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RESUMO

O aumento de casos de cancer tem reforcado a importancia de se estudar possiveis
produtos, como os de origem vegetal, que combatam o desenvolvimento progressivo
dos mesmos. O estudo em questdo avaliou os compostos braquidinas A, B e C,
extraidos das raizes da espécie vegetal F. platyphylla, quanto aos seus possiveis
efeitos citotdxicos, genotoxicos, oxidativos e influéncia na motilidade e capacidade
de invasao de células tumorais humanas, assim como possiveis alteracbes no
metabolismo e expressao de proteinas. Foram utilizadas culturas de células in vitro
das linhagens tumorais de préstata humana, PC-3 e DU145. Nove concentracfes
(0,24 a 30,72uM) foram avaliadas nos ensaios de viabilidade celular (MTT, vermelho
neutro e LDH) sendo as braquidinas predominantemente citotoxicas a partir da
concentracdo de 3,84uM em ambas as linhagens. Os valores de ICso para as
braquidinas A, B e C foram, respectivamente, 23,41; 4,28 e 4,44uM (PC-3) e 6,75;
6,69 e 7,06uM (DU145). As concentracbes utilizadas nos demais ensaios
empregados no presente estudo foram escolhidas baseando-se nos resultados
obtidos nos ensaios de citotoxicidade e nas ICso calculadas. As braquidinas A e B
foram capazes de induzir necrose na concentracdo de 6,00uM e a braquidina C
induziu apoptose nas concentracdes de 0,96, 1,5 e 6,00uM. Esses fitoquimicos ndo
induziram aumento de espécies reativas intracelulares em nenhuma das condigdes
avaliadas (concentracdo e tempo) utilizando-se a sonda CM-H2DCFDA,; também néo
foram genotoxicas pelo ensaio do cometa. O perfil metabdlico, avaliado por *H-RMN,
foi alterado, notando-se um aumento de colina, lactato e alanina para as células
tratadas com braquidina C na concentracdo de 3,84uM. Foi observado uma
diminuicdo dos mesmos metabdlitos, incluindo acetato, para as células tratadas com
3,84uM de braquidina A. A expressdo de proteinas também foi modificada,
observando-se um aumendo na expressao de p21 na concentracdo de 3,84uM nas
células tratadas com braquidinas B e C, indicando atraso no ciclo celular. As
concentracbes de 6,00uM (braquidina A) e 3,84uM (braquidina B) diminuiram a
expressdo da proteina Phospho-AKT o que pode também atrasar o ciclo e a
proliferagéo celular. Em todas as concentragdes foi notado um aumento de PARP
clivada, proteina relacionada com a inducdo de processos apoptoticos. As
braquidinas diminuiram significativamente os processos migratorios e invasivos das
células DU145 a partir da concentracdo de 6,00uM. Com esse estudo foi possivel
definir as concentragbes citotoxicas das braquidinas, assim como algumas
atividades que exercem nas linhagens celulares tumorais de prostata humana, PC-3
e DU145, como por exemplo, diminuicdo da proliferacdo celular, inducéo de morte e
reducao de processos migratorios.

Palavras-chave: Fitoquimicos. Citotoxicidade. PC-3. DU145. Western blot.
Genotoxicidade.
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ABSTRACT

The increase in cancer cases has reinforced the importance of studying possible
products, such as those of vegetal origin, that combat the progressive development
of these. The present study evaluated the compounds brachydin A, B and C,
extracted from Fridericia platyphylla roots, for their possible cytotoxic, genotoxic,
oxidative effects and their influence on the motility and invasiveness of human tumor
cells, as well as their possible changes in protein metabolism and expression. In vitro
cell cultures of the human prostate tumor cell lines, PC-3 and DU145 were used.
Nine concentrations (0.24 to 30.72uM) were evaluated in viability assays (MTT,
neutral red and LDH) being the brachydins predominantly cytotoxic from the
concentration 3,84uM in both cell lines. The ICso values for brachydins A, B e C were,
respectively, 23.41; 4.28 and 4.44uM (PC-3) and 6.75; 6.69 and 7.06uM (DU145).
The concentrations used in subsequent assays were chosen based on the results
obtained in the cytotoxicity assays and on calculated ICso values. Brachydins A and
B were capable to induce necrosis at the concentration of 6.00uM and brachydin C
induced apoptosis at concentrations of 0.96, 1.5 and 6.00uM. These phytochemicals
did not induce increase of intracellular reactive species in none of the evaluated
conditions (concentration and time) using the CM-H2DCFDA probe; they also were
not genotoxic by comet assay. The metabolic profile, evaluated by *H-NMR, was
modified, noticing an increase in choline, lactate and alanine for the cells treated with
brachydin C at concentration of 3.84uM. It was observed decrease in the same
metabolites, including acetate, for cells treated with brachydin A at 3.84uM. The
proteins expression was also changed, with an increase of p21 expression in cells
treated with brachydin B and C at the concentration of 3.84uM, indicating delay in the
cell cycle. The concentrations of 6.00uM (brachydin A) and 3.84uM (brachydin B)
decreased the Phospho-AKT expression, which may influence cellular cycle and
proliferation. At all concentrations were noticed an increase in cleaved PARP, a
protein related to the induction of apoptotic processes. The brachydins at 6.00uM has
significantly decreased cell motility and invasiveness in DU145 cells. With this study it
was possible to define the cytotoxic concentrations of brachydins, as well as some
activities that exert on both human tumor cell lines, PC-3 and DU145, such as
reduction of cell proliferation, induction of cell death and reduction of migratory
processes.

Keywords: Phytochemicals. Cytotoxicity. PC-3. DU145. Western blot. Genotoxicity.
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1. INTRODUCAO

Plantas medicinais tém sido historicamente uma valiosa fonte de drogas para
a medicina e até os dias atuais ainda sdo importantes para o descobrimento e
desenvolvimento de novas drogas. Diversos produtos naturais provindos de plantas
estdo sendo estudados quanto a modulacdo de diferentes alvos moleculares e
tratamento de doencas (ATANASOQV et al., 2015), entre elas o cancer.

O cancer é uma das doencas gque mais causa morbidade e mortalidade no
mundo, e tem sido controlado com diversas terapias, como cirurgia, radioterapia,
hormonioterapia, imunoterapia e quimioterapia citotoxica. Nesta ultima categoria
encontram-se 0s quimioterapicos citotoxicos, que podem ser sintéticos, como por
exemplo agentes alquilantes, ou naturais, como as moléculas derivadas de plantas.

Os fitoterapicos e fitofarmacos, medicamentos obtidos utilizando-se
exclusivamente matéria prima proveniente de partes de um vegetal ou o proprio
vegetal, ttm sido uma alternativa para o tratamento de doencas crénicas, levando-se
em conta o alto custo dos medicamentos sintéticos, principalmente quando o0s
pacientes necessitam de um tratamento por um longo periodo (FUKUMASU et al.,
2008).

Plantas medicinais ja sdo tradicionalmente utilizadas no Brasil e tornam-se
fitoterapicos ou fitofarmacos quando sdo autorizadas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para serem industrializadas e comercializadas. Para
isso, a ANVISA exige que sua eficacia e seguranca sejam validadas por meio de
levantamentos etnofarmacologicos, estudos farmacolégicos e toxicoldgicos pre-
clinicos e clinicos (ANVISA, 2016), que permitam sua caracteriza¢ao e utilizagdo de
maneira eficaz.

Os produtos do metabolismo secundario das plantas sdo foco de muitas
pesquisas que tém como objetivo extrai-los, isola-los, definir suas estruturas e
avalia-los in vitro e in vivo quanto a possiveis atividades biolégicas, em especial,
farmacoldgica (ATANASOQV et al., 2015; LIU, 2004).

Testes in vitro baseados em células possuem de média a alta performance e
demonstram a eficacia de um fitoquimico em nivel celular, levando a identificacéo de
alvos moleculares e possiveis mecanismos de agdo. Os ensaios escolhidos devem
ser simples, com alta sensibilidade e reprodutibilidade (ATANASQV et al., 2015).
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No presente estudo foram avaliados trés compostos fendlicos obtidos do
extrato das raizes da espécie vegetal Fridericia platyphylla (Cham.) L.G.Lohmann,
denominados braquidina A, B e C. Fridericia platyphylla antes era identificada como
Arrabidaea brachypoda (DC) Bureau. Portanto, ao longo dessa fundamentacéo
tedrica, muitas vezes a espécie citada serd A. brachypoda, pois foram utilizados
artigos publicados com a taxonomia antiga.

7

F. platyphylla € nativa do cerrado brasileiro, conhecida popularmente como
“cervejinha-do-campo”, “cipé-una” e/ou “tintureiro”. Ja se tem conhecimento do uso
tradicional de chas preparados a partir de raizes desta planta para o tratamento de
pedra nos rins e artrite (RODRIGUES; CARLINI, 2005). Extratos da raiz de F.
platyphylla também ja demonstraram significante atividade anti-inflamatéria (DA
ROCHA et al., 2011) e sua porc¢éo diclorometano aliviou dor aguda em testes in vivo
com ratos (RODRIGUES et al., 2017). Seus principios ativos isolados, entre eles 0s
compostos avaliados no presente estudo, demonstraram atividade anti-
Trypanossoma cruzi em ensaios in vitro e in vivo (DA ROCHA et al., 2014).

Para contribuir com a caracterizacdo farmacologica das braquidinas, foram
avaliados neste trabalho os possiveis efeitos citotoxicos, genotoxicos e oxidantes
das trés braquidinas em linhagens celulares tumorais de préstata humana (PC-3 e
DU145), assim como seus efeitos sobre o perfil metabdlico e sua influéncia na
motilidade e capacidade invasora das células.

As linhagens celulares utilizadas nos ensaios fazem parte do acervo de
células do Laboratorio de Mutagénese e Oncogenética (LAMON) da Universidade
Estadual de Londrina (UEL). Nas ultimas décadas este laboratério tem investigado
canceres urogenitais, analisando marcadores moleculares (como polimorfismos de
nucleotideos Unicos) em estudos caso-controle com pacientes portadores decancer
de prostata, pénis e bexiga e também procurado por novas drogas com
caracteristicas citotoxicas que possam combater estas neoplasias.

Portanto, com este trabalho pretendemos contribuir para o conhecimento de
algumas das atividades biologicas das braquidinas, para que tais compostos possam
ser investigados futuramente como medicamento fitofarmaco para o tratamento de

doencas, especialmente o cancer de prostata.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Fitoterapicos, Fitoquimicos e Fitofarmacos

Por mais de um milénio plantas medicinais tém sido uma rica fonte de
agentes terapéuticos e sao, até os dias atuais, a origem de diversos medicamentos
(NEWMAN; CRAGG, 2012). As buscas por seus compostos ativos tiveram inicio no
comeco do século 19, desencadeando nas décadas seguintes uma série de estudos
buscando por principios ativos de muitas plantas medicinais (ATANASQV et al.,
2015).

Plantas frequentemente utilizadas na medicina tradicional sdo assumidas
como seguras devido a sua utilizacdo a longo prazo. Todavia, chas e extratos
vegetais podem produzir efeitos adversos como qualquer droga, podendo apresentar
risco em potencial para o consumo (SHAHEEN; AHMAD; HAROON, 2017), como foi
demonstrado em estudo de, 6 plantas medicinais (Lophira alata, Eranthia chlorantha,
Phragmanthera capitata, Kalanchoe crenata, Elephantopus mollis e Millettia
macrophylla) onde foram investigados seus efeitos citotdxicos e antiproliferativos em
linhagens tumorais humanas (SPC212 — mesotélio, A549 — pulméo, HepG2 - figado,
DLD-1 — coloretal e MCF-7 — mama) e em uma linhagem normal de fibroblastos
humanos (KUETE et al., 2017).

As plantas desenvolveram um sistema biossintético que gera uma mistura
complexa de moléculas bioativas, provenientes de seu metabolismo secundario,
denominadas de fitoquimicos e que normalmente contribuem para uma dada funcao,
como crescimento da planta, controle da reproducéo, defesa contra competidores,
predadores e patdogenos (DADASHPOUR et al., 2017). Os fitoquimicos podem ser
classificados como carotenoides, fendlicos (onde estdo inclusos acidos fendlicos,
flavonoides, taninos, estilbenos e coumarinas), alcaloides, compostos nitrogenados
e compostos organosulfurados, todos derivados do metabolismo secundario da
glicose (Figura 1) (CAMPOS-VEGA; DAVE OOMAH, 2013, SAAD et al., 2016).

Apo6s processos de extracdo e isolamento dos fitoquimicos da planta de
origem, eles passam por diversas analises quimicas para definir suas estruturas,
gue muitas vezes sdo complexas, para entdo serem testados em modelos de
laboratério em experimentos in vitro ou in vivo (JOHNSON, 2007).

Sem o conhecimento especifico de seu mecanismo de a¢édo dentro da célula,

os fitoquimicos ja tém sido usados na medicina tradicional, como por exemplo, a
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salicina, que possui efeitos anti-inflamatério e  analgésico. A salicina foi
originalmente extraida de Salix alba (Salgueiro-branco) e mais tarde sinteticamente
produzida para se tornar a ja utilizada hoje, aspirina (SNEADER, 2000). Taxus
baccata (Teixo) € conhecida por ser extremamente toxica para animais que se
alimentavam de suas folhas ou criangcas que comeram suas frutas. Wani et al.
(1971) isolaram da casca do caule de Taxus baccata o alcaloide paclitaxel, que mais
tarde se tornou uma importante droga no tratamento do cancer (MOLYNEUX et al.,
2007; WANI et al.,, 1971). Atualmente paclitaxel, juntamente com sua derivacao
semi-sintética docetaxel, a vinblastina e vincristina (Catharanthus roseus), sdo
drogas de origem vegetal utilizadas no tratamento de diversos tipos de cancer por
possuirem atividades citostasticas (SINGH et al., 2016; WEAVER, 2014).



