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RESUMO

Zerumbone é um fitoquimico isolado de plantas da familia Zingiberaceae, encontrado
principalmente nos rizomas de Zingiber zerumbet (L.) Sm. Inumeros estudos
demonstraram que entre suas diversas propriedade farmacolégicas esta sua potente
acao como agente antitumoral. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi analisar os
efeitos antiproliferativos e antimigratérios do zerumbone em cultura de células da
linhagem HT-29, avaliando seu modo de acdo mediante a analise de morte, ciclo
celular e volume, correlacionando os dados obtidos com a analise de expressao
génica (MRNA) no modelo de cultura de esferoides multicelulares tumorais. Os
resultados obtidos evidenciaram que o tratamento com zerumbone foi citotdéxico nas
concentragdes de 30, 40, 50, 60 e 80uM, com um IC50 calculado de 83,54uM que
inibiu a migragao celular. Zerumbone ocasionou aumento no volume médio dos
esferoides no tempo de 72h em relagdo ao controle, levando a desagregacédo das
células e desconfiguragao das zonas caracteristicas deles. A analise de morte celular
demonstrou que em 24h e 72h houve um aumento significativo na porcentagem de
células apoptoticas nos esferoides tratados com zerumbone em comparagao com o
controle, além do aumento da porcentagem relativa de células na fase G1 do ciclo
celular em 24h e 72h de tratamento. Por fim, zerumbone alterou a expressao de
MRNAs de genes relacionados a vias moleculares de morte celular (BBC3), estresse
de reticulo (ERN1), danos no DNA (GADD45A), regulagao do ciclo celular (CDKN1A,
NFKB1, MYC e TP53) e autofagia (BECN1 e SQSTM1T). Esses resultados tomados
em conjunto indicam que zerumbone é um potencial candidato para o
desenvolvimento de novas drogas anticancer por alterar multiplas vias de sinalizagéo
celular, sendo que estudos como esse que utilizam o sistema de cultura 3D sao
ferramentas importantes para auxiliar nessa investigagao.

Palavras-chave: Antitumoral. Esferoide. Expressao génica. Fitoquimico. Zerumbone.
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ABSTRACT

Zerumbone is a phytochemical isolated from plants of the Zingiberaceae family, found
mainly in the rhizomes of Zingiber zerumbet (L.) Sm. Several studies have shown that
in addition to its diverse pharmacological properties, zerumbone is a potent antitumor
agent. The objective of this work was to identify and analyze the antiproliferative and
antimigratory effects of zerumbone in HT-29 cell line, evaluating its mode of action on
spheroids through the analysis of cell death, cell cycle and size, correlating the data
obtained with the analysis of gene expression (MRNA) in the spheroid culture model.
The results obtained showed that the treatment with zerumbone was cytotoxic at
concentrations of 30, 40, 50, 60 e 80uM and that the concentration of 83.54uM (1C50)
inhibited cell migration. Zerumbone caused an increase in the average size of the
spheroids within 72 hours in relation to the control, leading to cell disaggregation and
disfigurement of their characteristic zones. Cell death analysis showed that at 24h and
72h there was a significant increase in the percentage of apoptotic cells in the
zerumbone-treated spheroids compared to the control, in addition to an increase in the
relative percentage of cells in the G1 phase of the cell cycle at 24h and 72h of
treatment. Zerumbone also caused alterations in the expression of mRNA from genes
related to molecular pathways of cell death (BBC3), reticulum stress (ERN7T), DNA
damage (GADD45A), cell cycle regulation (CDKN1A, NFKB1, MYC and TP53) and
autophagy (BECN1 and SQSTMT7). These results indicate that zerumbone is a
potential candidate for the development of new anticancer drugs by altering multiple
cell signaling pathways and studies such as this one, that use the 3D culture system,
are important tools to support this investigation.

Keywords: Antitumor. Gene expression. Spheroid. Phytochemical. Zerumbone.
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1 INTRODUGAO

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva
(INCA), o cancer é um dos problemas de saude publica mais complexos da atualidade
devido sua magnitude epidemioldgica, social e econémica (INCA, 2019a). Além disso,
0 cancer representa uma significativa causa de morbimortalidade, estima-se que em
2020 ocorreram no mundo cerca de 19,3 milhdes de novos casos de cancer e 10
milhdes de mortes pela doenga (SUNG et al., 2021).

No Brasil, & estimado para cada ano do triénio de 2020/2022 cerca de 625 mil
novos casos de cancer, sendo o de pele nao melanoma o mais incidente, com a
expectativa de 177 mil novos casos por ano, seguido dos canceres de mama e
prostata (cerca 66 mil casos cada) e célon e reto (41 mil novos casos) (INCA, 2019b).
Em comparagcdo com a estimativa para o biénio de 2018/2019, que era de 600 mil
NOVOS casos por ano, € possivel constatar um aumento na incidéncia da doenga no
pais (INCA, 2018), o que alerta para a necessidade eminente de se implementar novas
estratégias para combaté-la (RANI et al., 2020).

Ao passo que aumenta a incidéncia de cancer no mundo, as pesquisas
relacionadas com a busca de novos tratamentos para essa doenga também avangam.
Apesar das terapias disponiveis, devido a falta de seletividade, aos efeitos adversos
graves que impedem o uso a longo prazo, a toxicidade inespecifica, a resisténcia e a
recorréncia do tumor apds o tratamento, se faz necessaria a busca por novas
abordagens terapéuticas (RAMCHANDANI et al., 2020; GIRISA et al., 2019). A falta
de medicamentos eficazes e acessiveis € um dos desafios mais dificeis enfrentados
globalmente, sendo imprescindivel que se desenvolvam novas terapias anticancer
que sejam altamente precisas, que ocasionem menos efeitos adversos e que sejam
viaveis economicamente (RANI et al., 2020).

Nesse cenario, os fitoquimicos e seus derivados sintéticos contribuem
significativamente como fonte de moléculas para o desenvolvimento de novos
medicamentos (BARBIERI et al., 2017). Além de causarem menos efeitos adversos,
uma grande vantagem é que esses compostos naturais comumente interagem com
varios alvos bioldgicos, propriedade muito desejavel na terapia do cancer, uma vez
que a doenga geralmente envolve a desregulagdo de multiplos genes e vias de
sinalizagao celular (PRASANNAN et al., 2012; BOULOS et al., 2019). Diversas plantas

produzem metabdlitos que sdo otimizados para exercerem fungdes bioldgicas e que
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ainda estdo longe de serem completamente identificados e compreendidos, o que
evidencia a urgéncia de mais investigacdes nessa area (ATANASOV et al., 2015).

Ha um numero abundante de fitoquimicos que possuem propriedades
medicinais, entre os quais esta o zerumbone, que é encontrado com maior abundancia
na planta tropical Zingiber zerumbet (L.) Sm, planta pertencente a familia
Zingiberaceae, sendo popularmente conhecida como gengibre amargo e
tradicionalmente encontrada em toda a Asia (KOGA; BELTRAME; PEREIRA, 2016;
GIRISA et al., 2019). Estudos identificaram um conjunto de propriedades
farmacologicas apresentadas por esse fitoquimico, incluindo efeitos antioxidantes,
antibacterianos, antipiréticos, anti-inflamatérios, antialérgicos, imunomodulatérios,
além de possuir uma potente atividade antineoplasica em diversos modelos tumorais
(MURAKAMI et al., 2002; SOMCHIT et al, 2005; KEONG et al., 2010; SULAIMAN et
al., 2010; PRASANNAN et al., 2012; SOMCHIT et al, 2012; HEMN et al., 2015; SHIEH
et al., 2015; LEUNG et al., 2017; SILVA et al., 2018).

Devido ao potencial do zerumbone como agente anticancer, se fazem
necessarios estudos mais aprofundados sobre seu modo de acgado, de forma a
aprimorar a compreensao de seu desempenho farmacoldgico e sua toxicidade. Nesse
cenario, os estudos in vitro com linhagens celulares sdo muito importantes, pois
permitem o desenvolvimento de sistemas modelo para esse tipo de investigagao
(SEGERITZ; VALLIER, 2017). Entre os diversos modelos de cultura in vitro, as
tecnologias tridimensionais tém chamado cada vez mais atengéo dos pesquisadores,
pois tornam possivel mimetizar diversos atributos essenciais das células in vivo. Sua
utilizacao fornece dados mais precisos sobre interagdes célula-célula, agao de drogas,
perfil metabdlico, entre outros aspectos (LANGHANS, 2018; JENSEN; TENG, 2020).

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi identificar e analisar os
efeitos antiproliferativos do fitoquimico zerumbone em culturas de células da linhagem
HT-29 isoladas de um adenocarcinoma colorretal, tipo histolégico mais frequente de
cancer colorretal (KEUM; GIOVANNUCCI, 2019), avaliando seu mecanismo de agao
mediante a analise de respostas celulares envolvidas no processo de morte e
migracgao celular, correlacionando com a expressao génica (mRNA), principalmente

no modelo de cultura em trés dimensoes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS GERAIS DO CANCER

O céncer é um problema grave que afeta a saude de todos os povos, estando
em segundo lugar entre as doengas que mais causam mortes no mundo anualmente
(HASSANPOUR; DEHGHANI, 2017). Ele é a primeira ou a segunda causa de mortes
prematuras, entre 30 e 69 anos, em 134 de 183 paises, e ocupa a terceira ou quarta
posicdo em outros 45 paises (WILD; WEIDERPASS; STEWART, 2020). Sua
incidéncia e mortalidade vém aumentando ao longo do tempo, em parte pelo
envelhecimento e crescimento populacional, mas também devido a mudanga na
distribuicdo e prevaléncia dos fatores de risco, sobretudo os associados ao
desenvolvimento socioecondmico (BRAY et al.,, 2018). Estima-se que até 2040 o
mundo deve ultrapassar 27 milhdes de novos casos de cancer por ano (WILD;
WEIDERPASS; STEWART, 2020).

A palavra cancer € um termo genérico usado para se referir a um conjunto de
mais de 200 doencas que tem entre si uma série de caracteristicas em comum, mas
que, ao mesmo tempo, sao muito distintas em se tratando de sua origem genética e
histopatologica, sua progresséo, agressividade, prognostico, conduta terapéutica e
em sua resposta aos diferentes tratamentos (SAITO et al., 2015).

Segundo Alberts e colaboradores (2017), as células cancerosas possuem duas
propriedades hereditarias principais que juntas tornam o cancer particularmente
perigoso. A primeira delas consiste na capacidade dessas células de se reproduzirem
desobedecendo aos limites normais da divisdo celular, e a segunda € a capacidade
de invasividade, que permite a célula se desprender do tecido, penetrar na corrente
sanguinea e/ou nos vasos linfaticos e formar tumores secundarios, denominados
metastases, em outros locais do corpo (ALBERTS et al., 2017).

Hanahan e Weinberg (2011) descreveram algumas capacidades biologicas
adquiridas pelas células cancerosas ao longo do desenvolvimento dos tumores.
Segundo os autores, as células cancerosas possuem a capacidade de manter a
sinalizagao proliferativa, s&o insensiveis aos supressores de crescimento, resistem a
morte celular, adquirem imortalidade replicativa, induzem a angiogénese, ativam
invasbes e metastases, reprogramam o0 metabolismo energético e escapam da

destruicdo imune. Além dessas caracteristicas, ha ainda a instabilidade gendmica,
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que acelera a aquisicao de diversidade genética nessas células, a promocao de
inflamacao e o recrutamento de outros tipos celulares aparentemente normais que
criam um “microambiente tumoral” (Figura 1) (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Figura 1 - Capacidades biolégicas adquiridas pelas células cancerosas ao longo do
desenvolvimento dos tumores.

Manter a sinalizacdo Insensibilidade aos
proliferativa supressores de crescimento

Reprogramaro
metabolismo energético

Resistira morte Imortalidade
celular replicativa
Instabilidade =
G - Inflamacdo promotora
genodmica e mutagao
de tumor
Induzira Ativarinvasoes e

angiogénese metastases

Fonte: Traduzido de Hanahan e Weinberg (2011).

Dentre as teorias que explicam a ocorréncia e o desenvolvimento dos canceres,
a Teoria da Mutagdo Somatica (SMT) é a mais amplamente aceita, segundo ela a
forgca motriz do cancer sdo as mutagdes no DNA. Além dela, outras teorias foram
propostas, como a Teoria do Campo de Organizagao de Tecidos (TOFT). De acordo
com essa ultima teoria o principal gerador do cancer é a perda da organizagao do
tecido. Recentemente os pesquisadores propuseram uma nova teoria, a Teoria
Evolucionaria Sistémica do Cancer (SETOC), que propde que o processo de
transformagao neoplasica resulta da discordancia da complexa organizagao
endossimbidtica que caracteriza a célula eucariotica normal, que pode levar a
mudancgas na organizagao celular e interagdes do tecido (MAZZOCCA,; FAIS, 2021).

O processo de formagdo de um cancer é chamado de carcinogénese ou

oncogénese e, no geral, ocorre de forma lenta, muitas vezes demandando varios anos
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para que uma célula cancerosa se prolifere até originar um tumor visivel (INCA,
2019a). Quando uma célula anormal cresce e se prolifera descontroladamente ela
dara origem a uma neoplasia, que pode ser benigna ou maligna. As neoplasias
benignas tém o crescimento lento e permanecem localizadas, ou seja, n&do sdo
invasivas. Uma neoplasia é considerada um cancer verdadeiro se for maligna, neste
caso, as celulas tém a capacidade de crescerem rapidamente e se espalham para
outros tecidos e érgaos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; ALBERTS et al., 2017).

Tanto as neoplasias benignas quanto as malignas podem ser induzidas por
agentes denominados carcindgenos (KLAUNIG, 2014). A Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre o Cancer (IARC) tem sido um recurso global importante para a
identificacdo de carcindgenos. A IARC ja avaliou mais de 1000 agentes, que
compreendem substancias quimicas, fisicas, biolégicas, condi¢ées de trabalho,
constituintes da dieta e outras exposicdes da vida cotidiana (SAMET et al., 2020).
Entre os agentes que foram avaliados pela IARC, 319 foram classificados como
possivelmente carcindgenos, 89 como provavelmente carcindgenos e 121 como
carcinégenos para humanos (IARC, 2021).

O cancer é uma doenga genética ocasionada por uma sequéncia de alteragdes
no DNA da célula que levam a proliferacdo descontrolada, boa parte dessas
alteragdes envolvem principalmente modificagdes na sequéncia do DNA propriamente
dito, ou seja, mutagdes (KASPER et al., 2017). As mutagdes podem ser ocasionadas
por carcinégenos que estdo no ambiente, mas também podem ocorrer
espontaneamente, como resultado de falhas no processo de replicacéo e reparo do
DNA (ALBERTS et al., 2011; KASPER et al., 2017). Os canceres também podem estar
relacionados a alteragdes epigenéticas, nesse caso nao ha mudanga na sequéncia de
nucleotideos do DNA, mas sim modificacbes na estrutura da cromatina que sao
herdaveis e persistentes e que afetam a expressao dos genes (ALBERTS et al., 2017).

Embora a maior parte dos canceres surja esporadicamente, os canceres
hereditarios correspondem a cerca de 5% dos casos de cancer, ocorrendo geralmente
em idade precoce e afetando individuos de uma mesma familia (KASPER et al, 2017).
Um exemplo disso sdo as pessoas que herdam um defeito genético em um dos
diversos mecanismos de reparo ao DNA. Esses individuos sdo mais propensos a
desenvolver cancer, pois as suas ceélulas irdo acumular mutagdées em uma taxa muito
mais elevada (ALBERTS et al., 2017).
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Os proto-oncogenes e 0s genes supressores tumorais sdo duas grandes
classes principais de genes que estao envolvidos no estabelecimento e na progressao
do cancer (LODISH et al., 2014), ambos exercendo seus efeitos devido a habilidade
de controlarem o ciclo celular ou a morte celular por meio de mecanismos complexos
(KASPER et al, 2017). Danos nestes genes podem resultar em produtos proteicos
alterados ou na proteina normal ocorrendo em quantidade anormal, o que acabara
desregulando o crescimento e a diferenciagcéo celular (PERERA, 1996; HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Os proto-oncogenes sao genes altamente controlados que codificam proteinas
que promovem a regulagcdo positiva do crescimento celular e dos sinais de
sobrevivéncia da célula. Caso sejam alterados, seja por translocagdo cromossémica,
mutacdo, modulagéo epigenética, amplificacdo de genes ou insergao retroviral, eles
passam a ser chamados entdo de oncogenes (BAGHERI; BELL; KHAN, 2012;
ALBERTS et al., 2017). Os produtos resultantes da ativagdo dos oncogenes atuam de
forma dominante, pois a mutagcdo de somente um unico alelo pode bastar para que a
célula adquira vantagens, como o aumento de sua proliferagao e a indiferenga frente
aos sinais inibidores normais de crescimento, o que podera resultar na formacao de
uma neoplasia e na aquisigcao de um fendtipo maligno (WARD, 2002; KING, 2006;
ZACHARY, 2017).

Os genes supressores tumorais codificam proteinas que regulam
negativamente o crescimento celular, como por exemplo proteinas envolvidas na
parada do ciclo celular e na apoptose, e quando inativados, genética ou
epigeneticamente, permitem a proliferacdo descontrolada das células e o crescimento
do tumor. Ao contrario dos proto-oncogenes, que sao ativados pela mutagdo em
apenas um dos dois alelos, os genes supressores tumorais geralmente sao inativados
por mutagdes pontuais ou por exclusdo em ambos os alelos do gene. Uma vez que
0S genes supressores tumorais séo inativados, a célula escapa do rigoroso controle
do ciclo celular e se torna predisposta ao crescimento e divisao descontrolada
(BAGHERI; BELL; KHAN, 2012; ZACHARY, 2017).

Ha ainda uma terceira classe de genes mais especializados relacionados ao
cancer chamados genes caretakers, que incluem, por exemplo, 0s genes que
codificam enzimas de reparo ao DNA. Eles geralmente estdo associados a protegao
da integridade do genoma das células. Embora n&o impegam diretamente a

proliferacao celular, as células que perdem a sua habilidade de reparar erros, falhas
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ou extremidades quebradas no DNA, acabam acumulando uma alta taxa de mutagao
que podem afetar genes fundamentais no controle do crescimento e na proliferagao
celular, como genes supressores tumorais e oncogenes (LODISH et al., 2014).

As células que originam a maior parte dos tumores em humanos podem ser
categorizadas conforme sua derivacdo das trés camadas embrionarias (ectoderma,
mesoderma e endoderma). Essa derivagao implica em uma série de caracteristicas
relativamente especificas para cada neoplasia, que sédo uteis no diagndstico e na
previsdo do comportamento de cada tipo de tumor (KING, 2006).

Neoplasias malignas séo classificados como sarcomas se forem derivadas das
células mesenquimais (mesoderma), ja carcinomas sao quase todas as neoplasias
malignas derivadas das células epiteliais (ectoderma e endoderma) (KING, 2006;
LODISH et al., 2014). Nos seres humanos, o tipo mais predominante de neoplasia
maligna sdo os carcinomas, que chegam a representar cerca de 80% dos casos de
cancer (ALBERTS et al., 2017).

Alguns canceres ndao se enquadram em nenhuma destas duas grandes
categorias mencionadas acima, sao eles as diversas leucemias e linfomas, que séo
derivados de células hematopoiéticas, bem como como os canceres oriundos de
células que fazem parte do sistema nervoso. Além disso, essas categorias
apresentam muitas subdivisdes, de acordo com os tipos especificos de células, com
a localizagao e a aparéncia do tumor ao microscépico (ALBERTS et al., 2017).

