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BIAZI, Bruna Isabela. Estudo da citotoxicidade e dos efeitos em vias moleculares de
expressao génica dos compostos piperlongumina e cis-nerolidol na linhagem
HepG2/C3A. 2019. 83 f. Tese (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

Os fitoquimicos sdo substancias naturais de origem das plantas que podem apresentar efeitos
benéficos, como antiproliferativos, antioxidantes e anti-inflamatorios. Os fitoquimicos
piperlongumina (PLN) e cis-nerolidol (C-NER) sdo um alcaldide e um sesquiterpeno,
respectivamente, que apresentam atividade antiproliferativa. Este estudo objetivou analisar 0s
efeitos citotoxicos e em vias moleculares alvos da PLN e do C-NER que induzem ao efeito
antiproliferativo na linhagem de carcinoma hepatocelular humano (HepG2/C3A). Os
resultados mostram que a citotoxicidade, a genotoxicidade, e o estresse de reticulo
endoplasmatico induzidos pela PLN estdo relacionados ao aumento observado de espécies
reativas de oxigénio (EROs). Os danos causados nas células induziram a parada de ciclo
celular em G2 e mitose, e a morte celular por apoptose. Também foi observado reducdo do
potencial mitocontrial e a formacéo de células com fuso mitético em formato monoastral. No
estudo molecular, foi observado aumento da expressdo de mRNAs de genes de estresse
oxidativo (GSR e SOD1), estresse de reticulo endoplasmatico (ERN1 e HSPA14), danos no
DNA (MDM2), ciclo celular (CDKN1A), apoptose (BAKle BBC3) e de metabolismo de
xenobidticos (CYP1A2 e CYP3A4); a reducdo da expressdo ocorreu em um gene de ciclo
celular (CCNA2). O C-NER induziu a citotoxicidade devido a inducéo de estresse de reticulo
endoplasmatico. Como consequencia, foi observado parada do ciclo celular em G1 e inducao
de morte celular por paraptose. No estudo molecular, foi observado aumento da expresséo de
MRNAs de genes de proliferacdo e apoptose (MYC e BBC3), estresse de reticulo
endoplasmatico (EIF2AK3 e ERN1) e metabolismo de xenobidticos (CYP1A2 e CYP2C19);
foi observado reducdo da expressdo de mMRNAs de genes de apoptose (BAK1, BAX, CAPN1,
CASP8, CASP9, PARP1 e TP53), ciclo celular (CCND1, CCNE1, CDK1, e CDK2), e
metabolismo de xenobidticos (CYP2D6 e CYP3A4). Conclui-se portanto que o efeito
antiproliferativo destes dois fitoquimicos ocorre pela parada do ciclo celular e pela inducdo de
morte. Os dados também contribuem, para o entendimento de suas vias de acdo, envolvidas
no efeito antiproliferativo da PLN e do C-NER, e consequentemente possibilita uma melhor
aplicabilidade do uso destas substancias em estudos futuros.

Palavras-chave: Viabilidade celular. Ensaio do cometa. Quimioterapia.



BIAZI, Bruna Isabela. Cytotoxic and molecular pathways effects of piperlongumin and
cis-nerolidol in gene expression of HepG2/C3A cell line. 2019. 83 p. Thesis (Master
Genetics and Molecular Biology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

Phytochemicals are natural substances of plant origin that may have beneficial effects, such
as, antiproliferative, antioxidant, anti-inflammatory, and others. The phytochemicals
piperlongumine (PLN) and cis-nerolidol (C-NER) are an alkaloid and a sesquiterpene,
respectively, which have antiproliferative activity. This study aimed to analyze the cytotoxic
and molecular pathways of PLN and C-NER of gene expression that induce the
antiproliferative effect in the human hepatocellular carcinoma cell line (HepG2/C3A). The
results show that cytotoxicity, genotoxicity, and endoplasmic reticulum stress induced by
PLN are related to the increase of reactive oxygen species (ROS). Damage to cells induced
cell cycle arrest in G2 and mitosis, and cell death by apoptosis. Reduction of mitochondrial
potential and formation of mitotic spindle cells in monastral format were also observed. In the
molecular study, we observe upregulation of mRNAs from oxidative stress genes (GSR and
SOD1), endoplasmic reticulum stress (ERN1 and HSPA14), DNA damage (MDM?2), cell cycle
(CDKNZ1A), apoptosis (BAK1 and BBC3) and xenobiotic metabolism (CYP1A2 and CYP3A4);
downregulation occurred in a cell cycle gene (CCNA2). C-NER induced cytotoxicity due to
induction of endoplasmic reticulum stress. As a consequence, was observed G1 cell cycle
arrest and induction of cell death by paraptosis. In the molecular study, we observed
upregulation of mRNAs from proliferation and apoptosis genes (MYC and BBC3),
endoplasmic reticulum stress (EIF2AK3 and ERN1) and xenobiotic metabolism (CYP1A2 and
CYP2C19); downregulation occurred in genes from apoptosis (BAK1, BAX, CAPN1, CASPS,
CASP9, PARP1 and TP53), cell cycle (CCND1, CCNE1, CDK1, and CDK2) and xenobiotic
metabolism (CYP2D6, CYP2D6 and CYP3A4). It is concluded, that the antiproliferative effect
of these two phytochemicals occurs by the cell cycle arrest and the induction of death. The
data also contribute to the understanding of its pathways involved in the antiproliferative
effect of PLN and C-NER and, consequently, allows a better applicability of the use of these
substances in future studies.

