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RESUMO

O cancer € uma das principais causas de morte em todo o mundo. A cada ano
8,2 milhdes de pessoas morrem devido a doenga. Dentre os tumores mais
incidentes na populacao se destacam o cancer de pulmao e o cancer de mama.
Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), o numero de novos casos de
cancer continuara aumentando apesar do enorme investimento no combate a
doencga. Somado a isso, 0 regime quimioterapéutico de primeira escolha para o
tratamento destas doencas tem como limitacdo a alta toxicidade sistémica e a
quimiorresisténcia tanto inata quanto adquirida das células tumorais. Assim,
varias substancias naturais com potencial atividade antitumoral tém sido
estudadas, dentre as quais se destaca o acido rosmarinico (AR). O AR é um
composto fendlico que ocorre naturalmente. E um éster derivado dos &cidos
caféico e 3,4-dihidroxifenillatico encontrado em diversas espécies vegetais,
sendo originalmente isolado em 1958 da planta alecrim (Rosmarinus officinalis).
O AR modula o sistema imunoldgico, possui agao anti-microbiana,
neuroprotetora, inibe a proliferagdo celular e induz a apoptose (PETERSEN;
SIMMONDS, 2003). Motivados pelas diversas atividades e beneficios do AR,
realizamos um screening em um painel de linhagens de pulmao (H460/ A549),
ovario (SKOV-3, A2780, OVCAR3) e mama (MCF-7/ MDAMB-231). Os
resultados verificaram a eficacia citotoxica do AR em linhagens de cancer de
mama triplo negativo MDAMB-231 e luminal A MCF-7 com redugao de mais de
80% na viabilidade celular em monoterapia e aumento da sensibilidade aos
quimioterapicos convencionais com redugao drastica da ICsp em terapia
combinada com paclitaxel e cisplatina. Os dados de citotoxicidade in vitro obtidos
até o momento sugerem que o AR pode ser um promissor agente

quimioterapéutico no combate ao cancer, em especial, 0 cancer de mama.

Palavras-chave: cancer de pulmao; cancer de ovario; cancer de mama; acido

rosmarinico; citotoxicidade; quimiorresisténcia; PI3K.



ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of death worldwide. Every year 8.2 million
people die from the disease. Among the most incident tumors in the population
are lung cancer and breast cancer. According to the World Health Organization
(WHO), the number of new cancers will continue to rise despite the huge
investment in fighting the disease. Added to that, the chemotherapeutic regimen
of first choice for the treatment of these diseases has as limitation the high
systemic toxicity and both the innate and acquired chemoresistance of the tumor
cells. Therefore, various natural substances with potential antitumor activity have
been studied, among which rosmarinic acid (RA). RA is a naturally occurring
phenolic compound. It is an ester derived from the caffeic and 3,4-
dihydroxyphenylacetic acids found in various plant species, being originally
isolated in 1958 from the rosemary plant (Rosmarinus officinalis). RA modulates
the immune system, has action antimicrobial, neuroprotective, inhibits cell
proliferation and induces apoptosis (PETERSEN; SIMMONDS, 2003). Motivated
by the diverse activities and benefits of RA, we performed a screening in a panel
of lung lines (H460/ A549), ovarian (SKOV-3, A2780, OVCAR3) and breast
(MCF-7/ MDAMB-231). The results verified the cytotoxic efficacy of RA in triple
negative breast cancer MDAMB-231 and luminal A MCF-7 with a reduction of
more than 80% in cellular viability in monotherapy and increased sensitivity to
conventional chemotherapeutic with drastic reduction of ICs in combination
therapy with paclitaxel and cisplatin. The in vitro cytotoxicity data obtained so far
suggest that RA may be a promising chemotherapeutic agent in the fight against

cancer, especially, breast cancer.

Key words: lung cancer; ovarian cancer; breast cancer; rosmarinic acid;

cytotoxicity; chemoresistance; PI3K.
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1 INTRODUGAO

Cancer é o conjunto de mais de 100 tipos de doengas caracterizado pelo
crescimento incontrolado de células anormais, podendo se espalhar para outras

regides do corpo.

As causas sdo variadas, podendo ser internas ou externas ao
organismo, estando ambas inter-relacionadas. Cerca de 10% dos canceres séo
causados por fatores hereditarios. A grande maioria dos canceres, entretanto, é
esporadica e adquirida pela exposi¢ao a agentes quimicos, fisicos ou virais. Em
ambos os casos, 0 dano genético ocorre em genes que afetam o equilibrio de
varios processos biolégicos como angiogénese, crescimento celular,

proliferacdo, apoptose, invasao e metastase (SILVA JR., 2009; INCa, 2016).

Atualmente, o cancer é responsavel por uma em cada seis mortes no
mundo. Dados da Organizagdo Mundial de Saude indicam que mais de 14
milhdes de pessoas desenvolvem cancer todos os anos, e é esperado que esse
numero aumente para mais de 21 milhées de casos em 2030, o que torna este

tipo de doenga um problema inquestionavel de saude publica (INCa, 2016).

Em 2017, nos Estados Unidos, sao esperados 1.688.780 novos casos
de cancer, sendo a segunda causa de morte mais comum com uma estimativa
de 600.920 casos de morte por cancer (ACS, 2017).

No Brasil, para o biénio 2016-2017, estimam-se cerca de 600 mil novos
casos. Sem contar os casos de cancer de pele ndo melanoma, os tipos de cancer
mais incidentes na populagédo masculina sao prostata (28,6%), pulmao (8,1%),
intestino (7,8%), estdbmago (6,0%) e cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, os
canceres de mama (28,1%), intestino (8,6%), colo do utero (7,9%), pulmao
(5,3%), estdbmago (3,7%) e ovario (3,0%) sdo os mais frequentes (FIGURA 1)
(INCa, 2016).
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Localizacao Primaria Casos % Localizago Primaria Casos %

Préstata 61.200 28,6% Homens Mulheres  Mama feminina 57.960 28,1%

Traqueia, Bronquio e Pulmédo 17.330 8.1% Cdlon e Reto 17.620 8.6%

(Gdlon e Reto 16.660 7.8% Colo do ttero 16.340 7,9%

Estdmago 12.920 6,0% Traqueia, Bronquio e Pulmao  10.890 5,3%

Cavidade Oral 11.140 5,2% Estdmago 7.600 3,7%

Esdfago 7.950 3.7% Corpo do Utero 6.950 3.4%

Bexiga 7.200 3.4% Ovério 6.150 3.0%

Laringe 6.360 3.0% Glandula Tireoide 5.870 2,9%

Leucemias 5.540 2,6% Linfoma ndo Hodgkin 5.030 2.4%

Sistena Nervoso Central 5.440 2,5% Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

Figura 1: Estimativas de cancer para o ano de 2016, exceto pele ndo melanoma, na populagéo

brasileira, de acordo com o sexo.
Fonte: INCA, 2016. *Numeros arredondados para multiplos de 10.

O cenario epidemioldgico do cancer assinala para a ineficiéncia tanto
das ferramentas diagnosticas e progndsticas quanto das estratégias terapéuticas
disponiveis. Neste contexto, vale destacar os registros elevados de
quimiorresisténcia tanto inata quanto adquirida pelas células tumorais. Sendo
assim, € fundamental a inclusao de estratégias e tratamentos mais efetivos para

o controle de tumores e de seus fatores de risco.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER DE PULMAO

O cancer de pulmao (CP) é o mais comum de todos os tumores malignos
e a principal causa de morte por cancer em homens e mulheres (ACS, 2017)

possuindo uma taxa de mortalidade de, aproximadamente, 90% (INCa, 2016).

Segundo estimativas da Organizagdo Mundial de Saude cerca de um
milhdo e setecentos mil novos casos séo diagnosticados a cada ano. No Brasil,
para 2016, foram estimados 17.330 novos casos de cancer de traquéia,

brénquios e pulmado em homens e 10.890 em mulheres (INCa, 2016).

Apesar da maior prevaléncia do CP entre individuos do sexo masculino,
as estimativas mostram um aumento gradativo da incidéncia nas mulheres em
relacdo aos homens. Acredita-se que este aumento esteja relacionado ao habito
de fumar, que vem se tornando cada vez mais comum entre a populacao
feminina. Nos ultimos 20 anos, houve um aumento de 134% na incidéncia de CP
entre as mulheres, tornando-se o segundo cancer mais letal na populagéo
feminina, enquanto que, nos homens, esse crescimento foi de 57% (NOVAES
et. al., 2008).

O CP é caracterizado pelo desenvolvimento precoce de metastases, alta
taxa de recidiva e taxa de sobrevida de 10% a 15% em cinco anos (GAO et. al.,
2106; INCa, 2016). E uma das neoplasias com menor taxa de cura, visto que
mais de 75% dos pacientes sdo diagnosticados em um estagio avangado da
doencga quando as opgoes terapéuticas sao limitadas (GAO et. al., 2016; SABAS
et. al., 2012).

Considerada uma doenca de comportamento heterogéneo, o CP
compreende diversos tipos histolégicos com atividade biologica e agressividade
distintos. A maioria das neoplasias de pulmao sao carcinomas de origem epitelial
(95%) e podem ser divididos em dois grandes grupos: cancer de pequenas
células (SCLC) e cancer de nao-pequenas células (NSCLC) (FERNANDEZ;
JATENE; ZAMBONI, 2002).
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O cancer de pequenas células € mais raro e tem comportamento mais
agressivo, representando 18% dos casos de carcinoma broncogénico. Ao
contrario do SCLC, o cancer de ndo-pequenas células € mais comum e pode ser
dividido em trés subtipos histologicos principais: carcinoma espinocelular ou de
células escamosas, adenocarcinoma e carcinoma indiferenciado de grandes
células. Vale ressaltar que 70% dos casos de NSCLC sao dos tipos

adenocarcinoma e carcinoma espinocelular (SABAS et. al., 2012).

Clinicamente, os carcinomas pulmonares sao classificados apenas em
NSCLC e SCLC, entretanto, a Organizagdo Mundial de Saude reconhece sete
tipos de CP: carcinoma espinocelular, carcinoma de pequenas células,
adenocarcinoma, carcinoma de grandes células (neuroenddcrino e nao
neuroenddcrino), carcinoma adenoescamoso, carcinoma pleomérfico e
sarcomatoide, e tumor carcindide (NOVAES et. al., 2008; CAPELOZZI, 2009).

O tabagismo € o principal fator de risco para o desenvolvimento desse
tipo de tumor. Geralmente, os fumantes tém cerca de 20 a 30 vezes mais risco
de desenvolver esse tipo de neoplasia quando comparados a pessoas que nunca
fumaram. A inflamagdo da via aérea causada pelo tabaco resulta em dano
repetido a célula epitelial, provocando sua rapida substituicdo e levando a uma
propagacao de erros no DNA celular e, consequentemente, a um aumento da
carcinogénese (MALKINSON, 2005). Apesar do tabagismo ser responsavel pela
maioria dos casos de CP (80%), existem outros fatores importantes para o
desenvolvimento da doenga: exposicdo a carcindbgenos ocupacionais e
ambientais como raddnio, asbesto, silica, poluigdo do ar, tabagismo passivo,
emissdo da combustdo derivada do carvdao, bem como repetidas infec¢des
pulmonares, historia de tuberculose e doenca pulmonar obstrutiva crbnica
(HUGHES; WEIL, 1991; SAMET, 1994; DOLL, 1995; ZAMBONI, 2013).

Além disso, alteracdes genéticas também podem ser responsaveis pela
doenca uma vez que somente 10% a 15% dos fumantes desenvolvem CP.
Mutacdes no gene supressor tumoral p53 (oncogene 53), familia do citocromo
P450 (CYP450), oncogenes transdutor de sinal extracelular da familia ras (virus
do sarcoma de rato) e da familia myc (virus do mielocitoma) ou defeitos em
oncogenes recessivos supressor de tumor como o rb (retinoblastoma) estédo
relacionados ao desenvolvimento de CP (SILVA JR, 2009). CYP450 é uma
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superfamilia de proteinas responsavel por facilitar a excre¢ao de substancias
indesejaveis ao organismo (de origem endogena) e pela biotransformagao de
varios medicamentos. Dependendo do gene e do polimorfismo, as drogas podem

ser metabolizadas rapidamente ou lentamente (OGU; MAXA, 2000).