Atualmente, os principais tratamentos empregados contra o cancer séo a
quimioterapia, radioterapia e cirurgia. Outras modalidades terapéuticas incluem
terapia genética, imunoterapia, terapia hormonal, terapia fotodinadmica e terapia alvo.
Embora a quimioterapia e a radioterapia continuem sendo o tratamento padréao para
a maioria dos pacientes com cancer, a resposta ao tratamento varia
consideravelmente em diferentes tipos de cancer e até mesmo entre pacientes com o
mesmo tipo de cancer (HOSSEINI; GHORBANI, 2015; RIZEQ et al., 2020).

Existem diversos medicamentos quimioterapicos disponiveis no mercado,
entretanto, seu uso € acompanhado por varios efeitos indesejados, como queda de
cabelo, supressao da medula 6ssea, aquisicao de resisténcia aos medicamentos,
lesbes gastrointestinais, disfungcdo neurologica e toxicidade cardiaca. Ademais,
mesmo com as intensas intervengdes, muitos dos pacientes ndo apresentam um bom
prognéstico apos o tratamento (HOSSEINI; GHORBANI, 2015).
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O cancer é uma doenca complexa que todos os anos ceifa a vida de milhdes
de pessoas. A proliferacdo descontrolada de células ocasiona o mal funcionamento
do organismo, levando o individuo a apresentar uma longa lista de sintomas que pode,
por fim, levar a morte. Dada a importancia sanitaria e social desta doenca, bem como
seu impacto econbmico nos sistemas de saude, novas alternativas terapéuticas estao
sendo continuamente investigadas (GARCIA-OLIVEIRA et al., 2021).

A busca por novos agentes anticancer com melhor eficacia e menores efeitos
colaterais é essencial. Nesse cenario, os compostos naturais configuram uma
excelente fonte para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas no
tratamento contra o cancer (HOSSEINI; GHORBANI, 2015). Entre os diversos
compostos naturais, os fitoquimicos e seus derivados sdo opg¢des promissoras para
melhorar a eficiéncia do tratamento em pacientes com cancer e diminuir as reacoes
adversas (CHOUDHARI et al., 2020).

2.2 CANCER COLORRETAL

O cancer colorretal (CCR), também chamado de cancer de célon e reto,
abrange os tumores que se iniciam na parte do intestino grosso (chamada cdlon), no
reto (final do intestino, imediatamente antes do anus) e anus (INCA, 2019b). Cerca de
90% desses canceres sao classificados como adenocarcinomas, o que significa que
sdo uma neoplasia maligna que se desenvolve a partir de células epiteliais glandulares
do cdlon e do reto. Entretanto, ha ainda outros tipos menos comuns de canceres
colorretais, como o carcinoma espinocelular, carcinoma adenoescamoso, carcinoma
de células fusiformes e carcinoma indiferenciado (KEUM; GIOVANNUCCI, 2019).

Estima-se que em 2020 ocorreram no mundo mais de 1,9 milhdo de novos
casos de cancer colorretal e 935 mil mortes pela doenga. No geral, ele ocupa o terceiro
lugar em termos de incidéncia, entretanto, € o segundo em termos de mortalidade
(SUNG et al., 2021). No Brasil, estima-se que a cada ano do triénio 2020/2022 sejam
diagnosticados 20.520 novos casos de cancer de célon e reto em homens e 20.470
casos em mulheres, sendo que em ambos 0s sexos ele é o segundo tipo de cancer
mais prevalente, excluindo-se os tumores de pele ndo melanoma (Figura 2). No
tocante aos obitos, em 2017 ocorreram no Brasil 9.207 mortes ocasionadas por cancer

de cdélon e reto em homens e 9.660 mortes em mulheres (INCA, 2019b).



22

Figura 2- Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil para
2020 por sexo, exceto cancer de pele nao melanoma.

Prostata 65.840 29,2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 20,7%
Colon e reto 20.520 9.1% Cdlon e reto 20.470 9,2%
Traqueia, brénquio e pulmao 17.760 7,9% Colo do Gtero 16.590 7,4%
Estémago 13.360 5,9% Traqueia,bronquio e pumao ~ 12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tirecide 11.950 5,4%
Esdfago 8.690 3,9% Estomago 7.870 3,5%
Bexiga 7.590 3,4% Ovdrio 6.650 3,0%
Linfoma nao Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do ltero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2,9% Linforna nao Hodgkin 5.450 2,4%
Leucemias 5.020 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

*Nameros arredondados para maltiplos de 10.

Fonte: Inca (2019b).

As maiores taxas de incidéncia de cancer de colon sao observadas em nacdes
desenvolvidas, e vém aumentando rapidamente nas nagdes em desenvolvimento, o
que se atribui a adocao de varias caracteristicas do estilo de vida ocidental. Entre
essas caracteristicas estdo as dietas ricas em carnes vermelhas e processadas,
amidos refinados, agucar e acidos graxos saturados e trans, mas que sdo pobres em
frutas, vegetais, fibras, acidos graxos dmega-3, calcio, vitamina D e graos inteiros.
Esse tipo de dieta esta intimamente associada a um risco maior de cancer de colon,
juntamente com outras carateristicas das populagbes ocidentais, como excesso de
massa corporal e habitos sedentarios (KASDAGLY et al., 2014).

Embora a incidéncia de cancer colorretal seja geralmente relatada em conjunto,
ela pode ser separada entre os casos de cancer de colon, que representam 72%, e
os canceres de reto, que representam 28% (VALERI et al., 2013), o que sugere que 0
risco carcinogénico no colon € maior que no reto (PASCHKE et al., 2018). Entre o
cancer de colon e o cancer retal existem diferengas marcantes na carcinogénese
molecular, patologia, topografia, nos procedimentos cirurgicos e no tratamento, o que
os torna distintos (PASCHKE et al., 2018). Atualmente, ha um consenso de que a
localizagdo anatdbmica € um fator importante no tratamento do CCR (LEE et al., 2015).

Os canceres de colon se localizam principalmente no célon sigmoide e na
juncéao retossigmoide (35%), seguido do ceco (15%) e do cdlon transverso (12%). A
extensao do tumor comeca localmente desde a mucosa até atingir sucessivamente as
diferentes camadas do intestino, o peritbnio e 6rgéos vizinhos onde formam

metastases. A disseminagao do tumor para outros érgéos pode ocorrer através do
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sistema sanguineo e/ou vasos linfaticos. Devido a proximidade com a veia porta, o
figado é o sitio metastatico mais frequente (50% dos casos), seguido pelos pulmdes
e peritbnio. Posteriormente, o cancer pode atingir outros locais do corpo como as
suprarrenais, ovarios, 0ssos, cérebro, rins e bago (POINTET; TAIEB, 2017).

O processo de desenvolvimento do cancer colorretal é constituido de varias
etapas que envolvem diversos eventos moleculares (GINSBURG; WILLARD, 2008).
A carcinogénese do célon é dividida em trés estagios discerniveis semelhantes aos
que ocorrem em outros canceres, sendo eles a iniciagdo, promogao e progressao.
Durante esses estagios, o epitélio colénico normal sofre uma transformagao
patolégica em epitélio hiperproliferativo, depois em adenoma, carcinoma in situ e,
eventualmente, em cancer invasivo e metastatico (ZHAO et al., 2018).

No modelo “classico” de formacdo do cancer colorretal, conhecido como
sequéncia adenoma-carcinoma, a maioria dos cénceres surge de um pdlipo que
comega com uma cripta aberrante, que entdo evolui para um adenoma inicial (<1 cm
de tamanho) (Figura 3). Em seguida, o adenoma progride para um adenoma avangado
(> 1 cm de tamanho) antes de finalmente se tornar um cancer colorretal. Este processo
€ impulsionado pelo acumulo de mutagdes e alteragdes epigenéticas, podendo levar
de 10 a 15 anos para ocorrer, entretanto, em alguns casos esse processo pode
progredir mais rapidamente (FEARON; VOGELSTEIN, 1990; KUIPERS et al., 2015).

Figura 3 - Representagdo esquematica da sequéncia classica adenoma-carcinoma.
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As alteragcdes gendmicas progressivas que culminam na sequéncia adenoma-
carcinoma geralmente se iniciam com uma alteracdo genética do gene APC, que
propicia a formacdo de um adenoma, seguida pelas alteragdes dos genes KRAS e
TP53. A desregulagcdo das vias relacionadas a proliferacdo celular e apoptose,
incluindo as vias WNT, RAS-MAPK, PI3K, TGF-B e TP53, faz com que ocorra a
progressao da carcinogénese colorretal (TOKUMARU et al., 2021).

Cerca de 85% dos canceres colorretais esporadicos exibem instabilidade
cromossOmica, com mudangas no numero e estrutura dos cromossomos. Essas
mudangas incluem rearranjos, ganhos ou perdas de segmentos cromossémicos e de
heterozigosidade, o que culmina em variagdes no numero de copias dos genes. Essas
alteragcdes afetam a expressao de oncogenes e/ou genes que regulam a proliferagao
celular, podendo resultar na ativagao de vias essenciais para o inicio e progressao do
cancer. Os casos esporadicos restantes apresentam instabilidade de microssatélites
(NGUYEN; DUONG, 2018), definida com a presenga de sequéncias de DNA
repetitivas de tamanhos alternativos, que nao estdo presentes no DNA da linhagem
germinativa correspondente, que ocorrem devido a um defeito no sistema de reparo
de mal pareamento de DNA (NOJADEH; SHARIF; SAKHINIA, 2018).

Ja o cancer colorretal hereditario tem duas formas principais bem descritas. A
primeira delas sao os pacientes com polipose adenomatosa familiar (FAP), que
herdam uma cépia mutada do gene da polipose adenomatosa (APC). O gene APC é
um gene supressor de tumor que produz a proteina APC, uma proteina multifuncional
que controla a velocidade de crescimento das células e previne o desenvolvimento de
tumores (NOJADEH; SHARIF; SAKHINIA, 2018). A segunda forma s&o os pacientes
com o cancer colorretal hereditario sem polipose (HNPPC ou sindrome de Lynch), que
herdam um defeito em um dos genes do sistema de reparo de mal pareamento, o que
ocasiona instabilidade de microssatélites. Além dessas, outras formas de CCR
hereditario incluem uma sindrome rara chamada sindrome da polipose
hamartomatosa e os casos hereditarios causados por mutagcbes com menor grau de
penetrancia (NGUYEN; DUONG, 2018; BOFFETTA; HAINAUT, 2019).

Cerca de 60 a 65% dos casos de cancer de colon e reto surgem
esporadicamente, isto €, ocorrem em individuos que nao tem histérico familiar
pregresso da doenga e nem apresentam mutagbes genéticas herdadas que
aumentam o risco de a desenvolverem. Ja aproximadamente 35 a 40% dos casos

estdo associados a fatores hereditarios, que incluem histérico familiar da doenca,



25

sindromes de cancer hereditarias, variagbes genéticas ja conhecidas, mas de baixa
penetrancia, e outras anomalias hereditarias que ainda nao foram descritas (KEUM;
GIOVANNUCCI, 2019).

Além dos fatores hereditarios, os principais aspectos que aumentam o risco de
cancer de colon sao idade superior a 50 anos, doenca inflamatéria intestinal, historia
prévia de radioterapia abdominal, obesidade, diabetes e resisténcia a insulina,
tabagismo, consumo abundante de alcool, acromegalia, imunossupressao
prolongada, ureterossigmoidostomia, consumo excessivo de alimentos processados
e sedentarismo (VIEIRA, 2016). Os sintomas mais comuns de cancer colorretal sdo
dor abdominal, mudanca nos habitos intestinais, sangue nas fezes, fadiga e anemia.
Entretanto, esses sintomas também costumam se manifestar em outras condi¢des
gastrointestinais (BALLINGER; ANGGIANSAH, 2007; KUIPERS et al., 2015).

Um diagnéstico de cancer colorretal resulta da avaliagdo de um paciente com
sintomas ou como resultado da triagem populacional, nesse ultimo caso, muitos
individuos sao diagnosticados em um estagio pré-clinico onde as chances de cura
completa sdo maiores (KUIPERS et al., 2015). O estagio do diagndstico € o preditor
mais importante de sobrevivéncia. A taxa de sobrevida relativa de 5 anos para cancer
colorretal varia de 90% para pacientes com diagndstico de doenca localizada a 14%
para aqueles diagnosticados em estagio avangado. Devido possivelmente ao
aparecimento precoce dos sintomas, o cancer retal € diagnosticado em um estagio
localizado um pouco mais frequentemente do que o cancer de colon. Entre outros
fatores que sdo associados ao diagndstico do tumor em estagio mais avangado estéo
o baixo status socioeconémico, raga negra e idade jovem (SIEGEL et al., 2020).

Atualmente, o diagndstico precoce de cancer colorretal vém sendo prejudicado
devido as restricdes decorrentes da pandemia ocasionada pelo virus SARS-CoV-2.
Em muitos locais o rastreamento do cancer foi suspenso, o trabalho de diagnédstico de
rotina adiado, sendo priorizados apenas o0s casos sintomaticos graves. Essa
interrupgao dos programas de rastreamento significa que muitos individuos ndo serao
rastreados e receberdo um diagndstico tardio. Segundo os pesquisadores, isso
resultara em um aumento no numero de mortes por cancer CCR a médio e a longo
prazo (DEL VECCHIO BLANCO et al., 2020; MARINGE et al., 2020).

Em pacientes que apresentam os sintomas, a colonoscopia acompanhada de
uma biopsia é o padrao-ouro para o diagndéstico do cancer colorretal, mas outros

métodos estao disponiveis e podem ser utilizados para auxiliar no estadiamento e na
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escolha do melhor tratamento (KUIPERS et al., 2015; PASCHKE et al., 2018). A
certeza do diagnostico do cancer colorretal é tida apds o resultado do exame de
bidpsia de um fragmento de tecido retirado durante a colonoscopia (VIEIRA, 2016).

O tratamento ideal para o cancer colorretal consiste na remogcao completa do
tumor e das metastases, que geralmente é feito por meio de intervengdes cirurgicas.
Entretanto, quase um quarto dos canceres colorretais € diagnosticado em estagio
avancgado, dificultando o controle cirurgico curativo. Para os pacientes com lesdes em
que a cirurgia nao € viavel, o objetivo do tratamento é diminuir, impedir o crescimento
e a disseminagao do tumor, sendo a radioterapia e a quimioterapia as principais
estratégias para o controle da doencga nesses pacientes (XIE; CHEN; FANG, 2020).

Frequentemente ha casos em que os tratamentos médicos disponiveis ndo s&o
suficientes devido a falta de uma terapia que seja mais eficaz, da manifestagdo de
efeitos adversos, quimiorresisténcia e da reincidéncia da doenca (AFRIN et al., 2020).
Isso indica a necessidade de se buscar novas abordagens que possibilitem a cura da
doenca e/ou uma melhor qualidade de vida para o paciente.

Nas ultimas décadas, pesquisas epidemioldogicas evidenciaram a associagao
entre a ingestdo de varios alimentos e nutrientes enriquecidos com fitoquimicos e o
menor risco de desenvolvimento de cancer colorretal. Observou-se que certos
fitoquimicos sao eficientes em modular processos carcinogénicos por meio da agao
em diferentes alvos moleculares, muitos desses alvos sdo o foco de programas
modernos que visam desenvolver novas drogas. Com isso, fica evidente o potencial

dessas substancias como agentes preventivos e terapéuticos (AFRIN et al., 2020).

2.3 DESCOBERTA E DESENVOLVIMENTO DE NOVOS MEDICAMENTOS

Os medicamentos modernos melhoraram sobremaneira a vida de inumeros
pacientes ao longo dos ultimos duzentos anos. Doengas que por muito tempo foram
vistas como incuraveis ou que eram consideradas fatais, foram superadas pelo
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, sendo inegavel o seu impacto na
sociedade (BLASS, 2015). Atualmente, a disponibilidade sem precedentes de uma
imensa quantidade de informagdes forneceu uma vasta gama de oportunidades para
que a descoberta de novas drogas prosperasse (MANSINHO et al., 2019).

O desenvolvimento de novos medicamentos € um processo extremamente

complexo, visto que envolve uma série intrincada de questdes, que vao desde a
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pesquisa basica para encontrar um alvo molecular adequado, até o langamento do
medicamento no mercado (MCLEAN, 2015). Com isso, fica claro que a tarefa de
desenvolver e comercializar uma nova entidade terapéutica ndo € um trabalho para
poucas pessoas (BRODNIEWICZ; GRYNKIEWICZ, 2010; BLASS, 2015). Essa tarefa
demanda uma grande equipe multidisciplinar, que compreende desde bidlogos,
quimicos, cientistas da computacdo e médicos, até profissionais de areas muito
distintas, como estatisticos, economistas, advogados e especialistas em
regulamentacgao (NG, 2005; HONEK, 2017).

O processo de produzir um novo medicamento se inicia com a identificagao e
a validacdo de alvos, onde os pesquisadores buscam encontrar compostos que
afetam uma via bioldgica relacionada a uma determinada doenga. Estes compostos
podem ser descobertos na natureza, a partir de triagens de alto desempenho de
grandes bibliotecas de compostos naturais ou sintetizados como analogos de outros
compostos que sao conhecidos por serem eficazes contra uma doenca em particular
(HORIENA; YUAN, 2017). Usualmente, os alvos desses compostos sao receptores,
enzimas, elementos dentro de sistemas de expressao génica ou eventos especificos
das cascatas de sinalizag&o intracelular (BRODNIEWICZ; GRYNKIEWICZ, 2010).

Nessa fase inicial, milhares de compostos podem ser candidatos em potencial
para o desenvolvimento de um novo tratamento meédico, mas apos os testes
preliminares, apenas uma pequena parte deles se mostra promissor e demanda
pesquisas mais aprofundadas (FDA, 2021a). Contudo, antes de se avaliar uma nova
molécula ou farmaco em seres humanos, primeiramente devem ter sido realizadas as
pesquisas denominadas de pré-clinicas, cujo objetivo principal € obter evidéncias
sobre a seguranga e a eficacia de um candidato a medicamento (HONEK, 2017;
ZURITA-CRUZ; BARBOSA-CORTES; VILLASIS-KEEVER, 2019).

A fase pré-clinica comega com a preparagao do farmaco, que inclui desde os
testes de estabilidade e formulagdo da molécula, até os testes do metabolismo do
farmaco, tanto em modelos in vitro, por meio de células isoladas e estudos de tecidos,
quanto in vivo, em modelos animais (BRODNIEWICZ; GRYNKIEWICZ, 2010;
ZURITA-CRUZ; BARBOSA-CORTES; VILLASIS-KEEVER, 2019). Entre os aspectos
estudados em modelos animais destaca-se a toxicologia, que objetiva avaliar
seguranga do medicamento em doses equivalentes as que podem ser usados em
seres humanos, a farmacodinamica (mecanismo de agao do farmaco, possivel relagéo

com a dose e reposta clinica) e a farmacocinética (absorgéo, distribuicao,
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metabolismo, excregéo e possiveis interagdes com outros medicamentos) (ZURITA-
CRUZ; BARBOSA-CORTES; VILLASIS-KEEVER, 2019; FDA, 2021a).

As informagdes obtidas sobre a dosagem do composto e o seu nivel de
toxicidade sao imprescindiveis para determinar se é viavel e razoavelmente seguro
prosseguir com os estudos. Essas informagdes fundamentam a posterior pesquisa em
humanos e sao obtidas por meio dos estudos sobre farmacocinética, farmacodinamica
e toxicologia (HONEK, 2017; FDA, 2021a).

Ainda que a pesquisa pré-clinica seja muito importante por responder as
questdes basicas sobre a seguranga de um medicamento, ela ndo substitui os estudos
sobre como ele ira interagir com o corpo humano, que sao feitos durante a pesquisa
clinica (FDA, 2021a). Tradicionalmente, a pesquisa clinica é dividida em quatro
estagios ou fases: |, Il, lll e IV. Cada uma dessas fases tém uma finalidade distinta e
auxiliam os cientistas a responder diferentes questdes (ZURITA-CRUZ; BARBOSA-
CORTES; VILLASIS-KEEVER, 2019; FDA, 2021b).

