupo controle, teve uma

reducao significativa (Figura 8B).

Por fim, as células de fibroblastos murino L929 tratadas com a Coenzima Q10
(5.56 pM) (Figura 9A), comparado ao grupo controle, ndo apresentaram DNA
fragmentado, porém apresentaram aumento na fase GO/G1, seguido de uma reducéo,
nas fases S e G2/M, nos valores respectivos de 17.2+2.8%, 78.5£1.6% e 4.2+1.7%.

Quando tratadas com a associacdo Coenzima Q10 + 2-AEH2F, as células de
fibroblasto murino ndo apresentaram DNA fragmentado, com um perfil parecido com
0 grupo tratado com apenas a Coenzima Q10. A fase G0/G1 e G2/M aumentaram seu
percentual para 9.78+2.9% e 8.08+1.3% e ocorreu a reducao da fase S (82.1+1.1%)
(Figura 9A).

Com relacéo as células do tumor ascitico de Ehrlich (EAT), o grupo tratado
com Coenzima Q10 induziu o aumento de DNA fragmentado para 48.1£3.5%. A fase
GO0/G1 também aumentou com percentual de 66.9+1.0% da populagéo. Por sua vez,
as fases S e G2/M reduziram para 13.7+1.0% e 35.7+1.7% da populacdo celular,

respectivamente (Figura 9B).
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A associacao do tratamento Coenzima Q10 (5.9 uM) +2-AEHzF (22.8mM) nas
células do tumor ascitico de Ehrlich (EAT) (Figura 9B), também indicou efeitos
farmacolégicos importantes. O DNA fragmentado aumentou para 48.0+3.5%. s
células tumorais exibiram uma maior parada da populacao na fase GO/G1, 30.4+1.0%,
e na fase S 29.2+1.2%, reduzindo significativamente sua parada na fase G2/M para
3.8+2.5%.

53



>

-

(=]

o
1

Il DNA Fragmentado ™
Bl GO0/G1 _ Controle L929
s i

G2M

&

& & ' &
Cl. de MecTiZina L929

i

Populagdo celula L929 (%)

Cl. de MeciiZiha +
2-AEH,F 1929

100 - SN\
Hl DNA Fragmentado _ Controle EAT

I G0/G1
I S
G2M

Cl. de Meclizina EAT

Populagao celular EAT (%)

it

cl. de Meclizina +
2-AEH,F EAT

Figura 8: Anélise das fases do ciclo celular. A) Células normais de fibroblasto murino (L929); B) Células do
tumor ascitico de Ehrlich (EAT). Ambas linhagens foram tratadas com: Cloridrato de Meclizina (1.4 mM)
e Cloridrato de Meclizina (2.1 mM) + 2-AEH2F (22.8 mM), por um periodo de 24h. Histogramas
representativos da distribuicdo das células nas fases do ciclo celular e fragmento de DNA e gréafico de
barra mostrando a correlagéo do efeito no ciclo celular expresso em média + DP de trés experimentos
independentes. Grau de significancia estatistica ns= néo significativo, *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001.
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Figura 9: Analise das fases do ciclo celular. A) Células normais de fibroblasto murino (L929); B) Células do
tumor ascitico de Ehrlich (EAT). Ambas linhagens foram tratadas com: Coenzima Q10 (5.5 uM) e
Coenzima Q10 (5.9 uM) + 2-AEH2F (22.8 mM), por um periodo de 24h. Histogramas representativos da
distribuicdo das células nas fases do ciclo celular e fragmento de DNA e gréafico de barra mostrando a
correlacéo do efeito no ciclo celular expresso em média + DP de trés experimentos independentes. Grau
de significancia estatistica ns= néo significativo, *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001.
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4.3. Andlise do perfil farmacolégico sinérgico

Farmacos com mecanismos de acdo diferentes sdo usados frequentemente
em combinacao com o objetivo de obter efeitos sinérgicos aditivos e positivos. Quando
existe uma interagdo positiva entre dois farmacos, é possivel que haja o uso de
menores concentracdes de ambos, e assim, seja reduzido os efeitos adversos
dependentes da concentracdo. Porém, vale salientar que quando os farmacos sao
combinados, suas ac¢Bes também podem ser diferentes daqueles obtidos quando

cada um era administrado separadamente.

Por tanto, para avaliar as interagbes dos tratamentos combinados, a partir do
modelo de independéncia Bliss, do programa Synergy Finder, foi calculado o efeito da
combinacéo de duas drogas com base na probabilidade de eventos independentes.
Assim sendo, a média global da combinag&o ou seu synergy score(x) indica que: X<-
10 tem efeito antagbnico, X <10 ou X= -10 efeito aditivo e X>10 um efeito sinérgico.