22

Figura 1: Esquema simplificado da biossintese de metabdlitos secundarios derivados
da glicose.
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Alguns fitoquimicos sdo conhecidos como fitotoxinas, que sdo téxicos para
seres humanos em certas concentra¢cdes (SHIBAMOTO; BJELDANES, 2009), como
por exemplo, o acido aristoléquico, extraido do género Aristolochia, que é
carcinogénico em baixas concentragées (SHAW, 2010). Polifenois e flavonoides
podem induzir a producdo de espécies reativas quando ingeridos em altas
quantidades (HALLIWELL, 2007) e outros fitoquimicos interferem na absorcao de

nutrientes e sdo classificados como antinutrientes (AKANDE et al., 2010).
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Fitoquimicos podem ainda serem genotdxicos, ou seja, causarem danos no
material genético, como por exemplo, o alcaloide pirrolizidinico, que promove
adutos, quebras e ligacdes cruzadas na molécula de DNA, trocas entre cromatides
irmas, aberracdes cromossdmicas e inducdo de micronucleos, podendo ser também
carcinogénicos em células endoteliais de figado e em hepatécitos (CHEN; MEI; FU,
2010; MEI et al., 2010). Um exemplo de fitoquimico genotdxico é a sanguinarina, um
alcoléide extraido de Sanguinaria canadensis, que age também nas ATPases
transmembranas (CROAKER et al., 2017).

Os fitoquimicos podem ser considerados como fitofarmacos, ou seja,
substancias derivadas de plantas medicinais que passam por industrializacéo e tém
legislacdo especifica, sendo responsaveis por diversos efeitos terapéuticos com ou
sem efeitos colaterais (EFFERTH et al., 2017). Portanto, os fitofarmacos sé&o
medicamentos alopaticos, onde o principio ativo é um fitoquimico isolado (SAAD et
al., 2016).

Quando utilizado para tratamento de doencas, 0os medicamentos com
substancias de origem vegetal podem ser considerados também fitoterapicos. Estes
sdo medicamentos derivados de uma mistura complexa de principios ativos que
atuam de modo sinérgico (SAAD et al., 2016). Desde 1978 a Organiza¢cdo Mundial
da Saude (World Health Organization - WHO) reconhece o uso de fitoterapicos e
fitofarmacos, e incentiva os paises a formularem politicas e regulamentacdes
nacionais referentes a utilizacdo de medicamentos tradicionais de eficacia
comprovada, recomendando a integracdo da medicina tradicional e da medicina
complementar alternativa aos sistemas de saude (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1998).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é responsavel
pela legislacdo para medicamentos com substancias de origem vegetal. A Portaria
06/95 diferencia as plantas medicinais dos fitoterdpicos e de fitofarmacos,
ressaltando que os ultimos apresentam formulacdo especifica (BRASIL, 2006).
Segundo a ANVISA (RDC n° 26/14), fitoterapico/fitofarmaco é todo medicamento
obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais,
caracterizado pelo conhecimento da eficicia e dos riscos de seu uso, assim como
pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Sua eficacia e seguranca sédo
validadas por meio de levantamentos etnofarmacolégicos, documentacdes tecno-

cientificas ou ensaios clinicos (ANVISA, 2014).
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2.2 Fridericia platyphylla (Cham.) L.G.Lohmann

O género Fridericia, sinbnimo de Arrabidaea (KAEHLER, 2018), pertence a
familia Bignoniaceae e ocorre desde o México até a Argentina, incluindo o cerrado
brasileiro. Diversas espécies deste género ja tém sido utilizadas na medicina
tradicional por apresentarem atividades antioxidante (Arrabidaea patellifera, MARTIN
et al.,, 2008), antimicrobiana, antitumoral (Arrabidaea samydoides, PAULETTI; DA
SILVA BOLZANI; YOUNG, 2003), anti-inflamatéria (Arrabidaea triplinervia, LEITE et
al., 2006) e adstringente (Arrabidaea chica, ZORN et al., 2001). Estudos fitoquimicos
ja realizados em espécies deste género indicam a presenca de C-glucosilxantonas,
fenilpropanoides, flavonoides (incluso antocianidinas), derivados de alantoinas e
triterpenos (GONZALEZ et al., 2000; MARTIN et al., 2008; MIRANDA et al., 2017).

F. platyphylla (Figura 2), anteriormente identificada como Arrabidaea
brachypoda (DC) Bureau, € encontrada nas vegetacdes de cerrado, campinarana e
caatinga, popularmente conhecida como “cip6-una”, “cervejinha-do-campo” e/ou
“tintureiro”. E uma planta com forma de arbusto ou liana, de origem nativa e nédo
endémica, ocorrendo em todas as regides brasileiras, com exce¢do dos estados
Amapa, Rio Grande do Norte, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (KAEHLER,
2018).

Alcerito et al. (2002) relataram atividade antifingica do extrato de folhas de F.
platyphylla e a andlise fitoquimica deste indicou alto conteudo de flavonoides, sendo
quatro deles isolados e caracterizados: 3,4-dihidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona, cirsiliol
(primeira vez descrito na familia Bignoniaceae), cirsimaritina e hispidulina. Estes
compostos  demonstraram  atividade  antifingica  contra  Cladosporium
sphaerospermum.

O extrato bruto das folhas de F. platyphylla e suas fracbes demonstraram
atividade leishmanicida perante formas promastigotas e amastigotas de Leishmania
(L.) amazonensis, por meio de inibicdo de enzimas e proteases cruciais para a
sobrevivéncia do parasito. Porém, ndo apresentaram efeitos antioxidantes,
favorecendo o parasita, pois nao interferem no mecanismo de acao dos macrofagos
(PEREIRA, 2012).
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Figura 2: Cervejinha-do-campo (Fridericia platyphylla).

Fonte: http://www.ervanariamarcosguiao.com/product-page/cervejinha-do-campo

O extrato etandlico das raizes de F. platyphylla demonstrou efeitos anti-
inflamatorios e antinociceptivos em camundongos, inibindo o recrutamento de
leucocitos para a cavidade peritoneal e inibindo a formacdo de granulomas (DA
ROCHA et al., 2011).

F. platyphylla tem sido pouco estudada em relacdo as suas atividades
biolégicas, principalmente quanto aos seus efeitos em células humanas. Em estudo
desenvolvido no Laboratério de Mutagénese e Oncogenética da UEL, Serpeloni et
al. (2013) mostraram que o extrato de raiz de F. platyphylla foi altamente citotoxico
em ceélulas humanas gastricas normais (GAS) e tumorais (ACP02), diminuiu a
viabilidade celular, induziu necrose e nao apresentou efeito mutagénico.

Estudos recentes com extrato hidroetandlico das raizes de Fridericia
platyphylla indicaram efeito gastroprotetor em diferentes ensaios com ratos
portadores de Ulcera gastrica, onde foi observada uma reducéo significativa dos
danos causados pela ulcera (DA ROCHA et al., 2017). Em outro estudo foi avaliado
o potencial mutagénico dos extratos de folhas, raizes e caule desta planta utilizando-
se o teste de Ames, onde todos esses extratos apresentaram mutagenicidade para a
cepa TA98 (relacionada a mutacao frameshift) de Salmonella typhimurium, tanto na
presenca quanto na auséncia de ativacdo metabdlica. Também foram avaliadas as

fracOes aquosas e diclorometanicas das raizes e folhas; a por¢do aquosa das folhas
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foi mutagénica e a diclorometanica de folhas e raizes apresentou apenas indicios de
mutagenicidade. No mesmo estudo foi avaliada a atividade estrogénica e os extratos
de folhas e de raizes demonstraram interacdo com o receptor de estrogeno
(RESENDE et al., 2017).

2.2.1 BRAQUIDINAS

As braquidinas séo flavonoides inéditos isolados da porcao diclorometano de
um extrato hidroalcodlico das raizes de Fridericia platyphylla por Rocha et al. (2014).
Para se obter esses compostos ativos, os autores dividiram o extrato em uma fragao
de CH2CL:, fizeram a andlise por HPLC-PDA-ESIMS e as trés estruturas
identificadas foram denominadas de braquidinas A, B e C (Figura 3), tendo apenas
um unico radical diferente entre elas; braquidina A possui um grupo hidroxila,
braquidina B um grupo metoxil e braquidina C ndo possui este radical.

Quando a atividade desses trés compostos foi avaliada contra tripomastigotas
extracelulares de Trypanossoma cruzi, braquidina A foi inativa enquanto braquidinas
B e C exibiram potencial atividade citotoxica, com ICso de 5,3uM e 6,6uM,
respectivamente (DA ROCHA et al.,, 2014). A citotoxicidade destas braquidinas
também foi avaliada utilizando-se macrofagos de exsudato peritoneal obtidos de
camundongos albinos (BALB/c). Braquidina A novamente foi inativa até
concentracdes de 20pM enquanto B e C exibiram, respectivamente, LCso de 15,6uM
e 17,3uM (DA ROCHA et al., 2014). As braquidinas B e C também foram avaliadas
quanto a atividade contra amastigotas intracelulares (B: ICso 6,0uM e C: ICso 6,8uM),
e foram capazes de inibir a invasdo do parasita em células do hospedeiro na
concentracdo de 10uM. Além disso, em ensaio in vivo utilizando-se camundongos
albinos infectados com T. cruzi, braquidina B (100 mg/kg/dia/5dias) foi capaz de
reduzir a parasitemia sanguinea e mortalidade dos animais quando comparados
com grupo controle (DA ROCHA et al., 2014). A possivel atividade com o receptor de
estrogeno também foi avaliada, porém, os resultados ndo foram estatisticamente
significativos (RESENDE et al., 2017).
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Em estudo recente, a porcéo diclorometano (mistura das braquidinas A, B e
C) do extrato das raizes também foi estudada quanto aos seus efeitos contra dor
aguda em camundongos Swiss machos e suas possiveis interacbes com
nociceptores. Os resultados foram uma reducdo na resposta nociceptiva dos
camundongos (na concentracdo de 30mg/kg) e uma possivel interacdo dos
compostos com receptores opioides e o0s canais ibnicos TRPM8 e ASIC,
relacionados ao alivio de dor aguda (RODRIGUES et al., 2017).

Figura 3: Estrutura quimica das braquidinas.

OCHj

Fonte: Rodrigues et al.(2017).

2.3 Viabilidade e morte celular

O cultivo de células humanas in vitro tem sido uma ferramenta muito
importante para o desenvolvimento de novas drogas, pois permite avaliar danos e
alteracdes morfolégicas induzidas por xenobiéticos. Em abordagens de larga-escala
de produtos naturais, compostos isolados, ou moléculas sintéticas, € necessario
identificar a efetividade dessas substancias, sendo para isso importante a
diferenciagcdo entre células viaveis, mortas ou de alguma maneira, danificadas
(PRABST et al., 2017).

O termo viabilidade celular é frequentemente definido como o numero de
células saudaveis em uma amostra em relacdo as inviaveis/mortas (STODDART,
2011). A analise in vitro da viabilidade se tornou uma abordagem comum para
identificar uma variedade de alteracdes bioldégicas em diversas areas da pesquisa
cientifica, avaliando parametros fisiologicos, estruturais e/ou funcionais das células
(GILBERT; FRIEDRICH, 2017).

Os ensaios de viabilidade celular in vitro também sdo importantes para se

definir concentracBes citotdxicas e ndo citotoxicas de agentes quimicos, com o
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objetivo de garantir 0 uso de concentracdes seguras dos mesmos. Esses ensaios
sdo bastante empregados em estudos que avaliam o uso seguro de extratos de
plantas utilizados pela populacdo na medicina tradicional (ATANASOQV et al., 2015;
SPECIAN et al., 2016).

Existem metodologias diferentes para a andlise de citotoxicidade de
compostos e € importante a combinacdo delas (SPECIAN et al., 2016), pois
utilizando-se mais de uma metodologia, a abordagem se torna mais confiavel e, com
um maior numero de pardmetros sendo avaliados, aumenta-se também a
reprodutibilidade dos resultados (GILBERT; FRIEDRICH, 2017). Os efeitos
biol6égicos observados apés a combinacdo de ensaios permitem inferir sobre os
mecanismos de acdo dos compostos, podendo resultar na identificacdo de
moléculas e/ou organelas-alvo para determinar suas atividades biolégicas
(ATANASOQV et al., 2015).

2.3.1MTT

Um dos testes de viabilidade celular mais comuns, o ensaio do MTT (brometo
de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio), frequentemente utilizado para se
determinar a citotoxicidade de substancias, ja foi validado quanto a sua
funcionalidade em diferentes linhagens celulares (MOSMANN, 1983). Neste ensaio, 0
sal de tetrazdlio MTT, solavel em &gua, € convertido pela enzima succinato-
desidrogenase, presente na mitocéndria, em cristais de formazam insollveis, pela
clivagem do anel de tetrazolio. O produto formazam (de coloracdo roxa) € impermeavel
as membranas da célula e, portanto, se acumula no complexo de Golgi (RASHID-
DOUBELL; HOROBIN, 1993) e em goticulas lipidicas (UCHINOMIYA et al., 2016) de
células saudaveis (MOSMANN, 1983; STOCKERT et al., 2018) (Figura 4).
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Os cristais de formazam normalmente possuem uma forma pontiaguda que
pode danificar a integridade da célula, induzir morte celular e, consequentemente,

Figura 4: Células HelLa ap6s 1,5h de tratamento com MTT. Setas indicam formazam
acumulado em goticulas lipidicas.

diminuir o metabolismo e parar a reacédo de reducdo. Como os cristais sao formados
no meio intracelular, os protocolos baseados nos sais de MTT possuem uma etapa
de lise celular e dissolucdo do formazam antes da leitura em espectrofotémetro.
Todos esses aspectos tornam impossivel a realizacdo deste ensaio com avaliacdo
em tempo real; devido a isso, o ensaio do MTT € caracterizado como um ensaio
end-point, uma vez que causa a morte da célula (BERRIDGE; HERST; TAN, 2005;
PRABST et al., 2017).

