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RESUMO GRAFICO: Agao do Acido Ursdlico em esferoides tumorais de HepG2/C3A
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RESUMO
A procura por compostos naturais e de fontes vegetais, como os fitoquimicos, que
apresentem propriedades farmacolégicas importantes tem se tornado alvo de estudos
para a produgéo de novos farmacos. Como exemplo tem-se o acido ursélico (AU), um
triterpendide pentaciclico de acdo promissora, com potenciais antiproliferativos,
extraido da casca e folhas de plantas como as macieiras. Diante disso, este trabalho
analisou os efeitos antiproliferativos e os mecanismos de agcdo do AU em cultura 3D
de células HepG2/C3A (hepatocarcinoma humano), através da formagdo de
esferoides tumorais. As avaliagdes foram realizadas de acordo com a citotoxicidade
do AU, pelo ensaio de resazurina em sistema 2D. A partir desses dados, avaliamos a
sua influéncia sobre o volume médio esferoidal, sua indu¢do de alteragdes no ciclo
celular e morte celular, por meio da citometria de fluxo, a sua genotoxicidade, vista
pelo ensaio cometa, e a influéncia na expressdo de mRNA de genes relacionados a
ciclo e morte celular. A analise estatistica foi feita através de ANOVA-one way com
post-hoc de Dunnett e ANOVA-two way com post-hoc de Tukey. Os dados mostraram
que em 24 horas de tratamento o AU é citotdxico nas concentracdes de 100 uM e de
150 uM; atenua o crescimento dos esferoides, sendo o volume dos tratados menores
que os do grupo controle; induz morte celular nas concentragées de 50 uM e 100 uM;
€ genotoxico; e induz super expressao dos genes GADD45A (8,8x), MTOR (2,38x) e
inibicdo de CDKN1A (2x). Conclui-se que o AU possui ag¢des antiproliferativas,
promovendo alteragdes na expressao de genes associados ao controle de ciclo celular
e dano de DNA, tendo este trabalho contribuido para o entendimento sobre o modo

de acao desse fitoquimico para seu propdsito terapéutico.

Palavras-chave: Esferoides tumorais. Citotoxicidade. Genotoxicidade.



TERKELLI DE ASSIS, Maria Claudia. Evaluation of the Antiproliferative Effect and
Mechanisms of Action of Ursolic Acid in 3D Culture of HepG2/C3A Cells. 2024.
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ABSTRACT

The search for natural compounds from plant sources, such as phytochemicals, with
important pharmacological properties has become a focus of studies for the
development of new drugs. One example is ursolic acid (UA), a promising pentacyclic
triterpenoid with potential antiproliferative effects, extracted from the bark and leaves
of plants like apple trees. Considering this, this study analyzed the antiproliferative
effects and mechanisms of action of UA on 3D cultures of HepG2/C3A cells (human
hepatocellular carcinoma), using tumor spheroid formation. Evaluations were
conducted based on UA cytotoxicity using the resazurin assay in a 2D system. Using
this data, we assessed its influence on spheroid volume, its induction of cell cycle
alterations and cell death via flow cytometry, its genotoxicity observed through the
comet assay, and its influence on mMRNA expression of genes related to cell cycle and
cell death. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA with Dunnett's
post hoc test and two-way ANOVA with Tukey's post hoc test. The results showed that
after 24 hours of treatment, UA was cytotoxic at concentrations of 100 uM and 150 uM;
it attenuated spheroid growth, with treated volumes smaller than those of the control
group; induced cell death at concentrations of 50 uM and 100 pM; exhibited
genotoxicity; and induced overexpression of genes GADD45A (8.8x) and MTOR
(2.38x) while inhibiting CDKN1A (2x). It was concluded that UA possesses
antiproliferative actions, causing changes in gene expression associated with cell cycle
control and DNA damage, contributing to understanding the mode of action of this
phytochemical for therapeutic purposes.

Keywords: Tumor spheroids. Cytotoxicity. Genotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Durante a terapia do cancer, uma das problematicas que se relacionam aos
quimioterapicos convencionais é a resisténcia adquirida por esses medicamentos.
Essa resisténcia € dada quando as células cancerosas, inicialmente sensiveis a uma
determinada substancia, ndo respondem de maneira eficiente a ela, o que acaba
comprometendo a efetividade do tratamento. Com isso, aumenta-se o interesse pela
busca de novos farmacos que apresentem propriedades terapéuticas e que possam
ser utilizados como uma alternativa. Como exemplo, tem-se os fitoquimicos,
compostos naturais derivados de fontes vegetais.

Os fitoquimicos sao metabdlitos secundarios, ou seja, sdo substancias que nao
atuam sobre as fung¢des primarias do vegetal, como o crescimento e a reprodugéo,
mas que estéo relacionados a protegcdo desses organismos contrafatores externos,
como a predacdo. Além disso, sdo substancias bastante notaveis, pois apresentam
propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e antitumorais.

O acido ursdlico (AU) é um fitoquimico classificado como um triterpenoide
pentaciclico que tem como sua unidade funcional o isopreno, o que confere ao
composto uma baixa solubilidade em agua, estando presente nas estruturas externas
da planta, como as folhas e as cascas dos frutos. Esse fitoquimico apresenta
propriedades terapéuticas, sendo mais seletivos as células cancerosas.

Um fator determinante para a compreensao dos mecanismos de acdo desses
compostos € a escolha de modelos in vitro que se assemelhem as condicdes
biolégicas. Para a analise de respostas em células cancerosa, a formacao de
esferoides tumorais, através da cultura celular tridimensional (3D), acaba sendo uma
boa alternativa, considerando que esse modelo promove condigdes mais realistas ao
microambiente tumoral. Dentre estas estdo a comunicacdo celular, que ocorre de
forma multidirecional junto a formagao da matriz extracelular e o desenvolvimento de
um gradiente de dissipacao de nutrientes e O2 que resulta em uma heterogeneidade
celular.

Embora existam muitos trabalhos que explorem os mecanismos de agao do
AU, estes acabam restringindo-se apenas a cultura bidirecional (2D) e as respostas
inferidas através dessa metodologia acabam sendo bastante limitadas. Sendo assim,

este trabalho buscou promover maiores elucidagdes sobre os mecanismos de agao
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desse composto, através da elaboragao de esferoides tumorais, considerando que ha

uma auséncia de trabalhos que os explorem através da cultura 3D.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer

Na atualidade, o cancer é tido como uma das principais causas de morte no
mundo. Sabendo disso, estima-se o aumento no numero de casos e mortes de
individuos acometidos por essa doencga esteja associado ao aumento da populagao,
ao seu envelhecimento e a forma como estas pessoas desenvolvem um estilo de vida
(TORRE et al., 2016). Uma das problematicas que se relaciona a essa doenga é que,
embora realizar classificagdo dos tipos de céncer seja algo simples, mensurar a
origem da heterogeneidade dos tumores torna-se algo complexo (GILBERTSON,
2011).

Estudos desenvolvidos nas ultimas décadas concluiram que células
cancerosas sao "células remodeladas" que possuem diversas mutagdes genéticas e
epigenéticas, o que confere a estas a capacidade de auto renovagao e proliferagéo,
favorecendo o desenvolvimento de tumores (YIN et al. 2021). Durante a divisdo
celular, as células estdo suscetiveis a erros que, quando nao reparados, se
consolidam em mutacdes ao serem repassados para as células-filhas. Em relagao a
carcinogénese, € necessario que haja mais de uma mutagéo critica, tendo um namero
estimado de 3 a 7 mutagdes que superem o reparo ao DNA, a apoptose, e acabem
conferindo o desenvolvimento de atividades excessivas, como a proliferagao
desordenada (GRAHAM; SOTTORIVA, 2017; YIN et al., 2021).

