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CONCATO, Virginia Marcia. Atividade citotéxica do 3,3',5,5'-tetrametoxibifenil-
4,4'diol em linhagem humana de carcinoma pulmonar de células nao
pequenas, A549. 2019. 82. Dissertacao (Mestrado em Patologia Experimental) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

O carcinoma pulmonar € a principal causa de morte relacionada ao cancer em todo o
mundo. Apesar do desenvolvimento de varios medicamentos antitumorais, como a
cisplatina, o seu uso prolongado esta relacionado com a resisténcia celular,
resultando em um tratamento limitado. A busca por novos compostos com potencial
antiproliferativo que respondam seletivamente as células tumorais, possuam menor
toxicidade, tém sido o foco do desenvolvimento de muitos estudos. Os compostos
fendlicos, metabdlitos secundarios das plantas, formam um grupo de moléculas com
estruturas quimicas altamente diversificadas, podendo ser classificados de acordo
com seu esqueleto de carbono nas seguintes classes principais: fendis simples,
acidos fendlicos, flavondides, taninos, lignanas, ligninas, curcumindides, cumarinas e
estilbenos. O 3,3,5,5-tetrametoxibifenil-4,4’diol (TMBP) € um composto bifendlico,
que foi biotransformado a partir da catalise de 2,6-dimetoxifenol através da utilizagcao
de lacases (enzimas catalizadoras) produzidas pelo fungo Botryosphaeria rhodina
MAMB-05 (B. rhodina). A agao antiproliferativa sobre células de cancer gastrico, agéao
fungicida e bactericida, de outras moléculas bifendlicas, foram relatadas na literatura,
no entanto, nada se tem descrito sobre o TMBP, muito menos sobre a sua acdo em
cancer de pulmao. No presente estudo, investigamos o efeito citotoxico e a indugao
de morte do TMBP, sobre a linhagem humana A549 de carcinoma pulmonar de
células nado pequenas (CPCNP). Para isso, a linhagem tumoral A549, foi tratada com
TMBP (12,5 - 200 uM) e posteriormente definida a concentragao inibitoria de 50%
(ICs0) (148 uM 20.05) em 72 h, a partir da qual, foram realizados ensaios para
determinar a viabilidade, volume e regulagdo do ciclo celular. Por fim, foram
investigados os mecanismos envolvidos com a agdo dos tratamentos por citometria
de fluxo e fluorimetria. Inicialmente, ao tratarmos hemacias e macréfagos peritoneais
com TMBP, observamos que nao ocorreu reducao da viabilidade nestas células. Por
outro lado, o TMBP foi capaz de reduzir a viabilidade da linhagem tumoral
investigada, por acao citotoxica e por promover a redugdo do tamanho celular.
Posteriormente, verificamos que o tratamento com TMBP foi capaz de causar
despolarizagdo mitocondrial. Além disso, foi constatado também, que o tratamento
foi capaz de aumentar a produgéo de espécies reativas de oxigénio (ERO), induzir a
parada do ciclo celular em G2/M e levar a morte por apoptose direta. Em conjunto,
nossos resultados revelaram que o tratamento com TMBP sobre células de cancer
de pulmao foi capaz de gerar acdo citotdxica direta, levando a indugao de
apoptose mediada pelo aumento de ERO. Portanto, o TMBP é um candidato
promissor para o desenvolvimento de drogas antitumorais visando o céancer de
pulméo.

Palavras-chave: Cancer. Tratamento. Estresse oxidativo. Apoptose.



CONCATO, Virginia Marcia. Cytotoxic activity of 3,3',5,5'-tetramethoxybiphenyl-
4,4'diol in human non-small cell lung carcinoma cell line, A549. 2019. 82.
Dissertation (Master’s degree in Experimental Pathology) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

Lung carcinoma is the leading cause of cancer-related death worldwide. Despite the
development of several antitumor drugs, such as cisplatin, its prolonged use is
related to cellular resistance, resulting in limited treatment. The search for new
compounds with antiproliferative potential that respond selectively to tumor cells,
have less toxicity, have been the focus of many studies. Phenolic compounds,
secondary metabolites of plants, form a group of molecules with highly diversified
chemical structures, and can be classified according to their carbon skeleton in the
following main classes: simple phenols, phenolic acids, flavonoids, tannins, lignans,
lignins, curcuminoids , coumarins and stilbenes. 3,3',5,5'-tetramethoxybiphenyl-
4.4'diol (TMBP) is a biphenolic compound, which was biotransformed from the
catalysis of 2,6-dimethoxyphenol through the use of laccases (catalyzing enzymes)
produced by fungus Botryosphaeria rhodina MAMB-05 (B. rhodina). The
antiproliferative action on gastric cancer cells, fungicidal and bactericidal action of
other biphenolic molecules have been reported in the literature, however, nothing has
been described about TMBP, much less about its action on lung cancer. In the
present study, we investigated the cytotoxic effect and death induction of TMBP on
human non-small cell lung carcinoma (NSCLC) cell line A549. For this, the tumor cell
line A549 was treated with TMBP (12.5 - 200 uM) and later defined the inhibitory
concentration of 50% (IC50) (148 pM 0.05) in 72 h, from which tests were
performed to determine viability, volume and cell cycle regulation. Finally, the
mechanisms involved with the action of treatments by flow cytometry and fluorimetry
were investigated. Initially, when treating red blood cells and peritoneal macrophages
with TMBP, we observed that there was no reduction in viability in these cells. On the
other hand, TMBP was able to reduce the viability of the investigated tumor lineage,
by cytotoxic action and by promoting the reduction of cell size. Subsequently, we
found that treatment with TMBP was able to cause mitochondrial depolarization.
Furthermore, it was also found that the treatment was able to increase the production
of reactive oxygen species (ROS), induce cell cycle arrest in G2/M and lead to death
by direct apoptosis. Taken together, our results revealed that treatment with TMBP
on lung cancer cells was able to generate direct cytotoxic action, leading to induction
of apoptosis mediated by increased ROS. Therefore, TMBP is a promising candidate
for the development of antitumor drugs targeting lung cancer.

Keywords: Cancer. Treatment. Oxidative stress. Apoptosis.
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1. INTRODUCAO
1.1 Cancer de pulmao

1.1.1 Dados epidemiolégicos

Cancer é um termo genérico utilizado para determinar um grande
grupo de doencgas crénicas complexas, caracterizadas pelo aumento descontrolado
da proliferagcédo celular (PLANKAR; JERMAN; KRASOVEC, 2011). Nestas doengas,
as células sofrem mutagdes até se tornarem malignas, quando sé&o capazes de
invadir tecidos adjacentes ou eventualmente se disseminar para outros tecidos
(PLANKAR; JERMAN; KRASOVEC, 2011). Esta enfermidade esta relacionada a
uma variedade de mecanismos celulares e moleculares que ocorrem ao longo do
processo de carcinogénese (WHITE; LOWRY, 2015).

De acordo com Bray et al.,, (2018) e a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) (2018), os canceres mais incidentes no mundo para ambos os sexos
sdo os de pulmdo (2,9 milhdées), mama (2,9 milhdes), colorretal (1,8 milhdes),
préstata (1,3 milhdes), pele (ndo melanoma) (1,0 milhdes) e estdmago (1,0 milhdes)
(Figura 1). Ja dentre os que apresentam maiores taxas de mortalidade, encontram-
se os canceres de pulméo (1,76 milhdes de mortes), colorretal (862 000 mortes),
estdmago (783 000 mortes), figado (782 000 mortes) e mama (627 000 mortes).

Figura 1 — Canceres mais incidentes no mundo.

29
29
Colorretal

Préstata

Pele (nao melanoma)

Estémago

0 1 2 3 4
Incidéncia (milhdes de casos)

Fonte: Adaptado de: Bray et al., (2018), Word Health Organization (WHO), Global Cancer Observatory (GCO)
(2018). Estimativa das taxas de incidéncia mundial dos canceres que mais afeta a populagdo para o ano de
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2018, sem distingdo dos sexos.

A origem e progressao do cancer de pulmao estdo envolvidas com
diversos fatores ambientais, como o tabagismo, alimentacdo e exposicao
ocupacional (ex. amianto, silica, radénio, metais pesados e hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos) (MALHOTRA et al.,, 2016; ARAUJO et al., 2018). Dentre
estes fatores, o tabagismo é considerado o mais importante fator de risco para todos
os principais tipos histolégicos de cancer de pulm&o, e esta associagcao foi
estabelecida por estudos epidemioldgicos realizados ja nas décadas de 50 e 60
(MOLINA et al., 2008; DELA CRUZ; TANOUE; MATTHAY, 2011; MALHOTRA et al.,
2016).

O fumo do tabaco contém aproximadamente 60 substancias
cancerigenas conhecidas, sendo os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (ex.: o
benzo(a)pireno), nitratos e N-nitrosaminas), envolvidos na carcinogénse pulmonar
(DE GROOT; MUNDEN, 2012; SCHVEIGERT et al., 2016). Os cigarros sdo os
produtos do tabaco mais consumidos nos paises ocidentais, mas outros produtos
como charutos, cigarrilhas, cachimbos, bidi e naguilé, também tém sido associados
ao cancer de pulmao.

O Brasil tem prejuizo anual de 56,9 bilhbes com o tabagismo, que
sao gastos com despesas meédicas e com custos indiretos ligados a perda de
produtividade, causada por incapacitacido de trabalhadores ou morte prematura; o
controle do tabaco permanece como sendo a principal forma de reducdo da
ocorréncia desse tipo de neoplasia (INCA, 2018).

Os canceres de pulmao sao os tipos de cancer mais comuns desde
1985 e, mundialmente, a sua incidéncia tém sofrido redugdo ao longo das ultimas
décadas, devido a diminuicdo no consumo de tabaco e melhoramento do estilo de
vida, tanto em homens quanto em mulheres (INCA, 2018), mas ainda apresentam
numeros elevados em relagao aos outros canceres.

Atualmente 44% dos pacientes com cancer de pulmdo tem um
tempo de sobrevida estimado em um ano, e 17% tem um tempo estimado de cinco
anos, porem, aproximadamente 57% dos pacientes sao diagnosticados tardiamente,
0 que leva a uma reducdo nas opcdes de tratamento, reduzindo os indices de
sobrevivéncia para 26% para um ano e 6% para cinco anos (Figura 2) (DELA
CRUZ; TANOUE; MATTHAY, 2011; ACS, 2017). Os pacientes com doenca

localizada no momento do diagndstico tém sobrevida em 5 anos para 52% dos
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casos. Entretanto, pacientes que apresentam metastase tém uma taxa de sobrevida
de 5 anos para 3,6% dos casos. Neste sentido, vale ressaltar a necessidade de
melhoramento nos métodos de rastreamento para a deteccdo do cancer de pulméo
em estagio inicial (DELA CRUZ; TANOUE; MATTHAY, 2011).

Figura 2 —Taxa de sobrevivéncia de acordo com o diagndstico do cancer de pulmé&o.

Diagnostico

" TAXA DE SOBREVIDA
1 ANO —44%
5 ANOS—17%

PRECOCE TARDIO
43% 57%

TAXA DE SOBREVID
1 ANO — 26%
5 ANOS — 6%

Fonte: Adaptado de: Dela Cruz; Tanoue; Matthay, 2011; American Cancer Society (ACS), 2017.

No Brasil, o Intituto Nacional de Céancer (INCA) em 2014, estimou
que o numero de novos casos para o cancer de pulmé&o seria de 27.330, sendo
16.400 em homens e 10.930 em mulheres. Ja em 2016, as estimativas de novos
casos subiram para 28.220, 17.330 em homens e 10.890 em mulheres. (INCA,
2015). Mais recentemente para o biénio 2018/2019, estimam-se 18.740 casos novos
de cancer de pulméo entre homens e de 12.530 nas mulheres (INCA, 2018) (Figura
3).