Os ensaios de Fase | tem como objetivo testar pela primeira vez a seguranga e
a dosagem de uma droga experimental ou tratamento. Ele é feito com um pequeno
grupo de cerca de 20 a 100 voluntarios que podem ser saudaveis ou acometidos pela
doenca/condicao. Os pesquisadores avaliam a seguranga do tratamento, determinam
uma faixa de dosagem que nao ofereca perigo as pessoas e identificam os efeitos
colaterais. Essa fase pode durar varios meses, e ao final aproximadamente 70% dos
medicamentos analisados passam para a proxima etapa, que sdo os ensaios de fase
[l (HONEK, 2017; FDA, 2021a; FDA, 2021b).

Na fase Il a droga ou tratamento experimental € administrado a um grupo com
centenas de pessoas acometidas pela doenca/condicao para verificar se ele é eficaz
e para avaliar melhor sua seguranca e feitos colaterais. Essa fase pode durar de varios
meses até 2 anos, e ao final cerca de 33% dos medicamentos testados passam para
a proxima fase. Uma vez que os estudos de fase | e Il tenham sido concluidos, tendo
sido demonstrada a eficacia e a seguranga do medicamento, um estudo de fase Il
sera conduzido em um grupo maior de pacientes, sendo essa a ultima etapa antes do
tratamento ser aprovado para o uso de rotina (ZURITA-CRUZ; BARBOSA-CORTES;
VILLASIS-KEEVER, 2019).

Durante a fase lll, o medicamento ou tratamento é administrado a grandes
grupos de cerca de 300 a 3.000 voluntarios. Durante essa fase, que dura de 1 a 4

anos, o0s pesquisadores confirmam a eficacia do tratamento, monitoram os efeitos
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colaterais, e comparam ele ao tratamento padrédo ja utilizado, acumulando
informacgdes que permitam a segurancga na hora de sua utilizagao. Em torno de 25 a
30% dos medicamentos testados nessa etapa do processo avangam para a ultima
fase da pesquisa (HONEK, 2017; FDA, 2021a; FDA, 2021b).

A Ultima etapa da pesquisa clinica sdao os ensaios de fase IV, que sao
conduzidos com um grupo de milhares de voluntarios apos um tratamento ter sido
aprovado pela agéncia regulamentadora e estar sendo comercializado. Os principais
objetivos dessa fase € investigar a seguranga do medicamento, detectar efeitos
colaterais de longo prazo, identificar efeitos em uma ou mais patologias em particular
ou em pacientes com condi¢cdes que foram excluidas dos estudos anteriores e coletar
dados de morbidade e mortalidade. Além disso, nessa fase também sao pesquisadas
novas indicagdes para o produto, interacbes com outros medicamentos e diferentes
formas de dosagem (Figura 4) (ZURITA-CRUZ; BARBOSA-CORTES; VILLASIS-
KEEVER, 2019; FDA, 2021b).

Figura 4 - Cronograma de descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos.
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Os novos medicamentos sdo descobertos e desenvolvidos principalmente por

grandes empresas farmacéuticas, universidades e agéncias de pesquisa
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governamentais, embora seja crescente o numero de empresas pequenas que estao
se aventurando neste campo. Uma grande parte das pesquisas e descoberta de
medicamentos em potencial feitas pelas empresas menores, universidades e
organizagbes governamentais sdo licenciadas para as grandes empresas
farmacéuticas multinacionais, que realizam os ensaios clinicos, a fabricacdo, o
marketing e distribuicdo desses novos medicamentos. Isso se deve ao grande custo
envolvido no desenvolvimento e comercializagdo de medicamentos (NG, 2005).

O desenvolvimento de um novo medicamento € um processo caro e demorado
que em alguns casos pode levar em média mais de 10 anos, no entanto, isso varia
muito dependendo do medicamento que esta sendo testado e da doenga-alvo
(HONEK, 2017; BERDIGALIYEV; ALJOFAN, 2020). Em um levantamento feito por
Prasad e Mailankody (2017) eles constataram que leva em média 7,3 anos para se
desenvolver um medicamento a um custo médio estimado de 648 milhdes de doblares.
Todavia, segundo eles, em um curto periodo esse investimento € mais do que
recuperado, sendo que algumas empresas apresenta uma receita 10 vezes maior do
que os gastos (PRASAD; MAILANKODY, 2017).

Em um estudo que incluiu 63 dos 355 novos medicamentos terapéuticos e
agentes biolégicos aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration) dos EUA
entre 2009 e 2018, o custo médio estimado do desenvolvimento de um novo produto
foi de 1,3 bilhdo de ddlares. Esse valor médio difere entre as areas terapéuticas, sendo
os custos de desenvolvimento de medicamentos contra o cancer os mais altos, em
média 4,4 bilhdes de ddlares (WOUTERS; MCKEE; LUYTEN, 2020).

Apesar dos transtornos decorrentes da pandemia causada pelo novo
coronavirus (SARS-CoV-2), o Center for Drug Evaluation and Research do FDA
aprovou no ano de 2020 o uso de 53 novos medicamentos. Esse total fica atras
apenas do recorde histérico de 2018, que foi de 59 medicamentos. Seguindo com a
tendéncia observada nos ultimos anos, em 2020 os produtos contra o cancer
representaram grande parte do total de medicamentos aprovados (34%), sendo o
maior numero de todos os tempos em termos absolutos e relativos (MULLARD, 2021).

Ao longo de seu processo de desenvolvimento, cerca de 90% dos novos
medicamentos analisados ndo chegam ao estagio final dos testes onde recebem
aprovagao para serem comercializados. Isso se deve principalmente a questbes
ligadas a seguranga do medicamento, eficacia ou falta de verba para concluir os
ensaios (FOGEL, 2018; ZURITA-CRUZ; BARBOSA-CORTES; VILLASIS-KEEVER,
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2019; RANI et al., 2020). Além disso, mesmo apds terem sido aprovados e
distribuidos, os novos medicamentos tém uma chance em trés de receber novas
adverténcias em sua bula ou até mesmo serem retirados do mercado por questdes de
segurancga (FRANK et al., 2014).

Visto que apenas uma pequena quantidade dos novos medicamentos que
passam pelos testes pré-clinicos e clinicos acabam dando origem a um produto que
é liberado para venda, e que mesmo um produto ja aprovado e comercializado pode
apresentar efeitos até entdo nao observados anteriormente, os pesquisadores
salientam que se faz necessario otimizar as abordagens pré-clinicas atuais. Segundo
eles, para impulsionar as chances de um novo medicamento ser aprovado e chegar
ao mercado, beneficiando milhares de pacientes, é fundamental a escolha de modelos
de estudo pré-clinicos apropriados e que consigam mimetizar de forma mais fidedigna
as doencas humanas (HONEK, 2017; FOGEL, 2018).

2.4 CULTURA DE CELULAS 3D COMO MODELO EXPERIMENTAL

A utilizacdo de modelos de estudo pré-clinicos € fundamental para o avanco da
pesquisa translacional sobre o cancer, sendo essencial desde a investigacdo de
aspectos biolégicos da doenga, até o desenvolvimento de novos tratamentos
(IBARROLA-VILLAVA; CERVANTES; BARDELLI, 2018). Diversos modelos pré-
clinicos tém sido empregados na identificacdo de novas drogas, estudos de toxicidade
e pesquisa de biomarcadores. Todavia, é primordial escolher apropriadamente qual
modelo reflete melhor uma determinada entidade tumoral, o alvo que se tem em vista,
entre outros aspectos da doenga (KLINGHAMMER; WALTHER; HOFFMANN, 2017).

A utilizagdo de sistemas modelo é fundamental na biomedicina, pois esses
sistemas formam a espinha dorsal da pesquisa translacional ao servir de ligagao entre
0s conceitos basicos e a descoberta de aplicagdes destes no manejo das doengas,
incluindo o diagndstico, progndstico e a terapia. No ambito da oncologia, eles s&o uteis
na triagem terapéutica, na avaliagdo pré-clinica e até mesmo no estudo da biologia
basica dos canceres (KHANNA et al., 2020).

Uma das principais dificuldades em se desenvolver medicamentos de maneira
econOmica e rapida é a falta de modelos pré-clinicos de cancer que se assemelhem
a complexidade dos tumores humanos (GUNTI et al., 2021). Véarios modelos foram

desenvolvidos ao longo das ultimas décadas, e ainda que todos tenham sido muito
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importantes por fornecer informagdes fundamentais sobre a biologia tumoral, cada um
deles possui suas limitagcbes (DHANDAPANI; GOLDMAN, 2017).

Os tumores sao constituidos de componentes celulares (epitélio tumoral,
fibroblastos, células troncos, células endoteliais e células imunes infiltrantes) e nao
celulares (matriz extracelular, citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento) que sao
determinantes no seu desenvolvimento e progressao, logo, nao se deve deixar de
levar em conta que esses componentes também desempenham um papel critico no
resultado dos testes de novos medicamentos (GUNTI et al., 2021) (Figura 5). Com
isso, ha uma necessidade cada vez maior de se desenvolver modelos que possam
capturar com mais exatiddo a complexidade e a diversidade do ecossistema tumoral,
de forma a fornecer uma avaliagdo mais precisa da eficacia e toxicidade dos
medicamentos testados (DHANDAPANI; GOLDMAN, 2017; GUNTI et al., 2021).

Figura 5 — Representagcdo do complexo microambiente tumoral.
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A cultura de linhagens celulares de cancer in vitro tem sido um dos modelos

mais frequentemente empregados na pesquisa do cancer e possibilitou um grande
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avango na compreensdo da biologia da doenca (KLINGHAMMER; WALTHER,;
HOFFMANN, 2017). Sua origem remonta ao século XX, quando foi utilizada
principalmente no estudo dos tecidos, da biologia dos virus, no desenvolvimento de
vacinas, na investigagao do papel dos genes nas doengas e no desenvolvimento de
biofarmacos (FRESHNEY, 2010; SEGERITZ; VALLIER, 2017).

A cultura celular consiste na remogao de células de um animal ou planta e seu
subsequente crescimento em um ambiente artificial favoravel. As células a serem
cultivadas podem ser obtidas por meio da remogao direta do tecido e desagregadas
por meios enzimaticos ou mecanicos antes do cultivo, ou podem ser derivadas de uma
linhagem celular ja bem estabelecida (MITCHELL, 2017). Desde seu surgimento, as
técnicas e as ferramentas empregadas nesse modelo de pesquisa foram se
aperfeicoando, passando de culturas de células bidimensionais, para um crescimento
celular tridimensional mais aprimorado, que recapitula melhor o ambiente fisiologico e
os padrdes de crescimento de tecidos solidos e tumores (DHANDAPANI; GOLDMAN,
2017; IBARROLA-VILLAVA; CERVANTES; BARDELLI, 2018).

Diversas células podem ser cultivadas in vitro tendo em vista serem
empregadas em varios tipos de experimentos (SEGERITZ; VALLIER, 2017). Da
pesquisa basica a avancada, a cultura de células serve como sistemas modelo para
varias aplicagdes, como por exemplo (VERMA; SINGH, 2020):

e estudar a biologia celular basica, o ciclo celular, especializagbes das células,
interagdes célula-célula e célula-matriz;

¢ testar a toxicidade e o efeito de novos medicamentos;

¢ desenvolver terapias génicas para substituir genes nao funcionais por células
portadoras de genes funcionais;

e caracterizar as células cancerosas, elucidando a influéncia de produtos
quimicos, virus e radiagao nas mesmas;

e produzir vacinas, anticorpos monoclonais e medicamentos.

Ha inumeras vantagens no uso da cultura de células como modelo de pesquisa,
comecgando pela possibilidade de manipular genes e vias moleculares. Além disso, o
uso de células de uma mesma populacao clonal ou tipos especificos em sistemas de
cultura bem definidos torna possivel obter resultados homogéneos, removendo-se

variaveis genéticas ou ambientais interferentes. Dessa forma € possivel a geragéo de
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informacdes reproduziveis e consistentes, coisa que nao pode ser garantida ao se
estudar sistemas organicos inteiros (SEGERITZ; VALLIER, 2017).

Outro ponto importante € o uso de animais experimentais, que tem inquietado
um numero crescente de pessoas com a questdo de ser moralmente justificavel a
utilizagcdo extensiva desses animais. Anualmente milhdes de animais experimentais
sao usados no mundo, muitas vezes sendo expostos a dor, angustia e morte,
demandando uma mé&o de obra qualificada para ocupar-se deles e protocolos
demorados, o que gera altos custos. Nesse cenario, o uso de cultura de células in vitro
configura uma alternativa importante as pesquisas com animais, sendo técnicas em
alguns casos mais faceis de serem seguidas, consumindo menos tempo e recursos
financeiros (FRESHNEY, 2010; DOKE; DHAWALE, 2015). Além de reduzir o
sofrimento animal, a adogdo de metodologias alternativas muitas vezes tem o
beneficio inesperado de produzir testes mais rigorosos e pertinentes, protegendo ndo
s6 0s animais que usualmente sdo utilizadas nesses testes, mas também os seres
humanos (GOLDBERG; HARTUNG, 2006).

Assim como as vantagens, as limitagdes das culturas celulares como modelos
experimentais também sdo bem conhecidas, principalmente no teste de novas drogas
anticancer. As células em cultura foram removidas de suas interacbes com outros
tipos celulares, da sua arquitetura original, da influéncia de citocinas e outras
moléculas de sinalizagdo e dos efeitos da distribuicdo e metabolismo da droga no
organismo. Além disso, muitos agentes anticancer tém toxicidade limitante de dose
em oOrgdos que ndo estdo representados no modelo. Por esse motivo, encontrar
indicios de sensibilidade e resisténcia a um medicamento testado in vitro pode nao
refletir a agdo do mesmo in vivo (WEINSTEIN, 2012).

Diante dessas desvantagens, diversos pesquisadores tém trabalhado cada vez
mais no sentido de aprimorar os modelos de cultura de células in vitro, de forma a
conseguir obter metodologias e ferramentas que permitam tornar esses modelos mais
capazes de mimetizar as condigbes encontradas in vivo (HICKMAN et al., 2014;
CHATZINIKOLAIDOU, 2016; KAPALCZYNSKA et al., 2018; BENELLI; ZOCCHI;
POGGI, 2021; HAN; KWON; KIM, 2021).

E sabido que as células e tecidos humanos existem em um ambiente
tridimensional (3D) complexo. Todavia, por muito tempo foi utilizada a abordagem
bidimensional (2D) para estudar o comportamento dessas células. A cultura 2D tem

sido extensivamente utilizada para esclarecer os mecanismos e a biologia do cancer,
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bem como avaliar in vitro a eficacia de drogas anticancer, gerando uma gama muito
rica de informagdes. Seu uso oferece dados replicaveis e facilmente interpretaveis,
sendo um modelo mais barato e eficiente para culturas de longo prazo e estudos em
grande escala (PADMALAYAM; SUTO, 2012; LV et al., 2017; JENSEN; TENG, 2020).

Todavia, essa abordagem falha em muitos aspectos em mimetizar o ambiente
in vivo. No modelo 2D as células crescem em uma monocamada na placa, adquirem
formato plano e alongando e tem menos jungdes celulares. Todas as células recebem
a mesma quantidade de nutrientes e fatores de crescimento do meio de cultura, se
proliferam em um ritmo anormalmente rapido, com pouca diferenciacdo celular. Os
niveis de expressao de genes e proteinas sao frequentemente muito diferentes em
comparagao com modelos in vivo. As drogas nao sao bem metabolizadas, podendo
induzir facilmente a apoptose nas células, que geralmente tém pouca resisténcia aos
medicamentos, fazendo com que pareca que foi um tratamento bem-sucedido quando
nao é o caso (JENSEN; TENG, 2020).

Nesse cenario, a cultura de células em trés dimensdes surgiu a fim de
preencher a lacuna entre a cultura tradicional de células 2D em monocamada e as
experiéncias tumorais in vivo, simulando melhor o microambiente fisiolégico e se
tornando a proxima fronteira da pesquisa em biologia celular (LV et al., 2017). Ao
realizar experimentos com cultura de células 3D o ambiente celular pode ser
manipulado para imitar o de uma célula in vivo, fornecendo dados mais precisos sobre
interacdes célula-célula, caracteristicas do tumor, acdo de drogas, perfil metabdlico,
entre outros aspectos (JENSEN; TENG, 2020).

A cultura de células 3D consiste no processo de crescimento de células em
uma condicdo mais préoxima de seu contexto natural ou seu ambiente in vivo. Para
isso, é feita a adicdo de uma terceira dimensao que permite imitar as complexas
interacbes célula-célula, bem como entre as ceélulas e a matriz extracelular
(PADMALAYAM; SUTO, 2012). Ao contrario das culturas 2D, nas quais na placa de
cultura as células sao expostas basicamente ao meio de cultura e ao plastico, nas
culturas de células 3D as células sdo expostas a outras células ou a matriz extracelular
(PADMALAYAM; SUTO, 2012) (Figura 6). Ao ter em conta as interagcdes cruciais
célula-célula e célula-matriz, a cultura 3D possibilita que as células mimetizem varios
atributos essenciais encontrados nos tecidos, tais como morfologia, diferenciacao,
polaridade, taxa de proliferacdo, expressdo génica, heterogeneidade celular e

gradientes de nutrientes e oxigénio visto nos tumores (KOLEDOVA, 2017).
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Figura 6 - Principais diferencas entre cultura de células bidimensional em monocamada

(2D) e em trés dimensdes (3D).
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Fonte: Adaptado e traduzido de Fontana e colaboradores (2020).

Desde 1971 vem sendo desenvolvido diversos sistemas de cultura que
propdéem essa abordagem de organizagao mais fisioldgica, complexa e tridimensional
das células. As técnicas chamadas de cultura 3D compreendem sistemas onde as
células sdo cultivadas em moldes tridimensionais (cuja composicdo é variavel),
modelos em que células ou fragmentos de 6rgaos sdo mecanicamente sustentados e
os modelos de agregados celulares em suspensao, chamados de esferoides devido
sua aparéncia arredondada. Atualmente novos modelos cada vez mais complexos
tém sido desenvolvidos, como por exemplo os sistemas microfabricados de cultura
microfluidica (microfiuidics culture) e os sistemas de 6rgaos sobre chip (organ-on-a-
chip) (COSTA, 2018).

Os esferoides tumorais multicelulares consistem em micro agregados celulares
que tém sido extensivamente utilizados por muitas décadas para criar in vitro modelos
de diferentes tipos de cancer (COSTA et al., 2016; SCHERZER et al., 2016), entre os
quais estdo modelos de canceres colorretais (LEES; SORDAT; MACDONALD, 1981;
SORANZO; INGROSSO, 1988; JEPPESEN et al., 2017; SCHROLL et al., 2018; LEE

et al., 2020). Os esferoides tumorais podem ser ajustados em termos de tamanho e
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composicado celular. E possivel se obter esferoides homotipicos que s&o compostos
por um unico tipo de célula ou heterotipicos, onde células cancerosas podem ser
cultivadas com outras células do estroma, como células do sistema imune, fibroblastos
e células endoteliais (SCHERZER et al., 2016; ZANONI et al., 2019).

Apos a sua formagdo, os esferoides sdo capazes de simular diversas
caracteristicas de tumores solidos in vivo, tais como heterogeneidade celular,
sinalizagao célula-célula, estrutura interna composta de diferentes camadas celulares,
deposicdo de matriz extracelular, interagdes fisicas célula-célula e célula-matriz,
cinética de crescimento, expressao génica e resisténcia a drogas (Figura 7). Por esse
motivo, considera-se que os esferoides sejam o modelo in vitro mais adequado para

testes de drogas em oncologia (COSTA et al., 2016).

Figura 7 - A estrutura de um esferoide multicelular tumoral mostrando suas zonas
caracteristicas.
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Fonte: Adaptado e traduzido de Fontana e colaboradores (2020).