Outra problematica no cancer € a resisténcia aos medicamentos utilizados para
o tratamento, que pode ocorrer de forma inicial ou apds varias sessbes de
administracdo. Quando ha uma proliferacdo desordenada de células, ocorre um
comprometimento na distribuicdo de nutrientes e oxigénio entre as células de um
tecido, devido ao distanciamento de vasos, 0 que acaba promovendo uma série de
consequéncias. Dentre essas esta o favorecimento da heterogeneidade do tumor,
gerando regides de hipdxia e a acidificagdo do microambiente tumoral (SECOMB et
al., 1993; NUNES et al., 2019). Somado a isso, tem-se também a dificuldade que um
composto em atingir de forma uniforme todas as células de um tumor soélido e, caso
nao haja essa uniformidade, as células que sao passiveis de regeneragdo, como as

células estaminais tumorais e clonogénicas, acabam comprometendo a eficiéncia de
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um medicamento durante o tratamento. (MINCHINTON; TANNOCK, 2006). Para isso,
eleva-se o interesse sobre modelos de experimentacao in vitro que se assemelhem
as condi¢cdes biolégicas de um microambiente tumoral, visando um melhor

desempenho para a busca por tratamentos mais efetivos.

2.2 Fitoquimicos

Ao longo do desenvolvimento humano a fitoterapia, a utilizagdo de plantas para
o tratamento de doencas, se manteve como um dos principais métodos terapéuticos
(CZELUSNIAK et al., 2012). Atualmente, a compreensao do potencial de acédo de
agentes naturais, como os fitoquimicos, se torna importante, considerando o seu
desempenho em multiplos alvos. Em células cancerosas, substancias com essa
multiplicidade de efeitos podem atuar em diversas vias de sinalizagao, o que contribui
para o aumento da eficacia dos tratamentos (KUMAR et al., 2018; NIWA et al., 2022).

Os fitoquimicos sado compostos organicos classificados como metabdlitos
secundarios, pois nado estdo associados ao crescimento, desenvolvimento e
reproducao das plantas (MARTEL et al., 2019). Sao substancias direcionadas para
promover a protecao desses vegetais e podem ser extraidas a partir de diversas
estruturas (KUMAR et al., 2023), como os frutos, as sementes e a raizes, tendo a
possibilidade de atuar na redugcdo dos riscos de ocorréncia de varias doencgas
(FERREIRA e ABREU, 2007). Ha mais de 5 mil compostos identificados, sendo a sua
classificagao feita de acordo com as suas propriedades funcionais e estruturais
(RATHAUR e SR, 2019).

Os fitoquimicos atuam em diversas fases do metabolismo, interferindo direta
ou indiretamente na prevengao do cancer, promovendo a redu¢éo na proliferacéo de
células cancerosas (GAROFOLO et al., 2004). J4 em relagdo aos tratamentos
convencionais dessa doencga, muitos fitoquimicos podem ser mais eficazes e
econdmicos (JAIN et al., 2021).

2.3 Acido Ursdlico
O acido ursolico (AU) € um fitoquimico pertencente a classe dos terpenoides,

compostos cuja unidade estrutural é dada a partir do isopreno, uma cadeia de cinco
carbonos (RATHAUR e SR, 2019). Esse fitoquimico é do tipo triterpendide
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pentaciclico (TP) e a sua férmula quimica é tida como C30H4s03, como mostra a Figura
1, tendo um ponto de fusao entre 283-285°C (MLALA et al., 2019).

Figura 1 — Estrutura quimica do &cido ursdlico.

Fonte: Pubchem, 2024.

Os TPs podem ser divididos em trés classes de bioativos importantes, sendo
eles: lupano, oleanano e ursano (JC FURTADO et al., 2017). A ocorréncia do AU é
dada principalmente em estruturas superficiais das plantas como as cascas e as ceras
de folhas e frutos (JAGER et al., 2009), podendo ser isolado de diversas plantas,
principalmente as que pertencem a familia Lamiaceae, como o alecrim, manjerona,
lavanda, orégano e tomilho, em frutas, como na casca da macga, e flores (SEO et. al.,
2018).

Figura 2 — Estrutura quimica das trés classes dos triterpendides pentaciclicos.

H,C  CHy

Lupano Oleanano Ursano

Fonte: Adaptado de JANGER et al., 2009.
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O grande atrativo pelo grupo em que se insere o AU esta associado aos seus
efeitos promissores, tais como as atividades anticarcinogénicas, anti-inflamatorias,
antioxidantes, antivirais e antimicrobiana (KHWAZA; OYEDEJI; ADERIBIGBE, 2020).
E visto também na literatura que compostos dessa classe atuam como agentes
multialvos, modulando multiplos alvos e vias de sinalizagbes relacionadas a

sobrevivéncia, progresséo e resisténcia do cancer (SALVADOR et al., 2017).

Figura 3 — Propriedades do acido ursdlico.

Atividades do
Acido Ursélico

Antioxidante
Antibacteriano
Antiviral
Anti-inflamatério
Anti-hipertensivo
Hepatoprotetor
Antialérgico
Anti-Ulcera
Antitumoral
Imunomodulador
Hipoglicemico
Quimiopreventivo
Anti-hiperlipidémico
Cardioprotetor
Analgésico

Fonte: Adaptado de LOPEZ-HORTAS et al., 2018.

No entanto, em relagéo as propriedades quimicas do AU, tem-se como aspecto
negativo a sua baixa solubilidade em agua, contraria a uma alta solubilidade em
hidroxido de sédio alcodlico e em acido acético glacial (MLALA et al., 2019). Sabendo
que a solubilidade € um fator importante para a eficiéncia da biodisponibilidade de um
composto natural, cresce o interesse pela formulacéo de derivados do AU que tenham

uma maior disponibilidade, mantendo a sua acéao terapéutica (CHEN et al., 2015).

2.4 Cultura Celular

2.4.1 Cultura bidimensional (2D)
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A experimentagao baseada na cultura de células tem se tornado um pilar para
a compreensao sobre a acdes de novos medicamentos e compostos, em uma
tentativa de promover a reducéo dos testes em animais (EDMONDSON et al., 2014).
Criada em 1943 por Earle, a cultura celular em monocamada, também conhecida por
cultura bidimensional (2D), se tornou o método mais tradicional para o cultivo de
células, sendo um processo relativamente simples e de grandes contribuigbes para,
por exemplo, estudar o potencial proliferativo e a diferenciacdo de células corporais
(SHEN et al., 2021). Embora hoje esse modelo experimental ainda tenha um imenso
valor para o conhecimento de diversos mecanismo da biologia celular, ha algumas
limitacdes.

As respostas fisiologicas inferidas através da cultura 2D sdo muito restritas
(BAUER et al., 2022), pois acabam apresentando uma dificuldade em mimetizar a
complexidade do microambiente biolégico do corpo humano, podendo haver
discrepancias entre os resultados obtidos (SHEN et al., 2021). Considerando os
tumores sélidos in vivo, a interagdo bidimensional € incapaz de simular as suas
condigdes fisiologicas e a resisténcia terapéutica (NUNES et al., 2019), encontrada
durante os tratamentos. Consequentemente, acaba-se tendo a progressdo de
medicamentos ineficientes, com uma ineficacia clinica e/ou toxicidades indesejadas,
para os estudos in vivo e testes pré-clinicos (BRESLIN e O'DRISCOLL, 2013).
Considerando isso, buscando a redugédo dos custos investidos em compostos
inviaveis, o ideal seria que a rejeigao dessas substancias ocorra o quanto antes,

preferencialmente antes dos testes em animais (EDMONDSON et al., 2014).

2.4.1.1 Cultura tridimensional (3D)

Para uma situagao mais préxima ao microambiente tumoral, sugere-se entao a
formacao de sistemas de cultura celular tridimensional (3D), como os esferoides
tumorais, que em relagdo ao 2D, se assemelham de modo mais realista ao
microambiente biolégico real e ao in vivo, considerando o comportamento e as
respostas celulares (EDMONDSON et al., 2014).

Esses esferoides podem ser classificados como homotipicos, quando formados
por um unico tipo de célula (monocultura), ou heterotipicos, quando formados por
células tumorais e estromais (cocultura) (COSTA et al., 2016). A partir disso tem-se

também a evolucido dos modelos de cultura 3D, que visam promover a diferenciagcao
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celular, buscando a formacgao de estruturas tridimensionais com fung¢des organotipicas
ainda mais similares ao in vivo (HAYDEN e HARBELL, 2021).