Figura 3 — Numero de novos casos de cancer de pulm&o no Brasil em mulheres e

homens, de acordo com o ano.
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SEXO

Feminino Masculino Total de

casos
2014 10.930 16.400 27.330
2016 10.890 17.330 28.220
2018/2019  12.530 18.740 31.270

Fonte: Adaptado de: Ministério da Saude, Instituto Nacional de Cancer Jose Alencar Gomes da Silva (2014, 2015
e 2018).

Ainda no Brasil, ha diferenca nas incidencias de CA de pulmdo de
acordo com cada regido. No ano de 2018, a incidéncia de cancer de pulmao por 100
mil habitantes em homens foi o segundo mais frequente nas Regides Sul (36,27/100
mil) e Centro-Oeste (16,98/100 mil) e o terceiro mais frequente nas regides Sudeste
(19,22/100 mil), Nordeste (10,37/100 mil) e Norte (9,03/100 mil). Para as mulheres,
CA de pulmao foi o terceiro mais frequente nas Regides Sul (20,59/100 mil) e
Sudeste (12,72/100 mil). Nas Regides Centro-Oeste (11,52/100 mil), Nordeste
(7,82/100 mil) e Norte (5,83/100 mil), ocupa a quarta posi¢céo (INCA, 2018).

1.2 Classificacao e morfologia dos tipos de cancer de pulmao

O epitélio pulmonar € composto por dois tipos principais de células,
tipo | e tipo Il. As células do tipo | cobrem aproximadamente 96% da area da
superficie do epitélio pulmonar e sdo incapazes de se dividir. Células tipo I,
enquanto cobrem substancialmente menos area superficial do alvéolo, sdo mais
numerosas e tém funcgdes distintas. Uma dessas fungdes € produzir surfactante que
€ armazenado em organelas chamadas corpos lamelares. Além disso, estas células
sdo uma das poucas células pulmonares nas quais as monoxigenase P-450,
enzimas de ativagdo metabdlica, estdo localizadas, sugerindo um possivel papel no
metabolismo oxidativo de drogas no pulmao. Outra caracteristica notavel das células
tipo Il é que suas propriedades endociticas foram bem caracterizadas. Estas
caracteristicas faz com que estas células sejam um alvo em potencial para a
liberagdo de macromoléculas pela droga (FOSTER et al., 1998).

Os pulmbes sao locais de frequentes metastases de tumores
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extratoracicos, como o céncer de mama, colorretal, entre outros, no entanto, o
cancer primario de pulmao também é uma doenga comum (RODRIGUEZ-CANALES;
PARRA-CUENTAS; WISTUBA, 2016). Os canceres de pulmao geralmente comegam
nas células que revestem os brdénquios, bronquiolos ou alvéolos. De todos os
tumores pulmonares, 95% sao carcinomas e apenas 5% constituem uma mistura de
outras neoplasias, que incluem carcinoides, tumores mesenquimais malignos (p. ex.,
fibrossarcomas e leiomiossarcomas), linfomas e pequena quantidade de lesdes
benignas, sendo o mais comum o hamartoma (KUMAR et al., 2014; RODRIGUEZ-
CANALES; PARRA-CUENTAS; WISTUBA, 2016; BASLI; BELKACEM; AMRANI,
2017). Embora existam muitos subtipos descritos para o cancer de pulmao, a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) em 2004, dividiu os carcinomas de pulmao
em duas categorias histoldgicas principais, o cancer de pulmao de células n&o
pequenas (CPCNP) e o cancer de pulmao de pequenas células (CPPC) (TRAVIS et
al., 2011; CARTER et al., 2014; KURIBAYASHI; FUNAGUCHI; NAKANO, 2016).

O CPPC é considerado uma neoplasia maligna neuroenddcrina
pulmonar e tem por caracteristica um rapido crescimento. Acomete cerca de 13 a
15% dos casos e é considerado o mais agressivo e invasivo (VAN MEERBEECK;
FENNELL; DE RUYSSCHER, 2011; SEMENOVA; NAGEL; BERNS, 2015). Esta
categoria de cancer de pulmao possui aparéncia histoldgica caracteristica, onde as
células tumorais sdo pequenas, arredondadas, possuem citoplasma escasso,
semelhantes aos graos de aveia, cromatina nuclear finamente granular e nucléolos
ausentes. E observado extensa taxa mitética e alta taxa de células em necrose
(CARTER et al., 2014; WAQAR; MORGENSZTERN, 2017).

O CPCNP, termo aplicado aos varios tipos de carcinomas
broncogénicos (derivados do revestimento dos brénquios) é responsavel por cerca
de 85% dos casos (GAZDAR, 2010). Em contraste com o CPPC, o CPCNP possui
menor probabilidade de metastase, mas € irresponsivel as terapias citotoxicas
(GAZDAR, 2010). Dentro deste grupo, estdo incluidos o carcinoma de células
escamosas e o carcinoma de grandes células e o adenocarcinoma (TRAVIS, 2011).
Cada subtipo do CPCNP é caracterizado por tipos celulares diferentes, que
apresentam padrdes distintos de crescimento e metastase. Portanto, estes subtipos
de CPCNP sao nomeados de acordo com a morfologia macro e microscépica
(GAZDAR, 2010).
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1.2.1 Morfologia dos subtipos de carcinoma pulmonar de células nao
pequenas

1.2.1.1 Carcinoma de células escamosas

O carcinoma de células escamosas ou epidermoide (CCE)
compreende 25 a 30% de todos os casos de cancer de pulméo (ZAPPA; MOUSA,
2016). O CCE é mais comum em homens do que em mulheres e esta estritamente
correlacionado ao histérico de tabagismo. Atualmente, a incidéncia deste tipo de
cancer de pulmao tém sofrido reducdo devido as mudangas no habito de fumar
(KUMAR et al., 2014; ZAPPA; MOUSA, 2016).

O CCE surge no brénquio central, tem crescimento endobrénquico e
envolve também os lobos dos pulmbes; entretanto, apresenta disseminacido para
fora do térax mais tardiamente do que os outros tipos histolégicos. Esses tumores
muitas vezes sao antecedidos por desenvolvimento de metaplasia escamosa e
displasia do epitélio brédnquico, que evolui para carcinoma in situ, e esta evolugao
pode durar varios anos (GAZDAR, 2010; KUMAR et al., 2014).

Assim, de forma geral, o CCE tem origem em células escamosas
(células finas e planas que parecem escamas de peixe). Histologicamente,
caracteriza-se pela presenca de pérolas de queratina, sendo facilmente identificavel,
com excegao de tumores menores e sem queratinizagao (RODENHUIS et al., 1987;
TRAVIS, 2011). Os sinais clinicos aparecem precocemente como tosses e
hemoptise, o que facilta o diagnostico precoce, porém pode ocorrer o
desenvolvimento de cavitagbes e disseminagdo para linfonodos regionais
(CAPELOZzI, 2001).

1.2.2 Carcinoma de células grandes

O carcinoma de células grandes (CCG) é responsavel por 5-10%
dos canceres de pulmao. O CCG, nao demonstra caracteristicas morfolégicas dos
demais carcinomas (adenocarcinoma, CEC ou CPPC), sendo considerado um tipo
indiferenciado, que muitas vezes é diagnosticado através da exclusdo de outras
possibilidades (ZAPPA; MOUSA, 2016). Portanto, os CCG apresentam um
prognostico ruim, devido ao rapido crescimento.

Histolégicamente, o CCG é caracterizado por ninhos de células
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poligonais e volumosoas, apresenta grandes nucleos, moderada quantidade de
citoplasma e exibe nucledlos proeminentes (ROSKOSKI, 2017). Além disso, o CCG
pode localizar-se em qualquer parte do pulmao (KUMAR et al., 2014), muitas vezes,
comega na parte central dos pulmdes, as vezes em linfonodos préximos, na parede
toracica e em orgaos distantes. Estes tumores também estao fortemente associados
ao tabagismo (ZAPPA; MOUSA, 2016).

1.2.3 Adenocarcinoma

O adenocarcinoma (ADC) compreende cerca de 40% dos casos de
CPCNP, por isso é dito como o subtipo histolégico dominante (ROWBOTHAM; KIM,
2014; ZAPPA; MOUSA, 2016). O ADC é mais prevalente em adultos (abaixo de 50
anos), mais comum em nao-fumantes e ex-fumantes, e em mulheres (BRAMBILLA
et al., 2001; DAVIDSON; GADZAR; CLARKE, 2013; BALDOTTO et al., 2016). Ao
exame histolégico o ADC pode assumir formas ndo-invasivas, como carcinoma
bronquiolo-alveolar (CBA), e invasivas, incluindo a forma acinar (em forma de
glandula), papilares e solidos com mucina (GAZDAR, 2010; KUMAR et al., 2014).
Estes termos sdo baseados em como as células se parecem e sdo organizadas sob
o microscopio (KUMAR et al., 2014).

O ADC, inicia-se com as ceélulas que revestem os alvéolos e
produzem substancias como o muco, formando estruturas glandulares. O tumor
origina-se nos bronquiolos e avanga de alvéolo a alvéolo, cobrindo os espacgos
alveolares; por isso, geralmente esta localizado na regido periférica do pulméo e
penetram em vasos linfaticos, por onde podem chegar a pleura e linfonodos hilares
(ZAMBONI, 2002; DAVIDSON; GADZAR; CLARKE, 2013). Neste tipo de neoplasia,
as metastases a distancia aparecem frequentemente e os sintomas no local do
tumor sado inexistentes ou aparecem na fase tardia (ZAMBONI, 2002).

No decorrer dos anos, foram isoladas um grande numero de
linhagens celulares CPCNP através da remocao de tecido pulmonar cancerigeno
humano, com a finalidade de serem utilizadas tanto para pesquisa basica quanto
para descoberta de medicamentos, como por exemplo a linhagem A549, células

epiteliais basais alveolares adenocarcindmicas (GIARD, 1973).

1.2.3.1 Linhagem celular A549
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Uma linhagem com caractériscticas de células pulmonares do tipo I,
chamada de A549, foi obtida em 1972 por por Giard et al., (1973) pela remogéao e
cultivo de tecido pulmonar com tumor de um homem caucasiano de 58 anos de
idade. Sao células epiteliais basais alveolares de adenocarcinoma humano
diferenciadas e apresentam corpos lamelares, isoenzimas P450 (P450 I1A1 e P450
IIB) e a produgdo de surfactante pulmonar. Outra caracteristica importante desta
linhagem é a presencga das proteinas regulatérias do ciclo celular, como a p53.
Células A549, quando confluentes, aparecem como monocamada de
paralelepipedos, com uma tipica morfologia poligonal, semelhante a células
epiteliais, e apresentam inibicdo de contato do crescimento celular (FOSTER et al.,
1998; CROCE et al., 1999; ZHANG et al., 2009; WU et al., 2018).

Atualmente, as células A549 tém servido como modelos do epitélio
pulmonar alveolar tipo IlI, encontrando utilidade em pesquisas que examinam o
processamento metabdlico do tecido pulmonar e os possiveis mecanismos de
liberacdo do farmaco no tecido. Alem disso, as células serviram como base de teste
para o desenvolvimento de novas drogas para o CA de pulmdo, como paclitaxel,
docetaxel e bevacizumabe, tanto in vitro quanto in vivo através de cultura celular e

xenoenxerto, respectivamente (FOSTER et al., 1998).

1.3 Patogénese do carcinoma pulmonar de células nao-pequenas

O cancer de pulméo é reconhecido por ser uma doenca causada por
alteragbes moleculares em proto-oncogenes ou genes supressores tumorais. Tais
mutacdes resultam na autosuficiéncia em sinais de crescimento, insensibilidade aos
sinais antiproliferativos, evasado de apoptose, potencial replicativo ilimitado devido a
ativagdo da telomerase, invasdo tecidual e disseminacdo em locais distantes
(PANOV, 2005; SINGH; KATHIRESAN, 2014).

