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RESUMO

Compostos fitoquimicos e seus derivados tém sido propostos como fonte para o
desenvolvimento de novos farmacos. A plumbagina (PB), uma naftoquinona extraida
principalmente do Plumbago indica Linn (Plumbaginaceae), possui propriedades de acao
como antiparasitaria, antifingica, anti-inflamatoria, bactericida e potencial antitumoral.
Contudo, os mecanismos de acdo da PB ainda precisam ser totalmente esclarecidos e sua
toxicidade e efeitos prejudiciais precisam ser estabelecidos. Desta maneira, este estudo buscou
correlacionar as atividades citotoxicas e genotoxicas da PB na linhagem de hepatocarcinoma
humana (HepG2/C3A) com marcadores moleculares de expressdo de mRNA. Na avaliagdo da
citotoxicidade a PB reduziu a viabilidade celular a partir da concentragdao de 15 puM, efeito
semelhante foi observado na analise de integridade de membrana por citometria de fluxo. Na
avaliacdo da expressao de mRNA do sistema de metabolizagdo de xenobidticos citocromo
P450 observou-se indugdo significativa dos niveis de mRNA dos genes CYPIAI (21,55x%),
CYP1A42 (105,42x) e CYP344 (121,65x), sugerindo que a PB sofre metabolizagdao extensiva
em resposta a sua citotoxicidade. Além disso, observamos que a PB induziu apoptose na
citometria de fluxo, aumento na expressdo relativa de mRNA dos genes PUMA (9,23x;
18,46x), CASP3 (2,06x; 2,91x) e CASPS (2,65x; 4,45x) nas concentracdes 10 e 15 uM e
redu¢do na expressao do mRNA de PARPI (-2,43x) na maior concentragdo. O aumento na
expressao do mRNA de beclinl (2,45x; 3,49x), demonstra que a PB poderia estar também
associada a morte por autofagia. Na andlise do ciclo celular a PB induziu parada em fase
G2/M, sugerindo inducdo de danos no DNA, como foi observado no ensaio do cometa a partir
de 5 uM. Esses danos estdo correlacionados com a expressao aumentada dos mRNA dos
genes p21, GADD454 e H2AFX, além de alterar também a expressdo das proteinas H2AX,
p21, p53, Chkl e Chk2. Esses resultados permitem uma maior compreensao da agdo celular
da PB e de sua toxicidade, contribuindo para um possivel desenvolvimento de farmacos
baseados neste fitoquimico, podendo a andlise molecular de marcadores de expressdo de
mRNA serem indicadores de monitoramento de toxicidade em células humanas.

Palavras-chave: Ciclo celular. Danos no DNA. Morte celular. Autofagia.
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on HepG2/C3A cells. 2018. 53 p. Dissertation (Master’s degree in Genetics and Molecular
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ABSTRACT

Phytochemical compounds and their derivatives have been proposed as a source for the
development of new drugs. Plumbagin (PB), a naphthoquinone extracted mainly from
Plumbago indica Linn (Plumbaginaceae), has properties of action as antiparasitic, antifungal,
anti-inflammatory, bactericidal and antitumor potential. However, the mechanisms of action
of PB still need to be fully clarified and its toxicity and detrimental effects need to be
established. In this way, this study sought to correlate the cytotoxic and genotoxic activities of
PB in the human hepatocellular carcinoma cell line (HepG2/C3A) with molecular markers of
mRNA expression. In the evaluation of cytotoxicity, PB reduced cell viability from the
concentration of 15 pM, a similar effect was observed in the membrane integrity analysis by
flow cytometry. In the evaluation of mRNA expression of the cytochrome P450 xenobiotic
metabolism system, significant mRNA levels of CYPIAI (21.55x), CYPIA2 (105.42x) and
CYP344 (121.5x) genes were observed, suggesting that PB extensively metabolized in
response to its cytotoxicity. In addition, in flow cytometry we observed that PB induced
apoptosis and increased relative mRNA expression of the PUMA (9.23x; 18.46x), CASP3
(2.06x; 2.91x) and CASPS (2.65x; 4.45x) at both concentrations and reduced expression of
PARPI mRNA (-2,43x) at the highest concentration. The increase in beclin] mRNA
expression (2.45x; 3.49x), demonstrates that BP could also be associated with autophagy
death. In the cell cycle analysis, the PB induced a G2/M phase stop, suggesting induction of
DNA damage, as observed in the comet assay from 5 uM. These damages are correlated in
the increased mRNA expression of the p21, GADD45A4 and H2AFX genes, as well as altering
the expression of H2AX, p21, p53, Chkl and Chk2 proteins. These results allow a better
understanding of the cellular action of PB and its toxicity, contributing to a possible
development of drugs based on this phytochemical and molecular analysis of mRNA
expression markers can be indicators of toxicity monitoring in human cells.

Key words: Cell cycle. DNA damage. Cell death. Autophagy.
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1. INTRODUCAO

A atividade citotdxica e genotoxica da PB tem sido demonstrada em diferentes estudos
envolvendo varias linhagens celulares e também através de alguns estudos in vivo, utilizando
modelos de animais. A propriedade desejavel de um agente antitumoral € induzir a morte de
células tumorais, com o minimo de toxicidade para as células normais (SESHADRI,
RAJARAM; RAJARAM, 2011).

Farmacos contendo a estrutura quinona tém recebido atencdo significativa devido aos
seus efeitos antitumorais. Essas drogas incluem a doxorrubicina, mitoxantrona e mitomicina-
C. As quinonas sdo amplamente distribuidas em plantas (SESHADRI; RAJARAM;
RAJARAM, 2011).

O uso de plantas com fins medicinais vem ocorrendo desde os primdrdios da civilizacao
e compreendem as espécies vegetais que produzem algum principio ativo utilizado para o
tratamento de doengas, fornecendo material fitoterapico atraves de folhas, flores, frutos, raizes,
entre outros, dos quais sdo preparados chés e outras formas de medicamento. Devido a sua
grande diversidade, os fitoquimicos podem atingir uma ampla variedade de funcgdes fisioldgicas
e de vias metabdlicas (ZHOU; LI; CHEN, 2010).

A compreensdo dos mecanismos de a¢do de compostos derivados de produtos naturais
é essencial para identificar seus efeitos na saude humana. Estes compostos atuam através de
diversos mecanismos celulares e moleculares, incluindo a inibi¢do da proliferacdo celular, a
inducdo da apoptose, autofagia e inibicdo da migracdo/invasdo e angiogénese. Estudos de
mecanismos de acdo sdo realizados a fim de encontrar compostos mais efetivos e seletivos ou
que visem a descoberta de novas estratégias que impecam o avango do cancer. A linhagem
HepG2/C3A é um derivado da linhagem HepG2, ¢ um modelo bem estabelecido em ensaios in
vitro e apresenta alto indice de expressdo de proteinas do metabolismo de xenobi6ticos.

A plumbagina (PB) é uma naftoquinona que pode ser extraida de raizes, cascas e folhas
de algumas familias como Plumbaginaceae, Ebenceae, Dioncophyllaceae, Ancestrocladaceae
e Droseraceae. Este componente natural possui varias atividades bioldgicas distintas, incluindo
atividade antiparasitaria (AWASTHI et al., 2016), bactericida (AHMAD; MEHMOOD;
MOHAMMED, 1998), fungicida (MAHONEY et al., 2000), inseticida (BANERJEE et al.,
2001) e anti-inflamatoria (OYEDAPO, 1996). Atualmente, um grande numero de pesquisas
vem buscando elucidar os mecanismos pelo qual a PB atuaria na terapia anticancer (LIU et al.,
2017). A plumbagina tem sido descrita pela sua atividade antiproliferativa e genotdxica nas
linhagens tumorais MCF-7 de cancer de mama (SAMENI; HANDI, 2016), MG63 de
osteosarcoma (XUE et al., 2016), Tca8113 de cancer de lingua (QIU et al., 2016), PEO-1 e
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PEO-4 de cancer de ovario (SINHA et al., 2013), HT29 de cancer de colon (SUBRAMANIYA
et al., 2011) e DU145 de céncer de préstata (RESHMA et al., 2016).

Considerando que a PB ja demonstrou atividade em diversos tipos de linhagens tumorais
através da inducdo de apoptose, parada de ciclo celular, aumento de espécies reativas de
oxigénio, e além disso, foi proposta como um potente regulador de metastase (GAASCHT et
al., 2014; AWASTHI et al., 2016), a elucidacgéo e correlacdo dos mecanismos de acdo da PB
tornam-se uma importante ferramenta no entendimento da sua toxicidade e efeitos prejudiciais
para seres humanos no seu uso terapéutico. Desta maneira, este estudo buscou correlacionar as
atividades citotoxicas e genotdxicas da PB na linhagem de hepatocarcinoma humana
(HepG2/C3A) com os marcadores moleculares de expressdao de mRNA.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Fitoquimicos

Os compostos naturais derivados de plantas, tém sido historicamente considerados como
fonte inestimavel de potenciais agentes terapéuticos (ZHANG et al., 2012). Segundo a World
Health Organization, 80% da populacdo mundial depende de plantas medicinais para o
tratamento de vérias doencas. Os fitoquimicos sdo bem conhecidos por desempenharem papéis
essenciais em uma grande variedade de doencas, incluindo o cancer. O estudo de fitoquimicos
como potenciais agentes anticancer vem aumentando ndo somente pelo baixo custo, mas
também, por apresentarem menores efeitos colaterais (KUMAR et al., 2016; ZHANG et al.,
2012).