O crescimento dos esferoides de células tumorais imita o crescimento de

tumores in vivo. Nesse modelo as células crescem em agregados para formar uma
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estrutura compacta e de alta densidade celular. Essa estrutura densamente
compactada limita a difusdo de glicose e oxigénio, mimetizando melhor um tumor
sélido. Além disso, os esferoides também sao heterogéneos em sua composicao,
com uma camada externa de células altamente proliferativas que estdo
constantemente expostas ao oxigénio e nutrientes. Uma vez que a difusdo de
nutrientes e oxigénio passa a se tornar um fator limitante, a taxa de crescimento
comeca a diminuir formando uma regiao intermediaria de células senescentes. Por fim
a deplecdo completa de oxigénio e glicose gera hipdxia, o que acaba levando a
formacao de um nucleo necrotico (Figura 7) (KHANNA et al., 2020).

Assim como nos tumores solidos, também se forma um gradiente de pH nos
esferoides. O nucleo necroético do esferoide € a zona de menor pH devido a conversao
do piruvato em lactato pelas células no ambiente hipéxico (KHANNA et al., 2020).
Assim como para nutrientes e oxigénio, também sao estabelecidos gradientes de
difusdo de drogas anticancer no sentido da camada periférica para o nucleo dos
esferoides. Com isso frequentemente se observa nesse modelo um aumento da
resisténcia a quimioterapia e radioterapia em comparagdo com culturas em
monocamada (SCHERZER et al., 2016).

Atualmente o campo das culturas 3D tem crescido muito, gerando a
possibilidade de uma vasta gama de aplicagdes em testes de toxicidade e na criagao
de novas drogas que se aplicam a um grupo muito diversificado de doengas como
cancer, fibrose, disturbios cardiacos e neuroldgicos. As tecnologias tridimensionais de
cultura de células, que tornam possivel mimetizar in vitro o ambiente ao qual as células
estao expostas in vivo, tém tido uma demanda cada vez maior, pois espera-se que a
sua utilizacdo fornega uma melhor precisdo e maior eficiéncia no processo de
desenvolvimento de novas drogas (LANGHANS, 2018).

O modelo de cultura de esferoides tumorais multicelulares tem o potencial de
aumentar a previsibilidade da eficacia clinica de novas drogas. Ao mesmo tempo,
torna possivel diminuir o numero de animais utilizados nas pesquisas. Em associagao
com as novas ferramentas biotecnoldégicas emergentes, espera-se que esse modelo
in vitro reduza consideravelmente tanto o tempo, quanto os custos da descoberta de
novos medicamentos anticancer, preenchendo a lacuna entre a descoberta e
aplicagao clinica e tornando as terapias cada vez mais acessiveis para toda a
populagao (KHANNA et al., 2020).



39

2.5 LINHAGEM CELULAR HT-29

A linhagem celular de adenocarcinoma de célon humano HT-29 (Figura 8) foi
isolada de um tumor primario de uma mulher caucasiana de 44 anos em 1964 por
Jargen Fogh e Germain Trempe (FOGH; TREMPE, 1975). Ela apresenta morfologia
epitelial e propriedades de crescimento aderente. Suas caracteristicas ultraestruturais
que podem ser observadas através de microscopia eletrbnica incluem
microvilosidades, microfilamentos, grandes mitocondrias vacuoladas com granulos
escuros, reticulo endoplasmatico liso e rugoso com ribossomos livres, goticulas

lipidicas, poucos lisossomas primarios € muitos secundarios (ATCC, 2021).

Figura 8 - Células da linhagem HT-29 observadas ao microscopio de luz invertido com
aumento de 100x. A) Monocamada; B) Esferoide tumoral 3D.

A B

Fonte: Laboratorio de Genética Toxicolégica da Universidade Estadual de Londrina.

Quanto as suas caracteristicas genéticas, a linhagem HT-29 é positiva para a
expressao dos oncogenes c-myc, K-ras, H-ras, N-ras, Myb, sis e fos. Além disso, o
gene da proteina p53 é superexpresso, com a presenga de uma mutagcdo G-> A no
coédon 273, resultando em uma substituigdo Arg-> His. O numero modal do cariétipo
dessa célula € 71, com um intervalo de 68 a 72, sendo uma linhagem hipertriploide.
Dezessete cromossomos marcadores sdao encontrados na maioria das metéafases,
geralmente em uma unica copia por cromossomo. O cromossomo 13 é nulisémico e

os cromossomos 8 e 14 sdo geralmente monossomicos (ATCC, 2021).
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As linhagens celulares derivadas de tumores colorretais, como a HT-29, s&o
recursos valiosos para o estudo de diversos aspectos da diferenciagdo e fungao
celular, sendo ferramentas importantes para muitas areas da nutricado, farmacologia e
toxicologia, com destaque para a pesquisa do cancer (CIZKOVA et al., 2019).

Muitos artigos ja foram publicados utilizando as células HT-29 como modelo
experimental in vitro, tanto em monocamada quanto em 3D, com as células sendo
cultivadas sozinhas ou em co-cultura com outras linhagens celulares (HORNUNG et
al., 2016; COURAU et al., 2019; BUSCH; KAMPFER; SCHINS, 2021; ELDEHNA et
al., 2021; FERRARETTO et al., 2021). Além disso, elas também sdo empregadas em
modelos in vivo, onde as células séo injetadas em camundongos para que ocorra o
desenvolvimento de tumores (ESTEVEZ-BRAUN et al., 2015; FANG et al., 2017; HITE
et al., 2018; BUSCH; KAMPFER; SCHINS, 2021).

Diversas substéncias, muitas delas oriundas da natureza, tém sido testadas na
linhagem HT-29 quanto as suas propriedades antiproliferativas, antioxidantes,
antitumorais e antimestastaticas (ELDEHNA et al., 2021; MESAS et al., 2021;
FERNANDEZ et al., 2021; SERALA et al., 2021; ZHAO et al., 2021). Resultados muito
promissores tém sido obtidos nesses estudos, colaborando para o desenvolvimento
de novas drogas e abordagens terapéuticas nao sé para o tratamento do cancer, mas

também de outras doencas.

2.6 PRoODUTOS NATURAIS COMO FONTE DE NOVAS DROGAS

A natureza é uma fonte abundante de novos compostos com possivel aplicagao
como agentes terapéuticos, nela sdo encontradas milhées de espécies de plantas,
animais, organismos marinhos e microrganismos que produzem uma diversidade de
substancias quimicas (BHANOT; SHARMA; NOOLVI, 2011). Os produtos naturais tém
sido amplamente utilizados pelos seres humanos ao longo de sua historia para aplacar
e tratar diversas doencgas (YUAN et al., 2016). A investigacao de plantas medicinais,
culturas bioativas e a maior compreensao dos micronutrientes da cadeia alimentar
abriram caminho para o desenvolvimento de compostos quimicos purificados, sendo
um valioso ponto de partida para a quimica medicinal e o desenvolvimento de novos
medicamentos (RISHTON, 2008; RODRIGUES, et al., 2016).

Produtos naturais sdo compostos ou substancias quimicas produzidos

naturalmente por organismos vivos (OUYANG et al., 2014). Atualmente, a definigao
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do que configura um produto natural varia entre as comunidades cientificas e médicas.
No que tange aos produtos naturais terapéuticos, Patridge e colaboradores (2016)
definem um produto natural como sendo qualquer material ou composto natural ndo
modificado aprovado pelo FDA, derivados semissintéticos ou estruturas sintéticas que
foram derivadas conceitualmente de um produto natural.

Historicamente, os produtos naturais s&o reconhecidos como fonte
incomensuravel de inspiragdo para os ramos da medicina, quimica e biologia. As
moléculas produzidas por plantas, microrganismos e animais possuem variadas
estruturas quimicas que foram selecionadas pela natureza ao longo do tempo e
podem desempenhar papéis importantes como compostos bioativos (LI; LOU, 2018).
Muitos produtos naturais apresentam excelentes atividades bioldgicas contra
inflamagdes, virus, bactérias, tumores, entre outros, sendo que sua aplicacao
contribuiu sobremaneira para a melhoria da saude humana (HUANG et al., 2019).

Em 1805 o farmacéutico alemao Friedrich Sertlrner isolou da planta do 6pio o
primeiro composto farmacologicamente ativo, a morfina. Isso abriu as portas da era
das drogas “modernas” e desse momento em diante, inumeros compostos ativos
foram isolados dos produtos naturais, tendo as mais diversas aplicagdes na saude
humana (YUAN et al., 2016). Em 1990, aproximadamente 80% dos medicamentos
eram produtos naturais ou analogos inspirados por eles. Antibidticos, antiparasitarios,
antimalaricos, agentes de controle de lipidios, imunossupressores para transplantes
de 6rgédos e drogas anticancer, oriundos de produtos naturais, revolucionaram a
medicina, aumentando substancialmente a expectativa de vida da populacdo em
grande parte do mundo (LI; VEDERAS, 2009; AKACHUKWU et al., 2015).

Entretanto, a descoberta de medicamentos baseados em produtos naturais
defronta-se com alguns desafios, como disponibilidade, identificagdo de compostos
bioativos, dificuldade na coleta de espécimes selvagens e incompatibilidade de
produtos naturais com triagens de alto rendimento. Devido a essas dificuldades e a
expansao da quimica medicinal sintética, nas ultimas décadas a industria
farmacéutica mudou seu foco e se concentrou principalmente em bibliotecas de
compostos sintéticos como fonte de descoberta de medicamentos. Esses compostos
sintéticos sao mais faceis de produzir e reabastecer e demonstram boa
compatibilidade com plataformas de triagem de alto rendimento bem estabelecidas
(RISHTON, 2008; LI; VEDERAS, 2009; ATANASOV et al., 2015; YUAN et al., 2016;
DUTTA et al., 2019).
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Todavia, o desenvolvimento de novos medicamentos baseados
exclusivamente em compostos sintéticos e triagens de alto rendimento parece estar
chegando a um limite e ndo resultou na produtividade que era esperada. Em vez de
introduzir mais medicamentos no mercado, as taxas de aprovacao de novos
medicamentos diminuiram. Em 1990, 45 novos medicamentos foram aprovados pelo
FDA, ja em 2010 este numero caiu para 21. Embora as razdes para essa tendéncia
de declinio sejam complexas, um aspecto importante € que as bibliotecas de
compostos sintéticos geralmente cobrem apenas uma pequena faixa da diversidade
quimica. Diante disso, o interesse na descoberta de medicamentos baseados em
produtos naturais foi reavivado e uma crescente importancia tem sido dada aos
produtos naturais em combinagdo com novas tecnologias na busca por novas drogas
(ATANASOQV et al., 2015; YUAN et al., 2016; DUTTA et al., 2019).

Uma vez que os produtos naturais sdo produzidos por organismos vivos, eles
possuem uma série de propriedades que sao evolutivamente otimizadas para servir a
diferentes fungdes bioldgicas, como por exemplo se ligar a proteinas-alvo especificas
ou outras biomoléculas. Analises detalhadas mostraram uma série de diferencas
estruturais entre produtos naturais e as moléculas sintéticas. Essas diferencas
estruturais resultam em atividade mais fraca e menos especifica dos compostos
sintéticos em comparagdao com os produtos naturais, que muitas vezes tém acdes
biolégicas seletivas devido a afinidades de ligacdo por proteinas especificas
relevantes para suas fung¢des bioldgicas, possuindo uma maior complexidade e
diversidade quimica (ATANASOV et al., 2015).

Apesar do advento da quimica combinatéria e das campanhas de triagem de
alto rendimento, o impacto dos produtos naturais na descoberta de medicamentos
ainda € muito grande (ATANASOV et al.,, 2015). Mais da metade de todos os
medicamentos de pequenas moléculas aprovados entre 1981 e 2014 originaram-se
de produtos naturais, incluindo compostos naturais inalterados, derivados que foram
quimicamente modificados e sintéticos que mimetizam um produto natural. Um
levantamento mostrou que os produtos naturais e seus derivados representam mais
de um tergo de todas as novas entidades moleculares (NMEs) aprovadas pelo FDA,
com énfase para moléculas antibioticas e anticancer, que s&o significativamente
enriquecidas pelos produtos naturais (LI; LOU, 2018).

Os produtos naturais representam uma fonte abundante de novos

medicamentos anticancer. Entre os medicamentos anticancer aprovados de 1940 a
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2002, cerca de 54% foram derivados de produtos naturais ou inspirados neles.
Aproximadamente 50% dos medicamentos anticancer usados atualmente foram
diretas ou indiretamente derivados de produtos naturais, que incluem alcaloides,
polissacarideos, polifendis, diterpenoides e acidos graxos insaturados de estruturas
variadas (YUAN et al., 2016; HUANG et al., 2019). Alguns exemplos de medicamentos
de ocorréncia natural que sao utilizados contra o cancer incluem os alcaloides da vinca
(vincristina, vimblastina, vindesina, vinorelbina), taxanos (paclitaxel, docetaxel),
podofilotoxina e seus derivados (etoposideo, teniposideo), camptotecina e seus
derivados (topotecano, irinotecano), antraciclinas (doxorrubicina, daunorrubicina,
epirrubicina, idarrubicina), entre outros (BHANOT; SHARMA; NOOLVI, 2011).

Resultados melhores no tratamento e na qualidade dos pacientes com cancer
podem ser obtidos por meio do uso de produtos naturais, por estes serem mais bem
tolerados. Muitos agentes quimioterapicos foram identificados por meio da
investigagao de compostos potenciais oriundos de plantas, animais e microrganismos,
incluindo organismos marinhos, exercendo seus efeitos contra uma variedade de
tumores e tendo amplas perspectivas de aplicacao, inclusive para o tratamento de
canceres colorretais (HUANG et al., 2019).

Atualmente, as condutas terapéuticas que utilizam compostos naturais nao
incluem unicamente as abordagens citotoxicas, mas também o manejo molecular do
microambiente tumoral. O estudo de diferentes produtos naturais ajuda a
compreender o papel destes na prevengao do cancer. Esses produtos podem atuar
em diversas etapas e vias moleculares do processo de carcinogénese, além de afetar
diversos alvos oncogénicos, incluindo fatores de transcricéo, citocinas, quimiocinas,
moléculas de adesao, receptores de fator de crescimento e enzimas inflamatérias. O
desenvolvimento de novos medicamentos que interfiram nessas moléculas e vias de
sinalizagdo se tornou um projeto que tem chamado bastante a atengcdo da industria
biotecnolégica e farmacéutica (SHANMUGAM et al., 2016; DUTTA et al., 2019).

As aplicagdes clinicas dos compostos naturais muitas vezes sao restritas
devido alguns problemas, como baixa solubilidade aquosa, rapido catabolismo,
biodisponibilidade reduzida e ma absorcao intestinal desses compostos. Entretanto,
tém sido desenvolvidas diversas iniciativas de sucesso no sentido de superar essas
limitacbes do uso de produtos naturais e seus derivados, por meio do emprego de
nanoparticulas, micelas, lipidios, lipossomas e complexos metalicos. Com isso, as

pesquisas sobre produtos naturais, suas aplicacdes e limitacbes podem resultar na
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descoberta de novos agentes terapéuticos anticancer potentes e com distribuicao
direcionada (DUTTA et al., 2019).

Os produtos naturais oferecem uma grande oportunidade de avaliar nédo so6
novas classes quimicas de agentes anticancer, mas também mecanismos de agéo
novos e potencialmente relevantes (BHANOT; SHARMA; NOOLVI, 2011). Diversos
estudos ressaltam a atividade anticancer e quimiopreventiva de uma infinidade de
agentes de ocorréncia natural, incluindo fitoquimicos. Uma abordagem que tem se
mostrado bastante promissora em ensaios clinicos € a associacdo desses compostos
naturais com agentes quimioterapicos classicos, o que aumenta a suscetibilidade das
células cancerosas a terapia convencional. Com isso, fica clara a importancia do
desenvolvimento acelerado de drogas quimiopreventivas e quimioterapicas a partir de
fontes naturais (BISHAYEE; SETHI, 2016; HUANG et al., 2019)

A descoberta e o desenvolvimento de medicamentos baseados em produtos
naturais ndo € uma tarefa facil, € um empreendimento muito complexo que demanda
uma abordagem interdisciplinar altamente integrada. Todavia, o0s recentes
desenvolvimentos cientificos, avangos tecnoldgicos e tendéncias de pesquisa nessa
area tém demonstrado claramente que os produtos naturais estdo entre as fontes mais
importantes de novos medicamentos ndo sé no passado, mas também no futuro
(ATANASOQV et al., 2015).

2.7 FiIToquiMicos

Fitoquimicos s&o um grande grupo de compostos produzidos naturalmente
pelas plantas, conferindo a elas uma série de caracteristicas tais como as cores, 0
sabor, 0 aroma e a textura. Eles sdo amplamente distribuidos em frutas, vegetais,
legumes, graos integrais, nozes, sementes, ervas, especiarias, entre outros, e se
desenvolveram ao longo de milhares de anos de evolugdo no intuito de defender os
organismos dos efeitos das espécies reativas, virus, bactérias e fungos (DAVIDSON,;
ZHU; FANG, 2016; BARBIERI et al, 2017). Entre os grupos mais importantes de
fitoquimicos estdo os compostos fendlicos, alcaloides, terpenos, organossulfetos e
glucosinolatos (MOOSAVI et al., 2018).

Na medicina, os fitoquimicos tém sido empregados diretamente ou modificados
quimicamente com o intuito de servir de fonte para o desenvolvimento de novos

medicamentos. Diferentes exemplos de fitoquimicos com propriedades medicinais
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contra varias doengas podem ser encontrados na literatura (GARCIA-OLIVEIRA et al.,
2021). Esses compostos sao de facil acesso, geralmente com menos efeitos adversos
que as moléculas sintéticas, possuindo uma ampla gama de efeitos bioldgicos e
farmacologicos, incluindo atividade antimicrobiana, antioxidante ou pré-oxidante,
antimutagénica e antitumoral (MOOSAVI et al., 2018).

Estima-se que cerca de 25% a 48% das terapias atualmente aprovadas pelo
FDA sao derivadas de plantas (TUORKEY, 2015). Particularmente na terapia
anticancer, os fitoquimicos tém sido uma importante fonte de novas moléculas. Cerca
de 50% dos medicamentos anticancer aprovados entre 1940 e 2014 sao originarios
ou diretamente derivados de produtos naturais (CHOUDHARI et al., 2020). Mais de
10.000 fitoquimicos ja foram identificados na natureza, uma parte expressiva deles
demonstrou ter grande potencial como agente anticancer (RUSSO et al., 2010;
SRIVASTAVA et al., 2015).

O desenvolvimento de drogas anticancer baseadas em compostos fitoquimicos
segue alguns passos. De forma resumida, o processo se inicia com a extragao das
plantas e o teste dos extratos para avaliar seu potencial anticancer. Os compostos
bioativos do extrato s&o identificados, purificados e entdo testados em estudos pré-
clinicos (tanto em culturas de células in vitro quanto em modelos animais in vivo) e
posteriormente em ensaios clinicos em humanos. Nestes estudos, sdo avaliados e
caracterizados alguns fatores como eficacia, atividade anticancer, possiveis efeitos
adversos e toxicidade (CHOUDHARI et al., 2020; GARCIA-OLIVEIRA, et al., 2021).