A mimetizacdo trazida pelo 3D & dada por fatores como: a interagdo célula-
célula que € mais reforgada e os receptores e as proteinas de adesao se distribuem
homogeneamente por toda a superficie de membrana, diferente do 2D em que essa
interacao € polarizada devido a distribuicdo dessas proteinas que se concentram na
superficie ventral da célula, onde ha contato com a superficie do frasco de cultura
(KNIGHT e PRZYBORSKI, 2015), e pela formagdo da matriz extracelular (MEC).
Assim como nos tumores soélidos nos ensaios in vivo, as células que compdem o0s
esferoides tumorais sao capazes de depositar proteinas que constituem essa MEC
como, por exemplo, o colageno e os proteoglicanos (COSTA et al., 2016).

Considerando sua acao de suporte estrutural, em tumores a funcionalidade da
MEC ocorre de forma anormal, tendo um aumento na deposi¢ao das proteinas que as
constituem e, somado a interacao célula-célula, aumenta-se a densidade dos tumores,
criando uma barreira fisica que acaba limitando a difusdo de substancias, nutrientes
e oxigénio (NUNES et al., 2019), gerando um gradiente de difusdo junto ao acumulo
de residuos metabdlicos e alteracdes no perfil de proliferagao das células (MEHTA et
al., 2012).

Essas limitagdes acabam promovendo uma heterogeneidade entre as células
de um esferoide tumoral homotipico, que encontram-se em diferentes estagios
fenotipicos, funcionais e metabdlicos (ZANONI et al., 2020). Sendo assim, em um
esferoide é possivel encontrar, na regiao mais externa células com alta capacidade
de proliferagao, na regiao intermediaria células quiescentes e na regido central células
em necrose (MEHTA et al., 2012), formando o centro necrético.

As células que estao na superficie do esferoide possuem uma maior interagéo
com oxigénio e nutrientes, o que justifica o seu alto nivel proliferativo, e a medida em
que essa estrutura cresce, a difusdo dessas substancias se torna mais dificil. Essa
dificuldade ocorre devido ao aumento da distancia de difusdo, o que inviabiliza a
chegada do oxigénio na regido central, promovendo a hipdxia, o que acaba
influenciando no metabolismo das células (NUNES et al., 2019).

Em condicbes de hipdxia, as células acabam promovendo alteracbes em seu
metabolismo, se desenvolvendo por meio da glicélise anaerdbica, na qual ha a
conversao do piruvato em lactato (WARBURG; WIND; NEGELEIN, 1927). O acumulo

do lactato torna o pH interno e externo do esferoide acido, o que influencia na
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resisténcia da dissipagdo intracelular de algumas substancias utilizadas no
tratamento, modificando a sua distribuicdo (WOJTKOWIAK et al., 2011; ZANONI et
al., 2020). A eficiéncia da difus&o passiva de moléculas pela membrana celular é dada
por sua forma ndo carregada, assim em condi¢cdes de baixo pH elas acabam sendo

protonadas, diminuindo a sua absorcdo (TREDAN et al., 2007).

Figura 4 — Diferenga de respiracao celular entre as células heterogéneas de um tumor homotipico.
Durante a glicélise anaerdbica, as células convertem o piruvato em lactado. Em contrapartida, durante
a glicolise aerdbica, o lactato é convertido em piruvato para dar continuidade a fosforilagdo oxidativa.
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Fonte: Adaptado de NUNES et al., 2019

2.5 Celulas HepG2/C3A.

As células de hepatocarcinoma humano, a HepG2 e suas derivagdes, como a
HepG2/C3A, s&o sugeridas para analises toxicologicas, em razdo das suas
propriedades metabdlicas (NIWA et al. 2022). A derivagdo HepG2/C3A tem como
caracteristica o seu crescimento inibido por contato, o seu potencial de
desenvolvimento em meio de cultura de baixa glicose, uma alta produg¢ao de albumina
e a sintese de alfafetoproteina e transferrinas (GASKELL et al., 2016). Essa linhagem
se assemelha as células primarias do figado devido as suas fungdes, como a agéo do
citocromo P450, proteina responsavel por catalisar a biotransformacdo de
xenobidticos, a gliconeogénese e a sintese de glicogénio e ureia (ORELLANA et al.,
2004; MOSSOBA et al., 2018).

Modelos 3D a partir da cultura celular de hepatocarcinoma humano expde
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condi¢des ainda mais especificas do figado como, por exemplo, as vias enzimaticas
metabdlicas e a morfologia celular, junto as suas propriedades bioquimicas, que se
assemelham ao tecido in vivo (STAMPAR, et al., 2021).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Avaliar o efeito antiproliferativo e os mecanismos de agao do acido ursolico em

esferoides tumorais de linhagem celular de hepatocarcinoma humano, HepG2/C3A.

3.2 Objetivos Especificos

Determinar o I1Cso, concentragao inibitéria média, do acido ursélico através do
ensaio de citotoxicidade com resazurina em cultura celular 2D (monocamada);

Avaliar a agao do acido ursolico sobre o volume médio dos esferoides tumorais
através dos softwares AnaSP e ReViSP;

Avaliar a acao do acido ursdlico sobre o ciclo celular e a inducdo de morte
celular através da citometria de fluxo;

Avaliar a genotoxicidade do acido ursélico através do ensaio cometa;

Avaliar a agao do acido ursolico na expressao de mRNA de genes associados
a apoptose, controle do ciclo celular, danos no DNA, estresse de reticulo, autofagia e

aos de regulagao de transcricédo através da RT-qPCR.



23

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Agentes Quimicos

O acido ursolico (AU), acido-3B-hidroxi-12-urseno-28-ico, CAS 77-52-1,
C30H4803, PM=456,70 g.mol', foi adquirido da Sigma-Aldrich-Brasil. Fez-se uma
solucao estoque do AU, dissolvendo-o em DMSO na concentragao final de 100mM e
o mantendo a -20°C. Ja para os ensaios experimentais a doxorrubicina (DOX, 2 yM)
e a camptotecina (CAMPTO, 20 uM) foram utilizadas como controle positivo. O grupo
controle de veiculo foi preparado com 0,15% de DMSO, sendo esse valor
correspondente a concentracdo de DMSO presente na maior concentracao testada
do AU.

4.2 Linhagem celular e Condig¢des de cultura

A linhagem celular de hepatocarcinoma humano (HepG2/C3A), livre de
micoplasma, foi adquirida no Banco de Células do Rio de Janeiro. As células foram
cultivadas em frascos de cultura de 25 cm? contendo meio DMEM de baixa glicose
(Gibco, lote n° 1860611), suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco,
cod: 12657029) e 1% de antibidtico/antimicético (Gibco, cod: 152540-062), sendo
mantidas em uma atmosfera controlada, em uma estufa umida, estufa umida com 5%

de injegcao de CO2 em temperatura de 37°C.

4.3 Ensaio de Citotoxicidade

A definicado do IC50 foi realizada através do ensaio de resazurina em cultura
2D e s6 entao deu-se a continuidade aos demais experimentos em cultura 3D, sendo
as concentracoes testadas do AU estimadas a partir da analise de viabilidade. Para o
ensaio de citotoxicidade utilizou-se o corante Resazurina, o que possibilitou a
avaliacdo citotoxica do AU nas células, ou seja, a viabilidade celular. Em células

viaveis, o corante resazurina é reduzido a resorufina, uma molécula fluorescente, o
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que permite a sua interpretacido através de dados de espectrofotometria. As células
foram semeadas em uma placa de 96 pogos em uma concentragdo de 1,5x10*
células/pogo em um volume de 100 pL de meio DMEM com SBF. Em seguida, a placa
foi levada para a estufa por um periodo de 24 h para garantir o processo de
estabilizacdo. Apos isso, foi acrescentado nos pocgos as solugdes de tratamento com
o AU (6,25-150 uM) e o controle positivo (DOX, 2 yM), diluidos em meio de cultura,
por 24 h, atingindo um volume final de 200 pL/pogo. Logo apds esse periodo de
tratamento as células foram incubadas com a resazurina a 60 yM, por mais 2 h. Com
a adicao do corante, a placa foi mantida na estufa de cultura até o momento de sua
leitura no espectrofotdbmetro Glomax® (520 nm de excitagdo e 580-640 nm de
emissao). A viabilidade celular foi estimada através da equagéo representada abaixo
pela Equagao 1, em que o valor da fluorescéncia é representado por A. O calculo de

IC50 foi obtido através do calculo de regressao nao linear.
Equacgéao 1 — Caélculo de viabilidade celular.

