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RESUMO

Apesar dos avancos notaveis na terapia farmacoldgica do céancer, este continua sendo um
problema de salude publica em todo o mundo, haja vista as estatisticas de morbimortalidade
atuais, bem como as projecdes para o futuro. Posto isso, 0 objetivo do presente trabalho é
recuperar informacgdes na literatura acerca do potencial dos derivados da shikonina no
tratamento do céancer. Para tal, realizou-se uma revisao integrativa de artigos publicados no
PubMed, BVS, Science Direct e SCiELO entre os anos de 2017 e 2021. Foram utilizados os
descritores “Agente antineoplasico”, “Agente anticancer” ¢ “Agente antitumoral” combinados
com os termos “Shikonina” e “Derivados da shikonina” utilizando os operadores booleanos
“AND” e “OR”. Das 328 publica¢Bes encontradas, 12 foram incluidas na pesquisa apds o
processo de busca. Ao todo, 195 derivados da shikonina foram avaliados pelos estudos
incluidos, e, ap0ds a triagem, 13 obtiveram resultados promissores e prosseguiram para serem
realizados outros experimentos de elucidacdo de mecanismo de acdo. Em comparacdo a
shikonina, grande parte destes compostos mostrou melhor atividade antiproliferativa contra
linhagens celulares cancerigenas, além de serem menos toxicas para células ndo cancerigenas,
representando assim maior seletividade dos derivados. Em adicao a isso, outros experimentos
in vitro mostraram que todos os derivados da shikonina atuam por um ou mais dos seguintes
mecanismos: inducdo de apoptose, alteracdo do potencial de membrana mitocondrial,
interrupcao do ciclo celular na fase G1 ou G2/M, inibicdo da polimerizacdo da tubulina e da
migracao celular. Com relagéo aos resultados in vivo, 0s estudos revelaram que 0s compostos
testados tiveram efeito promissor na reducao de tumores, bem como nao alteraram parametros
fisicos e bioquimicos nos modelos animais estudados. Com base nessas informagdes,
depreende-se que os compostos derivados da shikonina possuem potencial atividade anticancer
promissora e podem ser alvo de pesquisas visando o desenvolvimento de novos farmacos.

Palavras-chave: Antineoplasicos; Derivados da Shikonina; Mecanismo de Acao;
Naftoquinona.



ABSTRACT

Despite notable advances in pharmacological cancer therapy, this remains a public health
problem worldwide, given current morbidity and mortality statistics, as well as projections for
the future. That said, the objective of the present work is to retrieve information in the literature
about the potential of shikonine derivatives in the treatment of cancer. To this end, an
integrative review of articles published in PubMed, VHL, Science Direct and SciELO between
2017 and 2021 was carried out. terms “Shikonin” and “Shikonin derivatives” using the Boolean
operators “AND” and “OR”. Of the 328 publications found, 12 were included in the search after
the search process. In all, 195 shikonine derivatives were evaluated by the included studies,
and, after screening, 13 obtained promising results and proceeded to carry out further
experiments to elucidate the mechanism of action. Compared to shikonine, most of these
compounds showed better antiproliferative activity against cancer cell lines, in addition to being
less toxic to non-cancerous cells, thus representing greater selectivity of the derivatives. In
addition to this, other in vitro experiments have shown that all shikonine derivatives act by one
or more of the following mechanisms: induction of apoptosis, alteration of mitochondrial
membrane potential, interruption of the cell cycle in the G1 or G2/M phase, inhibition of tubulin
polymerization and cell migration. Regarding the in vivo results, the studies revealed that the
tested compounds had a promising effect on tumor reduction, as well as did not change physical
and biochemical parameters in the animal models studied. Based on this information, it appears
that shikonine-derived compounds have promising anticancer activity and can be the target of
research aimed at the development of new drugs..

Keywords: Antineoplastic Agents; Shikonin Derivatives; Mechanism of Action;
Naphthoquinone.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Akt — Proteina quinase B

ALT — Alanina Aminotransferase

AST — Aspartato Aminotransferase

BVS — Biblioteca Virtual em Saude

CCK-8 — Contagem de Células Kit-8

CCso — Concentracao citotdxica para 50% das células ndo cancerigenas
Clso — Concentragdo inibitdria de 50% do efeito maximo

DALY — Anos de vida ajustados pela incapacidade

DeCS — Descritores em Ciéncias da Salde

DNA — Acido desoxirribonucleico

DP — Desvio Padréo

EGFR — Receptor do fator de crescimento epidérmico

HIF-1a — Fator 1-alfa induzivel por hipoxia

mTOR — Proteina alvo da rapamicina em mamiferos

MTT — Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazélio
PDH — Piruvato desidrogenase

PDK1 — Piruvato desidrogenase quinase 1

PI3K — Fosfatidilinositol 3-quinase

RNA — Acido ribonucleico

SciELO - Scientific Eletronic Library Online

SD — Sprague-Dawley

STAT3 — Transdutor de sinalizacéo e ativador de transcri¢do 3
XTT - 2,3-bis-(2-metdxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida
% - Porcentagem

pg/mL — Micrograma por mililitro

uM — Micromolar

nm — NanOmetro



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 —HallMmarks O CANCEL ...
FIGURA 2 —Férmula estrutural da ShikONiNa..........ooooeeeeeeeeeee e

FIGURA 3 - Fluxograma PRISMA para a selecdo dos artigos..........ccccevvrvververieseeseennennns



LISTA DE QUADROS E TABELAS

QUADRO 1 - Classes, mecanismos de ac¢éo e exemplos de quimioterapicos...................... 16
QUADRO 2 - Triagem dos derivados da shikonina com potencial anticancer................... 21
QUADRO 3 - Principais resultados in vitro para 0s Compostos promissores...................... 25

