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VESENICK, Diogo Campos. Avaliacao do papel da clorofilina na inducio de apoptose,
inibicao da proliferacio e expressio de RNAm dos genes CASP8, CASP9, APC e -
catenina. 53f. Dissertacdao (Mestrado em Patologia Experimental) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina-PR, 2010.

RESUMO

A Clorofilina ¢ um derivado semi-sintético da clorofila com propriedades antioxidante,
antimutagénica, moduladora das enzimas metabolizadoras de xenobidticos e indutoras de
apoptose em linhagens de células de cancer O presente trabalho teve por objetivo avaliar os
efeitos da clorofilina na indug¢do de apoptose, inibicdo da proliferagdo celular e expressao
génica em células de adenocarcinoma de cdlon retal humano HT29. A Clorofilina na
concentragdo de 100pug/mL reduziu significativamente a sobrevivéncia celular apds 48 horas e
as concentracdo de 500 e 1000pg/mL apo6s 24 horas, tanto no Ensaio de Citotoxicidade —
MTT como na Cinética de Proliferagdao Celular. O efeito foi dose-dependente. Na avaliacao
da inducdo de apoptose nenhuma concentragdo de clorofilina apds 24 horas de tratamento
induziu apoptose. Na expressdo génica foi observado reducgdo significativa da expressdo de
genes do ciclo celular APC e B-catenina (CTNNBI), mas ndo houve variagdo na expressao dos
genes iniciadores de apoptose tanto pela via extrinseca CASP8 como pela via intrinseca
CASPY. Os dados sugerem que a agdo de inibigdo do crescimento celular produzido pela
Clorofilina nas concentracdes estudadas esta ligado diretamente a regulagdo da expressao
génica da B-catenina e ndo do APC, uma vez que este estd mutado e inativo. Em relagdo a
apoptose, as concentragdes estudadas ndo demonstraram potencial indutor apoptotico, seja
através da andlise nas mudancas morfoldgicas das células ou através da modificacdo da
expressao dos genes das caspases estudados.

Palavras-chave: Clorofilina. Proliferacdo. HT-29. B-catenina. CTNNBI.



VESENICK, Diogo Campos. Evaluating the role of chlorophyllin in the induction of
apoptosis, inhibition of proliferation and mRNA expression of genes CASP8, CASP9,
APC and p-catenin. 53f. Dissertation (Master’'s degree in Experimental Pathology) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina-PR, 2010.

ABSTRACT

Chlorophyllin is a semi-synthetic derivative of chlorophyll that possesses antioxidant and
antimutagenic properties. It also modulates enzymes that metabolizes xenobiotics and induces
apoptosis in cell cancer lineages. This study aims to evaluate the effects of chlorophyllin on
apoptosis, cell proliferation and gene expression in cells of human colorectal adenocarcinoma
HT29. Chlorophyllin at 100pg/mL significantly reduced cell survival after 48 hours, and
concentrations of 500 e 1000pg/mL after 24 hours, both cytotoxicity test (MTT) and cell
proliferation kinetics in a dose-dependent manner. In the evaluation of apoptosis induction,
none of the concentrations of chlorophyllin induced apoptosis after 24 hours of treatment.
Gene expression analysis resulted in significant reduction in the expression of cell cycle genes
APC and p-catenin (CTNNBI1), but there was no change in expression of initiators genes of
apoptosis, both in extrinsic (CASPS) and intrinsic pathway (CASP9). The data suggest that the
inhibitory effect of the tested concentrations of chlorophyllin is related to the regulation of
gene expression of B-catenin rather than APC, since it is mutated and inactive. Regarding
apoptosis, tested concentrations demonstrated no potential of apoptosis induction, as seen
through the analysis of morphological changes of cells or by modification of caspases gene
expression.

Keyword: Chlorophyllin. Proliferation. HT-29. B-catenin. CTNNBI.
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1 INTRODUCAO

1.1 QUIMIOPREVENCAO DO CANCER

A quimioprevencdo do cancer pode ser definida como a utilizacdo de
compostos quimicos especificos, naturais ou sintéticos, com a finalidade de prevenir, retardar
ou reverter o processo de carcinogénese, ou seja, o desenvolvimento de neoplasias. Varios
estudos pré-clinicos, clinicos e de mecanismos de agdo sdo necessarios para se identificar e
confirmar a atividade quimiopreventiva de um determinado composto quimico. Levando-se
em consideracdo que muitas alteragdes em genes e outros constituintes celulares tém sido
relacionados com a formacgao e crescimento de lesdes pré-neoplasicas e neoplasicas, possiveis
mecanismos de acdo para a quimioprevencao devem envolver estudos detalhados nas formas
de se intervir em vias intrinsecas especificas envolvidas na evolucdo do processo
carcinogénico (KELLOFF et al., 2000).

Retardar o desenvolvimento de uma neoplasia é um processo que exige
muitos estudos minuciosos em cada uma das etapas da carcinogénese em analise. O controle
do ciclo celular (equilibrio entre proliferacio e morte celular); diferenciagdo celular e
angiogénese sdo fendmenos criticos a formagao tumoral e, portanto, sdo os principais alvos
dos estudos nessa area. Uma droga capaz de inibir a formacao de novos vasos ou a atividade
de metaloproteinases de matriz, de induzir apoptose ou diferenciagcdo celular e/ou bloquear a
proliferacdo celular certamente teria efeitos deletérios para as células tumorais erradicando-as
ou impedindo a sua multiplicagdo, invasdo local e formac¢ao de metéstases (KIM et al., 2005;
VANSAUN et al, 2006). Entretanto, esses efeitos desejaveis para uma sustancia
quimiopreventiva nao devem interferir com a atividade das células normais do organismo, por
isso varios estudos para a comprovagdo da relacdo dose-eficacia-toxicidade de substancias
quimicas que suprimiriam o aparecimento de neoplasias devem ser desenvolvidos
(WATTENBERG, 1992).

A prevencao do cancer tem impacto importante sobre a saide humana com
consequéncias em nivel familial, social e econdmico. Combinag¢des de substdncias com
comprovada eficdcia anti-tumoral poderiam ser administradas oralmente na forma de capsulas
ou como suplementos alimentares. Entretanto, inumeros testes de eficacia e testes

toxicoldgicos sao necessarios para averiguar os possiveis riscos potenciais do uso cronico
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desses medicamentos e suas provaveis interacdes medicamentosas antes de sua
comercializacdo (CROWEL, 2005).

O primeiro passo para a quimioprevencdo do cincer no homem ¢ tentar
reduzir a exposicdo a fatores de risco conhecidos como o cigarro, alcool, poluentes
ambientais, dietas ricas em gorduras, etc. (WOGAN et al., 2004). Entretanto, a maioria dos
fatores de risco esta diretamente relacionada ao estilo de vida, nivel de desenvolvimento
socio-econdmico ou fazem parte do dia a dia das pessoas como os poluentes ambientais
(exposicdo ambiental, acidental ou ocupacional) e os raios UV. Nestes casos, a formagao de
células iniciadas ¢ inevitavel e a intervengdo deve ser realizada pela orientagdo na redugdo dos
niveis de exposi¢do, aplicagdo de agentes inibitérios que sejam capazes de impedir,
conjuntamente com a atividade imunoldgica, a evolucdo das células iniciadas para as etapas
posteriores do desenvolvimento neopldsico. A administracdo dos agentes inibitorios
geralmente ¢ realizada por via oral, em suplementagdo dietética.

Diversos agentes quimiopreventivos em potencial possuem mais de um
mecanismo de agdo anticarcinogénico. A interacdo entre esses mecanismos pode resultar em
uma acdo sinérgica da substancia em questdo (KELLOFF et al., 1994). Desta forma, a
administracdo simultanea ou sequencial de diferentes compostos poderia ser capaz de
aumentar a eficacia e reduzir a toxicidade do tratamento antineoplasico.

Uma das formas mais simples de prevengdo do cancer para a populagdao em
geral ¢ a orientacdo nutricional sobre o controle na qualidade da ingestdo de alimentos. A
menor ingestdo de produtos sintéticos comprovadamente cancerigenos em roedores como
conservantes, corantes, pesticidas agricolas, alcool, combinada com uma dieta rica em
alimentos funcionais como vitaminas do complexo B, folato, metionina, fenois, indois,
terpenoides e outros agentes antioxidantes poderia ser considerada uma das melhores formas
de evitar o desenvolvimento de neoplasias (SLATTERY et al., 2000; BOFFETTA;
HASHIBE, 2006). Muitos produtos naturais e alguns sintéticos podem ser utilizados com o
objetivo de bloquear o desenvolvimento de neoplasias na forma de suplementacdo alimentar
(WATTENBERG, 1990). Em geral, pela seguranca e por ndo serem enquadrados como
medicamentos, o desenvolvimento de agentes quimiopreventivos derivados de produtos
naturais tem mercado crescente.

Existem alguns vegetais como raizes, legumes e frutas que possuem
naturalmente agentes que previnem a carcinogénese (WATTENBERG et al., 1992;
KELLOFF et al., 2000). Muitas substancias quimiopreventivas potenciais estdo presentes na

dieta como polifendis, isoflavonas, curcumina, fenetil isoiocianato, sulforafano, licopeno,
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indol 3-carbinol, alcool perilil, acidos salicilicos, cafeina entre outras (CHUANG et al., 2000;
KELLOFF et al., 2000).