ATRATAMENTO - ABRANCO

% viabilidade = x 100

ACONTROLE - ABRANCO

4.4 Ensaio de Cultura 3D

A técnica para a formacao dos esferoides foi a de sobreposicao liquida
descrita por Yuhas et al. (1997), que se baseia no crescimento celular tumoral em um
meio liquido sobre uma superficie ndo aderente de agarose. Foi adicionado em placas
de 96 pocgos 50 uL/pogo de uma solugao estéril de agarose — baixo ponto de fusao
(1,5%) dissolvida em meio de cultura DMEM de baixa glicose sem SBF, como descrito
na metodologia de Friedrich et al., (2009). Foram semeadas 2,0x10% células em
150uL/pogo de meio de cultura. Logo apds, as placas foram centrifugadas a 1000
rom/5 min e mantidas na estufa por 7 dias, caracterizando o periodo de esferoidizacao.
O numero de células e periodo de esferoidizagcao foram estabelecidos previamente
em um estudo piloto. Apds a formagao dos esferoides, estes foram tratados com as
concentracbes de AU em 50, 100 e 150 uM, determinadas pelo ensaio de
citotoxicidade, para as avaliacbes de volume, ciclo celular e morte por citometria de
fluxo, dano no DNA pelo ensaio do cometa, marcadores fluorescentes e expressao de
mRNA.
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4.5 Ensaio de Volume

O volume dos esferoides foi avaliado apds os tratamentos com 50, 100 e
150 uM de AU. Para a captura de imagens, fez-se o uso do microscopio EVOS® FL
Auto Cell Imaging System (Thermo Fisher) com magnificacdo de 100 vezes. Os
registros foram realizados nos tempos de 0, 24, 48 e 72 h de tratamento. A avaliagao
do volume foi realizada no software especializado AnaSP e ReViSP (PICCININI, 2015;
PICCININI et al., 2015). O experimento ocorreu a partir de 3 repeticdes experimentais,
utilizando 2 esferoides por cada replicata, totalizando 6 esferoides por cada um dos

tratamentos.

4.6 Ciclo celular e morte por Citometria de Fluxo

Para o ensaio de ciclo e morte celular, os esferoides foram tratados em 3
concentragdes do AU (50, 100 e 150 pM), com a camptotecina 20 yM e com o DMSO,
como controle, a 0,15% por um periodo de 24 h. O experimento foi realizado em duas
repeticbes experimentais, em que para cada uma das replicatas utilizou-se 4
esferoides (pool), totalizando 8 esferoides por tratamento. Apds o periodo de
tratamento, o pool de esferoides passou por processamento, adicionando 150 pL de
accutase/amostra. As amostras foram entdo levadas ao agitador a 1400 rpm por 10
min. Em seguida foram homogeneizadas com micropipetas, tendo por objetivo a
obtencao de células unicas. Logo apos as células foram ressuspendidas em 150 pL
de PBS. Para a avaliacao do ciclo celular, foi adicionado 100 pyL de Citrato/Triton, a
0,1%, junto a 5 uL de lodeto de Propidio em 100 pL de suspenséo celular, para assim
se analisar 10.000 eventos/amostra. Ja para a avaliacdo de morte celular, foi utilizado
o FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I, da BD Pharmingen, adicionando também
10 uL de tampao (10X Annexin V Binding Buffer), 90 uL de agua destilada ultrapura
(Invitrogen), 2 pyL de lodeto de Propidio (Pl) e 2 yL de Anexina V em 100 pL de
ressuspensao celular, para pér fim analisar 2.000 eventos/amostra. A analise foi
realizada em citbmetro de fluxo Guava easyCyte™ (Merck Millipore), com a utilizagao

do software Cycle cell para o ciclo celular e InCyte para a apoptose.
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4.7 Ensaio Cometa

Para o ensaio cometa, os esferoides foram tratados com as 3 concentragdes
de AU (50, 100 e 150 uM), Doxorrubicina a 2 uM e, para o controle, 0,15% de DMSO.
O experimento ocorreu em trés repeticdes experimentais, sendo utilizado entdao 5
esferoides/replicata. Apds 24 h de tratamento, os esferoides, transferidos para
microtubos, foram processados iniciando por centrifugagdo (6000 rpm, 15s) para a
retirada do sobrenadante de meio de cultura. Apds isso, foi adicionado 100 yL de
accutase/amostra e estas foram levadas para o agitador a 1400 rpm por 10 min, a
37°C. Em seguida, a suspenséao celular foi muito bem homogeneizada, a fim de se
obter células unicas, e logo apos as amostras foram levadas para microcentrifuga
15000 rpm, para a sedimentacao, em um spin de 20s. Com isso, apos a remoc¢ao do
sobrenadante, foi adicionado 150 pL de PBS, realizando novamente a
homogeneizagdo, ressuspendendo as células. Em microtubos de 500 pL, foi
adicionado 40 yL da amostra em 120 yL de agarose com baixo ponto de fuséo (0,8%),
realizando em seguida uma rapida homogeneizagdo para dispor, em laminas
previamente gelatinizadas com agarose a 1,5%. Logo apds, foi adicionado as
laminulas em cada uma das laminas, agora com as amostras, e estas foram resfriadas
a 4°C por 20 min. As células foram adicionadas em solugéo de lise (NaCl 2,25 M,
EDTA 90 mM, Tris-HCI 9 mM, DMSO 10% e TritonX-100 1%) por pelo menos 60 min
a 4°C e foram submetidas a condi¢gdes alcalinas, em uma solugdo tampéao de
eletroforese (NaOH 300mM, pH>13) por 20 min no escuro. Apds isso a eletroforese
foi realizada em um pH 13, a 25V, 300 mA por 20 min, seguido da neutralizagéo (0,4M
Tris, pH 7.5), fixadas com etanol absoluto (PA) e armazenadas a 4°C até a coloragéo.
Para analise utilizou-se 100 pL de solug&o contendo brometo de etideo (2 pg/mL) e
em cada lamina foram avaliados 100 nucleoides/tratamento através de
fotomicrografias obtidas pelo microscépio EVOS® FL Auto Cell Imaging System
(Thermo Fisher) com 200x de magnificagcao. A analise foi feita de forma visual, como
na Figura 6, de acordo com a classificacdo 0 a 4 em relagado ao comprimento de cauda

demonstrado por Collins et al., 2008. O calculo do indice de dano foi realizado como
ilustrado na Equacédo 2, em que N¢cq, Nee » Necz € Nec  S@0, respectivamente,

numero de cometas de classe 1, classe 2, classe 3 e classe 4.
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Equacgao 2 — Calculo de indice de dano no DNA.

Indice de dano = [(n¢c ) + 2 X (ngcz) + 3 X (ees) + 4 X (Neca)]

Figura 5 — Classificacdo dos cometas de acordo com o comprimento da cauda.

Fonte: COLLINS et al., 2008.

4.8 RT-gPCR

Para avaliagao da expressao de mRNA, em 24 h foi utilizado um pool de 32
esferoides de cada tratamento, ocorrendo apenas em uma repeticao experimental. Ja
para a expressao em 72 h utilizou-se um pool de 12 esferoides/grupo para a extragao
de mRNA, sendo esse ensaio realizado em trés repeti¢gdes experimentais. O mini kit
RNeasy (Qiagen, USA) foi utilizado para o isolamento do RNA total de acordo com as
recomendagdes do fabricante. A avaliagao da integridade do RNA ocorreu por meio
de eletroforese em gel de agarose (1%) e as concentragdes e a pureza (A260/A280)
foram verificadas no Biodrop pLite (Biochrom, USA). A sintese do cDNA foi realizada
em tubo de reacado contendo 500 ng do RNA em 12,4 mL de H20 DEPC, 1 pL de
Oligo dT (10 pmol/mL, Invitrogen — Life Technologies) e 2 yL de dNTPs (2,5 mM,
Invitrogen — Life Technologies). Essa solugao permaneceu por 15 min a temperatura
de 60 °C e, logo apés, foi inserida em gelo para choque térmico. Apds isso foi
adicionado aos tubos de reacao 4 uL de 5x First Strand Buffer (250 mM Tris-HCL (pH
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8,3), 375 mM KCl e 15 mM MgCI2, Invitrogen — Life Technologies), 0,1 uL de RNA out
e 0,5 pL da enzima transcriptase reversa (M-MLV, Invitrogen — Life Technologies), os
quais foram mantidos a 37°C por 2 min, 50°C por 45 min e 70°C por 15 min. O
termociclador T100TM Thermal Cycler BIO-RAD foi utilizado para sintese do cDNA.
Essa sintese foi realizada em triplicatas e seus produtos foram incorporados para
formacao de uma unica amostra. A quantificacido do cDNA foi realizada e a verificagao
da sua pureza (A260/A280) ocorreu através do Biodrop pLite (Biochrom). A diluigdo
do cDNA em uma proporgéo de 1:5 em 24 h e 1:10 em 72 h (cDNA/ H20 DEPC), a
qual foi utilizada para qRT-PCR.