TABELA 1 — Valores de Clso e CCso dos derivados da shikonina mais promissores e da

S KON et 24



SUMARIO

L INTRODUGAOD ..ottt sttt ettt n st n s 12
2 OBIETIVOS ... ettt e et e et e e et e e e e e e e e anaes 14
2.1 ODJELIVO GEIAL....c.oeeiiiece et ns 14
2.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS ....evveii ettt ns 14
3REFERENCIAL TEORICO ...ttt 15
3.1 ASPECLOS JEraiS 0O CANCEN ........ccvveieeeieeieesieeie e e te s e te e re e e s e steesteareesreenreenee e 15
3.2 Terapia farmMacCOlOQICa. .........ccueiieiiiieieese et sre e 16
3.3 Etapas de desenvolvimento de Novos fArmacos.........ccccccevvvieiiceeienese e 17
KIS 111200 ] 1 - USSR TRPR 18
A METODOLOGIA. ...ttt b ettt be s b e nreanes 20
4.1 TIPO U8 BSTUTD ...ttt bbbttt b 20
4.2 FONTES 08 AAUOS .....eoviieiiieie e et b b b 20
4.3 EStratégias de DUSCA..........cceiiiiiie e 20
4.4 Critérios de iNCIUSA0 € EXCIUSAD ........ccveiveiiiiiieecieese e 20
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....oocviveeeeeeeeetieeeeeiesestesee s sses st esas s sssan s s, 21
6 CONSIDERACOES FINAIS ..ottt st sesae st 29

REFERENCIAS ..ot et e ettt e e ettt e et e e et et e e e e e s e e e e et e es e e seer e s anans 30



12

1 INTRODUCAO

Céncer é o nome dado a um conjunto de doengas que possuem como caracteristica
central o crescimento desordenado de células, resultante de alteracBes em proto-oncogenes,
genes supressores de tumor e/ou genes de reparo de DNA. Atualmente, o cancer € a segunda
principal causa de morte no mundo, além de ser a enfermidade com maior impacto negativo em
termos de anos de vida ajustados pela incapacidade (DALY —do inglés Disability Adjusted Life
Years), o que reflete na qualidade de vida dos individuos e nos gastos em salde publica em todo
o planeta (HANAHAN, 2022; MATTIUZZI, LIPPI, 2019).

A fim de tratar esta enfermidade, pode ser utilizada cirurgia, quimioterapia, radioterapia,
terapia hormonal, terapia alvo, entre outras estratégias (WANG; LEI; HAN, 2018). Haja vista
as dificuldades inerentes a cada método, investigar novas op¢oes terapéuticas € uma meta para
o desenvolvimento da humanidade e, no contexto da quimioterapia, os esforcos ganham mais
importancia considerando a demasiada toxicidade e o desenvolvimento de resisténcia aos
farmacos disponiveis. Nesse contexto, os produtos naturais permanecem sendo uma ampla
fonte de pesquisa de novos farmacos, podendo estes serem isolados de plantas, micro-
organismos e organismos marinhos, por exemplo (MANSOORI et al., 2017; TAYLOR;
JABBARZADEH, 2017).

Em meio a isso, é possivel pontuar o potencial bioldgico das naftoquinonas. Estas sao
compostos que possuem em sua estrutura uma quinona e um anel naftaleno, podendo ser
classificadas, a depender da posicdo das carbonilas, como 1,2-naftoquinonas e 1,4-
naftoquinonas. Dentre as naftoquinonas, pode-se destacar lawsona, plumbagina, lapachol,
juglona e shikonina com diversas propriedades biolégicas (PEREYRA et al., 2019).

Dentre estas, a shikonina, que pode ser encontrada em raizes de Lithospermum
erythrorhizon, conhecida popularmente na China como “Zicao”, tem se destacado devido ao
seu potencial anticancer evidenciado em diversos estudos. No entanto, uma questdo a ser
considerada é sua possivel toxicidade, demonstrada em células ndo cancerigenas, a qual,
embora necessite de estudos in vivo que empreguem diferentes vias de administracdo, pode
representar um aspecto a ser aperfeicoado visando o desenvolvimento de um novo farmaco
antineoplasico. Em adicdo a isso, a baixa hidrossolubilidade da shikonina também é um fator
que pode ser aprimorado, a fim de melhorar aspectos como absorcao, distribuigcdo, poténcia e
eliminagdo (GUO et al., 2019; WANG et al., 2019; FIGAT et al., 2021; ANDUJAR et al., 2013;
LI, 2019).
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Por essa razdo, tem sido desenvolvido novos compostos baseados na estrutura quimica
da shikonina com menor toxicidade e atividade anticancer aprimorada. Posto isso, compilar as
informacdes presentes na literatura sobre o potencial dos derivados da shikonina pode fornecer

embasamento para futuras pesquisas com novas terapias.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar uma revisdo integrativa da literatura sobre o potencial anticancer de derivados

da shikonina.
2.2 Objetivos especificos

e Buscar estudos in vitro sobre os derivados da shikonina que avaliem a citotoxicidade
em linhagens celulares cancerigenas e ndo cancerigenas;
e Investigar os possiveis mecanismos de agdo destes compostos;

e Auvaliar estudos in vivo que testem o potencial anticancer dos derivados.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Aspectos gerais do cancer

O cancer é uma doenca genética em que as células perdem o controle do mecanismo de
divisdo e/ou de morte celular, passando a multiplicar-se de forma desordenada. E valido
destacar que o cancer pode se desenvolver em qualquer parte do corpo humano, dando origem
a uma série de condicGes patologicas (NIH, 2021). De acordo com Hanahan (2022) é possivel
elencar algumas caracteristicas do cancer que possibilitam intervencgdes terapéuticas, conforme

a figura 1.