Um dos mais impressionantes achados no campo da quimioprevengao ¢ o
grande numero de compostos quimicos que apresentam atividade anti-tumoral. Atualmente,
mais de 20 classes diferentes de substancias tém demonstrado efeitos dessa amplitude. A fim
de melhorar a compreensdo da forma de atuacdo dos elementos quimiopreventivos, estes
foram classificados em grupos de acordo com a etapa da carcinogénese quimica sobre a qual
sdo eficazes. Duas categorias principais foram definidas: os agentes bloqueadores e os agentes
supressores. Os agentes bloqueadores devem modular os processos de absor¢do intestinal,
biotransformagao/bioativacdo microssomal, excrecdo renal e interacdo com o material
genético de substancias cancerigenas, impedindo, dessa maneira, a formagdo de células
iniciadas. Os agentes bloqueadores mais conhecidos sdo os compostos antioxidantes cuja
eficacia estd diretamente relacionada a captura das formas reativas dos cancerigenos,
impedindo sua interagdo com o DNA e outras moléculas celulares (lipideos, proteinas e
carboidratos). Os agentes supressores interferem em alguns eventos celulares criticos a
promog¢do e progressdo da carcinogénese e, conseqiientemente, previnem a evolucdo das
células iniciadas a malignidade (MORSE; STONER, 1993). Desta forma, os agentes
quimiopreventivos podem ser classificados nessas duas categorias considerando-se o fato de
os bloqueadores serem efetivos quando administrados antes ou simultaneamente ao
cancerigeno, enquanto que os supressores, apos a etapa de iniciacdo da carcinogénese.

Durante os estudos de inibidores da carcinogénese, ficou claro que alguns
agentes inibidores agem em mais de um ponto-chave da carcinogénese. Esses agentes
possuem atividades tanto bloqueadoras como supressoras tumorais. Alguns constituintes
especificos de hortalicas, como o benzil isotiocianato, possuem essas caracteristicas de
inibicdo dupla (ZHANG; TALALAI, 1994). Os sucos de frutas citricas apresentam os
mesmos efeitos sobre a carcinogénese experimental. Em experimento de Wattemberg em
1992, o suco de laranja mostrou atividade bloqueadora e supressora da tumorigénese induzida
pelo 7,12 dimetilbenzilantraceno (DMBA). Além da atividade dupla de alguns ja citados, os
extratos de alguns vegetais especificos podem conter mais de um elemento quimiopreventivo
resultando em uma série de combinacdes de atividades bloqueadoras e supressoras que
interagem sinergicamente, potencializando o efeito quimiopreventivo final do substrato. Isso
os torna uns dos inibidores naturais de carcinogénese mais completos em modelos

experimentais ¢ humanos.
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1.2 CLOROFILINA

A associagdo da ingestdo de frutos e outras partes vegetais a um menor risco
de desenvolvimento de doencas, tais como o cancer ¢ doengas cardiovasculares
(STEINMETZ et al., 1996; ADZERSEN et al., 2003; MICHELS et al., 2006) tém sido
descrito frequentemente e este habito vem sendo incorporado cada vez mais ao estilo de vida
moderna, visando ao bem-estar e a promocao da satidde (LANFER-MARQUEZ, 2003).

A maioria dos trabalhos cientificos que relatam efeitos benéficos a saude
humana trazidos pela ingestao de vegetais foi realizada com extratos vegetais e poucos com a
clorofila isolada. Esse fato deve ser atribuido, a0 menos parcialmente, a reduzida estabilidade
quimica dessa substancia. A instabilidade da clorofila frente a acidos, calor e luz ¢ bem
documentada na literatura (SCHWARTZ; LORENZO, 1990; GAUTHIER-JAQUES et al.,
2001). A clorofila ¢ a substancia mais presente de todos os pigmentos naturais atingindo
niveis que podem exceder 1000 a 2000 ppm de peso fresco em algumas espécies (KHACHIK,
1996), sendo responsavel pela cor de todas as plantas verdes.

A clorofila (Figura 1) ¢ uma molécula formada por complexos derivados da
porfirina, tendo como atomo central o magnésio. Esse composto € uma estrutura macrociclica
assimétrica totalmente insaturada constituida por quatro anéis de pirrol (SCHOEFS, 2002).

Esse composto ¢ prontamente disponivel pelo consumo de plantas verdes.

CH,

Figura 1 — Molécula de Clorofila (BLUM et al., 2003).
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Ja a Clorofilina (Figura 2), que sera o foco de estudo neste trabalho, ¢ um
derivado semi-sintético da clorofila onde o nucleo central de magnésio ¢ substituido por um
outro metal como cobre, ferro ou cobalto e onde os grupos éster de fitil sdo substitituido por
sodio ou potassio (SARKAR et al., 1994), tornado-se soluvel em dgua. Por isso, a Clorofilina
¢ uma forma mais estavel que a clorofila (SARKAR et al., 1995), sendo mais resistente a luz e
ao calor, por isso ¢ mundialmente usada como aditivo alimentar, na medicina gastrointestinal;
em feridas, por suas propriedades anti-inflamatdrias e cicatrizadoras (BOWERS, 1947;
LARATO; PFAU, 1970), no tratamento de calculo renal devido ao controle do oxalato de
sodio (TAWASHI et al., 1980) e no controle de odores corporal, fecal e urinario em pacientes
geriatricos (YOUNG; BEREGE, 1980). Embora essas aplicacdes ilustrem o potencial de
aplicabilidade médica da Clorofilina, o que tem atraido maior atenc¢do recentemente ¢ o papel

desse pigmento na prevenc¢do de canceres.

Figura 2 — Molécula de Clorofilina (BLUM et al., 2003).

A Clorofilina tem demonstrado significantes atividades biologicas in vitro e
in vivo, consistente com a prevencdo de cancer incluindo atividade antioxidante,
antimugénica, moduladora das enzimas metabolizadoras de xenobioticos, e indutoras de
apoptose em linhagens de células de cancer. Esses resultados levaram a investigacdo dos

efeitos quimiopreventivos em humanos (EGNER et al., 2001; EGNER et al., 2003).
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1.2.1 Clorofilina e Prevencao de Cancer

Considerando a baixa toxicidade, esse pigmento tem sido considerado um
atraente quimiopreventivo do cancer ¢ um potencial agente terapéutico. Efeitos preventivos
do cancer pela clorofilina tém sido estudados, com particular €nfase na sua atividade
antimutagénica, in vitro, contra mutdgenos ambientais e da dieta.

Em geral, a Clorofilina, tem demonstrado a habilidade, in vitro, de proteger
contra atividade mutagénica de agentes diretos e indiretos da dieta e mutagenos ambientais
tais como: aminas heterociclicas 3-amino-1-metil-5H-pirido-[4,3-b]indole e 2-amino-3-
metillimidazo[4,5-f]quinoline (IQ) (DASHWOOD et al.,1991), 6xido de cromo (VI)
(OLVERA et al., 1993), aflatoxina Bl (DASHWOOD et al.,1991), benzo[a]pireno
(ARIMOTO et al., 1993; FERRUZZI, et al., 2002), benzo[a]pireno-7,8-dihidrodiol-9-10-
epoxido (SURH, 1998), 3-metilcloroantraceno (CHERNOMORSKY et al., 1997) e 7,12-
dimetilbenzo[a]antraceno (CHUNG et al., 1999).

A atividade antimutagénica da Clorofilina, bem como de extratos vegetais
(nos quais a clorofila estd presente), também tem sido demonstrada em diferentes sistemas-
teste: microrganismos (Salmonella typhimurium) (BRONZETTI et al., 1990), Drosophila
(NEGISHI et al.,1989; HAYATSU et al.,, 1993) e cultura de células de mamiferos
(NEGRAES et al., 2003). E ela tem sido bastante estudada por seu potencial antigenotoxico,
anticlastogénico, antimutagénico e anticarcinogénico em varios sistemas-testes
(EDENHARDER et al., 1995; RAMPAZO et al., 2002).

A Clorofilina ¢ forte inibidora da formagdo de adutos de substancias
carcinogénicas (aflatoxina B1 e dibenzo[a,l]pireno) com o DNA, em testes in vitro. A
formagao de complexos com o DNA representa o primeiro passo para a alteragdo da molécula
do DNA. O mecanismo de inibi¢dao proposto para a clorofilina se baseia na complexagao ndo
covalente dessa molécula com a aflatoxina B1, numa estequiometria de aproximadamente 1:1,
tornando a aflatoxina indisponivel para formar aductos com o DNA, o que explicaria, entdo, a
sua atividade anticarcinogénica (LANFER-MARQUEZ, 2003).

Os resultados in vitro, da antimutagenicidade embasaram subsequentes
investigagcdes do potencial preventivo do cancer, in vivo, em que diversos modelos animais
foram usados, incluindo camundongos, ratos, truta arco-iris, ¢ em células de cancer de pele,

figado e colon retal (FERRUZZI; BLAKESLEE, 2007).
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A Clorofilina reduziu a hepatocarcinogenicidade da aflatoxina em truta
arco-iris, devido a ligacdo entre essas moléculas, levando assim a diminuicdo da
biodisponibilidade da aflatoxina (BREINHOLT et al., 1995). O consumo de clorofilina
reduziu significativamente o nimero médio de neoplasma no figado e a proliferagdo, mas nao
na incidéncia de células totais do figado no modelo de hepatocarcinogénese com o
dietilnitroamino-fenobarbital (SUGIE et al., 1996). Hartting e Bailey (1998) relataram que a
clorofila natural de espinafre inibiu a formagdo de aductos de dibenzo[a,/]pireno-DNA no
figado de truta arco-iris e que a clorofila-a protegeu contra a formacao de aductos no DNA
quando embrides de trutas foram co-injetados com clorofila e aflatoxina Bl. Porém, a
clorofilina ofereceu melhor prote¢do contra a formacgdo de aductos, sugerindo uma melhor
distribui¢do pelo fato dela ser soluvel em dgua, sendo mais eficaz. Contudo, foi observado que
a protecdo contra a hepatocarcinogénese nao pode ser atribuida exclusivamente a inibi¢do da
formagao de aductos; a incubagdo de clorofilina com aflatoxina foi responsavel por apenas
40-50% da redugdo da resposta tumoral. Assim, outros mecanismos celulares parecem
contribuir com a atividade protetora dessa molécula.