Estima-se que mais de 10.000 fitoquimicos foram identificados e utilizados no
tratamento do cancer devido as suas propriedades antitumorais, podendo aumentar
sinergicamente a eficiéncia de drogas anticancer e reduzir seus efeitos toxicos (TUORKEY,
2015). Por exemplo, alguns compostos dietéticos incluindo a curcumina, sulforafano,
isoflavona, e resveratrol, podem afetar as vias de auto-renovacao das células tumorais. Algumas
evidéncias sugerem que alguns metabolitos derivados de plantas possuem propriedades pro-
apoptaticas, podendo induzir a morte celular por ativagdo das vias intrinseca e extrinseca da
apoptose (OUYANG et al., 2014).

Sendo assim, é de grande importancia a analise de novas drogas para tais propriedades,
buscando elucidar seus mecanismos de ac¢do. Fazem-se necessarios mais estudos para elaborar
formulagGes utilizando produtos naturais, com base em seus alvos moleculares para seu uso
eficaz como agentes quimioterapicos e/ou quimiopreventivos (KUMAR et al., 2016;
SARAVANAN et al., 2014).
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2.2. Principais tipos de morte celular

O desenvolvimento e a manutencdo dos organismos multicelulares dependem da
interacdo entre as células constituintes. O numero de células é regulado pelo controle de taxa
de divisdo e morte celular. Existem diversos processos de morte celular ja identificados, sendo
0s principais, apoptose, autofagia e necrose. O tipo de estimulo recebido pela célula, determina
a forma de morte (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007; ELMORE, 2007).

A apoptose € uma morte celular programada regulada por fatores intrinsecos e
extrinsecos de grande eficiéncia (PAROLIN; REASON, 2001). De modo geral a apoptose €
caracterizada por especificas mudancas morfoldgicas como: encolhimento da célula, formacao
de bolhas na membrana, perda de adesé&o celular (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).

A apoptose pode ser deflagrada por estimulos extrinsecos, através de receptores
especificos de morte celular que respondem a ligantes de morte, ou por estimulos intrinsecos
de estresse intracelular, tais como lesdo de DNA, perturbacdo no ciclo celular ou nas vias
metabolicas (Figura 1). Ambas culminam na ativagdo de proteases conhecidas como caspases
(PAROLIN; REASON, 2001; JAYAKIRAN, 2015).

As caspases pertencem a familia das cisteinas proteases, sdo sintetizadas pelas células e
permanecem inativas no citosol, sob a forma de procaspases, tornando-se ativas apés a clivagem
proteolitica dos residuos de acido aspartico. As caspases desempenham um papel central na
apoptose em ambas vias, intrinseca e extrinseca, e podem ser classificadas como iniciadoras (-
2, -8, -9, -10, -11) e efetoras (-3, -6, -7). As caspases iniciadoras iniciam a via apoptotica
enguanto as efetoras resultam na morte celular (JAYAKIRAN, 2015).

A via extrinseca ocorre através da interacdo dos receptores de morte (DR) com seus
respectivos ligantes. Os receptores mais conhecidos sdo TNFR (tumor necrosis fator receptor)
e Fas (CD95) e seus ligantes TNF e FasL. A apoptose se inicia pela interacdo de um ligante da
familia TNF ao seu receptor, seguida pela ativacdo de proteinas de sinalizacdo (JAYAKIRAN,
2015). Entre esses receptores, um dos mais estudados e melhor caracterizado é o receptor Fas,
quando o receptor Fas se acopla ao ligante Fas (FasL) é formado um agregado de morte. Este
se liga a uma proteina adaptadora presente no citosol, chamada cadeia de morte associada ao
Fas (FAAD), a ligacdo deste complexo a procaspase 8 resulta na ativagdo dessa enzima por
clivagem proteolitica. A caspase 8 entdo, diretamente ou pela via mitocondrial, ativa a caspase
3 que leva a apoptose (PAROLIN; REASON, 2001).
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Além dos receptores de morte, a apoptose ocorre também por sinais de estresse
intracelular, neste caso a via mitocondrial é ativada com envolvimento de alteracbes na
permeabilidade da membrana e translocacao de proteinas pro-apoptoticas da familia Bcl-2 do
citosol para a mitocondria. Essa translocacéo resulta na liberagéo do citocromo ¢ para o citosol,
este, se liga a dATP, Apaf-1 e pro-caspase 9, formando um complexo chamado apoptossomo.
Quando ativa, a caspase 9 pode entdo clivar as caspases efetoras subsequentes, 3 e 7. A via
mitocondrial é frequentemente ativada em resposta a danos no DNA, aumento nos niveis de
especies reativas de oxigénio (EROs), aumento do calcio mitocondrial, e algumas drogas
(PAROLIN; REASON, 2001; JAYAKIRAN, 2015).

VIA EXTRINSECA VIA INTRINSECA
Ligante Fas, TNF-a Sinais de estresse intracelular

l Proteinas

v pré-apoptoticas

RECEPTORES DE MORTE (DR) MITOCONDRIA

+ATP
v v
Ativagdo da caspase-8 \ Citocromo ¢
Bid

v

Ativacdo da caspase-9

/

Caspases executoras (3, 6, 7)

|

APOPTOSE

Figura 1 - Vias intrinseca e extrinseca de inducdo de apoptose. Adaptado de: Parolin; Reason,
2001.

H& mais de 20 membros da familia do Bcl-2, que podem ser divididos em trés grupos
com base em sua fungéo pro-apoptoética, antiapoptética e em dominios de homologia com BCL-
2 (BH, Bcl-2 homology). Algumas proteinas da familia Bcl-2, tais como a prépria Bel-2 e Bcl-
XL, que sdo os principais membros desse grupo e possuem quatro dominios (BH1 - BH4),
impedem a liberacdo do citocromo c, inibindo a apoptose parcialmente. Outras proteinas desta
familia sdo as promotoras de apoptose, Bax e Bak, que possuem trés dominios (BH1, BH2 e
BH3) (LEVINE; SINHA; KROEMER, 2008). BAD, BID, BIM, Puma e NOXA sdao membros
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do grupo sensores e, estes possuem apenas o terceiro dos quatro dominios BH, por isso, sdo
chamados de BH3-only. As proteinas BH3-only agem como sensores de estresse celular e
danos, e regulam o equilibrio entre os dois outros grupos (ABBAS; KUMAR; FAUSTO, 2016)

O DNA danificado desencadeia a apoptose com a participacdo do fator de transcricao
p53, 0 qual ativa a transcricdo dos genes, que promovem a liberagdo do citocromo c da
mitocdndria. As proteinas pertencentes a familia de proteinas Bcl-2, ajudam a regular a ativacdo
das procaspases, tendo influéncia na inibicdo ou ativacdo de apoptose. A proteina p53 é
supressora tumoral e tem uma grande importancia na modulacao do ciclo celular e inducédo de
apoptose quando o DNA esta danificado, ou como resposta ao estresse em células humanas
(FETT-CONTE; SALLES, 2002;).

A alternativa a morte celular por apoptose é a necrose. A necrose € considerada um
processo toxico em que a célula é uma vitima passiva e segue um modo de morte independente
de energia. Dois fatores que irdo converter um processo apoptdtico em andamento em um
processo necrotico incluem uma diminuicdo da disponibilidade de ATP e caspases. A lesdo
necrotica € mediada por dois mecanismos principais: interferéncia com o suplemento de energia
da célula e danos diretos a membrana. Algumas principais alteracbes morfoldgicas que ocorrem
na necrose incluem inchaco celular, formacdo de wvaclolos citoplasmaticos, reticulo
endoplasmatico distendido, bolhas citoplasmaticas, mitocondria condensada, inchada ou
rompida e ruptura de membrana celular (ELMORE, 2007).

A autofagia é um processo adaptativo que ocorre em resposta a diferentes formas de
estresse, incluindo privacao de nutrientes, deplecdo do fator de crescimento, infeccéo e hipdxia.
A morte por autofagia é caracterizada pelo sequestro do citoplasma e organelas em vesiculas
duplas ou multimembranas e subsequente degradacdo por enzimas lisossomais (ELMORE,
2007).

Durante a autofagia, porcdes do citoplasma séo encapsuladas por membrana, originando
estruturas denominadas autofagossomos (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). A
maquinaria molecular béasica autofagica envolve a atividade de proteinas relacionadas a
autofagia (Atg), as quais sdo codificadas pelos genes ATG. Em termos simplificados, a
autofagia pode ser dividida em vérias etapas interligadas. Primeiro hd a ativacdo de um
complexo envolvendo serina/treonina quinase ULK1, este complexo € alvo direto da via
mTOR, bem como outros reguladores da autofagia. A expansdo da membrana autofagossomica
é promovida por um segundo complexo multiproteico controlado por uma proteina beclin-1. A

expansdo da membrana depende de véarias proteinas que orquestram a formacdo do
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autofagossomo que posteriormente se funde com o lisossomo levando a degradacéo
(THORBURN; THAMM; GUSTAFSON, 2014).

2.3. Metabolismo de xenobidticos

O sistema enzimatico do citocromo P450 (CYP), consiste em uma superfamilia de
hemoproteinas que catalisam o metabolismo oxidativo de uma ampla variedade de substancias
quimicas exogenas, incluindo farmacos, carcinégenos, toxinas e compostos endégenos, como
esteroides, acidos graxos e prostaglandinas. A familia de enzimas CYP desempenha um papel
importante no metabolismo de fase | de muitos farmacos. A ampla gama de farmacos que
sofrem biotransformacéo oxidativa mediada por CYP € responsavel pelo grande nimero de
interacdes medicamentosas clinicamente significativas durante a terapia com mdltiplos
farmacos (BADYAL; DADHICH, 2001).

No figado humano, existem pelo menos 12 enzimas CYP distintas. Cerca de 6
isoenzimas das familias CYP estdo envolvidos no metabolismo hepatico da maioria dos
farmacos, incluindo CYP1A2, 3A4, 2C9, 2D6 e 2E13 (BADYAL; DADHICH, 2001).

