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RESUMO

A Moxidectina (MOX) ¢ um anti-helmintico de amplo espectro pertencente a familia
das lactonas macrociclicas. Com base na filosofia de reaproveitamento de farmacos ¢
possivel descobrir novos alvos terapéuticos para drogas ja disponiveis no mercado e, ao
contrario de algumas drogas pertencentes a sua familia, a MOX carece de estudos que
explorem seu potencial antitumoral. Desta forma o presente estudo buscou avaliar o potencial
antitumoral da MOX em linhagem tumoral de cancer de mama. Para tal, foram realizados
testes de citotoxicidade com a MOX nas concentragdes de 10, 50, 100, 250, 500 ¢ 1000 nM
durante 24, 48 e 72 horas nas linhagens MCF-7 (tumoral) e MCF-10A (normal). Em 24 horas
de tratamento a MOX nido provocou perda de viabilidade significativa na linhagem tumoral,
sendo este efeito citotéxico observado no tempo de tratamento de 48 h, seguido de uma
recuperacdo discreta apds 72 h. Na linhagem normal, a MOX induziu uma queda de 20 a 30%
da viabilidade nas primeiras 24h de tratamento e manteve o numero de células viaveis
constante nos tempos subsequentes. A concentragdo inibitoria média (ICs0) e o indice de
seletividade (IS) revelaram que a MOX exerceu efeito seletivo, principalmente nos tempos de
tratamento de 48 (IS= 37,89) e 72 hs (IS= 2,78), causando citotoxicidade mais acentuada na
linhagem tumoral. Para verificar a influéncia do tratamento da MOX na morfologia da célula
tumoral foram adquiridas micrografias das células MCF-7 antes e ap6s o tratamento de 48h
nas concentracdes de 25, 50 e 100 nM. Foram observadas caracteristicas indicativas de
processo apoptdtico como diminuicdo do volume celular, granulagdo do citoplasma,
alteracdes no padrao de aderéncia e alteragdes nucleares. Para verificar o mecanismo de
indugdo da morte celular programada foi realizada a andlise do ciclo celular. Os resultados
demonstram que a MOX nas concentragdes de 50 e 100 nM induziu a parada do ciclo celular
na fase S, indicando efeito antiproliferativo. Trabalhos anteriores ja apontavam que a MOX
em linhagem de glioma reduziu a expressao de CDK2 e ciclina E, duas proteinas ligadas a
sintese de DNA na fase S do ciclo celular. O ensaio de apoptose com anexina V e iodeto de
propideo ratificou os dados observados na avaliagdo morfologia, indicando que a MOX
também ¢ capaz de induzir as células tumorais a apoptose. Desta forma, sugere-se que a
MOX causa a estagnacao das células tumorais na fase S do ciclo celular, o que leva a indugao

da apoptose, demonstrando um bom potencial antitumoral.

Palavras-chave: Anti-helmintico, potencial antineoplasico, efeito antiproliferativo, apoptose.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer

Segundo a Organizagdo Mundial da Satde (2020), o cancer estd entre as principais
causas de mortalidade no mundo, com aproximadamente 20 milhdes de novos casos ¢ 9,9
milhdes de mortes somente no ano de 2020. Neste cendrio, ¢ esperado que a incidéncia
aumente em 70% nas proximas duas décadas. No Brasil, mais de 590 mil casos de cancer
foram registrados somente no ano passado (2020) (IARC, 2020; INCA, 2020). Sendo uma
das principais doencas deste século e um importante problema de satude publica, as pesquisas
sobre o cancer tém sido um dos principais focos da ciéncia nos ultimos anos, investigando,
além de tratamentos e meios de prevengdo, os complexos mecanismos que envolvem a
formacao, desenvolvimento e estabelecimento de tumores (DUARTE, 2010).

O cancer ¢ um fendmeno que tem origem a partir de mutacdes na sequéncia de
nucleotideos no DNA que alteram vias cruciais responsaveis por regular a homeostase celular
e tecidual, diferenciagdo, replicagdo e morte celular (VISSER; EICHTEN; COUSSENS,
2006). As alteracdes genéticas podem ser resultado de fatores intrinsecos, como mutagdes
hereditarias e erros aleatorios na replicagao do DNA, ou de fatores extrinsecos, como danos
causados por radiagdo, produtos quimicos ou infecgdes por patdogenos com potencial
oncogénico (TANNOCK, 2005). Apenas 5 a 10 % de todos os canceres sdo resultantes de
defeitos genéticos hereditarios, sendo os fatores ambientais os principais agentes promotores
e iniciadores do processo neoplasico, como tabagismo, alcoolismo, raio ultravioleta,
infec¢des virais, envelhecimento ¢ dieta (ANAND et al., 2008).

Apesar de existirem diversos fatores e fenomenos moleculares e/ou ambientais que
levam uma célula normal a se transformar em uma célula neoplasica em um processo
denominado oncogénese ou carcinogénese (HANAHAN; A WEINBERG, 2000). O desfecho
observado ¢ quase sempre o mesmo: células com capacidade de multiplicagdo ilimitada,
evasdo de sinais supressores de crescimento, invasdo de tecidos (metastase), resisténcia a
morte celular programada (apoptose), estimulacdo da formagdo de novos vasos sanguineos
(angiogénese), manutengdo da sinalizagdo proliferativa, reprogramacao do metabolismo
energético, evasdo da vigilancia e destrui¢do imunologica, instabilidade do genoma e
processo inflamatério ndo resolutivo (WANG et al., 2017, HANAHAN; A WEINBERG,

2011). Embora se tenha conhecimento de um vasto niumero de tipos e subtipos de canceres, as

15



caracteristicas supracitadas sdo expressas de forma particular pela maioria dos tumores
(HANAHAN; A WEINBERG, 2011; FOUAD; AANEI, 2017).

O tratamento de neoplasias malignas ¢, em grande parte, realizado a partir da
utilizacdo de agentes quimioterapicos, sendo estes utilizados no tratamento primdrio, na
terapia adjuvante e na paliagdo (MELLOR et al, 2008). A toxicidade dos farmacos
quimioterdpicos, em algumas circunstancias, cria obstaculos no tratamento do cancer com
base na oncologia atual.

As drogas utilizadas no tratamento quimioterapico primariamente tém como alvo
principal as células em proliferagdo constante e/ou rapida, sendo assim, deve interferir no
programa bioquimico envolvido com a replicacdo celular e causar a morte celular (MELLOR
et al., 2008). Muitos agentes quimioterapéuticos que eliminam as células cancerigenas por
vias de processos redox, como através da producdo de espécies reativas de oxigénio e a
indugdo de apoptose ou necrose de células tumorais; outros medicamentos ligam-se ao
material genético da célula causando danos e indugao da apoptose (BAXTER-HOLLAND et
al., 2018); enquanto outros atuam sobre varios componentes do metabolismo celular
influenciando as atividades de diferentes enzimas necessdrias para a divisdo celular
(VARGAS; APETOH, 2017). No entanto, apesar de apresentar certa eficacia no tratamento
das células cancerosas, a maioria dos quimioterapicos causa diversos efeitos colaterais a
partir da indu¢do da morte de células sauddveis do organismo, induzindo o processo

apoptotico das células normais (SAK, 2012; VARGAS; APETOH, 2017).

1.2 Modelo in vitro

A cultura celular ¢ uma técnica que permite compreender a biologia celular, a
morfologia tecidual, os mecanismos de doencgas, a acdo de drogas, a producdo proteica e o
desenvolvimento da engenharia de tecidos (SANYAL, 2014). Tal ferramenta ¢
constantemente utilizada nas pesquisas pré-clinicas de diversos medicamentos, na pesquisa
do cancer e em estudos sobre as fun¢des de gene, com o intuito de elucidar os processos

celulares, moleculares e genéticos neles envolvidos (KAPAICZYNSKA et al., 2016).

Os ensaios in vitro vém ao longo de varios anos produzindo dados importantes para a
triagem de possiveis farmacos de uso clinico, sendo capazes de prever com eficiéncia a
sensibilidade dos tumores a potenciais novos tratamentos (HOFFMAN et al., 1991). Os

modelos in vitro simulam as condi¢des in vivo, em varios graus, € podem fornecer uma
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alternativa aos modelos animais, sendo possivel realizar diversos testes funcionais com alta

reprodutibilidade (KAPAICZYnSKA et al., 2016).