A Clorofilina tem sido moderadamente efetiva em modelo animal de cancer
de pele. Esse pigmento reduziu a indugdo de carcinogénese de pele por benzo[a]pireno e
benzo[a]pireno-7,8dihidrodioal-9,10-epoxido em camundongos. Chung et al. (1999) relataram
que a administracdo de clorofilina oralmente inibiu a promoc¢ao e a progressdao de papilomas
pela 7,12-dimetilbenz[a]antraceno e 12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato, que sdo agentes
indutores de neoplasias de pele em camundongos.

Recentemente, evidéncias epidemiologicas t€ém relacionado dietas ricas em
Clorofilina com a redugdo do risco de cancer de c6lon em humanos (BALDER et al., 2006).
Porém, foi observado que dieta com clorofilina agiu como promotor da carcinogénese do
c6lon em ratos tratados com dimetilhidrazina (NELSON, 1992). De modo interessante, foi
relatado que a Clorofilina tem atividade promotora ou supressora (de acordo com baixas e
altas doses respectivamente) na pods-iniciacdo com as substancias 2-amino-3-metilimidazol
[4,5-f] quinolona (IQ) e 1,2-dimetilhidrazina (DMH), as quais sdo indutoras de tumores de
colon em ratos. Em alguns relatos, a clorofila, mas ndo a Clorofilina suprime a pds-iniciagao,
produzidas com as substancias azoximetano e IQ, que sdo indutoras de focos de criptas
aberrantes em ratos (BLUM et al., 2003).

Dados positivos de estudos in vitro e in vivo tém aumentado o interesse no
potencial de utilizagdo da Clorofilina como um agente preventivo para seres humanos. A

baixa toxicidade da Clorofilina, combinada com fortes evidéncias da habilidade da Clorofilina
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agir como interceptor de moléculas reduzindo a biodisponibilidade de mutagenos na dieta,
levou o planejamento e execug¢dao de um estudo randomizado, duplo cego, controlado com
placebo em Qidong, na China (EGNER et al., 2001). Moradores de Qidong possuem risco
elevado de hepatocarcinoma devido a longo tempo de exposicdo a aflatoxina Bl pela
alimentagdo. Neste estudo, participantes consumiram trés suplementos contendo 100mg de
Clorofilina diariamente durante 4 meses (EGNER et al., 2003). Os resultados indicaram
reducdo de 55% dos niveis de aflatoxina-N7-guanina, na urina. Esses achados sustentam a
idéia de que a intervengdo da Clorofilina pode reduzir a biodisponibilidade e/ou atividade da

aflatoxina B1 em seres humanos.

1.2.2 Potenciais Mecanismos de A¢ao da Clorofilina Na preven¢ao do Cancer

1.2.2.1 Atividade antioxidante

Clorofilina demonstrou apreciavel atividade antioxidante in vivo e ex vivo.
A inibi¢do da lipoperoxidagdo dependente da concentracdo foi notada em microssomo de
figado de rato (SATO et al., 1983), enquanto que a administragdo intraperitoneal e
endovenosa protegeu a mitocondria e microssomo da lipoperoxidacdo e também da injuria por
tetracloreto de carbono do figado de ratos (SATO et al., 1986). Cahyana et al. (1993) e
Hoshina et al. (1998) demonstraram uma forte influéncia da porfirina na inibi¢do da formacao
da lipoperoxidagdo. Ambos, a estrutura porfirinica, assim como a presen¢a de metal, na
clorofilina, sdo considerados importantes na atividade antioxidante (SUZUKI et al., 1995).
Derivados de niquel, cobre e magnésio suprimem a oxidagdo do acido linoléico pelo anion
superoxido. Foi mostrado que a clorofila-a e -b possuem menor atividade antioxidante que a

clorofilina (FERRUZZI et al., 2002).
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1.2.2.2 Interceptador de mutdgeno

O sequestro de mutdgenos e carcindgenos da dieta por moléculas
interceptadoras € um conceito aplicado a inumeros compostos incluindo a clorofilina
(HARTMAN; SHANKEL, 1990). In vivo, a biodisponibilidade de mutagenos e carcindgenos
da dieta ¢ reduzida pela ligag@o da clorofilina ndo absorvida pelo epitélio intestinal. /n vitro, a
formacao de complexo entre a Clorofilina e mutdgenos com conformacdo planar policiclica
hidrofébica foi primeiro relatado por Arimoto et al. (1993). A limitada absor¢do e transporte
de varios componentes da dieta e mutagenos ambientais incluindo aflatoxina B1, 2-amino-
Imetil-6-fenilimidazol [4,5-b] piridina (PhIP) e dibenzopireno pela clorofilina em modelo de
célula intestinal humana Caco-2 demonstrando a habilidade desses pigmentos influenciar a
bioacessibilidade de carcindgenos pela formagdo de complexos (NATSUME et al., 2004;
VERSANTVOORT et al., 2005). Modelos animais tém também demonstrado que a formagao
de complexo clorofilina-aflatoxina contribui para reduzir a biodisponibilidade da aflatoxina e

também a mutagenicidade/carcinogenicidade (HAYASHI et al., 1999).

1.2.2.3 Regulacdo das vias de detoxificacao

Os derivados da clorofila também podem modular o sistema de
detoxificagdo de xenobidticos. Singh et al. (1996) demonstraram significante elevacdo da
atividade da glutationa-s-transferase depois da administracdo tdpica e por gavage da
Clorofilina em murinos e camundongos neonatos, enquanto que a atividade do citocromo
(CYP) P450 manteve-se inalterada. A inibicdo inespecifica de varias CYPs P450 pela
clorofilina tem sido observada em microssomos de figado (YUN et al., 1995). A clorofilina
minimizou a bioativacdo de pré-carcinégenos e acelerou a excre¢do de carcindgenos pela
diminui¢do da atividade da CYP e estimulagdo da via de conjugacao de fase II. Estudos com
Clorofilina demonstraram significante indu¢do da enzima de fase II NADPH: quinona
oxidoredutase 1 (NQO1) em células de hepatoma de murino (FAHEY et al., 2005). /n vivo, ha

evidéncias modestas, porém, significante da indu¢do de NQO1 hepatica pela Clorofilina.



19

1.2.2.4 Inducao de apoptose em cé¢lulas de cancer

Mais recentemente, foram feitas evidéncias que a Clorofilina pode levar a
indugdo da apoptose em células transformada e cancerosas, revelando assim um potencial
agente terap€utico contra o cancer. A investigacdo desse potencial foi um dos principais
aspectos abordado neste trabalho. A clorofilina demonstrou induzir apoptose em células de
cancer de colon (HCT 116) pelo provavel mecanismo de ativagdo da via da caspase-8
resultando na condensacdo nuclear (DIAZ et al., 2003) A Clorofilina também pode induzir
apoptose regulando a ativacdo de MAPK como a ERK, em células de cancer de mama (MCF-
7). Essa regulag@o ocorre através da inibi¢do da ativag@o da proteina ERK, levando a eventos
de apoptose (CHIU et al., 2005). Embora ja tenha alguns estudos, mais pesquisas ainda sio
necessarias para compreender as implicagdes in vivo € in vitro, pois esta area representa um

potencial campo para o conhecimento dos mecanismos quimioprotetores da clorofilina.

1.3 APOPTOSE

A apoptose ¢ uma forma de morte celular na qual uma seqiiéncia de eventos
leva a eliminacdo de células sem a liberacdo de substincias nocivas na area circundante. O
termo apoptose que se refere a morte celular programada, ou morte celular fisiologica, foi
introduzido em 1972 por Kerr e colaboradores e hoje ¢ um dos processos mais vigorosamente
investigados devido a sua correlacdo com a carcinogénese e respostas a terapia anticancer
(KERR et al., 1972)

O termo “apoptose” vem do grego, onde o prefixo “apo” significa separacao
e o sufixo “ptose” pode ser traduzido como queda, sendo associado com a queda das folhas de
uma arvore ou pétalas de flores. Esse termo ¢ uma alusdo a liberacdo de pequenos corpos
revestidos por membrana, resultantes da fragmentacdo da célula apoptoética, denominados
corpos apoptoticos (DUQUE-PARRA, 2005).

A morte celular programada ¢ importante para evitar a ocorréncia de
canceres. Se uma célula com capacidade anormal de se replicar ¢ morta, ela ndo pode

multiplicar-se para formar um tumor potencialmente perigoso. Assim, a morte celular
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programada ¢ uma verificagdo importante contra células renegadas que de outro modo
poderiam proliferar descontroladamente em um organismo (SNUSTAD; SIMMONS, 2008).