Neste contexto, as alteragdes relacionadas ao CPCNP, incluem
principalmente mutagées nos genes EGFR (do inglés, epidermal growth factor
receptor), RAS (do inglés, RAt Sarcoma virus), e p53 (do inglés, tumor protein 53). A
sinalizagcdo do EGFR ¢é fundamental para a proliferacdo celular normal, mas sua
desregulacao é crucial para a patogénese do cancer, neoangiogénese, metastase e

inibicdo da apoptose. Além disso, 0 EGFR é superexpresso no CPCNP avancgado e
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esta associado a baixa sobrevida e resisténcia a agentes quimioterapicos, incluindo
a cisplatina (GOU; WU, 2014).

Os genes RAS (K-RAS, H-RAS e N-RAS) codificam para a proteina
p21, e promovem a transducao dos sinais promotores de crescimento da membrana
para 0 nucleo e, consequentemente, para a proliferacao celular. Assim, quando
mutados, conduzim a proliferagdo desordenada das células tumorais mesmo na
auséncia de estimulo de fatores de crescimento. As mutagdes nos genes RAS
ocorrem em cerca de 35% de todos os canceres de pulmédo (PANOV, 2005; GOU,
WU, 2014).

A p53, proteina supressora tumoral, esta envolvida em varios
aspectos diferentes da parada do ciclo celular, apoptose, controle da integridade do
genoma e reparo do DNA. Além disso, regula uma variedade de processos através
da ativacdo de genes que estdo envolvidos em diferentes fungdes celulares,
incluindo p21, ciclina D1, Bax, Fas1, FazL (PUCCI; KASTEN; GIORDANO, 2000;
WILLIAMS et al., 2011; SENTURK, 2016). A perda da fungao da p53, esta presente
em aproximadamente metade de todos os canceres humanos, incluindo o cancer de
pulmao, no qual é visto em 45-70% dos adenocarcinomas e 60-80% do carcinoma
de células escamosas (BRAMBILLA; GAZDAR, 2009; LIU et al., 2017). Ainda, a
mutagdo no gene p53 € comumente observado em tumores com progndstico ruim,

aumento da malignidade e resisténcia ao tratamento (LIU et al., 2017).

1.3.1 Ciclo celular

O ciclo celular, composto por intérfase e mitose, pode ser definido
como uma complexa sequéncia de acontecimentos que resultam na proliferacao
celular. Na intérfase, se observa a sequéncia das fases G1, S e G2 (SENTURK,
2016). Durante o ciclo, existem momentos onde ha verificagdo dos processos
envolvidos na divisdo, denominados de pontos de checagem ou checkpoints
(PUCCI; KASTEN; GIORDANO, 2000; WILLIAMS et al., 2011; SENTURK, 2016), os
quais permitem a proliferacdo apenas na presenga de sinais estimulatorios, como
fatores de crescimento. Além disso, os checkpoints também podem ser ativados por
danos no DNA e por cromossomos mal alinhados no fuso mitético. Nesse caso, a
parada na proliferacdo ou divisdo permite que a célula repare o dano antes da

progressao do ciclo celular. Em células normais, se o dano nao for reparado, a célula
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€ eliminada por apoptose (PUCCI; KASTEN; GIORDANO, 2000; WILLIAMS et al.,
2011; SENTURK, 2016).

De forma geral, quando as células em fase quiescente (GO ) entram

em processo de divisdo em resposta a sinais extracelulares, as células passam para
a fase G1. Nesta fase, € requerida a regulagéo por proteinas chamadas ciclinas, e
enzimas associadas, as quinases dependentes de ciclina (CDKs), como as ciclinas
D-CDK4, ciclina CDK6 e ciclina E-CDK2. Os complexos CDK-ciclina fosforilam
proteinas-alvo cruciais que impulsionam a célula através do ciclo celular. Ao passar
a fase G1, para a célula prosseguir com o ciclo e entrar na fase S (sintese), durante
a qual a replicagao do DNA ocorre, é requerido a ativagao das ciclinas A-CDK1 e A-
CDK2, quinases mitoticas que controlam o ciclo do centrossomo (principal centro
organizador de microtubulos celular) e a formagdo do fuso mitético (EYMIN;
GAZZERI, 2010; KUMAR et al., 2014; SENTURK, 2016). Paralelamente a replicagcéo
do DNA, o ciclo do centrossomo também se inicia no final da fase S e prossegue até
a fase inicial de G2 e se separam para formar os pélos do fuso mitético no inicio da
mitose (EYMIN; GAZZERI, 2010).

A transicdo G1-S é um estagio critico, pois a célula passa por um
processo conhecido como ponto de restricdo. Este processo é executado por duas
familias de inibidores de CDK, os inibidores INK, compostos de p16, p15, p18 e p19,
agem sobre ciclina D-CDK4 e ciclina D-CDK6, e a outra familia composta de trés
inibidores, p21, p27 e p57, podem inibir todas as CDKs e, assim impedir a
progressao do ciclo celular caso haja algum problema. Se nao existir nenhum defeito
ou o mesmo for reparado, o ciclo progride para a fase G2/M (WILLIAMS et al., 2011;
KUMAR et al., 2014; SENTURK, 2016).

Em G2/M, a ciclina A é degradada e os complexos ciclina B-CDK1
sdo ativados para permitir a progressao através da fase M. A ciclina B-CDK1, ao
passar por um segundo ponto de checagem, mediado por p21, p27 e p57, as células
normais se tornam irreversivelmente comprometidas com a replicagdo do DNA,
promovendo a condensagdo cromossOmica e a montagem do fuso. A citocinese
ocorre apos a degradacgao da ciclina B1. Apds a divisao, a célula volta ao seu estado
quiescente e os niveis de ciclina diminuem rapidamente (Figura 4). No entanto, se a
célula ndo conseguir reparar o seu dano, a célula pode entrar em senescéncia

(interrupgao permanente do ciclo) induzida por p53 ou sofrer apoptose direcionada
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pela proteina (EYMIN; GAZZERI, 2010; KUMAR et al., 2014; OTTO; SICINSKI,
2017).

Figura 4. - Papel das ciclinas, quinases dependentes de ciclina (CDKs) e inibidores

de CDK na regulacéao do ciclo celular.
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Fonte: KUMAR, Vinay et al. Robbins and Cotran pathologic basis of disease,
professional edition e-book. Elsevier health sciences, 2014. As setas sombreadas representam as
fases do ciclo celular durante o qual os complexos ciclina-CDK estdo ativos. Conforme ilustrado,
ciclina D-CDK4, ciclina CDK®6 e ciclina E-CDK2 regulam a transigdo G1 para S por fosforilagdo da
proteina Rb (pRb). A ciclina A-CDK2 e a ciclina A-CDK1 estéo ativas na fase S. A ciclina B-CDK1 é
essencial para a transicdo de G2 para M. Duas familias de inibidores de CDK podem bloquear a

atividade de CDKs e a progressao através do ciclo celular. Os chamados inibidores INK4, compostos
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de p16, p15, p18 e p19, agem sobre ciclina D-CDK4 e ciclina D-CDK6. A outra familia de trés
inibidores, p21, p27 e p57, pode inibir todas as CDKs.

A proteina p53 controla a proliferagao celular atuando no ponto de
checagem na fase G1/S, conteudo 2N de DNA, e no ponto de checagem G2/M,
conteudo 4N de DNA. Estimulos desfavoraveis a divisdo celular, incluindo danos no
DNA, hipdxia, privagao de nucleotideos ou drogas quimioterapicas ativam a resposta
da proteina p53 que resulta na expressdo de muitas proteinas, como a p21, para
reparar o DNA. O ponto de verificacdo G1/S é dependente de p53, portanto, uma
parada na fase G1 é decorrente do aumento da expressao de p21 e a consequente
inibicdo da ciclina D/CDKs, de forma a interromper a progressao do ciclo celular e
impedir a replicacdo do DNA danificado (PUCCI; KASTEN; GIORDANO, 2000;
WILLIAMS et al., 2011; SENTURK, 2016).

No entanto, numerosos estudos demonstraram que p53 também
funciona no ponto de verificagao G2/M. A capacidade de p53 induzir uma parada no
ponto de verificacdo de G2 é especifica para cada tipo celular. Esta parada parece
ser ativada quando a duplicacédo de DNA é bloqueada, sendo que a parada do ciclo
ocorre através da diminuigdo da transcrigcdo da ciclina B-CDK1 (PUCCI; KASTEN,;
GIORDANO, 2000; WILLIAMS et al., 2011; SENTURK, 2016).

Em vista dessas atividades, o gene TP53 é de grande importancia
para o controle da carcinogénese (SENTURK, 2016; OTTO; SICINSKI, 2017). Em
cancer de pulmao foram encontrados ainda, niveis de ciclinas B/CDK1 elevados,
especialmente em CCE, e este achado ¢é indicativo de pior progndstico ao paciente,
pois estdo relacionados a indiferenciacdo, invasdo e alto indice proliferativo das
células tumorais (EYMIN; GAZZERI, 2010; OTTO; SICINSKI, 2017). Aberragdes no
controle do ciclo celular sdo uma caracteristica dos tumores de pulmao, portanto, a
modulagdo dos reguladores do ciclo celular pode ter um uso importante para o
tratamento desses canceres (KUMAR et al., 2014; OTTO; SICINSKI, 2017).

PARAGRAFO LINKANDO
1.3.2 Autofagia

A autofagia € um mecanismo celular de degradacédo, no qual
proteinas e organelas sao envoltas em vesiculas intracelulares especializadas e sao

entdo decompostas por proteases lisossomais, para reciclagem e fornecimento de
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nutrientes a célula. Em situagdes fisiologicas, a autofagia esta sempre ocorrendo em
niveis basais, funcionando como um sistema controlado para manter a homeostase.
Entretanto, este processo € ativado em resposta ao estresse celular, como a
privacdo de nutrientes, hipoxia, estresse de reticulo endoplasmatico, estresse
oxidativo ou o tratamento com certos agentes toxicos, que desencadeiam uma via
pro-sobrevivéncia, evitando a morte celular (RADOGNA; DICATO; DIEDERICH,
2015; LALAOUI et al., 2015).

Existem trés tipos de autofagia que culminam em degradagao
lisossomal: (1) a macroautofagia (referida como autofagia) caracterizada pela
formagdo de autofagossomos; (2) microautofagia, onde o material citosolico é
diretamente englobado pelo lisossomo; e (3) autofagia mediada por chaperonas, na
qual ocorre a translocacao de determinadas proteinas para o lumen lisossomal
através da membrana, resultando no desenrolamento das proteinas e sua
degradacgdo. Sendo que dentre elas, a macroautofagia é a mais extensivamente
estudada (RADOGNA; DICATO; DIEDERICH, 2015; LALAQUI et al., 2015).

Neste contexto, a macroautofagia é caracterizada pela formagao do
autofagossomo, um vacuolo autofagico de membrana dupla, que sequestra
proteinas citoplasmaticas, mitocondrias, reticulo endoplasmatico, e ribossomos para
a degradagéo por enzimas hidrolases lisossomais apds a fusdo com o lisossoma,
formando entdo, o autofagolisossomo. Os produtos de degradagdo gerados,
incluindo nucleotideos, aminoacidos, acidos graxos e agucares, podem entdo ser
reciclados para o metabolismo celular geral, garantindo a sua sobrevivéncia
(RADOGNA; DICATO; DIEDERICH, 2015; LALAOUI et al., 2015).