Para o estudo do cancer de mama, diversos modelos in vitro foram desenvolvidos com
o objetivo de identificar e elucidar os mecanismos de acdo de possiveis farmacos e produtos
quimicos encontrados no ambiente que podem ter efeitos sobre o processo de carcinogénese
das células do tecido mamario. Estas pesquisas ja foram capazes de identificar uma série de
vias importantes que sdo alvos terapéuticos importantes no tratamento do cancer de mama
(MORGAN et al., 2020). Dois destes modelos de linhagem celular sdo as linhagens MCF-7 ¢
a MCF-10.

As células da linhagem MCF-7 foram estabelecidas em 1973 tendo sido isoladas do
derrame pleural de uma mulher de 69 anos com doenca metastatica (SOTIRIOU et al., 2003).
Amplamente utilizado, trata-se de um dos modelos de cancer de mama que mais gera dados
no estudo e na aplicagdo clinica por representar o subtipo mais frequente de carcinoma
mamario observado na populagdo feminina mundial (COMSA et al. 2015). Essas células da
linhagem celular MCF-7 possuem receptores de estrogénio (ER) e receptor de progesterona
(PR) e pertencem ao subtipo molecular luminal A. Caracterizam-se por serem pouco
agressivas e pouco invasivas, normalmente consideradas como tendo baixo potencial

metastatico (GEST et al., 2013; SHIRAZI et al., 2011).

Isoladas em 1990 e utilizadas como modelo de célula normal, as células da linhagem
MCF-10A sdo derivadas de tecido mamario epitelial proliferativo benigno e imortalizadas
espontaneamente sem fatores definidos. Além de ndo expressar receptores de estrogénio, a
linhagem exibe algumas caracteristicas do epitélio mamdrio normal como a falta de
crescimento independente de ancoragem e a dependéncia de fatores de crescimento e
hormoénios para proliferacio e sobrevivéncia (QU et al, 2015; SOULE et al. 1990).
Semelhante 8 MCF-7, a linhagem MCF-10A também ¢ um dos modelos mais utilizados no
estudo da resposta do tecido mamario, sendo utilizada em conjunto a linhagens tumorais no
estudo do cancer como uma forma de controle (KHEILTASH et al., 2020; BRAND et al.,
2019; ALAEE et al., 2017; LI et al., 2008).

1.3 Lactonas macrociclicas e suas atividades farmacologicas
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As lactonas macrociclicas (LMs) compdem um conjunto de compostos hidrofobicos,
estruturalmente relacionados, amplamente utilizados em animais e humanos e também para o
controle de pragas em plantagdes (PRICHARD; MENEZ; LESPINE, 2012). As LMs sdo
conhecidas por serem uma familia de endectocidas que se destacam por sua atividade de
amplo espectro, perfil de seguranca e facilidade de administracao (KITA et al., 2007;
MOLYNEUX et al., 2003; MCKELLAR et al., 1996), sendo eficazes contra cepas de
nematodides resistentes a benzimidazol, levamisol e pirantel, caracteristicas que representaram
uma revolucdo na luta contra as parasitoses no final dos anos 1970 (MCKELLAR et al.,
1996). O mecanismo de acdo das LMs em parasitas ¢ relacionado a ligacao desta familia de
compostos a canais de cloreto dependentes de ligante, especificamente os subtipos que sdo
mediados por 4acido gama-aminobutirico (GABA-A) e dependentes de glutamato (SHOOP et
al., 1995). A consequéncia desta ligacdo irreversivel mantém o canal de cloreto aberto,
levando a uma hiperpolarizagdo ou despolarizagcdo muito duradoura do neurdnio e/ou célula
muscular e, portanto, bloqueando a fun¢do adicional do parasita, levando-o a morte (GAO et
al., 2010; COBB; BOECKH, 2009).

Dentro da grande familia das LMs, as subfamilias das avermectinas e milbemicinas
recebem destaque por atrairem a atencdo da industria quimica agropecudria devido sua
grande atividade contra artropodes e nematoides (endo e ectoparasitas), baixa toxicidade em
mamiferos, baixo impacto ambiental, ¢ modo Unico de agdo. Essas subfamilias tém em
comum o anel de lactona macrociclica de 16 membros fundido com as fun¢des benzofurano e
espirocetal em um arranjo tridimensional, que ¢ reconhecido por receptores de canais i0nicos

de cloreto especificos (PRICHARD; MENEZ; LESPINE, 2012; DAVIES; GREEN, 1986).

1.4 Moxidectina

1.4.1 Caracterizacao Quimica

A Moxidectina (MOX) ¢ um endectocida potente de amplo espectro com atividade
contra diversas espécies de nematoides, e artropodes pertencente a subfamilia das
milbemicinas (PRICHARD:; MENEZ; LESPINE, 2012; COBB; BOECKH, 2009). Foi
isolada pela primeira vez em 1967, sendo uma derivada semissintética da metoxima do LL
F-2924q, conhecida como nemadectina, produto de fermentagcdo da bactéria gram-positiva
Streptomyces cyaneogriseus subsp. noncyanogenus (ZULALIAN et al, 1994; COBB;
BOECKH, 2009).
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Figura SEQ Figura \* ARABIC 1- Estrutura quimica da Moxidectinag (MOX). Fonte.
American Chemical Society (2018).

Apesar de pertencer a mesma familia de compostos da ivermectina (IVM) e
possuirem mecanismos de a¢do muito semelhantes, a MOX difere estruturalmente pela falta
de fragdo de agucar ligada ao carbono 13 do anel macrociclico, na presenca de uma cadeia
lateral olefinica no carbono 25 e uma fracdo metoxima no carbono 23 (Figura 1) (MILTON et
al., 2020; PRICHARD et al., 2012).

Devido a essas peculiaridades estruturais, a MOX apresenta também apresenta maior
lipofilicidade, interagdo fraca com os transportadores da glicoproteina P (P-gp) em
mamiferos, menor potencial neurotdxico e menor capacidade de causar superexpressdo de
P-gps e de proteinas associadas a multirresisténcia (MRPs) em nematoides que a IVM
(JANKO; GEYER, 2013; ARDELLI; PRICHARD, 2008; LESPINE et al., 2006).

Sendo um composto de Classe II de acordo com o Sistema de Classificagdao
Biofarmacéutica, a MOX apresenta alta permeabilidade e baixa solubilidade. Sua absor¢ado ¢
rapida, apresentando o pico de concentracdo de 3 a 4 horas (KORTH-BRADLEY et al,,
2012). Uma vez absorvida, a MOX apresenta grande distribui¢do ¢ meia-vida longa, de cerca
de 20 a 43 dias em seres humanos, que se deve principalmente por sua alta lipofilicidade, que
permite maior retencdo da droga no tecido adiposo (MILTON et al., 2020; PRICHARD et al.,
2012).

Quanto ao seu metabolismo, a MOX ndo apresenta interagdes clinicamente

importantes relacionadas as enzimas do citocromo P450 (CYP450) (MILTON et al., 2020),
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sendo considerada um substrato limitado as enzimas do metabolismo CYP em estudo in vitro
com microssomas hepaticos de mamiferos (DUPUY et al., 2001).

1.4.2 Aplicagdes terapéuticas

A MOX ¢ principalmente utilizada no tratamento de parasitoses de importancia
veterindria devido sua estabilidade molecular, versatilidade, eficdcia, seguranca e
lipofilicidade, caracteristica que garante meia-vida longa e, por consequéncia, mais tempo de
protecao contra infec¢des parasitarias (MILTON et al., 2020; PRICHARD et al., 2012). As
doses utilizadas no tratamento das parasitoses variam de 3pug/kg a 2.5mg/kg e podem ser
aplicadas na forma de comprimidos, injecdes, géis, pastas orais ou solugdes topicas
(PRICHARD et al., 2012).

Na atualidade, a MOX ¢ prescrita para o tratamento de um amplo espectro de
parasitas internos e externos como Rhipicephalus (Boophilus) microplus em ovelhas,
Dirofilaria immitis em caes e gatos, Otodectes cynotis em caes, estagios imaturos e adultos de
lombrigas e ancilostomideos em cdes e gatos, tricurideos e vermes pulmonares de caes,
acaros da sarna sarcoptica e acaros do género Demodex, nematddeos em equinos € em
pequenos ruminantes (MILHES et al., 2017; COBB; BOECKH, 2009; ZULALIAN et al.,
1994).

Em humanos, a MOX ¢ utilizada no tratamento de Oncocercose (Onchocerca
volvulus), no entanto ja existem estudos em fase Il que apontam a eficiéncia da MOX em
conjunto com Albendazol contra Tricuriase (7richuris trichiura) em adolescentes (KELLER
et al., 2019). Por ser um microfilaricida potente, de efeito prolongado e ter demonstrado
desempenho clinico superior em relacdo a IVM, a MOX possui potencial para viabilizar e

acelerar a eliminacdo da oncocercose no contexto mundial (MILTON et al., 2020).