O cruzamento dos dados dos tratamentos 2-AEH2F, GM-CSF e GM-CSF + 2-
AEH2F, indicou que para as células normais de fibroblasto murino L929 a interacéo
entre dois farmacos teve uma média global de -10.497 (Figura 10A), apresentando
assim um efeito antagdnico, tais resultados estdo de acordo com o0s anteriores, onde
néo foi observado efeito citotdxico dos farmacos combinados. Também de acordo com
os resultados de citotoxicidade, quando avaliado os mesmos tratamentos para as
células do tumor ascitico de Ehrlich, foi observado uma dindmica inversa, na qual o
efeito sinérgico (superaditivos) ocorreu entre os farmacos, obtendo uma média global
de 10.66 (Figura 10B).
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Figura 10: Andlise do grau de sinergia entre drogas combinadas. A) Células normais de fibroblasto murino
L929; B) Células do tumor ascitico de Ehrlich (EAT). Tratadas, em concentragGes variadas, com GM-
CSF, 2-AEH2F e associacdo GM-CSF + 2-AEH2F, por 24h. Os resultados de viabilidade celular foram
submetidos a andlise pelo método Bliss, SynergyFinder. O modelo de independéncia Bliss calculou o
efeito combinatorio esperado com base na probabilidade de eventos independentes provocados pelas
duas drogas.
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As células normais de fibroblasto murino (L929), também apresentaram efeito
antagbnico, com uma média global menor que -10, para os tratamentos com a
Sinvastatina (Figura 11A), Coenzima Q10 (Figura 12A) e Cloridrato de Meclizina
(Figura 13A). Estes mesmos tratamentos, para as células do tumor ascitico de Ehrlich
apresentaram média global de Bliss de 3.65 (Figura 11B), 0.129 (Figura 12B) e -6.973
(Figura 13B), respectivamente. Portanto, suas combinacdes com o monofosfoéster 2-

AEH2F revelam um efeito aditivo.

A combinagdo do quimioterapico Paclitaxel com o 2-AEH2F, foi observado
efeito aditivo, para as células normais de fibroblasto murino L929 (Figura 14A), com
meédia global maior do que o apresentado para as células do tumor ascitico de Ehrlich
(EAT) (Figura 14B). Tais dados, quando comparados com o0s apresentados
anteriormente, indicam que a combinacdo provavelmente ndo tenha um efeito

positivo, quando comparado ao uso isolado de ambos os farmacos.
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Figura 11: Analise do grau de sinergia entre drogas combinadas. A) Células normais de fibroblasto murino
L929; B) Células do tumor ascitico de Ehrlich (EAT). Tratadas, em concentragcbes variadas, com
Sinvastatina, 2-AEH2F e associacdo Sinvastatina + 2-AEH2F, por 24h. Os resultados de viabilidade
celular foram submetidos a andlise pelo método Bliss, SynergyFinder. O modelo de independéncia Bliss
calculou o efeito combinatério esperado com base na probabilidade de eventos independentes
provocados pelas duas drogas.
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Figura 12: Anélise do grau de sinergia entre drogas combinadas. A) Células normais de fibroblasto murino
L929; B) Células do tumor ascitico de Ehrlich (EAT). Tratadas, em concentra¢des variadas, com
Coenzima Q10, 2-AEH2F e associagdo Coenzima Q10 + 2-AEH2F, por 24h. Os resultados de
viabilidade celular foram submetidos a andlise pelo método Bliss, SynergyFinder. O modelo de
independéncia Bliss calculou o efeito combinatério esperado com base na probabilidade de eventos

independentes provocados pelas duas drogas.

60



Bliss synergy score: -11.431

-60 -30 0 30 60

i : ; . A . Bliss synergy score: -11.431
5 g : ! 4 -40 -20 0 20 40 80

2AEH2F (mM)

0 02 04

Bliss synergy score: -6.873

Bliss synergy score: -6.873
-40 -20 0 20 40

X,
s ' v . : .
: . T———— :
E J C ¢ 4 : o |
o . “““‘“ oy
30-- R PR Attty
3 : TR T
g : A j :
' ; 2
15 ===== - - - e -
s 5 : .
: ' ! :
' s ) :
75- H I v eeivs : ..... 1
" . x .
| 3 .
| : 3
L. s R AU O B
\ | | |
0 0 0.1 1.5 3 12

Figura 13: Analise do grau de sinergia entre drogas combinadas. A) Células normais de fibroblasto murino
L929; B) Células do tumor ascitico de Ehrlich (EAT). Tratadas em concentragbes variadas, com
Cloridrato de Meclizina, 2-AEHzF e associagcdo Cloridrato de Meclizina + 2-AEHzF, por 24h. Os
resultados de viabilidade celular foram submetidos a analise pelo método Bliss, SynergyFinder. O
modelo de independéncia Bliss calculou o efeito combinatério esperado com base na probabilidade de
eventos independentes provocados pelas duas drogas.
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Figura 14: Analise do grau de sinergia entre drogas combinadas. A) Células normais de fibroblasto murino
L929; B) Células do tumor ascitico de Ehrlich (EAT). Tratadas em concentragfes variadas, com
Paclitaxel, 2-AEHzF e associagéo Paclitaxel + 2-AEHzF, por 24h. Os resultados de viabilidade celular
foram submetidos a analise pelo método Bliss, SynergyFinder. O modelo de independéncia Bliss
calculou o efeito combinatério esperado com base na probabilidade de eventos independentes
provocados pelas duas drogas.
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4.4. Analise do potencial elétrico da membrana mitocondrial
(A¥m) por citometria de fluxo

O potencial elétrico mitocondrial (AYm) € um ensaio que busca avaliar a
atividade mitocondrial da célula. As células tumorais de Ehrlich e normais de
fibroblasto murino L929 foram tratadas por 24h e, quando associadas ao 2-AEH:zF,
foram sensibilizadas com 3h e 12h antes da administracdo do monofosfoéster, ambas

foram tratadas com os valores de ICso das células do tumor de Ehrlich.