Ainda n&o foi totalmente esclarecido se a autofagia € contraria ou
favoravel ao surgimento dos tumores, pois pode agir tanto como mecanismo de
prosurvival, quanto prodeath. Neste contexto, o seu papel na promocgdo da
carcinogénese € dado pela garantia de sobrevivéncia através da reciclagem
lisossomal de nutrientes intracelulares. Isso pode provocar o desenvolvimento de
mudangas adaptativas na expressao génica e na atividade metabdlica, além de
promover evasao de quimioterapia. No entanto, a autofagia também pode atuar na
supressdo da carcinogénese, onde as células cancerigenas incapazes de sofrer
apoptose sao eliminadas pela degradagao autofagica. Além disso, algumas células
cancerigenas sao dependentes de um bloqueio da autofagia para manutencédo do
seu fendtipo maligno (JABOIN; HWANG; LU, 2009; LIU et al., 2017). Em geral, a
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autofagia protege as células tumorais durante a quimioterapia, levando a resisténcia

ao cancer (Ll et al., 2017).

1.3.3 Morte celular
1.3.3.1 Apoptose

Como mensionado previamente, quando detectada alguma falha no
processo de poliferagao, as células sao direcionadas a morte, de forma a impedir a
propagacao de anomalias. Diferentes tipos de morte celular foram descritos, dos
quais destacam-se apoptose e necrose, passiveis de distingdo por diferencas
morfoldgicas e moleculares (LIU et al., 2017).

A apoptose ou morte celular programada € um processo fisiolégico
que promove de maneira eficaz a remogao de células em excesso ou danificadas,
sem a geracao de resposta inflamatoria, garantindo assim a homeostase do tecido.
A apoptose € o principal tipo de morte celular que ocorre quando o dano ao DNA é
irreparavel e pode ser ativada de duas maneiras, pela via intrinseca ou mitocondrial
e pela via extrinseca ou do receptor de morte. A via intrinseca é desencadeada pela
perda do potencial de membrana mitocondrial e pelo seu rompimento decorrentes de
danos no DNA causados por agentes citotoxicos, o que resulta na liberagdo do
citocromo C no citoplasma. A via extrinseca €& mediada por receptores
transmembranares, chamados de receptores de morte, que sdao membros da
superfamilia do gene do receptor do fator de necrose tumoral (TNF) (PATEL et al.,
2012; PORE; HILTERMANN; KRUYT, 2013).

O termo apoptose descreve um processo de morte celular, cujas
alteragdes incluem arredondamento da célula, redugdao do volume celular (picnose),
formagao de bolhas na membrana plasmatica (blebbing), perda de adesao celular,
condensagao nuclear e, por fim, fagocitose por macréfagos residentes. As alteragdes
moleculares observadas neste processo correspondem a exposicao de
fosftidilserina, fragmentagcdo oligonucleossomal de DNA, ativacdo de caspases,
perda do potencial de membrana mitocondrial com manutengédo da integridade da
membrana plasmatica (JIMENEZ-RUIZ et al., 2010; PATEL et al., 2012).

Evidéncias acumuladas mostraram que a expressao anormal de
alguns fatores regulatérios da apoptose pode levar ao cancer, indicando as

intrincadas relagcdes entre apoptose e cancer, como por exemplo, a molécula Bcl-2, a
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qual é superexpressa em muitos tipos de células cancerigenas e o seu aumento
ainda conduz a resistécia a farmacos quimioterapéuticos e terapia de radiagao
(OUYANG, 2012).

1.3.3.2 Necrose

O processo de morte celular por necrose ocorre pela resposta a
muitos tipos de danos, como trauma, infarto, toxinas, e, portanto, € normalmente o
resultado de um processo patoldgico. Por este motivo, a necrose foi considerada
morte celular quase "acidental", um processo aleatorio e descontrolado (ELMORE,
2007; JABOIN; HWANG; LU, 2009; LIU et al., 2017).

No entanto, atualmente se sabe que a necrose também pode
funcionar como um modo alternativo programado de morte celular, desencadeada
pelos mesmos sinais de morte que induzem a apoptose, passando a ser
denominada de necroptose (NIKOLETOPOULOU et al., 2013; PASPARAKIS &
VANDENABEELE, 2015). O termo “necroptose” foi posteriormente introduzido para
descrever os casos em que a necrose representava uma forma de morte regulada e
programada, em vez de uma morte acidental, e ainda distinta da apoptose. No
entanto, os eventos de sinalizacido deste processo de morte permanecem pouco
caracterizados (NIKOLETOPOULOU et al., 2013).

As principais alteragbes morfolégicas que ocorrem com a necrose
incluem inchago celular, formacdo de vacuolos citoplasmaticos, reticulo
endoplasmatico distendido, formacdo de bolhas -citoplasmaticas, mitocdndrias
condensadas, inchadas ou rompidas, desagregacdo e desprendimento dos
ribossomos, membranas organelares rompidas, lisossomas inchados e rompidos, e,
finalmente, a ruptura da membrana celular. Essa perda de integridade da membrana
celular resulta na liberacdo do conteudo citoplasmatico no tecido circundante,
enviando sinais quimiotaticos com eventual recrutamento de células inflamatorias
(ELMORE, 2007; ROCK; KONO, 2008). Além disso, a inflamacgao local subsequente
induzida pela necrose pode promover o crescimento do tumor e correlaciona-se com
mau prognostico em tumores sélidos (NIKOLETOPOULOU et al., 2013).

1.4 Tratamento
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O cancer é considerado um importante problema de saude em todo
o mundo, sendo associado, principalmente ao envelhecimento da populacdo e ao
estilo de vida. Em vista disso, o diagnostico precoce juntamente com o acesso
universal aos cuidados de saude e desenvolvimento de novas terapias, resultou
numa melhoria significativa da sobrevivéncia das pessoas afetadas. Atualmente, as
principais terapias aplicadas no tratamento do cancer incluem cirurgia, radioterapia e
quimioterapia (URRUTICOECHEA et al., 2010; PALUMBO et al., 2013). A maioria
das terapias antitumorais é baseada em drogas quimioterapicas com efeitos
citotdxicos, que causam a morte de células tumorais por dano direto ao DNA ou por
inibicdo da divisdo celular. Infelizmente, essas drogas sdo em sua maioria
inespecificas, portanto, sua administracéo frequentemente causa toxicidade tecidual
prolongada (GALLUZZI et al., 2012; SHEN et al., 2012; SARIN et al., 2017).

No céncer de pulmao, cerca de 70% dos pacientes apresentam a
doenga localmente avangada ou metastatica no momento do diagndstico.
Aproximadamente 40% dos pacientes com CPCNP que sao diagnosticados
geralmente encontram-se ja em estagio avancado da doenca (ZAPPA; MOUSA,
2016). No estagio avancado, o tratamento quimioterapico disponibilizado ocorre
através da administracdo de quimicos a base de platina, como a cisplatina e
carboplatina (SECHLER et al., 2013).

A cisplatina, € um importante medicamento de primeira linha para o
tratamento de varios tumores malignos humanos, incluindo o cancer de pulmao. O
mecanismo antineoplasico preciso da cisplatina ainda permanece néo
completamente compreendido (SARIN et al., 2017). Estudos relatam que a cisplatina
passa por reagdes de substituicdo antes de chegar ao interior celular, principalmente
por hidrdlise, substituindo os ligantes cloreto (FONTES et al., 2005; JAIN et al.,
2017). Posteriormente, seu alvo de agdo € a molécula de DNA, formando ligagdes
intrafita, interfita e intermolecular, e induzindo danos irreversiveis. Estes danos
fazem com que a célula seja incapaz de se replicar, e, portanto, causar a morte
celular (REEDIJK et al., 1987; PAGE 2012; JAIN et al., 2017). No entanto, seu uso
induz efeitos adversos nos pacientes, como toxicidade renal, nausea e vémito
(DASARI; TCHOUNWOU, 2014).

Embora a cisplatina possua efeito antitumoral mais eficaz,
principalmente em uma resposta inicial do tratamento, com o seu uso extenso as

células tornam-se resistentes, pois sua utilizagdo causa alteracbes na captagao
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celular, efluxo da droga, aumento da biotransformagéo e desintoxicagdo no figado,
inibicdo da apoptose e aumento do reparo do DNA, e com isso, a terapia € limitada e
muitas vezes fracassada (GALLUZZI et al., 2012; SHEN et al.,, 2012; DASARI,
TCHOUNWOU, 2014; SARIN et al., 2017).

A carboplatina, por sua vez, € comumente utilizada como tratamento
de cancer de ovario, cabecga, pesco¢co e pulmao. A carboplatina apresenta menor
reatividade e menor cinética de ligacdo ao DNA, além disso, também exibe menor
taxa de excregao e, portanto, seus efeitos sdo mais duradouros (meia-vida de 30
horas) em comparagdo com a cisplatina (1,5 a 3,6 horas). O maior beneficio da
carboplatina é a reducédo dos efeitos colaterais, particularmente a eliminagdo dos
efeitos nefrotdxicos. No entanto, o tratamento com a carboplatina promove agéao
supressora na medula 6ssea, 0 que resulta na redugdo das células sanguineas e
plaguetas, com até 10% dos seus niveis normais de produg¢do, além de ser menos
eficaz contra as células tumorais dependendo do tipo de cancer tratado.

Neste contexto, tem sido cada vez mais estudada a utilizagcao de
compostos que possam atuar como agentes terapéuticos sobre o cancer de pulmao,
devido a alta letalidade e a todas as complicagées encontradas no tratamento desta
doenca. Por muitos anos, compostos fendlicos tém sido intensamente estudados por
seus efeitos antitumorais, pré-apoptéticos, anti-angiogénicos e quimiopreventivo no
cancer e em diversas doengas (BASLI; BELKACEM; AMRANI, 2017). Estes
compostos correspondem a uma diversificada familia de fitoquimicos classificados
em varios subgrupos, como fendis simples, lignanas, fenilpropandides, flavondides,
cumarinas, e ligninas, e sao produzidos a partir do metabolismo secundario das
plantas. Além disso, possuem diversidade quimica, a qual é correspondida por seu
papel variado na planta, seja suprimindo o crescimento de plantas concorrentes
proximas ou fornecendo protegcédo contra herbivoros e patégenos. Desta maneira,
acredita-se que compostos biossintetizados obtidos a partir dos compostos fendlicos,
possam exercer atividades antiproliferativa e quimiopreventiva para o cancer de

pulmao.

2. COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos compreendem um ou mais anéis aromaticos com

grupos hidroxila (OH) ligados nas estruturas quimicas (Figura 5) (WANG et al.,,
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2015; GRIGORE, 2017; TELLES; KUPSKI; FURLONG, 2017). A sintese destes
compostos ocorrem naturalmente no metabolismo secudario das plantas, atuando
em processos fisiolégicos e morfologicos, tais como mecanismos de defesa,
estrutura da parede celular, interagdo com fitohorménios, proteinas e enzimas,
sequestro de radicais livres e sinalizagao para expressao génica (GRIGORE, 2017;
PETROPOULOS et al., 2018). Estes compostos s&o frequentemente encontrados
ligados a acgucares (glicosideos), assim, tendem a ser soluveis em agua (ROSS;
KASUM, 2002; MURADOR et al.,, 2018). Além disso, contribuem de forma
significativa para o sabor, cor e odor das plantas (PETROPOULOS et al., 2018).

Figura 5 - Estrutura quimica dos fendls.
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Atualmente, o interesse pela utilizagdo de compostos fendlicos no cancer
tem aumentado cada vez mais, principalmente devido a sua estrutura quimica
diversificada e ampla atividade bioldgica, pois diversos estudos tem demonstrado
que estes compostos atuam de forma anti-inflamatéria, incluindo inibicdo de
citocinas, quimiocinas, fungcdo plaquetaria, entre outras (JIANG; ESPANANDO,
2003), anti-angiogénica, impedindo o desenvolvimento de novos vasos sanguineos
(WAHLE et al., 2010), inibem a iniciagao, progressédo e disseminagao do cancer in
vitro e in vivo (WAHLE et al., 2010; ANANTHARAJU et al., 2016).