Nos diversos tecidos, estas enzimas apresentam diferentes niveis de expressao, sendo
que a forma seletiva como ocorrem nos tecidos € um dos fatores que determinam a
especificidade da acdo farmacoldgica e toxicoldgica de farmacos e outros xenobidticos em
diferentes 6rgdos. Apesar de haver expressdo das enzimas do sistema citocromo P450, em
tecidos extra-hepaticos, a capacidade de biotransformacdo de farmacos ou ativacdo de pro-
carcindgenos ou pro-farmacos, nesses tecidos é bem menor quando comparado a
biotransformacédo hepatica (PELKONEN; RAUNIO, 1997).

Algumas formas de P450 sdo expressas seletivamente em tumores, e isto poderia
proporcionar uma resisténcia a farmacos, mas também podem ser previstas terapias futuras
utilizando estas enzimas como alvo de farmacos. Muitos farmacos citotdxicos séo inativados
pela acdo de CYP, enquanto outros pro-farmacos sao ativados pela acdo de CYP, tornando-os
citotoxicos e eficazes na quimioterapia do cancer (ANTONA; SUNDBERG, 2006).

Portanto, devido ao papel importante dos CYPs na bioativagdo e inativacao de farmacos
anticancerigenos, os CYPs desempenham um papel importante como determinantes na terapia
do céncer. Estes processos sdo principalmente hepéaticos, mas a atividade extra-hepatica
tambem pode ser critica. Além de uma variabilidade interindividual na farmacocinética de
farmacos anticancerosos causados por CYP hepéticos, uma atividade alterada nas células

tumorais poderia resultar numa eficacia alterada do farmaco. As células cancerigenas por
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mecanismos genéticos ou epigenéticos, devido a maior instabilidade do DNA podem alterar a
transcricdo de P450 (ANTONA; SUNDBERG, 2006).

As interacOes entre fitoquimicos e CYP sdo bem reconhecidas por suas implicacdes
clinicas e toxicoldgicas potenciais. Os fitoquimicos podem atuar como substratos, inibidores
ou indutores das isoformas do CYP, o que pode levar a interacdes farmacocinéticas com 0s
farmacos metabolizados (SUMSAKUL et al., 2015). A capacidade dos tumores de metabolizar
farmacos € um meio potencial para alcancar uma étima terapia por ativacdo de pro-farmacos
nas células neoplésicas (ANTONA; SUNDBERG, 2006).

2.4. Plumbagina

A plumbagina (5-hidroxi-2-metil-1,4-naftoquinona, C11HsOs - PM= 188,18) (Figura
2A) é uma naftoquinona, analoga da vitamina K3, que pode ser isolada de folhas, cascas e raizes
de algumas espécies dos géneros Juglans (MAHONEY et al., 2000), Pera (GUIMARAES;
FARIA, 2006), Drosera (ALVARADO et al., 2010), Diospyros (DZOYEM et al., 2007), e de
representantes do género Plumbago (Figura 2B). E um composto quinoide amarelo, muito
utilizado como ingrediente na medicina Ayurvédica (originaria da india) contra diarreia,
indigestdo, doencas de pele, e também, muito conhecido por seu efeito abortivo (SUKKASEM
etal., 2016; ONO et al., 2015).

A) 9) B)
I

OH O

Figura 2 - A) Estrutura quimica da plumbagina (Sigma-Aldrich). B) Plumbago indica,
representante da familia Plumbaginaceae (Home Remedies).

Estudos mostram que espécies como Plumbago zeylanica, Plumbago capensis,
Plumbago indica, Plumbago auriculata, Plumbago scandens, e Plumbago europaea,
apresentaram atividade antiparasitaria (AWASTHI et al., 2016), bactericida (AHMAD;
MEHMOOD; MOHAMMED, 1998), fungicida (MAHONEY et al.,, 2000), inseticida
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(BANERJEE et al., 2001) e anti-inflamatoria (OYEDAPOQO, 1996). As propriedades supressoras
tumorais foram demonstradas em diversas linhagens de células tumorais tais como MCF-7, de
cancer de mama (SAMENI; HANDE, 2016), MG63 de osteosarcoma (XUE et al., 2016),
Tca8113 de carcinoma escamoso de lingua, (QIU, et al., 2013), linhagens PEO-1 e PEO-4 de
cancer de ovario (SINHA et al., 2013), HT29 de cancer de colon (SUBRAMANIYA et al.,
2011), DU145 de cancer de prostata (RESHMA et al., 2016), A375.S2 de melanoma (WANG
et al., 2008), entre outros.

Awasthi e colaboradores (2016) observaram que a PB (0,875-14 puM), apresentou
atividade antiparasitaria contra a Leishmaniose. A plumbagina induziu morte celular em ambas
formas, amastigota e promastigota de Leishmania donovani, através da indugdo do estresse
oxidativo, que resultou na despolarizagdo da membrana mitocondrial, deplecdo nos niveis de
ATP, elevacdo do calcio citosolico, e aumento da atividade das ciclinas 3/7.

A capacidade anti-inflamatéria da PB também foi observada e se deve a sua capacidade
de suprimir a ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB), afetando as func@es bioldgicas de
leucdcitos que participam de vias da resposta inflamatdria, na doenca do enxerto contra o
hospedeiro (DECH), uma complicacdo comum do transplante de medula 6ssea (CHECKER et
al., 2009). Outro trabalho demonstrou atividade antifingica, nas concentracdes de 0,78-3,12
pg/mL, inibindo significativamente o crescimento de 12 estirpes diferentes de agentes
patogénicos de fungos filamentosos e leveduras: Aspergillus flavus, A. niger, Alternaria sp., C.
albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Cryptococcus neoformans, Candida tropicalis,
Cladosporium sp., Geotrichum candidum, Fusarium sp. e Penicillium sp. (PADHYE et al.,
2010).

Suas propriedades antitumorais tem chamado maior atencdo por sua eficacia contra
diferentes linhagens tumorais, sendo sua atividade antiproliferativa e genotoxica atribuida a
diferentes mecanismos, como o blogueio do ciclo celular, o aumento da concentracdo de EROs
(espécies reativas de oxigénio), a despolarizacdo da membrana, o extravasamento de calcio
intracelular, e apoptose, mostrando que mais estudos podem auxiliar para compreender melhor
0 potencial deste composto na satde humana (AWASTHI et al., 2016; GAASCHT et al., 2014).

2.5. Atividade antiproliferativa e genotoxica da plumbagina

Diversos estudos demonstraram o potencial da plumbagina contra as células tumorais.
A PB apresentou atividade antiproliferativa em células de mieloma multiplo (OPM1),
diminuindo a viabilidade celular, através do ensaio do MTT e induzindo a apoptose na

concentracdo de 50 UM através da analise de morte celular por citometria de fluxo (WU et al.,
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2016). Nas linhagens de cancer de préstata, PC-3 e DU145, as concentracfes 4 e 8 UM de PB
levaram a despolarizacdo da membrana mitocondrial, ativacdo de caspases 8, 9 e 3, induzindo
apoptose por via intrinseca e extrinseca (RESHMA et al., 2016).

A PB induziu parada de ciclo celular na fase G2/M em células de carcinoma escamoso
da lingua (Tca8113) nas concentra¢Bes de 5 e 10 uM, resultado obtido pela anélise de ciclo
celular por citometria de fluxo. Através da analise em microscopia desta mesma linhagem,
foram observadas alteragcdes morfoldgicas caracteristicas de apoptose, no qual, posteriormente,
foi detectada alteracdo na relacdo de proteinas pré/anti-apoptéticas Bax/Bcl-3 (QIU et al.,
2013).

Também foi descrito o seu efeito inibitorio em células de cancer de mama (MCF-7) nas
concentracdes de 5, 10 e 20 uM em diferentes vias de sinalizacdo, que desempenham um papel
crucial na proliferacdo, sobrevivéncia, invasdo e metastase de células cancerigenas através da
supressao das principais moléculas de sinalizagdo tais como o NF-KB, p53, que ja foi observada
em diversos tipos de cancer por desempenhar um papel importante em seu desenvolvimento e
progressdo. A PB levou as células a parada de ciclo em GO/G1 e fase S, aumento de expressao
do gene pro-apoptotico BAD, despolarizacdo da membrana mitocondrial e aumento
significativo de EROs (SAGAR et al., 2014).

A genotoxicidade da PB se d& através do aumento dos niveis de EROs, podendo levar a
uma disfuncdo mitocondrial levando a liberacao do citocromo c (fator de inducdo de apoptose)
para o nucleo, podendo causar fragmentacdo do DNA. A partir disso, as EROs liberadas para a
mitocondria poderiam também causar efeitos diretos no nicleo. Estes caminhos poderiam
funcionar independentemente ou interdependente causando condensacdo da cromatina,
fragmentacdo do DNA, levando a mudancas morfoldgicas e bioquimicas de apoptose,
consequentemente matando as células tumorais (SRINIVAS et al., 2004; KHAW et al., 2015).
O aumento dos niveis de EROs poderia levar também a ativacdo da P53, que nédo
necessariamente induzira a apoptose, mas pode parar o ciclo celular, ou estimular o aumento de
BAX (ONO et al., 2015).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Compreender e correlacionar os mecanismos moleculares pelos quais a PB atua como
agente citotoxico e genotoxico utilizando a linhagem de hepatocarcinoma humano
(HepG2/C3A).