Apenas os tratamentos com o Cloridrato de Meclizina e suas associacfes com
0 2-AEHzF (3h e 12h) apresentaram alteragcéo significativa no AWm das células
normais L929 (Figura 15A). O cloridrato de Meclizina reduziu o potencial para
64.7+0.46%, quando associado e sensibilizando as células por 3h o percentual foi de
42.5+0.8% e por 12h de 19.7+1.0%. Tais resultados indicam que apesar de que no
teste de citotoxicidade as células normais tiveram um ICso maior, a atividade

mitocondrial encontra-se reduzida, o que pode implicar em déficit energético.

Para as células do tumor ascitico de Ehrlich foi exibido diminui¢éo significativa
do AWm (Figura 15B) em todos os tratamentos que as células foram submetidas
(Tabela 4). O monofosfoéster 2-AEH2F sozinho reduziu o AWm para 29.9 £1.19%. Os
tratamentos isolados que menos reduziram foram a Sinvastatina, seguido pelo GM-

CSF, ambos tiveram percentuais respectivos de 62.49+0.3% e 54.7+0.6%.

Com excecgdo do Paclitaxel + 2-AEH2F, que no grupo tratado de 3h reduziu
menos (26.15+2.3%) do que o tratamento de 12h (12.65+£0.4%), e a Coenzima Q10 +
2-AEH2F que nao apresentou diferenca significativa, independentemente do tempo de
sensibilizagdo, com valores respectivos para 3h e 12h de 21.49+0.7% e 22.41+0.4%
. Os demais tratamentos associados exibiram um resultado de maior redugao do AWYm
qguando sensibilizaram 3h antes da administragdo do ao 2-AEHzF (Tabela 4).
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Percentual do Potencial Elétrico da Membrana Mitocondrial (AWm)

1929

EAT
Compostos Isolado + 2-AFH2F (3h) {+ 2-AEH2F (12h) Isolado [+ 2-AEH2F (3h) 2-AEH:F (12h)
2-AFH2F 98.96=0.9% --- --- 29.92+1.19%4 --- ---
GM-CSF 99.76+:0.25% 99.65£0.45% 99.99:0.87% |54.70=0.62%| 20.21=0.7% 48.72:0.47%
Sinvastatina 99 040 86% 09 78+0.25% 9% 83£0.56% | 62.49=03% | 2137=02% 62.57+0.61%
Paclitaxel 100=0.69% 99.2940.05% 100=0.42% | 13.4550.56% | 26.1520.23% | 12.6520.48%
Cloridrato de Mechizina | 64. 7120 46% | 42.57£0.76% 197120 96% |11.7820.39%| 19322032% | 38.12=028%
Coenzima Q10 99 56+0.54% 100=0.2% 100=0.6% 35 852021% | 21.49=074%

22 41=0.41%

Tabela 4: valores do potencial elétrico mitocondrial. Células normais de fibroblasto murino L929 e Células do

tumor ascitico de Ehrlich (EAT). Tratadas com 2-AEHzF, GM-CSF, Sinvastatina, paclitaxel, Cloridrato

de Meclizina, Coenzima Q10 e associadas também ao 2-AEH:F, por um periodo de 24h. Tabela

representativa mostrando o efeito dos farmacos no potencial elétrico da mitocdndria expresso em média
+ DP de trés experimentos independentes.
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Ceélulas normais de fibroblasto murino L929
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BB Inativas
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Tumor ascitico de Ehrlich (EAT)
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Figura 15: Grafico do potencial elétrico mitocondrial. A) Células normais de fibroblasto murino L929; B) Células
do tumor ascitico de Ehrlich. Gréfico de barra mostrando a correlagao do efeito dos tratamentos na
mitocOndria expresso em média + DP de trés experimentos independentes. Grau de significAncia
estatistica ns= nao significativo, ***p<0.001.
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4.5. Expressao dos marcadores envolvidos nos mecanismos
de inflamacé&o e morte celular para as células do tumor ascitico
de Ehrlich

Apbs o periodo de tratamento, foi possivel observar que a proteina anti-
apoptotica Bcel-2 (Figura 16A) apresentou reducdo de sua expressdo na maioria dos
tratamentos, exceto para as células tratadas com GM-CSF associado ao 2-AEH2F
(3h) e Sinvastatina + 2-AEHz2F (3h e 12) em ambos os intervalos. Quando associado,
o tratamento que apresentou maior reducéo foi o 2-AEH2F + Coenzima Q10 (12h)
(46+0.2%), coincidentemente, o 2-AEH2F quando tratado sem estar associado
apresentou um valor similar (46.2+0.68%). Ambos reduziram a expressao de Bcl-2 em
36%, comparado ao grupo controle. Dentre todos os tratamentos, GM-CSF para este

tipo de célula foi mais efetivo na reducéo da expresséo do Bcl-2 (35.5 +0.48%).