1.4.3 Potencial Antitumoral

No que diz respeito ao potencial antitumoral da MOX, poucas pesquisas foram
realizadas. No trabalho de Song et al. (2018) a MOX apresentou atividade antitumoral em
células de glioma das linhagens U251 e C6 in vitro, e in vivo a partir de xenotransplante em
camundongos BALB/c. A MOX, nas concentra¢des de 10, 20, 30, 40 e 50uM foi capaz de
diminuir a viabilidade das células tumorais e apresentou maior citotoxicidade nas linhagens
celulares tumorais que na linhagem celular normal (SVG P12). Ainda in vitro a MOX

diminuiu a capacidade clonogénica, induziu a apoptose, modulou a expressdo de proteinas
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pro-apoptoticas e associadas ao ciclo celular e induziu as células tumorais a parada na fase
GO e G1 do ciclo celular. /n vivo, a MOX foi capaz de retardar o crescimento do xenoenxerto
€ aumentar a taxa apoptotica no tecido tumoral a partir da modulagao proteica demonstrada
nas etapas in vitro.

Na base de dados do PubMed foram identificados apenas 21 trabalhos com as
palavras-chave Moxidectin e cancer, sendo que parte deles ndo utiliza a MOX como
substancia de estudo, apenas como citacdo. Apesar dos escassos trabalhos que demonstram o
potencial da MOX na pesquisa relacionada aos tumores, ja existem estudos que utilizam
outras LMs na terapia antitumoral. Sabe-se, por exemplo, que as avermectinas, subfamilia a
qual pertence a IVM, em estudo realizado por Korystov et al. (2004), foram capazes de
aumentar significativamente a sensibilidade de células tumorais das linhagens Hep-2 e P388
ao taxol e vincristina em um ensaio de sinergismo ou combinagdo. Estas propriedades podem
ser usadas na terapia dos tumores, ao combinar a aplicagdo de avermectinas com preparagdes
antitumorais com o objetivo de aumentar a efetividade dos tratamentos (KORYSTOV et al.,
2004).

Outras avermectinas como a avermectina C e a avermectina Bl também ja se
mostraram potentes agentes antitumorais no tratamento das linhagens de Carcinoma de
Ehrlich, P388, CA-755 e B16 in vivo. Esses dois compostos reduziram em cerca de 70-80% o
crescimento das linhagens tumorais. Quando injetadas apos a administra¢do de vincristina, as
avermectinas foram capazes de aumentar a supressdo induzida pelo quimioterdpico no
crescimento das células do carcinoma de Ehrlich, B16 ¢ P388 (DRINYAEV et al., 2004).

A IVM ¢ bem caracterizada a nivel experimental como um potencial agente
anticancer sendo eficaz no tratamento de linhagens de cancer de ovario humano e linhagem
tumoral NF2 (HASHIMOTO et al., 2009), linhagens de leucemias (SHARMEEN et al.,
2010), linhagens de cancer de mama (DOU et al., 2016) e linhagens de cancer de colon,
glioma, melanoma e carcinoma bronquiolar de ndo pequenas células (MELOTTI et al.,
2014). Tais estudos indicam que a ivermectina ¢ uma op¢ao em potencial para o tratamento
de diversos tipos tumorais. Por possuir semelhangas no mecanismo de acdo da IVM, supde-se
que a MOX também se apresenta como um agente promissor no tratamento do cancer.

No grupo das lactonas macrociclicas, a investigacdo da atividade antitumoral
concentra-se, at¢é o momento, na familia das avermectinas, em especial a ivermectina, uma
vez que esta representa a droga mais estudada e amplamente utilizada do grupo (JUAREZ et
al., 2018). Sua acdo antitumoral ja foi comprovada em células da linhagem de cancer de

mama, entre elas a MCF-7. Por meio da ativacdo dos mecanismos autofdgicos celulares, a
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ivermectina levou a inibi¢ao tumoral tanto in vitro como in vivo, demonstrando seu potencial
quimioterapico, em adi¢do a sua agdo antiparasitaria (DOU et al., 2016).

Gao et al. (2011) utilizaram dois novos compostos de milbemicina, milbemicina f14
e secomilbemicina D, na reversao da resisténcia a multiplas drogas (MDR) de células de
carcinoma de mama humano resistente a adriamicina (MCF-7/adr) in vitro. Foi observado
que ambas as milbemicinas apresentaram potencial para aumentar a citotoxicidade da
adriamicina em relacdo as células MCF-7/adr, sugerindo que os dois compostos de
milbemicina representam agentes promissores para reverter a MDR na terapia do cancer.

Apesar das similaridades e diferengas entre a ivermectina e a moxidectina, além da
comprovada atividade anti-helmintica bem estabelecida (PRICHARD; MENEZ; LESPINE,
2012), ainda sdo poucos os trabalhos que exploram o potencial antitumoral da MOX em

relacao aos trabalhos referentes a IVM.

2. JUSTIFICATIVA

4

O cancer ¢ um conjunto de mais de 100 doengas que possuem em comum O
crescimento rapido e invasivo de células com mutagdes em seu genoma. Essas alteracdes na
expressao ou fungdo de genes essenciais para a manutengao da homeostasia celular provocam
a perda da capacidade da célula em responder aos sinais de proliferagdo, diferenciacdo e
morte, adquirindo autonomia de crescimento e tornando-se independentes de controles
externos e internos (FREITAS ef al., 2010). O tratamento das neoplasias ¢ realizado, de
forma mais frequente, a partir de radio ou quimioterapia, entretanto, ambas as alternativas
ndo apresentam grande seletividade, podendo afetar de forma significativa as células
saudaveis dos pacientes tratados (DE OLIVEIRA et al., 2012).

Além da consideravel inespecificidade de alguns medicamentos antitumorais, que
comprometem parte das células saudaveis do organismo, outro obstaculo clinico enfrentado
no tratamento dos canceres ¢ a responsividade parcial ou inexistente das células tumorais a
drogas quimioterdpicas, o que acarreta na variagdo da eficicia do tratamento de paciente para
paciente (LAGE et al., 2008).

Segundo previsoes de estatisticas globais, em 2050 mais de 20 milhdes de pessoas
serdo diagnosticadas com cancer em todo o mundo. Esse aumento excessivo do nimero de
casos de neoplasias diagnosticadas terd grande influéncia dos casos de cancer colorretal,
prostata e mama, que muitas vezes sao incurdveis em estagios avancados com os tratamentos

atuais (MCGUIRE, 2016). Desta forma, a busca de novos agentes terapéuticos capazes de
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tratar com especificidade e seguranca as neoplasias tem sido um dos grandes objetivos dos
pesquisadores da area da oncologia. Entretanto, o processo de criacdo e testagem de uma
nova droga demanda tempo e investimento, o que ¢ convertido em altos pregos, tornando
muitas das novas drogas inacessiveis (SLEIRE ez al., 2017).

Com o objetivo de aplicar um farmaco em um tratamento diferente daquele para o
qual foi originalmente aprovado, surgiu a filosofia do reaproveitamento ou reposicionamento
de farmacos. A reciclagem de drogas tem recebido interesse como alternativa para a sintese
de novas drogas (PANTZIARKA et al., 2018), obtendo a vantagem de ja possuirem uma
grande variedade de dados ja disponiveis na literatura, reduzindo assim a necessidade de
estudos adicionais de farmacocinética e toxicidade (SLEIRE et al., 2017).

O uso da Moxidectina nos estudos anticincer também surge do reaproveitamento de
farmacos. Possuindo semelhancas farmacologicas e estruturais com outras drogas de sua
familia que ja demonstraram atividade antitumoral, como a ivermectina (JUAREZ et al.,
2018), a MOX também apresenta um grande potencial para demonstrar efeitos antitumorais
que possam auxiliar no tratamento das neoplasias.