Os eventos que ativam a morte celular sdo apenas parcialmente conhecidos,
entretanto, os eventos de morte sdo conhecidos em algum detalhe. Uma familia de enzimas
proteoliticas chamadas caspases desempenha um papel crucial no fenomeno de morte celular.
Elas s3o um grupo de enzimas proteases com um residuo de cisteina capazes de clivar outras
proteinas depois de um residuo de 4cido aspartico, uma especifidade incomum entre
proteases. O nome “caspase” ¢ derivado dessa funcdo molecular caracteristica: cysteine-
aspartic-acid-proteases. Elas s3o essenciais na apoptose celular que ocorre durante o
desenvolvimento e em outras fases da vida adulta. Algumas caspases também sao necessarias
no sistema imune, para a maturacao das citocinas (PERES; CURI, 2005). As caspases atacam
muitos tipos diferentes de proteinas, incluindo as laminas, que constituem o revestimento
interno do envoltorio nuclear, e varios componentes do citoesqueletos. O impacto coletivo
dessa clivagem proteolitica ¢ que células nas quais ela ocorre perdem sua integridade; sua
cromatina torna-se fragmentada, formam-se bolhas de citoplasma em sua superficie e elas
comegam a encolher. Se o mecanismo apoptdtico foi prejudicado ou inativado, uma célula
que de outro modo seria morta pode sobreviver e proliferar. Tal célula tem potencial de
formar um clone que pode tornar-se canceroso se obtiver a capacidade de se dividir
descontroladamente (SNUSTAD; SIMMONS, 2008).

Existem dois tipos de caspases: caspases iniciadoras e caspases efetoras.
Caspases iniciadoras (por exemplo caspase-8, caspase-9) clivam pro-formas inativas de
caspases efetoras, ativando-as; caspases efetoras (por exemplo caspase-3, caspase-7) por sua
vez clivam outros substratos protéicos da célula resultando no processo apoptotico. A
iniciacdo da reacdo em cascata ¢ regulada por inibidores de caspases.

A cascata das caspases pode ser ativada pela granzima B liberada por
linfécitos T citotoxicos que ativam caspases-3 e -7; receptores de morte (como o ligante FAS,
o TRAIL e o TNF) que podem ativar caspases-8 e -10; e o apoptossomo, regulado pelo
citocromo c e a familia bcl-2, que ativa a caspase-9. Uma vez que a cascata ¢ ativada, uma
resposta retroalimentadora positiva garante que a célula inevitavelmente entre em apoptose:
por exemplo a caspase-9, codificada pelo gene CASPY, ativada pelo apoptossomo cliva e ativa
a caspase-3, esta por sua vez além de clivar suas proteinas-alvo ird também clivar mais

caspase-9, que ativard mais caspase-3 (PERES; CURI, 2005).
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1.3.1 Vias de Ativacao da Apoptose

Diversos sdo os fatores que podem desencadear a apoptose, entre eles:
ligacdo de moléculas a receptores de membrana, agentes quimioterapicos, radiacao ionizante,
danos no DNA, choque térmico, deprivagdao de fatores de crescimento, baixa quantidade de
nutrientes e niveis aumentados de espécies reativas do oxigénio (HENGARTNER, 2000). A
ativacdo da apoptose pode ser iniciada de duas diferentes maneiras: pela via extrinseca
(caspase-8) ou pela via intrinseca (caspase-9).

A via extrinseca ¢ desencadeada pela ligacao de ligantes especificos a um
grupo de receptores de membrana da superfamilia dos receptores de fatores de necrose
tumoral (rTNF). Esta ligacdo ¢ capaz de ativar a cascata das caspases (BUDIHARDJO, 1999).

Todos os membros da familia rTNF possuem um subdominio extracelular
rico em cisteina, o qual permite que eles reconhecam seus ligantes. Tal fato resulta na
trimerizagdo e conseqiiente ativagdo dos receptores de morte especificos. A sinalizacdo a
seguir ¢ mediada pela porcao citoplasmatica desses receptores que contém uma seqiiéncia de
65 aminoacidos chamada "dominio de morte" sendo, por isso, chamados de "receptores de
morte celular" (NAISMITH, 1998).

Quando os receptores de morte celular reconhecem um ligante especifico, os
seus dominios de morte interagem com moléculas conhecidas como FADD/ MORT-1. Essas
moléculas tém a capacidade de recrutarem a caspase-8 que ird ativar a caspase-3, executando
a morte por apoptose (DANIEL, 2001).

A via intrinseca € ativada por estresse intracelular ou extracelular como a
deprivagdo de fatores de crescimento, danos no DNA, hipdxia ou ativagdo de oncogenes. Os
sinais que sdo transduzidos em resposta a estes insultos convergem principalmente para a
mitocondria (HENGARTNER, 2000). Inumeros estudos sobre apoptose apontam a
mitocondria como o principal mediador desse tipo de morte. Essa organela integra os
estimulos de morte celular, induzindo a permeabilizacdo mitocondrial e conseqiiente liberagao
de moléculas pro-apoptoticas nela presentes (DESAGHER, 2000).

Quando sinais de morte alcangam a mitocondria, levam ao colapso do
potencial da membrana mitocondrial interna, bem como a uma transi¢cdo da permeabilidade
mitocondrial (PM). Ao mesmo tempo, a agua do espaco entre membranas passa para a matriz
mitocondrial, levando a ruptura da organela e conseqiiente liberagdo de proteinas pro-

apoptoticas para o citoplasma (GUPTA, 2003). Além da liberagdo de moléculas pela
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mitocondria, a indu¢do do potencial de membrana mitocondrial interna ¢ PM levam a perda
da homeostasia celular, interrompendo a sintese de ATP e aumentando a producdo de espécies
reativas do oxigénio (EROS) (KROEMER et al., 2000). O aumento nos niveis de EROS leva
a oxidacdo de lipidios, proteinas e dcidos nucléicos, aumentando o colapso do potencial de
membrana (GREEN et al., 2004). A resposta da mitocondria ao dano oxidativo ¢ uma via
importante no inicio da apoptose. Além disso, ¢ sabido que as EROS induzem a ativacao das
caspases -9 e -3 (GOTTLIEB et al., 2000).

Alguns estudos indicam que durante a apoptose ocorre a formacdo de um
megaporo que contém diversas proteinas e abrange as membranas interna e externa da
mitocondria (WETZEL et al., 1990). Através desse poro ocorre a liberagdo do citocromo ¢
para o citoplasma onde participa da ativagdo da apoptose. Os diferentes sinais indutores de
apoptose sdo detectados pela mitocondria, fazendo com que ocorra um desacoplamento da
cadeia respiratoria e conseqiiente liberagdo de citocromo c e proteinas ativadoras da apoptose
para o citosol (GUPTA, 2003). Quando no citosol, o citocromo ¢ forma um complexo com a
APAF- 1 e a caspase-9, o chamado apoptossomo, que promove a clivagem da pro-caspase-9,
liberando a caspase-9, ativa. Uma vez ativada, a caspase-9 ativa a caspase-3 que vai ocasionar

a apoptose (DENAULT; SALVESEN, 2002).

1.3.2 Apoptose e Cancer

Embora o cancer exiba caracteristicas muito heterogéneas, todos os tumores
malignos adquiriram a propriedade de crescer além dos limites impostos as células normais. A
expansao clonal de uma célula transformada depende de um descontrole da sua capacidade
proliferativa e de uma crescente incapacidade de morrer por apoptose. Portanto, apesar da
enorme variabilidade do cancer, evidéncias demonstram que a resisténcia a apoptose ¢ uma
das caracteristicas mais marcantes da maioria dos tumores malignos (OKADA; MAK, 2004).
De fato, a andlise do processo de tumorigénese revela que a capacidade de resistir & morte
pode ser adquirida por diferentes mecanismos e acontecer em varios momentos do
desenvolvimento tumoral. Entre estes, a resisténcia a morte por apoptose em células que
escaparam do controle do crescimento e da diferenciacdo normais exercidos por fatores
soluveis ou por contatos célula-célula ou célula-matriz extracelular até aquela induzida por

lesdes no DNA, por hipoxia ou por espécies reativas do oxigénio (ZORNIG et al., 2004).
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A apoptose na pratica clinica ¢ alvo para um potencial uso terapéutico da
morte celular programada ou para a compreensdo dos mecanismos de resisténcia a
radioterapia e a quimioterapia (DEBATIN et al., 2004). A elucidacdo de alguns dos
mecanismos moleculares da apoptose abriram perspectivas de modulacdo desses processos.
As estratégias se baseiam em induzir a morte nas células tumorais através do bloqueio de
genes com oligonucleotideos antisense e drogas convencionais, ou ainda a substituicao de
funcao desses genes com o uso de moléculas recombinantes (NICHOLSON, 2000).

A demonstracdo de que a apoptose ¢ um mecanismo inato de defesa
antineoplésica e que varios agentes quimioterapicos agem através da inducdo desse tipo de
morte celular levou a uma intensa investigagdo dos mecanismos moleculares da apoptose e

sua aplicacdo no tratamento do cancer.

1.4 CONSIDERAGOES SOBRE O GENE APC E -CATENINA

O gene APC da origem a proteina pAPC que foi descoberta através do
estudo de polipose adenomatosa do c6lon uma condigdo herdada que geralmente resulta em
um cancer colorretal. Essa proteina desempenha um papel importante na regulacdo da
renovagdo de células no revestimento, ou epitélio, do intestino grosso. Embora os
mecanismos que regulam este processo niao sejam totalmente compreendidos, informagdes
atuais sugerem que pAPC controla a prolifera¢ao e a diferenciacao de células no epitélio do
intestino. Quando a fun¢do de pAPC ¢ perdida, as células que geram as projecdes digitiformes
do epitélio intestinal permanecem em um estado indiferenciado. A medida que tais células
continuam a se dividir, elas produzem mais de seu tipo, ¢ 0 aumento do numero de células
causa a formagao de muitos pequenos tumores benignos no epitélio intestinal. Esses tumores
sdo chamados podlipos ou adenomas, e a predisposicdo a forma-los ¢ herdada como uma
condi¢do autossomica dominante rara chamada polipose adenomatosa familial (FAP). Nos
paises ocidentais, sua freqiiéncia populacional ¢ de cerca de 1 em 7000. Pacientes com FAP
desenvolvem multiplos adenomas durante a adolescéncia e o inicio da segunda década de
vida. Embora os adenomas sejam inicialmente benignos, ha uma grande probabilidade de que
pelo menos um deles se torne um tumor maligno (SNUSTAD; SIMMONS, 2008).