Fonte: Stockert et al., 2018.

Muitos trabalhos tém encontrado resultados falso-positivos, uma vez que o sal
de tetrazdlio pode ser reduzido por outros compostos e ndo pela atividade
mitocondrial (SPECIAN et al., 2016), como por exemplo, diversos compostos de
origem vegetal, entre eles os flavonoides (BRUGGISSER et al., 2002; PENG;
WANG; REN, 2005; TALORETE et al., 2006).

O sal de MTT pode ser reduzido a cristais de formazam pela atividade de
NADH ou NADPH dentro das células, mas fora da mitocdondria (BERRIDGE; TAN,
1993). Diante disso, estudos recentes sugerem que 0 ensaio do MTT, ao invés de

ser utilizado como parametro para avaliar a redutase mitocondrial, deve ser usado
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como uma medida da taxa de producdo de NAD(P)H, uma vez que o MTT também é
reduzido por enzimas glicoliticas do reticulo endoplasmatico (STOCKERT et al.,
2018).

2.3.2 VERMELHO NEUTRO

O ensaio do vermelho neutro, também utilizado para analisar a viabilidade
celular, é baseado na capacidade de células viaveis incorporarem e reterem o
corante eurodina, tendo como base a integridade do lisossomo e o metabolismo
celular. O corante pertence a uma classe que contém a estrutura fundamental
fenazina adicionado de radical metil, que capacita o corante a entrar na célula por
difusdo simples, se concentrando nos lisossomos, onde se liga a grupos anidnicos e
fosfatases na matriz lisossomal (REPETTO; DEL PESO; ZURITA, 2008).

O ensaio depende da capacidade da célula em manter o gradiente de pH
existente entre lisossomo e citoplasma, por meio do metabolismo de ATP.
Consequentemente, a quantidade de corante absorvido € diretamente proporcional
ao numero de células viaveis, podendo entdo serem identificadas células vivas,
danificadas ou mortas (REPETTO; DEL PESO; ZURITA, 2008).

Quando sob o efeito de agentes xenobidticos que podem danificar e/ou
modificar o metabolismo e a integridade dos lisossomos, a difusdo do corante, assim
como a sua retencdo podem ser diminuidas, e isto consequentemente reduz sua
quantidade dentro da célula, expressando entdo um carater citotéxico do xenobidtico
(ATES et al., 2017).

Assim como o MTT, esse ensaio € amplamente utilizado para avaliar a
citotoxicidade de diversas substancias quimicas, como produtos farmacéuticos,
naturais e cosméticos (RODRIGUES et al., 2013), porém, também possui limitacdes,
pois o0 corante pode reagir com substancias volateis, instaveis ou com baixa
solubilidade, podendo resultar em resultados falso-positivos (REPETTO; DEL PESO;
ZURITA, 2008).

2.3.3LDH

A lactato desidrogenase (LDH) € uma enzima citosolica, encontrada em
diversos tipos celulares e responsavel pela conversao de piruvato em lactato na
presenca de NADH, ou de lactato em piruvato na presen¢ca de NAD*. O ensaio de
liberag&do da enzima LDH também é utilizado como um indicador de citotoxicidade. E

baseado no extravasamento desta enzima e de substidncias normalmente
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intracelulares para o meio extracelular (ZOU et al., 2013). A liberacdo da LDH
intracelular € um indicador de morte celular irreversivel devido aos danos na
membrana plasmatica (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006). Portanto, o ensaio pode
analisar o potencial de compostos que podem danificar a integridade da membrana
ou outras atividades celulares que resultem nisso.

A identificacdo da enzima também é feita por meio de um ensaio colorimétrico
em gue sao utilizados reagentes comerciais constituidos principalmente por lactato,
NAD* e INT (2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-fenil-2H-tetrazolio), um sal similar ao
MTT,. Em experimentos onde ocorre morte celular, parte do meio extracelular deve
ser removido para deteccdo da LDH liberada. Em mistura com o0s reagentes
comerciais, a LDH extravasada converte o lactato em piruvato utilizando NAD* para
catalisar a reacao e produzindo também NADH; este reduz o sal INT em formazam
(coloragéo arroxeada) e sua deteccdo pode ser realizada por espectrofotometria
(Figura 5).

NAD* Formazan

/ '\ = Lactato
. \ Eletron
( Mediador
\ LDH
NADH

LDH
. \ / Piruva
Liberagdo da enzima LDH pe

rompimento da membrana

Figura 5: Esquema do funcionamento do kit utilizado para o ensaio LDH.

Fonte: Canvax Biotech, 2018.

2.3.4 APOPTOSE/NECROSE

O termo apoptose foi primeiramente usado por Kerr, Wyllie e Currie em 1972
para descrever morfologicamente uma forma distinta de morte celular, e desde
entdo, 0s componentes da apoptose e seus mecanismos moleculares tém sido
descritos (KERR, 1972; PAWELETZ, 2001; KERR, 2002).

O processo de morte celular regulada (MCR) pode ser induzido por diversos

fatores; ocorre normalmente durante o desenvolvimento e envelhecimento celular e
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também como um mecanismo homeostatico para controlar a populacéo celular. Ha
diversos mecanismos de MCR, cada um com sua via metabdlica especifica,
resultando num tipo de morte diferente. Quando a morte é devida a elevados danos
fisicos, quimicos ou mecanicos, ela é caracterizada como morte celular acidental
(MCA) e seu efeito € imediato e a célula adquire uma caracteristica de necrose
(GALLUZZI et al., 2018).

Sao multiplos os processos de MCR, como exemplo, apoptose (extrinseca e
intrinseca), necroptose (necrose “programada”), ferroptose (distarbios no estado
redox), piroptose, autofagia, lisossomo-dependente, etc e as células no estagio final
sdo morfologicamente separados em duas classes, a aparéncia apoptética e a
necrotica (GALLUZZI et al., 2018).

Mediada por caspases, a apoptose é uma morte celular programada em que
ocorrem diversas alterac6es morfolégicas (encolhimento da célula, condensacéo dos
cromossomos, fragmentacdo do nudcleo na fase tardia e formacdo de corpos
apoptoticos) e bioquimicas (exposicdo da fosfatidilserina para o lado externo da
membrana) (CHEN; KANG; FU, 2018). A principal diferenca entre os dois
mecanismos principais de apoptose (extrinseca e intrinseca) € a origem do dano.
Resumidamente, a via extrinseca é ativada por receptores de membrana que
recebem um sinal que induz a morte celular e esta € mediada pela ativagdo da
caspase-8; jA na via intrinseca, a sinalizacdo parte de dentro da célula e é
principalmente mediada pela mitocondria quando ha dano excessivo no DNA ou
estresse oxidativo, desencadeando a cascata de sinalizacdo apoptotica pela
ativacdo da procaspase-9 (ELMORE, 2007; GALLUZZI et al., 2018).

Um mecanismo diferente a morte celular por apoptose é a necrose, que €
considerado um processo toxico, degradativo e dependente de energia, podendo
danificar células adjacentes, diferentemente do processo de apoptose, no qual ndo
ha prejuizo as células vizinhas (ELMORE, 2007).

Apoptose e necrose podem ocorrer simultaneamente (ZHANG et al., 2015)
devido a interconexao entre suas vias metabolicas. A forma final da morte celular
depende do tipo celular, do microambiente ao qual a célula esta inserida e do fator
gue induziu a morte (CHEN; KANG; FU, 2018).

A busca pela inducdo de apoptose € uma das abordagens utilizadas na
identificacdo e desenvolvimento de terapias anticancer, desde que o medicamento

seja seletivo para as células tumorais (KUMAR et al., 2016) e um dos focos atuais é
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a procura por fitoquimicos que possam auxiliar neste efeito. Em uma revisdo de
Kumar et al. (2016), os autores relataram diversos componentes de origem vegetal,
extratos ou fitoquimicos isolados, com efeitos anticarcinogénicos e indutores de
apoptose em diferentes linhagens celulares. Alguns exemplos s&o os extratos de
folhas de Camellia sinensis que induzem o aumento da expresséo de caspases-3, -8
e -9 em células HT-29 (HAJIAGHAALIPOUR et al., 2015) e extratos de raizes de
Trypterygium hypoglaucum que aumentam a expressdo de genes relacionados a
NF-kB e de caspases-3 e 8 em células leucémicas humanas HL-60 (ZHUANG et al.,
2004).

Como exemplo de flavonoides, mesma classificacdo das braquidinas desse
estudo, tem-se a herbacetina, que diminuiu a proteina quinase p-AKT, aumentou a
clivagem da polimerase PARP, diminuiu a expressao do gene inibidor de apoptose
BCL-2 e aumentou a do gene BAX, pr6é apoptético, em células de hepatocarcinoma
humano HepG2 (QIAO et al., 2013).

Um ensaio de apoptose/necrose, baseado na permeabilidade seletiva da
membrana, permite a diferenciacdo desses dois tipos de morfologias de morte
celular por meio do uso de corantes fluorescentes que evidenciam diferentes regides
da célula. Isto possibilita identificar células em processo de morte por apoptose (a
célula ndo apresenta ruptura da membrana plasmatica) ou por necrose, onde a

membrana plasmatica apresenta-se rompida (VANDEN BERGHE et al., 2013).

2.4 Quantificacao de espécies reativas intracelulares

A homeostase redox, como por exemplo o controle do pH, é importante para a
sobrevivéncia celular. Processos de oxidacdo-redugdo ocorrem em todos o0s
processos fundamentais da vida e alteracdes fisioldgicas ou patofisiol6gicas podem
alterar essa homeostase, causando o estresse oxidativo (SIES; BERNDT; JONES,
2017).

O estresse oxidativo consiste num aumento significativo das quantidades de
espécies reativas (ERs) dentro da célula, ou numa diminuicdo significativa da
capacidade redutora de defesas antioxidantes, como a glutationa peroxidase
(GPX4), ou ambas. Os efeitos do estresse oxidativo dependem da dimenséao de tais
variacdes. Uma célula é normalmente capaz de superar os efeitos nocivos do
estresse oxidativo se as perturbacdes no equilibrio redox forem pequenas,

restabelecendo o equilibrio normal intracelular. Perturbagcdes de maior escala podem
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levar a morte celular por apoptose, necrose ou ferroptose, através da abertura de
canais ionicos, lipoperoxidacdo, modificacbes em proteinas e oxidacdo do DNA
(BURTON; JAUNIAUX, 2011).

Durante o estresse oxidativo a célula ndo é capaz de neutralizar a grande
quantidade de ERs com suas defesas antioxidantes. A maioria destas espécies,
produzidas por meio da reducdo do oxigénio molecular (EROs), € produzida em
pequenas quantidades em organismos que utilizam metabolismo aerdbio e
quaisquer danos que provoquem sao reparados de forma constante. No entanto, em
condi¢cdes extremas de estresse oxidativo, os danos levam ao esgotamento dos
niveis de ATP, 0 que evita uma apoptose celular controlada e provoca a falha total
do funcionamento da célula, levando a necrose (LEE; SHACTER, 1999; LELLI et al.,
1998).

Quando ha perda da atividade da GPX4 a célula é induzida a ferroptose, uma
morte celular programada devida a acumulacdo de EROs que interagem com o0s
lipidios. Regulada por vias especificas, essa forma de morte celular ferro-
dependente é genética, bioquimica e morfologicamente diferente das outras mortes
celulares como apoptose, necrose ou necroptose (YANG; STOCKWELL, 2016).

Ja se tem dados na literatura de compostos e extratos de origem vegetal que
apresentaram efeitos antioxidantes pela eliminacdo de espécies reativas, ou
estimularam a defesa antioxidante da célula, demonstrando um potencial para
atuarem na prevencao do cancer (SERPELONI et al., 2015; SRIVIDYA et al., 2011).

Na avaliacdo da atividade antioxidante de um composto, associa-se 0 mesmo
a um agente indutor de ER, como o peréxido de hidrogénio (H2032), e a detec¢céo das
ERs pode ser feita com sondas especificas, como por exemplo a CM-H2DCFDA.
Apoés sua oxidacdo por oxidantes potentes, tais como os produzidos por reacoes
catalisadas por ions metalicos e peroxidases, esta sonda torna-se fluorescente. A
leitura fluorimétrica indicard se houve diminuicAo ou ndo das ERs quando
comparadas ao grupo tratado com peréxido de hidrogénio, pois quanto maior a
guantidade de ERs detectada, maior a absorbancia (FORMAN et al., 2015).

Deve ser lembrado que o ensaio utilizando-se a sonda CM-H2DCFDA néao
identifica espécies reativas especificas, mas sim, oxidantes potentes, tais como 0s
produzidos por reacdes catalisadas por ions metalicos e peroxidases (FORMAN et
al., 2015). Por conseguinte, para a deteccdo de determinadas espécies reativas €

necessaria a identificacdo, separacéo e quantificacdo dos produtos de oxidacdo, nao
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se devendo afirmar que espécies reativas estdo envolvidas em determinado
processo biolégico baseado unicamente no uso de oxidacao de corantes (FORMAN

et al., 2015), como a sonda utilizada no presente estudo.

2.5 Genotoxicidade

A genotoxicidade é a capacidade que alguns agentes quimicos e fisicos
possuem de causar dano no DNA e afetar a integridade de uma célula, podendo
esses danos serem potencialmente mutagénicos. O termo mutagenicidade é
utilizado quando um dano genotdxico se torna uma mutacdo permanente. Portanto,
todos 0s mutagenos sdo genotdoxicos e nem todos os agentes genotoxicos sdo
mutagénicos (BENIGNI; BOSSA; TCHEREMENSKAIA, 2013). Ha diferentes ensaios
sensiveis e especificos para se analisar a genotoxicidade de moléculas; quando
combinados, sua sensibilidade tende a aumentar, permitindo uma melhor avaliacao
do composto que esta sendo analisado (KANG et al., 2013).