Entretanto, sdo escassos os trabalhos que avaliam o potencial antitumoral da
moxidectina. Desta forma, o presente trabalho pretende analisar o efeito antitumoral desta
substancia sobre a linhagem de células tumorais MCF-7, uma vez que seria de grande
interesse conhecer a capacidade de diferentes lactonas macrociclicas em induzir respostas

antitumorais e, se possivel, elucidar seus mecanismos de a¢do no contexto tumoral.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antitumoral da Moxidectina em linhagem tumoral de cancer de
mama.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Avaliar a viabilidade das culturas tumorais e normais ap6s o tratamento com MOX;

- Verificar possiveis alteracdes morfologicas das linhagens celulares utilizadas apods
tratamento com a MOX;

- Determinar a Concentragao Inibitoria Média (ICso) na linhagem tumoral e normal;

- Analisar a influéncia da MOX nos mecanismos celulares de proliferagdo e morte celular.
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4. METODOLOGIA
4.1 Preparacio da MOX

Foram pesados 64 mg de Moxidectina, cedida pela Zoetis Manufacturing (Italia), em
tubo de propileno tipo falcon de 15 mL que, em seguida, foram diluidos em 4 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO) estéril para a obtengcdo da solugdo estoque de concentracdo de
0,025 M. A partir de 10 pL da solugdo estoque e 990 pL de meio DMEM sem suplementacao
foi preparada a solucdo mae, de concentracao igual a 250000 nM, de onde foram realizadas
as dilui¢des para a obtengdo das menores concentracdes de interesse. A concentragdo final de
DMSO nas diluigdes a serem utilizadas nos experimentos nao excedeu 0,1% do volume total.
Para o ensaio de citotoxicidade foram utilizadas as concentra¢des de 1000, 500, 250, 100, 50

e 10 nM com a finalidade de determinar a Concentragao Inibitéria Média (I1Cso).

4.2 Cultura das linhagens celulares

Foram utilizadas as linhagens celulares MCF-7 (linhagem de cancer de mama) e
MCF-10A (linhagem celular epitelial ndo tumorigénica). As mesmas foram mantidas em
garrafa de cultura de 75 cm? com meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
suplementado a 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de antibidtico, em atmosfera de 5%
de CO,, a 37 °C. Quando as células atingiram 80% de confluéncia na garrafa, foram repicadas
para a obtengdo da suspensdo celular e realizagdo dos ensaios posteriormente citados. O
repique foi realizado utilizando Tampao Fosfato-Salino (PBS) para lavagem das células na
garrafa, seguido da adi¢do de ImL de Tripsina 1x para a dissociagdo celular enzimatica
durante 5 minutos a 37 °C. A ag¢do da tripsina foi inibida a partir do acréscimo de 3mL de
meio DMEM + 10% SFB. As células suspensas foram contadas em camara de Neubauer a
partir da coloragdo com azul de Tripan a 0,04%. As células suspensas foram diluidas em meio
de cultura de acordo com a viabilidade e o nimero de células necessarias em cada protocolo

de experimentagao.

4.3 Ensaio de Citotoxicidade

Para a determinagdo da citotoxicidade foi realizado o ensaio de reducdo do 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT). Foram plaqueadas em placas de 96
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pogos de fundo chato 1x10* células e, apds 24h de incubagdo em estufa com atmosfera de 5%
de CO,, a 37 °C (GAO et al., 2010). As culturas foram tratadas com as concentragdes de 10,
50, 100, 250, 500 e 1000 nM de MOX durante 24, 48 ¢ 72h. Ao final de cada tempo de
tratamento, foram adicionados 10 pL de MTT diluido em PBS por poco. As placas
permaneceram incubadas durante 3 horas a 37°C em estufa. Apds a formagao e deposi¢ao dos
cristais, as placas foram vertidas e foram adicionados 100 pL de alcool etilico 99% por pogo
para a diluicdo dos cristais. Em seguida, os pocos foram homogeneizados e a absorbancia de
cada tratamento foi analisada em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 570 nm
(LIU et al., 2014). Os resultados obtidos foram expressos em porcentagem de células viaveis
em relacdo ao controle negativo, sem tratamento.

Foram realizados 3 experimentos independentes em triplicatas. Os dados obtidos
foram analisados através do Excel e do software GraphPad Prism 7 (GraphPad Prism
Software Inc., San Diego, California) para a determinagdo das médias de viabilidade dos
tratamentos e da concentragdo inibitdria média (ICs0). A partir da obtencao da concentracao

inibitoria foram determinadas as concentragdes para os ensaios de ciclo celular e apoptose.

4.4 indice de seletividade

Para avaliar a existéncia de efeito seletivo no tratamento com a MOX foi utilizado o
calculo do indice de seletividade (IS), cuja equagdo se encontra descrita na Figura 2. De
acordo com Zingue et al. (2016) caso a taxa obtida pela divisdo dos valores de ICso das
linhagens celulares nao tumorais (MCF-10A) e tumorais (MCF-7) seja maior que 1.0 (IS >

1.0), assume-se que a substancia testada ¢ mais seletiva para células neoplasicas.

ICsq da linhagem normal

IS =

"~ ICsq da linhagem tumoral

Figura SEQ Figura \* ARABIC 2- Equacéo do Indice de seletividade (I1S) de acordo com  Zingue et
al. (2016). O modelo tem como objetivo demonstrar se a MOX possui efeito seletivo para a linhagem
tumoral.

4.5 Avaliacao da morfologia celular

Para avaliacdo da morfologia da linhagem MCF-7 em resposta ao tratamento com a
MOX, foram cultivadas 2,5x10* de células por po¢o em placas de 24 pogos que foram
incubadas durante 24 horas. Apds a incubacao, foram adquiridas micrografias dos pogos

anteriormente ao tratamento com MOX para posterior comparacdo. Logo apos, foi realizada a
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adi¢do de 400 pL das concentragdes de 25, 50 e 100 nM de MOX as culturas e, em seguida,
foram capturadas 3 imagens de cada um dos grupos de tratamento, de dois experimentos
independentes, antes e ap6s 48h de exposi¢do das células a MOX.

As micrografias foram tiradas através da utilizacdo de um microscopio invertido
com camera fotografica acoplada e objetiva de 20 vezes. As fotografias foram analisadas no
software Imagel] para avaliacdo do formato celular, nimero aproximado de células por
campo, presenca de vacuolos, encolhimento celular, alteracdes de adesdo, presenga de bolhas
na superficie celular e alteragdes nucleares (ALSAEDI et al., 2019; LIU et al., 2017).

As alteragdes observadas foram classificadas como leves/ausentes, quando presentes
em até 30% das células; moderadas, quando presentes em 30 a 50% das células; e intensas,

quando presentes em 50% ou mais das células presentes nos campos analisados.

4.6 Apoptose e Ciclo celular

Foram plaqueadas 2,5x10* de células da linhagem MCF-7 em placas de 48 ou 24
pogos durante 24 horas, até a adesao das mesmas e formagdo da monocamada, em seguida, as
mesmas foram tratadas por 48 horas com as concentragdes de 25, 50 ¢ 100 nM de MOX.
Apds o tempo de tratamento das culturas, os pogos foram lavados com 200 pL de PBS em
temperatura ambiente e em seguida, foram utilizados de 150 a 200 pL de Accutase por pogo
durante 3 minutos a 37 °C para a realizacdo da desagregagdo celular enzimatica. A acdo da
accutase foi interrompida com a adigdo de meio DMEM suplementado com 10% de SFB. A
suspensdo celular obtida foi transferida para eppendorfs e centrifugadas sob refrigeragao
durante 5 minutos a 1200 rpm. O sobrenadante foi descartado e os pellets obtidos foram
lavados em 1 mL de PBS. Para a avalia¢do do ciclo celular as células foram rapidamente
ressuspensas em 1 mL de 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 5 mM, centrifugadas
durante 5 minutos e, em seguida, 1 mL de alcool etilico 70% diluido em agua MiliQ foram
adicionados para a fixacdo das células. As mesmas foram incubadas em freezer durante 48h.
Apoés a incubagdo foram adicionados 500 pL de PBS contendo 1% de Albumina Sérica
Bovina (BSA) as células seguida de centrifugacdo e lavagem com PBS 1x. As células foram
ressuspensas em 300 pL. de solug¢do contendo Triton a 0,1%, Ribonuclease (RNase) a 20
mg/mL e lodeto de propideo (IP) a 50 ug/mL. Em seguida, as células foram incubadas
durante 30 minutos em estufa a 37°C protegidas da luz e levadas para leitura em citometro de

fluxo Guava easyCyte™ HT System.
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ESC-HLog :: Side Scatter (S5C-HLog)

Foram adquiridos 10.000 eventos por amostra no gate de interesse apds a verificacao
da populagdo celular através dos parametros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) na
escala logaritmica. Para andlise do ciclo celular foi utilizada o histograma da florescéncia da
area do canal vermelho (red-B) como parametro de leitura. O programa FlowJo™ Software
(Versao 10, Becton, Dickinson and Company, 2019) e o seu aplicativo de analise
semiautomatica do ciclo celular baseado no modelo de Dean-Jett Fox (DJF) foi utilizado para
a descriminagao das fases do ciclo.