Farmacos quimioterapicos como o tamoxifeno e a ciclofosfamida sao
metabolizados por CYP2D6 (citocromo P450 2D6), CYP2C19 (citocromo P450
2C19) e CYP2B6 (citocromo P450 2B6). Variagdes nos genes do CYP450
podem alterar a funcdo das enzimas e, consequentemente, fornecer um
mecanismo para a resisténcia aos medicamentos em tumores. As enzimas do
citocromo P450 representam 70% a 80% das enzimas envolvidas no
metabolismo de um farmaco (NIH, 2017; INGELMAN-SUNDBERG, 2006)

As manifestagdes clinicas do CP s&o variaveis e estao relacionadas com
o crescimento do tumor primario e com os sitios de doenca metastatica. A tosse,
seca ou produtiva, € o sintoma mais comum e esta presente em até 75% dos
casos. Lesdes endobrdnquicas relacionadas com o crescimento local do tumor
também podem determinar hemoptise, dispnéia e sibilo. Dentre os sintomas
relacionados a metastases a distancia, pode-se citar dor Ossea, cefaléia,
nauseas, perda de apetite e emagrecimento (UEHARA; JAMNIK; SANTORO,
1998).

O tratamento padrao nos estagios iniciais do CP € a ressecg¢ao cirurgica.
Nestes casos, a chance de cura é grande e a sobrevida em cinco anos é de 40%
a 67%. Entretanto, apenas 25% dos pacientes com esse tipo de neoplasia
apresentam doenca operavel no momento do diagnostico. Em pacientes com
doenca localizada no pulméao e nos linfonodos, o tratamento é realizado com
radioterapia e quimioterapia. Em casos com metastases a distancia o tratamento
€ realizado com quimioterapia ou, em casos selecionados, algumas medicag¢des
via oral (terapia alvo) (SCHILER et. al., 2002; RECK et. al., 2013)

Porém, a maneira como a quimioterapia € administrada depende do tipo
ou estagio do cancer no inicio do tratamento. No NSCLC a terapia padrao era
baseada em compostos a base de cisplatina, entretanto novas drogas foram
incorporadas ao tratamento, como paclitaxel, docetaxel, gemcitabina, vinorelbina

e vimblastina. No cancer de pequenas células o tratamento é realizado com
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paclitaxel e derivados de platina (cisplatina ou carboplatina) tendo uma resposta
de 25% (RECK et. al., 2013; SCHILER et. al., 2002).

Entretanto, apesar dos avangos cientificos e tecnolégicos, o carcinoma
broncogénico tem um prognéstico bastante sombrio. A agressividade do tumor,
o diagndstico tardio e os medicamentos quimioterapicos altamente citotoxicos,
tanto para células cancerosas quanto para células sadias, tornam esse tipo de

neoplasia altamente letal e com menor taxa de cura.

2.2 CANCER DE OVARIO

O céncer de ovario (CAQV) é considerado o cancer ginecoldgico mais
dificil de ser diagnosticado e o de menor chance de cura, pois a maioria dos
tumores malignos de ovario s6 se manifesta em estagio avangado. Apresenta
baixa prevaléncia e alta mortalidade, representando cerca de 30% de todos os
canceres ginecolégicos. A estimativa mundial, realizada em 2012, mostrou que
ocorreram cerca de 240.000 casos novos de CAOV com um risco estimado de
6,1 casos a cada 100 mil mulheres (INCa, 2016).

Para o ano de 2017, nos Estados Unidos, sdo esperados 22.440 novos
casos de CAOV e 14.080 casos de morte por este tipo de neoplasia (ACS, 2017).
Para o Brasil, em 2016, foram estimados 6.150 novos casos com um risco de
5,95 casos a cada 100 mil mulheres (INCa, 2016).

De acordo com a classificagdo, o CAOV € uma doenga heterogénea que
compreende tumores de diferentes tipos histolégicos com caracteristicas clinicas
e moleculares distintas. Inicialmente, os tumores de ovario podem ser divididos
em trés principais tipos de acordo com o tipo celular que originou o tumor:
carcinoma estromal, carcinoma de células germinativas e carcinoma epitelial
(ALGECIRAS-SCHIMNICH, 2013).

O carcinoma estromal se origina a partir de células do tecido conjuntivo
que constituem os ovarios e produzem os hormonios estrogénio e progesterona.
E o tipo mais raro (1%) e se diagnosticado em estagio inicial possui um bom
prognostico, com uma sobrevida de mais de 75%. O carcinoma de células

germinativas se desenvolve a partir das células que produzem os ovulos.
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Corresponde a menos de 2% dos canceres de ovario € possui um bom
prognostico, com uma sobrevida de mais de 90% em 5 anos. Por sua vez, o
carcinoma epitelial é o tipo mais comum, correspondendo a cerca de 85% a 90%
dos canceres de ovario. Se desenvolve a partir das células que cobrem a
superficie externa do ovario e de outros 6rgaos como tuba de falopio, intestino e
endométrio. Os tumores de origem epitelial ainda podem ser divididos, de acordo
com o padrao predominante de diferenciagcao das células tumorais, em quatro
subtipos: seroso, mucinoso, endometridide e de células claras (KAKU et. al.,
2003; SHIH; KURMAN, 2004).

O desenvolvimento dos tumores de ovario esta relacionado a fatores
genéticos, ambientais e hormonais. Historia familiar, idade maior que 50 anos,
infertilidade, obesidade, menopausa tardia e nuliparidade sao alguns dos
principais fatores de risco. A inflamagao cronica causada pela endometriose,
além de problemas reprodutivos, também pode contribuir para o
desenvolvimento desse tipo de neoplasia. Estima-se que 90% dos CAOV
ocorram esporadicamente, ou seja, independem de heranga familiar (MORCH
et. al., 2009; SCHULER et. al., 2013)

Entretanto, mutacbées genéticas podem aumentar o risco desse tipo de
tumor. Alteragdes nos genes BRCA1 e BRCA2 (gene supressor tumoral breast
cancer 1 e 2) sao responsaveis pela maioria dos casos de cancer de ovario
hereditario, e mulheres que apresentam mutagdes nesses genes desenvolvem
o CAOV mais cedo quando comparado aquelas acometidas por canceres
esporadicos. Portadoras de mutagdes no gene BRCA1 apresentam um risco
estimado entre 35% a 70% e de 10% a 30% para as que exibem mutagdes no
gene BRCA2 (CLARKE-PEARSON, 2009; NGUYEN et. al., 2013).

A maioria dos tumores malignos do ovario sé apresenta manifestagdes
clinicas nos estagios mais avancados da doenga, circunstancia em que ha
comprometimento peritoneal e metastases a distancia. Frequentemente, na fase
inicial, os sinais ndo sao patognomoénicos, assim, aproximadamente 70% das
pacientes sdo diagnosticadas tardiamente. Na realidade, a maioria das mulheres
diagnosticadas com CAOV apresenta sinais e sintomas que se confundem com
condigdes benignas, principalmente relacionadas ao trato gastrointestinal como

aumento do volume abdominal, constipacdo intestinal ou diarreia, dores
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abdominais, dificuldade para se alimentar ou rapida sensagao de saciedade e
emagrecimento (OZOLS, 2006; GUBBELS et. al., 2010).

Um dos aspectos fundamentais para definir a estratégia terapéutica a
ser empregada contra o CAOV é o estadiamento correto dos tumores no
momento do diagnéstico. Além disso, o tipo do tumor, idade e condi¢des de
saude da paciente, também s&o importantes para nortear a escolha terapéutica.
O tratamento padrdo inclui cirurgia citorredutora seguida de quimioterapia
baseada em derivados de platina, como cisplatina e carboplatina, e taxanos
(paclitaxel e docetaxel) (LISTER-SHARP et. al., 2000; MCGUIRE; MARKMAN,
2003).

Porém, o CAOV é uma doenga altamente maligna em mulheres sendo o
maior problema a recorréncia com células resistentes aos farmacos apés a
quimioterapia, além disso, a alta toxicidade dos agentes quimioterapicos limita a
dosagem a ser utilizada. Nesse contexto, o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos relativamente néo toxicos, seja em esquemas monoterapicos ou
politerapicos, podera melhorar o resultado terapéutico sem aumentar os efeitos

colaterais.

2.3 CANCER DE MAMA

O cancer de mama (CAM) é considerado o principal tipo de cancer na
mulher, depois do cancer de pele ndo melanoma, sendo responsavel por 25%
de novos casos a cada ano. Segundo a Sociedade Americana do Cancer, nos
Estados Unidos, sdo estimados 252.710 novos casos de CAM invasivo e 63.410
de carcinoma in situ, para o ano de 2017 (ACS, 2017). Para o Brasil, em 2016,
foram esperados 57.960 novos casos, com um risco estimado de 56,20 casos a
cada 100.000 mulheres (INCa, 2016).

Dentre outros aspectos, a complexidade do CAM se deve ao fato de ser
uma doenca fenotipica e genotipicamente heterogénea com relagao a clinica e
a morfologia, apresentando mais de 20 subtipos diferentes (POLYAK, 2007;
RIVENBARK; O'CONNOR; COLEMAN, 2013). Atualmente, o CAM é classificado
de acordo com as suas caracteristicas histolégicas, moleculares e imuno-

histoquimicas.
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A classificagéo histologica € baseada na diversidade das caracteristicas
morfolégicas dos tumores mamarios. Inicialmente, os tumores de mama séo
divididos em invasivos ou localizados (in situ). Os carcinomas in situ estao
limitados aos ductos e I6bulos, ndo entrando em contato com os vasos linfaticos
e nao produzindo metastases tendo, portanto, uma maior sobrevida. Sao
subclassificados em ductal e lobular. O carcinoma ductal in situ é responsavel
por cerca de 10% a 30% dos casos de cancer de mama. De acordo com a sua
morfologia e avaliagdo histolégica, é classificado em cinco subtipos:
comedocarcinoma, cribriforme, sdélido, papilar e micropapilar. Estima-se em 30%
a chance de um carcinoma ductal in situ ndo tratado evoluir para uma lesao
infiltrativa ap6s 10 anos (TAVASSOLI; DEVILEE, 2003; RAKHA, 2010).

Entretanto, se o carcinoma se estende além da membrana basal
alcancando a vasculatura e outros locais do corpo, ele é considerado invasivo.
Os carcinomas invasivos sao morfologicamente subdivididos de acordo com os
padrdes de crescimento e grau de diferenciacdo. A maioria dos tumores de
mama se originam no epitélio ductal e sdo conhecidos como carcinoma ductal
invasivo (cerca de 80%). Outros subtipos de tumores invasivos que podem ser
diagnosticados sao conhecidos como carcinoma lobular, tubular, mucinoso,
medular e papilar (GOBBI, 2012).

A definicdo segundo o perfil molecular e imuno-histoquimico € baseada
na expressido dos receptores de estrogénio (RE) e progesterona (RP),
superexpressao da proteina HER2 (receptor tipo 2 do fator de crescimento
epidérmico humano) e indice de proliferagao celular Ki67 (anticorpo monoclonal
que detecta um antigeno nuclear, expressando células que entram no ciclo
celular e medindo a fragcdo de crescimento celular) (VODUC; CHEANG;
TYLDESLEY, 2010; KREIKE et. al.,, 2007). De acordo com os diferentes
fendtipos obtidos, sdo definidos quatro subtipos: luminal A (RE+ e/ou RP+,
HER2-, Ki67 < 14%), luminal B (RE+ e/ou RP+, HER2+, Ki67 > 14%), HER2 (RE-
, RP-, HER2+, Ki67 variavel) e triplo negativo (RE-, RP-, HER2-) (GOLDHIRSCH
et. al., 2011).

Os tumores Iluminais tém sido associados a prognésticos mais
favoraveis, enquanto o subtipo triplo negativo (TNBC) a progndsticos mais
reservados (CAREY et. al., 2006). Os TNBC representam cerca de 10% a 15%
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dos tumores mamarios. Ademais, a terapia hormonal e os medicamentos que
tém como alvo o HER2 ndo sado tratamentos eficazes para esse subtipo,
apresentando maior risco de recorréncia no periodo de trés anos e maiores taxas
de mortalidade em cinco anos quando comparados aos outros subgrupos
(BAUER et. al., 2007; CAREY et. al., 2006).

Além desses subtipos classicos, mais tarde foi descrito um novo subtipo
molecular de CAM, denominado claudin-low. Sao tumores também triplo-
negativos, com baixa expressdo de genes das claudinas 3, 4 e 7, e perda da
glicoproteina membranar E-caderina, além da baixa expressédo dos receptores
hormonais e genes relacionados a via do HER2 (HERSCHKOWITZ et. al., 2007;
PRAT et. al., 2010; BARROS; LEITE, 2015).

O CAM é uma doencga multifatorial tendo como causa fatores biolégicos
(endécrinos), vida reprodutiva, comportamento e estilo de vida, como menarca
precoce, menopausa tardia, obesidade e sedentarismo, consumo de alcool,
exposicao a radiagdes ionizantes e primeira gravidez tardia. Historia familiar de
cancer de mama e alteragbes em genes, como os da familia BRCA, bem como
o0 aumento da expressdao do HER2 também aumentam o risco de desenvolver
esse tipo de neoplasia (SINGLETARY, 2003).