Neste contexto, foi relatado que dois compostos fendlicos (hydroxybenzoic
acids and protocatechuic acid) exibiram acgao citotdxica dependente da concentracéo
em células PC-3 (céncer de préstata) e MCF-7 (cancer de mama), reduzindo a
proliferagcdo (KASSI et al.,, 2014; ANANTHARAJU et al.,, 2016). Além disso, os
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compostos fendlicos foram capazes de reduzir o potencial de membrana
mitocondrial, promover a geragdo de espécies reativas de oxigénio, aumentar os
niveis de lactato desidrogenase, bloquear a replicagéo celular na fase G2/M e induzir
a morte por apoptose em linhagens celulares de cancer de mama (MDA-MB-231 e
MCF-7) (ANANTHARAJU et al., 2016), por outro lado, ndo se mostraram téxicos ao
organismo de ratos F344, mesmo em doses altas (NIHO et al., 2001).

Dentre os compostos fendlicos, o 2,6-dimetoxifenol (2,6-DMP) € um produto
natural que possui em sua estrutura quimica uma hidroxila e dois grupos metoxi (2 e
6) ligados ao anel aromatico. O 2,6-DMP ¢é encontrado na composigao da lignina e é
liberado por meio da degradagdo da mesma (ARESKOGH et al.,, 2010). Este
composto é usado como substrato para o mensuramento da atividade de lacase
(ADELAKUN et al., 2012b).

A lignina € um constituinte integral em todas as plantas vasculares e uma
importante fonte alternativa de combustivel e matéria-prima quimica (RAGAUSKAS
et al., 2014; DE GONZALO et al., 2016). E considerada um complexo de polimeros
que sao encontrados em madeiras fornecendo for¢a e rigidez as plantas e é
bastante resistente a degradacéao, conferindo protegao contra a hidrélise da celulose
e da hemicelulose (DE GONZALO et al.,, 2016). Diversas industrias utilizam os
polissacarideos vegetais para queimarem a lignina e assim gerar a energia
necessaria para transformar de maneira produtiva a biomassa vegetal (produto mais
abundante e renovavel) (RAGAUSKAS et al., 2014; DE GONZALO et al., 2016).
Assim, para obter essa biomassa, duas enzimas modificadoras de lignina bacteriana,
as peroxidases e lacases, promovem a sua degradacéao, e posteriormente resultam
na geracdo de combustivel, compostos de alimentos e aromas, componentes
farmacéuticos e também catalizam a sintese de diversos compostos fendlicos (DE
GONZALO et al., 2016).

As lacases sao enzimas polifenol oxidases, que podem ser obtidas a partir
de  fungos, plantas, insetos e bactérias (WAN; DU; MIYAKOSHI, 2008;
CANNATELLI; RAGAUSKAS, 2017). Estas enzimas oxidam uma extensa variedade
de compostos fendlicos, promovendo a formacdo de derivados que podem
apresentar propriedades bioativas potencializadas em relacdo aos substratos de
origem (MOGHARABI; FARAMARZI, 2014; CANNATELLI; RAGAUSKAS, 2017). A
oxidagdo do acido ferulico catalisada por lacase levou a formagao de derivados

fendlicos com maior atividade antioxidante (ADELAKUN et al., 2012a). Na oxidag&o
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do 2,6-dimetoxifenol catalisada por lacases, o composto bifendlico formado, 3,3',5,5'-
tetrametoxibifenil-4,4'-diol (TMBP), apresentou potencial antioxidante superior ao
substrato. (ADELAKUN et al., 2012b; SCHIRMANN et al., 2018).

21 3,3',5,5'-tetrametoxibifenil-4,4'-diol (TMBP)

Compostos fendlicos sdo encontrados naturalmente em plantas, mas a
obtencdo de compostos dessa classe também pode ser alcancada por diferentes
metodologias de sintese. A biocatalise, € uma metodologia baseada no uso de
enzimas para a transformagéao estrutural de moléculas. Na biocatalise de compostos
fendlicos por lacases é possivel a sintese de moléculas estruturalmente diversas.
Dentre os compostos fendlicos que podem ser sintetizados por catalise enzimatica
esta o 3,3',5,5’-tetrametoxibifenil-4,4’-diol (TMBP).

O TMBP, € um composto bifendlico, que pode ser sintetizado através da
oxidagao do 2,6-dimetoxifenol catalisada pela enzima lacase, produzida pelo fungo
ascomycetes Botryosphaeria rhodina MAMB-05 (B. rhodina) (Figura 6)
(SCHIRMANN et al., 2018; SCHIRMANN et al., 2019). Do ponto de vista estrutural, o
TMBP é composto por dois anéis aromaticos, duas hidroxilas e quatro grupos
metoxilas (RIZWANUL FATTAH et al., 2014), conferindo a molécula propriedades
antioxidantes (FOTI et al.,, 1996; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996;
SOARES, 2002; SCHIRMANN et al., 2018; SCHIRMANN et al., 2019).

Figura 6: Biossintese do 3,3’,5,5-tetrametoxibifenil-4,4’-diol (TMBP).
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Fonte: Adaptado de: Schirmann et al., (2019).
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Os compostos bifendlicos apresentam estruturas quimicas interessantes,
que podem ser encontradas em moléculas naturais bioativas. Muitos destes
compostos possuem diferentes propriedades bioldgicas, desde atividade
antioxidante, até mesmo atividade antitumoral (QUIDEAU & FELDMAN, 1996; VON
NUSSBAUM et al., 2006).

Neste contexto, estudos usando compostos bifendlicos tém
mostrado ag¢des fungicida (KOBAYASHI et al., 1994; BANG et al., 2000), bactericida
(KOBAYASHI et al., 1994; HAWKSHAW; KIAMANESH; WALTON, 2008),
antiinflamatoria (MURAKAMI et al., 2009; UTA et al., 2018), antioxidante
(RAMACHANDRAN et al., 2017), antiproliferativa e antitumoral (HUANG et al., 2018)
que foram relatadas em literatura cientifica.

Kobayashi et al., (1994) descreveu em seu estudo a obtengdo de um
composto, nomeado dimero de guaiacol, o qual foi sintetizado a partir da catalise do
guaiacol utilizando a enzima peroxidase (POD) (enzima distribuida nas plantas que é
ativada em resposta a infecgdes patogénicas e lesdes teciduais, além de polimerizar
uma gama de compostos fendlicos) e investigaram a atividade antimicrobiana do
composto. Assim, ao semear os microrganismos (Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Aspergillus candidus e Cladosporium herbarum) e tratar com o dimero de guaiacol,
foi observado redugéo no crescimento de B. subtilis, E. coli e A. candidus, mas nao
em C. herbarum, indicamdo que o composto possui atividade anti-fungica e anti-
bacteriana.

No estudo realizado por Murakami et al., (2009) investigaram a acéo
indutora e/ou inibitéria de ciclooxigenase-2 (COX-2), proteina ativadora-1 (AP-1) e
fator nuclear kappa-B (NF-kB) dos compostos 4,4'-bifenol, 2,2'-bifenol e fenol sobre
células RAW 264.7.A estimuladas com lipopolissacarideos (LPS). Assim, os
resultados obtidos mostraram que o composto 2,2'-bifenol promoveu efeitos
inibidores na expressao de COX-2 estimulada por LPS e na ligagdo de AP-1 e NF-kB
nas concentracbes testadas (1-10 Mm), no entanto o 4,4'-bifenol, aumentou a
expressdo de COX-2 nestas células. Ja o fenol mostrou atividade antiinflamatoria,
mas nao inibiu completamente a expressao de COX-2, mesmo em concentracdes
mais altas. Com isso, concluiram que a atividade do 2,2'-bifenol pode ser o resultado
da formagao de um dimero derivado da oxidacdo deste composto e o aumento da
expressao de COX-2 apds o tratamento com 4,4'-bifenol é possivelmente devido a

sua transformacéo para a difenilquinona citotéxica. No entanto, o mecanismo pelo
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qual os bifendlicos inibem a expressdao de COX-2 ainda nao esta claro e mais
estudos sdo necessarios para elucidar estes mecanismos.

No estudo realizado por Huang et al., (2018), demonstraram que ao testar o
bifendlico honokiol, in vitro, sobre células OSCC (carcinoma de células escamosas
oral) foi capaz de reduzir a proliferagcdo, bem como promover a parada do ciclo
celular na fase G1 e induzir apoptose. Posteriormente, ao ser administrado o
honokiol de forma oral em camundongos balb/c nude que foram enxertados
com células OSCC, observaram que o composto induziu apoptose e autofagia na
massa de tumor tratado, o que sugere atividade anti-tumoral eficaz de honokiol in
vivo. Assim, este estudo revelou que honokiol poderia ser um candidato promissor
na terapia do cancer bucal.

Na literatura tem descrito também diversas agdes bioldgicas do 2,6-DMP
(usado na obtengcao do TMBP sintético), como seus efeitos citotdxicos sobre a
linhagem HCCLM3 (human hepatocellular carcinoma) (INTISAR et al., 2013) e
propriedades inceticidas altamente eficiente contra larvas, Culex quinquefasciatus
Say, e adultos, Musca domestica L (PAVELA, 2011). No entanto, como o TMBP é
um dimero do 2,6-DMP é possivel que apresente as mesmas agdes bioldgicas,
porém com potencial maior, pois, de acordo com Adelakun et al.,, (2012b) ao
comparar os efeitos antioxidantes do 2,6-DMP e do TMBP (que também foi obtido
atravéz de 2,6-DMP), foi observado atividade antioxidante duas vezes maior para o
TMBP que para o 2,6-DMP.

Em vista disso, os compostos sintéticos estdo sendo cada vez mais
estudados por possuirem vantagens em relagdo aos compostos naturais, uma vez
que podem ser obtidos com alto rendimento e atuarem de forma especifica sobre
determinada doenga (DE SOUZA et al., 2005; VARELA et al.,2016). Além disso, a
sintese de compostos por biocatalise ttm como beneficio o uso de metodologias
menos téxicas, fazendo parte de processos verdes (Schirmann et al., 2018).

Diante do exposto, como ja apresentamos anteriormente, a atual
quimioterapia para o cancer de pulmao nao é satisfatéria, além dos quimioterapicos
ndo atuarem de forma seletiva nas células tumorais. Deste modo, o 3,3',5,5-
tetrametoxibifenil-4,4'-diol (TMBP), obtido através de biocatalise, pode ter agéo
antiproliferativa contra a linhagem celular humana A549 de adenocarcinoma
pulmonar, uma vez que seu nucleo bifendlico pode ser encontrado em diferentes

compostos naturais que apresentam atividades biologicas ( QUIDEAU & FELDMAN,
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1996; VON NUSSBAUM et al., 2006. Por conseguinte, devido a escassez de
estudos com este composto, o presente trabalho propbde avaliar parametros

bioldégicos eventualmente induzidos pelo TMBP nestas células, possibilitando o

melhor entendimento dos mecanismos e vias de agao envolvidas.
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OBJETIVOS
Objetivo Geral

e Avaliar in vitro a acgao citotoxica do tratamento com 3,3',5,5-
tetramethoxybiphenyl-4,4’-diol sobre a linhagem tumoral humana de carcinoma

de pulmao de células n&o pequenas, A549 (adenocarcinoma pulmonar).