Keywords:  Cell viability. Comet assay. Chemotherapy.
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1 INTRODUCAO

Os fitoquimicos sdo substdncias naturais de origem vegetal que desempenham
diversas fungbes, tais como, estruturais, atrativas e protecdo. Quando consumidas pelo
homem, podem desempenhar muitos efeitos benéficos a saude, como as alteracbes do estado
oxidativo devido a elevacédo de radicais livres e de espécies reativas de oxigénio, atuando, por
exemplo, contra o envelhecimento precoce, desenvolvimento de doencas cronicas e do cancer
(FERREIRA E ABREU, 2007; MIN E MIN, 2014; Yu, M. et al., 2018). Além disso, estas
substancias podem atuar diretamente sobre receptores ou outras moléculas sensoras que atuam
em sistemas especificos de sinalizacdo celular, por exemplo, através do controle molecular da
expressdo de genes especificos.

A inducdo de apoptose por fitoquimicos pode ser categorizada entre os inibidores de
NF-kB, ativadores de caspases, inibidores de AP-1, indutores de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e inibidores do ciclo celular (KumAR et al., 2016). A piperlongumina (PLN), por
exemplo, demonstra atividade anti-inflamatoria através da reducdo da expressao de NF-kB em
células de cancer prostatico. Também foi evidenciado que o tratamento com PLN reduz da
expressdo das interleucinas IL-6, IL-8 e MMP-9 estimuladas por TNF-a (GINZBURG et al.,
2014).

Muito ainda se desconhece dos fitoquimicos ja identificados, e nesse sentido, busca-
se conhecer 0os mecanismos moleculares de acdo destas substancias a fim de se identificar
potenciais efeitos terapéuticos destas drogas para o desenvolvimento de novos farmacos.

O estudo in vitro dos efeitos citotoxicos de drogas, tornaram-se muito importante na
triagem de novas drogas. As agéncias reguladoras possuem guias de procedimento pré-
clinicos in vitro que incluem os ensaios de genotoxicidade e mutagénese para eliminar-se
possiveis efeitos carcinogénicos destas drogas (U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2012;
AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2013). Estudos focados na identificacdo de
novas drogas quimioterapicas utilizam estes ensaios in vitro com linhagens celulares para a
identificacdo de substancias com efeitos citotoxicos e antiproliferativos (bloqueio do ciclo
celular e/ou inducdo de morte celular) e, descricdo dos mecanismos moleculares de agéo para
melhor aplicabilidade em terapia.

A cultura de células in vitro, além de representar uma forma de triagem que nao
utiliza animais como modelo bioldgico, também possibilita a criacdo de um sistema isolado e
controlado que facilita o entendimento de uma determinada via de acdo a ser investigada.

Portanto, é uma importante ferramenta para o estudo de potenciais drogas quimioterapicas
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com efeitos no ciclo celular e na inducédo de morte celular programada (PALOzZzA et al., 2010;
ZHANG et al., 2016; ZHU E Bu, 2017).

Ao buscar-se um novo quimioterapico, € preciso considerar os diferentes tipos de
morte celular que podem ser induzidos por estas drogas e 0s mecanismos moleculares
especificos envolvidos em cada um deles. Isso porque é sabido que em cada céncer ocorrem
varias mutacGes/mudancas de expressdo génica que viabilizam a malignidade de modos
distintos entre si. Por exemplo, os canceres de pulmao de células ndo pequenas apresentam
mais de 15 subtipos genébmicos (HUANG et al., 2014). Assim, busca-se vias alternativas de
indugdo de morte para cada determinada neoplasia (BAILEY et al., 2018; CHANOCK, 2018).
Além disso, em cada cancer, a instabilidade genética e a rapida proliferacdo geram uma
heterogeneidade intratumoral que permite o surgimento de subpopulacdes celulares
geneticamente diversificadas (HUANG et al., 2014).