O sinal mais comum desse tipo de tumor é a presencga de ndédulo com
bordas irregulares e geralmente indolor, que esta presente em cerca de 90% dos
casos. Outros possiveis sintomas incluem: pele da mama avermelhada, retraida
ou com aspecto de “casca de laranja”, alteragbes no mamilo, pequenos nodulos

nas axilas ou pescogo e secrecao mamilar (ACS, 2017).

As modalidades terapéuticas para o CAM sao a cirurgia e radioterapia
para tratamento loco-regional e a quimioterapia e hormonioterapia para
tratamento sistémico. A quimioterapia ainda pode ser dividida em neoadjuvante
ou adjuvante. Neoadjuvante é o tratamento citotdxico anterior a cirurgia,
recomendada para os tumores em estagios avancados ndo operaveis e nos
casos de doencgas metastaticas. Essa modalidade terapéutica também pode ser
utilizada em tumores iniciais, com o intuito de diminuir o tamanho da massa
tumoral e assim realizar a cirurgia de mama conservadora. Enquanto que a
terapia adjuvante é o tratamento complementar aplicado apdés o tratamento
primario, como a cirurgia (COSTA; CHAGAS, 2013).
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Os medicamentos padrao utilizados para a quimioterapia adjuvante e
neoadjuvante neste tipo de neoplasia incluem antraciclinas (doxorrubicina) e
taxanos (paclitaxel e docetaxel). Entretanto, estudos recentes tém apontado que
a adicdo de carboplatina neoadjuvante ao regime contendo antraciclinas e
taxanos tem aumentado a resposta patolégica ao tratamento em pacientes com
mutagdes nos genes BRCA1 e BRCA2 (LI et. al., 2016; HAHNEN et. al., 2017).

Contudo, o regime quimioterapéutico de primeira escolha para o
tratamento destas doencas tem como limitagao a alta toxicidade sistémica e a
quimiorresisténcia tanto inata quanto adquirida das células tumorais. Assim,
varias substancias naturais tém sido estudadas com o intuito de amenizar os

adversos efeitos da terapia convencional.

2.4 VIA DE SINALIZACAO CELULAR PI3K/AKT/mTOR

Durante o desenvolvimento de um tumor, varios eventos celulares
podem ser desregulados possibilitando as células tumorais acumular alteragdes
em seu DNA. Dentre eles podemos citar o aumento do crescimento e
proliferagdo celular, maior resisténcia ao mecanismo de morte celular, maior
vulnerabilidade a instabilidade gendmica e mutagbes. Essa desregulagéo é
causada, principalmente, por alteracbes na atividade ou na expressao das
proteinas constituintes das vias de sinalizagao celular. Nesse contexto, a via de
PI3K (fosfatidilinositol 3-cinase) possui um importante papel bioldgico, pois
regula varios processos celulares, tais como angiogénese, proliferacao,

crescimento, diferenciagao celular, autofagia e apoptose (SOUZA et. al., 2014).

A PI3K compde uma familia de cinase lipidica intracelular que fosforila o
grupo 3’-hidroxil de fosfatidilinositol das membranas celulares. Essa ativagao
consiste em catalisar a formacgéo de PIP2 (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato) em PIP3
(fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato). A serina-treonina cinase AKT (proteina cinase
B) € uma proteina efetora central do PIP3. A AKT é ativada por um duplo
mecanismo regulatério que requer a translocagao e ancoramento na membrana
plasmatica sendo, em seguida, fosforilada nos aminoacidos treonina 308 e

serina 473 pelas proteinas PDK1 (proteina cinase-1 dependente de 3-
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fosfoinositol) e mMTORC2 (proteina reguladora de mamifero para rapamicina C2)
(PETRULEA et. al., 2015; SARBASSOQV et. al., 2006).

Por sua vez, PTEN (gene que codifica a fosfatase homdloga a tensina)
€ uma fosfatase lipidica que atua na desfosforilagdo de PIP3 fazendo um
feedback negativo sobre a acdo de PI3K e, portanto, assumindo um papel de
supressor tumoral. A presenca de PTEN mantém a concentracéo de PIP3 baixa,
enquanto sua auséncia aumenta os niveis de PIP3 aumentando a atividade de
AKT. Sendo assim, a ativagao de PI3K por sinalizagao dependente de fatores de
crescimento, promove a sintese de PIP3 que é desfosforilado por PTEN a PIP.
Na auséncia de PTEN, AKT torna-se constantemente fosforilada (ativada),
podendo mediar a ativagao de diversas proteinas que regulam a sobrevivéncia
e o crescimento tumoral (PETRULEA et. al., 2015; SARBASSOV et. al., 2006)

Como mencionado anteriormente, a proteina mTOR (serina/treonina
cinase alvo de rapamicina em mamifero) € uma serinal/treonina cinase
pertencente ao grupo das PI3K. E formada por duas subunidades funcionais:
MTORC1 e mTORC2. A mTORC1 é um complexo sensivel a rapamicina que
regula a autofagia e o crescimento celular e € composta pelas proteinas mTOR,
Raptor (complexo de mTOR sensivel a rapamicina), GBL (ou mLST8) e PRAS40
(inibidor da mTOR). A mTORC2, por sua vez, liga-se a Rictor, um complexo de

mTOR que é insensivel a rapamicina (TATO et. al., 2010).

O complexo esclerose tuberosa (TSC), formado por TSC1e TSC2, € o
principal regulador da via de sinalizagdo de mTOR. Esse complexo TSC1-TSC2
contém um dominio ativador GTPases (GAP), que resulta na conversao da
GTPase Rheb (proteina homdéloga ao RAS enqriquecida no cérebro) em sua
forma inativa (ligada a GDP). Através da inativagao de Rheb, o TSC atua inibindo
mTORC1. Em condi¢gdes energéticas e celulares normais, a proteina AKT inibe
o TSC1 e o TSC2 é fosforilado (inibido) pela enzima AMPK (proteina cinase
ativada por adenosina monofosfato) quando ATP/AMP (adenosina
trifosfato/monofosfato) se encontra elevada. Essa inibicdo do complexo TSC1-
TSC2 resulta na manutencgao de Rheb e, consequentemente, de mTOR nas suas
formas ativas (ENGELMAN et. al. 2006; JACINTO et. al., 2004) (Figura 2).

Evidéncias mostram uma variedade de malignidades decorrentes da

desregulagao na sinalizagao da via de PI3K. Esta via esta superativada em uma
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ampla gama de tumores e desencadeia uma cascata de respostas que
impulsionam a progressao tumoral e a quimiorresisténcia. Uma das causas do
cancer de pulméo € a inativagdo de PTEN (FORGACS et. al., 1998). O céancer
de ovario pode ser derivado de um desbalanco e mutagcdes em PTEN, elevada
atividade da proteina cinase AKT1, superexpressdo de AKT2 e amplificacdo e
mutacdo das subunidades p85a e p110a de PI3K (BELLACOSA et. al., 1995;
SHAYESTEH et. al., 1999; SAITO et. al., 2000; SUN et. al., 2001). O céncer de
mama, por sua vez, pode ser causado por um aumento na atividade da cinase
AKT1, superexpressao de AKT2, mutagcdo em PTEN e elevada ativagao de PI3K
(SUN et. al., 2001; BELLACOSA et. al., 1995; BARLUND et. al., 2000). Assim,
agentes terapéuticos que interferem na sinalizagdo de PI3K podem causar um
severo dano as células cancerosas bloqueando muitos aspectos do fenétipo das

células tumorais.
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Figura 2: Via de sinalizagéo celular PI3K/AKT/mTOR
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2.5 ACIDO ROSMARINICO

Drogas antineoplasicas convencionais sao utilizadas para erradicar
células malignas, entretanto, recidivas devido a remogao incompleta do cancer
e efeitos colaterais graves em oOrgdos normais sdo frequentes com a
quimioterapia. Por esta razdo, novas abordagens para melhorar a eficiéncia e
tolerancia aos agentes quimioterapéuticos sdo urgentemente necessarios no
tratamento anticancer. Substancias naturais tém sido uma op¢ao promissora no
combate ao cancer, uma vez que 60% dos medicamentos antineoplasicos
aprovados sao originarios da natureza (NEWMAN; CRAGG, 2012).

Muitos estudos tém relatado a atividade biolégica do acido rosmarinico
(AR) bem como seu papel farmacéutico e aplicagbes biotecnolégicas. Com
relagdo aos seus aspectos no campo biotecnolégico, muitas revisdes tém sido
publicadas na ultima década (KHOJASTEH et. al., 2014; BULGAKOV;
INYUSHKINA; FEDOREYEYV, 2012).

O AR, classificado como um polifenol, € um éster derivado dos acidos
caféico e 3,4-dihidroxifenillatico encontrado naturalmente em diversas espécies
vegetais. Possui formula molecular CisH160Os e € também designado pelos
nomes acido a-O-cafeoil-3,4-di-hidroxifenillatico; acido a-[3-(3,4-dihidroxifenil)-1-
oxo-2-propenil]-3,4-di-hidroxi-benzenopropandico; acido 3-(3,4-di-hidroxifenil)-2-
[3-(3,4-di-hidroxifenil)-1-oxo-2-propeniloxi]-propandico; acido rosemarico (Figura
3).

HO

OH

Figura 3: Estrutura molecular do acido rosmarinico
Fonte: Sigma-Aldrich
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E um dos principais compostos hidrofilicos do Rosmarinus officinalis
(alecrim), do qual ele foi originalmente isolado em 1958 pelos quimicos italianos
Scarpati e Oriente (PETERSEN; SIMMONS, 2003). O alecrim pertence a familia
Lamiaceae e € comumente utilizado no preparo de xaropes, infusao, tintura e
Oleo essencial. Além disso, seus extratos s&o rotineiramente empregados como
antioxidantes naturais para aumentar a vida util de alimentos pereciveis. A planta
também é conhecida por ser empregada em medicamentos tradicionais em
muitos paises. Entre os usos farmacolégicos do alecrim estdo o antibacteriano,
anticancerigeno, antidiabético, anti-inflamatorio, antioxidante, antidiurético e
efeitos hepatoprotetores. A atividade antioxidante dos extratos de alecrim foi
evidenciada em diversos produtos alimenticios. Esta atividade se deve em parte
ao AR, cuja eficacia € superior a dos antioxidantes sintéticos utilizados na
atualidade. Além do AR, o alecrim possui outros ingredientes ativos como o
carnosol e o acido carndsico (Figura 4) (HARAGUCHI et. al., 1995; ARUOMA et.
al.,1996; HABTEMARIAM, 2016).

Figura 4: Rosmarinus officinalis

O AR também foi descrito em outras familias de plantas, como as
Blechnaceae (samambaias), Zosteraceae, Potamogetonaceae e Cannaceae.
Dentre as espécies vegetais que contém o acido rosmarinico destacam-se:

Anethum graveolens (endro), Artemisia dracunculus (estragdo), Betonica
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officinalis (betdnica), Borago officinalis (borragem), Glechoma hederacea (erva-
terrestre), Hyssopus officinalis (hissopo), Lavandula angustiflia (alfazema),
Lycopus europaeus (licopus), Majorana hortensis (manjerona), Melissa officinalis
(erva cidreira), Mentha arvensis piperascens (horteld), Mentha pulegium (poejo),
Mentha spicata (hortela-peluda), Momordica charantia (meldo-de-sao-caetano),
Monarda didyma (bergamota), Nepeta cataria (gataria), Ocimum basilicum
(manjericao), Origanum vulgare (orégano), Orthosiphon aristatus (ortosifao),
Petroselinum crispum (salsinha), Prunella vulgaris (brunela), Rosmarinus
officinalis (alecrim), Salvia officinalis (salvia), Salvia sclarea (salvia-esclaréia),
Salvia sp., Satureja hortensis (segurelha), Satureja montana (segurelha),
Symphytum officinalis (confrei), Thymus serpyllum (serpilho), Thymus vulgaris
(tomilho) (FECKA; TUREK, 2007; SHE et.al., 2010).

Experimentos em camundongos demonstraram que quando aplicado
topicamente, o AR é absorvido e distribuido pela pele, sangue, ossos e
musculos. Quando administrado por via intravenosa, distribui-se por varios
tecidos, como rins, coragéo, figado e baco (RITSCHEL et. al., 1989). Ademais,
a administracao do AR nao foi capaz de alterar as enzimas de metabolizacédo de
xenobidticos em figado de camundongos, sugerindo-se que esta substancia é
metabolizada antes de chegar ao figado (DEBERSAC et. al., 2001).