A proteina pré-apoptotica Caspase 3 ativada (Figura 16B) teve aumento da
sua expressao em todos os tratamentos, dentre eles o que exibiu uma menor inducao
foi o Cloridrato de Meclizina (19.47+0.11%), porém, quando associado ao 2-AEH2F
(3h) este tratamento foi 0 que teve a maior expressao de Caspase 3 (83.59+0.2%).
Os tratamentos, 2-AEH2F (74.59+0.3%), Paclitaxel (74.25+0.05%) e sua associacao
2-AEH2F + Paclitaxel 12h (79.5+0.2%) também foram os que exibiram o maior indice

de expresséao da proteina pré-apoptotica.

Com excecao do Cloridrato de Meclizina que ndo apresentou resultados
significativos e do GM-CSF, todos apresentaram um aumento significativo da
liberacdo de Citocromo C (Figura 16C). Entretanto, observamos que os tratamentos
Paclitaxel (78.3+0.39%), 2-AEH2F + Paclitaxel (12h) (79.3+0.14%), 2-AEH2F +
Sinvastatina (3h) (67.5+0.39%), exibiram resultados altamente significativos
comparado aos demais. O tratamento 2-AEH:F + Sinvastatina no periodo de 3h
também exibiu um alto indice da proteina P53 (69.3+0.29%), quando comparado ao

controle e aos demais tratamentos (Figura 16D).

Quanto a expressdo de citocinas dos receptores pro- inflamatorias, TNF-[]
(DR-4) (Figura 16E), IL-1 (Figura 16F), IL-6 (Figura 16G) e IL-2 (Figura 16H),
observamos que as células tratadas com o 2-AEH:F (Tabela 5F) e 2-AEH:F +
Sinvastatina 3h (Tabela 5B), exibiram aumento quando comparado ao demais

tratamentos e ao controle. Da mesma maneira, GM-CSF apresentou uma baixa
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expressdo dos receptores em todas as citocinas avaliadas. Além dele, para a
expressdo de TNF, a Coenzima Q10, Sinvastatina, Cloridrato de Meclizina e as
associacdes do 2-AEH2F + Paclictaxel 3h e 12h (Figura 16E) também exibiram uma
reducdo na expresséao dos receptores.
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Figura 16: Gréafico da expressdo dos marcadores em células do tumor ascitico de Ehrlich. A) BCI2; B)
Caspase 3; C) Citocromo C; D) P53; E) TNF; F)IL-1;G) IL-6; H) IL-2. Expressédo dos marcadores
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dependendo dos tratamentos, quantificado por citometria de fluxo, 24h ap6s os tratamentos nos valores
de ICso%. Valores expressos como média + DP de trés experimentos independentes. Diferengas
estatisticas obtidas por ANOVA e teste de comparagBes multiplas de Tukey -Kramer. ns= néo
significativo, *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001

GM-CSF Sinvastatina
EAT EAT
Marcadores Isolado [+ 2-AEH2F (3h)+ 2-AEH2F (12h) Marcadores Isolado [+ 2-AEH2F (3h)+ 2-AEH2F (12h)
BCl12 N ns J BCI2 ¥ ns ns
Caspase 3 y 4 4N Caspase 3 1t o N
Citocromo C A 1t +» Citocromo C 0N LN 0N
Ps3 v T 1 Ps3 ) T 1
TINF-a J ‘N 4 TNF-a 4 N i\
IL-1 v N 1 IL-1 v 1t T
IL-6 ¥ T N IL-6 ¥ T 4N
IL-2 0 1 A L2 v + T
Paclitaxel Cloridrato de Meclizina
EAT EAT
Marcadores Isolado [+ 2-AEH2F (3h)+ 2-AEH2F (12h) Marcadores Isolado [+ 2-AEH2F (3h)+ 2-AEH2F (12h)
BCI2 v ¥ ¥ BCI2 ¥ ¥ ¥
Caspase 3 N N 1T Caspase 3 T T 4
Citocromo C M M T Citocromo C ns s N
P53 N T 1t P53 A 4 q«
TNF-a N ¥ ¥ TINF-a T S A
IL-1 T T T IL-1 i o ns
L6 1 1 v L6 1 1 1
L2 T T 1 L2 3 1 A
Cloridrato de Meclizina 2-AEH2F
EAT EAT
Marcadores Isolado [+ 2-AEH2F (3h)+ 2-AEH2F (12h) Marcadores
BCI2 ¥ ¥ N BCI2 +
Caspase 3 1T 4N 1t Caspase 3 1T
Citocromo C ns L M Citocromo C »
P53 T T T P53 T
TNF-a T T T TNF-a T
IL-1 1 » ns IL-1 1
IL-6 T T T IL-6 T
L2 v T T L2 T