Figura 1 — Hallmarks do cancer

Sustentando a sinalizacao Insensibilidade a sinais
proliferativa anti-crescimento

Desbloqueando a

plasticidade fenotlplca'
Reprogramando o
metabolismo

Reprogramacao epigenética
nao mutacional

Resistindo ao sistema
imune

Resisténcia a Potencial replicativo
morte celular ilimitado
Z3,
Instabilidade génica e Inflamacao pro-
mutacgoes / X tumoral
Células senescentes : Microbiomas
polimérficos
Sustentando a Invasao de tecidos
angiogénese e metastase

Fonte: adaptado de Hanahan (2022)

No que se refere ao desenvolvimento de um tumor, ocorrem alteragcdes em genes que
controlam o funcionamento celular, sendo que tais alteracbes podem acontecer devido ao
acumulo sucessivo de erros na medida em que as células se dividem, a danos ao DNA por
substancias nocivas e/ou em decorréncia da heranca genética transmitida de pais para filhos. Os
genes que podem sofrer essas alteracGes podem ser proto-oncogenes, genes supressores de
tumor e genes de reparo de DNA (BASU, 2018; FOUAD; AANEI, 2017).

Esta doenca foi responsavel por 18 milhdes de novos casos em todo o mundo

considerando apenas o0 ano de 2018, sendo os canceres de pulmao (2,09 milhdes de casos),
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mama (2,09 milhdes de casos) e prostata (1,28 milhdo de casos) os mais predominantes. No
tocante & mortalidade, o cancer € a segunda principal causa de morte no mundo (8,97 milhdes
de mortes), sendo superada apenas por doenca arterial coronariana. No entanto, estimativas
apontam que o cancer se tornara a primeira causa de morte até 2060 (MATTIUZZI, LIPPI,
2019).

No Brasil, ocorreram ao todo 449.090 casos novos de neoplasias (exceto pele ndo
melanoma) no ano de 2020, sendo os canceres de prostata e mama os mais frequentes entre
homens e mulheres, respectivamente. Além disso, no referido ano foram registrados 232.030
Obitos por neoplasias (INCA, 2021).

No que se refere ao tratamento do cancer, existem diversas estratégias disponiveis tais
como cirurgia, quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal, terapia alvo, entre outras. A
escolha da opcdo de tratamento pode ser uma tarefa laboriosa, tendo em vista a probabilidade
de falha a depender do tipo de tumor e/ou a necessidade de combinar diferentes métodos. Em
um cenario ideal, o principal objetivo do tratamento do cancer é remover completamente o
tumor sem causar danos as células adjacentes, o que se torna dificil na pratica em funcédo da
capacidade que as células cancerigenas tém de se espalharem para locais proximos ou distantes
(metéstase) (WANG; LEI; HAN, 2018).

3.2 Terapia farmacologica

No contexto do tratamento farmacoldgico do cancer, a quimioterapia continua sendo um
método bastante utilizado nos dias atuais. Apesar da utilizacdo de compostos quimicos no
tratamento de neoplasias remontar milhares de anos atras, foi somente na década de 1940, com
0 emprego da mostarda nitrogenada para tratamento de linfoma, que houve o primeiro uso
documentado de um farmaco antineoplasico. Desde entdo, inimeros farmacos foram sendo
pesquisados e aprovados por agéncias regulatérias (MATTIONI et al., 2020).

De modo geral, os farmacos quimioterapicos podem ser classificados de acordo com o

mecanismo de acdo, conforme o quadro 1.

Quadro 1 — Classes, mecanismos de acéo e exemplos de quimioterapicos

Classes Mecanismo de acéo Exemplos
Agentes Formam ligacOes covalentes com proteinas, cggﬂiﬂgﬁ’a
alquilantes DNA e RNA, comprometendo a funcéo celular '

ciclofosfamida

Substituem um metabdlito que geralmente é
Antimetabolitos incorporado ao DNA ou RNA ou competem
pelo sitio catalitico de uma enzima

5-Fluorouracila,
metotrexato

Continua



17

Conclusao
Classe Mecanismo de acao Exemplos
Antibioticos Causam quebra da fita de DNA por meio de Doxorrubicina,
antitumorais radicais livres bleomicina
Comprometem a estrutura tridimensional do
Inibidores de DNA, visto gue as topoisomerases Sao Irinotecan,
topoisomerase responsaveis pelo desenrolamento do DNA etoposideo
durante a replicacdo
_ Agentes que Previnem a polimerizagéo da tubulina ou a Vincristina,
interagem com a L o .
tubulina despolimerizacao dos microtubulos paclitaxel

Fonte: adaptado de Dickens e Ahmed (2018)

Com os grandes avangos na pesquisa, houve uma revolucdo no desenvolvimento de
novas terapias farmacoldgicas. Dentre 0s avancos, vale destacar a terapia alvo, a qual consiste
no emprego de substancias sintéticas ou biotecnolégicas que atuam em alvos moleculares
especificos. Como exemplos pode-se citar os inibidores de tirosina quinase (imatinibe, por
exemplo) e os anticorpos monoclonais (o primeiro aprovado em agéncia regulatoria foi o
rituximabe). Mais recentemente, foram desenvolvidos inibidores de checkpoint imunologico,
sendo o ipilimumabe, aprovado em 2011, o primeiro desta classe (FALZONE; SALOMONE;
LIBRA, 2018).