Diversas atividades biolégicas vém sendo descritas para essa
substancia, tais como antiviral, antibacteriana, anti-inflamatdria, antioxidante,
antimutagénica e neuroprotetora (PETERSEN; SIMMONDS, 2003).

O mecanismo pelo qual o AR exerce atividade antioxidante é
provavelmente devido a presenca de grupos fendlicos OH, como demonstrado
por Rice-Evans (1999). Porém, também foi relatado que a presenca de duas
estruturas catecol conjugadas com um grupo acido carboxilico no AR aumentam
a sua atividade antioxidante em meio aquoso (DEL BANO et. al., 2003). Os
hidrogénios fendlicos em combinacdo com as porgdes de catecol fornecem a
polaridade adequada para que o AR penetre nas bicamadas lipidicas
protegendo-as contra a oxidagao sem prejudicar a sua estrutura (GIL; ENACHE;
OLIVEIRA-BRETT, 2013; FADEL; EL KIRAT; MORANDAT, 2011).

O estresse oxidativo esta associado a geracao de espécies reativas de
oxigénio, tais como Oz, OH e H2O2. Isso é geralmente acompanhado pelo
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desenvolvimento de doencas crénicas como, por exemplo, a carcinogénese. As
enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GSH-Px) sdo capazes de eliminar as espécies reativas de oxigénio
e os produtos da peroxidacao lipidica. Entretanto, em um estudo feito em
camundongos, o AR produziu um aumento significativo na atividade das enzimas
antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px com uma diminuicdo no biomarcador de
estresse oxidativo malondialdeido (MDA), demonstrando que o AR possui um
potencial em promover atividade enzimatica antioxidante in vivo (ZHANG et. al.,
2015).

Enzimas ribonucleotideos redutases também sdo altamente ativas nos
tecidos malignos devido a uma maior necessidade de deoxinucleosideos
trifosfatos (ANTPs) em células de crescimento rapido enquanto apresentam
baixa atividade enzimatica em células normais de crescimento lento (VOET;
VOET; PRATT, 2014). Entretanto, foi relatado que o AR possui hidroxilas livres
localizadas nos seus anéis aromaticos que podem ser capazes de remover o
radical tirosil/tirosina presente na subunidade R2 do ribonucleotideo redutase
amenizando a sua atividade (SAIKO et. al., 2015).

Ademais, em um estudo sobre o efeito do AR em linhagem de células de
leucemia promielocitica HL-60, essa substancia foi capaz de remover os radicais
livres e diminuir a progressao do ciclo celular devido a significativa inibicao da
sintese de DNA, bem como de induzir a apoptose (SAIKO et. al., 2015). Em
linhagem de células de leucemia humana U937, o AR também sensibilizou a
apoptose induzida pelo fator de necrose tumoral (TNF-a) através da supresséao
da ativagdo do complexo proteico NF-Kb (fator nuclear kappa B) e diminuigao da

geracao de espécies reativas de oxigénio (MOON et. al., 2010).

A capacidade antioxidante do AR também €&, em grande parte,
responsavel pela sua agao neuroprotetora através da inibicdo das espécies
reativas de oxigénio, como os peroxinitritos e peréxido de hidrogénio (H20.), e
fragmentagao do DNA. Os peroxinitritos sdo considerados os responsaveis pela
disfungdo cognitiva induzida pela proteina B-amildide (AB) na doenca de
Alzheimer, entretanto, em um estudo feito em camundongos, o AR reduziu a

formagao dos peroxinitritos prevenindo a perda de memoria provocada pela
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neurotoxicidade da proteina AB (CHOI et. al., 2002; QIAO et. al., 2005; ALKAM
et. al., 2007).

Comrelagao as propriedades anti-inflamatérias do AR, acreditam-se que
estas sejam baseadas na inibicdo das enzimas lipoxigenase e ciclooxigenases
interferindo com a cascata do sistema complemento (PETERSEN; SIMMONDS,
2003) e regulacdo das citocinas inflamatérias (SANBONGI et. al., 2003). As
citocinas pro-inflamatérias, incluindo IL-6, IL-1B, TNF-a e certos fatores de
crescimento relevantes para a tumorigénese, sao potentes ativadores do gene
transdutor de sinal e ativador de transcricdo 3 (STAT3). Também tem sido
relatado que STAT3 é superexpresso em tumores solidos (ROSEN et. al., 2006).
Resultados de um estudo sobre o efeito do AR em células cancerosas gastricas
mostraram que o AR suprimiu essas citocinas de uma forma dose-dependente.
Em particular, o AR exerceu um efeito inibidor sobre a via IL-6/ STAT3 (SHUAI
et. al.,, 2015). Este mesmo estudo também demonstrou que o AR inibiu
significativamente a expressdao de miRNA-155-5p pela inativagdo da via IL-6/
STAT3. O miR-155 é um microRNA oncogénico que tem sido encontrado
superexpresso em varios tipos de tumores sélidos malignos, incluindo cancer de
pulméo, carcinomas do sistema digestivo e cancer de mama (LIU et. al., 2012;
KIM; JOU; JOE, 2014).

O AR também pode inibir a progressao da aterosclerose, provavelmente,
pela regulagdo do metabolismo lipidico e inibicdo da reagao inflamatéria. Um
estudo realizado em camundongos deficientes em apolipoproteina E (apoE),
proteina plasmatica envolvida no metabolismo lipidico, mostrou que essa
substancia reduziu o nivel de colesterol total, triglicerideos e lipoproteinas de
baixa densidade, controlando o aumento da placa aterosclerética na cavidade
aortica (LI; TIAN; LIANG, 2008).

Estudos in vitro e in vivo também demonstraram o potencial
antineoplasico e quimiopreventivo do AR, modulando vias importantes
relacionadas a proliferagao, migracao celular e quimiorresisténcia. A bomba de
transporte transmembranar glicoproteina-P (Pgp) provoca o efluxo de muitos
agentes utilizados na clinica, e acredita-se ser esse um mecanismo importante
na resisténcia ao farmaco em muitos tumores. Entretanto, foi relatado que o

extrato de metanol de alecrim inibiu o efluxo dos agentes quimioterapicos
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doxorrubicina e vimblastina em linhagem de células de mama MCF-7
quimiorresistentes, mas ndo em MCF-7 de tipo selvagem que ndo possuem Pgp,
indicando que o extrato inibe a ligagdo dos farmacos a glicoproteina-P (TAI et.
al., 2012).

Paluszczak e colaboradores (2010) também demonstraram que em
linhagem de células de céncer de mama MCF-7, o AR inibiu a atividade da
enzima DNA metiltransferase. A metilagdo do DNA esta relacionada a regulagao
génica, memoria celular, silenciamento e repressdo de pseudo-elementos
provenientes de sequéncias duplicadas. No cancer, o padrdo de metilagdo do
DNA sofre alteragdes fazendo com que uma grande variedade de genes
supressores de tumores se transcrevam silenciosamente em promotor, levando
a formacgao de tumores. Assim, a inibicado da DNA metiltransferase pode reverter

esse efeito e ser de potencial valor terapéutico contra o cancer.

O AR também inibiu a migragao 6ssea de células cancerosas de mama
MDAMB-231BO de forma dose-dependente. O AR foi capaz de reduzir a
metastase 6ssea do cancer de mama através da modulagdo do ligante do
receptor do ativador do fator nuclear kappa B (RANKL)/RANK/osteoprotegerina
e por suprimir simultaneamente a expressao de interleucina-8 (IL-8) (XU et. al.,
2010; LIU; ZHANG, 2015). A osteoprotegerina é um fator pré-angiogénico e sua
supressao pode ser benéfica inibindo metastases de células cancerosas (REID;
BROWN; HOLEN, 2009). Além disso, niveis elevados de expressao de IL-8 por
células de cancer de mama tém sido implicados na redugdo da massa Ossea
associada ao CAM metastatico (BENDRE et. al., 2003).

Em linhagens de células hepaticas HSC- T6 (ZHANG et. al., 2011) e
células de linfoma T humanas (KOLETTAS et. al.,, 2006) o AR foi capaz de
diminuir a proliferacdo celular e aumentar a apoptose. Em linhagens de
carcinoma humano colorretal HCT15 e CO115, o AR também induziu a
apoptose, possivelmente, pela inibicdo da sinalizacao de ERK (XAVIER et. al.,
2009; HOSSAIN et. al., 2014).

Em melanoma, o AR reduziu a formagao tumoral modulando as
alteracdes induzidas pela droga imunossupressora 7,12-
dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) nos marcadores apoptoticos p53, Bcl-2,
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caspase-3 e caspase-9 em camundongos albinos (SHARMILA; MANOHARAN,
2012).

Nesse cenario, o AR pode surgir como uma promissora estratégia no
tratamento do cancer. Dessa forma, esperamos promover o entendimento

acerca das ag¢oes do AR nos regimes quimioterapéuticos convencionais.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO CENTRAL

Diante do exposto, o presente projeto de pesquisa teve como objetivo
central verificar o efeito antitumoral do acido rosmarinico em modelos in vitro de
cancer de prognostico ruim e com ocorréncia elevada de quimiorresisténcia aos
agentes quimioterapicos convencionais. Dentre esses, destacam-se os canceres

de pulméo, de ovario e de mama.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
A fim de avaliar a acao citotéxica do acido rosmarinico nas linhagens,

foram delineados os seguintes objetivos especificos:

- Determinacdo da eficacia antineoplasica do acido rosmarinico, em
monoterapia e em terapia combinada com quimioterapicos convencionais, nas
linhagens de NSCLC adenocarcinoma A549 e de grandes células H460, de
cancer de mama do subtipo luminal A MCF-7 e do subtipo triplo negativo
MDAMB-231 e de cancer de ovario do tipo seroso de alto grau A2780, OVCAR3
e SKOV-3;

- Investigagcdo da acao antitumoral do acido rosmarinico em
concentragbes compativeis com o perfil farmacocinético do composto em
humanos, evitando as concentragdes elevadas usualmente empregadas nos

estudos disponiveis na literatura;
- Avaliagao do papel do acido rosmarinico na formagao de colbnia;

- Investigagcdo dos mecanismos antineoplasicos do acido rosmarinico
nas linhagens e nas condigdes experimentais com resultados promissores
através da avaliagdo da expressado de proteinas de autofagia e apoptose
envolvidas nos mecanismos de acao do acido rosmarinico, bem como alteragdes

no ciclo celular.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LINHAGENS CELULARES E CONDICOES DE CULTIVO

Foram utilizadas células das linhagens celulares de pulmdo A549 e
H460, de ovario A2780, OVCAR3 e SKOV-3, e de mama MCF-7 e MDAMB-231.
As linhagens de pulméo e ovario foram mantidas em meio RPMI 1640 (Sigma)
suplementado com 0,2% de bicarbonato de sédio, e as linhagens de mama foram
cultivadas em meio DMEM (Gibco/Invitrogen). Todas as linhagens foram
mantidas em meio suplementado com 10% de soro fetal bovino (Vitrocell), 1%
de solugdo estabilizada de Penicilina (100 unidades/mL) e Estreptomicina (100
pg/mL) (Gibco/Invitrogen, Nova York, EUA), 1% Solugédo Anfotericina B (Sigma)
e mantidas em incubacdo em estufa com condi¢cdes controladas de temperatura
a 37°C e atmosfera de 5% de COa.