Objetivos especificos

e Determinar in vitro a viabilidade mitocondrial do TMBP em macréfagos do
lavado peritoneal de camundongos BALB/c.

e Avaliar in vitro a viabilidade hemolitica do TMBP em eritrocitos extraidos de
carneiro.

e Determinar in vitro a citotoxicidade do TMBP, bem como seu efeito citotdxico

ou citostatico na linhagem tumoral A549.

e Analisar as alteragdes morfolégicas das células tumorais apds o tratamento
com TMBP.

e Avaliar alteracdes no potencial de membrana mitocondrial das células A549,

apos o tratamento com TMBP.

e Avaliar se o tratamento com TMBP induz a produgao de espécies reativas de

oxigénio na linhagem A549.

e Analisar se o TMBP é capaz de promover a regulagdo do ciclo celular nas
células A549.

e Analisar se o tratamento com TMBP promove a inducdo do processo

autofagico nas células A549.

e Caracterizar in vitro os mecanismos de morte envolvidos durante a agao

direta deste tratamento sob as células tumorais.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Lung cancer is one of the leading causes of cancer-related death worldwide. It has aggressive manifestation, high
Lung cancer ability to promote metastasis and late diagnosis. In the present study, we investigated the cytotoxic effect of
Cytotoxic 3,3,5,5’-tetramethoxybiphenyl-4,4’diol (TMBP), against the A549 human non-small cell lung carcinoma lineage.
Cell cycle ) The A549 cell line was treated for 72h with TMBP (12.5-200 uM) with and subsequently defined the 50%
i;is:::i:)(ygen species inhibitory concentration (148 uM = 0.05), from which tests were performed to determine the viability, volume,

and regulation of the cell cycle. Finally, we investigated the death mechanisms involved in the action of the
treatments by flow cytometry and fluorimetry. The TMBP-treatment of primary cells, peritoneal macrophages,
and sheep erythrocytes did not reduce the viability of these cells. On the other hand, TMBP was able to reduce
the viability of the investigated cell line, by cytotoxic action and to promote the reduction of cell size.
Subsequently, we found that TMBP treatment was able to increase the production of reactive oxygen species,
cause mitochondrial depolarization, induce cell cycle arrest in G2/M phase and lead to death by direct apoptosis.
Thus, this study revealed that TMBP could be a promising candidate for the development of antitumor drugs
targeting lung cancer.

1. Introduction Drug resistance during chemotherapy for various types of cancer is
the main obstacle to treatment efficacy. Approximately 40% of patients
diagnosed with NSCLC are at an advanced disease stage. In these cases,

the available chemotherapy treatment is based on platinum, mainly

Lung cancer is one of the leading causes of cancer death worldwide
and is responsible for causing about 1.7-1.8 million deaths annually

[1]. Currently, lung carcinomas are divided into two groups, non-small
cell lung cancer (NSCLC) and small cell lung cancer (SCLC) [2]. Of all
the diagnosed cases of lung carcinomas, SCLC is responsible for
13-15%, being considered the most aggressive and the most invasive
type to other organs [3]. On the other hand, NSCLC, a group that in-
cludes adenocarcinoma, squamous cell carcinoma and large cell carci-
noma [4], account for approximately 85% of the cases and do not de-
monstrate responses to cytotoxic therapies [5].

cisplatin and carboplatin. However, the use of these drugs is associated
with several toxic effects as significantly renal, auditory and neurolo-
gical toxicities [6,7].

The biphenolic 3,3",5,5’-tetramethoxybiphenyl-4,4’-diol (TMBP) is a
dimeric product synthesized during the biocatalysed oxidation of 2,6-
dimethoxyphenol (2,6-DMF) by fungal laccase from Botryosphaeria
rhodina. Although an antioxidant activity of TMBP has already been
demonstrated, the effects of these compounds on biological models are

* Corresponding author. the Department of Pathology Science, Center of Biological Sciences, State University of Londrina, Celso Garcia Cid Highway, Pr 445 Km

380 Campus Universitdrio, 86057-970, Parand, Brazil.
E-mail address: vir 93_@hotmail.com (V.M. Concato).

https://doi.org/10.1016/j.cbi.2020.109133

Received 23 March 2020; Received in revised form 29 April 2020; Accepted 8 May 2020

Available online 24 May 2020
0009-2797/ © 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.



V.M. Concato, et al.

Chemico-Biological Interactions 326 (2020) 109133

Abbreviations TMBP  3,3’,5,5-tetramethoxybiphenyl-4,4’-diol
TMRE  Tetramethylrhodamine ethyl ester
2,6-DMF 2,6-dimethoxyphenol DNA Deoxyribonucleic acid
CCCP Carbonylcyanide m-chlorophenylhydrazone COX-2  Cycloxigenase-2
NSCLC  Non-small cell lung cancer AP-1 Activator protein-1
SCLC Small cell lung cancer NF- kB Nuclear factor Kappa-B
DMSO  Dimethyl sulfoxide TPSA Molecular Polar Surface Area
ROS Reactive Oxygen Species ADMET Absorption, distribution, metabolism, excretion and toxi-
H,DCFDA 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate city
MDC Monodanzylcadaverine hERG Human Ether-a-go-go- Related Gene
MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium bro- H30, Hydrogen peroxide
mide PI Propidium iodide
PBS Phosphate-buffered saline CYP Cytochrome
RPM Rotations per minute FDA Food and drug administration
SBF Fetal bovine serum
poorly understood [8,9]. Nevertheless, biphenolic compounds have Table 1

chemical structures that can be found in natural bioactive molecules.
Many of these compounds have several biological properties, ranging
from antioxidant activity, even antiproliferative/antitumor activity
[10,11], being able to induce autophagy and apoptosis in osteosarcoma
cell lines (HOST and U20S) [12], and also, inhibiting the growth of
pancreatic tumors in nude mice [13].

The currently used anti-cancer therapeutic agents are associated
with serious side effects, in addition to the development of resistance,
there is an urgent need for new antineoplastic drugs with greater se-
lectivity to tumor cells and less toxicity to normal tissue. In this context,
the present study aimed to examine TMBP theoretical predictions of
drug similarity, through the in silico study, and to identify cytotoxic
activity against NSCLC A549 cell line (pulmonary adenocarcinoma) and
primary cells. We also investigated a mechanism that would promote
the death of the cell cells, as well as the type of death that the com-
pound would induce in these cells.

2. Methods
2.1. Animals and ethics committee

This study was approved by the Animal Ethics Committee of the
State University of Londrina (4496/2018.81) and all methods per-
formed were conducted following the Arouca Guideline and all ethical
international regulations. BALB/c mice were provided by the Carlos
Chagas Institute/Fiocruz-PR, Curitiba, Brazil.

2.2. Cell lines and reagents

The established lineage of NSCLC A549 (lung adenocarcinoma)
(kindly provided by Dr. Juliano Bordingnon - Laboratory of Molecular
Virology, Carlos Chagas Institute), were cultured with DMEM culture
medium (Lifetechnologies, 14Carlsbad, CA, USA) supplemented with
10% fetal bovine serum (SBF) (GIBCO, Invitrogen, New York, USA),
100 U/ml Penicillin and 100 pg/mL Streptomycin (Santa Cruz
Biotechnologies, Dallas, TX, USA) and incubated at 37 °C in 5% CO,.

2.3. TMBP

The 3,3’,5,5-tetramethoxybiphenyl-4,4’-diol (TMBP), C;5H;150¢
(MW: 306) was synthesized and kindly provided by Professor Dr. Aneli
de Melo Barbosa-Dekker, Laboratory of Research Bioactive Molecules
from the State University of Londrina. The dimer TMBP was synthesized
from 2,6-DMP using laccase from Botryosphaeria rhodina MAMB-05
under the conditions previously described by Schirmann and colla-
borators [14], resulting in a yellow solid that was identified by 1H NMR
(CDCI3, 400 MHz) & (ppm): 3.98 (s, 12H), 6.73 (s, 4H), 5.56 (s, 2H),

Molecular properties of TMBP based on Lipinski's and Veber's criteria.

LIMITS TMBP

o Lipinski's Rules MW <500 306.31
oH miLog P <5 2.44

/ O H-Acc <10 6
¢ 0 H-Don <5 2
O ‘ Veber's Rules RB <10 5

e tPSA <140°A?  77.39
o~ H-Acc + H-Don <12 8

Number of None

Violations

MW: molecular weight; miLog P: Log of partition-coefficient; H-Acc: number of
Hydrogen bond acceptor; H-Don: number of Hydrogen bond donor; RB: number
of rotatable bonds; tPSA: molecular polar surface area.

purity 99% and melting point 185-188 °C. The chemical structure of
TMBP is provided in Table 1. A stock solution of TMBP was prepared in
1% dimethylsulfoxide (DMSO) (Sigma, St. Louis, MO, USA). The con-
centration of DMSO did not exceed 0.06% in all experiments.

2.4. In silico study of TMBP

For the in silico study, the TMBP structure was analyzed in order to
theoretically evaluate some parameters. From the Molinspiration
Property Calculator program (available at: www.molinspiration.com),
parameters related to oral bioavailability were determined according to
the Lipinski Rule of Five (Ro5), which analyzes the molecular weight
(=500), lipophilicity (Log P) (<5), hydrogen bond acceptors (<10)
and hydrogen bridge donors (<5) [15], followed by the analysis of the
rule proposed by Veber, which evaluates number of rotary bonds
(=<10), molecular polar surface area (TPSA) (<140 A) and sum of
hydrogen bridge donors and acceptors (<12) [16].

After that, the theoretical parameters of similarity of drugs related
to the oral bioavailability and absorption, distribution, metabolism,
excretion, and toxicity properties were verified. These pharmacokinetic
predictions were calculated using the SwissADME online database
(http://www.swissadme.ch/index.php). The properties analyzed were
blood-brain barrier penetration, human intestinal absorption and the
five most important cytochrome P450 isoforms, besides assessing
whether TMBP is a substrate for permeability glycoprotein (P-gp)
(glycoprotein that evaluates active efflux through biological mem-
branes) [17,18].

2.5. Non-tumor cell studies

2.5.1. Hemolytic assay
The direct membrane toxicity of the compound was tested by the
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hemolytic assay using sheep erythrocytes. The sheep blood was col-
lected with heparin, and the erythrocytes were washed three times with
PBS (centrifugation at 1000 RPM for 10 min). A 2% erythrocyte sus-
pension was prepared in PBS and treated with 25, 50, 100 and 200 pM
(v/v) TMBP or 50 uM-Cisplatin (Miinchen, Germany) in the total vo-
lume of 200 pL in 96-well plates for 3h at 37 °C in 5% CO,. PBS was
used as negative control, and as the positive control was used triton-
X100 at 1%. The plates were centrifuged at 1800 rpm for 10 min and
the absorbance of the supernatants was read at 550 nm.

2.5.2. Viability of peritoneal macrophages

To evaluate whether TMBP affects the viability of peritoneal mac-
rophages, the MTT assay was performed as described by Mosmann [19].
Peritoneal macrophages (3 X 10* cells/well) were incubated with
TMBP in 96-well plates (25, 50, 100, 148 and 200 uM) for 24, 48 and
72h (37 °C, 5% CO,). The cells were washed and MTT added was added
(0.05 mg/ml) with incubation for 3h. The MTT product (formazan
crystals) was diluted with 100 pL of DMSO, and read in a spectro-
photometer (Thermo Scientific, Multiskan GO) at 540 nm. In this study,
the experimental groups were defined as follows: a control group, ve-
hicle group (0.06% DMSO, the maximum concentration of vehicle used
in treated groups), groups with TMBP concentrations described above
and cisplatin group (50 pM/ml) as a positive control. The results were
expressed as percentage of viability compared to the control group
calculated with the following formula: % (viable cells) = (OD of TMBP-
treated samples/OD control-sample) x 100.

2.6. Studies with A549 cell line

2.6.1. Cell viability assay

A549 cells (1 x 10* cell/well) were treated with TMBP (25, 50, 100
and 200 pM) and cytotoxicity evaluation occurred after 24, 48 and 72h.
From the data obtained by the MTT assay, the 50% inhibitory con-
centration of (ICsp) curve was calculated by logarithmic regression,
obtaining a value of 148 puM ( * 0.05) after 72h of treatment.
Experimental groups were defined as described in item 2.5.2.