Os fitoquimicos geralmente atuam por meio de vias moleculares reguladoras
que estdo relacionadas ao crescimento e progressao do cancer. Os mecanismos
especificos incluem aumento da capacidade antioxidante, inativagdo de agentes
cancerigenos, inibicdo da proliferagdo e da progressao do ciclo celular, indugdo da
apoptose e da autofagia. Eles agem na regulacéo do sistema imunoldgico, diminuigéo
da inflamagao que estimula o crescimento do cancer, supressao da invasividade e da
angiogénese dos tumores e podem atuar também na regulagcdo hormonal do
organismo (THULASIDAS et al., 2019; CHOUDHARI et al., 2020). Esses compostos
exercem seus efeitos em uma variada e complexa gama de alvos moleculares e vias
de transdugao de sinal, incluindo receptores de membrana, cinases, proteinas
ativadoras ou supressoras de tumores, fatores de transcrigdo, microRNAs, ciclinas e
caspases (CHOUDHARI et al., 2020; KOH; HO; PAN, 2020).
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Pesquisas tém demonstrado que os fitoquimicos podem atuar como agentes
sinérgicos contra as células cancerosas, pois eles tém a capacidade de aumentar o
efeito terapéutico, bloqueando um ou mais alvos da via de transdugcdao de sinal,
aumentando assim a biodisponibilidade de outros medicamentos ou estabilizando eles
no organismo (DAVIDSON; ZHU; FANG, 2016). Um exemplo disso acontece com os
quimioterapicos a base de cisplatina, onde constatou-se que combinados com a
curcumina, um conhecido fitoquimico, eles tém sua eficacia aumentada ao mesmo
tempo que seus efeitos adversos sdo diminuidos (SUN et al., 2019).

Varios compostos identificados em plantas desempenham um papel muito
importante no tratamento do cancer, sendo ainda uma parte essencial do arsenal
terapéutico contra a doenca. Alguns dos medicamentos muito utilizados, como taxol,
camptotecina, combrestatina, epipodofilotoxina e os alcaloides da vinca, sao
derivados de fontes vegetais (OUYANG et al, 2014). Além deles, diversos
fitoquimicos demonstraram exercer atividade anticancer significativa em estudos pré-
clinicos, incluindo derivados da colchicina, sulforafano e compostos fendlicos da dieta,
como resveratrol, curcumina, quercetina, gingerol e kaempferol. No entanto, esses
compostos ainda carecem de ensaios clinicos antes de sua aplicacédo na terapia
contra o cancer (GARCIA-OLIVEIRA, et al., 2021).

Os ensaios clinicos utilizando fitoquimicos contra o cancer ainda estdo no
inicio. No geral, esses ensaios tém como foco trés aspectos principais da pesquisa do
cancer: o primeiro € melhorar a resposta das células cancerosas a quimioterapia e a
radioterapia padrao, o segundo é reduzir os efeitos adversos graves da terapia padrao
do cancer e o terceiro € procurar interagcdes indesejadas com a terapia padrao. Entre
os fitoquimicos que atualmente tém sido avaliados em ensaios clinicos contra varios
tipos de cancer estdo a berberina, epigalocatequina, licopeno, resveratrol, sulforafano
e a curcumina (CHOUDHARI et al., 2020).

No tocante ao cancer colorretal, observagdes epidemioldgicas feitas nas
ultimas décadas destacaram a associagao entre a ingestdo de varios alimentos e
nutrientes enriquecidos com fitoquimicos e o menor risco de desenvolvimento deste
tipo de cancer, pois certos fitoquimicos da dieta exercem efeitos quimiopreventivos. A
quimioprevengao do cancer é definida como o uso de compostos dietéticos naturais
ou substancias sintéticas para inibir, bloquear, suprimir, reverter ou impedir o processo
de carcinogénese (ZHAO et al., 2018; AFRIN, et al., 2020).
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Alguns ensaios clinicos, em andamento ou ja concluidos, que testaram
diferentes fitoquimicos da dieta, incluindo a curcumina, resveratrol, quercetina,
antocina, genisteina, epigalocatequina-galato e o acido elagico, demonstraram a
possibilidade desses compostos serem usados na quimioprevengao ou no tratamento
do cancer colorretal (ZHAO et al., 2018; AFRIN, et al., 2020). Além dos fitoquimicos
citados acima, um composto natural que recentemente tem atraido grande atengao &
o zerumbone. Estudos constataram que ele apresenta uma potente atividade
anticancer em varios modelos tumorais, entre os quais estdo os modelos de cancer
colorretal (MURAKAMI et al., 2002; PRASANNAN et al., 2012; DEORUKHKAR et al.,
2015; DERMANI et al., 2018; HWANG et al., 2020, DEHGHAN et al., 2021).

2.8 ZERUMBONE

Zerumbone (ZER) é um fitoquimico isolado de plantas da familia Zingiberaceae,
sendo encontrado principalmente nos rizomas de Zingiber zerumbet (L.) Sm., que tém
sido amplamente utilizado tanto na medicina tradicional, quanto como aromatizante
de alimentos e aperitivos (PARK; PARK; KIM, 2015; HAQUE et al., 2017; SINGH et
al., 2019). O rizoma e as folhas da planta sdo geralmente usados para temperos, cha,
bebidas e para fins medicinais, enquanto a substancia mucilaginosa presente nas
inflorescéncias € utilizada como xampu e condicionador de cabelo em alguns paises
(RAHMAN et al., 2014).

Z. zerumbet (Figura 9) € uma planta perene de raiz tuberosa, ela pode ser
encontrada crescendo naturalmente em terras baixas ou colinas, nas partes umidas e
sombreadas das encostas. Acredita-se que ela seja nativa da india e da Peninsula da
Malasia, mas por ter sido cultivada por tanto tempo em lugares distintos do sudeste
da Asia, no Pacifico e na Oceania, o seu local de origem tornou-se incerto (YOB et al.,
2011). No Brasil essa espécie € normalmente conhecida pelo nome popular de
gengibre amargo e é encontrada com facilidade e em grande quantidade no estado
do Amazonas, onde as condicdes climaticas do local possibilitaram que ela se
adaptasse muito bem (SILVA et al., 2018).



48

Figura 9 - Zingiber zerumbet (L.) Smith. A) Folhas; B) Inflorescéncias; C) Rizoma

A B C

Fonte: Adaptado de Rahman e colaboradores (2014).

A estrutura quimica do zerumbone (2,6,9,9-tetramethyl-[2E,6E,10E]-
cycloundeca-2,6,10-trien-1-one) consiste em um sesquiterpeno monociclico com trés
ligagdes duplas (duas conjugadas e uma isolada) e um grupo carbonila conjugado,
formando uma estrutura de anel de 11 membros (Figura 10) (KALANTARI et al., 2017;
GIRISA et al., 2019). O Zerumbone foi obtido pela primeira vez no ano de 1956 a partir
do 6leo volatil essencial extraido dos rizomas de Zingiber zerumbet (L.) Sm. Em 1960
ele teve a sua estrutura investigada e caracterizada por Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) e raios X. Desde entdo, varias técnicas tém sido utilizadas na sua
extracdo, sendo os métodos mais eficazes a técnica de extragcdo com solvente, de
hidrodestilagao, extracdo com fluido supercritico, Soxhlet e extracdo com liquido
pressurizado (KALANTARI et al., 2017).

Os sesquiterpenos sao constituidos por trés moléculas de isopropeno e
pertencem ao maior grupo de metabdlitos secundarios de plantas, sendo amplamente
distribuidos em varias angiospermas, algumas gimnospermas e bridfitas. Os
sesquiterpenos e seus derivados estdo associados aos mecanismos de defesa das
plantas por apresentarem atividade antifungica, antibacteriana e antiviral. Nas ultimas
duas décadas, esses compostos tém demonstrado grande potencial de aplicagao na

promog¢ao da saude contra uma gama de sindromes metabdlicas, como hiperglicemia,
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hiperlipidemia, complica¢des cardiovasculares, disturbios neurais, diabetes e cancer
(ABU-IZNEID et al., 2020).

Figura 10 - Estrutura Quimica do Zerumbone.

O
CHj

H3C
H3C
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Fonte: Li e colaboradores (2020).

Os efeitos farmacologicos do zerumbone na prevencgao e tratamento de varias
doencgas crbnicas foram extensivamente estudados. Ele foi bem estabelecido como
um agente multidirecionado com potencial para tratar doencas crbnicas, como
osteoartrite, obesidade, diabetes, nefropatia diabética, retinopatia diabética, gastrite
crbnica, dor neuropatica, aterosclerose, inflamagao e cancer. Sua atuacao se da por
meio da modulacdo de varias cascatas de sinalizagao celular e vias de apresentacao
de antigenos (SINGH et al., 2019).

Entre as diversas propriedades farmacoldgicas apresentadas pelo zerumbone,
destaca-se sua agdo como um potente agente anti-inflamatério e analgésico
(SULAIMAN et al., 2010; SOMCHIT et al., 2012). Devido a essa caracteristica, estudos
recentes demonstraram que ele tem um grande potencial como agente terapéutico
para doencas neuroinflamatdrias e neurodegenerativas humanas, como a doenca de
Alzheimer (LI et al., 2020). Outra propriedade importante € a sua agao antioxidante,
atuando por meio de duas vias principais: a atenuagao do oxigénio reativo e geragao
de espécies de N2 (KALANTARI et al., 2017).

O zerumbone apresenta também atividade como bactericida (SIDAHMED et al.,
2015; SILVA et al., 2018; KIM; RHEE; EOM, 2019), antipirético (SOMCHIT et al.,
2005), antialérgico (SHIEH et al., 2015) e antiulcerativo (AL-AMIN; SULTANA;
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HOSSAIN, 2012; SIDAHMED et al, 2015). Além disso, seu efeito como
antinociceptivo (SULAIMAN et al., 2009) indica que ele pode ser um candidato em
potencial como medicamento para o tratamento da osteoartrite (CHIEN et al., 2016),
e seus efeitos imunomodulatérios (KEONG et al., 2010), a luz de evidéncias cientifica
atuais, sugerem que ele pode ser um possivel alvo molecular para o tratamento de
doengas imunoldgicas (HAQUE et al., 2017).

De particular interesse entre as diversas propriedades farmacolégicas do
zerumbone esta a sua potente atividade anticancer (PRASANNAN et al., 2012;
KALANTARI et al., 2017). Pesquisas com diversos modelos tumorais demostraram
que ele pode modular uma série de alvos moleculares importantes, tanto para a
prevengcdo quanto para o tratamento do cancer, possuindo propriedades
antiproliferativas contra varios tipos de cancer, como cancer de cérebro, mama, colo
do utero, figado, pulméo, pancreas, pele e cancer de colon (MURAKAMI et al., 2002;
DEORUKHKAR et al., 2015; PARK; PARK; KIM, 2015; KANG et al., 2016; LV; ZHANG;
HAN, 2018; GIRISA et al., 2019; JALILI-NIK et al., 2020; DEHGHAN et al., 2021).

Acredita-se que o efeito citotdxico do zerumbone nas células cancerosas deve-
se ao seu versatil grupo carbonila a, B-insaturado, que desempenha um papel
importante em sua interagao com as proteinas celulares. Esse grupo carbonila remove
de forma eficiente a glutationa intracelular (GSH) por meio da formagao de adutos de
Michael, causando a elevacao do potencial redox intracelular. Provavelmente devido
a diferenga no potencial redox intracelular médio entre células normais e cancerosas,
o efeito desse composto na proliferacdo de células normais é acentuadamente
reduzido (PARK; PARK; KIM, 2015; WANI et al., 2018).

O Zerumbone diminui de forma significativa a geracdo de radicais livres, a
producao de proteinas pro-inflamatérias e reduz a proliferacdo das células cancerosas
por meio da apoptose (MURAKAMI et al., 2002). Ele pode ainda suprimir a
proliferagdo, migragédo e formagédo de tubos de células endoteliais (in vitro) e a
angiogénese (in vivo), por meio do bloqueio de vias de sinalizagcdo angiogénicas
(SHAMOTO et al.,, 2014; PARK; PARK; KIM, 2015). Ele se mostrou capaz de
interromper o ciclo celular (ABDELWAHAB et al., 2012), diminuir a invaséo celular
(KANG et al, 2016) e o potencial de crescimento e metastase (LV; ZHANG; HAN,
2018). Além disso, ele pode atuar no metabolismo das células cancerigenas, onde
pode, por exemplo, reprogramar o metabolismo da glicose de forma a suprimir a

hepatocarcinogénese (WANI et al., 2018).
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Diversos estudos pré-clinicos in vitro e in vivo tém relatado os efeitos do
zerumbone sobre alvos moleculares distintos, utilizando para isso experimentos com
diferentes modelos de céancer, inclusive modelos de canceres colorretais
(PRASANNAN et al., 2012; KALANTARI et al., 2017; GIRISA et al., 2019). Entretanto,
uma busca na plataforma ClinicalTrials.gov (um banco de dados de estudos clinicos
privados e publicos conduzidos em todo o mundo) mostrou que até o presente nao ha
nenhum registro de estudos clinicos que testassem o zerumbone no tratamento de
alguma doenga, incluindo cancer.

Em um estudo preé-clinico realizado com ratos F344 machos com focos de cripta
aberrante (ACF) induzidas por azoximetano (AOM), a administracdo dietética de
zerumbone reduziu 14% na frequéncia de ACF a uma dose de 0,01% e reducéo de
46% na dose de 0,05%, além de reduzir significativamente a expressdo de COX-2 e
prostaglandinas na mucosa do colon, sugerindo um efeito benéfico na progressao pre-
neoplasica do célon e possivel agcdo como agente quimiopreventivo (TANAKA et al.,
2001). Em camundongos ICR machos com neoplasia do colon induzida por AOM e
sulfato de dextrano de sédio (DSS) e alimentados com a dieta contendo zerumbone
durante 17 semanas, a administracdo oral de ZER a 100, 250 e 500 ppm inibiu
significativamente a multiplicidade de adenocarcinomas do cdélon e suprimiu a
inflamacgao do colon, por meio de multiplos mecanismos moduladores de crescimento,
apoptose, inflamacao e expressao do fator nuclear kB (NF-kB) e heme oxigenase-1
(HO-1) (KIM et al., 2009).

A investigacdo dos efeitos quimiopreventivos da administragdo oral de
zerumbone em camundongos colonizados por Bacteroides fragilis enterotoxigénico
(ETBF), uma bactéria pro-carcinogénica, com tumorigénese induzida por AOM e DSS,
mostrou que o zerumbone reduziu significativamente as pontuagdes do indice de
gravidade da atividade da doencga, a inflamagéo do colon e do ceco, bem como a
hiperplasia. O tratamento com zerumbone também inibiu significativamente o numero
de polipos colbnicos e preveniu a progressao do macroadenoma, indicando que ele
poderia ser empregado como um agente protetor promissor contra o cancer colorretal
mediado por ETBF (HWANG et al., 2020). Outro estudo similar indicou que o
zerumbone pode aliviar significativamente o desequilibrio microbiano intestinal contra
ETBF e aumentar a diversidade microbiana intestinal, sugerindo que ele € um agente

preventivo natural promissor junto com os agentes antimicrobianos convencionais
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contra o cancer colorretal associado ao ETBF, com potencial para manter a saude
humana por meio de suplementacéao dietética (CHO; RHEE; EOM, 2020).

Em estudos in vitro, 0 zerumbone inibiu a proliferagéo de linhagens celulares
de adenocarcinoma colénico humano LS174T, LS180, COLO205 e COLO320DM,
afetando menos as células normais (2FO-C25 e CCD-18Co) (MURAKAMI et al.,
2002). Aumentou a apoptose induzida por TRAIL em células humanas de cancer de
célon HCT116 (YODKEEREE et al., 2009). Induziu a apoptose, interrupgéo do ciclo
celular e causou efeitos antimigratorios em células cancerosas colorretais SW480
(SITHARA et al., 2018). Reduziu a proliferagdo de células cancerosas do cdlon
HCT116 pela inibicdo do Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-alfa) (SINGH et al.,
2018). Inibiu a transicao epitelial-mesenquimal, diminuiu a viabilidade celular,
migracao, invasao e potencial de formagado de esferas em linhagens celulares de
cancer colorretal HCT-116 e SW-48 (DERMANI et al., 2018).

Pesquisadores observaram também que o zerumbone foi eficaz em suprimir a
invasao e metastase em células HCT-116 e SW48 por meio da inibicao da via de
sinalizagdo FAk / PI3k / NF-jB-uPA, possivelmente representando uma nova classe
de inibidores de FAK (HOSSEINI et al., 2019). Ele foi capaz de induzir citotoxicidade
e inibir a migragao de células de carcinoma de célon humano (HCT116), podendo ser
um agente promissor para reduzir a capacidade de invasado das células cancerosas
do codlon (JIEN et al., 2020). Um estudo recente sugere ainda que a expressao de
citocinas inflamatérias, com importante agao regulatéria na progressao das células do
cancer colorretal, pode ser suprimida por miR-34a e/ou zerumbone, e que embora na
maioria dos casos a combinagdo de miR-34a e ZER ndo induza uma expressao de
efeito sinérgico significativo de citocinas, em comparagao com o uso de miR-34a e
ZER sozinho, esses alvos terapéuticos podem modular o efeito um do outro quando
um n&o esta apresentando seu efeito inibitério (DEHGHAN et al., 2021a).

A radiorresisténcia inerente as células do cancer colorretal € um sério problema
gue compromete o tratamento com radioterapia, fazendo com que os pacientes néo
atinjam uma resposta patolégica completa. Um estudo realizado com linhagens de
células HCT116, HT29 e SW620 mostrou que o zerumbone aumenta a
radiossensibilidade do cancer colorretal. O zerumbone aumenta a parada do ciclo
celular induzida por radiagéo (G2/M) e aumenta tanto a apoptose, quanto o dano ao
DNA induzido por radiagao (DEORUKHKAR et al., 2015). Além disso, outro estudo

sugere ainda que o ZER pode ser um composto promissor para ser usado em regimes
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de tratamento combinado para induzir quimiossensibilizacdo a terapia com 5-
fluorouracil em linhagens de células de CCR por meio da regulagao negativa dos
marcadores relacionados a transicao epitélio-mesenquimal, apoptose e via Wnt / B-
catenina (DEHGHAN et al., 2021b).

Diante do exposto, € possivel constatar que o zerumbone apresenta
propriedades anticancerigenas significativas em relacdo a diferentes linhagens
celulares de cancer e baixo efeitos nas células normais, possuindo diferentes
atividades biologicas benéficas (PRASANNAN et al., 2012; KALANTARI et al., 2017).