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas no termociclador Roche
— LightCycler® Nano nas condi¢des de 95°C por 5 min e 35 ciclos de 95°C por 20 s,
60°C por 30 s e 72°C por 30 s. Para a solugao de reacdo da PCR em tempo real foi
utilizado 5 pL de PowerTrack™ SYBR Green Master Mix para qPCR (Thermo Fisher
cat. No. A46012), 0,5 pL de cada primer iniciador (forward e reverse) e 5 pyL da solugéo
de cDNA. Foram avaliados genes associados a apoptose, o CASP3 (Caspase 3) e 0
BBC3 (BCL2 binding component 3); a controle do ciclo celular, o TP53 (Tumor Protein
P53), MTOR (Mechanistic Target Of Rapamycin Kinase), CDKN1A (Cyclin Dependent
Kinase Inhibitor 1A) e o TRAF2 (TNF Receptor Associated Factor 2); danos no DNA o
GADD45A (Growth Arrest and DNA Damage Inducible Alpha); estresse de reticulo ,
ERN1 (Endoplasmic Reticulum To Nucleus Signaling 1); autofagia, BECNI1,
(BECLIN1); e os genes reguladores de transcrigao, NFKB1 (Nuclear Factor Kappa B
Subunit 1) e MYC (MYC Proto-Oncogene, BHLH Transcription Factor), como
representado na Figura 7. Para os genes de referéncia foram utilizados GAPDH
(Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase) e ACTB (Actin Beta).
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Figura 6 — Genes utilizados para a avaliagao da expressao relativa de mRNA.

Estresse de reticulo: ERN1

Autofagia: BECLIN1 Dano de DNA: GADD45A

Regulacao da transcricao: NFKB1 e
MYC

Apoptose: CASP3 e BBC3

Controle de ciclo
celular:
TP53, MTOR,
CDKN1A e TRAF2

Fonte: O préprio autor.

4.9 Analise Estatistica

Os dados numéricos foram submetidos ao teste Shapiro-Wilk para a
verificacdo da normalidade. Dados paramétricos dos ensaios de citotoxicidade foram
submetidos a analise de variancia (one-way ANOVA) e teste post-hoc de Dunnett.
Para o ensaio de cultura 3D, os dados foram submetidos a analise de variancia (two-
way ANOVA de medidas repetidas) e teste post-hoc Tukey de multiplas comparacoes.
Foi utilizado o software GraphPad Prism® 9.0 (GraphPad Software, Inc.) e os
resultados foram expressos como média + desvio padrao, com nivel de significancia
de 5%. Para a analise de expressao génica relativa, foi utilizado o método Pairwise
Fixed Reallocation Randomization Test inserido no programa Rest 2009 (PFAFFL et
al., 2002) e considerados como significativas as expressées com fold-change =22 e <
0,5, tendo o p-valor < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Acido Ursélico promoveu a redugao da viabilidade celular

Apdbs 24 h de tratamento, constatou-se que o AU foi citotdxico para a linhagem
HepG2/C3A nas concentragdes de 100 e 150 uM, promovendo uma reducdo em sua
viabilidade, como demonstra a Figura 7A. O IC50, calculado por regressao nao linear,
foi de 137,2 uyM. Ja as concentracbes de 6,25, 12,5, 25 e 50 yM ndo promoveram
citotoxicidade significativas. Na Figura 7A tem-se as fotomicrografias das células
HepG2/C3A apds o periodo de tratamento onde é possivel visualizar a redugcao da
viabilidade celular nos tratamentos com as concentragdes de 100 e 150 yM do AU,

corroborando com a analise estatistica.

Figura 7 — Anadlise de citotoxicidade em células HepG2/C3A apdés 24 h de tratamento com o acido
ursdlico. (A) Grafico percentual de viabilidade celular da linhagem HepG2/C3A apds 24 h de tratamento
com o AU. Para o controle e o controle positivo utilizou-se, respectivamente, DMSO a 0,15% e
doxorrubicina a 2 yM. Os dados foram apresentados por média + desvio padrao das trés replicatas
realizadas, sendo os valores estatisticamente significativos (*) os que apresentaram p-valor < 0,05. (B)
Células HepG2/C3A apds 24 h de tratamento com o AU em suas respectivas concentragdes.
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5.2 Acido Ursélico atenuou o crescimento do volume médio (mm3) dos esferoides

As analises do volume médio esferoidal (mm?) foram realizadas sob as mudancgas
observadas apos 24, 48 e 72 h de tratamento com o AU em relagéo ao tempo de O h
dentro do mesmo grupo (Figura 8).

No grupo controle foi observado um aumento (p < 0,05) de 25,50%, 49,15%,
75,78%, respectivamente aos tempos de 24, 48 e 72 h de tratamento em relagdo ao
tempo 0 h (0,0371 £ 0,0037 mm?3). Ja para os tratamentos com AU, apds 24h teve-se um
aumento de 14,05%, 10,92% e 16,20% (p < 0,05) nas concentragdes de 50 uM (0,04197
1 0,007326 mm?), 100 uM (0,04162 + 0,006380 mm?) e 150 uM (0,03722 + 0,004002
mm?), respectivamente, em relagdo ao tempo 0 h. Apds 48 h teve-se um aumento de
34,15%, 25,53% e 27,13% (p < 0,05) nas concentrag¢des de 50 uM (0,04937 + 0,008856),
100 pM (0,04710 = 0,004244 mm?3) e 150 puM (0,04072 * 0,004180 mm3),
respectivamente, em relagdo ao tempo 0 h. Por fim, em 72h de tratamento com AU
houve um aumento de 53,53%, 53,91% e 41,89% (p < 0,05) nas concentragbes de 50
pM (0,0565 £ 0,0107 mm?), 100 uM (0,0577 + 0,0054 mm?) e 150 uM (0,0454 + 0,0064
mm?), respectivamente, em relagdo ao tempo 0 h.

Comparando todos os tratamentos no tempo de 24 h, observou-se que 0s grupos
tratados em 50 uM (0,04197 + 0,007326 mm?), 100 uM (0,04162 + 0,006380 mm?) e 150
MM (0,03722 £ 0,004002 mm?) apresentaram uma redug¢ao no volume médio (p < 0,05)
em relagdo ao grupo controle (0,04660 + 0,01099 mm?) de, respectivamente, 9,94%,
10,69% e 20,12%. Em comparagéo de grupos em 48 h, observou-se que os tratamentos
de 50 uM (0,04937 + 0,008856 mm?), 100 uyM (0,04710 + 0,004244 mm?3) e 150 yM
(0,04072 + 0,004180 mm?) tiveram uma redugao no volume médio (p < 0,05) em relagéo
ao grupo controle (0,05538 = 0,01262 mm?®) de, respectivamente 10,85%, 14,95% e
26,47%. Por fim, comparando os grupos no tempo de 72 h foi observado que os grupos
tratados com AU em 50 yM (0,0565 £ 0,011 mm?), 100 uM (0,0577 + 0,0054 mm?3) e 150
MM (0,0454 + 0,0063 mm?), apresentaram volumes menores (p < 0,05) que o grupo
controle (0,0652 + 0,014 mm?3®) em, respectivamente, 13,43%, 11,52% e 30,36%
demonstrando, assim, que o AU interfere na taxa de crescimento dos esferoides.