3.2. Objetivos especificos

- Avaliar a citotoxicidade da plumbagina utilizando o ensaio da resazurina na linhagem
HepG2/C3A e determinar concentragdes que serdo utilizadas nas demais avaliagdes;

- Avaliar a integridade da membrana em células HepG2/C3A tratadas com plumbagina;

- Avaliar o perfil das fases do ciclo celular na linhagem tumoral HepG2/C3A apds o
tratamento com plumbagina;

- Avaliar a a¢do da plumbagina na indugdo de apoptose nas células HepG2/C3A;

- Avaliar a frequéncia de danos no DNA com o ensaio do cometa em células HepG2/C3A
apods o tratamento com a plumbagina;

- Analisar a expressdo de genes envolvidos no processo de regulacdo do ciclo celular,
morte celular, danos de DNA, metabolismo de drogas e estresse oxidativo em células
HepG2/C3A quando tratadas com a plumbagina;

- Avaliar a expressao de proteinas envolvidas no processo de danos de DNA, estresse

oxidativo, ciclo celular e apoptose em células HepG2/C3A.
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RESUMO

Compostos fitoquimicos e seus derivados tém sido propostos como fonte para o
desenvolvimento de novos farmacos. A plumbagina (PB), uma naftoquinona extraida
principalmente do Plumbago indica Linn (Plumbaginaceae), possui propriedades de acdo como
antiparasitaria, antifungica, anti-inflamatdria, bactericida e potencial antitumoral. Contudo, 0s
mecanismos de acao da PB ainda precisam ser totalmente esclarecidos e sua toxicidade e efeitos
prejudiciais precisam ser estabelecidos. Desta maneira, este estudo buscou correlacionar as
atividades citotoxicas e genotoxicas da PB na linhagem de hepatocarcinoma humana
(HepG2/C3A) com marcadores moleculares de expressao de mRNA. Na avaliacdo da
citotoxicidade a PB reduziu a viabilidade celular a partir da concentragéo de 15 uM, efeito
semelhante foi observado na analise de integridade de membrana por citometria de fluxo. Na
avaliacdo da expressdo de mRNA do sistema de metabolizac&o de xenobidticos citocromo P450
observou-se indugdo significativa dos niveis de mMRNA dos genes CYP1A1l (21,55x), CYP1A2
(105,42x) e CYP3A4 (121,65x), sugerindo que a PB sofre metabolizagdo extensiva em resposta
a sua citotoxicidade. Além disso, observamos que a PB induziu apoptose na citometria de fluxo,
aumento na expressao relativa de mRNA dos genes PUMA (9,23x; 18,46x), CASP3 (2,06x;
2,91x) e CASP8 (2,65x; 4,45x) em ambas concentragdes e reducdo na expressdo do mRNA de
PARP1 (-2,43x) na maior concentracdo. O aumento na expressdao do mRNA de beclinl (2,45x;
3,49x), demonstra que a PB poderia estar também associada a morte por autofagia. Na anélise
do ciclo celular a PB induziu parada em fase G2/M, sugerindo inducéo de danos no DNA, como
foi observado no ensaio do cometa a partir de 5 pM. Esses danos sdo correlacionados na
expressao aumentada dos mMRNA dos genes p21, GADD45A e H2AFX, além de alterar também
a expressao das proteinas H2AX, p21, p53, Chk1 e Chk2. Esses resultados permitem uma maior
compreensdo da acdo celular da PB e de sua toxicidade, contribuindo para um possivel
desenvolvimento de farmacos baseados neste fitoquimico, podendo a analise molecular de
marcadores de expressdao de mRNA serem indicadores de monitoramento de toxicidade em
células humanas.

Palavras-chave: Ciclo celular; danos no DNA; morte celular; autofagia.

1. Introducéo

A atividade citotoxica e genotoxica da PB tem sido demonstrada em diferentes estudos
envolvendo varias linhagens celulares e também através de alguns estudos in vivo, utilizando
modelos de animais. A propriedade desejavel de um agente antitumoral € induzir a morte de
ceélulas tumorais, com o minimo de toxicidade para as células normais (Seshadri; Rajaram;
Rajaram, 2011).

Farmacos contendo a estrutura quinona tém recebido atencgdo significativa devido aos
seus efeitos antitumorais. Essas drogas incluem a doxorrubicina, mitoxantrona e mitomicina-

C. As quinonas sao amplamente distribuidas em plantas (Seshadri; Rajaram; Rajaram, 2011).



© 00 N oo o b~ W N e

W W W W W NN NDNDNDNDRNDNDRNDNNIDRNERER P P R P R R R, e
BE WO N P O © 0 N o 0 B WO NP O © 0 N O 0l b W N B O

28

O uso de plantas com fins medicinais vem ocorrendo desde os primdrdios da civilizacdo
e compreendem as espécies vegetais que produzem algum principio ativo utilizado para o
tratamento de doencas, fornecendo material fitoterapico através de folhas, flores, frutos, raizes,
entre outros, dos quais sdo preparados chas e outras formas de medicamento. Devido a sua
grande diversidade, os fitoquimicos podem atingir uma ampla variedade de fungdes fisioldgicas
e de vias metabolicas (Zhou; Li; Chen, 2010).

A compreensdo dos mecanismos de acdo de compostos derivados de produtos naturais
é essencial para identificar seus efeitos na salde humana. Estes compostos atuam através de
diversos mecanismos celulares e moleculares, incluindo a inibicdo da proliferacdo celular, a
inducdo da apoptose, autofagia e inibicdo da migracdo/invasdo e angiogénese. Estudos de
mecanismos de acdo sdo realizados a fim de encontrar compostos mais efetivos e seletivos ou
gue visem a descoberta de novas estratégias que impecam o avango do cancer. A linhagem
HepG2/C3A é um derivado da linhagem HepG2, é um modelo bem estabelecido em ensaios in
vitro e apresenta alto indice de expressdo de proteinas do metabolismo de xenobioticos.

A plumbagina (PB) é uma naftoquinona que pode ser extraida de raizes, cascas e folhas
de algumas familias como Plumbaginaceae, Ebenceae, Dioncophyllaceae, Ancestrocladaceae
e Droseraceae. Este componente natural possui varias atividades biol6gicas distintas, incluindo
atividade antiparasitaria (AWASTHI et al., 2016), bactericida (AHMAD; MEHMOOD;
MOHAMMED, 1998), fungicida (MAHONEY et al., 2000), inseticida (BANERJEE et al.,
2001) e anti-inflamatoria (OYEDAPO, 1996). Atualmente, um grande numero de pesquisas
vem buscando elucidar os mecanismos pelo qual a PB atuaria na terapia anticancer (LIU et al.,
2017). A plumbagina tem sido descrita pela sua atividade antiproliferativa e genotoxica nas
linhagens tumorais MCF-7 de cancer de mama (SAMENI; HANDI, 2016), MG63 de
osteosarcoma (XUE et al., 2016), Tca8113 de cancer de lingua (QIU et al., 2016), PEO-1 e
PEO-4 de cancer de ovario (SINHA et al., 2013), HT29 de cancer de c6lon (SUBRAMANIYA
et al., 2011) e DU145 de cancer de préstata (RESHMA et al., 2016).

Considerando que a PB ja demonstrou atividade em diversos tipos de linhagens tumorais
através da inducdo de apoptose, parada de ciclo celular, aumento de espécies reativas de
oxigénio, e além disso, foi proposta como um potente regulador de metastase (Gaascht et al.,
2014; Awasthi et al., 2016), a elucidacéo e correlacdo dos mecanismos de acdo da PB tornam-
se uma importante ferramenta no entendimento da sua toxicidade e efeitos prejudiciais para
seres humanos no seu uso terapéutico. Desta maneira, este estudo buscou correlacionar as
atividades citotdxicas e genotoxicas da PB na linhagem de hepatocarcinoma humana

(HepG2/C3A) com os marcadores moleculares de expressdo de mRNA.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Cultivo celular

A linhagem celular de hepatocarcinoma humano, HepG2/C3A, foi obtida do Banco de
células do Rio de Janeiro, livre de micoplasma. As células foram mantidas em frascos para
cultura de 25 cm? com meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado
com 10% de soro bovino fetal e contendo 0,1% de penicilina/estreptomicina (Gibco). As células
foram mantidas em estufa tmida com 5% de CO2 a 37 °C.

2.2. Agente quimico

O composto plumbagina (5-hidroxi-2-metil-1,4-naftoquinona) utilizado, € um derivado
de naftoquinona isolado da raiz do Plumbago indica Linn (CAS 481-42-5, Ci1HsOg,
PM=188,18, Sigma-Aldrich Brasil). A plumbagina foi dissolvida em DMSO (0,1%) (100mM)
e diluida em meio de cultura. As concentracdes utilizadas foram selecionadas com base nos

ensaios da literatura e no ensaio de citotoxicidade do presente estudo.

2.3. Ensaio de citotoxicidade (Resazurina)

A citotoxicidade foi avaliada através do ensaio da resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-
3-ona 10-6xido) de acordo com o protocolo de McMillian et al. (2002). Em placa de 24 pocos
foram semeadas 5x10* células/pogo. Apos 24 h de estabilizacéo, as células foram tratadas com
plumbagina nas concentracfes 5, 10, 15 e 17,5 uM. Apds 24 h de tratamento, o meio foi
descartado e adicionado 500 pL de resazurina 60 pM/poco. As células foram incubadas a 37
°C por 3 h. Os dados de viabilidade celular foram obtidos através do leitor de fluorescéncia
Glomax® (Promega) (540-560 nm de excitagdo e 580-600 nm de emisséo). Os experimentos

foram realizados em trés repeticdes.