Todavia, ainda sao necessarios estudos clinicos e mais estudos pré-clinicos e
investigagdes a nivel celular e molecular para elucidar completamente seu modo de
acao, sua toxicidade e preencher as lacunas de conhecimento que ainda restam
acerca desse composto, a fim de que se tenha uma base substancial para fomentar
seu uso como um potencial agente quimiopreventivo ou terapéutico, isolado ou em

conjunto com terapias direcionadas para o tratamento do cancer (GIRISA et al., 2019).
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Observar os efeitos antiproliferativos do fitoquimico zerumbone (2,6,9,9-
tetramethyl-[2E,6E,10E]-cycloundeca-2,6,10-trien-1-one) em cultura de células de
adenocarcinoma de célon (HT-29), avaliando seu modo de agdo mediante a analise
de respostas celulares envolvidas principalmente nos processos de morte e migragéo
celular, correlacionando tais atividades com a expressédo génica (mMRNA) no modelo

de cultura em trés dimensoes (3D).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar as concentragdes citotoxicas de zerumbone para células HT-29 no

modelo de cultura 2D através do ensaio de resazurina e calcular o I1Cso;

e Avaliar o efeito do zerumbone no processo de migragao celular por meio do ensaio

de cicatrizacao de feridas in vitro no modelo de cultura 2D;

e Investigar os efeitos antiproliferativos do zerumbone nos esferoides através da

analise do volume apos 24, 48 e 72 horas de tratamento;

¢ Analisar as alteragées induzidas pelo tratamento com zerumbone nas fases do ciclo
celular (G1, S e G2/M) e morte, por meio da técnica de citometria de fluxo em

esferoides;

¢ Investigar em esferoides os efeitos do zerumbone na expressdo de mRNA de genes
de controle de ciclo celular, apoptose, danos no DNA, estresse de reticulo

endoplasmatico e estresse oxidativo.
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ARTIGO

Efeitos do Zerumbone na migragao celular (2D) na indugao de apoptose,
alteragdes de ciclo celular e expressdao de mRNA em esferoides (3D) tumorais
de células HT-29

Autores’
1 Department of General Biology, Center of Biological Sciences, State University of Londrina, Parana, Brazil

Resumo

Zerumbone é um fitoquimico com diversas propriedades farmacolégicas, entre as
quais esta sua atividade anticancer, demonstrada por estudos in vivo e in vitro. O
objetivo deste trabalho foi identificar e analisar os efeitos antiproliferativos e
antimigratorios do zerumbone em cultura de células da linhagem HT-29, avaliando seu
modo de acdo em esferoides 3D mediante a analise de morte, ciclo celular e volume,
correlacionando esses dados com a analise de expressdo génica (mRNA). Os
resultados obtidos através do modelo de cultivo em 2D evidenciaram que o tratamento
com zerumbone foi citotdxico nas concentracées de 30-80uM e que a concentragao
de 83,54uM (IC50) inibiu a migragao celular. No modelo 3D, zerumbone ocasionou
aumento no volume médio dos esferoides no tempo de 72h em relagdo ao controle,
levando a desagregacgao e desconfiguragdo de suas zonas caracteristicas. A analise
de morte celular demonstrou que em 24h e 72h houve um aumento significativo na
porcentagem de células apoptoticas nos esferoides tratados em comparagéo com os
controles, além do aumento da porcentagem relativa de células na fase G1 do ciclo
celular. Por fim, zerumbone modulou a expressdo dos genes BBC3, ERNT,
GADD45A, CDKN1A, NFKB1, TP53, SQSTM1, BECN1 e MYC. Esses resultados
indicam que zerumbone é um potencial candidato para o desenvolvimento de novas
drogas anticancer por alterar vias de sinalizagao celular relacionadas aos processos
de morte celular, reparo do DNA, ciclo celular e autofagia, e estudos como esse que
utilizam a cultura 3D sao ferramentas importantes para auxiliar nessa investigagao.

Palavras-chave: Anticancer. Cultura 3D. Expressao génica. Fitoquimico. Zerumbone.
1 INTRODUCAO

Zerumbone, um fitoquimico isolado de plantas da familia Zingiberaceae e
encontrado principalmente nos rizomas de Zingiber zerumbet (L.) Sm., (PARK; PARK;
KIM, 2015; HAQUE et al., 2017; SINGH et al., 2019), € um composto natural que tém
atraido bastante atengao devido a sua gama de propriedades farmacolégicas, entre
as quais estdo sua atividade antimicrobiana, antiulcerativa, antipirética,
antinociceptiva, imunomoduladora, antioxidante, anti-inflamatéria e principalmente

sua agao antitumoral exercendo sua atividade contra varios tipos de cancer, entre os
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eles o cancer colorretal (MURAKAMI et al., 2002; SOMCHIT et al, 2005; KEONG et
al., 2010; SULAIMAN et al., 2010; PRASANNAN et al., 2012; SOMCHIT et al, 2012;
HEMN et al., 2015; SHIEH et al., 2015; LEUNG et al., 2017; SILVA et al., 2018).

O cancer colorretal (CCR) € um grave problema de saude publica que vem
ganhando destaque devido a sua alta taxa de incidéncia e mortalidade (MARMOL et
al., 2017). Atualmente as abordagens disponiveis para o tratamento do CCR
consistem principalmente na remogao cirurgica, radioterapia e quimioterapia. Todavia,
estes tratamentos apresentam uma série de limitagdes. No caso da quimioterapia, por
exemplo, o paciente pode apresentar recorréncia do tumor, adquirir resisténcia aos
medicamentos, que podem ainda causar efeitos tdéxicos em tecidos nao direcionados
(CHOUDHAR!I et al., 2020; PASHIRZAD; JOHNSTON; SAHEBKAR, 2021).

Para superar estas limitacbes dos tratamentos convencionais, cientistas do
mundo todo tém se empenhado na busca de novos agentes anticancer com melhor
eficacia e menos efeitos adversos (CHOUDHARI et al., 2020). A partir desses
esforgos, diversos compostos naturais com propriedades antitumorais, como o
zerumbone, foram identificados (REJHOVA et al., 2018; WONG et al., 2019; BRACCI
et al., 2021; PASHIRZAD; JOHNSTON; SAHEBKAR, 2021). Esses compostos
naturais geralmente atuam em multiplas vias, afetando diversos alvos moleculares,
incluindo fatores de transcricdo, citocinas, quimiocinas, moléculas de adesao,
receptores de fator de crescimento, enzimas inflamatorias, entre outros (HAQUE;
BRAZEAU; AMIN, 2021).

Devido ao potencial do zerumbone como agente anticancer, estudos utilizando
diferentes modelos experimentais contribuem para compreender melhor seu modo de
acao, seu desempenho farmacolégico e sua toxicidade. Esses estudos sdo uma etapa
muito importante, visto que a traducao dos resultados alcangados na bancada para a
pratica clinica € um dos desafios mais complexos no desenvolvimento a
aprimoramento de novos agentes terapéuticos (SEIDLITZ; STANGE, 2021).

Até o presente, os estudos que testaram o potencial anticancer do zerumbone
foram realizados in vivo em modelos murinos e in vitro utilizando cultura de células
bidimensionais (2D) (PRASANNAN et al., 2012; RAHMAN et al., 2014; HAQUE et al.,
2017; GIRISA et al., 2019). Entretanto, esses modelos de cancer muitas vezes
recapitulam mal o comportamento dos tumores dos pacientes, o que pode ser a
principal razdo para a alta taxa de medicamentos que falham em testes clinicos, mas

tém um bom desempenho em modelos 2D de cancer. Os modelos de linhagens
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celulares de cancer 2D forneceram informagdes importantes acerca das respostas aos
medicamentos e das alteragdes genéticas que ocorrem nas células cancerosas, além
disso, apresentam baixo custo de manuseio e facilidade de uso. Todavia, elas nao
recapitulam inteiramente a heterogeneidade e o comportamento dos tumores dos
quais sao derivadas (JENSEN; TENG, 2020; SEIDLITZ; STANGE, 2021).

Nesse cenario, a cultura de células em trés dimensdes (3D) surgiu a fim de
preencher a lacuna entre a cultura tradicional de células 2D e as experiéncias tumorais
in vivo (LV et al., 2017). Ao realizar experimentos com cultura de células 3D o
ambiente celular pode ser manipulado para imitar certas caracteristicas de uma célula
in vivo, fornecendo dados mais precisos sobre interagdes célula-célula, caracteristicas
do tumor, acdo de drogas, perfil metabdlico, entre outros aspectos (LANGHANS,
2018; JENSEN; TENG, 2020). Com esse modelo de cultura é possivel analisar a
eficacia pré-clinica de novas drogas, ao passo que ele também torna possivel diminuir
0 numero de animais utilizados nas pesquisas (KHANNA et al., 2020).

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi observar os efeitos
antiproliferativos do fitoquimico zerumbone em culturas de células de adenocarcinoma
de colon da linhagem HT-29, avaliando seu modo de agcdo mediante a analise de
respostas celulares envolvidas no processo de morte e migragdo celular,
correlacionando com a expressao génica de mRNA, utilizando principalmente o

modelo de cultura de esferoides.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 LINHAGEM CELULAR, CONDICOES DE CULTURA E AGENTES QUIMICOS

A linhagem celular de adenocarcinoma de colon HT-29, que apresenta
morfologia epitelial e propriedades de crescimento aderente, foi obtida do Banco de
Células do Rio de Janeiro, livre de micoplasma. As células foram cultivadas em meio
de cultura McCoy's 5A modificado com L-glutamina (Sigma-Aldrich, Cat. N°: M4892),
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF, Gibco, Cat. N°: 12657-029) e 1%
de antibiético e antimicético (Gibco, Cat. N°:15240-062), em estufa com 5% de CO:2 a
37°C. A viabilidade celular foi monitorada (azul de tripano 0,4%, Invitrogen, Cat. N°:
T10282) em contador de células automatizado Countess Il FL (Life Technologies),
sendo utilizada apenas as culturas com viabilidade acima de 90%.

O composto zerumbone (C1sH220) foi adquirido da empresa Sigma-Aldrich (Cat.
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N°: Z3902), dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich, Cat. N°: 472301) e
diluido em meio de cultura nas concentragdes testadas. Para controle positivo foram
utilizadas a camptotecina nos ensaios de morte e ciclo celular por citometria de fluxo
(Sigma-Aldrich®, cat. N° C9911) e doxorrubicina (Doxolem, Zodiac) nos demais
experimentos. Para os experimentos, o tratamento controle foi o de veiculo, no qual
foi utilizada o DMSO (0,41%), que corresponde a porcentagem de DMSO presente na

maior concentracdo de zerumbone testada.
2.2 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE (RESAZURINA)

O efeito citotdoxico do zerumbone nas células HT-29 foi avaliado por meio do
corante resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-oxido) em placas de 48 pocos,
onde foram semeadas 5x10* células/pogo 24 horas antes do tratamento. As células
foram tratadas com zerumbone nas concentragdes de 30uM, 40uM, 50uM, 60uM e
80uM, escolhidas com base em experimentos piloto, além do controle de veiculo e
controle positivo (20uM de Doxorrubicina). Apés 24 horas de tratamento, as células
foram incubadas com resazurina (60uM) por mais 4 horas. Em seguida a fluorescéncia
foi mensurada em espectrofotdmetro Glomax® (520 nm de excitagdo e 580-640 nm
de emissao). A viabilidade celular foi estimada utilizando a formula: porcentagem de
viabilidade = [(Atratamento — Abranco)/(Acontrole — Abranco) X 100], onde A representa o valor
da fluorescéncia. O ICso, a concentragéo citotoxica necessaria para reduzir a
viabilidade celular em 50%, e o coeficiente de correlagao foram calculados no software
GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software, San Diego, California, USA,
www.graphpad.com). Para cada tratamento foi feita a leitura de 6 pogos, com duas

repeticdes.
2.3 ENSAIO DE CICATRIZAGAO DE FERIDAS IN VITRO

O ensaio de fechamento de feridas foi realizado seguindo o protocolo descrito
por Justus e colaboradores (2014). Resumidamente, em uma placa de cultura de 12
pocos foram semeadas 5x10° células/pogo que foram cultivadas até atingirem 100%
de confluéncia. Em um ambiente estéril foi feito um risco na monocamada de células
utilizando uma ponteira de 10uL, o meio de cultura e os restos celulares foram
aspirados cuidadosamente, o poco foi lavado duas vezes com Tampao Fosfato Salino

(PBS) e por fim foi adicionado em cada pogo 2000 puL de meio de cultura contendo o



72

tratamento com Zerumbone 83.54uM ou o controle de veiculo DMSO 0,41%. Em
seguida a placa de cultura foi acondicionada em estufa com temperatura e atmosfera
controlada, e nos tempos de Oh, 24h, 48h e 72 horas a placa foi removida da estufa e
foram capturadas imagens por meio do microscopio EVOS® FL Auto Imaging System
usando uma objetiva de 10x para verificar o fechamento da ferida. A area e a largura
da ferida foram obtidas a partir das imagens de microscopia utilizando o software
ImageJ® e o plugin Wound Healing Size Tool (SUAREZ-ARNEDO et al., 2020).

2.4 CULTIVO CELULAR 3D — ESFEROIDES

Para a obtencao dos esferoides foi seguido o protocolo proposto por Friedrich
e colaboradores (2009). Em placas de cultura de 96 pogos foi adicionado 50uL/pogo
de uma solugéo antiaderente estéril contendo agarose Low Melting (1,5%) diluida em
meio de cultura sem SBF. Apds a solidificagdo da agarose, foram semeadas 5x103
células/pogo em meio de cultura com SBF para um volume final de 150uL por pogo.
Em seguida, a placa foi centrifugada a 1000 rpm por 8 min e acondicionada em estufa
até o fim do periodo de esferoidizagao (6 dias). Os ensaios foram desenvolvidos apos

esse periodo.

2.4 1 Ensaio de volume dos esferoides

Aos pogos com os esferoides foram adicionados 50uL de meio de cultura
suplementado com SBF contendo os diferentes tratamentos: Controle de veiculo;
Zerumbone (IC50: 83,54uM), Controle positivo (Doxorrubicina 20uM). Os esferoides
foram fotografados no tempo Oh, 24h, 48h e 72 horas apods o tratamento por meio do
microscopio EVOS® FL Auto Imaging System usando uma objetiva de 10x. Os
volumes dos esferoides e a renderizagao dos graficos 3D foram obtidos por meio dos
softwares AnaSP e ReViSP (PICCININI, 2015; PICCININI et al., 2015) e expressos
em milimetros cubicos (mm?3). Apds 72 horas de tratamento, os esferoides foram
transferidos para uma placa de 48 pocos e foi adicionado 300 uL/pogo de meio de
cultivo suplementado com SBF sem tratamento, para observar a recuperagao da
proliferacdo celular por 24 horas na superficie aderente. Além disso, os esferoides
foram marcados com corantes fluorescentes Rodamina123 e Hoechst33342 para
monitorar a atividade mitocondrial e a condensacao do conteudo de DNA das células,

respectivamente. Foram analisados nove esferoides por tratamento e trés repeticdes
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experimentais.

2.4.2 Ensaio de ciclo celular e apoptose por citometria de fluxo

Para o ensaio de ciclo celular e apoptose por citometria de fluxo, os esferoides
foram tratados zerumbone (ICso). Para cada tratamento foram coletados cinco
esferoides lavados com PBS e as células foram dissociadas em tripsina 0,025%,
inativadas em meio de cultura com SBF e, apds a centrifugacéo, ressuspendidas em
PBS. Para investigar a indugao de morte celular, foi utilizado o kit PE Anexin Apoptosis
Detection (BD Pharmigen, Cat. N° 559763), seguindo as recomendagdes do
fabricante. Para analisar o perfil da populagéo celular nas fases do ciclo celular (G1, S
e G2/M) as células foram permeabilizadas com 100uL de solugao citrato/triton (0,1%
de citrato de sodio/ 0,1% de Triton X-100)/100uL de suspenséo celular e o DNA corado
com 5uL de iodeto de propidio (50ug/mL) por 15 minutos. Para ambos os ensaios a
intensidade de fluorescéncia de cada ensaio foi quantificada por meio de citdmetro de
fluxo Guava EasyCyte™, analisando-se 5.000 eventos/amostra para ciclo celular e
2.000 eventos/amostra para apoptose. Para cada experimento foram realizadas trés

repeticées experimentais.

2.4.3 Expresséao génica relativa (mRNA) em tempo real

O ensaio de expressdo génica em tempo real (RT-gPCR) foi utilizado para
observar as alteragdes relativas da expressao de mRNA de genes relacionados com
vias moleculares de morte celular (BBC3, CASP3, CASP8, CASPY9), estresse de
reticulo (ERNT), danos no DNA (GADD45A e H2AX), regulagdo do ciclo celular
(CDKN1A, NFKB1, MYC e TP53) e autofagia (BECN1 e SQSTM1) em esferoides de
células HT-29 tratadas com 83,54uM (IC50) de zerumbone. GAPDH e ACTB foram
utilizados como genes de referéncia.

Apos 24 horas, foram coletados 10 esferoides por tratamento em trés
repeticoes experimentais, que foram lavados com PBS e tripsinizados para que a
houvesse a dissociagado das células. Em seguida, o RNA total foi extraido com o
MiniKit RNeasy® (Qiagen), seguindo as recomendacgdes do fabricante. A pureza e a
quantificacdo do RNA total foram observadas em espectrofotdbmetro BioDrop uLite,
baseada na razao das absorbancias (A260/280mm) e validadas apenas as amostras

com razéo entre 1,9 e 2. A verificagcdo da integridade do material foi realizada em gel
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de agarose 1,0%. A sintese de cDNA foi realizada em termociclador T100™ Thermal
Cycler (BIO-RAD), sendo duas reagdes/tratamento/replicata, cada uma contendo
500ng de RNA total diluido em 12,4uL de agua DEPC, 1uL de oligo dT (20 pm/mL,
Invitrogen, Cat. N°: 18418012) e 2uL de dNTPs (10mM, Invitrogen, Cat. N°:
10297018), sendo mantidas a 60°C por 15 minutos. Em seguida, 0,1uL de RNase
OUT (Invitrogen, Cat. N°: 10777019), 4uL de tampao M-MLV-RT 5x (Invitrogen, Cat.
N° Y02321) e 0,5 uyL de M-MLV-RT (Invitrogen, Cat. N° 28025-013) foram
adicionadas nos tubos de reagao e as amostras mantidas a 37°C por 2 minutos, 50°C
por 45 minutos e 70°C por 15 minutos.

Para a realizagao da PCR em tempo real foi utilizado o termociclador CFX96 ™
Real-Time PCR Detection System (BIO-RAD) em uma programacgao de 95°C por 5
minutos e 35 ciclos de 95°C por 20 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 30
segundos. Cada reacédo de RT-qPCR teve 11uL de volume final, contendo 5uL de
cDNA (1:10), 0,5uL de cada primer iniciador (forward e reverse) e 5uL de
SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix 2x (BIO-RAD). A curva de melting
foi analisada ao final da reagao de 50 °C a 90 °C, a cada 0,5 °C/20”. Os valores de Cts

foram utilizados para o calculo do AACt.
2.5 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os dados numéricos foram submetidos ao teste Shapiro-Wilk para a
verificagao da normalidade. Dados paramétricos dos ensaios de citotoxicidade foram
submetidos a Analise de Variancia (one-way ANOVA de multiplas comparagdes) e
teste post-hoc Dunnett. Os dados paramétricos dos ensaios de migragéo, apoptose e
ciclo celular foram submetidos ao teste t ndo pareado. Para o ensaio de volume, os
dados foram submetidos a Andlise de Variancia (two-way ANOVA de medida
repetidas) e teste post-hoc Tukey de multiplas comparagdes. Para as analises
estatisticas foi utilizado o software GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software, San
Diego, California, USA, www.graphpad.com) e os resultados foram expressos como
média £ desvio padréo, com nivel de significancia de 5%. Para a andlise de expressao
génica relativa, foi utilizado o método Pairwise Fixed Reallocation Randomization Test
inserido no programa Rest 2009 (PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002) e
consideradas como significativas os valores com nivel de significancia menor que 5%

(p = 0,05) em relagao ao controle e fold-change =22 e < -2.
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3 RESULTADOS

3.1 CITOTOXICIDADE E MIGRACAO CELULAR NO MODELO 2D

Apods 24 horas de tratamento foi possivel observar que todas as concentracdes
de zerumbone testadas (30, 40, 50, 60 e 80uM) foram citotoxicas para a linhagem
celular HT-29 (Figura 1A), diminuindo significativamente (p < 0,05) a porcentagem de
células viaveis em relagao ao controle de veiculo de maneira dose-dependente (Figura
1B). A partir das concentragdes testadas, o ICso calculado para o zerumbone foi de
83,54uM, que foi a concentracao utilizada nos experimentos subsequentes.

No ensaio de cicatrizacdo de feridas foi observado (Figura 1C1) que a
concentracdo de zerumbone testada (ICso: 83,54uM) inibiu a migracédo celular
diminuindo significativamente (p < 0,05) a area (um?) da ferida nos tempos de 24
(Controle: 756238+81115; Tratado: 967287+94340), 48 (Controle: 641747+106981;
Tratado: 972463+86503) e 72 horas (Controle: 517542154540; Tratado:
984699+101933).