A proteina pAPC regula a divisdo celular por meio de sua capacidade de

ligar a B-catenina, uma proteina que esta presente dentro das células e levar sua degradagao
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mediada por proteassomo (WANG et al., 2006). A B-catenina naturalmente se liga e ativa
outras proteinas, incluindo alguns fatores de transcricdo que estimulam a expressao de genes
cujos produtos protéicos (ciclina D1, c-myc e c-jun) promovem divisao celular (OLOUMI et
al., 2004). As células com mutag¢des no APC, como ¢ o caso da linhagem HT29 (MORIN et
al., 1996), perdem sua capacidade de controlar os niveis de B-catenina. Com isso, a prote6lise
da B-catenina ndo ocorre levando o seu acumulo no citoplasma, podendo posteriormente
alcangar o nucleo. No nucleo, a B-catenina pode modular a expressao de varios genes alvos
que favorecem a carcinogénese. Assim, a partir de um epitélio normal, da-se inicio a
proliferacdo celular, passando pela etapa de adenoma até carcinoma invasor (YANG et al.,
2006; HUANG et al., 2008). Assim, moléculas normais de pAPC t€ém um papel importante

em suprimir a formacao de tumores no intestino.
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2 JUSTIFICATIVA

A exposicdo do homem a agentes danosos a saude tém aumentado
consideravelmente desde a revolugdo industrial, seja pelo aumento de poluentes langados no
meio ambiente, seja pela modificagdo dos habitos alimentares ou mesmo pelo aumento na
expectativa de vida, que contribui para o aumento da incidéncia de cancer. Ultimamente
varios estudos tém indicado que a ingestao de fatores moduladores dos mecanismos de defesa
de um organismo, assim como a ndo exposi¢ao a agentes carcinogénicos tem colaborado para
a prevencao do cancer.

Esta estratégia preventiva ¢ referida como quimioprevengdo e pode ser
conseguida através de uma suplemanetagdo da dieta com quimioprotetores derivados da
agricultura ou através de agentes farmacologicos. Nos ultimos anos, tem sido investigado o
papel quimioprotetor da Clorofilina e dentre os efeitos quimiopreventivos, destacamos a acao
antioxidante, antimutagénica, moduladora de enzimas metabolizadoras de xenobidticos e
indutora de apoptose em linhagens de células de cancer, o que tem despertado a atencdo de
pesquisadores quanto ao uso terapéutico dessa molécula.

Recentemente, tém sido investigados os mecanismos pelos quais esse
fitoquimico atua na apoptose e na proliferacao celular. Considerando que héa poucos trabalhos
relatando a capacidade da Clorofilina em induzir apoptose e inibir a proliferagdo celular, se
faz necessario a realizagdo de mais estudos para compreensdo do mecanismo de a¢do dessa
molécula nesses processos, visando o desenvolvimento de novos agentes farmacologicos para

a quimiopreveng¢do do cancer.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem por objetivo avaliar os efeitos da clorofilina na
apoptose, proliferagdo celular e expressdo génica em sistema de cultura de células humanas

HT-29 (adenocarcinoma de célon retal).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar a citotoxicidade através do Ensaio de Citotoxicidade — MTT nos
tempos de 24, 48 e 72 horas;

e Verificar alteracdes no ciclo celular através do Ensaio de Cinética de
Proliferagdo Celular e Viabilidade Celular nos tempos de 24, 48 ¢ 72
horas;

e Avaliar a influéncia no processo de apoptose através da andlise
morfoldgica pelo Ensaio para Avaliagdo da Inducdo de Apoptose em
tratamentos de 24 horas;

e Analisar os transcritos no Ensaio de Expressdo Génica por qRT-PCR em
tempo real para os genes APC, B-catenina (CTNNBI), CASPS e CASP9

apo6s 12 horas de tratamento.
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Avaliacio do papel da Clorofilina na inducio de apoptose, inibicao da
proliferacao celular e expressio de RNAm dos genes CASP8, CASP9, APC e

p-catenina

Diogo Campos Vesenick, Mario Sérgio Mantovani

Departamento de Biologia Geral, Universidade Estadual de Londrina.

RESUMO

A Clorofilina ¢ um derivado semi-sintético da clorofila com propriedades antioxidante,
antimutagénica, moduladora das enzimas metabolizadoras de xenobidticos e indutoras de
apoptose. O presente trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos da clorofilina na indugdo de
apoptose, inibi¢do da proliferagdo celular e expressdo génica em células de adenocarcinoma
de colon retal humano HT29. A Clorofilina na concentragdo de 100pg/mL reduziu
significativamente a sobrevivéncia celular apos 48 horas e as concentracdo de 500 e
1000pug/mL ap6s 24 horas, tanto no Ensaio de Citotoxicidade — MTT como na Cinética de
Proliferagdo Celular. O efeito foi dose-dependente. Na avaliagdo da indug¢do de apoptose
nenhuma concentragao de clorofilina apos 24 horas de tratamento induziu apoptose. Na
expressdo génica foi observado reducdo significativa da expressdo de genes do ciclo celular
APC e B-catenina (CTNNBI), mas ndo houve variacdo na expressao dos genes iniciadores de
apoptose tanto pela via extrinseca CASP8 como pela via intrinseca CASP9. Os dados sugerem
que a agao de inibicdo do crescimento celular produzido pela Clorofilina nas concentragdes
estudadas esta ligado diretamente a regulacdo da expressdo génica da fB-catenina e nido do
APC, uma vez que este estd mutado e inativo. Em relagdo a apoptose, as concentragdes
estudadas ndo demonstraram potencial indutor apoptdtico, seja através da andlise nas
mudangas morfologicas das células ou através da modificacdo da expressao dos genes das
caspases estudados.

Palavras-chave: Clorofilina. Proliferagdo. HT-29. B-catenina. CTNNBI.
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Introduciao

Ha alguns anos tem havido um crescente interesse na identificagdo de
componentes alimentares e seus derivados que podem prevenir o cancer. Entres esses
componentes destaca-se a clorofilina que tem um longo histérico de uso na medicina
tradicional e para fins terapéuticos. A Clorofilina ¢ um derivado semi-sintético da clorofila
onde o nucleo central de magnésio ¢ substituido por cobre e onde os grupos ésteres de fitil sdo
substituidos por sodio, tornado-se soluvel em 4gua (SARKAR et al., 1994). Por isso, a
Clorofilina ¢ mais estavel que a clorofila (SARKAR et al., 1995), sendo mais resistente a luz e
ao calor, por isso ¢ mundialmente usada como corante alimentar.

Ela tém sido amplamente investigada devido a uma série de atividades
bioldgicas benéficas, incluindo a cicatrizagdo de feridas (EDWARDS, 1954), propriedades anti-
inflamatorias (LARATO; PFAU, 1970), tratamento do calculo renal devido ao controle de cristais
de oxalato de célcio (TAWASHI et al., 1980) e desodorizagao interna (YOUNG; BEREGI, 1980).
Embora essas aplicagdes ilustrem o potencial uso da Clorofilina na pratica clinica, o que mais tem
chamado a ateng@o ¢ o papel quimiopreventivo do cancer dessa molécula. Esse pigmento tem
demonstrado significantes atividades biologicas tanto in vitro como in vivo consistente com a
prevengdo do cancer como atividade antimutagé€nica, antioxidante, reguladora das vias de
detoxificacdo e indutora de apoptose (FERRUZZI; BLAKESLEE, 2007).

A atividade antimutagénica e a auséncia de efeito toxico significativos em
seres humanos e animais (ONG et al., 1986) fazem da Clorofilina um composto ideal como
agente quimiopreventivo. Essa molécula tem demonstrado, in vitro, a habilidade de proteger
contra atividade mutagénica de agentes diretos e indiretos da dieta e mutdgenos ambientais
tais como: aminas heterociclicas (DASHWOQOD et al., 1991), benzo[a]pireno (ARIMOTO et
al., 1993; FERRUZZI, et al. 2002), aflatoxina (DASHWOOD et al.,1991), metais pesados
(OLVERA et al., 1993) e radiacao ionizante (ABRAHAM et al., 1994; MADRIGAL-
BUJAIDAR et al., 1997; SANTOSH KUMAR et al., 1999). A atividade antimutagénica da
Clorofilina, bem como de extratos vegetais t€ém sido demonstrada em diferentes sistemas-
testes: microrganismos (Salmonella typhimurium) (BRONZETTI et al., 1990), Drosophila
(NEGISHI et al.,1989; HAYATSU et al., 1993) e cultura de células de mamiferos (BEZ,
2001; RAMPAZZO et al., 2002; NEGRAES et al., 2004).