A Figura 8A expde fotomicrografias dos esferoides tumorais no controle e sob o
tratamento com o AU a 50, 100 e 150 pM em todos os periodos de andlise. E possivel
observar que em todos os periodos os esferoides tratados com AU a 50 yM mantiveram

um comportamento semelhante ao grupo controle. No entanto, observando os
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esferoides tratados com 100 yM e 150 uM do AU, percebe-se uma redugdo no

crescimento em relagdo ao controle, sendo essa mais efetiva na maior concentragao.

Figura 8 — Acido ursélico (AU) atenua o crescimento dos esferoides tumorais. (A) Fotomicrografias
de esferoides no tempo Oh, 24h, 48h e 72h, na escala de 400 micrometros. (B) Grafico de analise do
volume médio dos esferoides de células HepG2/C3A no tempo 0 a 72 h de tratamento com o AU. Os dados
foram submetidos a analise de variancia de medidas repetidas (two- way ANOVA) e foram expressos em
média + desvio padrao, sendo estatisticamente significativos (*) os que apresentaram p-valor < 0,05. Como
controle tem-se o DMSO a 0,15%.
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5.3 Acido ursélico ndo promove alteracdo de ciclo celular em esferoides HepG2/C3A

Em 24 h de tratamento, o AU nas concentragdes de 50, 100 e 150 uyM néo
alteraram o ciclo celular das células HepG2/C3A em esferoides tumorais, como mostra

a Figura 9A.

Figura 9 - Analise de ciclo celular por citometria de fluxo. (A) Grafico percentual relativo de células
em cada uma das fases do ciclo celular (SubG1, G0/G1, S, G2/M) apds 24h de tratamento com o AU.
Os dados foram submetidos a analise de variancia (one-way ANOVA) e foram apresentados por média
+ desvio padrao, sendo estatisticamente significativos (*) os que apresentaram p-valor < 0,05. (B)
Histogramas referente a distribuicdo de células HepG2/C3A obtidas a partir dos esferoides tumorais
tratados.
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5.4 Acido ursélico promove uma leve inducdo de morte celular em esferoides de
células HepG2/C3A

Através da avaliacdo de morte celular por citometria de fluxo, verificou-se que,
apos 24 h de tratamento, o AU exerceu uma baixa indugcdo de morte celular em
esferoides tumorais de células HepG2/C3A apenas nos tratamentos com 50 e 100
MM de, respectivamente, 41,74% e 38,61%, como mostra a Figura 10A.
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Figura 10 — Analise de morte celular por citometria de fluxo. (A) Grafico do percentual relativo de
células vivas e de morte celular apds 24 h de tratamento com o AU. Os dados foram submetidos a analise
de varidncia (one-way ANOVA) e foram apresentados por média * desvio padrdo, sendo
estatisticamente significativos (*) os que apresentaram p-valor < 0,05. (B) Distribuicdo das células
HepG2/C3A obtidas a partir dos esferoides tumorais. Para o controle € o controle positivo utilizou-se,
respectivamente, o DMSO a 0,15% a camptotecina 20 uM.
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5.5 Acido ursdlico é genotéxico em esferoides HepG2/C3A

Através do ensaio cometa, constatou-se que o AU, apos 24 h de tratamento, foi
genotoxico, induzindo danos no DNA das células dos esferoides tumorais da linhagem
HepG2/C3A, tendo uma diferenga estatisticamente significativa na concentragéo de 150

MM, em relagéo ao controle, como mostra na Figura 11A.
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Figura 11 — Analise de genotoxicidade em 24 h de tratamento com acido ursélico em esferoides
tumorais de células HepG2/C3A. (A) Grafico de indice de dano, referente a cada um dos tratamentos do
AU (50, 100 e 150 uM) e os controles, sendo o controle positivo a doxorrubicina a 2 yM. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (one-way ANOVA), representados através da média aritmética e desvio
padrdo dos indices de dano, obtidos através de trés replicatas, sendo estatisticamente significativos (*) os
que apresentaram p-valor < 0,05. (B) Classificacdo dos nucleoides de acordo com o comprimento de cauda
gerado pelos fragmentos de DNA. * significativo.

(A) 200
§ *
-
o 150+ *
(&)
e T
S 1004
0 = ==
©
S s0-
o
L
0 | |
@ F & &
RO P P
& S° 0,9 0,3;
LA S
(B) Tratamentos

5.6 Acido Ursolico promove alteracdes na expressao relativa de genes em esferoides
HepG2/C3A

Apos 24 h de tratamento com o AU teve-se um aumento significativo na
expressao relativa do gene associado a controle de ciclo celular, o MTOR, de 2,38x nas
células HepG2/C3A, como demonstra a Figura 12. Nesse periodo ndo houve alteragbes
significativas na expresséo relativa dos demais genes associados a apoptose (CASP3 e
BBC3), controle de ciclo celular (TP53, CDKN1A e TRAF2), estresse de reticulo (ERN1),
autofagia (BECNT), danos no DNA (GADD45A) e genes reguladores de transcri¢cao
(NFKB1 e MYC).

Ja apdés 72 h de tratamento, teve-se um aumento significativo na expressao
relativa do gene associado a danos de DNA, o GADD45A, de 8,8x junto a uma
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diminuicao significativa na expressao relativa do gene associado ao controle de ciclo
celular, o CDKN1A, de 2x, como mostra a Figura 12. Nao houveram alteragbes
significativas na expresséo relativa dos demais genes associados a apoptose (CASP3 e
BBC3), controle de ciclo celular (TP53, MTOR e TRAF2), estresse de reticulo (ERN7),
autofagia (BECN1) e genes reguladores de transcricao (NFKB1 e MYC).

Figura 12 — Acido ursélico promove alteragdes na expressio relativa de genes em 24 e 72 h de
tratamento. Expressao relativa dos genes apds 24 h de tratamento, em que ha aumento na expressao
do gene MTOR (2,3x), e ap6s 72 h de tratamento, em que ha uma superexpressdo do gene GADD45A
(8,8x) e uma inibicdo do gene CDKN1A (2x). Os dados foram submetidos a analise Pairwise 1 Fixed
Reallocation Randomization Test., sendo estatisticamente significativos os que apresentaram valores de
fold-change 22 e < 0,5, tendo o p-valor < 0,05.
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6 DISCUSSAO

O AU tem sido estudado devido as suas propriedades antiproliferativas,
apoptoticas e antitumorais em células cancerosas (MLALA et al., 2019). Durante as
analises de citotoxicidade, foi observado que, em células de linhagem HepG2/C3A, o
AU foi citotdxico nas concentragcdes de 100 uM e 150 uM, influenciando na viabilidade
celular, tendo um IC50 calculado de 137,2 uM. Acredita-se que a aplicabilidade desse
composto se torne limitada em razdo da sua baixa solubilidade em agua, o que acaba
interferindo na sua biodisponibilidade e, consequentemente, na sua agao terapéutica
(HUANG et al., 2016). De acordo com Yuan et al. (2015), em linhagem celular A549
(adenocarcinoma pulmonar), apoés 24 h de tratamento, o AU foi citotdéxico nas
concentracdes de 50 pyM, 75 uM e 100 uM, promovendo uma redugao na viabilidade
de, respectivamente, 40%, 22% e 13%, em relagcado ao controle. Na avaliacao em 24
h na linhagem HepG2/C3A a reducgao foi para 82,79% em 100 yM e 39,12% em 150
MM. Essa variabilidade de resposta pode estar vinculada a diferenca entre as duas
linhagens celulares. As células HepG2/C3A, por serem células de metabolismo
(NIWA, et al., 2022), apresentam uma maior seletividade na metabolizagdo de
substancias, tornando-as mais tolerantes, o que pode justificar essa menor
sensibilidade ao AU em relacao as células A549.