Alguns compostos tém a capacidade de induzir danos em regifes frageis do
DNA, mais sensiveis a sofrerem lesdes; sdo nessas regifes que normalmente os
proto-oncogenes estao presentes, assim podendo levar a efeitos carcinogénicos
(DILLON; BURROW; WANG, 2010).

A inducédo de producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) pode ser
consequéncia da resposta do metabolismo celular & presenca de agentes quimicos.
As EROs formadas podem induzir genotoxicidade. Um exemplo € o metabolismo do
arsénico, um metal pesado considerado um potente carcindOgeno, que produz
radicais hidroxila que causam danos ao DNA e induzem principalmente cancer de
mama (KHANJANI; JAFARNEJAD; TAVAKKOLI, 2017), pulmé&o, pristata e pancreas
(LIU et al., 2001; GARCIA-ESQUINAS et al., 2013).

A genotoxicidade € importante para o tratamento quimioterapico, que utiliza
as propriedades de genotoxinas priorizando a inducdo de dano ao DNA em células
tumorais. Os danos no material genético sdo transmitidos para as proximas células
durante a divisdo celular e o acimulo de danos pode levar & instabilidade genémica
e/ou induzir morte celular (HEIJINK; KRAJEWSKA; VAN VUGT, 2013). Um dos
grandes problemas de drogas genotoxicas € a inducdo de dano tanto em células
normais quanto em células tumorais. Apesar da diferenca na proliferacdo e na
sensibilidade, frequentemente as células normais séo afetadas precocemente

aumentando o risco de cancer secundario (LIU et al., 2001).
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2.5.1 ENsSAIO DO COMETA

Denominado como Single Cell Gel Electrophoresis, simplificado por ensaio do
cometa, é um método rapido, sensivel, barato e confiavel, que permite determinar o
dano no DNA em células eucaridticas associadas com exposicdo a agentes
potencialmente genotoxicos (LOVELL; OMORI, 2008). Primeiramente foi
desenvolvido por Ostling & Johansson (OSTLING; JOHANSON, 1984) em versao de
pH neutro e mais tarde modificado por Singh (SINGH et al., 1988) para uma verséao
alcalina, aumentando a especificidade e reprodutibilidade do ensaio. O seu principio
€ simples; as células sdo embebidas em agarose low-melting, depois € feita a lise
celular em pH neutro ou alcalino e em seguida realizada a eletroforese.

Atualmente o ensaio do cometa na versdo neutra € usado para detectar
quebras de fitas duplas no DNA, enquanto o ensaio alcalino € mais sensivel para
detectar DNA fragmentado, sitios alcali-labeis, crosslinks entre DNA-DNA e DNA-
proteina e quebras de cadeias simples de DNA associadas a sitios incompletos de
reparo por excisdo (LU; LIU; YANG, 2017).

O DNA danificado é capaz de migrar gracas a influéncia da corrente elétrica;
guanto menores os fragmentos de DNA, mais eles migrardo quando comparados
aos maiores fragmentos. O resultado dessa migracdo do DNA se assemelha a figura
de um cometa (Figura 6). Este é corado e sua fluorescéncia analisada em
microscopio de fluorescéncia para determinar a extensdo do dano causado. A
analise pode ser feita manualmente ou automaticamente; esta ultima é aprimorada
por meio do uso de softwares especificos de imagem (COLLINS, 2004). Os
parametros mais utilizados sdo o comprimento da cauda (tail length) a porcentagem
de DNA na cauda e o momento da cauda (tail moment). Este ultimo combina o
comprimento com a intensidade da cauda do cometa, a porcentagem de DNA na
cauda, relativa a intensidade da cabeca reflete a quantidade de DNA danificado (LU;
LIU; YANG, 2017).

Esse ensaio pode ser realizado em estudos in vitro e in vivo, e € um dos
ensaios mais utilizados em combinacdo com outros ensaios genotoxicos, por ser um
método sensivel e eficiente para a determinacdo de compostos que possam ser
danosos ao DNA (BHAGAT, 2017; NANDHAKUMAR et al., 2011; TICE et al., 2000).
Apesar da eficiéncia, esse ensaio ndo identifica os mecanismos ou vias pelos quais

a droga possa estar causando o efeito genotoxico (TICE et al., 2000).
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Figura 6: Célula tumoral de préstata humana (PC-3) com danos no DNA no ensaio
cometa

Fonte: arquivo pessoal.

2.6 Metabolomica

A metabolémica tem como objetivo identificar e quantificar o metaboloma, ou
seja, todas as moléculas com baixa massa molar (metabdlitos) que participam de
uma rede de transformacdes quimicas que estdo presentes em uma célula (PATTI,
YANES; SIUZDAK, 2012). O ensaio fornece o perfil de metabdlitos primarios e
secundarios, os produtos finais da expressao génica em condicdes fisioldgicas, que
sao os responsaveis pelo fenétipo (LAST; JONES; SHACHAR-HILL, 2007). O termo
surgiu no final dos anos noventa e é relacionado ao estudo qualitativo e quantitativo
dos metabdlitos, afim de relaciona-los a perturbacdes ambientais ou mudancas
genéticas (NICHOLSON; LINDON; HOLMES, 1999; DUNN et al, 2011,
SMOLINSKA et al., 2012; BADDINI; NETTO; TEIXEIRA, 2014).

A composicdo de metabdlitos de vias biolégicas especificas permite auxiliar
na compreensdo do organismo saudavel em relagcdo a alteracdes patoldgicas
(KUMAR, 2016).

A espectroscopia ressonancia magnética nuclear (RMN) é um dos meétodos
mais utilizados para se obter dados sobre metabolémica. Essa técnica detecta
metabdlitos primarios e secundarios sem a destruicdo da amostra. Cada substancia
possui seu pico especifico e a alta reprodutibilidade torna a RMN adequada para a
formacdo de um banco de dados de metaboldomica de dominio publico (PATTI;
YANES; SIUZDAK, 2012).

Em muitas doencas as alteragbes metabdlicas precedem as anatbmicas, e a
técnica de RMN se apresenta como um meétodo eficiente de deteccdo precoce
destas alteracbes, por ser potencialmente sensivel a estas mudancas (TOMITA,;
NISHIOKA, 2005).

O conhecimento das caracteristicas metaboldmicas é fundamental para
auxiliar o diagnéstico e a descoberta de drogas terapéuticas contra o cancer

(OLIVARES et al., 2015) e a técnica de RMN tem sido muito empregada para avaliar
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drogas que interfram no metabolismo do tumor. Atualmente drogas recém-
descobertas e drogas utilizadas para outras finalidades terapéuticas, como por
exemplo a metiformina (droga anti-diabética), estdo em fase pré-clinica de avaliacao
metabolémica, a fim de identificar se elas podem agir no metabolismo de células
tumorais (OLIVARES et al., 2015), propiciando esperancas e boas perspectivas para

terapia do cancer.

2.7 Western Blotting

A protebmica é o estudo das proteinas e permite avaliar sua quantidade,
funcdo e estrutura. E uma ferramenta muito utilizada quando se tem como objetivo
estudar mudancas no metabolismo em resposta a xenobidticos. O estudo da
protedmica da um resultado final sobre o organismo melhor compreendido do que a
gendmica, pois esta Ultima pode apenas estimar a expressdo da proteina, enquanto
em determinados ensaios de protedmica é possivel uma quantificacdo mais exata.
Além disso, a quantidade de proteinas pode variar constantemente, dependendo das
condicBes ambientais das células (ASLAM et al., 2017; CHANDRASEKHAR et al.,
2014).

Diversas técnicas podem ser utilizadas para um estudo das proteinas em uma
célula e sao divididas, basicamente, em trés classes: (1) protebmica de expressao:
usada para avaliar qualitativamente ou quantitativamente os diferentes niveis de
expressao de proteinas totais, comparando diferentes condi¢c6es, como por exemplo,
células tumorais e células normais. Nessa abordagem é comum 0 emprego de
ensaios como western blotting, espectrometria de massa e eletroforese
bidimensional; (2) protedmica estrutural: tem como objetivo esclarecer as formas
tridimensionais das proteinas e suas complexidades; para isso sao feitos estudos
com cristalografia de raio-x e/ou espectroscopia por RMN; (3) protedmica funcional:
tem como objetivo elucidar o funcionamento e mecanismos moleculares de
proteinas especificas, tentando explicar suas fungbes bioldgicas. As analises
necessitam de estudos aprofundados que utilizam desde as técnicas ja citadas como
técnicas avancadas de ionizacdo (CHANDRASEKHAR et al., 2014).

Com o objetivo de avaliar as respostas das células frente a diferentes
concentragbes dos compostos-teste, no presente estudo foi utilizado o Western
blotting para a andlise de expressdo. O Western Blotting € uma técnica importante e

robusta para a imunodeteccao de proteinas; essas sao separadas por eletroforese e
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transferidas para uma membrana de nitrocelulose, e permite a deteccdo precisa de
proteinas-alvo por meio de anticorpos monoclonais antigeno-especificos (ASLAM et
al., 2017).

Apesar de ser uma técnica antiga, o blotting de proteinas tem evoluido
constantemente desde sua invencdo, resultando em maneiras diferentes de
transferir proteinas, utilizando-se membranas de diferentes materiais, cada qual com
suas vantagens e desvantagens. O método € bem sensivel, porém, dependente de
vérios fatores, como a qualidade da corrida na eletroforese; a transferéncia; a
retencdo do antigeno durante o processo e também do sistema de deteccéo
utilizado no final. Os resultados podem ser comprometidos caso haja deficiéncia em
alguma dessas etapas (KURIEN; SCOFIELD, 2015).

Com a utlizacdo do Western blotting é possivel estudar diferentes
mecanismos celulares que possam estar sendo afetados pelos tratamentos
utilizados. Dependendo dos efeitos previamente observados nos ensaios anteriores,
€ possivel analisar vias especificas, com o objetivo de descobrir onde um
xenobibtico pode estar agindo, como por exemplo, estudar vias de proliferacao,
morte, migracéo, danos celulares, danos ao DNA, etc.

2.8 Migracéo e Invasao Celular

Algumas células eucaridticas possuem a capacidade de migracdo e invasao,
fendmenos que ocorrem durante a gastrulacdo (KELLER, 2005) e no
desenvolvimento do sistema nervoso (HATTEN, 1999), do sistema vascular
(ROSSANT; HOWARD, 2002), da placenta e durante a migracdo de leucocitos
(FRIEDL; WEIGELIN, 2008). Porém, ha situacdes patoldgicas que podem desregular
0 movimento celular, como por exemplo, a metastase em cancer. Este € um dos
maiores problemas para o tratamento dessa doenca, pois envolve mudltiplos
processos de crescimento, migracdo de células através do sangue e do sistema
linfatico e estabelecimento de coldnias distantes (GUPTA; MASSAGUE, 2006;
KRAMER et al., 2013).

A transicdo epitélio-mesenquimal (TEM) € uma caracteristica das células
epiteliais que adquirem um fendtipo mesenquimal, importante para o
desenvolvimento do organismo. A TEM contribui para a cicatrizagao de feridas e
também no processo patolégico, causando a transicdo de células neoplasicas de

carcinomas primarios, que desenvolvem caracteristicas migratorias, invasivas,
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chegando a uma disseminacao metastatica (DIEPENBRUCK; CHRISTOFORI, 2016;
NIETO et al., 2016; GLOUSHANKOVA; RUBTSOVA; ZHITNYAK, 2018) .

Determinar a capacidade migratéria e invasiva de células tumorais e
esclarecer seus mecanismos de acdo € uma das estratégias mais relevantes para o
diagnéstico, prognostico, desenvolvimento de novas drogas e tratamento do cancer
(KRAMER et al., 2013).

A migracdo nada mais é que o movimento celular sobre um substrato, como a
matriz extracelular, fibras, membranas basais e até mesmo em placas de plastico;
porém, é realizado em superficies 2D, sem possuir algo que obstrua o movimento
(KRAMER et al., 2013). Para a realizacdo da migracéo, o cértex celular deve estar
rico em filamentos de actina e entdo ser realizado em 3 etapas: protusao (estruturas
ricas em actina sdo impulsionadas para fora da borda anterior da célula), ligacédo
(conexdo da actina do citoesqueleto com o substrato através de integrinas da
membrana plasmatica) e tracdo (associacao das fibras de tensdo miosina Il e actina
arrastam a massa citoplasmatica (HOSOOKA et al., 2001).

A invasdo é definida como o movimento celular através de uma matriz 3D
onde a célula precisa modificar o seu formato e interagir com a matriz extracelular.
Para a realizacdo da invasdo a célula necessita de adeséo, protedlise da matriz
extracelular e migracdo (FRIEDL; WOLF, 2010; KRAMER et al., 2013).

Linhagens tumorais (PC-3 e DU145) e normal (PNT2) de préstata ja foram
relatadas quanto as suas capacidades de migracédo (ELGASS; COOPER; CHOPRA,
2014) e essas mesmas células tumorais conseguem invadir a matriz extracelular
(COLELLA; JACKSON; GOODWYN, 2004), servindo entdo como bons modelos para

realizacédo desses ensaios.

2.8.1 MIGRACAO TRANSWELL

O ensaio de migracao transwell foi desenvolvido primeiramente por Boyden (a
técnica também ficou conhecida como camara de Boyden) para analisar respostas
quimiotéticas de leucdcitos (BOYDEN, 1962; KRAMER et al., 2013). O ensaio se
baseia em duas camaras com meio de cultura separadas por uma membrana porosa
onde as células podem transmigrar (Figura 7). O tamanho das células a serem
analisadas é importante para definir o tamanho dos poros. As células que ficam
aderidas na camara superior podem migrar verticalmente através dos poros para o

compartimento inferior, onde o meio possui uma concentracdo maior de soro
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(KRAMER et al., 2013). H4 dois modos de quantificar as células que migraram: (1)
fixa-las na membrana, cora-las e quantificd-las ou (2) cora-las com fluoréforos,
dissocia-las da membrana e quantifica-las com leitor de fluorescéncia, sendo a

segunda a recomendada pela revisao de Kramer et al. (2013).