4.2 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR METABOLICA (VCM)

Para avaliagao do efeito citotdxico do acido rosmarinico nas linhagens
foi utilizado o método de determinacéo da viabilidade celular metabdlica (VCM)
por meio do ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio) (Sigma) (RISS et. al., 2013). As linhagens celulares foram
cultivadas em garrafas de 75 cm?® até a subconfluéncia para cada um dos
experimentos. Foi retirada uma aliquota de 10 uL para a preparagéo de uma
suspensao na propor¢gao de 1:1 com a solucdo de Azul de Tripan (v/v)
(Gibco/Invitrogen, Nova York, EUA), com fins de quantificagdo de células viaveis
no cultivo, pois esta tem a finalidade de marcar as células que perderam a
integridade da membrana. Para a contagem do numero de células viaveis, foi
utilizada a camara de Neubauer. Apds as células sedimentarem por 2 minutos,
a camara de Neubauer foi levada ao microscépio éptico e a area demarcada foi
focalizada com a objetiva de menor aumento. A seguinte formula foi usada para

o calculo do numero total de células:
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N° total de células

N° de células/mL = x Fator de diluigéo (2) x 10*

N° de quadrantes contados (4)

O valor encontrado, referente ao numero de células por mL, era

empregado numa nova equagao:

Concentragéo desejada/mL (10°)

Volume final = Volume inicial x

N° de células/mL da suspenséo final

Posteriormente, células de cancer de pulmio, ovario e mama foram
semeadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24 h nas condi¢gdes padrao
de cultivo descritas no item 4.1. Linhagens de pulmdo H460 e A549 foram
plaqueadas na concentragdo de 1x10° de ovario A2780 na concentragdo de
1x10* e SKOV-3 e OVCAR3 em 2x10%; as linhagens de mama MDAMB-231 e
MCF-7 foram plaqueadas na concentracdo de 0,5x10°. Apds a adesao celular, o
meio de cultura foi removido e as células foram tratadas por 48 h e 72 h com o
acido rosmarinico (Sigma-Aldrich, = 98%) em monoterapia, em um gradiente de
concentragdo de 10% M a 10° M. Nas linhagens e nos tempos em que o
tratamento em monoterapia reduziu significativamente a viabilidade celular, foi
realizada uma nova incubagao e tratamento em politerapia com combinagao do
acido rosmarinico com os agentes quimioterapicos convencionais paclitaxel e
cisplatina. Para cada uma das drogas, foram realizadas diluigbes em PBS 1x, no
caso da cisplatina, e em DMSO (dimetilsulféxido) 10% (v/v), no caso do paclitaxel
e acido rosmarinico, a fim de se obter as concentracoes desejadas. Apds os
tempos de tratamentos de 48h e 72h, os ensaios foram incubados em solugao
de MTT (concentracgao final 0,5 mg/mL) por 4h. Os cristais de tetrazdlio formados
foram dissolvidos em 100 yL de DMSO (P.A.) e a densidade optica avaliada em
540 nm. Como controle negativo, utilizou-se o excipiente (PBS ou DMSO 2%)
em volume igual ao volume de droga utilizado. Os experimentos foram realizados

em triplicata.
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4.3 CALCULO DO ICso ESTIMADO DAS DROGAS TESTADAS

O calculo estimado dos valores da concentracéo inibitoria de 50% da
proliferacao celular (ICso) foi realizado a partir da curva dose-resposta de cada
droga, obtida através do Ensaio de Viabilidade Celular Metabdlica descrito
acima. Os valores de ICso foram usados para comparacao das poténcias entre
as substéncias testadas. Para o calculo da ICso utilizou-se o software

GraphPadPrism versao 5.0.

4.4 ENSAIO DE FORMACAO DE COLONIA

Para analisar a capacidade proliferativa das células de formarem
colbnias apds exposigcao aos agentes antiproliferativos, foi utilizado o ensaio de
sobrevivéncia clonogénica (PLUMB, 2004). Brevemente, 200 e 850 células por
pocgo das linhagens MCF-7 e MDAMB-231, respectivamente, foram semeadas
em placas de 12 pogos. Apos 24 h de aderéncia, as células foram tratadas em
monoterapia com acido rosmarinico e em associagcdo com acido rosmarinico e
paclitaxel, por 72 h. Apés o periodo de tratamento, as células foram lavadas com
solugao de PBS para retirada dos agentes antineoplasicos e, em seguida, foi
adicionado aos pocos meio de cultura celular. Posteriormente, as células foram
incubadas por aproximadamente 10 dias, sendo as culturas observadas
diariamente com o auxilio de microscopio invertido. Ao final do periodo de
incubacdo, o meio de cultura foi removido e as células foram lavadas com PBS
e fixadas com formaldeido 4% (p/v). As células foram coradas com cristal violeta
0,1% (p/v) diluido em solucéo salina. Os experimentos foram realizados em

triplicata.

4.5 ENSAIO DE CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE
FLUXO

As fases do ciclo celular podem ser caracterizadas por variagées no seu
conteudo de DNA que, quando analisado por citometria de fluxo apés marcagao
com iodeto de propideo, permite quantificar a porcentagem de células em cada
fase do ciclo. O efeito do acido rosmarinico em monoterapia e em associacao ao
paclitaxel foi avaliado nas diferentes fases do ciclo celular.
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Brevemente, células da linhagem celular MDAMB-231 foram semeadas
na densidade de 0,2 x 108 cel/ml em placas de 12 pocos e, apds o periodo de
adesao celular, foram tratadas com AR e paclitaxel em monoterapia e politerapia.
Apo6s 72h de tratamento, as células foram tripsinizadas, centrifugadas por 7 min
a 1800rpm e o pellet lavado duas vezes com PBS. O sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspendidas em 150uL de PBS e fixadas com
1350uL de etanol 70%. Depois de fixar por pelo menos 30 min a 4°C, a amostra
foi centrifugada por 5 minutos a 1800rpm, o pellet ressuspendido em 1 mL de
PBS e feita a contagem das células (até que tivessem entre 50 e 200 cel/uL). Foi
retirado o volume necessario e centrifugado por 5 min a 1800rpm. Em seguida,
o pellet foi ressuspendido em tampé&o de permeabilizagéo (Tris-HCI 3,4 mM, pH
7,6, NaCl 10 mM, NP40 0,1% (v/v), RNAse 700 U/L e PI 0,075 mM (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Alemanha) e as amostras foram incubadas por 15 minutos

no gelo, protegidas da luz.

A leitura foi realizada no citémetro FACSCanto Il (BD) utilizando o canal
FL-2 (585nm). Um total de 10.000 eventos (células) foi adquirido por amostra e
os dados analisados pelo software Summit v.4.3. Os experimentos foram

realizados em duplicata.

4.6 EXTRACAO DE PROTEINAS

As células das linhagens de mama, MCF-7 e MDAMB-231, foram
plaqueadas na densidade de 0,2x 10° células/mL em placas de 12 pogos em
meio DMEM suplementado sob as condi¢des de cultivo padrao citados no item
4.1. Ap6s 24 h de aderéncia, as células foram tratadas por 72h com acido
rosmarinico e paclitaxel, em monoterapia, e paclitaxel e acido rosmarinico em

politerapia.

Para extragao de proteinas, as células primeiramente foram lavadas com
PBS para remocgao do excesso de meio de cultivo e removidas com auxilio de
um mini-rodo e tampao de extracao RIPA (Tris-HCL pH 7,4 50 mM, NaCl 150mM,
1%Triton 100X, 0,5% Deoxicolato de sédio e SDS 0,1%) adicionado de inibidores
de fosfatase e proteases (SIGMA) (CAO et. al.,, 2005). As amostras foram

incubadas por 30 min em gelo e, em seguida, centrifugadas a 9000 g por 30 min
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a 4 °C. O sobrenadante correspondente as proteinas totais foi armazenado a -
80 °C para posterior utilizagdo. A dosagem das proteinas foi realizada pelo
método de Bradford (SIGMA) (BRADFORD, 1976), em triplicata. A curva padréo
foi construida utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrdo nas
concentragdes 0,5; 1,0; 2,0; 4 e 8 e 16 pg/uL, em microplaca de 96 pogos. Para
o ensaio foram adicionados, em cada po¢o, 20 pL da proteina e agua e 180 uL
do Reagente de Bradford. A placa foi mantida em temperatura ambiente por 10

min e a leitura realizada em Leitor de Elisa (Bio-Rad) em absorbancia 595 nm.

4.7 IMUNOBLOT

A expressdo de proteinas envolvidas nas vias de sinalizagéao
PIBK/AKT/mTOR, proteinas relacionadas a morte celular por apoptose e
autofagia, foram analisadas em linhagens celulares de mama MCF-7 e MDAMB-
231 tratadas com acido rosmarinico em monoterapia e politerapia com o

quimioterapico paclitaxel pela técnica de Imunoblot.

O perfil das proteinas totais foi resolvido por eletroforese desnaturante
em gel de poliacrilamida a 10% (LAEMMLI, 1970). Posteriormente, as proteinas
foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Trans-Blot® Bio-Rad) a
200mA por 2h, no gelo, em tampao de transferéncia (25 mM Tris; 192 mM glicina;
metanol 20%) utilizando o sistema de transferéncia BIORAD. Apds a
transferéncia, as membranas foram incubadas em solugédo de bloqueio TBS-T
(Tris-HCI 100 mM; NaCl 1,5 M pH 7,5 e 0,05% Tween 20) acrescido de leite em
po6 desnatado 5% por 1h a temperatura ambiente e, posteriormente, lavadas 3
vezes com TBS-T por 15 minutos. Em seguida, as membranas foram incubadas
com os anticorpos primarios (Quadro 1) a 4 °C por 16h e, posteriormente,
lavadas trés vezes com TBS-T por 15 minutos. As membranas foram incubadas
com os anticorpos secundarios conjugados anti-IgG produzidos em coelho ou
camundongo marcados com peroxidase (GE) (1:5000) por 2h em temperatura
ambiente. Os anticorpos utilizados foram diluidos em TBS-T acrescido de leite

em p6 desnatado 0,5%.

As membranas foram reveladas por quimioluminescéncia utilizando o kit
ECL Plus Western Blotting Detection Reagents (Amersham), de acordo com o

protocolo do fabricante. As membranas foram normalizadas utilizando os
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anticorpos monoclonais primarios anti-a-actina ou anti-GAPDH produzidos em
coelho e o anticorpo secundario conjugado anti-lgG de coelho marcado com
peroxidase (1:5000) (GE). As imagens foram analisadas utilizando o software

ImageLab (Biorad).

Anticorpos Diluicao
LC3 1:200
BAX 1:500
P62 1:200

GAPDH 1:5000
ACTINA 1:5000

Quadro 1: Descricdo dos anticorpos primarios utilizados nos experimentos de andlise da
expressao proteica.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram efetuadas usando o Teste ANOVA de
duas vias e, em seguida, utilizou-se o Teste de Comparagao Multipla de
Bonferroni. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significante. O
programa usado para os calculos estatisticos foi o GraphPAd Prism 5 para
Windows (versao 5.00.288).

O programa CompuSyn foi usado para avaliar as interagdes entre as
drogas. Nesta analise, sinergismo, efeito aditivo e antagonismo sao definidos
como indice de combinacéao (Cl) < 1, Cl =1, e Cl > 1, respectivamente (CHOU,
2010).



41

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ACIDO ROSMARINICO NAO INIBE A VIABILIDADE
CELULAR METABOLICA EM LINHAGENS DE CANCER DE PULMAO

Inicialmente, procedemos com os experimentos de proliferagao celular a
fim de calcular as porcentagens da viabilidade celular metabdlica (VCM (%))
resultante do tratamento das células de CP com o AR, conforme verificado em
ensaio de MTT, utilizando o grupo das células nado tratadas cultivadas apenas
em RPMI como controle. Os experimentos foram realizados nos tempos de 48h
e 72h.

Entretanto, observamos que n&o houve eficacia antiproliferativa do AR
nas concentragbes avaliadas da substancia, que estavam entre 10* a 10° M
(100 uyM a 0,001 uM), na linhagem de CP de grandes células H460 tanto no
tempo de 48h quanto em 72h. As analises também foram feitas na linhagem de
NSCLC adenocarcinoma A549 nas mesmas condicdes experimentais de tempo
e concentragao e igualmente ndao houve efeito citotoxico significativo do AR
(Figura 5 e 6).

Pulmao (48h)

1204
—— A549

100- — H460
80- #:Fm
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404
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Viabilidade celular metabélica (% )

acido rosmarinico (uM)

Figura 5: Viabilidade celular metabdlica das linhagens de pulm&o A549 e H460 apds tratamento
com acido rosmarinico por 48h.

O ensaio foi avaliado pelo método de MTT. Células nao tratadas, cultivadas em meio RPMI,
foram utilizadas como controle. Os dados foram analisados pelo teste ANOVA de duas vias com
post test de Bonferroni. Os resultados representam a média e desvio padrdo de (=) 3
experimentos independentes. Fs; 24)= 0,9004.
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Figura 6: Viabilidade celular metabdlica das linhagens de pulmao A549 e H460 apés tratamento
com acido rosmarinico por 72h.

O ensaio foi avaliado pelo método de MTT. Células ndo tratadas, cultivadas em meio RPMI,
foram utilizadas como controle. Os dados foram analisados pelo teste ANOVA de duas vias com
post test de Bonferroni. Os resultados representam a média e desvio padrdo de (=) 3
experimentos independentes. Fs; 24y = 0,7598.