2.6.2. Viability assay by Tripan Blue and cellular morphology

A549 cells were seeded at a density of 1 x 10° cells/well in 6-well
plates. Fresh DMEM medium containing ICso (148 pM) of TMBP was
added and incubated for 24, 48 and 72h. For evaluation of cell viability,
the suspension was diluted in 0.4% Tripan Blue solution in a 1:1 ratio.
The count and measurement of cell size were determined by the auto-
matic cell counter Countess™ (Invitrogen®). The experimental groups
were defined as a control group (untreated cells) and an ICso group
(148 pM/ml TMBP). In addition, representative images were captured
with inverted imaging system EVOS™ (Thermo Ficher Scientific®) at
1000x magnification to observe morphological changes after 72 h
treatment with TMBP ICs.

2.6.3. Production of reactive oxygen species (ROS)

To evaluate the production of ROS, cells (1 x 10* cells/well) were
treated with IC5q of TMBP per 72h in 96-well plates at 37 °C with 5%
CO,. After incubation, the cells were washed with PBS and a solution of
10 uM 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate (H,DCFDA) (Sigma Aldrich)
was added for 45 min in the dark at 37 °C. The spectrophotometer was
set at 488 nm excitation and 530 nm emission on a fluorescence mi-
crotiter reader (Victor X3, PerkinElmer, Finland). Peroxide (H,O,) was
used as a positive control.

2.6.4. Determination of mitochondrial membrane potential (A¥m)
Mitochondrial membrane potential analysis was performed by tet-
ramethylrhodamine-ethyl ester (TMRE) labeling (Sigma, St. Louis, MO,
USA). Cells (1 x 10*/well) treated with ICso (148 pM =+ 0.05) for 72h,
washed with PBS and incubated with 25 nM TMRE for 30 min at 37 °C
and analyzed at 480 nm excitation wavelength and 580 nm emission on
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Table 2
ADME/TOX and pharmacological parameter assessment of TMBP predicted
using SwissADME toolbox.

ADMET Properties TMBP Reference
Subcellular localization Mitochondria
P-gp substrato No 7
Human intestinal absortion High 18
Blood-brain barrier penetration Penetrate 7
Predicted aqueous solubility Soluble 17
CYP1A2 Inhibitor v
CYP2C9 Inhibitor 7
CYP2C19 Inhibitor 7

Predictions based on: admetSAR online database developed by Cheng et al.,
2012; hERG - Human Ether-a-go-go-Related Gene.

A 1504

S
Py
E 1004 e
B
)
3
Fry
o 50
£
-t
e
wi
0 T T T
R R R L
T FEEE
QRN
NSRS
DA AROCRRCA
B 100 -O- Control
—_ <F+ Vehicle
X Fhkk . }
E‘ -©- Cisplatin (50 nM)
= - 25uM
g ~ 50 M
z worx A 100 pM
] - 200 yM
- 148 pm
0 T T T
Oh 24h 48h 72h
TMBP

Fig. 1. TMBP does not promote lysis in sheep red blood cells and murine
peritoneal macrophages. (A) Blood cells were treated with TMBP for 3h at
different concentrations (25-200 pM) and the relative hemolysis rate was de-
tected by spectrophotometer. (B) Peritoneal macrophages were treated at dif-
ferent concentrations (25-200 uM) for 24, 48 and 72h and the relative survival
rate was determined by MTT. Values were expressed as mean =+ standard
deviation. ****p < 0.0001 vs. control; vehicle (DMSO 0.06%).
####p < 0.0001 vs. cisplatin.

a fluorescence microplate reader (Victor X3, PerkinElmer, Finland).
Carbonylcyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) was used as a po-
sitive control.

2.6.5. Detection of lipid droplets (LD)

A549 cells (1 x 10* cells/well) were treated with TMBP-ICs, for
72h. Subsequently, cells were labeled with 10 pg/mL Nile Red (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) for 30 min [20] and analyzed on the
PerkinElmer Victor X3 fluorimeter using 530 and 635 nm wavelengths
for excitation and emission, respectively. PBS was used as a positive
control.

2.6.6. Determination of the formation of autophagic vacuoles

For quantification of autophagic vacuoles, cells (1 x 10* cells/well)
treated with ICs (148 pM/ml #= 0.05) of TMBP for 72h. Afterwards,
the cells were washed with PBS and incubated with mono-
danzylcadaverine (MDC) (50 uM) (Sigma - Aldrich, St. Louis, MO, USA).
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The data were obtained using a microplate fluorescence reader (Victor
X3, PerkinElmer, Finland), with excitation wavelength (380 nm) and
emission (525 nm). To compare the different treatments, the fluores-
cence values obtained were normalized to the respective number of
cells. Experimental groups were defined as described in item 2.4.2.

2.6.7. Analysis of the cell cycle

A549 cells were seeded at a density of 1 x 10° cells/well in 6-well
plates. Fresh DMEN medium containing ICso (148 pM = 0.05) of
TMBP was added for 24 and 72h. Thereafter, the cell suspension was
subjected to centrifugation at 1500 rpm for 5 min and the cell pellet
resuspended in 300 pL of PBS. Subsequently, a solution containing
0.05% ribonuclease A (RNAse A) (Sigma, St. Louis, MO, USA) was
added and incubated for 30 min at 37 °C. In the end, a solution of 0.1%
sodium citrate and 1% Triton-X100 was added with 50 pg/ml propi-
dium iodide (PI) (Sigma, St. Louis, MO, USA) for 30 min. The fluores-
cence was estimated using a Muse Cell Analyzer (Merck Millipore), with
5000 events. The DNA content was analyzed, and the percentage of
cells in different phases of the cycle (G1, S, and G2/M) were estimated
according to the fluorescence intensity.

2.6.8. Cell apoptosis assay

A549 cells (1 x 10° cells/well) were treated with ICsy of TMBP for
24 and 72h. After this treatment period, the cell suspension was washed
with PBS and 50 pL of Annex in V and a dead cell kit (Millipore,
Billerica, MA, USA) was added for 20 min at room temperature to de-
termine apoptosis. Samples were analyzed using the flow cytometer
Muse Cell Analyzer (Muse® Cell Analyzer, Merk Millipore) and the re-
sults were analyzed using the Muse Cell Analyzer™ software.

Chemico-Biological Interactions 326 (2020) 109133

Fig. 2. Effect of different concentrations of TMBP
on the viability and morphology of the A549
lineage. NSCLC cells were treated with TMBP for 24,

3 Control 48 and 72h. The relative survival rate of A549 (A)
Vehicle cells were detected by the MTT assay. After de-
(3 Cisplatin 50 pM  termination of the 50% inhibitory concentration
3 TMBP 25 pM (ICso) of TMBP, the number of viable cells was
BN TMBP 50 pM counted for 24h, 48 and 72h in A549 (B) by the
&3 TMBP 100 M trypan blue exclusion method. Cell size changes were
EN TMBP 200 uM quantified and presented in panel (C) (A549), and in
(D) representative images observed by light micro-
scopy (1000x). Values were expressed as mean =+
standard deviation. ****p < 0.0001 vs. control;
vehicle (DMSO 0.06%). **##p < 0.0001 vs. cis-
platin. ***p<0.0001 vs. positive control.
Control ICs0 TMBP

2.7. Statistical analysis

Statistical differences were obtained after analysis of variance
(ANOVA), followed by the Tukey test for multiple comparisons using
GraphPad Prism 6.01 for Windows (GraphPad Software, San Diego
California, USA). Data were expressed as mean = SEM and were
considered significant differences when p-value < 0.05. The values
were also categorized by: * (p < 0.05); ** (p < 0.01); *** (p < 0.001);
k% (p < 0.0001).

3. Results
3.1. TMBP presents drug-likeness properties

The rules of Lipinski (Ro5) + Veber are good parameters for the
verification of the potential use of a molecule as an oral drug. In silico
analyzes of TMBP molecule revealed that the compound did not violate
any parameters of the established rules (Table 1).

In the theoretical predictions evaluated by the ADMET program, it
was observed that TMBP, according to its chemical structure, has po-
tential to accumulate in mitochondria, has high human intestinal ab-
sorption and is not a subtract for permeability glycoprotein. On the
other side, according to the theoretical prediction, TMBP has potential
to blood-brain barrier penetration and high promiscuity with three CYP
isoforms (CYP1A2, CYP2C9 and CYP3A4) (Table 2).
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Fig. 3. Evaluation of total ROS levels, mitochondrial membrane potential, lipids droplets and autophagic vacuoles after treatment with TMBP ICs, for
72h. Fluorescence intensity was quantified on A549 cells to determine total ROS (A), AWm (B), Lipids droplets (C) and MDC (D) in A549 cells after TMBP treatment.

Values were expressed as mean + standard deviation. ****p < 0.0001 vs. control.

3.2. TMBP does not induce hemolysis and has low cytotoxic to murine
peritoneal macrophages

Initially, TMBP was tested on two non-tumor primary cells: ery-
throcytes and macrophages. When evaluating the viability of ery-
throcytes, after 3h of treatment, the tested concentrations (12.5, 25, 50,
100 and 200 uM) did not show hemolytic activity when compared to
the control group (Fig. 1a). After these data, the cellular viability of
peritoneal macrophages when treated with TMBP at 24, 48 and 72h was
evaluated. The TMBP-treated group at concentrations of 12.5-100 uM
did not differ from the control group and only the higher concentration
tested (200 pM) reduced the viability of this cell type after 24h of
treatment (p < 0.0001) (Fig. 1b), as well as the treatment with cisplatin
(50 uM), that reduced the cell viability at all tested times (p < 0.0001).

3.3. TMBP reduces viability, induces toxicity and alters the morphology of
the A549 cell line

In order to verify the action of TMBP against the A549 cell line, we
initially analyzed cell viability after 24, 48 and 72h of treatment by
MTT assay. TMBP reduced the metabolically cell viability from 50 uM
concentration at all times evaluated (p < 0.0001). Although this effect
was not time and dose-dependent, the largest reductions occurred at
72h reducing viability by 65%, 49% and 42% at 50, 100 and 200 M
concentrations, respectively (Fig. 2a). In addition, when compared
TMBP-treated groups to cisplatin, concentrations of 100 and 200 pM
were found to be more effective than cisplatin in inhibiting cell growth
at 24h. At 48h and 72h, this effect was not maintained.

From the viability assay described, the TMBP inhibitory

concentrations for 50% of the cells (ICso) of each analyzed time were
calculated. The values obtained were 325 ( = 0.09), 158 ( = 0.03) and
148 ( £ 0.05) uM, for 24, 48 and 72h, respectively. As the best effects of
TMBP treatment on A549 cells were obtained in 72h, we proceeded the
remaining experiments with this ICsy (148 + 0.05 uM) and this time
point of treatment.

Thus, in order to complement the obtained data, we analyzed the
number of viable cells determined indirectly from cell membrane in-
tegrity after 24, 48 and 72h of the respective ICs, treatment and ob-
served a significant reduction in the number of viable -cells
(p = 0.0001) at all analyzed times (Fig. 2b).

Corroborating with these data, representative images demonstrate
that both the growth and morphology were altered in A549 cells after
treatment with TMBP ICs, at 72h, as well as the reduction of the size of
these treated cells compared to the control group (p < 0.0001) (Fig. 2¢c
and d). According to these findings, the in vitro TMBP treatment showed
selectively action against tumor cells by a direct cytotoxic effect on
NSCLC A549 cells reducing cell proliferation.