Tabela 5: Indicadores da expressédo dos marcadores nas células tumorais de Ehrlich. GM-CSF e GM-CSF
+ 2-AEH:F; Sinvastatina e sinvastatina + 2-AEH2F; Paclitaxel e Paclitaxel + 2-AEHzF; Cloridrato de
meclizina e Cloridrato de Meclizina + 2-AEHzF; Coenzima Q10 e Coenzima Q10 + 2-AEH2F e 2-AEH:F.
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Neste estudo, as células do tumor ascitico de Ehrlich (EAT) tratadas com o
composto 2-AEH:2F, sofreram efeitos citotoxicos e apresentaram uma proporcao
significativa de DNA fragmentado que, de acordo com Grivicich (2007), € uma
caracteristica marcante da morte celular por apoptose!!?. Também foi possivel
observar um aumento na expressdo das proteinas p53 e caspase 3 ativada,
relacionadas com processos de morte celular. Por sua vez, a expressao da proteina
anti-apoptética Bcl-2 que tem a capacidade de inibir a produgéo de espécies reativas
do oxigénio, a acidificagdo intracelular e estabilizar o potencial da membrana da
mitocondria!? teve a sua expressao reduzida, dados que estédo consistentes com a

reducédo do potencial elétrico mitocondrial neste estudo.

Os fosfolipidios de membrana celular, como a fosfoetanolamina (PE) possuem
fungbes relevantes em diversos processos celulares, como a fusdo da membrana
celular, o ciclo celular, a autofagia e a apoptose!!4. Em estudos anteriores realizados
por nosso grupo, foi observado que o composto 2-AEH2F em células tumorais de
melanoma murino B16F10, foi capaz de modular a expressao pré-apoptotica das
proteinas Bad/Bax, aumentando a atividade das caspase 3 fosforilada, iniciando o
processo apoptético e bloqueando o ciclo celular na fase S e G2/M7°. Em células
tumorais de cancer de mama humano MCF-7 (ER-), o composto 2-AEH2F também foi
capaz de induzir para do ciclo celular na fase GO/G1, com aumento significativo dos
marcadores ciclina D1, citocromo C e p53 relacionados com o controle da progressao
e checagem do ciclo celular 83,

Aléem disso, a exposicdo a fosfolipidios ndo € apenas um indicador de
apoptose, mas também estéa altamente relacionada a certas condi¢des como estresse
oxidativo, citocinas ativadoras e vasculatura tumoral estressada''®. Um estudo que
avaliou plasmalogénios de fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina(PE), analogo natural
do 2-AEH2F, em macrofagos humanos carregados de lipidios, indicou que os
macrofagos exibiram uma mudanca para um padréao de marcador mais semelhante a
M1 apds o carregamento de lipidios, consistente com a lipidémica que mostrou que o
consumo de acido araquiddnico contendo plasmalogénios de PE induziu para um

fenétipo proé-inflamatériott®,

Embora existam controvérsias em relacdo ao promocao ou supressao da

progressao tumoral mediado pelas citocinas testadas. Um estudo in vitro realizado em
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células de cancer de mama MCF-7, indicaram que a expressdo dos receptores de
citocinas IL-1 e a IL-6 atuaram ativamente para inibir o crescimento das células
tumorais, de modo isolado, também foi observado esse efeito em ambas citocinas,
porém em uma propor¢cdo menortl’, Outro estudo com a mesma linhagem celular,
indicou que a expressao de IL-1 inibiu o crescimento das células em 80% devido inibir
a captacao de timidina, quando testado para as linhagem de cancer de mama MDA-
MB-231 nao foi observado esse efeito, diferenca que foi justificada pela presenca e
ausencia dos receptores de IL-1 nas células MCF-7 e MDA-MB-231,

respectivamente,

Além disso, uma andlise realizada sobre o efeito crénico das citocinas IL-1,
TNF-a e IL-6 no metabolismo hepatico de camundongos portadores do tumor ascitico
de Ehrlich indicou que a citocina IL-6 ndo induziu desvio metabdlico significativo do
figado do hospedeiro, entretanto a IL-1 e TNF-a foram indicadas como fortes

indutores de desvio metabdlicol?®.

Ao mesmo tempo, TNF-a tem muitos efeitos na regulagdo do sistema
imunoldgico, podendo ajustar a ativacdo de macréfagos e resposta imune nos tecidos,
bem como regular o desenvolvimento de linfécitos'?°. Outro estudo verificou que 24h
apos a implantacédo do tumor ascitico de Ehrlich houve um aumento na capacidade

de propagacdo dos macrdfagos peritoneais (75%) e que, a medida que o tumor

cresceu, o indice de propagacéo caiu para niveis de controle (<10%)*?L.