2.4. Ensaios por citometria de fluxo

2.4.1. Ciclo celular

Através da coloragéo das celulas com iodeto de propidio, foi avaliada a cinética do ciclo
celular. As células foram distribuidas em porcentagem nas diferentes fases do ciclo celular (G1,
S, G2/M), de acordo com a intensidade de fluorescéncia. Em placa de 6 pocos um total de
7,2x10° células foram semeadas por pogo. Apos 24 h de estabilizacéo, as células foram tratadas
com PB, nas concentracfes 5, 10 e 15 puM por 24 h. Apos o tratamento, as células foram
colhidas, centrifugadas a 1000 rpm por 5 min, ressuspendidas em PBS (tampao fosfato-salino)
e incubadas com 5 pL de RNase (2 pg/mL) por 30 min a 37 °C. Posteriormente, 50 pL dessa

suspensao foi incubada por 30 min com 200 puL Guava Cell Cycle Reagent (Merck Millipore —
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Cat.4500-0220) protegidos da luz. Apds esses procedimentos, as amostras foram avaliadas pelo
citometro de fluxo (Guava easyCyte™, Merck Millipore) utilizando o Software InCyte com

5000 eventos por tratamento. Os experimentos foram realizados em trés repeticoes.

2.4.2. Morte Celular por apoptose

Foi avaliada a inducdo de apoptose pela plumbagina, pela marcagdo com Anexina V-
PE (CF647) e 7-AAD (intercalante de DNA) com o kit PE Annexin V Apoptosis Detection
(Biosciences — Cat.559763). Foram avaliados 3 parametros: Células ndo marcadas,
consideradas viaveis; células marcadas apenas com Anexina V-PE, ou duplo marcadas
(Anexina V-PE + 7-AAD), consideradas como apoptoticas; células marcadas apenas com 7-
AAD consideradas como células mortas. Foram semeadas 7,2x10° células por pogo, em placa
de 6 pocos e tratadas com PB (5, 10 e 15uM) por 24 h apds o periodo de estabilizacdo. Apds
24 h de tratamento, as células foram colhidas e processadas seguindo o protocolo do kit. Apos
esses procedimentos, as amostras foram avaliadas pelo citdmetro de fluxo (Guava easyCyteTM,
Merck Millipore) utilizando o Software InCyte com 5000 eventos por tratamento. Os

experimentos foram realizados em trés repeticdes.

2.4.3. Integridade de membrana

A verificacdo de integridade de membrana foi realizada pelo citdmetro de fluxo Guava
EasyCyte™ (Merck Millipore). Foram semeadas 7,2x10° células por pogo, em placa de 6 pogos.
Apo0s 24 h de estabilizacdo, foram adicionados os tratamentos com PB (5, 10 e 15 uM). Apds
24 h de tratamento, as células foram colhidas, centrifugadas a 1000 rpm durante 5 min e
ressuspendidas em 200 puL de PBS. Para avaliagdo da integridade de membrana, foi adicionado
25 pL de PI (2 pg/mL) em 100 pL da suspensdo, aguardado 5 min, foram analisadas 5000
células por tratamento por citometria de fluxo, foram consideradas integras as células néo

coradas.

2.5. Ensaio do Cometa

Para a avaliacdo de genotoxicidade foi utilizado o Ensaio do Cometa (Collins et al.,
2008). Um total de 7,2x10° células foram semeadas por poco, em placa de 6 pogos. Em seguida,
as células foram tratadas com PB (5, 10 e 15 uM). Apods 3 h de tratamento, as células foram
colhidas, centrifugadas (1000 rpm por 5 min) e ressuspendidas. Em seguida, foram suspensas
em agarose de baixo ponto de fusdo (Low Melting Point - 0,5%) e distribuidas em laminas pré-
gelatinizadas com agarose comum (1,5%). As células foram lisadas (NaCl 2,225 M,
EDTALtitriplex 89 mM e Tris 8,9 mM) por 60 min & 4 °C e submetidas a condicGes alcalinas
(EDTAtitriplex 1 mM e NaOH 0,3 N) por 20 min. A eletroforese foi realizada em pH>13, 25
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V, 300 mA durante 20 min. Posteriormente, as laminas foram neutralizadas (Tris 0,4 N e pH
7,5 corrigido com HCI), fixadas em alcool absoluto, secadas e mantidas a 4 °C para posterior
coloracdo. Para analise, as laminas foram coradas com brometo de etidio (2 ug/mL) e
analisadas 100 células por lamina, sendo 2 laminas por tratamentos. O experimento foi
realizado em trés repeticdes. As imagens foram obtidas através do Microscépio EVOS® FL
Auto Cell Imaging System (Thermo Fisher) com aumento de 200X. As imagens dos cometas

foram analisadas no programa CometScore®©, para avaliar o parametro Tail moment.

2.6. Andlise de expressdo de mRNA via RT-gPCR

A RT-gqPCR foi utilizada para avaliar alteracbes na expressdo relativa de genes
relacionados a morte celular por apoptose (PUMA, Survivin, CASP3, CASP8, CASP9, PARP1),
estresse oxidativo (GPX1), danos no DNA (GADDA45A, H2AFX), regulacdo do ciclo celular
(p21, MYC e TP53), metabolismo de xenobioticos (CYP1AL, CYP1A2 e CYP3A4), e autofagia
(beclinl). Um total de 10° células foram semeadas em placas de 6 pogos e tratadas com
plumbagina (10 e 15 uM) por 12 h. Apds os tratamentos foi extraido o RNA total utilizando-se
RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Cat.74106), segundo as especificacbes do fabricante.
Posteriormente, parte da amostra foi encaminhada para leitura em espectrofotdmetro (BioDrop
pLite, BioDrop) para quantificacdo e avaliacdo da pureza do RNA sendo a razao (A2eo/280nm)
obtida entre 1,8 e 2, e sua integridade foi verificada em gel de agarose 0,8 %. Trés repeticdes
experimentais foram realizadas. A sintese de cDNA foi realizada em termociclador T100™
Thermal Cycler BIO-RAD, onde 1000 ng de RNA total foram diluidos em H>O DEPC (volume
total de 12,4 pL), 1 puL de oligo dT (10 pmd/mL) e 2 uL de dNTPs (2,5 mM) e mantidas por 15
minutos a 60 °C. Em seguida, foram mantidas em gelo e adicionado 4 pL de 5X First Strand
Buffer (250 mM Tris-HCI (pH 8.3), 375 mM KCI, 15 mM MgCl; e 100 mM) e aguardado 2
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente foi adicionado 0,1 pL de RNAase out e 0,5
ML de enzima transcriptase reversa (M-MLV-Invitrogen, Life Technologies) por amostra, as
quais foram mantidas por 37 °C/50°, 70 °C/15’ e a etapa final a 10 °C.

Para PCR em tempo real foi utilizado o composto fluorescente (5 uL) Plantinum SYBER
Green gPCR Supermix-UDG (Bio-Rad, Cat.11733038), 0,5 puL de cada oligonucleotideo
iniciador (10pmol) e 5 uL de cDNA de cada amostra (250 ng). As reagdes de gPCR foram
realizadas nas seguintes condigdes: 95° C por 5 minutos e 45 ciclos de 95° C/20 segundo, 60°
C/30 segundos, 72° C/20 segundos no aparelno CFX96 Touch Deep Well™ Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad). A analise da curva de Melting foi realizada no final de cada reacéo

com temperatura de 50°C a 90°C a cada 0,5 graus por 20 segundos. Os genes utilizados foram
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comparados com a expressdo do gene normalizador GAPDH. Todos os primers foram
adquiridos na Sigma-Aldrich Brasil. A eficiéncia dos oligonucleotideos foi calculada pelo

programa LinRegPCR, versao 2013.1. O experimento foi realizado em trés repeticdes.

2.7. Expressao de proteina de danos no DNA

Utilizando o equipamento MAGPIX® System foram avaliadas as alteragdes nas
concentracdes de proteinas através da tecnologia LUMINEX XMAP®, utilizando o marcador
fluorescente (Estreptavidina-Ficoeritrina (PE)). Foram semeadas 1,4x10° células em placa de
24 pocos, apds 12 h de tratamento com plumbagina (10 e 15 pM) foram processadas seguindo
0 protocolo do MILLIPLEX®MAP Kit Human DNA Damage/Genotoxicity — 7 Plex (Cat. 48-
621MAG), utilizando o programa XPONENT 4.2. O experimento foi realizado em trés

repeticoes.

2.8. Andlise Estatistica

Os resultados obtidos nos ensaios de resazurina, ciclo celular, morte celular, cometa,
integridade de membrana, expressao de mRNA e proteina foram comparados por ANOVA
seguida de Dunnet (p<0,05). Essas analises estatisticas foram realizadas através do programa
GraphPad Prism 5. A analise dos dados de expressdo génica foi realizada também com o
método Pairwise Fixed Reallocation Randomization Test inserido no programa Rest 2009
(Pfaffl et al., 2002). Sendo considerado significativo pelo Rest e fator de expressao (Fold

change-razéo) acima/abaixo de 2 vezes.

3. Resultados
3.1. Ensaio de citotoxicidade (Resazurina)

A partir da concentracdo de 15 UM observou-se que a PB apresentou significativa
citotoxicidade (viabilidade = 74,38+£10,32) quando comparado com o controle negativo
(100+0) (Figura 1).
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Figura 1 - Viabilidade celular, obtida pelo ensaio de citotoxicidade pelo método da resazurina
de células HepG2/C3A apds 24 h de exposicdo aos tratamentos com plumbagina (5; 10; 15;
17,5uM). (*) Estatisticamente significativo em relacdo ao controle (p<0,05).
3.2. Andlise das fases do ciclo celular

Para o ciclo celular foi observada uma reducédo significativa da populacéo celular em
G1 (32,95+3,73) e S (12,64+0,85) na concentracdo de 15 pM em relacdo ao controle (G1:
51,14+0,26; S: 17,1+1,87, respectivamente), e subsequente aumento significativo na fase G2/M
(53,15+4,55) comparado ao controle (30,22+2,49). Os demais tratamentos ndo apresentaram

alteracdo em relacédo ao controle (Figura 2).
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Figura 2 - Distribuicdo das células HepG2/C3A nas diferentes fases do ciclo celular, G1, S,
G2/M (em porcentagem) por citometria de fluxo (marcacdo com iodeto de propidio), apds 24 h
de tratamento com 5; 10 e 15 pM de PB. (*) Estatisticamente significativo em relagdo ao
controle p<0,05.
3.3. Andlise da morte celular

Na anélise da apoptose observou-se uma reducdo significativa na frequéncia de células
viaveis na concentracgdo de 15 uM (38,08+7,2) em relacdo ao controle (88,66+0,72) (Figura 3).
Como consequéncia, houve um aumento na frequéncia da populacdo de células em apoptose,

na concentracao de 15 uM (61,54%) (Figura 4).
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Figura 3 - Anélise de morte celular por citometria de fluxo (marca¢do com Annexin-CF647/7-
AAD) na linhagem celular HepG2/C3A, ap6s 24 h de tratamento com PB nas concentragdes de
5; 10 e 15 pM. (*) Estatisticamente significativo em relagdo ao controle (p<0,05). (**)
Estatisticamente significativo em relag&o do controle (p entre 0,01 e 0,001).