Rosmarinus officinalis tem sido descrito por apresentar propriedades
antioxidante, anti-inflamatdria e antineoplasica. O extrato de alecrim possui altas
concentragdes de polifendis como o AR e o acido carnésico (OKAMURA et. al.,
1994). Em um estudo sobre o efeito antiproliferativo do extrato de alecrim em
linhagem de adenocarcinoma A549 observou-se uma significativa inibicdo da
proliferacao celular com a concentragao do extrato a 50 ug/mL. Este efeito foi
similar ao efeito de 100 yuM do antioxidante natural encontrado em uvas pretas e
vinho tinto, resveratrol (MOORE et. al., 2016).

Em carcinoma de pequenas células NCI-H82, a mesma concentragao do
extrato (50 pug/mL) também reduziu a viabilidade celular (YESIL-CELIKTAS et.
al., 2010). Entretanto, a diminuicdo da proliferacdo pode ser devida,
principalmente, a presencga do composto fendlico acido carnésico. Nesse mesmo
estudo, essa substancia provocou a menor viabilidade celular com valores
variando de 13 a 30% a uma concentragéo de 6,25 ug/mL (18,8 uM) apds 48h
de tratamento, enquanto o acido rosmarinico mostrou quase nenhum efeito
inibitério a uma concentragéo de 50 pg/mL (139 yM) com valores de 98% de
VCM.

Em estudo realizado por Tao e colaboradores, em linhagem de NSCLC
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A549, o AR reduziu o crescimento celular, entretanto, com elevado valor de ICsg
de 198,12 uM, o que foi relacionado a diminui¢cao da atividade da enzima COX-

2, sugerindo um papel anti-inflamatoério do acido rosmarinico (2014).

Em estudo in vivo, ratos portadores de carcinoma pulmonar tratados com
2 mg/Kg de AR obtiveram 56,83% de inibicdo tumoral e 59,53% de inibicdo na
formacgéo de metastase. Entretanto, a administragdo de 4mg/Kg de AR provocou
uma perda de peso, sugerindo citotoxicidade. Assim, os resultados
demonstraram que uma concentracdo de 2 mg/Kg poderia suprimir o

crescimento tumoral sem efeito adverso (XU Y. et. al., 2010).

Portanto, em nossos estudos, observamos que nas linhagens de CP
A549 e H460 nao houve eficacia antiproliferativa do AR nas concentracoes

avaliadas (100 uM a 0,001 uM), tanto no tempo de 48h quanto em 72h.

5.2 EFEITO DO ACIDO ROSMARINICO NA VIABILIDADE
CELULAR METABOLICA EM LINHAGENS DE CANCER DE OVARIO

Posteriormente, realizamos os experimentos de proliferacédo celular a fim
de calcular as porcentagens da VCM resultante do tratamento com o acido
rosmarinico nas linhagens de CAOV A2780, SKOV-3 e OVCARS3, conforme
verificado em ensaio de MTT. Os experimentos foram realizados no tempo de
48h e nas concentragbes do AR de 10 a 10° M. Entretanto, observamos que
nao houve eficacia antiproliferativa do AR nas linhagens e nas concentragdes

avaliadas no tempo de tratamento de 48h (Figura 7).
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Figura 7: Viabilidade celular metabdlica das linhagens de ovario A2780, SKOV3 e OVCARS3 apos
tratamento com acido rosmarinico por 48h.

O ensaio foi avaliado pelo método de MTT. Células ndo tratadas, cultivadas em meio RPMI,
foram utilizadas como controle. Os dados foram analisados pelo teste ANOVA de duas vias com
post test de Bonferroni. Os resultados representam a média e desvio padrdo de (=) 3
experimentos independentes. F1o; 35) = 0,3303.

Viabilidade celular metabdlica (% )
(2]
o

Em seguida, procedemos com os experimentos nas linhagens
supracitadas nas mesmas condi¢des experimentais de concentragao, porém no
tempo de tratamento de 72h. Verificamos que n&o houve inibigdo na proliferagao
celular na linhagem de ovario quimiorresistente OVCAR3. No entanto, nas
linhagens de CAOV A2780 e SKOV-3, o AR sensibilizou as células com reducéo
na viabilidade celular de 90% e 54%, respectivamente, na maior concentragéo
de 10* M (100 uM) (Figura 8).
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Figura 8: Viabilidade celular metabdlica das linhagens de ovario A2780, SKOV3 e OVCARS3 apo6s
tratamento com acido rosmarinico por 72h.
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O ensaio foi avaliado pelo método de MTT. Células nao tratadas, cultivadas em meio RPMI,
foram utilizadas como controle. Os dados foram analisados pelo teste ANOVA de duas vias com
post test de Bonferroni. Os resultados representam a média e desvio padrdo de (=) 3
experimentos independentes. *p<0,05; ***p<0,001. A interagéo foi estatisticamente significante
com valor de F1o; 36) = 28,67.

Logo apds, avaliamos se a combinagdo do AR com um quimioterapico
convencional, cisplatina, seria capaz de sensibilizar a linhagem quimiorresistente
de ovario seroso de alto grau OVCARS. Para isso, combinamos a ICsp estimada
do AR (1,8 mM) com a curva padrao da OVCARS3 e cisplatina que variou entre
50 uM a 0,195 uM. Entretanto, o AR nao potencializou o efeito do quimioterapico
cisplatina na linhagem no tempo de 72h. A associagao ainda promoveu um leve

efeito de antagonismo com indice de combinagéo igual a 1,68 (Figura 9).
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Figura 9: Viabilidade celular metabdlica da linhagem de ovario OVCARS3 apés tratamento com
acido rosmarinico e cisplatina por 72h.

O ensaio foi avaliado pelo método de MTT. Células nao tratadas, cultivadas em meio RPMI,
foram utilizadas como controle. Os dados foram analisados pelo teste ANOVA de duas vias com
post test de Bonferroni. Os resultados representam a média e desvio padréo de () 3
experimentos independentes. *p < 0,05; **p < 0,01. A interagéo foi estatisticamente significante
com valor de Fg; 40) = 3,097.

O CAQV ¢é uma doenga com alta mortalidade em mulheres, sendo o
principal problema a recorréncia de células resistentes aos famacos apés a
quimioterapia. A cisplatina € o agente quimioterapico de primeira escolha neste
tipo de tumor, entretanto a sua elevada toxicidade limita a dosagem a ser
utilizada (ARAUJO, 2008). O alecrim é uma popular erva medicinal e estudos

recentes tém relatado suas atividades farmacoldgicas na quimioprevengao e na
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terapia do cancer (CHEUNG; TAI, 2007).

Tai e colaboradores (2012) observaram que o extrato dessa planta
mostrou efeito antiproliferativo dose-dependente em linhagem de CAOV A2780
e A2780CP70 resistententes a cisplatina. Entretanto, as células A2780 foram
significativamente mais sensiveis ao extrato do que a linhagem A2780
quimiorresistente. Neste estudo, o AR reduziu a viabilidade da linhagem A2780
com um valor de ICsode 139 uM em 48h. Ademais, 27,8 uM do AR potencializou
significativamente a atividade antiproliferativa da cisplatina nesta linhagem
inibindo a proliferagdo celular em 85%. No entanto, na linhagem resistente
A2780CP70 nao foi observada atividade antiproliferativa nessa mesma
concentragdo (139 pM) e também ndo houve aumento da atividade do

quimioterapico padrao.

5.3 EFEITO DO ACIDO ROSMARINICO NA VIABILIDADE
CELULAR METABOLICA EM LINHAGENS DE CANCER DE MAMA

Em seguida, prosseguimos com a triagem pelo método de MTT com o
objetivo de determinarmos a eficacia citotéxica e a ICso estimada do AR nas
linhagens de CAM do tipo luminal A MCF-7 e de TNBC MDAMB-231 nos tempos
de 48h e 72h.

Em 48h de tratamento a inibicado da VCM esteve em torno de 26% e 11%
nas linhagens MCF-7 e MDAMB-231, respectivamente, quando expostas a maior
concentragdo do AR (100 pM), apresentando pouco efeito citotéxico quando

comparado ao tempo de 72h.

Neste tempo de tratamento, 72h, a linhagem MCF-7 na concentragéo de
100 uM do AR apresentou uma significativa reducao de 82% da viabilidade
celular, enquanto a linhagem TNBC MDAMB-231 apresentou uma diminuicao de

74% de células viaveis (Figura 10 e 11).
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Figura 10: Viabilidade celular metabdlica das linhagens MCF-7 e MDAMB231 apés tratamento
com acido rosmarinico por 48h.

O ensaio foi avaliado pelo método de MTT. Células nao tratadas, cultivadas em meio DMEM,
foram utilizadas como controle. Os dados foram analisados pelo teste ANOVA de duas vias com
post test de Bonferroni. Os resultados representam a média e desvio padrdo de (=) 3
experimentos independentes. Fs; 24y = 1,354.
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Figura 11: Viabilidade celular metabdlica das linhagens MCF-7 e MDAMB231 apo6s tratamento
com acido rosmarinico por 72h.

O ensaio foi avaliado pelo método de MTT. Células nao tratadas, cultivadas em meio DMEM,
foram utilizadas como controle. Os dados foram analisados pelo teste ANOVA de duas vias com
post test de Bonferroni. Os resultados representam a média e desvio padrédo de (=) 3
experimentos independentes. F(7; 32) = 6,624.

A partir dos dados obtidos no ensaio de VCM, o valor da ICso do AR para
cada linhagem avaliada foi calculado pelo software GraphPad Prism. No subtipo
luminal A MCF-7 o AR apresentou valor estimado de ICso de 55 yM e de 80 uM



48

no subtipo triplo negativo MDAMB-231, no tempo de tratamento de 72h (Quadro
2).

MCF-7 MDAMB-231
Droga
ICSO (M) |Cso (M)
Cisplatina 6,9x10° 4x10®
Paclitaxel 3,8x10710 7,4x10°°
Acido Rosmarinico 5,5x10° 8x10°

Quadro 2: ICso estimada para as linhagens de CAM MCF-7 e MDAMB-231 em 72h

O método MTT constitui ferramenta util com fins a determinagao da
poténcia e eficacia das drogas quanto as suas atividades antiproliferativas,
embora haja limitagdo do método em fornecer valores exatos de concentragéo

para o parametro farmacocinético de ICso.

Posteriormente, a fim de analisar se o0 AR poderia potencializar o efeito
antiproliferativo dos quimioterapicos padrao nas linhagens de CAM, combinamos

o AR com os agentes cisplatina e paclitaxel.

O tratamento combinado de 55 pyM do AR pontencializou o efeito
citotoxico do quimioterapico padrao cisplatina na linhagem do tipo luminal A
MCF-7 até nas menores concentragdes deste que variou entre 0,08 mM e
0,000064 mM. A associagao do AR com a cisplatina trouxe beneficios ao regime
terapéutico ao reduzir significativamente a ICso do quimioterapico. A combinacao

produziu efeito sinérgico com indice de combinacgéao (Cl) = 0,0125 (Figura 12).

A combinagdo do AR na concentragao de 55 uM também potencializou
0 quimioterapico paclitaxel, na linhagem MCF-7, com a ICso deste sendo
consideravelmente reduzida. O efeito benéfico foi observado em todas as
concentragcbes do agente antineoplasico padrdo que variou entre 5 pM e
0,000001 uM. A associagdo do AR com o paclitaxel promoveu efeito de

sinergismo com Cl = 0,0192 (Figura 13).
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Figura 12: Estudo da viabilidade celular metabdlica (VCM) da linhagem MCF-7 apds tratamento
com acido rosmarinico e cisplatina por 72h.

O ensaio foi avaliado pelo método de MTT. Células nao tratadas, cultivadas em meio DMEM,
foram utilizadas como controle. Os dados foram analisados pelo teste ANOVA de duas vias com
post test de Bonferroni. Os resultados representam a média e desvio padrdo de (=) 3
experimentos independentes. ***p < 0,001. A interagao foi estatisticamente significante com valor
de F;32) = 20,84.
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Figura 13: Viabilidade celular metabdlica da linhagem MCF-7 apds tratamento com acido
rosmarinico e paclitaxel por 72h.

O ensaio foi avaliado pelo método de MTT. Células nao tratadas, cultivadas em meio DMEM,
foram utilizadas como controle. Os dados foram analisados pelo teste ANOVA de duas vias com
post test de Bonferroni. Os resultados representam a média e desvio padrédo de (=) 3
experimentos independentes. **p < 0,01; ***p < 0,001. A interagdo foi estatisticamente
significante com valor de F10; 44) = 30,34.

Semelhante a linhagem MCF-7, a associagdo do AR com o

quimioterapico cisplatina reduziu significativamente a ICso deste na linhagem
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TNBC MDAMB-231, em 72h de tratamento. Na combinagao, a viabilidade celular
também foi reduzida em mais de 80% em todas as concentracbes do
quimioterapico que variou entre 0,04 mM e 0,000625 mM. A concentragéo
administrada do AR foi de 80 uM, que corresponde ao ICsp do mesmo para esta
linhagem. O sinergismo foi comprovado através da analise do indice de

combinacgéo cujo valor foi de 0,00369 (Figura 14).
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Figura 14: Viabilidade celular metabdlica da linhagem MDAMB231 apés tratamento com acido
rosmarinico e cisplatina por 72h.