3.3 Etapas de desenvolvimento de novos farmacos

O processo de desenvolvimento de novos farmacos envolve uma série de etapas.
Inicialmente, séo realizados estudos pré-clinicos que podem ser in vitro, in vivo e/ou in silico.
Os compostos promissores que passaram por essas etapas seguem para a fase clinica. Nesta
fase, o candidato a um novo farmaco é testado em seres humanos, sendo dividida em quatro
fases (MAK; PICHIKA, 2019).

Na fase I, 0 composto é administrado em um pequeno numero de voluntérios saudaveis
a fim de avaliar possiveis efeitos toxicos no organismo e estimar a dose maxima toleravel. Em
seguida, o composto passa para a fase Il, sendo administrado em um pequeno grupo de
voluntarios que apresentam a patologia a ser tratada. Dentre 0s aspectos avaliados nesta fase,
pode-se destacar a eficacia, seguranca, farmacocinética e farmacodinamica (WRIGHT, 2017).

Se o candidato obtiver éxito nas etapas anteriores, passara para a fase 11, a qual consiste
em administrar o composto em centenas ou milhares de individuos doentes, a fim de verificar
sua eficacia. Cabe destacar que nos testes, é essencial realizar o mascaramento, isto €, 0s

individuos envolvidos ndo devem saber se 0 que esta sendo administrado é o0 composto estudado
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ou um placebo. Em caso de aprovacao nesta etapa, segue-se para a fase IV, que consiste na
farmacovigilancia, ou seja, monitorar rea¢fes adversas apds a comercializagdo do novo farmaco
(UMSCHEID; MARGOLIS; GROSSMAN, 2011).

Para que um novo farmaco chegue ao mercado, estima-se que sejam gastos de 10 a 15
anos de pesquisa e cerca de 1,5 bilhdo a 2 bilhdes de dolares. Aproximadamente metade desse
montante é investido somente nas fases clinicas, além de que de um total de 5.000 a 10.000
compostos, somente um obtém éxito e chega ao mercado (HARRER et al., 2019).

Além desses aspectos, no contexto do tratamento farmacolédgico do cancer ha algumas
lacunas que precisam ser investigadas. A principio, é preciso citar o elevado risco de toxicidade
e a extensa quantidade de efeitos adversos associados aos antineoplasicos, o que pode limitar o
seu uso a depender do caso. Em adicéo a isso, é preocupante o desenvolvimento de resisténcia
a um farmaco ou a maltiplos farmacos por parte das células cancerigenas, comprometendo a
eficacia terapéutica. Por isso, é fundamental investigar novos candidatos a farmacos
antineoplasicos (NEDELJKOVIC; DAMJANOVIC, 2019; NIKOLAOU et al., 2018;
MANSOORI et al., 2017).

Nesse sentido, os produtos naturais tém sido ao longo da histéria uma fonte de
compostos para o tratamento do céncer, sejam originados de plantas, micro-organismos, algas
marinhas, entre outros. Dentre o0s produtos naturais utilizados na atualidade como
antineoplésicos, € possivel citar a vincristina e o paclitaxel. Embora a quimica sintética tenha
representado um marco para o desenvolvimento de farmacos, a utilizacdo da estrutura quimica
base de produtos naturais continua sendo util na busca de compostos com atividade
antineoplésica promissora (TAYLOR; JABBARZADEH, 2017).

3.4 Shikonina

A shikonina (5,8-dihidroxi-2-[(1R)-1-hidroxi-4-metil-pent-3-enil]naftaleno-1,4-diona)
possui massa molecular equivalente a 288,29 g/mol, densidade de 1,373 g/cm? e ponto de fusio
de 147 °C. Além disso, é um composto fendlico, termolabil e suscetivel a oxidacdo que se
apresenta como um pé cristalino branco ou levemente amarelo, sendo praticamente insoltvel
em solugdes aquosas (NCBI, 2022). A estrutura quimica da shikonina pode ser observada na

figura 2.
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Figura 2 — Formula estrutural da shikonina
H
0

0 0

0

H
Fonte: NCBI, 2022

anti-inflamatéria,

Este composto ocorre naturalmente em algumas espécies de plantas, como por exemplo
em raizes de Lithospermum erythrorhizon, uma erva da medicina tradicional chinesa. Dentre as

propriedades terapéuticas da shikonina, destaca-se a anticancer,
antimicrobiana, antioxidante e cicatrizante (ANDUJAR et al., 2013; GUO et al., 2019).
No tocante ao potencial no tratamento do cancer, a shikonina demonstrou valores de
Clso (concentragdo inibitoria de 50% do efeito maximo) que indicam Otima capacidade de
inibicdo de crescimento em diversas linhagens cancerigenas, tais como linhagens de cancer de
mama, pulméo, figado, estbmago, prostata, colo do Utero, leucemia, entre outros. Tal atividade
foi ratificada por experimentos em modelos in vivo. Com relacdo aos mecanismos de agdo
investigados, é possivel citar, além da inibicdo de crescimento celular, a indugdo de morte
celular por apoptose e/ou necroptose e a inibicdo de migracao e invasao (WANG et al., 2019).
Entretanto, a baixa hidrossolubilidade e sua potencial toxicidade em células néo
cancerigenas sao aspectos que podem ser aprimorados para que a shikonina se torne um farmaco
anticancer (FIGAT et al., 2021; LI, 2019). E necessario pontuar, porém, que S0 necessarios
mais estudos in vivo com diferentes vias de administracdo a fim de elucidar esse potencial
toxico (ANDUJAR et al., 2013). A despeito disso, modificacdes estruturais na molécula podem
ser uma alternativa a fim de reduzir possiveis efeitos toxicos e otimizar a atividade anticancer

da shikonina.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Trata-se de uma revisdo de literatura do tipo integrativa, a qual é uma ferramenta de
grande importancia para pesquisas na area de salude pois possibilita a sintese do conhecimento
sobre determinada tematica, bem como a expansao do campo de pesquisa ao gerar novos pontos
a serem investigados, assegurando assim a préatica baseada em evidéncias (SOUZA,; SILVA,
CARVALHO, 2010; SOARES et al., 2014; ANDRADE JUNIOR et al., 2021).