O cis-nerolidol (C-NER) e a piperlongumina (PLN) sdo um sesquiterpeno e um
alcaloide, respectivamente, com atividade citotéxica ja conhecida pela literatura, entretanto
muito de suas vias moleculares ainda necessitam de melhor entendimento. Assim, o objetivo
deste estudo, foi avaliar os fitoquimicos cis-nerolidol e a piperlongumina a fim de se conhecer
seus efeitos citotoxicos e as suas vias moleculares de agdo sobre a linhagem de carcinoma
hepatocelular humano (HepG2/C3A).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 OS FITOQUIMICOS NA MEDICINA E NA QUIMIOTERAPIA

Essencialmente os medicamentos sdo originados de trés tipos de fontes de
substancias: as naturais (substancias inorganicas, de origem animal, ou de origem vegetal); as
sintéticas, que podem ser em sua totalidade desenvolvidas em laboratério, ou podem ser
modificacbes de substancias naturais; e as de origem intermediéria, normalmente produzidas
com utilizacdo da engenharia genética, ou produtos de fermentacéo.

A maioria dos farmacos utilizados na medicina moderna é originada de compostos
isolados presentes nos materiais utilizados na medicina tradicional, tais como chés e extratos.
O grande conhecimento da riqueza quimico da natureza, pelos povos primitivos e pelos
indigenas é considerado fator fundamental para descobrimento de substancias toxicas e
medicamentosas ao longo do tempo. Estes componentes sdo substancias de origem natural,
principalmente os vegetais (fitoquimicos), e devido a grande variabilidade quimica destes
compostos, estes sdo a principal fonte de busca de novos medicamentos.

A ideia de produzir moléculas totalmente sintéticas para tentar encontrar alguma
aplicabilidade, foi abandonada depois de perceber-se que pouquissimas substancias chegavam
as etapas finais de testes. Assim, a pesquisa atualmente é focada em estudar as substancias
disponiveis na natureza e fazer pequenas modificacfes que tragam vantagens, como, maior
biodisponibilidade e menores efeitos adversos (VIEGAS JR et al., 2006). Assim, 0 sucesso da
industria farmacéutica, e do desenvolvimento de melhores terapias, resulta da triagem de
substancias naturais com as tecnologias disponiveis.

O estudo de Newman e Cragg (2012) estimou que das 1355 novas drogas aprovadas,
cerca de 15% sdo de origem bioldgica (peptideos ou proteinas isoladas ou sintetizadas
biotecnologicamente), 5% sdo de origem natural (animal ou vegetal), 22% sao originados de
produtos naturais (normalmente semissintéticos), e 4% sdo totalmente sintéticos, mas
apresentam sitio ativo idéntico a de um produto natural. Em relagdo as drogas
quimioterapicas, 24% sao de origem bioldgica, 12% sdo de origem natural, 32% s&o
originados de produtos naturais, e 12% sdo totalmente sintéticos, mas apresentam sitio ativo
idéntico a de um produto natural. A Tabela 1 apresenta alguns dos principais quimioterapicos
de origem de plantas ou derivados semissintéticos de plantas (DEMAIN E VAISHNAV, 2011).
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Tabela 1 — Principais quimioterapicos da atualidade de origem natural ou derivados

semissintéticos de plantas.

Quimioterapico

Classificagdo quimica

Origem

Aplicacao

Vinblastina alcaldide Catharanthus roseus | Inibe polimerizacao do
fuso mitdtico
Vincristina alcaloide Catharanthus roseus | Inibe polimerizacao do
fuso mitdtico
Etoposido alcaldide Podophyllum peltatam Inibidor de
topoisomerase Il
Teniposido alcaldide Podophyllum peltatam Inibidor de
topoisomerase Il
Taxol Diterpeno alcaloide Taxus brevifolia e Inibe polimerizacao do
diversos fungos fuso mitdtico
Navelbina* alcaldide Catharanthus roseus | Inibe polimerizacdo do
fuso mitdtico
Taxotere* alcaldide Taxus baccata Agregacdo das
tubulinas
Camptotecina alcaloide Diversas plantas e Inibidor de
fungo topoisomerase |
Topotecan* alcaloide Derivado da Inibidor de
Camptotecina topoisomerase |
Irinotecan* alcaloide Derivado da Inibidor de

Camptotecina

topoisomerase |

* derivados semissintéticos de plantas.
Fonte: Demain e Vaishnav (2011).

2.2 FIToQuiMICOS

Os fitoquimicos sdo substdncias naturais presentes em plantas que conferem
caracteristicas como, cor, textura, aroma e sabor. Apesar de ndo serem considerados
essenciais ao organismo humano, produzem efeitos benéficos a salde quando utilizados a
longo prazo. Entre as atividades benéficas destas substancias, destacam-se as atividades
antioxidante e anti-inflamatéria que atuam na prevencdo do desenvolvimento de doencas
crénico-degenerativas e do cancer (BARBIERI et al., 2017). As principais classes de
fitoquimicos sdo os alcaloides, compostos fenolicos (&cidos fendlicos, taninos, estibenos,
cumarinas e flavonoides), terpenos, e compostos organosulfurados.