Ademais, a presenca de IL-1 e IL-2 também estdo associadas com a promocao
da proliferacdo de células T e, considerando que a imunidade antitumoral é
predominantemente celular, as células T podem ser citotoxicas direta ou
indiretamente através das secrec¢do de citocina TNF-a 122123 |L-2 também pode ativar
células NK que na auséncia de anticorpos podem matar células tumorais in vivo, bem
como induzir células assassinas ativadas por linfocinas e maturacdo de células T
citotoxicas, que na imunidade antitumoral desempenha um papel importante na

regulacdo da proliferacéo de linfocitos!?.

Como apresentado anteriormente, o PE, analogo do 2-AEH:zF, foi relacionado
a promocao de um perfil inflamatério, portanto, associamos que os niveis elevados
dessas citocinas, relacionadas com o estimulo da inflamacéo e ativacdo do sistema

imune, pode ser uma consequéncia do 2-AEH2F. Vale salientar que, com excecao
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dos tratamentos associados ao monofosfoéster: Cloridrato de Meclizina (12h),
Paclitaxel (3h e 12), GM-CSF (3h) e Sinvastatina (3h e 12h); que apresentaram
diferencas na expressdo de alguns marcadores, todos os demais tratamentos
apresentaram o mesmo perfil de expressédo apresentado pelo 2-AEH2F isolado,
apenas em niveis diferentes, provavelmente indicando uma modulacédo desse perfil
(Tabela 5).

Dentre os diversos esquemas de tratamento associados com o 2-AEH2F, o
fator estimulador de colénias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF), apresentou
efeito farmacolégico aditivo, onde o grupo tratado associado com o composto 2-
AEH2F (22.8mM) teve sua concentracdo de ICsp reduzida significativamente para 16
nM, exibindo também um indice maior de DNA fragmentado e reducao do potencial
elétrico mitocondrial. Apesar de néo ter sido significativo a expresséo da proteina Bcl-
2 para o tratamento associado ao 2-AEH2F no periodo de 3h, todas as demais

expressdes de marcadores tiveram o mesmo perfil quando associado.

Em estudos realizados com camundongos portadores de carcinoma de pulméao
de Lewis, a administracdo de GM-CSF, estimulou a imunidade antitumoral especifica
e de longa duracao, devido a uma estimulacdo da populacao das células TCD4+ e
CD8+, capaz de reconhecer antigenos circulantes associados aos tumores'®®, Para
além de suas respostas especificas ao antigeno, foi observado que células tumorais
secretoras de GM-CSF estimulam a imunidade antitumoral pelo aumento dos niveis
de expressao de moléculas co-estimulatorias B7-1 e CD1d em células dendriticas
(Dc)log.

Além disso, apesar do efeito independente do sistema imunolégico ainda ser
pouco compreendido, varios estudos corroboram o efeito antiproliferativo de GM-CSF-.
Em comum acordo com nossos dados, o tratamento com GM-CSF suprimiu a
proliferacdo de células tumorais de pulmdo de células pequenas, bloqueando a
progresséo do ciclo celular de GO/G1 para fase S'24. Por sua vez, outro estudo sugere
gue seu efeito antitumoral independente do sistema imunologico, parece depender da
expressao ectdpica de subunidades do receptor GM-CSF, no qual a dose de GM-CSF
administrado, presenca e niveis de expressdo de seus receptores, podem estar
diretamente relacionados com o motivo de alguns tipos de células tumorais, serem

mais sensiveis e sofrem um maior efeito antiproliferativo!?.
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Por sua vez, a Sinvastatina, estatina lipofilica que age na inibicdo da via do
mevalonato e reduz principalmente a abundancia das moléculas de colesterol, farnesil
pirofosfato (FPP) e geranil pirofosfato (GGPP)'26, no grupo associado ao composto 2-
AEH2F, em células normais de fibroblasto murino L929 n&o exibiu efeito citotdxico,
nem modulou o potencial elétrico mitocondrial, o ciclo celular ou apresentou fragmento
de DNA. Entretanto para as células do tumor ascitico de Ehrlich, tais alterac6es foram
notadas. Em relacdo a mitocondria das células tumorais, apesar de néo ter sido
observado uma redugédo na expressao de Bcl-2 quando comparado ao controle,
observamos que existe alteracdo em sua funcionalidade, logo que existe uma

liberacdo de Citocromo c, possivelmente por outras vias de sinalizacéo celular.

O efeito da Sinvastatina foi observado em camundongos com carcinoma de
células escamosas de cabeca e pescoco (HNSCC) que embora ndo tenham afetado
o crescimento do tumor, induziu uma reprogramacdo metabdlica, reduzindo a
producdo de lactato e promovendo a sensibilidade ao inibidor de MCT1, que é
responsavel pelo aumento da fosforilacdo oxidativa pelas mitocéndrias?’. Como a
proliferacdo desenfreada é o estado padrdo das células tumorais, torna-se uma
consequéncia gradual a substituicdo energética proveniente da fosforilagdo oxidativa

para uma conversédo do piruvato em acido lactico (metabolismo anaerébico)?8.