Figura 4 - Imagens obtidas através do Microscépio EVOS® FL Auto Cell Imaging System
(Thermo Fisher) de células HepG2/C3A tratadas por 24 h com diferentes concentracdes de PB
(5; 10 e 15 uM) e o controle negativo em aumento de 100x.
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3.4. Andlise da integridade de membrana

Na analise de integridade de membrana (Figura 5), o tratamento com PB (15 uM),
reduziu significativamente a populacdo celular com a membrana integra, sendo que 60% das

células apresentam membrana danificada.
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Figura 5 - Andlise de integridade de membrana por citometria de fluxo (marcacdo com iodeto
de propidio) na linhagem celular HepG2/C3A, tratada com PB nas concentracdes de 5; 10, e 15
HUM. (*) Estatisticamente significativo em relagdo ao controle p <0,05.

3.5. Ensaio do Cometa

No ensaio do cometa, a PB apresentou atividade genotdxica significativa (p<0,05) nas
concentracdes 5 UM (6,82+2,85), 10 uM (26,02+3,20) e 15 uM (38,17+6,77), em relacdo ao
controle (0,15+0,05) apds 3 h de tratamento (Figura 6), apresentado pelo parametro Tail
moment. O aumento dos niveis de danos no DNA corresponde a um maior comprimento da
cauda do cometa (Steinert, 1996) como pode ser verificado na Figura 7, comparando 0s
nucleoides do controle negativo (A), com nucleoides obtidos do tratamento com PB a 10 uM

(B) observados em microscopio de fluorescéncia em aumento de 200x.
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Figura 6 - Analise de danos de DNA através do ensaio cometa apds 3 h de tratamento com a
PB, nas concentragdes 5; 10 e 15 uM. (*) Estatisticamente significativo em relagdo ao controle
p entre 0,01 e 0,05. (**) Estatisticamente significativo em relacdo do controle, p entre 0,01 e
0,001.

Figura 7 - Imagens obtidas através do Microscépio EVOS® FL Auto Cell Imaging System
(Thermo Fisher) com aumento de 200X. (A) Controle negativo; (B) Nucleoides apds 3 horas
de tratamento na concentracdo de 10 uM de PB.

3.6. Expressao de mRNA

A partir da andlise da expressdo de mMRNA de genes relacionados ao ciclo celular,
verificou-se que ndo houve alteragéo significativa na expressao do mRNA do gene MYC (1,73x;
1,2x). No entanto, observou-se aumento significativo da expressao relativa do mRNA de p21
(6,28x) na concentracdo de 10 uM em relagdo ao controle e a maior concentracao, e reducao
significativa na expressao relativa do mRNA do gene TP53 (-3,44x) na maior concentragéo (15
M), sendo significativamente diferente da expresséo relativa na menor concentragéo testada
(-1,4x). (Figura 8).
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Figura 8 - Expressdo relativa de mRNA de genes relacionados a progressdo do ciclo celular
(MYC, p21, TP53) obtidos pela técnica de RT-qPCR, apds 12 h de tratamento com PB nas
concentragdes 10 e 15 puM. Os dados sdo apresentados como média da expressdo relativa. A
razdo e a analise estatistica foram calculadas pelo software REST 2009. (a) Diferenca
significativa em relag@o ao controle (p<0,05). (b) Diferenga significativa entre as concentracdes
testadas (p<0,05).

Além disso, para 0s mMRNA dos genes marcadores de danos no DNA, em ambas
concentracdes observou-se o aumento significativo da expressdo relativa do mRNA do gene
GADD45A (6,9x; 3,64x) e aumento significativo da expressdo de H2AFX (2,02x) na
concentracdo de 10 pM, como mostra a Figura 9. N&o houve alteracdo significativa na

expressao relativa do mRNA do gene GPX1 (1,3x; 1,28x) relacionado ao estresse oxidativo.
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Figura 9 - Expresséo relativa de mRNA dos genes relacionados a danos no DNA (GADD45A
e H2AFX) e estresse oxidativo (GPX1) obtidos pela técnica de RT-gPCR, apds 12 h de
tratamento com PB nas concentragdes 10 e 15 uM. Os dados sao apresentados como média da
expressao relativa. A razdo e a analise estatistica foram calculadas pelo software REST 2009.
(*) Razdo <0,5 ou >2. (a) Diferenga significativa em relagdo ao controle (p<0,05). (b) Diferenga
significativa entre as concentragdes testadas (p<0,05).

Em relacdo ao mRNA dos genes envolvidos no processo de morte celular por apoptose
houve aumento significativo da expresséo relativa dos mRNA dos genes CASP3 (2,06x; 2,91x),
CASP8 (2,64x; 4,45x), PUMA (9,23x; 18,46x) e reducdo de PARP1 (-2,43x), na concentracdo
de 15 pM, além do aumento significativo da expressdo do mRNA do gene relacionado a
autofagia beclinl (2,45x; 3,49x), em ambas concentracdes (Figura 10). Os mRNAs dos genes
Survivin (1,4x; 0,71x) e CASP9 (1,64x; 0,85x) também relacionados & morte celular por

apoptose, nao estiveram significativamente alterados.
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Figura 10 - Expressdo relativa de mRNA dos genes relacionados morte celular por apoptose
(CASP3, CASP8, CASP9, PARP1, PUMA, Survin) e autofagia (beclinl) obtidos pela técnica de
RT-qPCR, apds 12 h de tratamento com PB nas concentracdes 10 e 15 uM. Os dados sdo
apresentados como média da expressao relativa. A raz&o e a anélise estatistica foram calculadas
pelo software REST 2009; (*) Razdo <0,5 ou >2. (a) Diferenca significativa em relacéo ao
controle (p<0,05). (b) Diferenca significativa entre as concentragdes testadas (p<0,05).

A Figura 11 mostra os valores de expresséo relativa do mRNA dos genes relacionados
ao metabolismo de xenobidticos, onde observa-se o aumento significativo do mRNA dos genes
CYP1AL1 (21,55x; 9,47x), CYP3A4 (11,68x; 121,65x) e CYP1A2 (37,18x; 105,42x) em ambas
concentracdes de PB. Sendo CYP3A4 significativamente diferente entre duas as concentracdes

testadas.
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Figura 11 - Expressdo relativa de mRNA dos genes envolvidos no metabolismo de
xenobioticos (CYP1A1, CYP3A4 e CYP1A2) obtidos pela técnica de RT-gPCR ap6s 12 h de
tratamento com PB nas concentragdes 10 e 15 pM. Os dados s3o apresentados como média da
expressao relativa. A razdo e a analise estatistica foram calculadas pelo software REST 2009;
(*) Razdo <0,5 ou >2. (a) Diferenca significativa em relagdo ao controle (p<0,05). (b) Diferenga
significativa entre as concentracdes testadas (p<0,05).

3.7. Andlise de proteinas

Apbs 24 h de tratamento observamos o aumento significativo da concentracdo de
proteinas Chk2 (Thr68), p53 (Serl5) e p2l1 (total) na concentracdo de 10 uM, aumento
significativo de H2AX (Serl139), na concentracdo de 15 uM, e diminuicdo significativa das

proteinas MDM2 (total) e Chk1 (Ser345), também nessa maior concentracdo testada (Figura
12).
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Figura 12 - Média de intensidade de fluorescéncia de proteinas totais ATR, MDM2 e p21 e
proteinas fosforiladas Chk1 (Ser345), Chk2 (Thr68), H2A.X (Ser139), p53 (Serl5) ap6s 24 h
de tratamento com PB nas concentracGes 10 e 15 pM. (*) Estatisticamente significativo
(p<0,05) em relacgdo ao controle. MIF (Média de Intensidade de fluorescéncia).
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4. Discusséo

A PB apresenta atividade citotoxica em diferentes linhagens tumorais. Em nosso estudo,
a PB apresentou atividade citotoxica e genotoxica na linhagem tumoral HepG2/C3A. A partir
da associacdo de resultados da expressao de mMRNA e/ou proteinas relacionados a morte celular,
ciclo celular e metabolismo de xenobidticos, com os ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade
avaliados foi observado o potencial citotoxico, antiproliferativo e genotdxico deste fitoquimico,
demonstrando ter potencial aplicabilidade no desenvolvimento de estratégias para
quimioterapia.

O efeito citotdxico da PB na linhagem HepG2/C3A foi semelhante ao encontrado em
outros trabalhos onde, apds 24 h de tratamento, também observaram a reducéo significativa na
populacdo de células em linhagens tumorais de mama (Sameni; Hande, 2016), osteosarcoma
(Xue et al., 2015), prostata (Reshma et al., 2016) e ovario (Sinha et al., 2013), expostas as
concentracfes de 0,5 — 10 uM de PB. Efeito semelhante foi encontrado para a analise da
integridade de membrana, onde observamos uma quantidade significativa de células com a
membrana danificada na concentracdo de 15 pM. Os ensaios de ciclo celular, morte celular e
cometa permitiram correlacionar os efeitos da PB com os dados da expressao génica (mMRNA e
proteina) auxiliando na melhor compreensdo dos mecanismos que levaram a citotoxicidade
causada pela PB nas células HepG2/C3A.