O ensaio foi avaliado pelo método de MTT. Células ndo tratadas, cultivadas em meio DMEM,
foram utilizadas como controle. Os dados foram analisados pelo teste ANOVA de duas vias com
post test de Bonferroni. Os resultados representam a média e desvio padrdo de (=) 3
experimentos independentes. ***p < 0,001. A interagéao foi estatisticamente significante com valor
de F;28) = 17,91.

Na combinagao de 80 uM do AR com o paclitaxel, a viabilidade celular
da linhagem MDAMB-231 também foi reduzida em mais de 80% em todas as
concentragbes do mesmo (5uM a 0,000013uM). A ICso do quimioterapico
também foi significativamente reduzida, indicando que a associagdao com o AR
pode diminuir substancialmente a dose do quimioterapico a ser administrada. A
associagao do AR com o paclitaxel promoveu efeito sinérgico com CI = 0,0026
(Figura 15).
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Figura 15: Viabilidade celular metabdlica da linhagem MDAMB231 apéds tratamento com acido
rosmarinico e paclitaxel por 72h.

O ensaio foi avaliado pelo método de MTT. Células nao tratadas, cultivadas em meio DMEM,
foram utilizadas como controle. Os dados foram analisados pelo teste ANOVA de duas vias com
post test de Bonferroni. Os resultados representam a média e desvio padrdo de (=) 3
experimentos independentes. **p < 0,01; **p < 0,001. A interagdo foi estatisticamente
significante com valor de F g, 40) = 22,62.

Em seguida, um breve resumo da ICso do AR e dos agentes cisplatina e
paclitaxel nas linhagens de CAM em monoterapia e em politerapia, no tempo de
tratamento de 72h (Quadro 3):

Linhagens Condig¢des Experimentais ICso

Cisplatina 6,9x10°° mM
MCF.7 Cisplatina + 55 uM Acido Rosmarinico 2,3x10° mM
Paclitaxel 3,8x104 uM

Paclitaxel + 55 pM Acido Rosmarinico 9,4x10 uyM

Cisplatina 4x10° mM
Cisplatina + 80 uM Acido Rosmarinico 2,2x10* mM

MDAMB-231

Paclitaxel 7,4x10°% uyM

Paclitaxel + 80 pM Acido Rosmarinico 2,2x106 uM

Quadro 3: valor da ICso estimada para os agentes cisplatina e paclitaxel em monoterapia e em
associagao com o AR nas linhagens MCF-7 e MDAMB-231, em 72h.

Assim, os valores da ICsp e os resultados de citotoxicidade obtidos
através do ensaio de MTT nas linhagens de CAM MCF-7 e MDAMB-231, em
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72h, apontam que o AR pode ser um promissor agente citotoxico tanto em

monoterapia quanto em terapia combinada.

O resultado encontrado foi corroborado por Yesil-Celiktas e
colaboradores (2010) que observaram que o AR promoveu redugdo do
crescimento celular das linhagens MCF-7 e MDAMB-231 na concentragao de
138,8 uM em 48h.

Berdowska e colaboradores (2013) também observaram que em
linhagem MCF-7 resistente a doxorrubicina, o AR apresentou um potente efeito
citotdbxico aumentando a atividade antiproliferativa do quimioterapico e

reduzindo a proliferagao celular em 86%.

Além disso, Moon e colaboradores (2010) verificaram que 60 uM do AR
diminuiu a viabilidade celular da linhagem MCF-7 quando combinado ao fator de
necrose tumoral TNF-a indicando que o AR estimula a apoptose induzida pelo
TNF-a. Embora o TNF-a seja util na terapia anti-cancer, ele também é
responsavel por induzir uma resposta inflamatéria profunda através da ativacao
do NFkB. O fator nuclear Kappa B compreende um complexo de fatores de
transcricdo que regulam varios processos celulares e que tem sido relatado ter
um papel na iniciacdo, desenvolvimento, metastase e resisténcia ao tratamento
do cancer. Muitos tumores tém atividade devido ao microambiente inflamatério
e as mutagdes oncogénicas causados pelo NFkB. Assim, muitas células
tumorais sao resistentes ao TNF-a devido, principalmente, a ativagdo do fator
nuclear Kappa B (XIA; SHEN; VERMA, 2014). Entretanto, foi observado que o
AR diminui a ativagado do NFkB em fibroblastos dérmicos humanos (LEE et. al.,
2006).

5.4 EFEITO DO ACIDO ROSMARINICO NA FORMACAO DE
COLONIAS EM LINHAGENS CELULARES DE CANCER DE MAMA

O ensaio de clonogenicidade ou de formagao de colénias € um ensaio
de sobrevivéncia celular que permite a avaliagdo da viabilidade reprodutiva, ou
seja, a capacidade de uma unica célula para formar uma colénia. O ensaio testa
todas as células da populagao por sua capacidade de sofrer uma divisao ilimitada
(FRANKEN et. al., 2006).
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Nesse contexto, o AR foi capaz de inibir completamente a formacao de
colénias na linhagem MCF-7, tanto em monoterapia quanto em terapia
combinada com paclitaxel, em todas as concentracdes testadas. Entretanto, o
paclitaxel utilizado em monoterapia nao foi capaz de diminuir a formacédo de

colénias quando comparado ao controle (Figura 16).

- =

1,9X10* uM PTX 27,5 UM AR PTX + AR

Figura 16: Ensaio de formagéo de colénia na linhagem MCF-7.

Células da linhagem MCF-7 foram semeadas em placas de 12 pocgos e tratadas com AR e PTX
na concentragao da ICso e na metade desta, em monoterapia e em associagdo. Os experimentos
foram acompanhados por 12 dias. Figura representativa de um experimento.

Na linhagem MDAMB-231, as concentragdes utilizadas do AR também
inibiram totalmente a formacao de colénias em monoterapia e em politerapia com
paclitaxel. Observou-se ainda que o tratamento com o quimioterapico paclitaxel
em monoterapia reduziu drasticamente a formacao de coldnia, principalmente

quando na concentracgao da ICso (Figura 17).

ICso PTX ICso AR

3,7X10°3 pM PTX 40 UM AR PTX + AR

Figura 17: Ensaio de formagao de coldnia na linhagem MDAMB-231.
Células da linhagem MDAMB-231 foram semeadas em placas de 12 pogos e tratadas com AR e
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PTX na concentragcdo da ICso e na metade desta, em monoterapia e em associacdo. Os
experimentos foram acompanhados por 10 dias. Figura representativa de um experimento.

5.5 EFEITO DO ACIDO ROSMARINICO NAS ALTERACOES DO
CICLO CELULAR NAS LINHAGENS DE CANCER DE MAMA

A fim de verificar se o AR interfere no ciclo celular da linhagem de CAM
triplo negativo MDAMB-231, realizamos ensaio utilizando marcagdo com o
intercalante de DNA PI (iodeto de propideo). As células foram tratadas por 72h
com o AR em monoterapia e em terapia combinada com o quimioterapico
paclitaxel. O paclitaxel também foi utilizado como droga controle, pois atua
estabilizando os microtubulos o que provoca a desestabilizagcao do fuso mitético
induzindo, assim, o bloqueio do ciclo celular na fase G2/M e resultando em
apoptose celular (JORDAN et. al., 1993).

Assim, observamos uma tendéncia no aumento da fragao celular na fase
G1 no tratamento com o0 AR, tanto em monoterapia quanto em terapia combinada
com o quimioterapico paclitaxel. Também observamos uma diminuicdo no
numero de células na fase G2/M, principalmente, com o AR em monoterapia
(Figura 18).
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Figura 18: Analise do ciclo celular na linhagem MDAMB-231 apds tratamento com acido
rosmarinico e paclitaxel.

As células foram tratadas por 72h com DMSO 20% (controle), AR ICso 80uM, PTX ICso 7,4X1073
MM e combinacdo de AR com PTX. As leituras foram feitas em citdmetro FACSCanto Il em dois
experimentos independentes.
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Em um estudo realizado por Wu e colaboradores (2015) em células de
leucemia linfoblastica aguda, observou-se que o AR induziu uma leve parada na
fase G2/M e, em altas concentragcdes, aumentou o numero de células na fase
sub-G1. A parada em G2/M pode estar associada ao dano ao DNA, reparo do
DNA e sobrevivéncia celular, enquanto a fase sub-G1 esta relacionada a indug¢ao

de apoptose celular.

Saiko e colaboradores (2015) também observaram que em linhagem de
leucemia promielocitica HL-60 o resultado foi semelhante com o AR, na
concentracdo de 150 pM, aumentando a fracdo celular na fase GO-G1 e

reduzindo o numero das mesmas em G2/M.

5.6 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE PROTEINAS QUE
PODEM ESTAR ENVOLVIDAS NOS MECANISMOS DE ACAO DO
ACIDO ROSMARINICO

Com o intuito de compreendermos melhor o papel do AR no regime
terapéutico das linhagens de CAM do tipo luminal A MCF-7 e do TNBC MDAMB-
231, realizamos analises de expressao protéica através da técnica de Western
Blot. Para tal, foram avaliadas as proteinas envolvidas na via de autofagia LC3
e P62 e a proteina pro-apoptotica BAX em ambas as linhagens. Os tratamentos
foram realizados com o AR e com o quimioterapico paclitaxel em monoterapia e

em terapia combinada.

Nas células da linhagem MCF-7 tratadas com 50 yM do AR em
associacdo com paclitaxel na ICso foi possivel observar uma tendéncia no
aumento da fosforilagdo da proteina LC3 (LC3Il) envolvida na via de sinalizagcéo
da autofagia, comparado aos demais tratamentos. O AR em monoterapia
também aumentou a atividade da proteina LC3 em comparagédo ao controle
(Figura 19).

Na linhagem TNBC MDAMB-231 o tratamento combinado de AR na
concentragao da ICso (80 uM) com o paclitaxel também aumentou a fosforilagao

desta proteina quando comparado ao controle (Figura 20).
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Figura 19: Analise da expresséo de LC3 na linhagem MCF-7.

As células foram tratadas com o acido rosmarinico e PTX em monoterapia e em associacao.
Para a andlise da densitometria de bandas das amostras foi utilizado o programa ImageLab.
Como normalizador foi utilizado GAPDH. N = 1.
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Figura 20: Analise da expresséo de LC3 na linhagem MDAMB-231.

As células foram tratadas com o acido rosmarinico e PTX em monoterapia e em associagao.
Para a analise da densitometria de bandas das amostras foi utilizado o programa ImageLab.
Como normalizador foi utilizado B-actina. N = 1.

Durante a formagao do autofagossomo ha uma lipidacdo da proteina
LC3, sendo formadas duas isoformas desta proteina, LC3I e LC3Il. Entretanto,
quando ha um aumento na expressao de LC3lII significa que as células estdo em
processo autofagico (MIZUSHIMA; YOSHIMORI, 2007).

Gao Q. e colaboradores (2014) observaram que em linhagem de

carcinoma hepatocelular HepG2 o acido carndsico, um outro componente do
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alecrim, aumentou a expressao da proteina LC3 e, consequentemente, a

autofagia por meio do aumento dos vacuolos autofagicos e dos autolisossomos.

A analise da expressao da proteina p62 na linhagem MCF-7 mostrou
uma tendéncia no aumento desta, tanto em monoterapia quanto em terapia
combinada com o paclitaxel. Na linhagem MDAMB-231 também observamos um
acentuado aumento na expressao desta proteina quando tratada com o AR em

combinagdo com o paclitaxel comparado ao controle (Figura 21 e 22).
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Figura 21: Analise da expressao de P62 na linhagem MCF-7.

As células foram tratadas com o acido rosmarinico e PTX em monoterapia e em associag¢ao.
Para a analise da densitometria de bandas das amostras foi utilizado o programa ImagelLab.
Como normalizador foi utilizado GAPDH. N = 1.
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Figura 22: Andlise da expresséo de P62 na linhagem MDAMB-231.