Com base nisso, foi utilizada a seguinte pergunta norteadora: compostos derivados da

shikonina possuem potencial atividade anticancer?

4.2 Fontes de dados

Foram recuperados artigos no PubMed, Biblioteca Virtual em Saldde (BVS), Science
Direct e Scientific Eletronic Library Online (SciELO).

4.3 Estratégias de busca

A busca dos artigos foi realizada entre os dias 03 de marco e 28 de abril de 2022. Foram
utilizados os Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) “Agente antineoplasico”, “Agente
anticancer” e “Agente antitumoral” combinados com os termos “Shikonina” e “Derivados da
shikonina” utilizando os operadores booleanos “AND” e “OR” da seguinte maneira: ((Agente
antineoplasico) OR (Agente anticancer) OR (Agente antitumoral)) AND ((Shikonina) OR
(Derivados da shikonina)), ((Antineoplastic agents) OR (Anticancer agents) OR (Antitumor
agents)) AND ((Shikonin) OR (Shikonin derivatives)), ((Agente antineoplasico) OR (Agente
anticancerigeno) OR (Agente antitumoral)) AND ((Shikonina) OR (Derivados de shikonina)).

4.4 Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidos artigos presentes nas fontes de dados supracitadas que tenham sido
publicados em portugués, inglés ou espanhol entre os anos de 2017 e 2021. Tais estudos
deveriam ter natureza experimental, a fim de investigar possivel atividade anticancer de
derivados da shikonina.

E importante ressaltar que artigos de revisdo, capitulos de livros, editoriais, resumos,
dissertacOes e teses, bem como artigos que abordavam a atividade anticancer da shikonina

isoladamente foram excluidos na presente pesquisa.
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A partir dos descritores e termos utilizados, foram recuperadas 328 publicacdes, das

quais 45 foram avaliadas pelo texto completo, restando 12 artigos para serem incluidos nesta

revisao (Figura 3).

Identificacdo

Figura 3 — Fluxograma PRISMA para a sele¢cdo dos artigos

Artigos identificados através da
pesquisa nos bancos de dados

A 4

Triagem

Exclusdo por duplicacdo
n=197

n=328
\ 2
Artigos rastreados .| Exclusdo pelo titulo e resumo
n=131 - n=86

Elegibilidade

N

4

Artigos avaliados

para elegibilidade

n=45

—~

Excluséo apos leitura na integra

n=233

Inclusdo

N

y

Total de artigos incluidos
n=12

Fonte: Dados da pesquisa, 2022

As informacdes coletadas dos artigos incluidos na revisdo podem ser observadas no

quadro 2.
Quadro 2 — Triagem dos derivados da shikonina com potencial anticancer
Autor e o Tipode | Total de I_Ens_a!o de Composto(s)
Periodico viabilidade .
ano Estudo |compostos promissor(es)
celular
I\élzaoeztsl. Bioorganic Chemistry | In vitro 16 CCK-8® M9
Lietal. Chemical and .
@
(2019) | Pharmaceutical Bulletin | " V1T 2 MTT* | Composto 2
. . - In
Sunetal. | Bioorganic & Medicinal o
. vitro/in 15 MTT PMMB-317
(2019) Chemistry Vivo

Continua
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Conclusao
Autor e - Tipode | Total de IjIns_aio de Composto(s)
Periddico viabilidade i
ano Estudo |compostos promissor(es)
celular
Todorovic In
et al. Nutrients vitro/in 5 MTT IBS e MBS
(2021) Vivo
Huang et European Journal of .
al. (2018) Medicinal Chemistry In vitro 45 MTT om
Qiu et al. g . ]
(2017a) Scientific Reports In vitro 16 MTT PMM-172
Kretschmer

etal. International Journal of | ) ;i 31 XTT® | Composto 5
Molecular Sciences

(2021)
In
Shao et al. European Journal of o
(2020) | Medicinal Chemistry | Viro/in | 17 MTT 6
Vivo
. In
Linetal. European Journal of o
(2018) Medicinal Chemistry V'tTO/ n 18 MTT L
Vivo
. . . In
%ltj)f;t?)l Pi;?f::g:g; vitrofin | 18 MTT | PMMB-187
Vivo
Quetal ChemMedChem In vitro 18 MTT | PMMB-259
(2017c)
Han et al. Biomedicine & .
(2018) Pharmacotherapy In vitro 12 MTT PMMB232

(M Contagem de Células Kit-8; @Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazdlio; ®3-bis-(2-metoxi-4-
nitro-5-sulfofenil)-2H -tetrazolio-5-carboxanilida
Fonte: Dados da pesquisa, 2022

E possivel observar que a maior parte dos artigos incluidos se trata de estudos in vitro.
Além disso, nota-se que os estudos fizeram triagem de compostos com potencial anticancer
utilizando diferentes ensaios de viabilidade celular, dentre os quais o ensaio MTT (brometo de
3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetraz6lio) foi empregado em 10 dos 12 estudos
selecionados.