Meio de cultivo
(baixa [ ] de soro)

inserto
L0 ool . Meio de cultivo (alta [ ] de soro) Membrana
poro

Figura 7: Principio da migracao transwell.

Fonte: Kramer et al. (2013) modificado.

2.8.2 INVASAO TRANSWELL

O ensaio de invasdo transwell € similar a migracao transwell. O que os
diferencia na etapa de montagem € a inclusdo de uma membrana matrigel que
simula uma matriz extracelular, cobrindo os poros e impedindo que células néo-
invasivas migrem através dela. Assim, células invasivas podem degradar a matriz e
se moverem para a outra camara, aderindo-se no compartimento inferior (Figura 8).
Kramer et al. (2013) recomendam calcular a razdo de células invasivas em relacao
as que migraram nos ensaios de migracao, obtendo-se assim, um indice de invasao
e determinando a contribuicdo da invaséo para a velocidade da motilidade. O ensaio
de invasao transwell é o mais utilizado dentre os ensaios de invasdo (KRAMER et
al., 2013), tendo ja sido utilizado, por exemplo, em estudos com trofoblastos (TANG
et al., 2012), cancer colorretal (ZHANG et al., 2013) e melanoma (KREISEDER et al.,

2013).

Figura 8: Ensaio de invaséo transwell com a membrana matrigel

Inserto com
células aderidas

Meio de cultivo (alta [ ] de soro)

Fonte: Kramer et al. (2013) modificado.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como obijetivo principal utilizar os fitoquimicos braquidinas
A, B e C, obtidos do extrato das raizes da espécie vegetal Fridericia platyphylla
(Cham.) L.G.Lohmann, para tratar células tumorais de prostata humana e avaliar
algumas de suas atividades biolégicas com o intuito de indica-las como possiveis

compostos antitumorais.

3.2 Objetivos especificos

Utilizar duas linhagems de células tumorais de préstata humana (PC-3 e
DU145) tratadas com braquidinas A, B ou C para avaliar a capacidade desses
fitoquimicos de induzir:

a) em células PC-3:

- citotoxicidade, apoptose ou necrose;

- genotoxicidade;

- alteracdo quantitativa de espécies reativas intracelulares;

- mudancas no perfil metabdlico;

- alteracbes na expressédo de proteinas.

b) em células DU145:
- citotoxicidade;

- alteracfes na motilidade celular.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Linhagens Celulares e Condi¢cdes de Cultivo

As linhagens celulares utilizadas neste estudo, PC-3 e DU145, sdao ambas
humanas e tumorais de préstata. A linhagem PC-3, isolada e estabilizada de um
adenocarcinoma de préstata metastatico em osso grau 4 de um homem de 62 anos
de idade, foi obtida da ATCC (ATCC® CRL-1435™). A linhagem DU145, isolada de
um sitio metastatico em cérebro, também foi obtida da ATCC (ATCC® HTB-81™),
estabilizada de carcinoma de um homem de 69 anos de idade.

As linhagens celulares foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado
com 10% de soro bovino fetal (SBF - ambos reagentes obtidos da Gibco, Grand
Island, NY, USA), penicilina 0,06 g/L (CAS: 69-57-8) e estreptomicina 0,10 g/L (CAS.:
3810-74-0) em garrafas de cultura com capacidade de 60 mL e area de crescimento
25 cm?. Os cultivos foram mantidos a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO: e
95% de umidade relativa.

O uso dessas linhagens € justificado pelas linhas de pesquisa do Laboratério
de Mutagénese e Oncogenética (LAMON), onde séo estudados diversos
marcadores moleculares relacionados ao cancer de préstata. Além disso, essas
duas linhagens celulares sdo bem estabelecidas e ja foram utilizadas em diversos
estudos para caracterizagcédo de novas drogas (DEL BELLO et al., 2019; ROGERS et
al., 2015).

Durante os experimentos para avaliar a influéncia das braquidinas sobre o
processo de migracdo celular ndo foi possivel analisar este parametro com as
células PC-3, pois estas nao responderam adequadamente, ou seja, ndo migraram.
Assim, decidimos utilizar outra linhagem tumoral de préstata, a DU145. Para isso foi
realizado primeiramente o ensaio MTT para definicdo das concentragfes citotoxicas

e em seguida o experimento para avaliar o processo de migracao celular.

4.2 Braquidinas

Isoladas da porcgédo diclorometano de um extrato hidroalcodlico das raizes de
Fridericia platyphylla por Rocha et al. (2014), as braquidinas A, B e C foram diluidas
em quantidades iguais de PBS e DMSO, portanto, uma concentragao final de 50%
de DMSO. Foram preparadas 9 diferentes concentracdes, variando de 24 a 3072uM,
sendo as concentragdes em cultura celular cem vezes menor, o que resultou numa

concentracédo final de DMSO a 0,5% no meio de cultura. Para todos os ensaios foi
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utilizado um controle negativo — cultura tratada somente com PBS e um controle de

solvente — cultura tratada com DMSO a 0,5%.

4.3 Ensaios de viabilidade/citotoxicidade

Para os ensaios de viabilidade celular foram semeadas 1x10* células por
poco, em placas de cultura de 96 pocos e realizados experimentos com 8 repeticoes
técnicas. A linhagem PC-3 foi utilizada em todos os ensaios e a DU-145 somente no
ensaio MTT. As células foram estabilizadas em meio de cultura completo (RPMI
1640 com L-Glutamina e sem bicarbonato de sddio, complementado com 10% de
soro bovino fetal) por 24 horas. Apés este periodo o meio de cultura foi retirado, as
células lavadas com PBS e os tratamentos adicionados por 24 horas em meio de
cultura sem soro bovino fetal. Foram analisadas nove concentracbes (0,24; 0,75;
0,96; 1,50; 3,84; 6,00; 15,36; 24,00 e 30,72 puM) do composto diluido em 50% de
dimetilsulféxido (DMSO). Essas concentragfes foram definidas com base no
trabalho de Rocha (2014).

4.3.1MTT

O ensaio do MTT foi realizado de acordo com Mosmann (1983), com
modificacdes, em ambas as linhagens celulares. Decorrido o periodo de tratamento
as células foram lavadas com PBS e incubadas com solu¢do de MTT (0,5 mg/mL)
por 4 horas a 37°C. Apés a retirada da solucdo de MTT foram adicionados 200uL de
DMSO para solubilizagédo dos cristais de formazan. A leitura da absorbéncia foi
realizada em espectrofotdmetro (Biotek Eon, Winooski, VT, EUA) a 550nm. Os
valores obtidos para o grupo controle negativo foram considerados como 100% de
viabilidade. Para o céalculo do ICso, este foi considerado como a concentracdo que

reduz a viabilidade celular pela metade.

4.3.2 VERMELHO NEUTRO

O ensaio do vermelho neutro foi realizado na linhagem PC-3, segundo
Repetto, Del Peso e Zurita (2008) com modificacdes. Apos o periodo de tratamento
a solucao de vermelho neutro (40ug/mL) foi adicionada e as células incubadas por 3
horas a 37°C. Para a leitura em espectrofotometro (540nm) foi adicionado 0,2mL da
solucdo de acido acético em etanol (1% &acido acético em etanol 50%). Os valores
obtidos para o grupo controle negativo foram considerados como 100% de

viabilidade.
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4.3.3LDH

O ensaio do LDH foi feito utilizando-se o kit Pierce LDH Cytotoxicity Assay
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA).

Apos o tratamento das células PC-3 com as braquidinas durante 24 horas,
50uL do sobrenadante foi retirado para analise seguindo protocolo do kit comercial.
A leitura final foi realizada em espectrofotdmetro. O valor de atividade da enzima € o
resultado da subtrac&o do valor da leitura feita no comprimento de onda de 680nm

(background da reacao) menos o valor obtido da leitura em 490nm.

4.3.5 ANALISE DE MORTE CELULAR COM TRIPLA COLORACAO

Para a andlise de morte celular foram semeadas 1,5x10° células (PC-3) em
placas de 12 pocos, estabilizadas e tratadas no tempo de 24h com concentragdes
definidas nos ensaios de viabilidade celular (1,50; 3,84 e 6,00 uM), para esse ensaio
foi utilizado doxorrubicina (DXR) a 0,345uM como controle positivo. Apds o
tratamento das culturas o meio foi removido, as células lavadas com PBS e
tripsinizadas. A suspensao celular, juntamente com o meio removido e o PBS
resultante da lavagem foi centrifugada por 5 minutos a 2500 rpm. O sobrenadante foi
descartado e a cada cultura foram adicionados 400uL de PBS. Todos os
experimentos foram feitos em triplicata técnica.

Para a andlise da morte foi utilizada a tripla coloracdo das células com os
corantes iodeto de propidio (IP), Hoescht 33342 (Ho) e diacetato de fluoresceina
(DAF) conforme Tuttis, K. (2016). O corante iodeto de propidio somente consegue
entrar em células com membrana rompida, corando o DNA, enquanto o Hoescht
também cora DNA, porém, em células viaveis. O diacetato de fluoresceina se
acumula no citoplasma de células viaveis que terdo o nucleo corado com Hoescht. A
suspensao entdo foi homogeneizada e adicionados 8uL da mistura de fluorocromos
recém preparada (concentracao final em cultura de 4,0ug/mL de Ho, 7,5ug/mL de
DAF e 1,0ug/mL de IP). Ap6s homogeneizar em vortex, a suspenséao foi mantida por
5 minutos a 37°C e protegida da luz. Em seguida, 20uL foram utilizados para a
confeccdo das laminas. Foram analisadas 200 células por tratamento em
microscopio de fluorescéncia Olympus BX 43 (Olympus Microscopy, Europa) em
objetiva de 40X, anotando-se o numero de células viaveis, necréticas, apoptoticas
iniciais e finais, seguindo o padréo ilustrado na Figura 9.
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Figura 9: Padrbes considerados para a analise das células PC-3 no ensaio de
apoptose/necrose com tripla coloracdo com Hoechst 33342 (Ho), Diacetato de
Fluoresceina (DAF) e lodeto de Propidio (IP).

Fluorocromos

Tipos Celulares Ho + DAF +IP

- - n - n
. . . . .
Apoptadtica

inicial

Apoptotica

tardia

Fonte: Katiuska Tuttis (2016).

4.4 Quantificacdo de espécies reativas intracelulares com sonda CM-H2DCFDA
Para a quantificacdo de espécies reativas intracelulares uma suspensao de
100uL contendo 1x10* células da linhagem PC-3 foi semeada em placas pretas
estéreis de 96 pocos (PerkinElmer, Massachusetts, EUA) com 4 replicatas técnicas,
onde permaneceram por 24 horas em estufa de CO:2 para estabilizagcdo. Em seguida
foram adicionados 20uL de quatro diferentes concentracfes das braquidinas
baseadas nos ensaios de viabilidade celular (0,96; 1,5; 3,84 e 6,0uM) e logo depois
incubadas por 1, 3, 12 e 24 horas em estufa de CO2. Para o grupo controle positivo
foi adicionado o peroxido de hidrogénio (H202) a 1mM por 20 minutos. Logo apos, foi
feita a lavagem das células com PBS e entdo adicionados 100uL de solucdo de CM-
H2DCFDA (5uM) em todos os grupos de tratamento e as células incubadas por 30

minutos. A seguir foi realizada a leitura das placas em espectrofotometro com
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excitacdo entre 492-495 e emissdo entre 517-527nm. Os valores obtidos

correspondem a absorbancia em fluorescéncia emitida pela sonda.

4.5 Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa foi realizado segundo Tice et al. (2000). Inicialmente
2x10° células da linhagen PC-3 foram semeadas em placas de 24 pocos e
incubadas em meio de cultura suplementado com 10% soro durante 24 horas. Apés
o tempo de estabilizacdo o meio foi removido e substituido por meio sem soro mais
0S respectivos tratamentos em duplicata técnica: controle negativo (PBS), controle
positivo [doxorrubicina (DXR) a 0,345 pM] e trés concentracdes das braquidinas A, B
ou C (1,5, 3,84 e 6,00uM) baseadas nos ensaios de viabilidade. Os tratamentos
foram feitos no tempo de 4 horas para evitar possiveis atividades de reparo celular;
apos isso, os meios foram removidos, as células lavadas com PBS, tripsinizadas,
inativadas com meio completo e centrifugadas durante 5 minutos a 1000rpm. Parte
do meio foi descartado e utilizado para: (1) determinar a viabilidade celular pelo
ensaio do azul de trypan com 10uL de suspensdo celular, utilizando-se o
equipamento Countess® Automated Cell Counter (Life Technologies — Carlsbad,
EUA), para verificar se os tratamentos utilizados apresentavam no minimo 70% das
células viaveis; e (2) realizar o ensaio do cometa, onde 30uL de suspensao celular
foi misturada com agarose low melting point a 0,5% e colocadas sobre laminas
previamente revestidas com agarose normal (1,5%). As laminas foram cobertas com
laminulas e mantidas a 4°C por 30 minutos. Em seguida, as laminulas foram
retiradas e as laminas imersas em solucao de lise recém preparada (NaCl 2,5M,
EDTA 100mM e Tris 10mM, pH 10) e mantidas por 1h30 a 4°C. Posteriormente, as
laminas foram rapidamente mergulhadas em agua destilada e submersas em
solucéo alcalina (NaOH 300mM, EDTA 1mM, pH >13) em uma cuba de eletroforese
durante 20 minutos a 4°C. Em seguida, a eletroforese foi conduzida na mesma
solucao alcalina durante 20 minutos na voltagem de 25V e 300mA constantes. Apos
a eletroforese, as laminas foram imersas em solucdo de neutralizagao (Tris 0,4M e
pH 7,5) por 15 minutos. Depois de secarem em temperatura ambiente, as laminas
foram fixadas em etanol absoluto (99%) por 5 minutos.