Encontramos inducédo significativa na expressdo dos transcritos CYP1Al, CYP1A2 e
CYP3A4. Estes genes fazem parte do sistema do citocromo P450, que atuam principalmente na
ativacdo metabdlica e metabolismo de varios carcindgenos e também drogas antitumorais
(Antona; Sundberg, 2006). Os dados sugerem que a PB pode sofrer metabolizagdo extensiva
por CYP1AL, CYP1A2 e CYP3A4 e este efeito pode estar relacionado a citotoxicidade induzida
por PB, em uma tentativa celular de eliminar o xenobiotico, como uma resposta celular ao
estresse causado (Lemos; Trindade, 2014). No entanto, a HepG2/C3A ndo inativou o efeito
citotoxico da PB, pois quando avaliamos a concentracdo efetiva de citotoxicidade (15 puM) esta
é semelhante a utilizada em outras linhagens que ndo possuem esse sistema de metabolizagéo,
como demonstrado por Sagar et al. (2014), onde a maior concentragéo de PB utilizada (20 uM),
apresentou citotoxicidade em linhagem tumoral de mama (MCF-7, BT20) e de cancer de
prostata (DU145).

Inducdo de danos no DNA é um efeito comum entre quimioterapicos (Zhang et al.,
2016) e esse efeito também foi observado nos tratamentos com PB. Células tratadas com PB,
em todas as concentragdes, mostraram cometas bem caracteristicos, diferentemente do controle,

que ndo apresentou cauda comet-like. Outros autores também tém demonstrado que a PB
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apresenta atividade genotoxica em linhagens celulares como HCT15, HT29 (Subramaniya,
2011), L5187Y (Demma; Hallberg; Hellman, 2009) e ME-180 (Srinivas et al., 2004).

Os danos no DNA déo inicio a vias de sinalizacdo que se associam ao local do dano, e
fosforilam varias proteinas-alvo, incluindo Chkl e Chk2. Chk2 é capaz de receber sinais de
sensores de danos de DNA e retransmitir esses sinais a maquinaria do ciclo celular, resultando
assim em parada na progressao do ciclo, ou em determinadas circunstancias, a apoptose (Zhang
etal., 2012).

Em contraste, a proteina Chk1 esta ativa mesmo em ciclos ndo perturbados (Bartek;
Lukas, 2003). A proteina Chkl foi encontrada sobreexpressa em alguns tumores humanos,
incluindo mama, célon, figado, gastrico, o que mostrou contribuir com a resisténcia terapéutica.
A ideia central é, quando inibida a proteina Chk1, células tumorais perdem a habilidade de
responder e reparar o dano no DNA, aumentando assim a morte celular decorrente da terapia
(Zhang et al., 2012).

No nosso estudo foi possivel observar a fosforilagdo aumentada de Chk2 (Thr68) e
diminuida de Chk1 (Ser345) em relacéo ao controle, sugerindo que a diminuicao na fosforilagcdo
de Chk1, impediu o reparo do dano do DNA enquanto que a fosforilacdo aumentada de Chk2,
devido aos severos danos no DNA, encaminhou a célula a morte celular. Resultados similares
foram encontrados no estudo de Kuo, Hsu e Cho (2006), onde a exposicao de células MCF-7 e
MDA-MB-231 a 8 uM de PB, induziu o aumento de Chk2.

Quando as celulas sdo tratadas com agentes que danificam o DNA, o sinal desse dano é
percebido e transmitido, causando a fosforilacdo de p53. Essa proteina entdo, ativada,
desencadeia a transcrigéo de genes tal como GADD45A (Kleinsimon et al., 2018). O aumento
da transcricdo de GADD45A, observado no tratamento com a PB nas células HepG2/C3A em
ambas concentracdes, nos leva a sugerir o estresse por danos no DNA, podendo resultar em
parada de ciclo celular, como observado no ensaio do cometa e na analise do ciclo celular nas
celulas tratadas com PB (Weng et al., 1999).

O tratamento com PB induziu também tanto a nivel de mRNA, quanto de proteina, outro
biomarcador de danos no DNA, H2AFX e H2A.X (Ser139). Este tem se tornado uma poderosa
ferramenta a fim de monitorar quebra de dupla fita de DNA (lvashkevich, 2011). Seu aumento
indica que houveram danos, correlacionando-se os resultados encontrados na avaliagdo da
genotoxicidade.

Foi observado neste estudo que a PB inibiu a expressdo de mMRNA do gene PARP1 na
maior concentracao testada. A inibicdo de PARP1 resulta na inativagéo do sistema de reparo de

DNA e a retencdo de quebras espontaneas de fita simples, podendo induzir a formacéo de
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quebras de dupla fita, resultando na instabilidade genémica e consequente morte celular por
apoptose (Malyuchenko et al., 2015).

A parada em G2/M, observada neste estudo, também pode estar relacionada aos danos
no DNA causados pela PB. Quando os danos verificados pelos checkpoints no ciclo celular,
ndo podem ser reparados, a célula é normalmente encaminhada a apoptose. Observamos, como
causa principal da parada de ciclo a inducéo da expressao relativa de p21 e da proteina p21. O
mesmo foi observado no estudo de Wang et al. (2008) utilizando células de melanoma
(A375.S2), onde as concentracOes de 10 e 20 uM de PB aumentou o nimero de células em
G2/M apobs 6 e 8 hrs de tratamento, além disso, foi observado o aumento da expressdo da
proteina p21, corroborando com o encontrado em nosso estudo.

Os danos no DNA e a parada de ciclo celular possivelmente induziram a sinalizacao de
morte celular programada (apoptose), como verificado na citometria de fluxo. Conforme os
dados da expressdo génica, podemos atribuir a atividade apoptética da PB em células
HepG2/C3A a alteracdo na expressdo dos mRNAs dos genes CASP3, CASP8 e PUMA. A
regulacdo positiva de CASP3 e CASP8 sugerem a realizacdo de apoptose de modo dependente
de caspase pela via extrinseca em ambas concentracdes utilizadas.

O mRNA do gene PUMA é induzido por uma ampla gama de estimulos apoptoticos
através de mecanismos dependentes e independentes de p53, induzindo a apoptose através da
disfungcdo mitocondrial (Yu; Zhang, 2008). A expressdo aumentada de PUMA encontrada no
nosso estudo sugere que a PB também € capaz de induzir apoptose pela via intrinseca.

H& muitas evidéncias que sugerem que a inducdo de p53 em resposta a danos no DNA
é controlada em niveis pos-transcricionais, principalmente devido a maior estabilidade da
proteina. Portanto, é viavel que apesar de uma diminuicdo na expressao do mRNA do gene
TP53, sua atividade p6de ser mantida ou até mesmo aumentada (Novakovic et al., 2006) como
demonstrado no ensaio de expressdo de proteina, onde o0s niveis de p53 aumentaram
significativamente apos o tratamento com a PB. A proteina p53 tem sua funcdo supressora de
tumor regulada de forma negativa pela proteina MDM2, porém, a fosforilacdo da proteina p53
é suficiente para revogar a repressdo de MDM2 durante a resposta ao estresse, como foi
demonstrado no ensaio de expressao proteica.

A expressdo aumentada do mRNA do gene beclinl nos leva a inferir que a PB também
pOde ser capaz de induzir morte por autofagia em ambas concentracfes testadas. Quando as
células percebem estresse interno, como por exemplo, dano no DNA (Cai et al., 2015), podem

sofrer autofagia induzida por beclinl (Li et al., 2014). Outros estudos demonstraram que a PB
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foi capaz de induzir autofagia nas linhagens tumorais de pulmdo A549 e H23 através do
upregulation de beclinl (Li et al., 2014).

1) —— AUTOFAGIA
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Figura 13 — Resumo grafico das atividades citotoxicas e genotdxicas desencadeadas na célula
HepG2/C3A apobs os tratamentos com a PB.

5. Concluséo
O presente estudo demonstrou que a PB é metabolizada pelas enzimas CYP1A1,

CYP1A2 e CYP3A4 e que a extensiva metabolizagdo realizada é uma tentativa de destoxificar
as células, no entanto ndo inativou o efeito citotoxico. Além disso, a citotoxicidade da PB
também esteve relacionada a inducdo de danos genotdxicos como observado pela parada de
ciclo celular e confirmada pelo ensaio do cometa e indugdo da expressdo de genes e proteinas
de sinalizacdo de danos ao DNA (H2AFX, GADD45A, H2A.X, Chkl e Chk2) e ciclo celular
(p21 e p53). Estas alteragOes intracelulares parecem induzir a morte celular por apoptose e
autofagia, uma vez que varios genes (Beclinl, CASP3, CASP8, PARP1 e PUMA) envolvidos
nesta via estiveram com suas expressoes moduladas pela PB (Figura 13).

Sendo assim, este fitoquimico se apresenta como um potencial agente terapéutico para

o desenvolvimento de novas estratégias no tratamento do cancer.
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APENDICE
Tabela 1. Valores de viabilidade (médias + desvio padrdo) obtida do ensaio da resazurina, apos

24 h de tratamento com PB.

VIABILIDADE
TRATAMENTOS Meédias * desvio padrao

CONTROLE 10100 £ 1674,31
5uM 9570 £ 166,43
10 uM 9450 + 432,78

15 uM 8660 + 1575,57 *

17,5 uM 6560 + 1918,08 *

clP 6340 + 655,76 *

ANOVA seguida de Teste de Dunnet;
Controle positivo (CP): Camptotecina.