Os alcaloides sdo compostos de carater basico produzidos ndo s por plantas, mas
também animais, fungos e bactérias. S&o substancias relacionadas ao crescimento e a prote¢édo
das plantas. Muitos animais podem adaptar-se a estas moléculas e usa-las em seu proprio
metabolismo. Os alcaloides sdo classificados em alcaloides verdadeiros quando sdo

sintetizados a partir de um aminoacido e possuem anel heterociclico contendo nitrogénio, em
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protoalcaldides quando também se originam de aminoécidos, porém o nitrogénio nao esta no
anel heterociclico, e em pseudoalcaldides quando ndo sdo originados de aminoacidos (SIMOES
et al., 1999). Muitos alcaloides sdo utilizados como farmacos ja que apresentam receptores no
sistema nervoso central e muscular, por exemplo, a cafeina (estimulante) e a codeina
(analgésico) (BABBAR, 2015). A vimblastina, a camptotecina (ndo mais utilizada na
quimioterapia) e o paclitaxel sdo exemplos de alcaloides antiproliferativos desenvolvidos
como quimioterapicos; a vimblastina, por exemplo, atua blogueando a mitose atraves da
despolimerizacdo dos microtibulos do fuso mitético e, é utilizada em diversos tipos de
canceres, principalmente em linfomas (PANDA et al., 1996; FRESENIUS KABI, 2015).

Os compostos fendlicos sdo substancias que apresentam fenol em sua estrutura
quimica e, sdo classificados em fenois simples (ndo-flavonoides ou &cidos) ou polifendis
(flavonoides) dependendo da quantidade de fendis presente na molécula. As suas fungdes
bioldgicas nas plantas sdo estruturais, protecdo conta a radiacdo UVB, atrativas (feromonios),
antioxidantes e defesa (LIN et al., 2016). Os flavonoides sdo fortes antioxidantes e estdo
distribuidos em diversos grupos de substancias, entre elas estdo os flavonois, flavonas,
flavanonas, catequinas antocianinas isoflavonas e chalconas (VAN ACKER et al., 1996). A
classe dos ndo-flavonoides envolve os derivados dos acidos hidroxicinamico (por exemplo,
ésteres dos acidos caféico e cumarico) e hidroxibenzoico (por exemplo, acidos salicilico e
galico) (LIN et al., 2016). Ainda ndo se utiliza os compostos fendlicos na quimioterapia,
entretanto, ha muitos estudos pré-clinicos com moléculas, como a quercetina e a curcumina,
que apresentam atividade citotoxica e antiproliferativa (WANG et al., 2016; ADIWIDJAJA et al.,
2017; JANA et al., 2018).

Os terpenos sdo substancias que integram uma classe estruturalmente muito
diversificada de substancias que podem ser encontradas em plantas e animais. Possui formula
estrutural geral (CsHs)n e sua classificagdo ocorre de acordo com o nimero de carbonos
presentes. Sao classificados em hemiterpenos (5C), monoterpenos (10C), sesquiterpeno
(15C), diterpenos (20C), triterpenos (30C), tetraterpenos ou carotenoides (40C), e
politerpenos (moléculas com mais de 40C) (REDONDO-BLANCO et al., 2017). Os carotenoides,
por exemplo, o licopeno e a luteina, compreendem um grupo de pigmentos presentes em
plantas e animais que possuem atividade antioxidante e traz muitos beneficios ao organismo
humano, atuando principalmente na prevencdo de doencas decorridas de alteracBes da
atividade oxidativa (MIN E MIN, 2014; BARROS et al., 2018).

Os compostos organosulfurados sdo moléculas organicas que apresentam o enxofre

em sua estrutura quimica. Sdo aqueles presentes, por exemplo, no alho, cebola, cebolinha e
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alho pord, e atribuem odor e sabor caracteristico a estes alimentos. S&o substancias soluveis
em agua (por ex. aliina) ou em 6leo (por ex. ajoene, dissulfeto dialilico) com alta atividade
antioxidante, sendo muito estudados quanto a sua capacidade de reduzir a incidéncia de
cancer e doencas cardiovasculares (DHAWAN E JAIN, 2005; SEkI E HOSONO, 2015; SUMAN E
SHUKLA, 2016). A atividade citotoxica, antiproliferativa e anticancer destas substancias
também sdo alvos de estudos, e entre seus mecanismos de acdo, esta a regulacdo do ciclo
celular, a inducdo de morte celular programada, inibicdo da angiogénese e invasdo (SEKI et
al., 2008; YI1E Su, 2013; CAo et al., 2014).