As células foram tratadas com o acido rosmarinico e PTX em monoterapia e em associagao.
Para a analise da densitometria de bandas das amostras foi utilizado o programa ImageLab.
Como normalizador foi utilizado B-actina. N = 1.
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A via de autofagia (Figura 23) € uma via de reciclagem e limpeza celular.
E uma via catabdlica essencial que degrada componentes celulares dentro do
lisossoma, onde as organelas celulares que ja ndo se encontram funcionais sao
abrangidas por uma membrana sendo decompostas. Neste momento, ocorre a
formacgao do autofagossomo que se funde com os lisossomos para degradar os
conteudos sequestrados e a membrana interna através de hidrolases
lisossbmicas. Os aminoacidos, produtos finais da degradagdo de componentes
citosodlicos, podem ser reutilizados pela célula e atuam como reguladores de
retroalimentacdo negativa para o processo de autofagia (LEVINE; KROEMER,
2008).

A autofagia € um processo coordenado por um grupo de genes
denominado Atg (autophagy). Porém, outras proteinas sdo importantes na
sinalizagdo da autofagia, modulando o processo autofagico positiva ou
negativamente. A proteina mTOR & uma molécula-chave em vias de sinalizacao
de detecgdo de nutrientes que participa na regulagdo da autofagia. Quando a
autofagia e a sintese proteica sado ativadas, Akt fosforila a proteina mTOR no
sitio de ativacao Ser2448 e, a partir desta primeira fosforilagdo, mTOR realiza
autofosforilacdo da Ser2481. Uma vez ativada, mTOR inibe o processo
autofagico e ativa a proteina p70%¢, uma cinase ativada por sinalizagdo
mitogénica requerida para o crescimento celular e passagem pela fase G1 do
ciclo celular. (DERETIC, 2010; RAVIKUMAR et. al., 2010).

Uma das proteinas participantes dessa via é a cadeia leve 3 da proteina
1 associada a microtubulos, conhecida como proteina LC3, que esta presente
no meio celular em duas isoformas: LC3l (citosolica) e LC3Il (ligada ao
autofagossomo durante a autofagia). A expressao da LC3Il como um potencial
marcador de autofagia também tem sido bastante investigada. A LC3 é a unica
proteina Atg que se encontra em células eucariontes associada ao
autofagossoma maduro (CHU et. al.,, 2014). Entretanto, estudos recentes
sugerem que a LC3 pode servir como um meio para facilitar a ativagao da
apoptose através da caspase 8, porque a proteina p62 interage com a caspase
8. Sendo assim, o acumulo de p62 e LC3 leva a agregacao e auto-ativagao de
caspase 8 resultando em apoptose (YOUNG; TAKAHASHI; KHAN, 2012).
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A proteina p62 atua como seletora de substratos, sendo uma proteina
reguladora da entrega de organelas disfuncionais, proteinas agregadas ou
enroladas de forma incorreta e proteinas ubiquitinadas para a eliminagao através
da autofagia. Assim, a p62 pode ser de grande importancia no mecanismo de
controle para a eliminagcao de componentes toxicos desempenhando fung¢des na
carcinogénese (MOSCAT; DIAZ-MECO 2009; ITAKURA; MIZUSHIMA 2011;
YOUNG; TAKAHASHI; KHAN, 2012)

Em um estudo feito em linhagem de carcinoma hepatocelular, o AR
aumentou a caspase 8 e, consequentemente, a apoptose sugerindo o papel do
AR nesta via (LIN C.-S. et. al., 2007).

Nos modelos experimentais de autofagia deficiente, os tumores crescem
mais rapidamente. Estas evidéncias sugerem que a autofagia € um mecanismo
supressor de tumor e que a redugao dos niveis autofagicos poderia promover a
tumorigénese. Além disso, a autofagia é regulada negativamente pela via
PI3K/Akt/mTOR e o desenvolvimento neoplasico & frequentemente iniciado
através de mutagdes que aumentam a sinalizagao por essa via (DEGENHARDT
et. al., 2006; LEVINE; KROEMER, 2008).

Os mecanismos pelos quais a autofagia € capaz de inibir a tumorigénese
envolvem a diminuicdo da capacidade de reduzir os danos celulares, a
diminui¢ao da instabilidade gendmica e a diminuigao do estresse oxidativo, bem
como a eliminagao de proteinas e organelas danificadas. Por outro lado, ao inibir
o0 processo de apoptose induzido pela falta de interagbes corretas entre as
células neoplasicas e a matriz extracelular, estudos sugerem que a autofagia
pode contribuir para a tumorigénese e o desenvolvimento de metastases
(LEONE; AMARAVADI, 2013). Sendo assim, a autofagia pode apresentar efeitos
diferenciados, dependendo do tipo de célula ou alteragdo genética associada,

caracterizando-se como um processo multifacetado (AKAR et. al., 2008).

Ademais, a autofagia mantém a sobrevivéncia de células tumorais em
resposta ao estresse metabdlico, com excecdo dos processos de necrose e
inflamacéao, especialmente quando a apoptose esta inibida. A autofagia diminui
a massa mitocondrial por mitofagia (degradagdo mitocondrial por autofagia) e
reduz a susceptibilidade das células a apoptose por estimulos mitocondriais
(MAYCOTTE; THORBURN, 2011). Assim, pode-se propor que as células
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tumorais induzem a autofagia para sobreviver ao estresse metabdlico no

microambiente tumoral e para evitar a apoptose induzida por terapia.
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Figura 23: Via de regulacao da autofagia.
Fonte modificada: http://www.cellsignal.com/pathways/autophagy-signaling.jsp.

Ainda, motivados em investigar se o efeito citotoxico do AR pode estar
relacionado a apoptose, avaliamos a expressao de um importante membro da
familia Bcl-2, a proteina pro-apoptética Bax (HASSAN et. al., 2014). A apoptose
€ um processo de morte celular programada essencial para eliminar células
supérfluas ou defeituosas. Este fenbmeno de morte celular possui um importante
papel na manutencdo da homeostase tecidual e € essencial em varias condi¢des
patoldgicas, incluindo o cancer (ANAZETTI; MELO, 2007).

A familia Bcl-2 € uma familia de proteinas indutoras e repressoras de
morte por apoptose que participam ativamente da regulagdo da apoptose. Os
membros da familia Bcl-2 inibem a apoptose, pois previnem a liberagdo da

proteina citocromo ¢ e sdo chamados de reguladores anti-apoptoéticos. Por outro
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lado, Bax é uma proteina pro-apoptotica (HENGARTNER, 2000). A homeostasia
€ mantida pelo controle da quantidade de proteinas anti-apoptéticas e pro-
apoptdticas. Estimulos, como dano ao DNA, levam ao aumento na expressao
das proteinas pré-apoptoticas. Esse desequilibrio induz a apoptose (PETROS
et. al., 2004).

Apos um estimulo de morte, a Bcl-2 inibe a permeabilizagcdo da
membrana externa da mitocéndria pelo sequestro de Bax ou por competir por
sitios que seriam ocupados pela Bax na membrana externa mitocondrial. A
reducao na atividade da Bcl-2 é suficiente para induzir a célula a entrar em
apoptose (MURPHY et. al., 2000). Entretanto, Bax também pode promover a
apoptose através da interagdo com a mitocondria de forma independente da

interagdo com proteinas anti-apoptéticas (PETROS et. al., 2004).

Em um estudo realizado por Petiwala e colaboradores (2014), em
linhagem de carcinoma de préstata, o tratamento com alecrim aumentou a
expressao da proteina Bax e a apoptose e diminui a proliferacao celular. O acido
carnésico, outro ingrediente ativo do alecrim, também promoveu o aumento de
Bax e, consequentemente, da apoptose em linhagens de adenocarcinoma
colorretal (KIM et. al., 2014; KIM et. al., 2016).

Estudos in vivo e in vitro também confirmaram o papel do AR nesta via
inibindo a expresséo da proteina Bcl-2 e aumentando a apopotose (LIN et. al.,
2007; ANUSUYA; MANOHARAN, 2011).

No entanto, em nosso estudo, na linhagem MCF-7 observou-se que o
tratamento com 50 yM de AR em monoterapia ndo promoveu modulagao da
expressao de Bax emrelagao ao controle. Além disso, ao analisarmos os efeitos
do paclitaxel em monoterapia € possivel observar uma tendéncia na diminuicao
de Bax (Figura 24).
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Figura 24: Andlise da expressédo de BAX na linhagem MCF-7.

As células foram tratadas com o acido rosmarinico e PTX em monoterapia e em associacao.
Para a andlise da densitometria de bandas das amostras foi utilizado o programa ImageLab.
Como normalizador foi utilizado GAPDH. N = 1.

Na linhagem MDAMB-231, também observamos uma acentuada
reducdo na fosforilagdo de Bax tanto em monoterapia quanto em terapia
combinada com o0 agente quimioterapico paclitaxel quando comparado ao
controle (Figura 25).
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Figura 25: Analise da expressédo de BAX na linhagem MDAMB-231.

As células foram tratadas com o acido rosmarinico e PTX em monoterapia e em associagao.
Para a analise da densitometria de bandas das amostras foi utilizado o programa ImageLab.
Como normalizador foi utilizado GAPDH. N = 2.
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6 CONCLUSAO

Os dados do presente trabalho nos permitem concluir que:

- Nas concentragdes avaliadas o acido rosmarinico nao promoveu efeito
antiproliferativo em linhagens de cancer de pulméo A549 e H460 e de ovario
OVCARS;

- Acido rosmarinico diminuiu a proliferacdo celular em linhagens de
cancer de ovario A2780 e SKOV-3 em 72h de tratamento, mas ndo em 48h,

mostrando efeito tempo-dependente;

- O presente trabalho mostrou o potencial beneficio antiproliferativo do
acido rosmarinico, de forma dose-dependente, na viabilidade celular metabdlica
em linhagens de cancer de mama do subtipo luminal AMCF-7 e TNBC MDAMB-
231;

- Além disso, o acido rosmarinico potencializou o efeito antineoplasico
de cisplatina e paclitaxel nas linhagens de CAM mesmo nas concentragbes mais
baixas mostrando efeito sinérgico, o que possibilita a diminuicdo na
concentracdo desses quimioterapicos e, portanto, a reducdo dos adversos

efeitos da terapia convencional;

- O tratamento com &cido rosmarinico em monoterapia e em terapia
combinada com paclitaxel afetou a viabilidade reprodutiva celular inibindo a

formacéao de coldnia nas linhagens de CAM,;

- Nossos achados evidenciam que, dentre outros possiveis mecanismos,

o acido rosmarinico pode induzir a morte celular por autofagia;

- Em suma, por todos os aspectos apresentados e discutidos,
acreditamos que o acido rosmarinico pode vir a se tornar um potencial agente
terapéutico contra o CAM, representando uma possibilidade real para contornar

o dramatico cenario dessa neoplasia.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Dada a relevancia clinica do presente estudo, pretendemos prosseguir
com as investigagbes da aplicabilidade do acido rosmarinico em regimes

terapéuticos contra o CAM, conforme descrito a seguir:

- Continuar as analises dos mecanismos de sinalizacao celular do acido
rosmarinico nas linhagens de CAM em monoterapia e em politerapia combinada
com agentes antineoplasicos convencionais. Sendo assim, analisaremos o efeito
do acido rosmarinico sobre as vias de sinalizacao celular de JAK/STAT, NFkB,
PIBK/AKT/mTOR e MAPK/ERK, bem como o possivel envolvimento de

caspases, BCL2, p53, dentre outros, através da técnica de imunoblotting;

- Prosseguir com as investigagcdes das alteragdes no ciclo celular das
linhagens celulares de CAM através da citometria de fluxo com a finalidade de
diferenciar o efeito do tratamento com acido rosmarinico sobre a proliferacao
celular (paradas no ciclo em G1/G0, S ou G2/M) em monoterapia e em terapia

combinada com cisplatina e paclitaxel;

- Avaliar o papel do tratamento com AR em monoterapia e em politerapia
na indugcdo de apoptose, necrose, morte autofagica nas linhagens de CAM por

citometria de fluxo e microscopia eletrénica de varredura e de transmissao;

- Realizar a dosagem de citocinas proé-inflamatérias, como IL6, IL1j,
TNFa, dentre outras, nos meios condicionados das células tratadas com AR em
monoterapia e em politerapia combinada com agentes antineoplasicos

convencionais por Elisa;

- Analisar o efeito do acido rosmarinico em monoterapia e em terapia
combinada com antineoplasicos convencionais no potencial migratorio
apresentado pelas células em linhagens celulares de CAM através do ensaio de

cicatrizacao;

- Realizar a quantificagdo das espécies reativas de oxigénio nas
linhagens celulares de CAM tratadas com acido rosmarinico em monoterapia e

em politerapia combinada com cisplatina e paclitaxel;
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- Avaliar o perfil proteico e identificar as moléculas diferencialmente
expressas pelo método de proted6mica em linhagens celulares de CAM apos o

tratamento com AR em mono e politerapia com os quimioterapicos padrao.
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