Para a avaliacdio da apoptose as células, apds desagregacdo enzimatica e
centrifugacao, foram ressuspensas em 1 mL de PBS 1x gelada, novamente centrifugadas e
marcadas com o Apoptosis Kit (BD), sendo adicionados 100 pL de solu¢do contendo
Anexina V (ANX), lodeto de propideo (IP) por 15 minutos e depois mais 200ul. do tampao
de fixagdo para a diluicdo dos marcadores de acordo com as instrucdes do fabricante. As
mesmas foram incubadas durante 15 minutos sob refrigeracdo e protegidas da luz e
rapidamente levadas para leitura em citometro de fluxo (CROWLEY et al., 2016).

Foram adquiridos 10.000 eventos por amostra no gate de interesse apds a verificacao
da populagdo celular através dos parametros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) na
escala logaritmica. Para analise da apoptose foram utilizados dot plots formados pelos
parametros de florescéncia dos canais verde (GREEN-B) referentes a anexina 5-FITC e do
canal vermelho (RED-B) resultantes da marca¢ao das células com iodeto de propidio, sendo
os dois na escala logaritmica. As leituras adquiridas foram analisadas através do programa

FlowJo™ Software (Versao 10, Becton, Dickinson and Company, 2019) (Figura 3).

FSC-HLoa - Foreard Scatter (FSC-HLoal

Figura SEQ Figura \* ARABIC 3- A esquerda, método de identificacio da populagéo de interesse a
partir dos parametros de tamanho (FSC) e granulosidade (S3C) na escala logaritmica. A direita, dot plot

formado pelos parametros de fluorescéncia obtidos nos canais verde (GREEN-B), referente 4 marcacio

com Anexina 5-FITC (ANX), e canal vermelho (RED-B), referente & marcacdo com iodeto de propidec
(IP), na escala logaritmica. No grafico Q1 se refere 4 populagdo marcada apenas com ANX, indicando

apoptose inicial, Q2 se refere a populagdo celular com dupla marcagdo, indicando apoplose tardia, Q3

se refere 4 populac@o marcada apenas com IP, indicando necrose, e por fim G4 se refere & populacao

duplo negativa, indicando a populacdo de células vidveis.
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4.7 Analises estatisticas

Os dados foram expressos como média ou média + desvio padrdo. A andlise dos
dados foi realizada empregando os testes one-way ANOVA, para dados com distribuicao
normal ou Kruskal Wallis, para dados com distribuicdo nao normal. As andlises estatisticas
foram realizadas a partir do software GraphPad Prism 7 (GraphPad Prism Software Inc., San

Diego, California). O valor de P foi considerado significante quando menor que 0.05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Citotoxicidade e seletividade da MOX

Para observar se a MOX ¢ capaz de reduzir a viabilidade celular seletivamente, as
linhagens normais e tumorais foram usadas no ensaio de citotoxicidade fundamentado pela
redu¢do do MTT, com diferentes concentragdes e tempos de tratamento.

Foram testadas as concentragdes de 10, 50, 100, 250, 500 ¢ 1000 nM de MOX
durante 24, 48 e 72 horas em ambas as linhagens celulares. As figuras 4 e 5 exibem,
respectivamente, a viabilidade das culturas de MCF-7 ¢ MCF-10A apo6s os tempos de

tratamento.
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Figura 4- Mox inibe a viabilidade das células da linhagem MCF-10A apos tratamento com as concentragdes indicadas nos graficos durante 24, 48 e 72
horas de tratamento. *P<0,05 em relagio ao controle negativo (NC) e #P<0,05 em relagdo ao controle positivo (PC).
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Figura 5- Mox inibe a viabilidade das ceélulas da linhagem MCF-7 apos tratamento com as concentrages indicadas nos graficos durante 24, 48 e 72 horas
de tratamento. *P=0,05 em relagio ao controle negativo (NC) e #P<0,05 em relagéo ao controle positivo (PC).
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Na linhagem tumoral (MCF-7) ndo foram observadas alteragdes significativas
(p>0,05) na viabilidade apds as primeiras 24h de tratamento com a MOX. Em todas as
concentragdes utilizadas, a viabilidade média das culturas permaneceu semelhante ao
controle negativo (NC), apresentando diferenca estatistica apenas em relagdo a média da
viabilidade do controle positivo (PC).

Ap0s 48h de tratamento, as culturas apresentaram queda significativa da viabilidade,
indicando maior tendéncia citotdxica do composto até mesmo nas concentragdes mais baixas.
Nao foi possivel observar efeito dose-dependente em nenhum dos tempos de experimento. Os
tratamentos diminuiram a viabilidade em quase metade em comparagdo ao controle negativo
(NC), sendo a maior média de viabilidade pertencente a concentracdo de 100 nM, com
67,15% das células vidveis e a menor média pertencente a concentragdo de 10 nM, com
53,31% das células viaveis.

Nas 72h de tratamento a MCF-7 demonstrou uma recuperacdo da viabilidade,
apresentando mais da metade de células vivas em todas as concentragdes, sendo a menor
média equivalente a 60,95% no tratamento com a diluicdo de 100 nM. Assim como nos
tempos anteriores, a MOX a 100 nM demonstrou resposta diferenciada em relagao aos outros
grupos.

O padrdo de resposta nas células normais diferencia-se de forma clara da que ¢
observada nas células tumorais. Nas células MCF-10A foi possivel perceber uma menor
viabilidade nas primeiras horas de tratamento, com 76,8% de células vivas em média, em
relagdo a MCF-7, que apresentou uma média de 95,1% de viabilidade nos tratamentos, tendo
a MOX reduzido de 20 a 30% do numero de células vivas das culturas.

Com exceg¢ao da concentracao de 1000 nM em 72h, todas as dilui¢des de MOX em
todos os tempos de tratamento apresentaram viabilidade semelhante entre si na MCF-10A,
com variacdo de 10% para mais ou para menos € nunca reduzindo a viabilidade média a
valores menores que 50%, demonstrando certa estabilidade na linhagem normal, o que fica
melhor evidenciado na curva de dose-resposta (Figura 5).

Os resultados obtidos indicam uma redu¢do seletiva da viabilidade das culturas,
sendo a linhagem tumoral mais suscetivel a citotoxicidade da MOX. Em outro estudo a MOX
também ja havia apresentado efeito seletivo em linhagens tumorais de glioma (C6, U251)
induzindo a um expressivo decaimento da viabilidade das linhagens tumorais em relagdo a

uma linhagem de astrécito normal (SVG p12) (SONG et al.,2018).
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5.2 Determinacio da ICso e indice de seletividade

A concentracdo inibitéria média quantifica a concentragdo de inibidor necessaria
para reduzir pela metade a taxa de reacdo de uma resposta observada em condi¢des de ensaio
especificas (BURLINGHAM; WIDLANSKI, 2003). Deste modo, utilizando os dados
previamente obtidos nos ensaios de citotoxicidade, foram determinadas as ICso em ambas as
linhagens em cada um dos tempos de tratamento. Os resultados expressos em nM estdo

dispostos na Tabela 1.

Linhagem 24h 48h T72h
MCF-7 7805 nM 29.61 nM 206,9 nM
MCF-10A 1819 nM 1122 nM 576,7nM

Tabela 1- Concentracdo inibitéria média da MOX nas linhagens MCF-7 e MCF-10A nos tempos de
tratamento de 24, 48 & 72 horas.

Apesar da alta concentragdo necessaria para eliminar 50% da populacdo de
MCF-10A em 24h, o valor da IC tende a diminuir no decorrer do tempo de tratamento,
podendo indicar efeito tempo-dependente do tratamento da MOX.

Com base em trabalhos anteriores que demonstram atividade da MOX no processo
de replicagdo celular (SONG et al., 2018), outra possibilidade seria que a MOX possuiria
efeito citotoxico tanto em células normais quanto tumorais, entretanto, pela MCF-7 possuir
maior tempo de replicacdo (de 1.8 dias (SWEENEY et al., 1998) até 29 horas (ATCC, 2021))
as culturas ndo conseguiriam se recuperar na mesma velocidade que a linhagem MCF-10A
(tempo de replicagdo entre 48 (GAJEWSKI et al., 2007) e 19,4 horas (STARCEVIC et al.,
2003)). Por seu processo replicativo ser mais rapido, as células da linhagem normal
conseguiriam reestabelecer sua viabilidade mesmo apds o efeito citotoxico da MOX, isso
explicaria a falta de tantas discrepancias na média de viabilidade entre os diferentes tempos
de tratamento. No entanto, com o passar do tempo e maior periodo em contato com a MOX
na cultura, a linhagem normal perderia a capacidade de recuperagdo rapida da viabilidade,
justificando o decaimento do nimero de células vivas no tratamento de 72h.