Ja no 3D, em relacido ao volume médio esferoidal, foi observado que, apds 24,
48 e 72 h de tratamento, o AU atenuou significativamente o crescimento dos
esferoides, quando comparado ao controle, o que demonstra a sua agao
antiproliferativa. Ao avaliar o efeito da diosgenina, um fitoquimico do tipo aglicona ou
sapogenina esteroidal, em esferoides tumorais de células HepG2/C3A, foi observado
um aumento no volume dessas estruturas, o qual pode se relacionar a degradagao
celular induzida pelo tratamento (DA SILVA et al., 2022), sendo uma possivel
demonstracdo do potencial promissor dos fitoquimicos na terapia do cancer. Além
disso, Wozniak et al. (2015) relatam que o AU é capaz de promover a modulagao de
processos celulares nas células cancerosas, acionando vias que as direcionam para
a morte celular, além de suprimir rotas que estimulem a proliferacéo, crescimento e a
migragao do cancer.

Embora tenha-se observado que, apos 24 h de tratamento, o AU ndo promova
alteracdes no ciclo celular das células HepG2/C3A, segundo WENG et al. (2014), nas
células GBC-SD e SGC-996, linhagens de carcinoma de vesicula biliar, o AU

promoveu parada de ciclo celular na fase S apdés 48 h de tratamento, tendo um
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aumento na porcentagem celular da linhagem GBC-SD de 36,84% (50 uM) e 51,12%
(60 uM), em relacéo ao controle, e de 30,52% (50 uM) e 41,63% (70 uM) da linhagem
SGC-996. Essa diferenca pode estar associada ao modelo 3D onde o gradiente de
difusdo do composto € um fator de interferéncia no modo de acdo quando comparado
ao modelo 2D, no qual as células em modo plano s&o incapazes de representar uma
resisténcia terapéutica por ndo simularem as caracteristicas de tumores solidos
semelhante ao in vivo (NUNES et al., 2019).

MAHMOUDI et al. (2015), observaram através da citometria de fluxo que as
células de melanoma humano, a linhagem Me4405, apds 24 h de tratamento com AU
a 30 uM tiveram um aumento de células positivas para anexina V de 41,7%. Ja neste
trabalho viu-se, apos 24 h de tratamento, que apenas as concentragcbes de 50 uM e
100 uM induziram morte celular na linhagem HepG2/C3A de, respectivamente,
41,74% e 38,61%, contudo no controle ela foi de 33,86%. Sugere-se que a atenuagao
dessa morte se de através do método de cultura escolhido, onde o 3D apresenta uma
maior resisténcia na difusdo de substancias (NUNES et al., 2019), tornando
necessario a analise em tempos maiores para obtengao de efeitos significativos.

Demonstrado pelo ensaio do cometa, apdés 24 h de tratamento, o AU foi
genotdxico para os esferoides da linhagem HepG2/C3A na concentragédo de 150 uM.
Avaliando esse parametro em células HepG2 também por esse ensaio, Ramos et al.
(2008) observaram que, sem a indugdo de dano por t-BHP (hidroperoxido de terc -
butila), a maior concentragdo do AU utilizada para o tratamento dessas células (25
MM) n&o foi genotdxica. Em contrapartida, Lin et al., (2019) notaram que, em células
de linhagem Ca922 (carcinoma espinocelular da cavidade oral), quando tratadas por
2 h com AU nas concentracdes de 10 uM e 15 yM, apresentaram um aumento na
quebra das fitas do DNA. Através deste trabalho, o desenvolvimento de esferoides
tumorais com a linhagem HepG2/C3A se mostrou funcional para a detecgéo de danos
genotoéxicos produzidos pelo AU. A escolha celular acaba sendo um ponto crucial para
a determinagdo da genotoxicidade de um composto (KIRKLAND et al., 2007).
Sabendo disso, nos ultimos anos teve-se a incorporacdo de células derivadas de
hepatocarcinoma humano, como a HepG2, em ensaios de genotoxicidade de rotina in
vitro, devido a sua conservagao de atividades enzimaticas especificas na
metabolizagcdo de substancias genotoxicas (SHAH et al., 2018; YANG et al., 2018;
STAMPAR et al., 2021).
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Ainda que a maioria dos estudos encontrados na literatura relatem que o AU
promove a inibicao das vias do gene MTOR (OU et al., 2014; MENG et al., 2015;
SHEN et al., 2023), avaliando a expressao relativa dos genes em 24 h de tratamento
com 150 uyM do AU, observou-se um aumento significativo na expressao do gene
mTOR (2,3x). Sabe-se que esse gene € responsavel pela produgdo da proteina
mTOR, uma serina-treonina quinase, que em interagdo com outras proteinas forma
dois diferentes complexos proteicos mMTOR 1 (mTORC1) e mTOR 2 (mTORC2)
(LAPLANTE e SABATINI, 2012). O conjunto dessas proteinas esta intimamente
relacionado a regulagao da sintese proteica e lipidios, o que influencia nos fatores de
crescimento, na divisdo e na sobrevivéncia das células (WULLSCHLEGER;
LOEWITH; HALL, 2006; T BABCOCK e A QUILLIAM, 2011; OU et al., 2014). Com
isso, sugere-se que 0 aumento na expressao relativa do gene MTOR em 24 h, se da
em uma tentativa das células em sobreviver a concentragcdo do AU utilizada. No
entanto, esse aumento ndo persiste apos 72 h de tratamento com a mesma
concentracdo do AU. Durante esse periodo, o processo antitumoral se acentua, como
demonstrado através da analise de volume, em que se tem uma maior atenuagao no
crescimento dos esferoides tumorais, consolidando a importancia de estudos no
modelo 3D.

Em relacdo a expressdo relativa apés 72 h de tratamento, obteve-se um
aumento significativo na expressao do gene GADD45A (8,8x) e uma inibigdo
significativa do gene CDKN1A (2x). Este ultimo é responsavel por codificar a proteina
p21, uma pega importante para a progressao do ciclo celular entre as fases G1 e S.
De acordo com Gao et al. (2019), o GADD45A ¢ classificado como um supressor
tumoral. Salvador et.al. (2013) abordam que o0 GADD45A interage com a proteina p21,
expressa pelo gene CDKN1A, mas a forma dessa interagdo ainda é uma incognita.
Além disso, eles também demonstram que em queratindcitos o GADD45A parece
promover uma regulagao negativa na expressao do gene CDKN1A.

Embora tenha-se observado, através do ensaio cometa, que o AU foi
genotdxico as células HepG2/C3A apds 24 h de tratamento, durante a expresséo
relativa de mRNA nesse mesmo periodo, ndo se obteve um aumento significativo na
expressdo do gene GADD45A, mas sim no gene MTOR. Essa diferenga pode se
relacionar a percepg¢ao e resposta das células ao dano no DNA em que, considerando
uma tentativa de sobrevivéncia, estas acumulando dano. Assim, em 72 h de

tratamento, sob um efeito antitumoral, tem-se a necessidade dessas células em
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reparar o dano acumulado, resultando em um aumento expressivo do gene
GADD45A. Associado a isso, propde-se também que tanto a inibicdo do CDKN1A,
quanto a atenuacgdo significativa do volume dos esferoides, estdo intimamente

relacionadas a essa alta expressao e a genotoxicidade desse fitoquimico.
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7 CONCLUSAO

Considerando o que foi exposto, pode-se concluir que o trabalho promoveu
uma nova perspectiva sobre os mecanismos de ag¢ao do acido ursoélico em relagao a
sua atividade antiproliferativa em esferoides tumorais de células HepG2/C3A.
Demonstra-se que, perante as condigbes experimentais, o acido ursolico é citotoxico,
atenua o crescimento dos esferoides tumorais e ocasiona morte celular, ainda que
nao promova a parada de ciclo durante as fases da divisdo. O acido ursoélico também
se mostrou genotoxico e alterou a expressdao de mRNA dos genes CDKN1A, MTOR
e GADD45A envolvidos, respectivamente, em controle de ciclo celular e danos no
DNA. Por fim, indica-se que o acido ursdlico seja uma molécula promissora de
atuacoes terapéuticas em humanos, mas questdes como a sua baixa solubilidade em
agua, limita a sua biodisponibilidade no organismo. Assim, como experimentagdes
futuras, sugere-se, além da elaboragdo dos seus derivados, como ja presentes na
literatura, o seu encapsulamento, tendo em vista que isso podera potencializar a sua

atuacao e, possivelmente, em baixas concentracgoes.
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APENDICES
APENDICE A
Tabela 1 — Citotoxicidade (%) — 24 h de tratamento com acido ursolico em células HepG2/C3A.
(monocamada).
Tratamentos Média (%) * DP
Controle (DMSO 0,15%) 100+ 0
Acido Ursolico 6,25 pM 101,7 + 2,140
Acido Ursdlico 12,5 uM 101,9 + 2,825
Acido Ursolico 25 yM 99,85 + 2,643
Acido Ursélico 50 uM 101,1 £ 1,851*
Acido Ursdlico 100 uM 82,79 + 3,688*
Acido Ursdlico 150 uM 39,12 £ 1,261*
DOX 2 uyM 30,44 + 6,247*
APENDICE B

Tabela 2 — Volume médio (mm?3) — esferoides tratados com 50 uM, 100 uM e 150 uM de acido ursélico.
Volume Médio (mm?3) £ D.P.