Para a andlise citoldgica, as laminas foram coradas com o agente intercalante
de DNA GelRed™ [1:10.000 v/v (GelRed:PBS)] (Biotium — Fremont, EUA) e

examinadas em microscopio de fluorescéncia Olympus BX 43 (Olympus Microscopy,
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Europa). O experimento foi realizado em duplicata e para cada tratamento foi
analisado um total de 300 células. Para captacdo dos dados foi utilizado o software
Comet Imager v2.2 (MetaSystems, Alemanha) e analisados os parametros Tall
lenght e %DNA.

4.6 Metabolbémica

A técnica para analisar 0 metaboloma intracelular foi a de Ressonéancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (*H), realizada segundo SILVA et al. (2013). As
células PC-3 foram semeadas a 1x10’ em frascos de 75 cm® com meios de cultura
suplementados com 10% SBF por 24 horas. Apés esse tempo foi feita uma lavagem
das células com PBS e em seguida tratadas com as concentracdes das braquidinas
e 0s controles na auséncia de soro durante 24 horas. ApGs o tempo de tratamento, o
meio foi retirado e as células foram lavadas com PBS gelado e entéo retiradas com
o auxilio de raspador de células e passadas para tubos de 1,5mL. As células entédo
foram centrifugadas a 4°C, 1500 rpm, por 5 minutos. Apds o PBS ter sido removido,
foi adicionado ao pellet 250uL da solucéo gelada de metanol e cloroférmio na razéo
2:1 e entdo as células foram sonicadas por 1 minuto, duas vezes. Apés 15 minutos
do primeiro contato com os solventes, 250uL de cloroférmio e agua destilada foram
adicionados na razao 1:1. As amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm, 4°C por
20 minutos. Como resultado da centrifugacédo, duas fases foram formadas nos tubos,
a fase superior (metanol e 4gua) foi separada da fase inferior (orgénica) usando
seringa de vidro. Ambas as fases foram evaporadas em temperatura ambiente
através de alta centrifugacdo a vacuo (Speed Vac). As amostras foram
ressuspendidas em 0,6mL de tampao fosfato (pH 7,4) contendo d4-
trimetilsililpropionato de soédio (0.625mmol/L) em &gua deuterada D20. O
sobrenadante foi transferido para tubo de RMN.

Os espectros foram adquiridos em espectrometro de RMN Bruker Mod.
Avance Il operando a 400 MHz para 'H equipado com uma sonda multinuclear
inversa (BBI) de 5mm. O sinal residual da agua dos espectros foi suprimido usando
pressaturacdo. Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm. Os espectros

foram analisados utilizando-se o software TopSpin 3.5pl7.

4.7 Western Blot
Para avaliacdo da expressdo de proteinas, a linhagem celular PC-3 foi

semeada em placas de 6 pocos (1x10° células/poco), incubada por 24 horas para
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estabilizacdo Apds esse tempo, as células foram expostas a concentracao de 6uM
de braquidina A e 3,84uM das braquidinas A, B e C por 24 horas. Em seguida, as
células foram lavadas com PBS e lisadas em tampéao contendo Tris (50mM, pH 7,6-
8), NaCl (150mM), EDTA (5mM), NasvVOs4 (1ImM), NaF (10mM), Pirofosfato de Na
(10mM), NP-40 (1%), suplementado com cocktail contendo: inibidor de protease DTT
(ImM), Leupeptina (1ug/mL), aprotinina (1 pg/mL), PSMF (1mM) e EDTA (1mM) por
1 hora. As células foram raspadas da placa e colocadas em tubo de 1,5mL e entéo
centrifugadas a 13000rpm, 15min 4°C e, subsequentemente, o sobrenadante foi
estocado a -80°C.

As proteinas soluveis foram quantificadas por Bradford (Sigma) segundo as
recomendacdes do fabricante. Logo apos, 20uM de proteinas totais foram separadas
através de SDS-PAGE poliacrilamida (12 e 15%) e transferidas para a membrana de
nitrocelulose (Hybond-C, Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK) usando o mini
Trans-blot® Turbo Transfer System (Biorad). A transferéncia ocorreu a 25V por 45
minutos em sistema contendo tampao Tris-base (25mM). Para o bloqueio, as
membranas foram tratadas com solucao de leite em p6 (5%) contendo TBS e Tween
(0,1%) (TBS-T; pH 7,6) por 1 hora em temperatura ambiente. Em seguida, as
membranas foram incubadas com anticorpo primario correspondente (12h, 4°C)
preparados com solugcéo de TBS-T (0,1%) e BSA (5%). Esse ensaio foi realizado em
duplicata biol6gica, com a colaboracdo do Centro de Pesquisa em Oncologia
Molecular (CPOM) do Hospital do Amor (Barretos — SP).

4.7.1 PROTEINAS AVALIADAS
Com o objetivo de identificar se as braquidinas influenciam na proliferagao
celular, e compreender melhor suas atividades no processo de morte celular, foram
avaliadas as expressdes deproteinas relacionadas com ciclo, sobrevivéncia e morte
celular. As proteinas utilizadas e suas caracteristicas principais estao listadas
abaixo:
a) p21 - atua no ciclo celular, inibindo as atividades de ciclinas-CDK2 e CDK4/6
e, portanto, regula o ciclo celular na progresséo de G1 para S (SPENCER et
al., 2013).
b) p27 - atua no ciclo inibindo a ativagao dos complexos ciclina E-CDK2 e ciclina
D-CDK4 (WANDER; ZHAO; SLINGERLAND, 2011).
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c) Phospho-AKT - versdo fosforilada de AKT, proteina que participa de
diferentes processos celulares: promove sobrevivéncia inibindo apoptose
através de diversos alvos como BAD (CARDONE et al., 1998), c-RAF
(ZIMMERMANN; MOELLING, 1999) e fatores de transcricdo (BRUNET et al.,
1999); regula o ciclo celular positivamente (DIEHL et al., 1998) e atua no
crescimento celular fosforilando diretamente mTOR (NAVE et al., 1999);
regula a sintese de glicogénio (CROSS et al., 1995) e atua no transporte de
glicose estimulada por insulina (HAJDUCH; LITHERLAND; HUNDAL, 2001);

d) PARP clivada - a PARP é envolvida em processos celulares relacionados com
reparo de DNA, estabilidade genbémica e morte celular programada
(HERCEG; WANG, 2001). Durante o processo de apoptose PARP é clivada,
por isso é comumente utilizada como marcador de morte celular programada
(OLIVER et al., 1998).

Os anticorpos utilizados foram os anti-PARP (que possibilita a deteccédo de
PARP clivada), anti-phosphoAKT, anti-p27 e anti-p21, todos da Cell Signalling
Technology e diluidos na concentracdo de 1:1000. As membranas foram entéo
lavadas com solucdo TBS-T (0,1%) e incubadas com anticorpo secundario. A
detecgdo foi realizada por quimioluminescéncia (ECL Western Blotting Detection
Reagents, RPN2109, GE Healthcare) e o sinal quimioluminescente foi detectado em
sistema de fotodocumentacédo (ImageQuant™ LAS 4000 mini - GE Healthcare). Os
resultados foram quantificados por densitometria apds analise das bandas no
software ImageJ v.1.41. As proteinas pAKT, p27 e p21 foram normalizadas com alfa-

tubulina enquanto a PARP clicava foi normalizada com PARP total.

4.8 Migracéao e Invaséao Celular

4.8.1 MIGRAGAO TRANSWELL

Para avaliar a migracao celular foi utilizado o sistema Transwell com insertos
seguindo protocolo de Tian et al. (2007), que consiste em inserir uma membrana de
polietileno com poros de 8um numa placa de 24 pogos. Na membrana do inserto,
foram semeadas 5,0x10* células da linhagem DU145 em meio de cultivo sem soro
bovino fetal, contendo também os tratamentos com as braquidinas (3,84 e 6,00uM),
0 grupo controle negativo (PBS) e o controle do solvente (DMSO 0,5%). A parte de

baixo da placa foi preenchida somente com meio de cultivo completo. As células
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permaneceram assim por 24 horas; apds esse tempo, as ceélulas localizadas na
parte superior da membrana foram removidas com o auxilio de um cotonete e
lavadas com PBS. As células que conseguiram migrar através da membrana foram
fixadas com metanol e coradas com cristal violeta 0,1% e fotografadas em
microscoépio (Olympus BX-43, Tokio-Japdo) com objetiva de 40x (aumento de 400x).
Apos as fotografias, a coloracéo foi imediatamente removida das células aderidas no
inserto utilizando-se acido acético 10% e feita a leitura em espectrofotbmetro a
595nm para a quantificagdo dos dados. Os experimentos foram realizados em

duplicata técnica.

4.8.2 INVASAO TRANSWELL

Também utilizando o sistema transwell, 0 ensaio de invasdo com camara de
Boyden foi utilizado como descrito por TERRANOVA; HUJANEN; MARTIN (1986) e
ALBINI et al. (1987). Os insertos contendo membrana com poros de 8 um de
diametro foram recobertos com matrigel (BD BioCoat™), (KLEINMAN; MARTIN,
2005) e a linhagem DU145 foi semeada (5,0x10* células) sobre os insertos. Na parte
superior da placa, células foram semeadas em meio de cultivo sem soro bovino fetal,
contendo também os tratamentos com as braquidinas (6,00uM), o grupo controle
negativo e o controle do solvente. A parte de baixo da placa foi preenchida somente
com meio de cultivo completo. As células que possuem capacidade de invasao
atravessaram o0 matrigel e se localizaram na parte inferior da camara, as que
permaneceram na parte superior foram removidas com o auxilio de um cotonete.
Apoés uma lavagem com PBS, as células foram fixadas, coradas e analisadas como
descrito para o ensaio de migracéo. Os experimentos foram realizados em duplicata

técnica.

4.9 Analises Estatisticas

Os resultados obtidos nos experimentos passaram por verificagdo da
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk; nos casos em que a hip6tese nula foi
recusada (auséncia de normalidade), os dados passaram por transformacao boxcox
e entdo novamente verificada sua normalidade. Com hipdtese nula aceita, 0s
experimentos realizados sem a utilizacdo de um controle positivo foram submetidos
a Anadlise de Variancia (ANOVA) seguido de Dunnet. Nos experimentos em que

foram utilizados um grupo controle positivo foi realizada a Analise de Variancia
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(ANOVA) seguido de Tukey, com excec¢ao do ensaio do cometa, onde foi realizado
o teste ndo-paramétrico Kruskall-Wallis seguido de Dunn.

Para avaliar qual braquidina foi mais citotéxica nos ensaios MTT, LDH e
vermelho neutro, foi realizado o teste de Andlise de Variancia de dois fatores
seguido de Tukey. Os estudos foram realizados no software gratuito RStudio©
Versao 1.1.442 (RStudio, Inc.).

5. RESULTADOS
5.1 Linhagem PC-3
5.1.1 VIABILIDADE CELULAR

5.1.1.1 MTT

A Figura 10 mostra os resultados obtidos no ensaio do MTT realizado em
células PC-3 submetidas a tratamento com as braquidinas A, B e C e seus
respectivos controles. Braquidina A diminuiu significativamente a porcentagem de
células viaveis a partir da concentracdo de 15,36uM, enquanto B e C diminuiram a
viabilidade a partir da concentracdo de 3,84uM. Os valores de ICso foram de

23,41uM, 4,28uM e 4,44uM para, respectivamente, as braquidinas A, B e C.

5.1.1.2 Vermelho neutro

A Figura 11 mostra os resultados obtidos no ensaio do vermelho neutro
realizado em células PC-3 submetidas a tratamento com as braquidinas e seus
respectivos controles. Braquidinas A e B diminuiram significativamente a
porcentagem de células viaveis a partir da concentracédo de 6uM; ja a braquidina C

diminuiu a viabilidade a partir da concentracdo de 3,84uM.
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Figura 10: Viabilidade celular (%) avaliada pelo ensaio do MTT nas células tumorais
de prostata (PC-3) apés tratamentos por 24 horas com diferentes concentracdes das
braquidinas A, B ou C.

BrA: braquidina A; BrB: braquidina B; BrC: braquidina C; Controle negativo (CN): tampé&o fosfato
salino — PBS; SV: Solvente - DMSO 0,5%. Dados representados por média = desvio padréo.
*Estatisticamente diferente do controle negativo (p<0,05) pelos testes ANOVA seguido de Dunnett.
Fonte: o préprio autor.

Figura 11: Viabilidade celular (%) avaliada pelo ensaio do vermelho neutro nas
células tumorais de prostata (PC-3) apos tratamentos por 24 horas com diferentes
coentracdes das braquidinas A, B ou C
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BrA: braquidina A; BrB: braquidina B; BrC: braquidina C; Controle negativo (CN): tampao fosfato
salino — PBS; SV: Solvente - DMSO 0,5%. Dados representados por média + desvio padrao.

*Estatisticamente diferente do controle negativo (p<0,05) pelos testes ANOVA seguido de Dunnett.
Fonte: o préprio autor.

5.1.1.3 LDH

A Figura 12 mostra os resultados obtidos no ensaio da enzima LDH em
absorbancia (nm). Para braquidina A, somente as 3 maiores concentracfes
indicaram rompimento de membrana; as braquidinas B e C induziram rompimento

da membrana a partir das concentracoes de 3,84uM e 6 pM, respectivamente.

Figura 12: Ensaio do LDH apdés tratamentos das células tumorais de prostata (PC-3)
com diferentes concentracdes das braquidinas A, B ou C.
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BrA: braquidina A; BrB: braquidina B; BrC: braquidina C; Controle negativo (CN): tampao fosfato
salino — PBS; CP: Controle positivo, reagente de lise (Thermo) - SV: Solvente - DMSO 0,5%. Dados
representados por média + desvio padrdo. *Estatisticamente diferente do controle negativo (p<0,05)
pelos testes ANOVA seguido de Dunnett. Fonte: o proprio autor.