Os dados de largura da ferida (um) seguiram o0 mesmo padréo observado na
area da ferida, mostrando que zerumbone € capaz de inibir a migragdo de células.
Nos tempos de 24, 48 e 72 horas a largura da ferida diminuiu significativamente (p <
0,05) no controle em comparagao com o tratado com zerumbone (Figura 1C2), o que

também pdde ser visualizado nas imagens de microscopia (Figura 1C3).
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Figura 1 - Resultado do ensaio de viabilidade celular com o corante resazurina e de migracao celular
pelo ensaio de cicatrizagao de feridas em células HT-29 tratadas com zerumbone. (A) Média percentual
da viabilidade celular na linhagem tumoral HT-29 obtidas apds 24 horas de tratamentos com o
composto zerumbone (30, 40, 50, 60 e 80uM), controle de veiculo DMSO 0,41% (CV) e o controle
positivo doxorrubicina 20uM (DOX). (B) Relagéo linear entre a viabilidade celular e a concentragéo de
zerumbone (Y= -0.6151*X + 97.6 e R2 = 0.9683). (C1) Area da ferida expressa em pym? apds o
tratamento com zerumbone (83,54uM) e controle de veiculo DMSO 0,41% (CV) por 24, 48 e 72 horas.
(C2) Largura da ferida expressa em pym apds o tratamento com zerumbone (83,54uM) e controle de
veiculo DMSO 0,41% (CV) por 24, 48 e 72 horas. (C3) Células fotografadas em microscépio de luz
imediatamente apds a realizagao da ferida (Oh) e apos 24, 48 e 72 horas de incubagdo com zerumbone
83,54uM e Controle (DMSO 0,41%), aumento de 100x. (*) representa os valores com nivel de
significancia menor que 5% (p < 0,05). Valores expressos em média + desvio padrao.
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3.2 ENSAIO DE VOLUME DOS ESFEROIDES

A partir de 24 horas observou-se que o tratamento com zerumbone ocasionou
qualitativamente o aumento da zona necrética em esferoides homotipicos de células
HT-29 (Figura 2A). Em contraste com os esferoides tratados com zerumbone, os
esferoides do grupo controle apresentavam a borda e formado bem definidos,
seguindo o padrao de zonas dos esferoides. Somado a isso, a marcagao com 0s
corantes fluorescentes (Figura 2B) evidenciou nucleos nao picnoéticos (Hoechst33342)
e intensa marcagédo de atividade mitocondrial (Rhodamine123) nos esferoides do
controle, ao contrario do observado nos esferoides tratados com zerumbone.

Nos dados quantitativos (Figura 3) foi observado no controle um aumento
significativo do volume (mm?) de 25,04% (0,1292 + 0,0068), 47,64% (0,1526 + 0,0080)
e 59,09% (0,1644 £ 0,0048), nos tempos de 24, 48 e 72 horas, respectivamente, em
relacdo ao volume antes do tratamento (0,1033 £ 0,0040) (Figura 3A1). Nos esferoides
tratados com zerumbone também houve um aumento significativo no volume de
21,25% (0,1294 + 0,0018), 45,52% (0,1553 + 0,0114) e 112,28% (0,2265 + 0,0110)
nos tempos de 24, 48 e 72 horas, respectivamente, em relacdo ao volume antes do
tratamento (0,1067 + 0,0042).

Quando comparamos os volumes médios (mm3) dos esferoides entre os
tratamentos (Figura 3A2), no tempo de 24h o volume médio dos esferoides controle
de veiculo e do tratado com zerumbone foram iguais entre si e maiores que o volume
dos esferoides tratados com doxorrubicina. Entre 48h e 72h ndo houve aumento
significativo nos esferoides controles, sendo que ambos os volumes foram
estatisticamente iguais ao volume de 48 horas dos esferoides tratados com
zerumbone. Entretanto, no tempo de 72h os esferoides tratados com zerumbone
tinham um volume significativamente maior que os esferoides controles dos tempos
de 72h e de 48h (ambos tinham volumes estatisticamente iguais).

Na Figura 3B € possivel ver um esferoide do grupo tratado (Figura 3B1) e do
grupo controle (Figura 3B2) ao final das 72h e apds 24h da transferéncia para uma
placa aderente. E possivel visualizar que os esferoides controles continuam integros
quando séo transferidos para uma nova placa, enquanto os esferoides tratados com
zerumbone se desintegraram, inviabilizando a mensuragdo da sua capacidade de

recuperacao.
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Figura 11 — Imagem obtida por microscoépio de luz invertido de esferoides tumorais de células HT-29
apos o tratamento com zerumbone. (A) Esferoides controle (DMSO 0,41%), doxorrubicina (Controle
positivo 20uM) e zerumbone (83,54uM) apds 24, 48 e 72 horas de tratamento, aumento de 100x. (B)
Esferoides controle (DMSO 0,41%) e tratados com Zerumbone (83,54uM) apds 72 horas de tratamento
evidenciando a marcagdo com corantes fluorescentes Rodamina123 (vermelho) e Hoechst33342
(azul), aumento de 100x.
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Figura 12 — Resultado da avaliagdo de volume e capacidade de recuperacéo de esferoides tumorais
de células HT-29 tratadas com zerumbone (A1) Curva do aumento do volume médio esferoidal nos
tempos 0, 24, 48 e 72 horas apds os tratamentos com 83,54uM zerumbone (ZER), controle DMSO
0,41% (CV), controle positivo 20uM de doxorrubicina (DOX). (A2) Resultado da analise de Variancia
(two-way ANOVA de medida repetidas) e teste post-hoc Tukey de multiplas comparag¢des dos volumes
médios dos esferoides apos o tratamento, sendo que as médias seguidas de uma letra comum nao
diferem significativamente considerando um nivel de significaAncia de 5% (p < 0,05) (B) Imagem de
microscopia de luz dos esferoides apds 72 horas de tratamento com zerumbone 83,54uM (B1) e
controle DMSO 0,41% (B2) acompanhada da renderizagéo grafica do volume dos esferoides (a direita)
e da imagem de microscopia dos esferoides apds a transferéncia para uma nova placa de superficie
aderente depois de 72 horas de tratamento (abaixo), aumento de 100x.
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3.3 ENSAIO DE APOPTOSE E CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO

A analise de morte celular por citometria de fluxo (Figura 4A1) demonstrou que
em 24h houve uma diminuigao significativa (p < 0,05) na porcentagem de células vivas
nos esferoides tratados com zerumbone (57,73 £ 1,069) em comparagdo com o
controle (73,97t 2,919). Foi possivel observar também que o tratamento com
zerumbone aumentou significativamente a porcentagem de células apoptéticas (39,17
t+ 1,704) em comparagdo com o controle (22,43 + 2,369). Entretanto, ndo houve
diferenga estatisticamente significativa entre a porcentagem de células mortas
(necrdticas) entre os dois grupos, zerumbone (3,13 £ 1,518) e controle (0,70 + 0,100).

No tempo de 72h (Figura 4A2) foi possivel observar que o tratamento com
zerumbone aumentou significativamente a porcentagem de células apoptéticas (51,27
1 2,532) em comparagao com o controle (27,90 + 0,793). Além disso, em 72h houve
um aumento significativo na porcentagem de células mortas (necréticas) nos tratados
com zerumbone (5,20 * 0,200) em relagao aos esferoides controle (2,70 + 0,264).

Em relacao ao ciclo celular (Figura 4B), a analise de conteudo de DNA mostrou
que tanto em 24h (Figura 4B1), quanto em 72h (Figura 4B2) de tratamento, zerumbone
aumentou significativamente a porcentagem de células na fase G1 (77,37 £+ 0,472 e
83,17 £ 1,258), respectivamente, em relagao ao controle (69,30 + 1,908 e 74,77 +
1,002). Ja nafase S, de sintese de DNA, apds 24h e 72h o tratamento com zerumbone
diminuiu significativamente a porcentagem de células nessa fase (5,100 = 0,755 e
5,100 + 0,655) quando comparado ao controle (7,133 + 0,251 e 7,600 £ 0,624),
respectivamente. Além disso, uma redugédo significativa também foi observada nas
fases G2/M nos tratados por 24h e 72h (17,17 £ 0,404 € 10,97 £ 1,617) em relacao ao
controle (23,30 + 1,735 e 16,97 + 1,305), respectivamente.
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Figura 13 — Resultado da analise de apoptose e ciclo celular por citometria de fluxo em esferoides de
células HT-29. (A) Percentual relativo de células vivas, apoptoticas e mortas apos 24 (A1) e 72 (A2)
horas de tratamento com 83,54uM de zerumbone (ZER) e controle (DMSO 0,41%). As células foram
marcadas com o kit PE Anexin Apoptosis Detection e analisadas em citometria de fluxo. (B) Média
percentual relativa de células nas diferentes fases do ciclo celular apds 24 (B1) e 72 (B2) horas de
tratamento com 83,54uM de zerumbone (ZER) e controle (DMSO 0,41%). Conteiudo de DNA foi
analisado por meio de marcagado com iodeto de propidio em citometria de fluxo. (*) representa os
valores com nivel de significancia menor que 5% (p < 0,05), em relagéo ao controle.
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3.3 EXPRESSAO GENICA DE MRNA EM ESFEROIDES

Na analise de expressao génica relativa por RT-gPCR, foi observado uma
diminui¢cao significativa (p < 0,05) de mRNA dos genes BBC3 (3,2x), TP53 (4,2x),
ERN1 (2,1x), GADD45A (2,2x), CDKN1A (35,7x), BECN1 (2,2x), NFKB1 (2,4x) e
SQSTM1 (5,9x) e aumento significativo (p < 0,05) no gene MYC (2,2x) apds 24h de
tratamento com 83,54uM de zerumbone (Figura 5). Os genes CASP3, CASP8, CASP9

e H2AX nao tiveram expressdao de mRNA alterada.
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Figura 14 — Resultado da andlise de expressado génica relativa de mRNA obtida por RT-gPCR em
esferoides de células HT-29 apds o tratamento com zerumbone. (*) representa os valores com nivel de
significancia menor que 5% (p-valor < 0,05) em relagdo ao controle pelo Pairwise Fixed Reallocation
Randomization Test e fold-change 22 e < -2.

4 DISCUSSAO

A utilizacdo de fitoquimicos € uma estratégia promissora para o
desenvolvimento de novos tratamentos contra o cancer colorretal (MUPPALA, 2020).
Zerumbone, uma molécula isolada de plantas da familia Zingiberaceae (HAQUE et al.,
2017; PARK; PARK; KIM, 2015; SINGH et al., 2019), € um fitoquimico que tém atraido
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bastante atengao devido a sua gama de propriedades farmacoldgicas, entre elas sua
atividade anticancer (GIRISA et al., 2019; SINGH et al., 2019). Estudos tem relatado
que esse composto pode atuar em diversas vias moleculares, diminuindo a geragao
de radicais livres, a producdo de proteinas pré-inflamatérias e suprimindo a
proliferagdo, migragao e a angiogénese (MURAKAMI et al., 2002; PARK; PARK; KIM,
2015; SHAMOTO et al., 2014). Ele se mostrou capaz de interromper o ciclo celular
(ABDELWAHAB et al., 2012), diminuir a invasao celular e metastase (KANG et al,
2016; LV; ZHANG; HAN, 2018; DEHGHAN et al., 2021), além de atuar na
reprogramagao do metabolismo das células cancerosas (WANI et al., 2018).

No presente trabalho, foi possivel identificar que o tratamento com zerumbone
por 24 horas foi citotoxico para células HT-29 de adenocarcinoma de c6lon em cultura
2D, de maneira dose dependente, sendo que O ICso calculado foi de 83,54uM.
Deorukhkar e colaboradores (2015) também verificaram que o fitoquimico zerumbone
inibiu a proliferagao das linhagens de células de cancer colorretal HCT116, HT29 e
SW620 de uma maneira dose dependente apds 7 horas de tratamento. Os autores
observaram que as células HT-29 foram as mais resistentes ao tratamento com
zerumbone, apresentando um IC50> 46uM.

Outro trabalho que verificou os efeitos inibitérios do zerumbone na proliferagao
de quatro linhagens celulares derivadas de adenocarcinomas de coélon humano
(LS174T, LS180, COLO205 e COLO320DM) constatou que as concentragdes de
13uM e 50uM inibiram a proliferagcdo das células cancerosas apés 72 horas de
tratamento, sendo que a concentracdo de 13uM nao teve qualquer efeito no
crescimento de duas linhagens de fibroblastos normais (2F0-C25 e CCD-18)
(MURAKAMI, et al., 2002).

Segundo Murakami e colaboradores (2002), o efeito citotdéxico do zerumbone
em células de cancer de colon, sem afetar a proliferagao de células normais, se deve
ao grupo carbonil a,B-insaturado presente na molécula. Esse achado corrobora com
o modelo redox de proliferacdo celular proposto Hoffman, Spetner e Burke (2001).
Segundo esses autores, a elevagéo do potencial redox acima de um limiar impede a
fosforilagdo da proteina retinoblastoma (RB), que por sua vez impede a liberagao de
fatores de transcricdo necessarios para a progressao do ciclo celular. A menos que
RB se torne fosforilada, uma célula em proliferagao ira parar em meados da fase G1

do ciclo celular e entao sofrer apoptose.
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Apods administracao de zerumbone, o grupo carbonil a,B-insaturado presente
na molécula parcialmente esgota a glutationa intracelular (GSH) da célula cancerosa,
aumentando assim o potencial redox, que por sua vez atenua a proliferacao dessas
células, mas nao afeta as células normais, pois estas apresentam naturalmente um
menor potencial redox (HOFFMAN; SPETNER; BURKE, 2002). Estudos recentes
atestaram esse papel essencial do grupo carbonila a,B-insaturado presente no
zerumbone para sua agao citotoxica (DEORUKHKAR et al., 2015).

A metastase € a principal causa de morbidade e mortalidade por cancer, sendo
responsavel por cerca de 90% das mortes pela doenca. Durante a metastase, as
células metastaticas passam pelos processos de descolamento, migracao, invasao e
adesdo. Portanto, estudar a migragao celular e os fatores envolvidos fornece
informacdes valiosas sobre o diagndstico, progndstico, tratamento e desenvolvimento
de drogas anticancer (GUAN, 2015; DEHGHAN et al., 2021).

No presente trabalho, através do ensaio de cicatrizacdo de feridas em 2D
verificou-se que a concentragcado de 83,54uM de zerumbone foi capaz de inibir de
forma eficaz a migracao de células cancerosas in vitro. A ferida que nao foi tratada
com zerumbone (controle de veiculo) diminuiu significativamente sua area e largura
em comparagao com o grupo tratado com zerumbone, indicando que a droga inibiu a
capacidade de fechamento da ferida. Dehghan e colaboradores (2021) também
verificaram que em células de cancer de célon o tratamento com 14uM para HCT-116
e 19uM de zerumbone para SW48 inibiu marcadamente a migracdo dessas células.
A eficiéncia efetiva de diferentes concentragbes em diferentes tipos celulares
demonstra que ha diferengcas na sensibilidade dessas linhagens ao fitoquimico
zerumbone.

Em nosso estudo a andlise das imagens dos esferoides tridimensionais ao
microscopio mostrou que a partir de 24 horas houve um aumento acentuado da zona
necrotica, perda da borda bem definida e o desprendimento de células mortas que
formaram um halo ao redor dos esferoides que foram tratados com zerumbone. Ja no
grupo controle, os esferoides continuaram com borda e formato bem definidos,
mantendo suas zonas caracteristicas. A marcacao desses esferoides com corantes
fluorescentes que indicava atividade mitocondrial mostrou-se menos intensa no grupo
tratado com zerumbone, sendo que a marcagao de DNA indicou a presenca de maior

quantidade de células com conteudo de DNA mais condensado (pontos azuis
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picnoticos) nesses esferoides em comparagao com o controle. Isso demonstra que o
tratamento com zerumbone esta induzindo morte celular.

Em relagdo ao volume, ndo houve diferenga estatisticamente significativa no
dos esferoides controle em relagédo aos tratados com zerumbone nos tempos de 24 e
48 horas. Ja em 72 horas, os esferoides tratados apresentaram volume maior que os
controle. Entretanto, quando esses esferoides eram transferidos para uma nova placa,
os esferoides controle permaneciam integros, enquanto os esferoides tratados se
desintegravam, perdendo completamente o formato. Esses achados, juntamente com
as imagens de fluorescéncia indicam que o tratamento com zerumbone afetou a
coesdo das células do esferoide.

Até o momento ndo foi encontrado um artigo que investigasse os efeitos do
zerumbone em cultura 3D. Entretanto, tratamentos com outras drogas podem assim
como o zerumbone afetar a coesdo das células do esferoide, gerando uma camada
progressiva de células difusas, o que pode induzir uma superestimacao do volume do
esferoide (VIRGONE-CARLOTTA et al., 2017; DE SIMONE et al., 2018; BRUNINGK
et al., 2020). Portanto, 0 aumento do volume médio dos esferoides observado no
tratamento com zerumbone em relagdo ao controle de veiculo pode ser um efeito da
desagregacao causada pela droga, que faz com que haja a perda da coesao entre as
células dos esferoides e sua desintegracao. Na literatura ja foi relatado que a coeséao
tecidual influencia a resisténcia ao tratamento medicamentoso em esferoides de
células HT-29 (GREEN et al., 2004) e que a reoxigenagao e a proliferacdo ativa de
populacdes de células previamente quiescentes pode as sensibilizar a outros
tratamentos combinados (BRUNINGK et al., 2020). Portanto este achado é muito
relevante e carece de investigagdes mais aprofundadas.

Ja a andlise de morte celular por citometria de fluxo utilizando o modelo de
esferoides 3D mostrou que tanto em 24 horas, quanto em 72 horas, houve um
aumento significativo na porcentagem de células apoptéticas e diminuigdo na
porcentagem de células vivas nos esferoides de células HT-29 tratados com
zerumbone. Sithara e colaboradores (2018) observaram que o tratamento com
zerumbone suprimiu o crescimento celular e aumentou a apoptose em células SW480
de cancer colorretal cultivadas em monocamada (SITHARA et al., 2018). Outro estudo
realizado com linhagens de células HCT116, HT29 e SW620 em monocamada
mostrou que o zerumbone leva a parada do ciclo celular induzida por radiagdo na fase

G2/M e aumenta tanto o dano ao DNA induzido por radiacdo, quanto a apoptose.
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Entretanto, a andlise de lisados celulares em diferentes tempos (0, 6, 12, 24 e 48
horas) nao revelou alteracdo da expressao de proteinas apoptéticas (caspase 3,
caspase 9 e PARP) (DEORUKHKAR et al., 2015).

O ciclo celular desempenha um papel importante para a manutencdo das
células, para o controle da sua proliferacédo e desempenho de suas fungdes (LAY;
KARSANI; MALEK, 2014). Em nosso estudo, a analise do ciclo celular por marcacao
de DNA em citdbmetro de fluxo nos esferoides tumorais de células HT-29, revelou que
tanto em 24 horas, quanto em 72 horas de tratamento com zerumbone, houve parada
do ciclo celular na fase G1 e diminuigdo da porcentagem relativa de células nas fases
S e G2/M. A parada do ciclo celular em G1 em células HT-29 cultivadas em
monocamada tratadas com zerumbone foi observada anteriormente por Kirana e
colaboradores (2003). Contudo, outros estudos verificaram que o tratamento com
zerumbone resultou na parada do ciclo celular na fase G2/M, porém todos esses
trabalhos utilizaram cultura de células em monocamada, e ndo o modelo de cultura
3D de esferoides (SITHARA et al., 2018; DEORUKHKAR et al., 2015).

No tocante a analise de expressao génica relativa, foram identificadas
alteragdes na expressao de RNAs mensageiros de nove genes nos esferoides de
células HT-29 tratadas com zerumbone. Os genes BBC3, ERN1, GADDA45A,
CDKN1A, NFKB1, TP53, SQSTM1 e BECN1 apresentaram diminuicao da expressao,
enquanto MYC foi o unico a apresentar aumento. Os genes CASP3, CASPS8, CASP9
e H2AX nao tiveram expressao de mRNA alterada.