Basicamente, este ensaio consiste na conversdo do MTT em formazan, um composto
que absorve energia luminosa no comprimento de onda de 540 nm, sendo a sua absorbancia
diretamente proporcional ao nimero de células viadveis. Devido sua simplicidade e eficacia, o
ensaio MTT tem sido bastante utilizado para avaliar atividade anticancerigena de compostos
(BAHUGUNA et al., 2017).

Nesta etapa de triagem, foram sintetizados e testados 195 compostos nos estudos
selecionados, dos quais 13 obtiveram os melhores resultados e foram escolhidos para

elucidacao de possiveis mecanismos de acdo. O fato de menos de 10% dos compostos terem
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sido selecionados exemplifica como o processo de desenvolvimento de novos farmacos envolve
um grande gargalo que representa elevagéo dos custos (HARRER et al., 2019).

Ademais, na triagem o parametro a ser avaliado € a citotoxicidade dos compostos tanto
contra linhagens cancerigenas (Clso), quanto contra linhagens ndo cancerigenas (CCso —
concentragdo citotoxica para 50% das células ndo cancerigenas). Com base nisso, a tabela 1
mostra os valores de Clso e CCso dos compostos selecionados pelos estudos como 0s mais

promissores, bem como da prépria shikonina.



Tabela 1 — Valores de Clso e CCso dos derivados da shikonina mais promissores e da shikonina
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Derivados da shikonina

Shikonina

Nome do Li . Linhagem néo
composto inhagem cancerigena cancerigena Clsos®+ | CCso®@+DP | Clso+DP | CCso+ DP | Autor e ano
] , . DP® (uM) (UM) (UM) (UM)

M9 f@g;{ﬁ:g;ﬁ? Cﬂﬁ:ﬁ;np;(e,{/'lﬂgig"ﬁ;”a 452+ 0,28 >100 | 7.62+026 | 20,94+ 1,1 '\?goeztl‘;"
Composto 2 C?ggeé%‘;fgl'fo ND® 36,10 + 0,87 ND 1,38 +0,04 ND 'égtlg;
PMMB-317 Sﬂfﬂ”ﬁ;j{iﬁgﬁ; Cé'“'ﬁoﬁ’;“&g‘;ma”a 4,37 +0,46 89,2 613+168 | 122 Sl(JZHOit9§II

T e N 0o I BN O

om Cér(‘ﬁleéﬁ‘flcsf;'o” Fif’}L"gﬁ;‘ZﬂgEﬁ'e 0,27 + 0,02 > 50 0,86+012 | 1,25+0,12 H“("J‘Znoglgt) al.
PMM-172 f&rg;rs/meza%‘ Cé:]‘fj'rfaﬁgizf\'ﬂig';_'i(%ma 1984049 | 9544062 | 2,88+0,25 | 235+ 1,01 %‘(‘)f;:)'

Composto 5 M(f/'&"pﬂogr;]a Cé'”'a(l‘:péﬁ'_iz""ég)“ma”a 15401 | 34402 ND ND g;ﬁtsgggel;
6c Cé”‘zi'rﬁsg‘;é'on Celula he(pféga humana | 6 164 004 | 154,76 +9,98 | 2,80+0,26 | 11,77 0,14 Sh(az‘éze’é)a"
1c Cé”‘EeHref_e;;’ ical Cé'“r']‘a :ﬁ;ﬁ; ?ggi%”é”a 3,14+058 | 88,83+£337 | 686+122 |62,76%2,21 L(igoelts"’;"
PMMB-187 f@'gzrﬁ/megg‘l‘;‘ Cﬂﬁ:ﬁ;ﬂﬂ?&ﬂgi?ﬁ;“a 1814032 | 8694515 | 2,88+0,25 | 235+3,01 ?;%f;g)'
PMMB-259 Cé”fa CdE_’;‘)ama Cé'“r']‘a :ﬁ;ﬁ; ?ggi%”é”a 236032 | >100 7,61+0,16 | 9,27+0,01 %‘6%3’
PMMB232 Ca”‘zﬁlre‘f_ear;’ ical Celula he{’féga humana | 3 55+ 035 | 3504+2,80 | 650+ 1,89 | 6,22+ 131 H(""Z”OitS‘;‘"

(MConcentracdo inibitoria de 50% do efeito maximo; @Desvio padrio; ®Concentragio citotoxica para 50% das células ndo cancerigenas; “N&o Determinado; ®)Clso expressa
em pg/mi

Fonte: Dados da pesquisa, 2022
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Ao analisar os dados oriundos dos estudos selecionados, nota-se que todos 0S compostos
tiveram valores menores de Clso e valores maiores de CCso do que a shikonina, sendo o
composto 2 a Unica excec¢do. Em outras palavras, os derivados mostraram maior citotoxicidade
contra células cancerigenas, assim como foram menos citotoxicos contra linhagens néo
cancerigenas em comparagdo com a propria shikonina. Tais resultados indicam que os referidos
derivados da shikonina mostraram maior seletividade do que seu composto-base. Além disso,
alguns dos derivados apresentaram atividade citotoxica contra linhagens cancerigenas na ordem
de nanomolar.

A seletividade € um pardmetro relevante no desenvolvimento de novos agentes
antineoplésicos. 1sso porque quanto mais seletivo for o composto, melhor sera o seu perfil de
seguranca, contribuindo assim para uma maior adesdo ao tratamento e, consequentemente,
aumentando a probabilidade de eficacia do mesmo (GAVAMUKULYA et al., 2021).