5.1.1.4 Comparacao entre braquidinas

A Tabela 2 mostra a comparacao estatistica dos resultados dos testes de
citotoxicidade realizados com células PC-3 tratadas com diferentes concentracdes
de braquidinas. O objetivo desta analise foi comparar as braquidinas quanto aos
seus efeitos citotdxicos. Os resultados foram considerados como néo citotoxicos: nc
(p=0,05) ou citotéxicos (p<0,05), assim como a diferenca entre as braquidinas dentro
das mesmas concentracdes (p<0,05).

A analise mostrou que as braquidinas B e C exerceram citotoxicidade em
concentracbes mais baixas do que a braquidina A. Nas concentracbes de 6,00 e
15,36uM, B e C sdo igualmente mais citotoxicas que A nos trés ensaios realizados
(Tabela 2).

Tabela 1: Comparacéo dos resultados estatisticos obtidos apos diferentes ensaios
de citotoxicidade em células PC-3 apos tratamento com diferentes concentracdes
das braquidinas.

Ensaio Concentracao da braquidina (UM)
MTT 3,84 6,00 15,36 24,00 30,72
BrA [nc] [nc] [c] [c] [c]
BrB [c]>A,C [c]>A [c] >A [c] >A [c] >A
BrC [c]>A [c]>A [c] >A [c] >A [c] >A
VN
BrA [nc] [c] [c] [c] [c]>B
BrB [nc] [c]>A [c]>A [c] [c]
BrC [c]>AB [c]>A [c]>A [c] [c]>AB
LDH
BrA [nc] [nc] [c] [c] [c]
BrB [c]>A,C [c]>AC [c]>A [c]>A [c]>AC
BrC [nc] [c]>A [c]>A [c]>A [c]>A

BrA(A): braquidina A; BrB(B): braquidina B; BrC(C): braquidina C. ([c]) concentragédo citotodxica, ([nc])
concentracdo nao citotoxica no ensaio avaliado, (>) estatisticamente diferente e com citotoxicidade
maior que. Pardmetros definidos apds comparacao estatistica entre as concentra¢gbes de diferentes
braquidinas pelos testes ANOVA — Dois Fatores seguido de Tukey. Fonte: o préprio autor.

5.1.1.5 Inducao de apoptose/necrose
No ensaio de morte celular as células PC-3 foram tratadas por 24 horas com

as braquidinas e os resultados, quando comparados com 0s do grupo controle
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negativo, indicaram que na maior concentracao avaliada (6uM) braquidina A induziu
necrose, enquanto braquidina B induziu necrose e apoptose. Apoptose foi observada
nas ceélulas tratadas com braquidina C nas trés concentracfes avaliadas. O controle

positivo utilizado, doxorrubicina 0,345uM, induziu necrose e apoptose.

Tabela 2: Frequéncia de células tumorais de préstata (PC-3) viaveis, apoptoticas e
necréticas apés tratamento com trés diferentes concentracdes de braquidina A, B ou
C, e seus respectivos controles.

Células (%)

Tratamentos Viaveis Necroticas Apoptéticas
CN (PBS) 96,00 + 2,00 1,67 +1,53 2,33+1,53

CP (DXR - 0,345 pM) 80,33 +1,53* 9,00 + 2,65* 10,67 + 2,08*
SV (DMSO 10%) 91,67 + 2,52 5,00+ 1,73 2,00+ 1,00

Braquidina A (uM)

1,5 96,00 + 2,65 3,67 +2,08 0,33+ 0,58
3,84 94,67 + 0,58 433+1,53 1,00 + 1,00

6,00 91,67 + 2,08 7,00 + 2,65* 1,33+0,58

Braquidina B (uM)

15 81,67 £ 8,98 14,83 + 9,36 3,50 £ 0,50
3,84 85,50 + 3,04 8,17 + 2,02 6,33+ 1,53
6,00 64,50 + 3,50* 17,00 + 2,18* 18,50 * 3,90*

Braquidina C (uM)

15 90,17 £ 3,21 1,67 +0,29 8,17 + 3,33*
3,84 89,67 + 2,25 4,33 +2,02 6,00 + 1,50*
6,00 90,00 + 1,32 2,33+0,58 7,67 +1,89*

Controle negativo (CN: PBS - tamp&o fosfato salino); positivo (CP: DXR-doxorrubicina — 3 pg/mL) e
solvente (SV: Solvente, dimetilsulfoxido (DMSO) 0,5%). Dados representados por média + desvio
padréo. *Valores estatisticamente diferentes do controle negativo (PBS) (p<0,05). ANOVA seguido de
Tukey. Fonte: o proprio autor.

5.1.2 QUANTIFICAGAO DE ESPECIES REATIVAS INTRACELULARES

A Figura 13 exibe os resultados obtidos no ensaio de quantificacdo de
espécies reativas intracelulares utilizando-se a sonda CM-H:DCFDA. Para
braquidina A somente a maior concentragéo (6,00uM) no tempo de tratamento de 24
horas induziu um nivel de estresse oxidativo quando comparado com o controle
negativo. Esse efeito ndo foi observado em nenhuma concentragcdo e em nenhum

tempo de tratamento para as braquidinas B e C.
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Figura 13: Ensaio de quantificacdo de ERs oxidativo utilizando-se a sonda CM-H2DCFDA
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BrA: braquidina A; BrB: braquidina B; BrC: braquidina C; dados representados por média + desvio
padréo. *Estatisticamente diferente do controle negativo (p<0,05) pelos testes ANOVA seguido de
Tukey. Fonte: o proprio autor.
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5.1.3 GENOTOXICIDADE

A Figura 14 traz os resultados do ensaio do cometa, onde foram avaliados os
parametros comprimento da cauda (Tail Lenght) e porcentagem de DNA (%DNA) na
cauda. Os resultados obtidos com todas as concentragdes avaliadas néo diferiram
estatisticamente daqueles obtidos no grupo controle negativo.

Figura 14: Resultados obtidos no ensaio do cometa para a linhagem PC-3 submetida a
trés diferentes concentracdes de braquidinas e seus respectivos controles.
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Controle negativo (CN: PBS - tamp&o fosfato salino); positivo (CP: DXR-doxorrubicina — 3 pg/mL) e
solvente (SV: Solvente, dimetilsulféxido (DMSO) 0,5%); A — braquidina A; B — braquidina B e C —
braquidina C. Dados representados por média das medianas + desvio padrao; Kruskal-wallis seguido
de Dunn. Fonte: o proprio autor.

5.1.4 METABOLOMICA

A Figura 15 mostra o espectro obtido de cada amostra individualmente (sem a
sobreposicado dos espectros), onde foi possivel determinar 4 metabdlitos: lactato,
alanina, acetato e colina. A Figura 16 traz os espectros sobrepostos para
comparacao da intensidade desses metabolitos contra o controle negativo.

Foi possivel detectar uma maior quantidade de lactato, alanina e colina nas
células tratadas com braquidina C na concentracdo de 3,84uM. Efeito similar foi
observado para células tratadas com braquidina A a 6,00uM. O grupo que recebeu
tratamento com a concentracao de 3,84uM de braquidina A foi 0 que mostrou menos
guantidade dos quatro metabolitos identificados. Os que foram tratados com
braquidina B a 3,84uM apresentaram uma diminuicdo de acetato e um aumento de

alanina, lactato e colina.
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Figura 15: Representacao do perfil metabodlico das células PC-3 tratadas
com braquidinas e os respectivos controles (negativo e solvente).
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Controle negativo (CN: PBS - tamp&o fosfato salino); e solvente (SV: Solvente, dimetilsulféxido
(DMSO) 0,5%); BrA — braquidina A; BrB — braquidina B e BrC — braquidina C.

Figura 16: Sobreposicéo dos espectros obtidos apos tratamento da linhagem PC-3 com as
braquidinas A, B ou C e com seus grupos controle negativo e do solvente.
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Controle negativo (CN: PBS - tampédo fosfato salino); e solvente (SV: Solvente, dimetilsulféxido
(DMSO) 0,5%); BrA — braquidina A; BrB — braquidina B e BrC — braquidina C. Fonte: o proprio autor.
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5.1.5 EXPRESSAO DE PROTEINAS

A Figura 17 traz os resultados quantitativos do western blotting onde foram
avaliadas as proteinas p21, p27, AKT fosforilada (fosfo-AKT) e PARP clivada/PARP
total. A expressdo de p21 aumentou significativamente quando comparados 0s
dados obtidos no grupo controle negativo com os de DXR e com as braquidinas B e
C na concentracdo de 3,84uM. Nao foi notado aumento ou diminuicdo

estatisticamente significativos para a proteina p27.

Figura 17: Quantificacdo por densitometria das proteinas p21, p27,
Phospho-Akt (pAKT) e PARPc na linhagem celular PC-3.
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Controle negativo (DMSO - 0,5%); DXR (doxorrubicina 3ug/mL); A — braquidina A; B — braquidina B e
C - braquidina C. Dados representados por média + desvio padrdo. *Estatisticamente diferente do
controle negativo (p<0,05) por ANOVA seguido de Tukey. Fonte: o préprio autor.
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Para Phospho-AKT (pAKT) houve diferenca estatisticamente significativa
entre os tratamentos do grupo controle negativo com DXR, braquidina A a 6,00uM e
braquidina B a 3,84uM. A expressdo de PARP clivada diminuiu significativamente

em relacdo ao grupo controle negativo em todos os tratamentos utilizados.

5.2 Linhagem DU145
5.2.1 VIABILIDADE CELULAR

5.2.1.1 MTT

A Figura 18 traz os resultados do ensaio do MTT realizado com a linhagem
celular DU145. Braquidina A e C diminuiram significativamente a viabilidade celular
a partir da concentracdo de 6,00uM, enquanto que com braquidina B esse efeito foi
observado a partir da concentracédo de 1,50uM. Os valores de ICso calculados para

as braquidinas A, B e C foram, respectivamente, 6,75uM, 6,69uM e 7,06 uM.

Figura 18: Viabilidade celular (%) avaliada pelo ensaio do MTT nas células tumorais de
prostata (DU145) apds tratamentos por 24 horas com diferentes concentracdes das
braquidinas A, B ou C.
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BrA: braquidina A; BrB: braquidina B; BrC: braquidina C; Controle negativo (CN): tampé&o fosfato
salino — PBS; SV: Solvente - DMSO 0,5%. Dados representados por média = desvio padréo.
*Estatisticamente diferente do controle negativo (p<0,05) pelos testes ANOVA seguido de Dunnett.
Fonte: o préprio autor.

5.2.2 MIGRACAO E INVASAO

A Figura 19 mostra os resultados obtidos nos ensaios de migracao e invasao
utilizando o sistema transwell. A concentracao de 6,00uM das braquidinas B e C foi
capaz de diminuir a migracdo das células da parte superior para a inferior do inserto.
Quando analisando a invaséo, as trés braquidinas na concentracédo de 6,00uM foram

capazes de diminuir significativamente esse processo.
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Figura 20: Migracéo e invasdo, mensurada por absorbancia, da linhagem DU145
apoés tratamento com as braquidinas.
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Controle negativo (CN: PBS - Tampéo fosfato salino); positivo (CP: DXR-doxorrubicina — 3 pg/mL) e
solvente (SV: Solvente, dimetilsulféxido (DMSO) 0,5%); A — braquidina A; B — braquidina B e C —
braquidina C; concentracdes em pM. Dados representados por média + desvio padrao. ANOVA
seguido de Tukey. Fonte: o préprio autor.

Figura 19: Fotomicrografia (30X) dos insertos ap0s migragéo/invaséo da linhagem
DU145 e seus respectivos tratamentos corados com cristal violeta.
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Controle negativo (CN: PBS - tampdo fosfato salino); e solvente (SV: Solvente,
dimetilsulféxido(DMSO) 0,5%); A — braquidina A; B — braquidina B e C — braquidina C; concentra¢gdes
em pM. Fonte: o préprio autor.
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6. DISCUSSAO

O interesse em desenvolver produtos medicinais derivados de plantas
aumentou significativamente em todo o mundo a partir do século dezenove e
atualmente novos farmacos podem ser produzidos gracas ao avanc¢o da quimica
medicinal (TACKLIND et al., 2012). A descoberta de novos farmacos isolados de
plantas com potencial terapéutico, como por exemplo o Taxol, confirma a presenca
desses compostos em espécies vegetais e assim estimula novas pesquisas
buscando por possiveis fitofdrmacos a serem utilizados na terapia do cancer.

Com os resultados obtidos no presente estudo com as braquidinas foi
possivel determinar quais concentracbes sdo ou nado citotoxicas para ceélulas
tumorais de prostata humana (PC-3 e DU145) e definir limites minimos para a
citotoxicidade desses polifendis. As ICso calculadas no presente estudo para as
braquidinas B (6,69uM) e C (7,06uM) em células DU-145 sao muito semelhantes
aquelas observadas em T. cruzi (B: ICso 6,0uM e C: ICs0 6,8uM) por Da Rocha et al.
(2014), mesmo que tenham sido realizados ensaios com organismos diferentes.

A interrupgao do ciclo celular e o processo de apoptose limitam a progressao
do cancer e por isso sédo importantes parametros quando identificados em células
tumorais submetidas a potenciais farmacos a serem empregados na quimioterapia.

A proteina AKT esta envolvida na cascata de sinalizacdo PI3K/AKT/mTOR,
regulando processos como quiescéncia, proliferacédo e longevidade da célula (KING;
YEOMANSON; BRYANT, 2015). Braquidina A (6,00uM), e braquidina B (3,84uM),
reduziram significativamente a expressao de phospho-AKT, indicando uma possivel
parada no ciclo e no crescimento celular, e também diminuicdo de processos
metabdlicos que favorecem a apoptose.