Estudos anteriores tem mostrado que a Clorofilina inibe a carcinogénese em
truta, ratos ¢ camundongos através da formagdo de complexos com diferentes agentes

mutagénicos da dieta (DASHWOOD, 1997). Egner et al. (2001) relataram que em populagdes
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da China, o consumo de clorofilina reduziu os niveis de aductos de aflatoxina-DNA na urina,
o que pode refletir num reduzido risco de desenvolvimento de cancer de figado em humanos.

Além de ser relatado como um agente bloqueador eficaz na cacinogénese,
estudos mais recentes tém demonstrado a capacidade da Clorofilina em induzir apoptose e
inibir a proliferagdo celular. Em células de cancer de colon humano HCT116 a Clorofilina
induziu apoptose via ativagao da caspase-8 (DIAZ et al., 2003). Também foi relatado a
indugdo de apoptose e a inibicdo da proliferacdo em células MCF-7, porém os mecanismos
ainda nao foram totalmente elucidados (CHIU et al., 2005).

Nos ultimos anos, tem sido investigado o papel quimioprotetor da
Clorofilina e os mecanismos de agdo desse fitoquimico na apoptose e na proliferagcdo celular,
visando o desenvolvimento de novos agentes farmacoldgicos para a quimioprevengdo do
cancer. Por isso, no presente estudo foi avaliado o papel da Clorofilina na indugdo de
apoptose e na inibi¢do da proliferacdo celular e os possiveis mecanismos envolvidos nesses
processos celulares através da expressao de genes relacionados a apoptose como CASPS e

CASPY e a proliferagdo celular como APC e B-catenina (CTNNBI).

Materiais e Métodos

Agentes Quimicos

A Clorofilina foi adquirida comercialmente (Sigma Aldrich). Ela foi
dissolvida em meio de cultura D-MEM (Gibco) e esterilizada por filtragao (Millex® -
Millipore 0,22 um). Os agentes utilizados como controle positivo nos experimentos foram a
Doxorrubicina (CAS 25316-40-9, Adriblastina® - Pharmacia) no Ensaio e Citotoxicidade —
MTT (10 pg/mL), Cisplatina (CAS 15663-27-1, Sigma Aldrich) no Ensaio de Cinética de
Proliferagdo e Viabilidade Celular (1pg/mL) e Camptotecina (CAS 7689-03-4, Acros
Organics) no Ensaio para Avaliagdo da Inducao de Apoptose (10 pg/mL).

Cultura de Células

A linhagem de células de adenocarcinoma de célon retal humano (HT29)

utilizada neste estudo foi adquirida no Banco de células do Rio de Janeiro. Estas células foram
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cultivadas em frascos de cultura de 25cm” contendo meio D-MEM suplementadas com 10% de

soro bovino fetal (SBF) (Gibco) e antibidtico/antimicético (0,1%), a 37°C e 5% de COa.

Ensaio de Citotoxicidade (MTT)

O Ensaio do MTT [3-(4,5-Dimethilthiazol-2-i1)-2,5-difenil tetrazolium

bromide) foi baseado no protocolo descrito pela primeira vez por Mossmann (1983). Foi utilizada
uma placa de cultura celular com 24 pogos, onde cada poco recebeu 3x10* células, com excegdo
dos pocos controle sem células. As células permaneceram em cultura por 24 horas para
estabilizacdo. Apos este periodo o meio de cultura da placa foi descartado e adicionado meio
fresco com os respectivos tratamentos: controle (meio de cultura); doxorrubicina na concentragdo
de 10 pg/mL; clorofilina nas concentragdes 100, 500 e 1000 pg/mL, por 24, 48 e 72 horas.

Apds o tempo de tratamento, o meio de cultura foi descartado e adicionado
meio fresco com MTT na concentragdo de 0,167 mg/mL em cada pogo. A placa foi incubada
em estufa por 4 horas.

Ap6s este tempo foi retirado o meio de cultura com MTT dos pocos e foi
adicionado DMSO (dimetilsulfoxido) para diluir os cristais formados e a leitura foi realizada
em leitor de microplacas a 550nm. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Para o céalculo da porcentagem de sobrevivéncia celular, utilizamos a

seguinte formula:

% sobrevivéncia = AT — AB

AC-AB

Legenda:

AT= Aborbancia média do tratamento
AB= Absorbancia média do branco

AC= Absorbancia média do controle
Ensaio de Cinética de Proliferagcao Celular

Para a andlise da cinética de proliferagao foi semeado em cada tubo de
cultura (10cm?) 1,3x10° células e seus respectivos tratamentos: controle (meio de cultura);
agente anti-proliferativo (Cisplatina 1pg/mL); e tratamentos com Clorofilina em 2

concentragdes (100 e 500 pg/mL). Apo6s cada tempo de tratamento (24, 48 e 72 horas) o meio
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de cultura foi reservado; assim como duas lavagens com 2,5 mL de PBS. Entao as células
foram tripsinizadas por aproximadamente 5 minutos, inativadas com o meio reservado e
centrifugadas (5 minutos, 1080rpm). Em seguida, o sobrenadante foi descartado, deixando
apenas 1 mL. A contagem das células apods colheita por tripsinizacdo foi feita na cadmara de
Neubauer. Foi realizada uma curva de cinética de proliferacdo nos tempos determinados. O

experimento foi realizados em triplicata.

Ensaio de Viabilidade Celular — Azul de Trypan

Para anélise de viabilidade celular, foram semeadas 1,3x10° células por
frasco de cultura experimental. Foi utilizada a técnica por contagem manual através da camara
de Neubauer e o método de exclusdo com o reagente Azul de Trypan. Esse ensaio ¢ realizado
concomitantemente com o Ensaio de Cinética de Proliferacdo Celular. Apds a obtencdo de
ImL de suspensao celular pelo método de Cinética de Proliferagao Celular, 20uL dessa
suspensdo celular foi misturada com igual volume de azul de Trypan. Dessa forma, o fator de
diluicao ¢ igual a 2. A seguir, adicionou-se 20uL da suspensdo com o Azul de Trypan na
superficie da cAmara e entdo, as células foram contados em microcopico Optico. Esse ensaio

foi realizado em triplicata.

Ensaio para Avalia¢do da Indugdo de Apoptose

Em uma placa de 6 pogos, contendo uma laminula (18x18mm) em cada
pogo foi semeado 1,6x10° células. Apos o tempo de 24h de estabilizagdo para as células se
aderirem a laminula, foi colocado os tratamentos: controle (meio de cultura); indutor de
apoptose (Camptotecina 10ug/mL) e duas concentragcdes de Clorofilina (100 e 500 pg/mL).
ApoOs os tratamentos, a colheita foi feita de acordo com a metodologia descrita por Rovozzo
(1973): As células foram lavadas com PBS, as laminulas retiradas da placa de cultura e fixada
em fixador de Carnoy por 5 minutos. A laminula ¢, entdo, mergulhada rapidamente em cada
uma das placas contendo concentragdes decrescentes de etanol (95% a 25%), seguida de
lavagem com Tampdo Mcllvaine por 5 minutos, colora¢gdo com acridina orange (0,01%, 5
minutos) e outra lavagem com tampao. Para a montagem da ldmina, a laminula foi invertida
sobre ela contendo uma gota de tampao Mcllvaine e selada com esmalte de unha. A andlise da
lamina foi feita em microscopio de fluorescéncia (filtro de excitagdo de 420-490 nm e filtro de

barreira de 520 nm). Os experimentos foram feitos em triplicata e 1500 células foram
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analisadas por tratamento. A identificacdao das células apoptoticas foi realizada por andlise nas
mudangas morfoldgicas das células como condensacdo da cromatina, formag¢dao de corpos

apoptdticos ou fragmentacdo do DNA nuclear apds coloragdo com laranja de acridina.

RT-PCR em Tempo Real

O experimento de qRT-PCR foi realizado seguindo orientagdes de MIQE
Guidelines: The Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR
Experiments (BUSTIN et al., 2009). Em frascos de cultura de 25 cm®, foram semeadas 10°
células e incubadas para estabilizagao por 24 horas. Depois do periodo de incubagdo, foram
feitos os tratamentos em duplicata (controle; Clorofilina) e apds 12 horas de tratamento, o
RNA total foi isolado usando o reagente Trizol-LS (Invitrogen), de acordo com as
informagdes do fabricante. As amostras aceitas para o prosseguimento do experimento foram
aquelas onde a razdo entre as absorbancias de 260 e 280 (A260/A280) estava compreendida
entre 1,9 ¢ 2,1.

O RNA gendmico integro, definido em gel de agarose 0,8%, e em
quantidade suficiente, foi utilizado para a sintese de cDNA. Para tanto, utilizou-se 2uL de
DNTP (Invitrogen® — 10mM), 1uL de oligo(dT) (Inivtrogen® - 10pmol/ uL), 500ng de RNA
gendmico e completou-se o volume de 14,9uL com 4gua DEPC (1%). Incubou-se por 5
minutos, no termociclador (TECHNE® TC 412), a 65°C. Transferiu-se rapidamente para o
gelo e, em seguida, acrescentou-se 4ul. de tampao da Mlv 5x (Inivtrogen®), 0,1uL inibidor
de ribonuclease (RNase out —Invitrogen®) e 1uL de transcriptase reversa (M-MIv-RT —
Invitrogen ®). Desta forma, totalizou-se o volume final de 20upL. Incubou-se em
termociclador a 37°C, por 50 minutos, e a 70°C, por 15 minutos. O cDNA foi acondicionado
em freezer -80°C.