Em contrapartida, foi observado que em células tumorais, existem também
anormalidades no namero, estrutura e fungcdo mitocondrial’®®. Logo, tais
anormalidades comprometem a producédo eficiente de energia por meio da
fosforilacdo oxidativa. Por sua vez, o composto 2-AEH:2F, noutras linhagens
estudadas pelo nosso grupo de pesquisa, como em células tumorais de mama
humana MCF-7 &, em células de melanoma B16-F107°, células do tumor ascitico de
Ehrlich 13°, hepatocarcinoma®?!, entre outras exibiu o0 comportamento de modulacéo
da func&o mitocondrial, com a perda significativa do potencial elétrico da membrana

mitocondrial.

De acordo com resultados apresentados neste trabalho, estudos realizados
com lovastatina, em células de glioma maligno humano A172 e U87MG também
exibiram modulagéao do crescimento celular e inducdo da parada do ciclo celular na

fase G1, bem como a presenca de fragmentos de DNA e atividade apopt6tica 132,

Semelhante, outros estudos também demonstraram que a Sinvastatina induziu
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a parada na fase GO/G1. Em células de cancer de bexiga induziu a parada do ciclo
celular na fase G1 reduzindo CDk4/6 e ciclina D1%*3. Da mesma forma, Sinvastatina,
Lovastatina e Fluvastatina bloquearam a transicéo da fase GO/G1 para a fase S por
meio da regulacéo de CDk2/Ciclina, em células de cancer de prostata 134,

A Coenzima Q10, além de protetora da membrana, também protege as
proteinas e o DNA devido a sua natureza ubiqua, seus multiplos mecanismos
enzimaticos redutivos e sua presenca na membrana mitocondrial*®®. Em condicdes
normais, encontra-se em equilibrio com a quantidade de espécies reativas de oxigénio

(ROS), provenientes da fosforilacdo oxidativa's®.

O estresse oxidativo é um evento predominante em células tumorais devido a
intensa atividade metabdlica e taxa proliferativa. Em ensaio clinico, foi demonstrado
uma correlacdo entre a intensidade da deficiéncia da Coenzima Q10 e o mau
prognoéstico em tumores de mama, no qual sua deficiéncia foi observada em 80
pacientes com carcinomas mamarios, estando também reduzida em les6es nao

malignas apresentadas em outros 120 pacientes 13,

Quando associamos a Coenzima Q10 ao composto 2-AEH2F, observamos um
efeito farmacoldgico aditivo, com aumento do DNA fragmentado, bem como a parada
de células tumorais na fase GO/G1 do ciclo celular. Também ha uma modulacédo na
expressdo de TNF-a (DR-4), quando comparado ao controle e ao tratamento apenas
com a Coenzima Q10. O potencial elétrico reduz para menos de 25% e de forma
independente do periodo de sensibilizagdo de 3h ou 12h, indicando estabilidade do

seu efeito de potencializar a atividade do monofosfoéster em relacdo ao tempo.

Recentemente os niveis de ubiquinona foram correlacionados com o cancer de
mama metastatico, sendo inversamente proporcional 0os niveis plasmaticos de
Coenzima Q10 a expresséo de fatores angiogénicos!?’. Um efeito de bom progndstico
e potencializacdo da eficacia de um tratamento, também foi observado em outro
estudo quando associado a Coenzima Q10, a riboflavina e a niacina, em pacientes
gue tinham cancer de mama tratados com o tamoxifeno!38. Foi relatado um aumento
significativo nos niveis de marcadores anti-angiogénicos que utilizaram o tamoxifeno
co-administrado com a Coenzima Q10, indicando uma prevencdo de metastase e

recidival?4 .
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Outro ensaio também indicou que em pacientes em estagio de cancer terminal,
o tratamento com a Coenzima Q10, teve um aumento da sobrevida em 76%, no qual
tais efeitos foram relacionados com a reducado dos niveis de interleucinas, bem como

a modulacéo do gene supressor de tumor p53139 .

Tanto o quimioterapico Paclitaxel (3h) quanto o Cloridrato de Meclizina (3h e
12h) apresentaram efeitos antagbnicos quando associados ao 2-AEH2F, esses
resultados sao corroborados quando avaliado os demais ensaios que indicaram uma
menor propor¢cdo de DNA fragmentado e citotoxicidade nas células do tumor ascitico
de Ehrlich . Surpreendentemente, o Cloridrato de meclizina + 2-AEH2F para as células
normais, no conjunto dos resultados, e independente do tempo de co-administracéo,
mostrou-se como um tratamento desfavoravel, sendo a Unica associagéo a reduzir o

potencial elétrico mitocondrial das células normais.

Contréario aos resultados descritos anteriormente, o quimioterapico Paclitaxel
associado ao 2-AEH2F quando administrado com 12h antes ao monofosfoéster,
obteve étimos resultados. A diferenca entre ambos os resultados em relacdo ao
tempo, pode estar relacionada com a acdo do quimioterapico na célula, logo que este
composto tem a caracteristica de agir no ciclo celular, quando a célula esta em divisao

celular.