As braquidinas B e C na concentracdo de 3,84uM parecem ser capazes de
interferir negativamente no ciclo celular, pois induziram um aumento da expressao
de p21 que impede a formagao dos complexos ciclinas-CDK2 e CDK4/6, podendo
levar a inibicdo do ciclo celular nas fases G1/S e G1, respectivamente. No entanto,
como a expressdo da proteina p27, inibidora de CDK2, néo foi alterada pelos
tratamentos com nenhuma das trés braquidinas, podemos presupor que o0 complexo
ciclina-CDK2 néo foi inibido, e que o aumento da proteina p21 teve como alvo o
complexo ciclina-CDK4/6 induzindo uma parada em G1. Estes indicios terdo que ser

confirmados com estudos de citometria de fluxo.
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A hipotese de que a diminuicdo na expressao da proteina phospho-AKT e
aumento da p2l observadas no ensaio western blot poderiam influenciar a
proliferacdo e morte das células PC-3 é corroborada pelos resultados obtidos com
braquidina A (6,00uM) no ensaio vermelho neutro e com braquidina B (3,84uM) no
ensaio MTT, ambos ensaios influenciados pelos eventos de proliferacdo e morte
celular.

PARP é uma proteina envolvida em processos celulares como reparo de
DNA, estabilidade gendmica e morte celular programada (MORALES et al., 2014).
Todas as braquidinas, nas concentracbes avaliadas, induziram um aumento
significativo de PARP clivada em relacdo a PARP total. Isto indica que as células
estariam passando por um processo de apoptose, pois PARP clivada é comumente
utilizada como marcador de morte celular programada.

O ensaio da enzima LDH indica diretamente morte celular devido ao
extravasamento da lactato desidrogenase para o0 meio extracelular quando a
membrana € rompida. Como nesse ensaio esta envolvida a andlise da integridade
da membrana celular, podemos afirmar que a partir das concentracoes de 15,36uM,
3,84uM e 6,00uM das braquidinas A, B e C, respectivamente, houve inducao de
algum processo de morte onde ha rompimento de membrana, como por exemplo,
necrose, necroptose, piroptose e apoptose tardia/necrose secundaria

Os resultados obtidos no ensaio de morte com as células tratadas com as
braquidinas B e C, somados aos dados obtidos no ensaio LDH e ao aumento da
expressao das proteinas p21 e PARP e reducao de Phospho-AKT no ensaio western
blotting, reforcam a hipotese dessas braquidinas serem indutoras de morte para
células tumorais de préstata humana.

Estes resultados de morte celular corroboram dados ainda néo publicados do
laboratorio de Mutagénese e Oncogenética (SERPELONI et al., 2013) onde o extrato
etandlico das folhas de F. platyphylla induziu necrose em células primarias de
estdbmago normais (GAS) e tumorais (ACP02). Como as braquidinas foram obtidas a
partir de extratos da mesma planta, a analise conjunta dos resultados reforca o
efeito necroético para células humanas in vitro de compostos presentes nas folhas e
na raiz desta planta. No entanto, este ndo é um resultado interessante para a
caracterizacdo de um fitoterapico, uma vez que este tipo de morte pode causar

danos as células adjacentes, devido as células afetadas ndo conseguirem manter a
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integridade de sua membrana durante a necrose e extravasarem seu conteudo
(WALLACH et al., 2016).

Ainda é importante destacar que no ensaio de morte celular foram
identificadas diferentes respostas das trés braquidinas, com pouca diferenca entre
“‘A” e “B”. Levando-se em conta que a diferenca entre as trés moléculas € em um
radical e que braquidina A induziu somente necrose, braquidina B apoptose e
necrose e braquidina C apenas apoptose, podemos imaginar que essas respostas
distintas se devam as diferencas estruturais das braquidinas. Para se comprovar
isso serdo necessarios estudos para identificar se o grupo hidroxila (braquidina A) e
0 grupo metoxil (que confere um carater mais lipofilico a braquidina B), influenciam
0 processo de morte celular, desviando a apoptose para a necrose, ou até mesmo
para uma necroptose.

Os resultados obtidos no ensaio com a sonda CM-H2DCFDA permitem afirmar
gue as braquidinas nédo alteram a quantidade de ERs nas células PC-3 e, portanto,
nao alteraram o estado redox. O fato de somente uma concentracao de braquidina A
(6,00puM), no maior tempo de tratamento (24 horas) ter induzido um aumento de
ERs, somado aos resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade, onde esta
braquidina induziu necrose nesta mesma concentracdo, indicam que o0 estresse
oxidativo pode estar de alguma forma relacionado com o esse tipo de morte (CHOI
et al., 2009), mas experimentos adicionais sdo necessarios para confirmacao.

O fato de néo ter sido detectado aumento de espécies reativas apos
tratamento das células PC-3 com a maioria das concentracdes testadas das tres
braquidinas, somado ao fato do estresse oxidativo ser um indutor de danos no
material genético, leva ao pressuposto de auséncia de genotoxicidade. Isto foi
confirmado com os resultados do ensaio cometa, onde nenhuma concentracdo das
braquidinas induziu genotoxicidade. Portanto, podemos caracteriza-las como nao
genotoxicas neste sistema-teste. Do mesmo modo, podemos confirmar que a morte
celular observada para essa linhagem nao estd sendo causada nem por danos no
material genético, nem por estresse oxidativo.

A auséncia de genotoxicidade sugere auséncia de mutagenicidade. No
presente estudo este ultimo parametro néo foi avaliado em células eucariontes. As
trés braquidinas foram avaliadas isoladamente por Resende et al. (2017) pelo teste
de Ames e nao induziram mutacfes em Salmonella typhimurium. Estes autores

mostraram que trés diferentes extratos obtidos de folhas, raizes e caules de
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Fridericia platyphylla foram mutagénicos no mesmo ensaio, sugerindo que deva
haver algum tipo de sinergismo entre os fitoquimicos quando presentes nos extratos,
gue induz mutagenicidade, pois quando isolados, os fitoquimicos ndo mantém esta
capacidade mutagénica.

A identificacdo dos potenciais genotoxico e mutagénico é decisiva na
avaliacdo do perigo de novos compostos e os resultados do presente estudo
somados aos de Resente et al. (2017) podem auxiliar a agéncia reguladora brasileira
para indicagdo de uma ou mais braquidinas para uso terapéutico. A concentracao-
limite de citotoxicidade encontrada neste estudo, assim como os valores de ICso,
podem ser utilizados em ensaios subsequentes, auxiliando na avaliacdo de outras
atividades biologicas das braquidinas.

Resende et al. (2017) ndo observaram interagdo das braquidinas com
receptores de estrégeno; porém, tal efeito foi observado para os extratos de raizes e
para o extrato de folhas. Ainda h& poucos estudos na literatura com os extratos de F.
platyphylla, ou mesmo com as braquidinas, e alguns relataram atividades benéficas,
como Da Rocha et al. (2011) e Rodrigues et al. (2017). Os primeiros avaliaram a
atividade contra tripomastigotas de Trypanossoma cruzi e reducdo da parasitemia
sanguinea em ensaio in vivo, enquanto Rodrigues et al. (2017), avaliando uma
mistura das trés braquidinas, verificaram alivio de dor aguda em camundongos in
Vivo.

A analise do perfil metabdlico € capaz de melhorar a investigacdo da
efetividade de novas drogas com alvos conhecidos, assim como auxiliar no
descobrimento dos mecanismos de acdo de drogas com seus alvos ainda
desconhecidos (CUPERLOVIC-CULF; CULF, 2016). Aparentemente, a Unica
braquidina que influenciou no metabolismo celular foi a braquidina C, que induziu um
aumento nos niveis de lactato das células PC-3. Isto pode estar relacionado a um
aumento na fonte de energia, pois este metabdlito esta diretamente ligado a
glicolise. Um alto nivel de lactato também pode estar relacionado a processos
inflamatorios de tumores, funcionando como molécula sinalizadora, estimulando a
angiogénese (DOHERTY; CLEVELAND, 2013). A quantidade de colina também foi
alterada, porém, ndo ha relatos na literatura de que um aumento de colina esteja
relacionado a algum processo negativo para a célula, pelo contrario, a diminuicdo da
mesma pode estar relacionada a dano no DNA, processos necroticos ou apoptoticos
(DA COSTA et al., 2004, 2006).
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Por ser toxica em concentragbes menores quando comparada as outras
braquidinas (e consequentemente permitir a utilizacdo de menores quantidades de
matéria-prima nos ensaios bioldgicos), e também possuir uma resposta significativa
na maioria dos ensaios realizados, braquidina B se mostrou mais promissora para
dar continuidade futuramente a pesquisa em relacdo a quais sdo seus alvos
moleculares.

Na busca por compostos que sdo potenciais agentes anticancer também é
investigada sua capacidade de inibir ou diminuir a metastase de células tumorais.
Assim, analisando a motilidade de células DU-145 submetidas a tratamento com
6uM de braquidinas, foi observada diminui¢édo significativa da migracao (braquidinas
B e C) e diminuicdo da invasividade (braquidinas A, B e C) dessas células quando
comparadas as do controle negativo.

Se levarmos em consideracéo que a linhagem PC-3, assim como a linhagem
DU145, sdo derivadas de células de prostata e fizermos um paralelo entre o0s
resultados observados para a linhagem DU145 com os dados dos testes de
citotoxicidade e expressdo das proteinas p21 e phospho-AKT para PC-3, é arriscado
dizer que as braquidinas influenciaram diretamente na migragéo/invaséao das células
DU145, pois este efeito pode ter sido devido a resultados semelhantes aos descritos
acima para PC-3. Isto merece e devera ser investigado futuramente. No entanto, o
resultado ndo deixa de ser importante, pois sugere a possibilidade das braquidinas
serem estudadas em vias que envolvam a metastase, afim de avaliar seus efeitos
antimetastaticos, importante parametro na pesquisa por farmacos que possam ser
utilizados para tratamento de cancer.

Com o objetivo de discutir possiveis atividades biolégicas das braquidinas,
realizamos uma pesquisa utilizando o banco de dados publico PubChem do National
Center for Biotechnology Information (NCBI), e encontramos 1330 moléculas com
similaridade estrutural 290% as braquidinas. Destas, 101 ja foram testadas em bio-
ensaios e 44 delas se mostraram ativas. Nesta pesquisa apenas uma molécula foi
classificada como fitoestrogeno (4'-Metoxi-7-isoflavanol, PubChem Compound
Identification Number — CID: 23652247). Das 44 moléculas ativas nos bio-ensaios,
foram selecionadas nove que ja possuem um nome, ou Seja, hdo Sa0 apenas
representadas por codigos de banco de dados, formulas ou nome IUPAC, sendo

todas essas de origem vegetal.
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A maioria das moléculas ativas, como Licoricidin (CID: 480865) e Glyaspecin
D (CID: 480860), apresentou atividade citotoxica para linhagens tumorais, como
HepG2 (figado), MCF-7 (mama), A549 (pulm&o) e SV480 (c6lon) ou para linhagem
normal de macacos Vero (renal), como Glyasperin C (CID: 480859). Em relagédo a
proliferacdo celular, ha duas moléculas semelhantes as braquidinas com atividades
divergentes. Erycibenin E (CID: 16093658) foi antiproliferativa para linhagem tumoral
de linfécitos e Vestitol (CID: 182259) estimulou a proliferacéo de células tumorais T-
47D (mama).

Os dados acima citados mostram similaridades com o perfil citotoxico para
linhagens celulares tumorais, exceto Vestitol, que induziu a proliferacdo das células
tumorais. Algumas moléculas similares as braquidinas também apresentaram
atividade contra patdgenos, assim como relatado por Da Rocha et al. (2014) a
atividade anti tripomastigotas das braquidinas. Nao foram relatadas atividades
genotoxicas, mutagénicas ou inducdo de ERs para essas moléculas, assim como no

presente estudo, em que observamos auséncia desses efeitos das braquidinas.
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Tabela 3: Resumo do estudo feito no banco de dados publico PubChem
comparando moleculas semelhantes com as braquidinas .

Moléculas A
.. -~ Referéncia
similares Braquidinas (braquidinas)
(PubChem) 9
Perfil téxico
(linhagens v v Presente estudo
tumorais)

Atividade contra

patégenos v v Da Rocha et al., 2014
Genotoxicidade X X Presente estudo
Mutagenicidade X X Resende et al., 2017
Indugao de X X Presente estudo

espécies reativas

v presencga de efeito, X auséncia de efeito. Fonte: o préprio autor.
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7. CONCLUSOES

Os ensaios de viabilidade/citotoxicidade realizados no presente estudo
indicaram que os flavonoides braquidinas A, B e C, obtidos do extrato das raizes de
Fridericia platyphylla (Cham.) L.G.Lohmann induzem citotoxicidade em linhagens
celulares de prostata humana, mesmo em concentracdes baixas. Neste estudo
também foi possivel definir limites minimos de citotoxicidade para ambas as
linhagens celulares utilizadas, PC-3 e DU145.

Na linhagem PC-3 as braquidinas n&o interferiram na concentracdo de ERs
intracelulares e também ndo foram genotéxicas. A citotoxicidade induzida, conforme
observado em nos ensaios LDH, MTT e vermelho neutro, levou a morte celular tanto
por necrose quanto por apoptose, efeito também relacionado a maior presenca de
PARP clivada. As braquidinas diminuiram a expressao das proteinas phospho-AKT
e aumentaram a de p21, indicando uma influéncia negativa sobre o ciclo celular,
porém nao interferiram na expresséao de p27.

Para avaliar se as braquidinas poderiam interferir no processo metastatico
das células DU145, foi aplicado o ensaio que avalia a capacidade migratéria e
invasiva em sistema transwell, mostrando que as braquidinas podem influenciar na
motilidade das células. No entanto, tal fato precisa ser confirmado com experimentos
futuros.

A citotoxicidade das braquidinas pode também ser confirmada por meio da
comparacao computacional com moléculas similares em bancos de dados publico,
as quais também possuem perfil citotoxico e atividade contra patdogenos.

Estudos posteriores ainda precisam ser realizados para aprimoramento dos
efeitos observados nos estudos do perfil metabdlico, assim como analises de maior
numero de proteinas no ensaio western blot, para melhor definir os mecanismos de

acao das braquidinas em células tumorais de préstata humana.
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