2.3 NEROLIDOL

O nerolidol (C1sH260, 222.372 g/mol) é um &lcool sesquiterpeno presente no 6leo
essencial de diversas plantas de odor floral (AGNIHOTRI et al., 2004; NATIONAL CENTER FOR
BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2005; CABRAL et al., 2018). O nerolidol pode se apresentar
sob 4 formas quimicas tridimensionais diferentes que consistem em dois enantidmeros
(carbono 3 assimétrico) e dois isdmeros geométricos (dupla ligacdo no carbono 6); A Figura 1
apresenta as formas quimicas do nerolidol. Os sesquiterpenos possuem diversas funcdes nas
plantas, atuando na fotossintese, respiracdo, crescimento e desenvolvimento, e defesa contra
herbivoros e patégenos (CHAN et al., 2016).

Diversas atividades bioldgicas do nerolidol ja sdo conhecidas e exploradas para o
desenvolvimento de novos medicamentos; entre elas estdo a propriedade antiparasitaria
(SILVA et al., 2014; SILVA et al., 2017), antileishmania (ARRUDA et al., 2005; CEOLE et al.,
2017) e antimalaria (SAITO et al., 2016).

O nerolidol (estrutura quimica ndo descrita) apresentou atividade genotdxica através
do ensaio do cometa de linfocitos de camundongos cultivados in vitro e tratados com
nerolidol em baixa concentragdao (13 uM) (SAITO et al., 2016). J& no estudo realizado com
camundongos utilizando o trans-nerolidol em concentragdes de 250-2000 mg/kg de peso
corporeo, identificou atividade genotoxica e mutagénica através do ensaio do cometa e do
micronucleo de células de sangue periférico (PICULO et al., 2011). Quanto ao cis-nerolidol, a

genotoxicidade é apresentada no Artigo 2 desta Tese.
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Figura 1 — Estrutura quimica dos enantidmeros (R-S) e isdmeros geométricos (cis-trans) do

nerolidol.
3S, 6 cis-Nerolidol 3R, 6 cis-Nerolidol
OH
H5C
3 \7/\/\]/\/\!/\(: H,
CH, CH, CH,
3S, 6 trans-Nerolidol 3R, 6 trans-Nerolidol

Fonte: Modificado de Chan et al. (2016).

A atividade citotoxica do nerolidol ja é conhecida em diversas linhagens tumorais
humanas, entretanto, ainda existe um problema na hora de sintetizar os dados da literatura
porgue alguns estudos ndo identificam a forma quimica utilizada. E isso é um dado relevante,
uma vez que é observado diferentes efeitos dos isdmeros sobre os modelos biolégicos ja
testados. O trans-nerolidol apds 48 horas de tratamento nas linhagem A549 (adenocarcinoma
alveolar humano) e DLD-1 (adenocarcinoma colorretal humano) possui IC50 de 28,8 e 26,1
KM, respectivamente, pelo ensaio da resazurina (SYLVESTRE et al., 2007). Ja apds 72 horas de
tratamento em células tumorais de mama MDA-MB-231 e MCF7, utilizando o ensaio do
vermelho neutro, obtiveram-se IC50 de 185 e 158 pM. Neste mesmo estudo, quando realizado
associacdo com o quimioterapico doxorrubicina em camundongos inoculados com tumor de
Ehrlich, ndo foi observado reducdo de massa tumoral, ou alteracdes de caspases 2 e 3/7
(HANusovA et al.,, 2017). A citotoxicidade da associacdo do trans-nerolidol com a
doxorrubicina também foi realizada em outras linhagens celulares, e foi observado diferentes
respostas dependendo da linhagem em teste (AMBROZ et al., 2015; AMBROZ et al., 2017).

O estudo de Ryabchenko et al. (2008) utilizou um mix contendo as formas cis e
trans-nerolidol e encontrou elevada citotoxicidade na linhagem de céncer cervical (HelLa),

obtendo IC50 de 1,5 uM. Os dados sobre os efeitos do cis-nerolidol ainda sdo muito escassos.
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A atividade citotoxica cis-nerolidol apds 24 horas de tratamento pelo ensaio do LDH foi
identificada na concentracgdo de 15 puM na linhagem HelLa (Boris et al., 2011).

2.4 PIPERLONGUMINA

A piperlongumina (C17H1sNOs, 317,34 g/mol) é um alcaloide verdadeiro presente em
diversas espécies de pimentas (CHATTERJEE E DUTTA, 1967). A Figura 2 mostra a estrutura

quimica da piperlongumina.

Figura 2 — Estrutura quimica da piperlongumina.
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Ja foram identificadas algumas propriedades bioldgicas da PLN, entre elas a fungédo

antibacteriana, anti-inflamatéria, inseticida (BERNARD et al.,, 1995) e anticancer. A
piperlongumina demonstrou atividade antibacteriana contra B. subtilis, E. aerogenes, S.
aureus, E. coli, S. enterica, P. mirabilis e B. cereus (REDDY et al., 2008; MGBEAHURUIKE et
al., 2018).