* Diferenca estatisticamente significativa em relacéo ao controle negativo (p < 0,05);

Tabela 2. Média das porcentagens da distribuicdo das células nas fases do ciclo celular (G1, S

e G2/M). Valores obtidos apds 24 h de tratamento.

G1+DP(%) S+DP(%) G2/M+DP(%)
CONTROLE |  51,14%0,26 17,1+1,87 30,22+0,26
5 uM - 53,78+1,21 15,49+1,52 28,63+0,23
10 pM . 44,85%341 14,92+0,65 37,07+3,55
15 pM | 32,95%3,73* 12,68+0,85* 53,15+4,55*

ANOVA seguida de Teste de Dunnet.

* Diferenca significativamente estatistica em relagdo ao controle negativo (p<0,05).

Tabela 3. Analise de morte celular por citometria de fluxo. Média e desvio padrdo da
porcentagem de células HepG2/C3A viaveis, em apoptose inicial, tardia e necrose apds 24 h de

tratamento com plumbagina.

TRATAMENTO VIAVEIS+tDP APOPTOTICAS+DP NECROSE/MORTE*DP

CONTROLE | 88,66+0,72 7,26%0,56 4,06%0,99
5uM | 89,82+0,74 6,62+2,65 2,55+0,52
10 uM . 84,87+34 12,81+2,84 240,57
15 uM | 38,08+7,2* 61,54+6,92%* 1,23+0,144
CP | 29,3442, 77* 70,04+2,8* 0,62+02

ANOVA seguida de Teste de Dunnet;
Controle positivo (CP): Camptotecina.

* Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle negativo (p < 0,05);
** Estatisticamente significativo em relacdo do controle (p entre 0,01 e 0,001).

Tabela 4. Andlise de integridade de membrana por citometria de fluxo. Média e desvio padrdo
da porcentagem de populacdo celular. VValores obtidos ap6s 24 h de tratamento.

TRATAMENTO MEMBRANA INTEGRA MEMBRANA
+ DP DANIFICADA + DP
CONTROLE | 92,80+0,95 7,06+0,94
5uM | 92,06+1,23 7,94+1,37
10 pM | 86,31+7,20 13,80+7,4
15 uM | 41,22+7,31* 58,77+7,24*
CP | 55,54+5,65* 44,9145 57*

ANOVA seguida de Teste de Dunnet;
Controle positivo (CP): Camptotecina.
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1 * Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle negativo (p < 0,05);
2
3  Tabela 5. Média e desvio padréo dos resultados encontrado no ensaio do cometa utilizando o
4 programa CometScore®©. Valores obtidos apos 3 h de tratamento com plumbagina.
TAIL MOMENT==DP
CONTROLE 0,150+0,05
5uM 6,82+2,85*
10 uM 26,02+3,20**
15 uM 38,1746,77**
CP 7,16+4,49*
5  ANOVA seguida de Teste de Dunnet;
6 Controle positivo (CP): Doxorrubicina.
7 * Diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao controle negativo (p < 0,05);
g ** Estatisticamente significativo em relagdo do controle (p entre 0,01 e 0,001).
10  Tabela 6. Iniciadores utilizados na RT-gPCR
11
Gene Foward Reverse
beclinl 5’ CAG TAT CAG AGA GAA TAC AGT 3’ 5" TGG AAG GTT GCA TTA AAG AC 3’
CASP3 5 GTG CTA CAA TGC CCC TGG AT 3’ 5> GCC CAT TCA TTT ATT GCT TTC 3
CASPS8 5 GCA AAA GCA CGG GAG AAA GT 3 5 TGC ATC CAA GTG TGT TCC ATT 3’
CASP9 5" GCT CTT CCT TTG TTC ATC TCC 3’ 5 GTT TTC TAG GGT TGG CTT CG 3
CYP1A1 5'AAA GAA CCC GCA CCT GGC AC 3' 5TGA AAT CAT CGC CCT GCC 3'
CYP1A2 5'CAC TAT CAG GAC TTT GAC AAG 3' 5 AGG TTG ACAATC TTC TCC TG 3'
CYP3A4 5'AGT CTT TCC ATT CCT CATCC 3' 5' TGC TTT TGT GTATCT TCG AG 3'
GADDA45A 5 TCA GCG CAC GAT CAC3 TGTC 3’ 5 CCA GCA GGC ACAACACCAC3
GAPDH 5' GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 3' 5' GGAAGATGGTGATGGGATTT 3'
GPX1 5’ CAA CCA GTT TGG GCA TCA G 3’ 5’ CGA TGT CAA TGG TCT GGA AG3’
H2AFX 5" AAT CCA AGC ACC TAG ATACC 3 5’ CAG AAT TCC AGT TCA GAA GC 3
MTOR 5’ GGA GGA GAA ATT TGA TCA GG 3 5 GGG CAA CAA ATT AAG GAT TG 3’
MYC 5 TGA GGA GGA ACA AGA AGA TG 3 5 ATC CAG ACT CTG ACC TTT TG 3’
p21 5" CAG CAT GAC AGA TTT CTA CC3’ 5" CAG GGT ATG TAC ATG AGG AG3’
PARP 5" AAA AGG AGG TGG AAA AGA TG 3’ 5" GCT AAG AAC AAC TCC TGA AG 3’
PUMA 5’ GTA AGA TAC TGT ATA TGC GCT 3’ 5> TTT TCC ACT GTT CCA ATC TG 3’
Survivin 5' AGC CCT TTC TCA AGG ACC AC 3' 5'TGG CTC GTT CTC AGT GGG GCA GT 3'
TP53 5' TAC CAC CAT CCACTACAACT 3' 5'GAC AGG CAC AAACACGCAC 3
12
13  Tabela 7. Expresséo relativa dos genes de morte celular, estresse oxidativo, progressao do ciclo
14 celular e danos no DNA, normalizada com o gene de referéncia GAPDH utilizando o programa
15 REST. Os valores de fold-change representam quantas vezes o gene foi mais ou menos expresso
16  emrelagéo ao grupo controle.
GENE Tratamento  Expressao Std. Error Fold-change
beclinl PB 10 uM 2,45 +0,3 2,45 *a
PB 15 uM 3,49 +0,76 3,29 *a
CASP3 PB 10 uM 2,06 +0,08 2,91 *a
PB 15 uM 2,91 10,63 2,06 *a
CASP8 PB 10 uM 2,65 +0,46 2,65 *a
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PB 15 uM 4,45 +0,65 4,45 *a
CASP9 PB 10 uM 1,64 +0,38 1,64
PB 15 uM 0,85 +0,03 -1,16
GADD45A PB 10 uM 6,9 3,9 6,9 *a
PB 15 uM 3,64 +0,63 3,64 *a
GPX1 PB 10 uM 1,3 10,2 1,3
PB 15 uM 1,28 +0,24 1,28
H2AFX PB 10 uM 2,02 +0,06 2,02 *a
PB 15 uM 1,73 +0,37 1,73
MYC PB 10 uM 1,73 +0,58 1,73
PB 15 uM 1,2 +0,3 1,2
P21 PB 10 uM 6,28 2,3 6,28 *a,b
PB 15 uM 0,81 +0,08 -1,23
PARP1 PB 10 uM 0,71 +0,67 -1,4
PB 15 uM 0,41 +2,01 -2,43 *a
PUMA PB 10 uM 9,23 2,47 9,23 *a
PB 15 uM 18,46 +3,35 18,46 *a
Survivin PB 10 uM 1,40 +0,06 1,4
PB 15 uM 0,715 +0,04 -1,39
TP53 PB 10 uM 0,67 +1,04 -1,49
PB 15 uM 0,29 +1,02 -3,44 *a,b

(*) Razdo <0,5 ou >2.
(a) Diferenga significativa em relacdo ao controle (p<0,05). (b) Diferenca significativa entre as concentragdes
testadas (p<0,05).

Tabela 8. Expressao relativa dos genes de metabolismo de xenobi6ticos, normalizada com o
gene de referéncia GAPDH utilizando o programa REST. Os valores de fold-change
representam quantas vezes o gene foi mais ou menos expresso em rela¢do ao grupo controle.

GENE Tratamento Expressao Std. Error Fold-change
CYP1A1 10 uM 11,68 +1,6 11,68 a*
15 pM 9,47 +0,66 9,47 a*
CYP1A2 10 uM 37,18 120,21 37,18 a*
15 uM 105,42 +36,82 105,42 a*
CYP3A4 10 uM 21,556 +7.76 21,55 a,b*
15 uM 121,65 +30,43 121,65 a,b*

(*) Razdo <0,5 ou >2.
(a) Diferenca significativa em relagdo ao controle (p<0,05). (b) Diferenca significativa entre as concentragdes
testadas (p<0,05).

Tabela 9. Média da intensidade de fluorescéncia e desvio padrdo obtidos na analise de proteina
utilizando o aparelho MAGPIX® System. Valores obtidos apés 24 h de tratamento com
plumbagina.

PROTEINA  CONTROLE*DP 10 uM+DP 15 puM+DP
ATR (total) 40,67+20,66 33,64+3,03 20,89+10,44
Chk1 (Ser345) 244,44+24,15 214,89+12,31  112,89+13,19*
Chk2 (Thr68) 4,33+2,49 32,66+5,91* 11,42+9,43
H2A.X(Ser139) 0 17,16+7,58 171,61+71,12*
p53 (Serl5) 16,16+7,67 60,28+8,25* 11,61+9,13
MDM2 (total) 2681,5+600 1816,39+219,95  720,5+186,9*




1
2

3

p21 (total) | 383,05:159,98 1207,11+341,6*  720,5%30,39
ANOVA seguida de Teste de Dunnet;
* Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle negativo (p < 0,05);
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