A MOX, em MCF-7, apresentou em 48h uma ICs, cerca de 7 vezes maior que o
observado na linhagem normal. Apds 48 horas de tratamento, houve um aumento da

toxicidade da MOX na linhagem normal, entretanto, o valor da ICs, na MCF-7 ainda
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demonstrou ser duas vezes menor nas células tumorais que o requerido para inibir 50% da
populacdo normal de células da linhagem MCF-10A.

Os valores de ICs0 da MOX na MCF-10A tiveram queda decrescente, diminuindo
em quase metade a cada intervalo de 24 horas. O intervalo de 72 horas de tratamento foi
identificado como o de maior toxicidade da droga na linhagem normal, onde a MOX, com
uma concentracdo equivalente a quase metade da IC de 24 e 48 horas, induziu a morte de
50% da populacao de células. Esses resultados indicam que, diferentemente ao que ocorre na
linhagem tumoral, a MOX talvez possua um efeito tempo-dependente na linhagem
MCF-10A, onde quanto maior o tempo de exposicao das células epiteliais a droga, maior a
citotoxicidade do composto, mesmo em concentracdes pequenas. Em suma, seriam
necessarios estudos mais aprofundados para determinar o mecanismo de a¢do da MOX na
linhagem ndo tumorigénica de mama, MCF-10A.

Ainda avaliando a citotoxicidade da MOX nas linhagens MCF-7 e MCF-10A foram
feitas regressdes lineares com o intuito de verificar as curvas de dose resposta baseadas na
ICso de ambas as linhagens (Figura 6). E possivel observar um comportamento mais
homogéneo da MOX nas curvas da linhagem normal, o que ndo se repete na linhagem
tumoral. Ao contrario da resposta observada nas células de MCF-10A, a MOX mostrou um
efeito mais instavel nos diferentes tempos de tratamento da linhagem neoplasica, o que indica

um efeito seletivo da lactona macrociclica.
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Figura 6- Os graficos expressam as curvas de dose resposta da MOX nas linhagens celulares

MCF-10A & MCF-7. Os dados estio expressos como média £ DP.

De acordo com Juarez et al. (2020) a ICso do quimioterapico padrio para o
tratamento de neoplasias mamarias ER positivas como a MCF-7, o Tamoxifeno, ¢ de 2,8 uM.

Em comparagdo com os resultados obtidos neste trabalho e a comparagao com o observado
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na literatura, apesar de demonstrar ser necessario o triplo da IC do tamoxifeno para realizar o
mesmo efeito nas 24h de tratamento, a MOX exibiu melhor performance nos tempos de 48 e
72h que a droga padrao utilizada na terapia oncologica.

Em comparacdo a outras lactonas macrociclicas como a IVM, a MOX apresentou
valor oito vezes menor de ICso durante 72h de tratamento na linhagem MCF-7 (ICso [IVM-
1,66 uM) (JUAREZ et al., 2020). Também utilizando a linhagem de carcinoma mamario,
Xiang et al. (2010) durante 48h tratou as células com as lactonas Milbemicina A4 (MB A4 -
21.230 + 2.280 uM), Milbemicina oxime 4 (MBO A4 - 11.860 = 2.63 uM) e Milbemicina f1
(MB f1-12.610 + 2.301 uM) e obteve valores de ICso muito acima do observado no mesmo
tempo de tratamento com a MOX (MB A4 - cerca de 2200 vezes maior; (MBO A4 - 400
vezes maior; MB f1 - 420 vezes maior). Em seu trabalho, Gao et al. (2011) obteve os
seguintes valores de ICso: Milbemicina 14 (15.86 = 1.59 uM), Secomilbemicina D (18.37
+ 0.42 uM). Tais divergéncias nos valores da concentragdo inibitoria média entre outros
compostos pertencentes a familia das lactonas macrociclicas ¢ a MOX confirmam a
citotoxicidade das lactonas macrociclicas em linhagem tumoral de cancer de mama e
demonstram o alto potencial terapéutico da Moxidectina, que ¢ capaz de reduzir a viabilidade
das células de MCF-7 em concentragdes muito baixas.

Dentre os tempos de tratamento, a curva correspondente as 48 horas da MCF-7
demonstrou-se a mais estavel, sendo este o critério escolhido para a utilizagdo da MOX nos
experimentos posteriores, utilizando concentragdes proximas a ICso de 48h da MCF-7 (29,61
nM).

Com o objetivo de observar se a MOX apresentou resposta seletiva, ou seja, agindo
de forma diferenciada na linhagem tumoral, causando maior perda de viabilidade em
concentragdes ndo danosas as linhagens normais, foi utilizado o Indice de Seletividade. O
modelo visa verificar quanto a resposta da linhagem tumoral ao tratamento ¢ diferente da
resposta observada na linhagem nao tumorigénica através de uma simples razao entre os
valores de ICso. A equacdo encontra-se descrita na Figura 4, previamente citada. Para Zingue
et al. (2016), um resultado com o indice de seletividade > 1.0 indica que a substancia
utilizada foi mais ativa nas linhagens tumorais do que na linhagem ndo tumoral. Os valores

do IS podem ser observados na Tabela 2.
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24h 48h 72h
Valor do IS 0,23 37.89 2.78

Tabela 2- Valores do IS das IC50 das linhagens MCF-7 e MCF-10.

Com exceg¢ao das 24 horas de tratamento, todos os valores de IS foram maiores que
1.0, indicando alta seletividade da MOX pela linhagem tumoral, afetando as células
neoplasicas de forma mais especifica sem tantos danos as células normais. O mecanismo pelo
qual a MOX induziu a diminui¢do da viabilidade das células tumorais foi investigado através
de avaliagdo da morfologia celular, ensaio de apoptose e ciclo celular apds o tratamento com

a MOX durante 48h, cujos resultados serdo apresentados adiante.

5.2 Morfologia celular

Considerando os dados de ICs,, o tempo e a seletividade, foram investigados os
efeitos da MOX na linhagem tumoral em 48h objetivando explorar os mecanismos associados
a citotoxicidade. A linhagem celular MCF-7 ¢ uma linhagem de células aderentes que
formam agrupamentos compactos com células em formato poligonal epitelial tipico. Nas
colonias, as células apresentam contato proximo umas com as outras € algumas sofrem
variacdo de formato nas bordas, apresentando formato fibrobléstico e se distanciando do
agregado celular (COMSA et al. 2015).

Para o estudo morfologico foram adquiridas imagens das c€lulas e as mesmas foram
avaliadas quanto ao seu formato, alteracdes nucleares visiveis, presenga de vacuolos ou
granulos em seu citoplasma, tamanho, alteracdes na aderéncia celular e presenca de
brotamentos na membrana. O nimero de células por foto foi contabilizado bem como o
numero de células danificadas ou aparentemente mortas, sendo, ao final da anélise, foi gerada
uma média de cada um dos tratamentos. As micrografias podem ser observadas na Figura 7

seguidas da descri¢ao dos achados morfologicos.
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Figura 7- Efeito da Moxidectina na morfologia das células da linhagem MCF-T7 tratada nas
concentragdes de 25, 50 ¢ 100 nM de MOX durante 48h. (A-C) Micrografia das culturas de MCF-7 antes do
tratamento com a MOX. As células foram plaqueadas em uma concentragio de 2,5x 10" suspensas em 400 pL de
meio suplementado. As fotos foram tiradas apds 24h de mcubagio das placas a 37°C e atmosfera de CO2 a 3%,
(D-F) Micrografia das culturas tratadas com MOX 25 nM durante 48h. Destacam-se os prolongamentos
citoplasmaticos € o aumento do volume celular. (G-I} Micrografia das culturas tratadas com MOX 50 nM
durante 48h. Sinais apoptditicos evidentes podem ser observados na cultura como diminuicio do volume celular,
alteragdes nucleares e presenca de vacnolos citoplasmaticos aberrantes. (J-L) Micrografia das culturas tratadas
com MOX 100 nM durante 48h. Sinais de apoptose tardia podem ser observados como grinulos apoptoticos,

Nas culturas anteriores ao tratamento foram contabilizadas em média 77,6 células

por foto, sendo que destas, menos de 0,5% apresentou morfologia alterada ou indicativa de

morte, como reducdo do volume celular, formato arredondado e perda aparente da aderéncia.
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As células possuiam morfologia heterogénea variando entre uma aparéncia ora fusiforme ou
poligonal, ora estrelada, com prolongagdes citoplasmaticas. Colonias celulares compactas
foram observadas, indicando intensa adesdo entre as células préximas. O nucleo era de boa
defini¢do e facilmente distinto do citoplasma, que ndo evidenciava a presen¢a de vactolos ou
granulos.