O gene CDKN1A (Cyclin dependent kinase inhibitor 1A) codifica a proteina p21,
caracterizada por sua atuagdo como reguladora de multiplas vias relacionadas a
diversas funcgbes celulares, incluindo a progressao do ciclo celular, crescimento
celular, resposta ao dano no DNA, diferenciagcado e renovagao celular (XIAO et al.,
2020). A localizagdo subcelular da p21 influencia sua ampla gama de atividades, no
nucleo a p21 é responsavel por ativar as vias supressoras de tumor, ao passo que no
citoplasma induz sinais oncogénicos (ROMANOV; RUDOLPH, 2016). Além disso,
foram encontradas evidéncias de que a superexpressao nuclear de p21 pode ter
efeitos oncogénicos em células mutadas para p53, como é o caso das células HT-29
(GALANOS et al., 2016), portanto essa inibicado da expressao de mRNA que codifica
a proteina p21 apos o tratamento com zerumbone é um achado importante, visto que

regular sua atividade se mostra uma estratégia promissora (ABBAS; DUTTA, 2009).
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TP53 (tumor protein p53) € um gene supressor de tumor que codifica a proteina
p53, que participa da regulagdo dos pontos de verificagdo do ciclo celular, do reparo
do DNA e apoptose (TOKINO; NAKAMURA, 2000; HUSZNO; GRZYBOWSKA, 2018).
A deficiéncia ou mutacdo no gene supressor de tumor TP53 é frequentemente
encontrada em canceres humanos e pode contribuir para a progressdo da doenca e
a resisténcia a quimioterapia (SUI, et al., 2014), sendo que a linhagem de células HT-
29 é um modelo de células mutadas que superexpressam TP53 (RAJEDADRAM et
al., 2021). No trabalho de Bossi e colaboradores (2006), eles descobriram que a
deplecdo do p53 mutante reduz a proliferagéo celular, a tumorigenicidade in vitro e in
vivo e a resisténcia a drogas anticancer. Portanto, essa diminuicado encontrada na
expressao do mRNA de p53 apds o tratamento com zerumbone € um dado muito
relevante.

O gene do sequestossomo 1 (SQSTM1T) codifica p62, uma proteina que atua
como um receptor para a degradacgao de proteinas ubiquitinadas por vias autofagicas
ou proteassomais (PHILIPPE, 2020). A autofagia € uma via de degradacgao celular de
eliminacao de materiais citoplasmaticos, organelas danificadas e proteinas agregadas
nos lisossomas. Em células tumorais com defeitos na apoptose, foi notado que a
autofagia contribui para uma sobrevida prolongada. Além disso, defeitos no processos
de autofagia foram relacionadas como tendo um papel critico na tumorigénese, sendo
que novas estratégias de tratamento do cancer colorretal devem se beneficiar da
interferéncia em p62 e da inibicdo da autofagia (REN et al., 2014). Ren e
colaboradores (2014) demonstraram que a expressdo de p62 € regulada
positivamente em tecidos de cancer colorretal, e que o knock down da expresséo de
p62 mostrou efeitos inibitdrios significativos ndo apenas na ativagao autofagica, mas
também no crescimento de tumor in vitro e no modelo de tumor de xenoenxerto.

Além de SQSTM1, BECN1 (Beclin-1) foi outro gene relacionado ao processo
de autofagia que teve sua expressdo diminuida apos o tratamento com zerumbone.
Muitas células cancerosas exibem altas taxas basais de autofagia, o que lhes
proporciona resisténcia ao estresse metabdlico, tornando a autofagia um alvo de
intervencdo anticancer (BHAT et al., 2018). Park e colaboradores (2013)
demonstraram que a expressdo das proteinas reguladoras da autofagia, Beclin-1 e
p62, estavam aumentadas no citoplasma das células tumorais em relagéo as células
epiteliais normais do célon, e que a superexpressao de Beclin-1 estava associada a

reducdo da sobrevida em pacientes com cancer de célon.
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O fator nuclear kB (NF-kB) desempenha um papel importante na
carcinogénese, bem como na regulagao das respostas imune e inflamatéria, pois
induz a expressao de diversos genes-alvo que promovem a proliferagao celular,
regulam a apoptose, facilitam a angiogénese e estimulam a invasao e metastase (LEE
et al., 2007; HASSANZADEH, 2011). No trabalho de Hwang e colaboradores (2019),
eles verificaram que camundongos infectados com Bacteroides fragilis
enterotoxigénico tratados com essa droga mostraram diminui¢do da sinalizagao de
NF-kB no colon. Além deles, Takada, Murakami e Aggarwal (2005) observaram que
zerumbone inibe a expressao de NF-kB induzida por carcinégenos e que essa inibigéo
pode servir de ferramenta para a prevencgao e tratamento do cancer.

O componente 3 de ligagao a Bcl-2 (BBC3), também conhecido como PUMA,
€ um mediador critico da apoptose em resposta ao supressor de tumor p53 e outros
estimulos apoptéticos, como expressdo desregulada de oncogenes, toxinas e
deficiéncia de fatores de crescimento (HIKISZ; KILIANSKA, 2012). J& o gene
GADD45A (Growth arrest and DNA damage-induced 45 A) pertence a uma familia de
genes envolvidos no reparo do DNA, estabilidade gendémica e interrup¢éo do ciclo
celular como em resposta a estresses fisiologicos ou ambientais (SALVADOR,;
BROWN-CLAY; FORNACE, 2013). No presente trabalho, o tratamento com
zerumbone em esferoides 3D diminuiu a expressdo de mRNA desses dois genes.

Tapeh e colaboradores (2021) verificaram que o tratamento com zerumbone
causou estabilizacido de p53 e indugdo de PUMA em células de cancer de mama
humano MCF-7 e MDA-MB-231, no entanto os autores utilizaram o modelo de cultivo
em monocamada, além disso, segundo eles essas proteinas foram dispensaveis para
parada do ciclo celular e apoptose induzida pela droga. No tocante ao GADD45A, um
estudo mostrou que sua supressao sensibilizou células de melanoma e aumentou o
dano no DNA induzido por cisplatina (LIU et al., 2018), enquanto seu knockdown
aumentou a parada do crescimento celular e a morte celular induzida por
temozolomida, mesmo em células de glioblastoma resistentes a esse quimioterapico
(WANG et al., 2017).

O gene MYC (MYC proto-oncogene, bHLH transcription fator) foi um dos
primeiros oncogenes descobertos, ele codifica um fator de transcrigao pleiotropico que
participa de muitos processos celulares, incluindo proliferagéo celular, apoptose,
diferenciagdo, metabolismo e estabilidade do genoma (MEYER; PENN, 2008;
PROCHOWNIK; WANG, 2022). No presente trabalho, o oncogene MYC foi o unico
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gene testado que teve sua expressao aumentada apos o tratamento com zerumbone.
MYC é um potente impulsionador de muitos canceres humanos e pode regular
inUmeras atividades biologicas que contribuem para a tumorigénese (LOURENCO et
al., 2021), todavia, estudos sugerem que as células que superexpressam MYC, s&o
vulneraveis a perturbagdes metabdlicas que fornecem novos caminhos potenciais
para a terapia do cancer (GOGA et al., 2007; FERRAO et al., 2012; QING et al., 2012;
KANG et al., 2014; STINE et al., 2015; HSIEH; DANG, 2016).

Diante do exposto, podemos apontar que o fitoquimico zerumbone atua por
meio de diversos mecanismos moleculares que levam a diminuigao da proliferagao e
migragao celular, modulagcdo da expressao de oncogenes e genes supressores
tumorais, indugao da parada do ciclo celular e da apoptose. Em conjunto, esses
achados demonstram, que o zerumbone tem se mostrando um agente anticancer
muito promissor. Como este € o primeiro estudo a utilizar a cultura de células em 3D
para testar essa droga, novos experimentos e investigagbes sdo importantes para
esclarecer ainda mais os conhecimentos sobre a acado dessa droga, ja que oOs

resultados até o momento se mostraram muito encorajadores.

5 CONCLUSAO

No presente trabalho, foi possivel concluir que zerumbone é um agente
anticancer promissor, que foi citotoxico e inibiu a migracdo de células HT-29,
causando alteragdes na morfologia e no volume dos esferoides homotipicos dessa
linhagem celular. Além disso, evidenciamos que zerumbone induz morte por apoptose
e parada do ciclo celular na fase G1 em esferoides. Demonstramos também que nesse
modelo zerumbone causa alteragdes na expressao de mRNA de genes envolvidos em
vias celulares relacionadas aos processos de morte celular, estresse de reticulo, dano
ao DNA, regulacdo do ciclo celular e autofagia. Esses resultados tomados em
conjunto indicam que zerumbone ¢é um candidato em potencial para o
desenvolvimento de novas drogas para o arsenal de medicamentos contra o cancer,
por sua atuagcdo em multiplas vias de sinalizagdo celular, sendo que estudos como
esse que o utilizam o sistema de cultura 3D sao ferramentas importantes para este
fim, pois geram resultados a partir de um sistema mais complexo, subsidiando estudos

posteriores.
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APENDICE

Apéndice A — Tabelas dos resultados

Tabela 1 — Média percentual da viabilidade celular na linhagem tumoral HT-29 obtida
apos 24 horas de tratamento com o composto zerumbone.

Tratamentos  Média (%) £ D.P.

DMSO 0,4% 100+ 0
30uM 74,10 + 1,457***
40puM 74,97 + 4,709***
50uM 68,56 + 5,204***
60uM 58,22 + 2,595****
80uM 50,35 £ 2,920****

DOX 20uM 40,86 + 0,2828****

(***) e (****) representam os valores com nivel de significancia menor que 0,1% (p-valor < 0,001) e
0,01% (p-valor <0,0001) em relagédo ao controle, respectivamente, pelo teste Ordinary one-way ANOVA
seguido de teste de Dunnett. Valores expressos em média + desvio padrao.

Tabela 2 — Area da ferida apds o tratamento com zerumbone em diferentes tempos.

Area da ferida (um?) £ DP

Tratamentos Tempo apos tratamento
Oh 24 h 48 h 72 h
DMSO 975787 £ 111796 756238 + 81115* 641747 + 106981** 517542 + 54540***

ZER 83,54uM 1016138 £ 113729 0967287 + 94340 972463 + 86503 984699 + 101933

(*), (**) e (***) representam os valores com nivel de significancia menor que 5% (p-valor < 0,05), 1% (p-
valor £0,01) e 0,1% (p-valor <0,001), respectivamente, em relagdo ao controle pelo teste t ndo pareado.

Valores expressos em média + desvio padrao.

Tabela 3 — Largura da ferida ap6s o tratamento com zerumbone em diferentes tempos.

Largura da ferida (um) £ DP

Tratamentos Tempo apos tratamento
Oh 24 h 48 h 72 h
DMSO 717,8 £ 82,9 557,5 £ 60,44* 482,5 + 84,67 393,6 + 38,58***
ZER 83,54uyM  747,8 +£84,13 712,2 + 68,32 721,0 £ 62,77 733,5+73,98

(™), (**) e (***) representam os valores com nivel de significAncia menor que 5% (p-valor < 0,05), 1% (p-
valor £0,01) e 0,1% (p-valor <0,001), respectivamente, em relacdo ao controle pelo teste t ndo pareado.

Valores expressos em média + desvio padrao.
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Tabela 4 — Volume médio (mm3) de esferoides de células HT-29 apds o tratamento
com zerumbone nos tempos de 0, 24, 48 e 72 horas.

Volume médio (mm?3) + DP

Tratamentos Tempo apos tratamento
Oh 24 h 48 h 72 h
DMSO 0,1033 £ 0,0040° 0,1292 + 0,0068° 0,1526 + 0,0080% 0,1644 + 0,0048°
ZER 83,54uM  0,1067 +0,00422  0,1294 +0,0018°  0,1553 +0,0114¢  0,2265 + 0,0110°
DOX 0,1048 £ 0,0030°  0,09058 + 0,00192  0,1013 + 0,0032%  0,1449 + 0,0083"

Two-way ANOVA de medida repetidas e teste post-hoc Tukey de multiplas comparagdes.

Tabela 5 — Média do percentual relativo de células vivas, apoptoéticas e mortas apds
24 horas de tratamento com zerumbone.

Morte celular Tratamentos
DMSO 0,41% Zerumbone 83,54uM
Células vivas (%) £ D.P. 73,97 + 2,91 57,73 £ 1,06™**
Células apoptaéticas (%) £ D.P. 22,43 + 2,36 39,17 £ 1,70***
Células mortas (%) + D.P. 0,70+ 0,10 3,13 + 1,51

(***) representa os valores com nivel de significancia menor que 0,1% (p-valor £ 0.001) em relagéo ao
controle, pelo teste t ndo pareado. Valores expressos em média + desvio padréo.

Tabela 6 — Média do percentual relativo de células vivas, apoptdéticas e mortas apds
72 horas de tratamento com zerumbone.

Morte celular Tratamentos
DMSO 0,41% Zerumbone 83,54uM
Células vivas (%) £ D.P. 69,47 + 0,65 43,27 + 2,85***
Células apoptéticas (%) £ D.P. 27,90+ 0,79 51,27 + 2,53***
Células mortas (%) + D.P. 2,70 £ 0,26 5,20 £ 0,20***

(***) representa os valores com nivel de significAncia menor que 0,1% (p-valor < 0.001) em relagdo ao
controle, pelo teste t ndo pareado. Valores expressos em média + desvio padrao.

Tabela 7 — Média percentual relativa de células HT-29 nas diferentes fases do ciclo
celular apos 24 horas de tratamento com zerumbone.

Fases do ciclo Tratamentos
celular DMSO 0,41% Zerumbone 83,54uM
G1(%) £ D.P. 69,30 + 1,90 77,37 £ 0,47
S (%) £ D.P. 7,13+0,25 5,10 £ 0,75*

G2/M (%) £ D.P. 23,30 £1,73 17,17 £ 0,40*
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(*) e (**) representam os valores com nivel de significAncia menor que 5% (p-valor < 0,05) € 1% (p-valor
<0,01) emrelagao ao controle, respectivamente, pelo teste t ndo pareado. Valores expressos em média
* desvio padréo.

Tabela 8 — Média percentual relativa de células HT-29 nas diferentes fases do ciclo
celular apos 72 horas de tratamento com zerumbone.

Fases do ciclo Tratamentos
celular DMSO 0,41% Zerumbone 83,54uM
G1(%) £ D.P. 74,77 £ 1,88 83,17 £ 1,25*
S (%) £D.P. 7,60 + 0,62 5,10 £ 0,65**
G2/M (%) £ D.P. 16,97 + 1,30 10,97 £ 1,61**

(**) representa os valores com nivel de significancia menor que 1% (p-valor < 0,01) em relagéo ao
controle pelo teste t ndo pareado. Valores expressos em média + desvio padrao.
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Tabela 9 — Resultado obtido para o percentual relativo de células vivas, apoptoticas e mortas apos 24 horas de tratamento com zerumbone.
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Tabela 10 — Resultado obtido para o percentual relativo de células vivas, apoptoéticas e mortas apos 72 horas de tratamento com zerumbone.
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Tabela 11 — Resultado obtido para o percentual relativo de células nas diferentes fases do ciclo celular apds 24 horas de tratamento com

zerumbone. Em rosa estao representadas as células na fase G1, em verde na fase S e em azul na fase G2/M do ciclo celular.
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Tabela 12 — Resultado obtido para o percentual relativo de células nas diferentes fases do ciclo celular apds 72 horas de tratamento com
zerumbone. Em rosa estao representadas as células na fase G1, em verde na fase S e em azul na fase G2/M do ciclo celular.
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Tabela 13 - Sequéncias iniciadoras utilizadas na RT-qPCR.

GENE NOME OFICIAL SINONIMOS SEQUENCIA
Forward TGA GGA GGA ACA AGA AGA TG
MYC MYC proto-oncogene MRTL; MYCC; c-Myc; bHLHe39
Reverse ATC CAG ACT CTG ACCTTT TG
Forward AAA GCA CTG GAATGA CATC
CASP3 caspase 3 CPP32; SCA-1; CPP32B
Reverse CGC ATC AAT TCC ACA ATT TC
Forward CTC TAC TTT CCC AGG TTT
CASP9 caspase 9 MCHS6; APAF3; APAF-3; PPP1R56; ICE-LAP6
Reverse TTT CAC CGA AAC AGC ATT
Forward CTA CAG GGT CAT GCTCTATC
CASP8 caspase 8 CAP4; MACH; MCHS5; FLICE; ALPS2B; Casp-8
Reverse ATTTGGAGATTT CCTCTT GC
o Forward GTA AGA TAC TGT ATATGC GCT G
BBC3 BCL2 binding component 3 JFY1; PUMA; JFY-1
Reverse TTT TCC ACT GTT CCAATC TG
growth arrest and DNA ) Forward TCA GCG CACGATCACTGTC
GADD45A ) ¢ DDIT1; GADD45
damage inducible alpha Reverse CCA GCA GGC ACA ACACCAC
, _ Forward AAT CCA AGC ACC TAG ATA CC
H2AX H2A.X variant histone H2A.X; H2A/X; H2AFX
Reverse = CAG AAT TCC AGT TCA GAA GC
i i Forward CAG CAT GAC AGA TTT CTACC
CDKN1A cyclin dependent kinase P21; CIP1; SDI1; WAF1; CAP20; CDKN1; MDA-6; p21CIP1
inhibitor 1A Reverse CAG GGT ATG TAC ATG AGG AG
Forward CAG TAT CAG AGA GAATAC AGT G
BECN1 beclin 1 ATG6; VPS30; beclin1
Reverse TGG AAG GTT GCA TTA AAG AC
KBF1; EBP-1; NF-kB; CVID12; NF-kB1; NFKB-p50; Forward GCA GCT CTT CTC AAA GCA GCA
NFKB1 nuclear factor kappa B NFkappaB; NF-kappaB; NFKB-p105; NF-kappa-B1: NF-
subunit 1 kappabeta Reverse  GCT CAA AGT TCT CCA CCA GGG
, Forward ACC TAT GGA AAC TAC TTC CTG
TP53 tumor protein p53 P53; BCC7; LFS1; BMFS5; TRP53
Reverse ACC ATT GTT CAA TAT CGT CC
ic reti Forward ACG GAC GTC AAG TTT GAT CC
ERN1 endoplasmic reticulum to IRE1: IRE1P; IRE1a; hIRE1p
nucleus signaling 1 Reverse TTG GTA GAC GCA GAC AGT GG
p60; p62; A170; DMRV; OSIL; PDB3; ZIP3; p62B; NADGP; ~ Forward  TCC GAG TGT GAATTT CCT G
SQSTM1 sequestosome 1
FTDALS3 Reverse AGC TGC CAC ACT CTC CC
, Forward GAC GAC ATG GAG AAA ATC TG
ACTB actin beta BRWS1; PS1TP5BP1
Reverse ATG ATC TGG GTC ATC TTC TC
3. Forward GAA GGT GAA GGT CGGAGTC
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate G3PD; GAPD; HEL-S-162¢eP

dehydrogenase

Reverse

GGAAGATGG TGATGG GATTT
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Tabela 14 — Expresséao génica relativa normalizada com os genes de referéncia ACTB
e GAPDH utilizando o software REST. Os valores de fold-change representam
quantas vezes o gene foi mais ou menos expresso em relagéo ao grupo controle.

GENE FOLD-CHANGE  DESVIO PADRAO

MYC 2.229 1.419279
CASP3 -1.49701 0.428825
CASPS8 -1.07527 0.826883
CASP9 -1.03627 0.091227

BBC3 -3.27869 0.211877

TP53 -4.21941 0.181656

ERN1 -2.12766 0.168749

GADD45A -2.22222 0.095453
CDKN1A -35.7143 0.015694

H2AX 1.111 0.196131
BECN1 -2.23714 1.156499
NFKB1 -2.40385 0.434337

SQSTM1 -5.98802 0.262466