E importante pontuar que alguns dos estudos utilizaram outros compostos como controle
positivo, tais como doxorrubicina, 5-fluorouracila, colchicina, entre outros (SHAO et al., 2020;
HUANG et al., 2018; LIN et al., 2018). O fato de apenas a shikonina ter sido destacada na
tabela 1 justifica-se devido a necessidade de simplificar as informacdes na tabela, bem como a
vantagem de padronizar a exposicao dos resultados ao utilizar o mesmo controle.

Outro ponto que deve ser destacado € que 0s estudos testaram 0s compostos em mais de
uma linhagem cancerigena. No entanto, apenas uma linhagem cancerigena foi destacada na
tabela 1, o que se explica ndo so pelas justificativas supracitadas na escolha do controle, mas
também pelo fato de que as linhagens cancerigenas destacadas foram as mesmas utilizadas
pelos estudos para os demais experimentos de elucidacdo de mecanismos de acao, tanto in vitro
quanto in vivo.

Posto isso, 0 quadro 3 apresenta os principais resultados in vitro para 0s compostos

derivados da shikonina que tiveram o seu mecanismo de a¢do investigado.

Quadro 3 — Principais resultados in vitro para 0s compostos promissores

Composto(s)

i Principais resultados in vitro Autor e ano
promissor(es)

Inducdo de apoptose de forma dose-dependente; inducéo
de parada do ciclo celular na fase G2/M; inibicao de
migracédo de células MDA-MB-231 regulando a via de
M9 sinalizagdo Wnt/B-catenina; infrarregulacdo da expressédo | Ma et al. (2021)
de fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), proteina quinase B
(Akt), p-Akt e proteina alvo da rapamicina em
mamiferos (MTOR); inibigdo da formag&o de clones

Continua
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Composto(s)
promissor(es)

Principais resultados in vitro

Autor e ano

Composto 2

ND

Lietal. (2019)

PMMB-317

Atividade inibidora do receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR) superior a shikonina e semelhante ao
afatinibe; inducéo de apoptose de forma dose-
dependente; inducédo de parada do ciclo celular na fase
G2/M; inibicéo da polimerizacdo dos microtubulos;
inibicdo da migragao celular pela via Wnt/p-catenina;
reducdo dose-dependente da fosforilacdo de EGFR, ERK
e Akt

Sun et al. (2019)

IBS e MBS

Inducdo de apoptose de forma dose-dependente;
atividade anti-proliferativa contra células BCL1; inibic&o
da expressao de genes regulados por transdutor de
sinalizacdo e ativador de transcricdo 3 (STAT3) e
pSTAT3

Todorovic et al.
(2021)

Im

Inducdo da parada do ciclo celular na fase G1, células
tratadas mostraram caracteristicas tipicas de apoptose,
como fragmentacdo nuclear e condensacao da cromatina,
e obtiveram intensidade de fluorescéncia muito mais
forte do que as células de controle ndo tratadas

Huang et al.
(2018)

PMM-172

Reducdo da atividade da luciferase STAT3 de maneira
dose-dependente; inducdo de apoptose de maneiras
dependentes de dose e tempo; reducgéo do potencial
transmembranar mitocondrial e reducdo da ativacédo

constitutiva e induzivel de STAT3; supressao da
localizacdo nuclear de STAT3, com uma ligeira
vantagem sobre Stattic; auséncia de supressao da
ativacdo de STAT3 e da viabilidade em células nao
cancerigenas; inibicdo da expressdo de genes alvo a
jusante de STAT3

Qiu et al. (2017a)

Composto 5

Inducéo de apoptose possivelmente por ativacdo de
caspases; possivel inducdo de necrose e/ou necroptose;
alteracdes no ciclo celular apenas em altas concentrac6es

Kretschmer et al.
(2021)

6C

Inibicdo da formacdo de colbnias de uma forma
dependente da dose; inibicdo da polimerizacéo da
tubulina e possivel competi¢do com o sitio de ligagdo da
colchicina; interrupcdo do ciclo celular em G2/M;
aumento da expressdo de P21 e Ciclina B1 e diminuigéo
da expressao de Cdc2, p-CDC2 e p-Cdc25c; inducéo de
apoptose e despolarizagdo mitocondrial e colapso dos
microtubulos; inibicdo da formacéao de tubos e migracao
celular

Shao et al. (2020)

Continua
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Concluséao

Composto(s)
promissor(es)

Principais resultados in vitro

Autor e ano

1c

Inducédo de parada do ciclo celular na fase G2/M através
de inibicdo da polimerizagdo da tubulina; possivel
inibicdo de piruvato desidrogenase quinase 1 (PDK1) e
ativacdo de piruvato desidrogenase (PDH), for¢ando as
celulas HelLa a processar mais metabolismo aerdbico;
perda de potencial mitocondrial; inducédo de apoptose

Linetal. (2018)

PMMB-187

Inducdo de apoptose de modo tempo e dose-dependente;
reducdo do potencial de membrana mitocondrial;
producdo de espécies reativas de oxigénio; inibicdo da
ativagdo constitutiva e induzivel de STAT3; supressdo da
localizagdo nuclear de STAT3 e a atividade do reporter
STAT3-luciferase; auséncia de supressao da atividade de
STATS3 e da viabilidade em células ndo cancerigenas;
inibicdo da infrarregulacdo de genes alvo STAT3

Qiu et al. (2017b)

PMMB-259

Potente inibicdo da polimerizacéo de tubulina; inducédo
de apoptose de maneira dependente da dose e do tempo;
reducdo do potencial de membrana mitocondrial;
inducdo de parada do ciclo celular na fase G2/M;
diminuicdo significativa da densidade dos microttbulos e
perturbacgdo da organizagéo radial dos mesmos