Ap0s as 48h de tratamento com MOX a 25 nM, as células apresentaram morfologia
homogénea, de formato estrelado e com longos prolongamentos citoplasmaticos e volume
celular aumentado. Foram observadas em média 63 células por foto, onde menos de 5%
aparentava sinais de morte celular evidente. A membrana nuclear sofreu alteragdes que
diminuiram a nitidez dos nucleos e a granulagdo no citoplasma foi considerada leve. Também
foi possivel observar, ainda que em pequena quantidade, sinais de brotamentos na membrana
de algumas células.

As células tratadas com MOX a 50 nM apresentaram média de 68 células por foto,
sendo que cerca de 50% evidenciava sinais de morte celular sendo eles a redu¢do do volume
celular, forma da membrana indefinida, perda da adesdo com a placa e/ou com as células
vizinhas e nucleo indefinido. Foi observado o aumento do espago intercelular e reducdo do
numero de células nos agrupamentos. Foi possivel verificar a presenga intensa de
vacuolos/granulos no citoplasma celular bem como de bolhas ou vacuolos aberrantes,
podendo até mesmo ser bem maiores que as proprias células.

Os sinais morfologicos de morte celular se tornaram ainda mais evidentes e intensos
nas células tratadas com a MOX em 100 nM. Das 55 células observadas por foto, em média,
menos de 30% ainda aparentavam viaveis. As células observadas aparentavam invidveis, com
fortes indicios de dano celular ou colapsadas e ndo foi possivel identificar o nucleo de grande
parte delas (fenomeno melhor observavel na imagem K). Numerosos vactiolos foram
observados nas células que ainda possuiam a membrana estavel, bem como indicios de
brotamentos. Nao foi possivel observar agrupamentos celulares devido a intensa degradagao
das culturas. Foram observados diversos granulos/debris dispersos, acredita-se que sejam
corpos apoptoticos indicativos de apoptose tardia.

O processo apoptotico ¢ um fendomeno fisiologico muito bem regulado de morte
celular programada que desempenha papel relevante na homeostase de diferentes tecidos em
resposta a numerosos estimulos em seres multicelulares. (BERGANTINI et al., 2005; BRAS
et al., 2005). E caracterizada por alteragdes no citoesqueleto que induzem contragdo celular,

fragmentacao do DNA, condensagdo da cromatina levando a aparéncia de nucleos picnoticos,
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formagdo de vesiculas sem perda de integridade da membrana e sem resposta inflamatoria
(DUARTE, 2010).

O inicio do processo de morte programada se da a partir do reconhecimento de um
sinal de morte seguida da ativagdo de proteases asparticas denominadas caspases que podem
ser dividas em caspases efetoras e caspases iniciadoras. A partir da detec¢dao do dano celular,
as caspases iniciadoras (caspases 8 e 9) sdo ativadas a partir de procaspases inativas e passam
a ativar as caspases executoras (caspases 3, 6 ¢ 7) (D’ARCY et al., 2019). A ativagdo de
proteinas executoras dé inicio a uma cascata de eventos que resulta na fragmentacdo do
DNA, destruicdo de proteinas nucleares e do citoesqueleto, reticulagdo de proteinas,
expressdo de ligantes que facilitem o reconhecimento de células apoptoticas pelas células
fagociticas e a formacao de corpos apoptoticos (POON et al., 2014).

Dentre as alteragdes morfologicas provocadas pela apoptose destacam-se, na fase
inicial, o encolhimento celular, que torna o citoplasma mais denso, ¢ a formagao de nucleos
picnoéticos, que sdo resultado da condensag@o da cromatina, sendo esta a caracteristica mais
marcante do processo apoptotico. Na fase tardia, a formacdo de bolhas ou ‘blebs’ na
membrana plasmatica, decorrente da perda da estabilidade do citoesqueleto, ocorre seguida
da cariorrexe e separacdo de fragmentos celulares em corpos apoptoticos durante um
processo denominado "brotamento". Os corpos apoptdticos consistem em materiais
citoplasmaticos com organelas compactadas e que podem conter ou ndo um fragmento
nuclear (ELMORE et al., 2007).

Diante deste conhecimento e de todas as alteracdes observadas na morfologia das
células de MCF-7 apo6s o tratamento pode-se afirmar que a MOX induziu as células tumorais
a entrarem em processo de apoptose. Foi possivel observar com maior clareza os sinais de
apoptose inicial na morfologia das células tratadas com MOX 50 nM e, em contrapartida, os
sinais de apoptose tardia se mostraram mais visiveis no tratamento com a MOX 100 nM.

A fim de elucidar um possivel mecanismo de indu¢do da apoptose foram realizados

os ensaios de ciclo celular e apoptose/necrose por citometria de fluxo.

5.3 Avaliacio do ciclo celular

O processo de proliferacdo e escape dos mecanismos de morte celular sdo duas das
principais caracteristicas das células tumorais (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Visando

observar o mecanismo possivelmente envolvido no processo de morte celular induzido pela
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MOX, o ciclo celular das células tumorais foi avaliado, sendo estes dados dispostos na Figura
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Figura 8- O grafico representa a porcentagem de células da linhagem MCF-7 distribuidas nas fases
G1, 5 e G2 do ciclo celular apés o tratamento com MOX durante 48h. Os dados estio expressos
como media + DP. *P <0,05 em relagio ao controle negativo (NC).

8.

A MOX, nas concentragdes de 50 e 100 nM, causou a estagnacao das células na fase
S do ciclo celular, o que indica um efeito antiproliferativo do composto. Destaca-se o
decréscimo discreto do nimero de células em repouso ou no inicio do processo de mitose
(GO/G1) seguido do aumento da populagdo de células estacionadas na fase de sintese nos
tratamentos com as concentragdes mais altas de MOX.

O ntmero de células na fase G1 foi proximo em todos os grupos representando de
70 a 60% das células analisadas. Na fase S, a MOX 25 nM apresentou 4,5 vezes mais células
que o NC, a MOX 50 nM apresentou 7,5 vezes mais células que o NC e a MOX 100 nM
apresentou 7,2 vezes mais cé€lulas que o NC. Na fase G2, todos os grupos também

apresentaram uma média de células semelhantes (Figura 9).
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Nas células eucarioticas o ciclo celular ¢ dividido em quatro fases distintas. G1 ¢ a
fase inicial a qual as células saem do estado de repouso e se preparam para o processo de
replicagdo do DNA. Durante esta fase a célula integra os sinais mitogénicos e inibidores do
crescimento € toma a decisao de seguir, parar ou sair do ciclo celular. A fase S ¢ definida
como o estagio em que ocorre a sintese de Acido Desoxirribonucleico (DNA). G2 é a
segunda fase, a qual a célula se prepara para o processo de divisdo. M significa mitose, a fase
em que os cromossomos replicados sdo segregados em nucleos separados e a citocinese
ocorre para formar duas células-filhas (JOHNSON et al., 1999).

Durante cada etapa do ciclo dois mecanismos bésicos participam da regulacdo e
controle da transicdo entre as fases e de pontos de verificacdo, que monitoram a finalizacao
de eventos criticos. O primeiro tipo de controle envolve uma familia de quinase altamente
regulada que necessita de associagdo com uma subunidade de ciclina, sendo esta expressa
temporariamente no periodo apropriado do ciclo celular. A partir da associagdo surge um
agrupamento denominado quinase dependente de ciclina (CDK). A fosforilagio e
desfosforilagdo ajustam a atividade dos complexos ciclina CDK, garantindo transi¢des bem
delineadas entre os estagios do ciclo celular (OTTO et al., 2017; COLLINS et al., 1997).

O segundo mecanismo envolvido no controle da progressdo do ciclo celular sdo os

pontos de checagem ou checkpoints. Eles sdo responsaveis por detectar falhas nos eventos
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criticos de cada etapa e sdo capazes de inativar as CDKs em resposta a danos no DNA
(OTTO et al., 2017; COLLINS et al., 1997).