Tratamentos Oh 24h 48h 72h
Controle (DMSO 0,03713 0,04660 * 0,05538 0,06527
0,15%) 0,003702 0,01099 0,01262 0,01370
Acido Ursdlico 50 0,03680 0,04197 0,04937 0,05650 *
UM 0,007014 0,007326 0,008856 0,01073
Acido Ursolico 100 0,03752 0,04162 + 0,04710 0,05775 +
UM 0,006778 0,006380 0,004244 0,005422
Acido Ursdlico 150 0,03203 + 0,03722 + 0,04072 + 0,04545 +
uM 0,002772 0,004002 0,004180 0,006380
APENDICE C

Tabela 3 — Ciclo Celular: Média Percentual Relativa de células HepG2/C3A, provenientes a partir da
dissociagao de esferoides tumorais, em fases do ciclo celular, apds 24 h de tratamento com 50 uM, 100
MM e 150 uM de acido ursolico por citometria de fluxo.

Avaliagao de Ciclo Celular - Citometria de Fluxo
Células (%) £ D. P.

Tratamentos Sub-G1 G1 S G2/M
Controle 14,90 £ 0,8485 60,05 + 2,051 5,500 + 2,121 19,15 £ 0,2121
Acido Ursolico 50 uM 14,10+ 1,556 59,90 +5,233 6,150+ 0,0707 20,50 £+ 4,384
Acido Ursélico 100 uM 14,75+ 2,051 51,00 £0,7071 13,05 £ 2,051 21,30 £ 3,111
Acido Ursélico 150 uM 16,25+2,192 50,60 +0,4243 13,80 £ 4,667 19,10 £ 3,111
Camptotecina 20 uM 51,30 £ 1,131 33,00 + 3,960 6,550 £ 1,061 10,90 + 4,243
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APENDICE D

Tabela 4 — Morte Celular: Média Percentual Relativa de células HepG2/C3A, provenientes a partir da
dissociagao de esferoides tumorais, vivas e mortas por necrose e apoptose apos 24 h de tratamento
com 50 yM, 100 uM e 150 uM de acido ursélico por citometria de fluxo.

Avaliagido de Morte Celular - Citometria de Fluxo
Células (%) £ D. P.

Tratamentos Vivas Necrose/Apoptose
Controle 65,99 £ 0,2687 34,01 £ 0,2616
Acido Ursélico 50 pM 58,08 + 0,6859 41,93 + 0,6859
Acido Ursélico 100 uM 60,91 £ 00,0000 39,05 + 0,04243
Acido Ursélico 150 uM 65,89 + 0,5940 34,10 £ 0,5940
Camptotecina 20 uM 11,74 + 0,1556 88,26 + 0,1485

APENDICE E

Figura 13 — Ciclo Celular: Histogramas da distribuicdo de células HepG2/C3A, provenientes de
esferoides tumorais, em fases do ciclo celular apés 24 h de tratamento com com 50 yM, 100 uM e 150
MM de acido ursdlico por citometria de fluxo.

Controle AU a 50 uM

1024 2048 207
ONA Content (PU2

DOX AU a 100 pM

4095 " 1024 2048 w71 4095 0 1024 2048 307 4095 0 1024 2048 3071 4095

AU a 150 pM
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APENDICE F

Figura 14 — Morte Celular: Distribuicdo Celular distribuicdo de células HepG2/C3A, provenientes de
esferoides tumorais, coradas com Anexina V e Pl apés 24 h de tratamento com com 50 yM, 100 uM e
150 uM de acido ursdlico por citometria de fluxo.

Controle DOX AU a 50 uM AU a 100 uM AU a 150 uM

29.46% 9.53% = 75.88% 14.02% 18.92% 2

66.28% _01s% L |1245% _244% 57.00% 0.05%

APENDICE G

Tabela 5 - Tabela referente aos valores de score, numero de cometas e nucleoides de células HepG2/C3A
apos 24 h de tratamento com AU. Valores representados por (média £ DP).

Tratamentos Classes (média) SCORE
0 1 2 3 4
Controle 2466+ 6633+ 900+ 000+  0.00% 8433 +
404 9.07 557 0.00 0.00 351
pOX 266+ 6466+ 1833+  7.00+ 733+ 151.7 +
2.31 10.07 513 1.00 462 20.65*
666+ 8366+ 633+ 333+ 0002 106.3 +
AU 50 uM 6.03 462 153 2.08 0.00 10.69
366+  82.00% 933+ 5004  000% 115.7 +
AU100 M 2.08 458 3.21 1.00 0.00 115
aUtsogw  600% 7400 1000  7.00&  3.00% 127 +

3.46 5.29 2.65 3.46 3.61 20.00*
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APENDICE H

Tabela 6 — Dados da Expressdo Génica Relativa em 24 h de tratamento com 150 uM de AU obtidos
através do Software REST 2009.

Gene Fold -
Change

BBC3 1,25
GADD45A 1,15
CDKN1A 1,23
NFKB1 1,15
MYC 1,01
TP53 1,30
TRAF2 1,10
CASP3 1,58
ERN1 0,91
MTOR 2,38*
BECN1 1,33

APENDICE |

Tabela 7 — Dados da Expressdo Génica Relativa em 72h de tratamento com 150 yM de AU obtidos
através do Software REST 2009.

Gene Fold -
Change
BBC3 1,40
GADD45A 8,83*
CDKN1A -2,04*
NFKB1 -1,34
MYC -1,56
TP53 -1,46
TRAF2 -1,38
CASP3 1,30
ERN1 -1,23
MTOR -1,58

BECN1 -1,13




APENDICE J

Tabela 8 — Primers para a realizagdo da RT-qPCR.

Gene

Foward

Reverse

BBC3
CASP3
ERN1
GADD45A
CDKN1A
MTOR
NFKB
TRAF2
CMyYC
TP53
BECN1
GAPDH
ACTB

5' GTAAGATACTGTATATGCGCTG 3'
5' AAAGCACACTGGAATGACATC 3'
5' ACGGACGTCAAGTTTGATCC 3'
5' TCAGCGCACGATCACTGTC 3'
5' CAGCATGACAGATTTCTACC 3'
5' GGAGGAGAAATTTGATCAGG 3'
5' GCAGCTCTTCTCAAAGCAGCA 3'
5' GCCCCAAGTTCCCCTTAACT 3'
5' TGAGGAACAAGAAGATG 3'

5' ACCTATGGAAACTACTTCCTG 3'
5' CAGTATCAGAGAATACAGTG 3'
5' GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 3'
5' GACCGACATGGAGAAAATCTG 3'

5 TTTTCCACTGTTCCAATCTG 3'
5' CGCATCAATTCCACAATTTC 3'
5' TTGGTAGACGCAGACAGTGG 3'
5' CCAGCAGGCACAACACCAC 3
5' CAGGGTATGTACATGAGGAC 3'
5' GGGCAACAAATTAAGGATTG 3'
5' GCTCAAAGTTCTCCACCAGGG 3'
5' GAATCTGCAAGGGACTCGAC 3'
5' ATCCAGACTCTGACCTTTTG 3'
5' ACCATTGTTCAATATCGTCC 3'
5' TGGAAGGTTGCATTAAAGAC 3'
5' GGAAGATGGTGATGGGATTT 3'
5' ATGATCTGGGTCATCTTCTC 3'
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