A funcdo anti-inflamatoria da piperlongumina foi identificada pela reducdo de NF-
kB, IL-6, IL-8, IL-17 e IL-23 em culturas de células de cancer prostatico estimuladas com
TNF-a (GINZBURG et al., 2014). Em ensaios in vitro e in vivo, a PLN demonstrou reducéo da
atividade inflamatdria induzida por LPS através de parametros de permeabilidade vascular,
adesdo e migracdo de células de defesa, e ativagdo de proteinas pro-inflamatorias (LEE et al.,
2013).

A atividade anticancer da piperlongumina vem sendo elucidada atraves de estudos
utilizando linhagens celulares e modelos animais. A citotoxicidade in vitro da PLN utilizando
linhagens celulares ja foi atestada por diversos estudos presentes na literatura, que utilizaram,
por exemplo, ensaios colorimétricos (JIN et al., 2014; XIONG et al., 2015; GAGAT et al., 2018).
Sabe-se também que o efeito danoso da PLN ocorre devido ao aumento de espécies reativas
de oxigénio (EROs) induzidas por esta droga (GOLOVINE et al., 2013; Liu et al., 2013;

DHILLON et al., 2014; RoH et al., 2014; XIONG et al., 2015). Além disso, associa-se 0 estresse
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oxidativo induzido pela PLN como o responsavel pelo surgimento de danos no material
genético (DHILLON et al., 2014; BHARADWA! et al., 2015). Sabe-se também que a droga induz
a parada de ciclo celular em G2/M (DUAN et al., 2016; Liu et al., 2017; THONGSOM et al.,
2017; SONG et al., 2018) e que estes eventos estdo ligados a inducdo morte celular por
apoptose e/ou autofagia, por exemplo, em linhagens de cancer de mama (JiN et al., 2014,
MAKHOV et al., 2014; SHRIVASTAVA et al., 2014), pulmao (Lewis et al., 2015; WANG et al.,
2015; KARKI et al., 2017; Zou et al., 2018), e rim (MAKHoV et al., 2014; KARKI et al., 2017).
O estudo de Mohammad et al. (2018) realizou tratamento com PLN (1 uM) em culturas 3D
(ensaio em Matrigel) e observou aumento de areas necroéticas da cultura.

Os estudos utilizando animais também apresentam resultados promissores. O
tratamento com PLN (1,5-3,5 mg/Kg) reduziu o peso e o volume do tumores em
camundongos com inoculacdo de células de cancer de bexiga via subcutanea, (Liu et al.,
2017). No estudo de Duan et al. (2016), foi realizado inoculacao intraperitoneal de células de
cancer gastrico, e foi observado que o tratamento com PLN (3,6 mg/Kg) também reduziu o
volume e o peso dos tumores.

Devido a elevada atividade citotdxica da PLN e do grande interesse em melhor
investigar a aplicabilidade bioldgica destas substancias, alguns estudos realizaram associa¢do
da droga com quimioterapicos. No estudo de Gong et al. (2014) foi observado efeito sinérgico
na apoptose induzia em linhagem de cancer ovariano humano pela associa¢do da PLN com o
paclitaxel ou a cisplatina. Em células de leucemia resistentes a doxorrubicina tratadas com
PLN e doxorrubicina, foi observado reverséo da resisténcia a apoptose (KANG E YAN, 2015).
Além disso, varios andlogos ou derivados da PLN também tém desempenhado atividade
citotoxica in vitro (ZHANG et al., 2017; Zou et al., 2017; Zou et al., 2018) e in vivo (Zou et
al., 2018).

2.5 TIPOS DE MORTE CELULAR

2.5.1 Necrose e necroptose

A necrose é o processo de morte celular que normalmente ocorre devido a intensos
estresses aos componentes celulares, por exemplo, rapidas alteracBes osmdticas, choque

térmico e altas concentraces de espécies reativas de oxigénio. Estes fatores levam a ruptura
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da membrana plasmatica e dos compartimentos intracelulares, e assim, o extravasamento de
contetdo intracelular leva a inducdo do processo inflamatério com o objetivo de eliminar as
células lesionadas e o agente injuriante. Estes eventos sdo comumente descritos como rapidos,
acidentais e sem controle molecular, entretanto, ja se conhecem alguns tipos especificos de
agentes nocivos que seguem etapas e processos moleculares definidos, classificando-0s como
processos programados de morte celular necrética (necroptose) (SUN E WANG, 2014). Ainda
se desconhece um marcador molecular Unico para a necroptose (KACZMAREK et al., 2013),
porém, ja se sabe que a ativacdo do receptor de quinase RIP3 e inibicdo de caspase 8 estdo
envolvidos na inducdo deste tipo de morte (SUN E WANG, 2014).