Nas células tumorais o ciclo celular tem atividade aberrante resultado de mutagdes
nas vias de sinalizacdo ou de modificagdes em genes codificantes de proteinas relacionadas
ao ciclo celular. O descontrole da maquinaria de replicacdo celular ¢ determinante para a
progressdo dos canceres e garante uma vantagem proliferativa em relagdo as suas
contrapartes normais, sendo esta uma das caracteristicas mais marcantes das células
neoplasicas (FOUAD; AANEI, 2017; OTTO et al., 2017).

No estudo de Song et al. (2018) a MOX também foi responsavel pelo
aprisionamento de células de glioma durante o ciclo celular, no entanto, as células tumorais
sofreram a interrup¢cdo em uma fase diferente, sendo esta a fase GO/G1. A estagnagdo se deu
através da diminui¢do da expressdao de CDKs como CDK2, CDK4, CDK6 e ciclinas como
ciclina D1 e E.

Os complexos de ciclina E-CDK2 sdo responsaveis pela fosforilagdo de diversas
proteinas essenciais para a progressao do ciclo celular, replicacio do DNA e duplicagdo do
centrossoma, como histona H1 e E14/NPAT (VERMEULEN et al., 2003; MA et al., 2000).
Durante a fase S, a ciclina E ¢ rapidamente degradada e CDK2 se associa com a ciclina A2,
recém-sintetizada, para formar complexos de ciclina A-CDK2 ativos (OTTO et al., 2017).

Os complexos de ciclina D-CDK4/6 ativos fosforilam diversos alvos celulares, como
a proteina supressora de tumor do retinoblastoma e as proteinas p107 e p130, que permitem
assim que os fatores de transcricdo ativem a transcrigdo de uma infinidade de genes
envolvidos na entrada da fase G1 e progressdo do ciclo celular da fase G1 para a fase S,
replicagdo do DNA, modificacdo na estrutura da cromatina, segregacdo cromossomica ¢ a
ativacao do ponto de verificagdo da montagem do fuso (OTTO et al., 2017, VERMEULEN et
al., 2003).

Na linhagem MCF-7, a MOX aparentemente ndo foi capaz de diminuir a expressao
das CDK 4 e 6 e da ciclina D1 como observado no trabalho de Song et al. (2018), por ndo
demonstrar alteragcdes na populagdo celular presente na fase G1. Por haver aprisionamento
das células na fase S, a MOX, assim como na linhagem de glioma, poderia alterar a expressao
da CDK2 e/ou da ciclina E, que possuem atividade na fase S do ciclo celular, diminuindo a
disponibilidade desses dois complexos proteicos e impedindo a sequéncia de eventos da fase

de Sintese da replicagdo celular.

39



Outro mecanismo possivel ¢ a diminui¢do da expressao da ciclina A, que também se
encontra intimamente ligada a progressao da fase S. Ela também ¢ responsavel pela ativagdo
da CDK2 e, quando associadas, regulam o inicio da replicagio do DNA a partir da
fosforilagdo da Polimerase a-primase (PELLEGRINI et al, 2012; VERMEULEN et al.,
2003).

Outras drogas também sdo capazes de induzir o aprisionamento das células tumorais
na fase S do ciclo celular como a Shikonina, que impede o avanco da fase S em células de
leucemia mieloide através do aumento da expressao do inibidor de CDK P21 (HAO et al.,
2020). Outros pesquisadores apontam drogas capazes de reter células da linhagem MCF-7 na
fase de Sintese do ciclo celular como Chen et al. (2008), que apontaram como a selenocistina
induziu a parada na fase S via diminui¢do da expressdo das ciclinas A, D1 e D3 e CDKs 4 e
6, com inducao concomitante de p21wafl/Cipl, p27Kipl e p53. A parada na fase S também ¢
especulada como um dos mecanismos de sensibilizacdo do Resveratrol nas células da
linhagem MCF-7, de acordo com Casanova et al. (2012), devido ao aumento dos niveis de

p-Chk2 e diminui¢do da expressdo de ciclina A.

5.4 Inducao da morte celular

Além da maior vantagem adaptativa, as células tumorais também exibem outra
caracteristica marcante para sustentar seu desenvolvimento, sendo esta a fuga dos
mecanismos de morte celular (FERNALD et al., 2013). Desta forma as células tumorais
desenvolvem diversos mecanismos de evasao da morte celular a partir da modulagdo de
sinais apoptdticos a nivel gendmico e proteico. Portanto, drogas capazes de alterar a
resisténcia tumoral & apoptose sdo de grande valia no tratamento oncologico (WONG et al.,
2011).

Para ratificar os resultados observados na avaliacdo morfologica das células de
MCF-7 e verificar mecanismo pelo qual a MOX diminui a viabilidade das culturas a partir do
aprisionamento na fase S do ciclo celular, foi realizado um teste de avaliacdo da morte celular

(Figura 10).
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Figura 10- O grafico demonstra a porcentagem de células da linhagem MCF-7 encontram-se
viaveis, em estado de apoptose inicial, tardia ou necrose apos tratamento com MOX durante 48
horas. Os dados estdo expressos como media £ DP. *P <0,05 e ** P <0,01 em relagéo ao controle
negativo (NC).

Foi observado um aumento do nimero de células entrando no processo de apoptose
inicial, em especial das concentragdes de 50 e 100 nM, que demonstraram diferenca
significante (p< 0,05) em relacdo ao NC. Além da reducdo da viabilidade em mais da metade,
foi possivel observar um leve efeito dose-dependente do nimero de células encontradas em
apoptose inicial. A concentragao de 100 nM apresentou grande instabilidade nos resultados,
apresentando um grande nimero de células em apoptose tardia.

Os eventos com marcagdo indicativa de necrose nao tiveram evidéncia, devido ao
baixo numero de eventos observados nesta fase. Tal dado pode indicar que a morte celular
observada nos grupos de tratamento foi induzida e seletiva, ja que o processo necrdtico ¢
caracterizado por ser inespecifico e ndo controlado (D’ARCY et al., 2019).

A concentragdo de 100 nM apresentou quase a mesma média de células na fase de
apoptose inicial e na fase da apoptose tardia. No entanto, os resultados observados nos
experimentos anteriores com esta concentracdo podem indicar instabilidade farmacologica.

No processo de morte celular programada existem duas vias principais: a via
extrinseca ou do receptor de morte e a via intrinseca ou mitocondrial. A ativa¢do da via
intrinseca mediada pela mitocondria ¢ dirigida pelas proteinas da familia Bcl-2 e ¢ um dos
principais mecanismos envolvidos na fun¢do de drogas antitumorais. Bcl-2 ¢ uma molécula
efetora e ¢ uma potente supressora de apoptose. Bax/Bcl-2 regula a liberacdo do Citocromo C

da mitocondria para o citoplasma da célula, e o citocromo c, quando no citosol, inicia
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cascatas de caspases (como a caspase-3/9), o que leva a apoptose celular (D’ARCY et al.,
2019; POON et al., 2014; ELMORE et al., 2007).

Segundo Song et al. (2018), a MOX induziu a apoptose em células de glioma a
partir da diminuicao da expressdao da proteina anti-apoptotica Bel-2 e aumento concomitante
da expressdo da proteina pré-apoptotica Bax in vitro. In vivo a MOX foi capaz de aumentar a

expressao das caspases - 3 e -9.

6. CONCLUSAO

A Moxidectina foi testada em linhagem normal de mama (MCF-10A) ¢ em
linhagem de carcinoma mamario (MCF-7). A partir dos resultados obtidos ¢ possivel concluir
que a MOX apresenta seletividade no tratamento antitumoral, apresentando maior
citotoxicidade na linhagem tumoral de mama (MCF-7) comparada a linhagem normal
(MCF-10A). Além disso, o tratamento com a MOX induziu alteragcdes morfologicas € morte
por apoptose, com maior frequéncia de células na fase S do ciclo celular, sugerindo que a
parada nesta fase da divisdo celular possa induzir a célula a morte, conforme o esquema

abaixo (Figura 11).

42



Preparacio para divisdo %

!
e o o
G2 M

Apoptose {1 MOX ——

AS Gl

Duplicacdo do

s’ T
/GU &

Fora do
ciclo

Figura 11- Esquema hipotético do mecanismo antitumoral da MOX induzindo citotoxicidade
seletiva em linhagem tumoral MCF-7.

Crescimento
celular

Desta forma a MOX apresenta potencial como droga antitumoral bloqueando o ciclo
celular e induzindo a apoptose, podendo ser aprofundado o estudo em ensaios pré-clinicos e

clinicos ampliando o arsenal terapéutico de drogas antineoplasicas.
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