As reagdes de PCR em tempo real foram realizadas no termociclador PTC
200 DNA Engine Cycler, usando o sistema de detec¢do Chromo 4 (MJ Research- BIO RAD).
A detecgdo da amplificagdo foi feita por mensuracdo da fluorescéncia emitida pelo corante
SYBR Green (Platinum SYBR Green qPCR Supermix-UDG - Invitrogen) ao se ligar a dupla
fita de DNA. As condi¢des da PCR no termociclador foram as seguintes: desnaturagao do
cDNA a 50°C por 1 min, seguido de 95° por 3 minutos, 35 ciclos a 95°C por 20 segundos;
anelamento do primer 60°C por 30 segundos; e extensdo a 72°C por 20 segundos, seguidos de
95°C por 10 seg. ¢ 40°C por 1 min. A analise da curva de melting foi realizada no final da

reacdo com temperatura de 50°C até 95°C a cada 0,5°C por 5 seg. Os dados foram
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normalizados com primers para gliceraldeido-3-fosfatodesidrogenase (GAPDH) amplificados
em cada conjunto de experimentos de PCRs. Os primers utilizados para as reagcdoes de PCR

em tempo real estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Sequéncia de primers utilizados na reagdo de PCR em Tempo Real.

Referéncias / No de

Gene Primers
acesso (NCBI)

F:5’ACAAGATTGTGAAGG TCG GTG TCA 3’

GAPDH SUGAYA et al., 2005
R:5’AGCTTCCCATTCTCAGCCTTGACT 3°

CASPS F:5" GCAAAAGCACGGGAGAAAGT 3° CASTANEDA & ROSIN-
R:5" TGCATCCAAGTGTGTTCCATT3’ STEINER, 2006
F:5° GCTCTTCCTTTGTTCATCTCC 3°

CASPY CHEN et al., 2009

R:5” GTTTTCTAGGGTTGGCTTCG 3’

F:5’AAAGCGCCATGATATTGCACGGTC 3’
APC Construido/ M 74088
R:5’TGTTTGCTGTGCTCACGTTTCCAG 3°

F:5’CCTATGCAGGGGTGGTCAACY’
[-catenina Construido/NP_064633
R:5’CGACCTGGAAAACGCCATCA3’

Todos os experimentos foram realizados com duas culturas independentes, e

cada amostra de cDNA foi analisada em trés repeticdes mecanicas para cada par de primer.

Analise Estatistica

Os dados obtidos no Ensaio de Citotoxicidade — MTT foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) seguido do Teste de Tukey (a=0,05), pelo programa GraphPad
PrismS5.

Os dados obtidos nos ensaios de Cinética de Proliferacio Celular,
Viabilidade Celular e Avaliacdo da Indug¢do de Apoptose foram submetidos a analise de

variancia (ANOVA) seguidos de Teste de Dunnet (0=0,05), pelo programa GraphPad PrismS5.
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Os niveis de expressdao dos genes em estudo foram determinados pelo
método de Pfaffl et al. (2002), com analise estatistica realizada através do Software REST-

384.

Resultados

Analise da Citotoxicidade

Como demonstrado através do Ensaio do MTT, a Clorofilina reduziu a
sobrevivéncia celular de modo dose-dependente (Figura 1). Em 24 horas, somente a
concentragdo de 100 pg/mL teve a porcentagem de sobrevivéncia celular equivalente com a
do controle, ou seja, ndo foi citotoxica. Os tempos de 48 ¢ 72 horas demonstraram que todas
as concentragdes (100, 500 e 1000 pg/mL) tiveram redugdo significativa da porcentagem de
sobrevivéncia em relagdo ao controle, por isso, foram citotoxicas. A partir desses resultados

foram escolhidas as concentragdes de 100 e 500 pg/mL para os demais estudos.
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Figura 1 — Porcentagem de sobrevivéncia celular. Calculo realizado a partir dos
valores de absorbancia obtidos através do Ensaio do MTT apds
tratamento de 24, 48, 72 horas em células HT-29 tratadas com
Clorofilina. As barras representam as Médias + Desvio Padrio
obtidos em trés experimentos independentes. *p<0,05; ***p<0,001;
diferenca significativa em relagdo ao controle.

A fim de compreendermos melhor a agdo citotoxica das concentracdes

escolhidas de Clorofilina (100 e 500 ug/mL) avaliamos a cinética de proliferacao celular nos
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tempos de 24, 48 ¢ 72 horas. A Figura 2 demonstra que a concentragdo de 100 pug/mL de
Clorofilina ndo alterou significativamente o crescimento das células HT29 apenas no tempo
de 24 horas. Diferentemente, a concentracdo de 500 pg/mL diminuiu significativamente a
prolifera¢ao celular em todos os tempos de tratamento. Esta reduc¢dao se deu de modo dose-
dependente nas concentragdes estudas. O controle positivo (Cisplatina - 1 pg/mL) apresentou

citotoxicidade significativa em relagdo ao controle apds 24 horas de tratamento.
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Figura 2 — Cinética de proliferacdo celular. Numero total de células obtida através
de contagem em camara de Neubauer apdés 24, 48 ¢ 72 horas de
tratamento com Clorofilina em células HT29; cisplatina= 1ug/mL.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; diferenga significativa em relagdo ao
controle.

Para concluirmos se o efeito antiproliferativo observado no Ensaio de
Cinética de Proliferacdo Celular foi devido a morte ou a diminui¢ao da proliferagdo celular foi
realizado a avaliagdo da viabilidade celular. Os resultados apresentados na figura 3
demonstraram que as concentracdes de 100 pug/mL em 24 ¢ 48 horas ¢ 500 pug/mL em 24
horas tiveram viabilidade superior a 80%, ou seja, os tratamentos apresentaram viabilidade
celular semelhante ao controle. Porém, nos tempos de 48 e 72 horas a maior concentragao
apresentou viabilidade estatisticamente diferente do controle, assim como, a concentragdo de

100 pg/mL no tempo de 72 horas.
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Figura 3 — Porcentagem de Viabilidade Celular em células HT-29 tratadas com Clorofilina nos
tempos de 24, 48 e 72 horas; cisplatina= 1 pg/mL. As barras representam as
Médias + Desvio Padrio obtidos em trés experimentos independentes. *p<0,05;
*#*p<0,001; diferenca significativa em relagdo ao controle.

Andlise da Indugdo de Apoptose

A Figura 4 apresenta os resultados da avaliacdo da indug¢do de apoptose
apos 24 horas de tratamento com as concentragcdes de 100 e 500pg/mL de Clorofilina.
Podemos observar que nenhuma concentragdo induziu apoptose, uma vez que os resultados
foram semelhantes ao controle. Nenhuma célula apoptdtica foi observada no controle. O
controle positivo (Camptotecina — 10 ug/mL) induziu apoptose significativamente em relagao

ao controle apos 24 horas de tratamento.
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Figura 4 — Numero médio de células apoptéticas obtidas através de colorag@o por Laranja de
Acridina em células HT2 tratadas com Clorofilina por 24 horas; camptotecina=
10ug/ml, ***p<0,001; diferenca significativa em relagdo ao controle.

Expressdao Génica

Para aprofundarmos ainda mais a investigacdo do efeito antiproliferativo da
Clorofilina analisamos a expressdo de genes envolvidos na proliferagdo celular tais como
APC e CTNNBI que codifica a proteina B-catenina e na apoptose tais como CASPS e CASPY.
Portanto, neste estudo de expressdao génica por qRT-PCR, foram analisados os niveis de
RNAm destes genes nas células HT29 apds tratamento de 12 horas com Clorofilina (100 e
500 pg/mL).

Analisando-se os valores relativos de expressdo e fazendo-se a normalizagdo
pelo gene constitutivo GAPDH, encontrou-se que os tratamentos com Clorofilina diminuiram
significativamente a expressao do gene APC em relagdo ao controle (Figura 5). Essa
diminui¢do foi de 2,1 vezes para a concentracdo de 100 pg/mL e de 1,99 vezes para a
concentracdo de 500 pg/mL. Para o gene da B-catenina (CTNNBI) também observamos
diminui¢do significativa de 1,98 vezes para a concentragdo de 100 ug/mL e de 1,86 vezes

para a concentragao de 500 pg/mL (Figura 5).
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Figura 5 — Avaliagdo da expressdo relativa dos genes APC e da B-catenina por RT-PCR em tempo
real apds 12 horas de tratamento com Clorofilina na concentracdo de 100 e 500 pg/mL em
células HT29. **p<0,01; diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle.
(Anélise estatistica feita pelo Software REST-384).

Na Figura 6 estd apresentada a expressdo relativa dos genes CASPS e
CASPY9 e observamos que nos tratamentos com Clorofilina (100 e 500 pg/mL) ndo houve

alteracdo significativa na expressao génica quando comparados com o controle.
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Figura 6 — Avaliagdo da expressdo relativa dos genes CASPS e CASPY por RT-PCR em tempo real apos 12
horas de tratamento com Clorofilina na concentragdo de 100 e 500ug/mL em células HT29.
*#p<0,01; diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle. (Andlise estatistica feita
pelo Software REST-384).
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Discussao

A Clorofilina ¢ um derivado semi-sintético da clorofila pertencente a classe
das porfirinas, comumente utilizada como corante alimentar. Ela faz parte de um grupo de
fitoquimico implicado como agente preventivo do cancer (FERRUZZI; BLAKESLEE, 2007).
Varios estudos tém relatado que a clorofila nos vegetais verdes e o seu derivado Clorofilina,
exibe atividade antigenotoxica contra varios mutdgenos in vitro, atividade anticarcinogénica
in vivo (DASHWOOD, 1997) e em ensaios de interven¢ao clinica (EGNER et al., 2001)

Para determinar as concentragdes utilizadas foi realizado o Ensaio de
Citotoxicidade - MTT. Este ¢ um teste usado para verificar a citotoxicidade de substancias e ¢
um dos métodos mais empregados e mais sensiveis para deteccdo de citotocixidade in vitro
(FOTAKIS; TIMBRELL, 2006). Porém, esse ensaio que ¢ comumente chamado de
citotoxicidade, ndo apenas avalia a morte celular, mas também pode indicar a inibigdo de
crescimento celular, ou seja, o efeito citostatico.