Os estudos que identificam morte celular por necroptose, normalmente o fazem pela
demonstracdo de obtencéo de igual resultado de toxicidade de determinada droga associada ao
uso de inibidores de apoptose e autofagia (excluindo a possibilidade de ocorréncia desses dois
tipos de morte) e presenga de marcadores de lesdes de membrana plasmatica, por exemplo, a
dosagem de LDH ou a marcacdo do DNA com moléculas impermeaveis as células integras.
Utilizando este principio, um estudo utilizando linhagens de cancer de co6lon e de estdmago
(CT26, HT29, HCT116 e SGC-7901) identificou inducdo de necroptose pelo fumarato de
dimetilo através da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), reducdo de GSH e
ativacdo de MAPKSs (XIE et al., 2015). Também tem sido possivel identificar a morte por
necroptose utilizando o Nec-1, uma proteina que bloqueia a funcdo de RIP1, e esta Ultima
conhecida por induzir a morte celular com padrdo morfolégico de necrose de modo
independente de caspases. Por este principio, o estudo de Yan et al. (2013) demonstrou a
inducdo concomitante de necroptose e apoptose em culturas de células de hepatocarcinoma
(Hep3B) tratadas com trifenilfosfonio. A Figura 3 possui esquema de como a necroptose é
demonstrada utilizando Nec-1.

Sabe-se que a cisplatina, um quimioterapico utilizado em diversos tipos de canceres
solidos, induz a morte celular por apoptose e necrose e, tem sido demonstrado que esta ultima
ocorre de modo programado e parece estar relacionado a nefrotoxicidade causada por esta
droga em pacientes em quimioterapia (Xu et al., 2015; TRISTAO et al., 2016). Inclusive,
quando utilizado Nec-1, foi observado restabelecimento da viabilidade celular de células

tubulares tratadas com cisplatina (TRISTAO et al., 2012).
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Figura 3 — Demonstracéo in vitro de inducéo de necroptose por droga de interesse.
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A: Numa primeira etapa, é evidenciado que uma determinada substancia de interesse provoca a morte
celular. B: numa segunda etapa, utiliza-se Nec-1, um inibidor de RIP1 (indutor de necroptose) e
observa-se se o efeito da droga na viabilidade celular é alterado. Caso o inibidor de necroptose
restabeleca a viabilidade celular, deduz-se que a morte celular ocorreu por necroptose, € caso 0
inibidor ndo impeca a inducdo de morte, deduz-se que a morte celular ndo ocorreu por necroptose.
Fonte: o proprio autor.

2.5.2 Apoptose

A apoptose, tambem conhecida como morte celular programada do tipo I, € um
importante tipo de morte relacionada a eliminacdo de células indesejadas, com mutacoes,
lesGes ou senescentes. Possui mecanismos muito conservados entre plantas e animais, e estes
sdo muito bem descritos quanto as suas vias moleculares de execugdo (SUN E PENG, 2009). As
neoplasias malignas apresentam como uma de suas principais caracteristicas, a resisténcia aos

sinais de inducdo de apoptose, e por isso é o tipo de morte celular programada mais bem
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conhecido quanto as suas caracteristicas morfolégicas e moleculares. Assim, 0s genes e
proteinas que controlam as vias apoptoticas sdo os principais estudados quando se busca
novas drogas com aplicabilidade na quimioterapia (GERL E VAUX, 2005; OUYANG et al.,
2012).

A apoptose € caracterizada pela fragmentacdo dos componentes celulares em
pequenas vesiculas para posterior eliminacdo destas por células fagociticas. A degradacéo
destes componentes é realizada pela ativacdo de proteases (pro-caspases). As vias de ativacdo
de caspases ocorrem por dois mecanismos principais que podem ocorrer isoladamente,
concomitantemente e independentemente, ou até mesmo podem convergir por vias em
comum. S&o elas as vias extrinseca e intrinseca (ou mitocondrial). A via extrinseca ocorre
pela inducdo de morte celular através da ligacdo de uma molécula indutora de morte a um
receptor de morte presente na face exterior da membrana plasmatica das células. Estas
moléculas, por exemplo, citocinas, os ligantes de FAS e o TNF-a, podem ser sintetizadas por
outras células teciduais ou células do sistema imune que detectam a presenca de sinais de
danos ou de inducdo de morte que a celula a ser induzida a morte apresenta. Apos a ligacdo
das moléculas indutoras de morte aos receptores, na face intracelular ocorre a formagdo do
complexo DISC pela trimerizacdo dos receptores de moléculas indutoras de morte e
associacdo de duas moléculas adaptadoras (FADD, TRADD) e duas pro-caspases iniciadoras
8, 10 ou 2. As caspases iniciadoras sao entdo ativadas e estas fazem a ativacdo de caspases
efetoras (3, 6 e 7) e de endonucleases (RAsTOGI et al., 2009; SAVITSKAYA E ONISHCHENKO,
2015).