O Paclitaxel agrega os microtubulos estabilizando-os, ndo permitindo sua
despolimerizagcao e consequentemente ocorre a inibicdo da reorganizacao da rede de
microtlbulos, necesséria para proliferacdo celular e transportes intracelulares
dependente de tubulinat4®141, Portanto, é possivel que haja uma interferéncia entre
os farmacos quando o quimioterapico ndo age por este periodo antecedente, devido

seus mecanismos de acao distintos.

O Cloridrato de Meclizina é um anti-histaminico que age inibindo a enzima
fosfoetanolamina citidiltransferase (PCYT2), enzima chave para a formacao de
fosfolipidios de membrana , como também a na producédo de seus componentes,
como por exemplo, a fosfatidiletanolamina, a fosfatidilcolina, entre outras4?. Por
tanto, apesar de estar relacionada com a morte celular por disfuncdo da cadeia
respiratoria celular, € provavel que ela seja antagonista ao composto 2-AEH:F,

possivelmente por interferir no remodelamento e na sintese enzimatica ou que sua
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citotoxicidade esteja relacionada com o acumulo e saturacédo de 2-AEHzF nas células

de modo nao seletivo para ambas linhagens de células.
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O 2-AEH2F associado com os farmacos GM-CSF, Sinvastatina e Coenzima
Q10 foram os mais efetivos em sua atividade citotéxica e no controle da parada nas
fases do ciclo celular. Apresentaram efeitos antiproliferativos e citotoxicos seletivos
para as células do tumor ascitico de Ehrlich (EAT), quando comparado aos demais

farmacos e associagfes farmacoldgicas.

A distribuicdo das populacdes de células na fase do ciclo celular, apresentou
que o composto 2-AEH2F, em células normais de fibroblasto murino (L929), ndo
modulou o perfil da distribuicao celular, em contrapartida nas células do tumor ascitico
de Ehrlich (EAT) foi observado a presenca de DNA fragmentado, bem como
modulacado do perfil do ciclo celular. As células tumorais tratadas com o composto 2-
AEH2F associado com o GM-CSF, a Sinvastatina e a Coenzima Q10 foram os que
exibiram uma maior quantidade de DNA fragmentado, indicando um possivel aumento

dos efeitos dos farmacos quando associados.

A andlise farmacolédgica corroborou com essa hipétese indicando que, as
células tumorais tratadas com GM-CSF + 2-AEH2F teve um efeito sinérgico, bem
como os grupos de células tumorais tratados com a Coenzima Q10 e a sinvastatina

associados com o 2-AEH2F apresentaram efeitos aditivos.

Apesar do grupo 2-AEH:F + Paclitaxel, tratado por 3h, exibir um efeito
antagonico na avaliacdo sinérgica, quando as células foram sensibilizadas por 12h
com o quimioterapico, observamos a maior reducao do potencial elétrico mitocondrial
das associacdes testadas nas células tumorais de Ehrlich, sem qualquer efeito para

as células normais.

O conjunto dos dados obtidos nos tratamentos com o Cloridrato de Meclizina,
gualifica-o como um tratamento desfavoravel para este modelo de carcinomatose
mamaria, considerando sua atividade citotoxica para as células normais tanto quanto

para as células tumorais.

Foi possivel observar a modulacdo da expressdo dos marcadores quando o 2-
AEH2F foi associado aos demais farmacos testados, indicando uma predominancia

de seu efeito co-administrado para promover uma resposta pré-inflamatoria.
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Histograma da expressao dos marcadores de células do tumor ascitico de Ehrlich: Controle, Meclizina, 2-
AEH2F+ cloridrato de Meclizina (3h) e 2-AEH2F+ cloridrato de Meclizina (12h), tratados respectivamente.
A) BCL2; B) Caspase 3; C) Citocromo C; D) P53 E) TNF- [J; F) IL-1; G) IL-6; H) IL-2.
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Histograma da expressédo dos marcadores de células do tumor ascitico de Ehrlich: Controle, GM-CSF, 2-
AEH2F+ GM-CSF (3h) e 2-AEH2F+ GM-CSF (12h), tratados respectivamente. A) BCL2; B) Caspase 3; C)
Citocromo C; D) P53 E) TNF- [J; F) IL-1; G) IL-6; H) IL-2.
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Histograma da expressao dos marcadores de células do tumor ascitico de Ehrlich: Controle, Paclitaxel, 2-
AEH2F+ Paclitaxel (3h) e 2-AEH2F+ Paclitaxel (12h), tratados respectivamente. A) BCL2; B) Caspase 3; C)
Citocromo C; D) P53 E) TNF- [J; F) IL-1; G) IL-6; H) IL-2.
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Histograma da expressdo dos marcadores de células do tumor ascitico de Ehrlich: Controle,Sinvastatina,
2-AEH2F+ Sinvastatina (3h) e 2-AEH2F+ Sinvastatina (12h), tratados respectivamente. A) BCL2; B) Caspase
3; C) Citocromo C; D) P53 E) TNF- [I; F) IL-1; G) IL-6; H) IL-2.
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