No presente estudo, observamos que a citotoxicidade da Clorofilina ocorre a
partir da concentracdo de 500 pg/mL, no tempo de 24 horas. Essa concentragdo reduziu em
aproximadamente 20% a taxa de sobrevivéncia celular. Na menor concentragao foi observado
que a citotoxicidade ocorre a partir do tempo de 48 horas de exposicdo. Atualmente o Food
and Drug Administration permite a ingestao de trés tabletes de 100 mg por dia de Clorofilina.
Essa dose tem sido eficaz em estudos preliminares em populagdo de alto risco exposta a
aflatoxina B1 (EGNER et al., 2001), mas pouco ¢ conhecido sobre a atual concentragdo
alcancgada in situ, tampouco sistemicamente ou no trato gastrointestinal na dose oral. Estudos
prévios, ndo mostraram consequéncia da toxicidade na exposi¢do a longo prazo de ratos a
concentragdes de Clorofilina tdo altas como 1% a 3% da dieta, em que a concentragdo
plasmatica da Clorofilina foi da ordem de 56 a 116 ug/mL (HARRISON et al., 1954).

Os dados obtidos pela avaliagdo da cinética de proliferagdo celular em que
analisamos a curva de crescimento celular em diferentes tempos de tratamentos, corrobora
com os resultados do ensaio do MTT. A partir dessa analise, foi confirmado que a maior
concentragdo de Clorofilina diminuiu a proliferacdo celular a partir do tempo de 24 horas de
exposicdo. Na menor concentracdo, o crescimento celular foi inibido a partir do tempo de 48
horas. Dessa forma, esse efeito antiproliferativo da Clorofilina em relac¢do as células tumorais
¢ positivo.

Os dados de proliferagao nos revelam que houve, de fato, diminuicao do

crescimento celular de modo dose-dependente, porém através da andlise da viabilidade pode
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ser demonstrado que processos celulares sao responsaveis por essa inibi¢ao. O Ensaio de
Viabilidade Celular, realizado concomitantemente com o Ensaio de Cinética de Proliferacao,
revelou que para a maior concentragdo no tempo de 24 horas e para a menor no tempo de 48
horas, mais de 80% das células foram viaveis, revelando assim, que possivelmente a redugdo
da sobrevivéncia celular deve-se ndo a morte ou processos de alteracdo da permeabilidade
celular, mas deve-se a inibigdo da proliferacao celular apoptose-independente. Um estudo
anterior também demonstrou que em linhagem murina de mieloma concentracdes mais baixas
de Clorofilina produzem um efeito citostatico enquanto maiores concentragdes apresentam
efeito citocida (CHERNOMORSKY et al., 1997). Este fato pode significar que o uso da
Clorofilina, com efeito citostatico, em co-adjuvante com um agente quimioterapico, que causa
a morte celular, pode trazer efeitos desejaveis no tratamento do cancer. Em tratamentos
agudos, a Clorofilina seria utilizada para reduzir o crescimento celular com baixa toxicidade,
podendo ser usada por mais tempo, enquanto o quimioterapico atuaria promovendo a morte
de células neoplasicas.

Em relag@o aos dados obtidos do efeito inibitorio da Clorofilina, foi possivel
investigar o mecanismo molecular de acdo desta molécula através do estudo da expressao
génica do gene APC e da B-catenina (CTNNBI). A proteina APC regula a divisao celular por
meio de sua capacidade de se ligar a P-catenina, e levar sua degradacdo mediada por
proteassomo (WANG et al., 2006). A B-catenina, que estd presente no citoplasma, tem
capacidade de se ligar e ativar fatores transcricionais cujo produto protéico promovem a
divisdo celular, como por exemplo, a ciclina D1. O deslocamento da B-catenina para o nticleo
ocorre naturalmente mediante a sinais externos para promover a proliferagdo (YOCHUM et
al., 2007). Porém, quando ocorre mutagdo do gene APC, esta acarreta a perda do controle da
B-catenina, levando a um exacerbado aumento de sua concentragdo no citoplasma e o seu
deslocamento aumentado para o nicleo. Na maioria dos canceres de colon intestinal, como ¢
no caso da HT29, a mutagdo do gene 4PC ¢ encontrada, ou seja, o produto protéico desse
gene nao € funcional, o que causa o descontrole da prolifera¢ao celular (MORIN et al., 1996)

A Clorofilina nas duas concentragdes testadas diminuiu a expressdo génica
tanto do APC quanto da B-catenina. Sugerimos com isso, baseados nestes resultados, que a
Clorofilina atua principalmente na diminui¢do da proliferagdo por reduzir a expressao do gene
da B-catenina (promotor da prolifera¢do) e como conseqiiéncia disso, ocorre a diminui¢dao da
expressdo do gene APC. A inibi¢do da expressdao do APC ¢ decorrente da diminui¢do da B-

catenina devido a baixa demanda dessa proteina e a pouca necessidade de sua regulagao
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(Figura 7). De acordo com Carter et al. (2004), estudos de protedmica poderao aprofundar os

conhecimentos desse mecanismo de agao.
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Figura 7 — Mecanismo de agdo da Clorofilina na expressao génica do APC e B-catenina.

Em um estudo realizado com linhagens humanas HL-60 (leucemia
promielocitica), K-562 (leucemia mielogénica), MCF-7 (carcinoma de mama) ¢ linhagem

murina S-180 (sarcoma), apds 72 horas de incubagao com Clorofilina, nas concentragdes de
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25, 50, 100, 200 e 400 pug/mL a densidade das células, ou seja, o crescimento celular reduziu
de modo dose-dependente (CHIU et al., 2003).

Nesse mesmo trabalho, os autores demonstraram a diminuicao da ciclina D1
e ciclina E, por western blot e Citometria de Fluxo, respectivamente, quando células MCF-7
foram tratadas com Clorofilina na concentracdo de 200 e 400 pg/mL e incubadas por 72
horas, sugerindo assim, um possivel mecanismo molecular de controle da proliferagdo celular
(CHIU et al., 2003). A diminuicdo da expressdo da ciclina D1 neste trabalho pode ser
decorrente da diminui¢ao da expressdo da B-catenina, como foi observado no nosso estudo.

A reducdo da proliferacdo e da viabilidade celular em altas concentracdes
pode estar relacionada ndo apenas com o efeito citotdxico ou citostatico sobre as células ou
seu material genético, mas também com a indu¢do de apoptose. Diaz et al. (2003) relataram
em seus estudos que a Clorofilina nas concentragdes de 62,5; 125; 250 ¢ 500 uM (45-360
ug/mL) elevaram a apoptose em linhagens de cancer de célon HTC116, através de
observagoes morfologicas e do aumento da expressao a nivel de proteina da caspase-8, mas
ndo da caspase-9, sugerindo assim, que nesse tipo celular a via de apoptose estimulada ¢ a
extrinseca.

Chiu et al. (2005) também avaliaram a Clorofilina nas concentragdes de 200
e 400 pg/mL, quanto a seu potencial indutor de apoptose, em células de cancer de mama
MCF-7. Os resultados encontrados, mostraram que somente a maior concentragdo (400
ug/mL) induziu o aumento da apoptose nos tempos de 24, 48 ¢ 72 horas. Esse mesmo
trabalho também constata o efeito antiproliferativo através da deplecao da ciclina-D1,
proteina envolvida no ciclo celular, pela Clorofilina, na maior concentracao.

No presente estudo, foram analisadas as concentragdes de 100 e 500 pg/mL
através da analise morfologica em microscopia de fluorescéncia e através da andlise da
expressdo génica das caspases-8 e -9. Os resultados experimentais obtidos neste trabalho,
demonstraram que nenhuma das concentragdes estudas induziram apoptose, seja através da
analise nas mudancas morfologicas das células como condensagdo da cromatina, formagao de
corpos apoptoticos, fragmentagdo do DNA nuclear ou através do aumento da expressdo dos
genes das caspases. Essas variagdes de resultados obtidos nos estudo apresentados podem ser
justificados pelo uso de diferentes linhagens celulares, mostrando que os diferentes tecidos e
orgados nao respondem do mesmo modo ao tratamento com a Clorofilina e que alguns tipos de

cancer sdo mais resistentes a morte celular por apoptose.
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Através desses resultados, podemos sugerir que a detecgdo da citotoxicidade
pelo ensaio do MTT nao se deve pela morte celular, mas sim pela diminuicao da proliferacao
celular (efeito citostatico), confirmado pelos demais ensaios.

Concluimos com esse trabalho, que a Clorofilina nas concentragdes
estudadas possuem efeito inibitério da proliferagdo em células HT29 e um possivel
mecanismo de acdo para esse fato ¢ a diminuicdo da expressdo do gene da [-catenina.
Também concluimos que a Clorofilina, no tempo de 24 horas, ndo induz apoptose nessa
linhagem celular, ou seja, possui efeito citostatico ao invés de efeito citocida. Portanto, mais
estudos s30 necessarios sobre os mecanismos envolvidos e as possiveis aplicagdes quanto ao

potencial terap€utico da Clorofilina em relacdo ao cancer.
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