Qiu et al. (2017c)

PMMB232

Inducdo de apoptose; efeito no potencial de membrana
mitocondrial melhor que a shikonina; indugéo de estresse
oxidativo e da capacidade de adesdo; inibicdo da
expressdo de fator 1-alfa induzivel por hipdxia (HIF-1a)
e suprarregulacdo da expressao de E-caderina; aumento
da expressdo de PDH-E1la; diminuicdo da expresséo de
PDK1 e p-PDH-E1la; aumento da expressdo de PARP
clivado e sem mudancas evidentes nos niveis de PARP

Han et al. (2018)

ND — N&o Determinado
Fonte: Dados da pesquisa, 2022

De modo geral, nota-se que todos os derivados da shikonina atuam por um ou mais dos

seguintes mecanismos: inducédo de apoptose, alteracdo do potencial de membrana mitocondrial,

interrupcao do ciclo celular na fase G1 ou G2/M, inibigédo da polimerizacédo da tubulina e da
migracdo celular (MA et al., 2021; Ll etal., 2019; SUN et al., 2019; TODOROVIC et al., 2021,
HUANG et al., 2018; QIU et al., 2017a; KRETSCHMER et al., 2021; SHAO et al., 2020; LIN
etal., 2018; QIU et al., 2017b; QIU et al. 2017c; HAN et al., 2018).

Estudos anteriores evidenciaram uma ampla gama de mecanismos que explicam a

atividade anticancer da shikonina, tais como inibicdo da proliferacdo celular, inducdo de

apoptose, inibicdo da migracéo e invasio e induco de autofagia e necroptose (ANDUJAR et
al., 2013; GUO et al., 2019; WANG et al., 2019). Logo, evidencia-se que 0s compostos
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derivados da shikonina investigados nos estudos selecionados atuam, em geral, por mecanismos
semelhantes ao seu composto-base. Considerando que a maior parte dos derivados mostrou
maior seletividade, € possivel sugerir que 0s mesmos podem ser ainda mais promissores do que
a prépria shikonina como potenciais agentes anticancer.

Com relagéo aos resultados in vivo, Sun e colaboradores (2019) avaliaram o composto
PMMB-317 em camundongos nude, nos quais foram inoculadas células de adenocarcinoma
pulmonar (A549). Na dose de 4 mg/kg, o composto mostrou uma capacidade de reducéo
tumoral similar ao afatinibe e melhor do que a shikonina, além de que PMMB-317 ndo teve
efeito significativo na massa corporal dos camundongos.

Todorovic e colaboradores (2021) avaliaram os compostos IBS e MBS em
camundongos BALB/c que receberam injecdes de células BCL1. Os dois compostos em doses
de 2 mg/kg e 4 mg/kg reduziram de forma significativa a porcentagem de células com
caracteristica de leucemia linfoide crénica no sangue periférico e baco de camundongos. Além
disso, os dois compostos nao alteraram de forma significativa os niveis séricos de ALT (alanina
aminotransferase), AST (aspartato aminotransferase), ureia e creatinina.

Shao e colaboradores (2020) avaliaram parametros farmacocinéticos do composto 6c.
Para isso, foram injetados em ratos Sprague-Dawley (SD) em uma concentragdo de 1,5 mg/kg.
Os resultados indicaram que o composto é relativamente estavel.

Lin e colaboradores (2018) avaliaram a atividade antitumoral de 1c em camundongos
nude em que foram injetadas células de cancer cervical (HeLa). O composto mostrou efeito
similar a shikonina na reducdo tumoral, mas, diferentemente desta, ndo alterou
significativamente a massa corporal dos camundongos.

Qiu e colaboradores (2017b) avaliaram a atividade antitumoral de PMMB-187 em
camundongos em que foram inoculadas células de cancer de mama (MDA-MB-231). O
composto reduziu significativamente o crescimento tumoral e ndo causou alteracGes na massa
corporal. Além disso, as analises moleculares dos tecidos tumorais mostraram que o efeito
apoptotico do composto exerce influéncia no efeito antitumoral in vivo.

De modo geral, os resultados dos estudos in vivo evidenciaram que os derivados da
shikonina testados possuem atividade antitumoral promissora, além de que ndo demonstraram
alteracdes aparentes em parametros fisicos e metabdlicos nos modelos animais utilizados. Em
outras palavras, os compostos se mostraram eficazes e seguros nos modelos experimentais

avaliados.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos ensaios de viabilidade celular realizados em cada um dos artigos, foram
evidenciados alguns compostos com efeito citotdxico contra linhagens cancerigenas superior a
prépria shikonina, bem como menor citotoxicidade contra células ndo cancerigenas, o que
significa uma maior seletividade por parte dos derivados da shikonina.

Ao explorar melhor os possiveis mecanismos de agdo dos derivados, mostrou-se que 0s
mesmos podem induzir apoptose, alterar o potencial de membrana mitocondrial, interromper o
ciclo celular na fase G1 ou G2/M e/ou inibir a polimerizacéo da tubulina e da migracdao celular.
Em adicdo a isso, os estudos in vivo mostraram que alguns dos compostos reduziram
significativamente o crescimento tumoral, sem alterar parametros fisicos e bioquimicos.

A partir das informacdes recuperadas dos estudos analisados, é possivel verificar
evidéncias in vitro e in vivo de que os compostos derivados da shikonina possuem potencial
anticancer e podem ser candidatos a farmacos, sendo necessario, porém, que sejam realizados

estudos clinicos a fim de avaliar a seguranca e a eficcia dos mesmos em seres humanos.
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