3.4. TMBP induces the production of total ROS, promotes depolarization of
the mitochondrial membrane and formation of lipid droplets, without
inducing autophagic vacuole in A549 cells

In order to elucidate the mechanism involved in the TMBP-treated
A549 cells elimination, we assessed the ROS production, the mi-
tochondrial membrane potential, the lipid droplet formation and the
autophagic vacuoles on treated cells. The effect of total ROS production
on TMBP ICsq treated cells was evaluated in 72h via the H,DCFDA
probe. The results showed that there was a significant increase in total
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ROS production in tumor cells compared to the control group increased
by 20 times the production of ROS in the tested period (p < 0.0001)
(Fig. 3a).

There is a relation of ROS enhanced production and direct damage
to mitochondria leading, to the alteration on mitochondrial function
profile. Therefore, we evaluated the integrity of the mitochondrial
membrane in TMBP-treated cells after 72h, in which it was verified that
the group treated with TMBP reduced by 49,7% the total intensity of
TMRE fluorescence in relation to the control group (p < 0.0001)
(Fig. 3b).

Biogenesis of lipid droplets is known to be induced during metabolic
stress, including oxidative stress such as ROS production, the formation
of autophagic vacuoles, mitochondrial damage, and apoptotic cell
death. When we evaluated lipid droplets using the NR marker, we found
a 15-fold increase in lipid droplet formation in TMBP-treated cells after
72h, compared to the control group (p < 0,0001) (Fig. 3c).

In addition, we verified the autophagic vacuoles formation in
A549 cells by MDC marking and it was observed that after treatment

with TMBP-ICs, for 72 h, A549 cells did not induces autophagy va-
cuoles formation (p > 0.05) (Fig. 3D).

3.5. TMBP causes cell cycle arrest in G2/M phase in A549 cells

To investigate if TMBP inhibits cell proliferation by inducing cell
cycle disruption, we evaluated the cell cycle distribution in TMBP ICs
treated A549 cells for 24 and 72h.

After 24h, we found that TMBP treatment increased the percentage
of cells by 31.8% in G2/M phase (p < 0.0001) when compared to the
control group (Fig. 4a,c). There was also a reduction in the percentage
of cells in GO/G1 (34%, p < 0.0001). When the effect of TMBP-ICs, was
evaluated at 72h of treatment, it reduced the percentage of cells in GO/
G1 (40.2%, p < 0.0001) and increased these in G2/M phase (28.6%,
p < 0.0001), when compared to the control (Fig. 4b,d). Phase S did not
differ in any of the times.
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Fig. 5. Treatment with TMBP induce apoptosis in A549 cells. For analysis in dot plots of cytometry, the viable cell induction, apoptosis and necrosis were
evaluated for 24 (A) and 72h (B). Quantitative analysis of viable, apoptotic and necrotic A549 cells were evaluated in 24 (C) and 72h (D). Values are expressed as
mean = standard deviation. Cytometry data were expressed in % vs. control; and mean =+ standard deviation. *p < 0.05; ***p < 0.001; ****p < 0.0001 vs.

control.

3.6. TMBP induces late apoptotic cell death in A549 cell line

Knowing that the disturbance of cancer cell cycle inhibits cell
growth and could activate the apoptosis process, we investigated the
mechanism that leads to reduced cell viability and alterations in the
kinetics of cell growth.

Thus, we used Annexin V-FITC/PI double staining to evaluate the
population of necrotic/apoptotic on TMBP-ICs, treated cells. The re-
sults showed that there was a reduction of viable (non-labeled) cells
(32.2% (p < 0.0001), and an increase in necrosis (3.2%, p < 0.05),
apoptosis (5.1%, p =< 0.01) and mainly late apoptosis (23.8%,
p < 0.0001) labeled cells, when compared to control (Fig. 5a,c) after
24h of TMBP treatment. Similarly, after 72h of treatment, there was a
considerable increase in double-labeled cells (23.0%, p < 0.0001) in
the TMBP-treated group (Fig. 5b,d), suggesting that treatment with
TMBP induced late-stage apoptosis in A549 cells.

4. Discussion

Several studies have reported the problems involved in the treat-
ments available for NSCLC, since chemotherapy is associated with di-
verse side effects, including nausea, vomiting, fever, sleep-wake cycle
alteration, hepatotoxicity, neurotoxicity and nephrotoxicity [21]. Thus,
it is necessary the search for new forms of treatment, aiming at reducing
the proliferation and induction of death of tumor cells with fewer side
effects. In this sense, TMBP, a biosynthetic compound belonging to the
phenol class, shows promise for new drug development with antitumor
activity.

In this context, we investigated the effects of 3,3’,5,5-tetra-
methoxybiphenyl-4,4’diol (TMBP) on lung carcinoma cells, A549, and
found that TMBP structure meets the main in silico drug-likeness

requirements and has more pronounced cytotoxic and antiproliferative
activity on tumor cells when compared to non-tumor cells. It has also
been observed that TMBP promotes cell cycle arrest at G2/M phases
and induction of apoptosis possibly by the mitochondrial apoptosis
pathway since the compound is able to accumulate in this organelle and
cause increased production of reactive oxygen species and consequently
depolarization of the mitochondrial membrane, leading to apoptosis
cell death.

“Drug-likeness” is defined as the qualitatively chance for a molecule
to become an oral drug with respect to bioavailability through the in-
spection of structural or physicochemical compounds advanced enough
to be considered oral drug-candidates. The in silico analysis of TMBP
revealed that the molecule does not present violations to the rules
proposed by Lipinski and Veber. These physico-chemical parameters
are associated with high intestinal permeability, suggesting drug simi-
larity and oral bioavailability [17,18].

In addition, after the pharmacokinetic prediction by ADMET, ac-
cording to the TMBP structure and theoretical data, it was predicted
that this biphenolic has the potential to accumulate in mitochondria,
has high human intestinal absorption and is not a subtract for perme-
ability glycoprotein, characteristics favorable for a drug-likeness com-
pound. However, the permeability of BBB and promiscuity with CYP
enzymes found in the present study are important parameters, since,
depending on the effect generated with TMBP, they can cause toxicity,
and drug interaction, respectively. On the other hand, the permeability
of BBB may be appropriate in case of treatment for metastases to the
central nervous system [22] and CYP enzymes may act by reducing the
toxicity of the compound in the body. Taken together, these data sug-
gest that TMBP has the potential for use as an oral drug.

To reinforce these results, we investigate the cytotoxic activity of
TMBP on primary cells. Several compounds can cause toxic hemolysis;
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therefore the FDA recommends testing for hemolytic potential to in-
vestigate the safety of a potential drug [23]. TMBP did not induce he-
molysis, once again strengthening its potential drug use. We also found
that there was no cytotoxic action on macrophages at the lowest con-
centrations of the compound. However, as peritoneal macrophages are
not immortalized cells and are less resistant in culture [24], the higher
concentration tested reduced cell viability similar to cisplatin. Thus,
TMBP, at lower concentrations, does not induce cytotoxicity in these
cells.

Knowing its potential use as a drug, we investigated the effect of
TMBP on tumor cells. TMBP treatment induced a reduction of viability,
morphological alterations, and reduction on cell size in A549 cell line,
which are good parameters to identify the cell death [25,26].

Then, aiming to understand the mechanisms by which TMBP would
be triggering these effects, we verified that the treatment increased ROS
levels. These molecules are important mediators in the regulation of cell
survival and death in response to different stimuli, such as nutrient
deprivation, chemotherapeutic agents, senescence, ionizing radiation or
protein unfolding. Although the proliferation of cancer cells can be
stimulated by low doses of superoxide or hydrogen peroxide, irrever-
sible damage to cancer cells can be induced by over-production of ROS,
resulting in apoptosis [27-30].

Once that the in silico results predicted that the treatment would be
able to accumulate in mitochondria and could induce damage to these
cellular organelles, we investigated the mitochondrial membrane po-
tential (AWm) of TMBP-treated tumor cells, and we found that TMPB
was able to reduce the AWm. Mitochondria, in their normal physiology,
are considered the main energy-generating mechanism of eukaryotic
cells and play an important role in triggering cell death by altering the
redox potential [28,29]. Thus, damage to these organelles promotes a
reduction of AWm, lower respiratory chain activity and, release of cy-
tochrome c into the cytosol.

Lipid droplets (LD) are intracellular storage organelles of neutral
lipids (fatty acids, cholesterol and esters) and have been associated with
various processes, including energy regulation, fatty acid storage,
control of lipid signaling molecules and lipid toxicity mediation. LDs
also interact with other structures within the cell, such as mitochondria
and the endoplasmic reticulum (ER), which are closely involved in the
progression of apoptotic death [31,32].

It is clear that mitochondrial damage, as well as oxidative stress
induce the formation of LDs, and one of the characteristics of apoptosis
death is the rapid accumulation of cytoplasmic lipid droplets [33].
Therefore, this result set are indicative of apoptosis cell death by the
mitochondrial pathway, which was supported by the result of flow
cytometry with Annexin V/PI staining, cell size reduction, the genera-
tion of ROS and mitochondrial intracellular damage, strategies of che-
motherapeutics to induce this type of death in cancer cells [30,34].

Another important parameter in the apoptosis induction is the cell
cycle arrest, in which the cell cycle promotes the monitoring of re-
plication through checkpoints, which check the phases G1/S and G2/M
[35]. Our results showed that treatment with TMBP caused accumula-
tion of cells in the G2/M phases. The G2/M phase is characterized by
activation of the cyclin A/CDK1 complex, aiming to initiate mitosis by
regulating chromosome condensation and microtubules [36,37]. Thus,
our data suggest that TMBP-treated cells were not able to complete the
cell cycle, which was disrupted in G2/M, indicating inhibition of pro-
liferation and adding further evidence of apoptotic death induction
[34,38].

In order to confirm the data obtained, we studied the type of cell
death induced by the treatment. First, we found that in the cells treated
with TMBP there was no induction of autophagic vacuoles. The au-
tophagic process plays an ambiguous role in cancer, and may act as
both a pro-survival and a pro-death mechanism [39]. In general, the
autophagic process usually occurs in the body at the basal level, func-
tioning as a controlled system to maintain intracellular homeostasis.
Though, it can be activated in response to cell degradation for various
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types of stress, including nutrient deprivation, hypoxia, ROS, and DNA
damage [40,41]. However, if autophagy is inhibited or ineffective, it
can induce excessive generation of ROS, leading to more severe DNA
damage [39], which can result in apoptosis or necrosis. Thus, induction
of autophagy does not necessarily imply a causal therapeutic benefit
[42-44].

The apoptosis outcome is an orderly and efficient removal of da-
maged cells, such as those resulting from DNA damage, without gen-
erating an inflammatory response [45,46]. Also, the tumor develop-
ment is related not only to undifferentiation and exacerbated
proliferation, but also to the inability of cells going under apoptosis
[30]. In this sense, the deregulation in apoptotic cell death machinery is
an hallmark of cancer, and the capacity of a drug to induce this type of
death is an important strategy to eliminate tumor cells [46].

Taken together, our results suggest that TMBP treatment on the
A549 lineage contributes to the cytotoxic activity of the cell, through a
process involving the production of ROS effector molecules, mi-
tochondrial dysfunction, cell cycle arrest, and ultimately culminating in
cell death by apoptosis.

5. Conclusion

In this work, we show that in vitro treatment with TMBP, a bio-
transformed compound from the 2,6-dimethoxyphenol catalase by
fungal laccases, presents drug-likeness characteristics, both by in silico
and in vitro analysis. TMBP treatment showed potent activities on
human NSCLC A549 cells at low concentrations resulting in reduction
of viability through cytotoxic effect, increasing ROS levels, mitochon-
drial dysfunction, and cell cycle arrest in G2/M phases, which are es-
sential for the induction of apoptosis-mediated cell death. These find-
ings provided a rationale application of TMBP to in vivo antitumor study
model and then could become a promising drug candidate for NSCLC
cancer therapy in the future.
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