A via intrinseca ocorre por modificagdes de moléculas relacionadas a permeabilidade
mitocondrial. Quando a permeabilidade mitocondrial se encontra aumentada, ocorre a
liberacdo do citocromo C para o citoplasma e este liga-se a Apaf-1 para formar o
apoptossomo; este Ultimo promove a ativacdo de caspases 9 (iniciadoras) que ativam as
caspases efetoras (3, 6 e 7). O controle da permeabilidade mitocondrial é realizado pelas
proteinas da familia do BCL-2, moléculas estas presentes no citoplasma e no interior de
membranas, principalmente mitocondriais e do reticulo endoplasmatico. O aumento da
permeabilidade mitocondrial pode ocorrer pela reducdo/inativacdo das proteinas anti-
apoptoticas (por ex. BCL2, BCL-XL) e/ou pelo aumento/ativacdo de proteinas pro-
apoptoticas (por ex. BAX, BAK1, BBC3, BID). Este controle pode ocorrer, por exemplo, pela
proteina P53 na presenca de danos no DNA. O P53 ¢ um fator de transcrigdo que controla a
expressao de diversos genes relacionados ao ciclo celular e a indugdo de morte por apoptose

(BENNETT, 1999; RASTOGI et al., 2009). A via mitocondrial também pode ser ativada através
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da caspase 8 — da via extrinseca — uma vez que também pode atuar na ativacdo da proteina
pré-apoptética BID, membro da familia do BCL-2 (SuN E PENG, 2009; SAVITSKAYA E
ONISHCHENKO, 2015). A Figura 4 apresenta as vias extrinseca e intrinseca de iniciacdo da
apoptose.

Os derivados de mostarda nitrogenada, as primeiras drogas desenvolvidas para o
tratamento de leucemias e ainda hoje utilizadas no tratamento de doengas autoimunes, atuam
na modulacdo das proteinas da familia do BCL-2 quando utilizados isoladamente ou podem
aumentar o desempenho de outros quimioterapicos quando associados a estes (GIBSON et al.,
1999; KoNTos et al., 2014).

Figura 4 — Vias extrinseca e intrinseca de inducdo de apoptose.
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A via extrinseca se inicia pela ligacdo de moléculas indutoras de morte celular a seus receptores de
membrana. Estas moléculas estdo presentes no meio extracelular e podem ter sido produzidas pela
propria célula, ou por outras células, como as do sistema imune. A via intrinseca é iniciada pelas
proteinas da familia do Bcl-2 que quando entram em desbalanco entre pré e anti-apoptéticas,
aumentam a permeabilidade mitocondrial e permitem a liberagcdo do citocromo c para o citosol. O
controle destas proteinas pode ocorrer por diversas vias de sinalizacdo, por exemplo, pela proteina p53
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na presenca de danos no DNA. A via intrinseca (mitocondrial) também pode ser ativada através da
ativacdo de BID pela caspase 8 (via extrinseca).
Fonte: o préprio autor.

O estudo de Kontos et al. (2014), fez um levantamento de 68 drogas quimioterapicas
gue atuam na modulacao de proteinas da familia do BCL-2 pré-apoptoéticas e anti-apoptoticas.
Entre elas estdo os quimioterapicos classicos (inibidores de mitose, agentes alquilantes,
antimetabdlitos, inibidores de topoisomerases, antraciclinas e intercalantes de DNA) e os que
possuem alvos especificos (inibidores de tirosina-quinase e anticorpos monoclonais). 1sso nos
mostra a importancia da apoptose para a quimioterapia, e mesmo que as diferentes drogas
possuam complexas vias de controle de sinalizagdo, os danos celulares podem convergir para

0 mesmo processo de morte celular programada.
2.5.3 Paraptose

Alguns estudos utilizando fitoquimicos identificaram processos de inducdo de morte
celular com caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas distintas dos processos de morte
celular ja conhecidos, porém de ocorréncia programada (SAMADDER et al., 2009; TORRES-
RAMIREZ et al., 2016; NEDUNGADI et al., 2018). Assim, surgiu a designagdo “paraptose™ que
alguns autores consideram até que estas vias de morte programada possam englobar mais de
um tipo de morte celular ainda ndo bem caracterizados (WANG et al., 2004). Os estudos de
vias de acdo de morte ainda desconhecidos sdo de grande interesse clinico uma vez que as
células neoplasicas malignas podem apresentar diferentes tipos de resisténcia aos sinais de
inducdo de apoptose (LEE et al., 2016). O estudo de Zhou et al. (2018) observou a inducéo de
paraptose em células de linhagem de cancer de mama resistentes a doxorrubicina
(MCF7/ADR) e a apoptose através do tratamento com nanoparticulas de cobre através de
ensaios in vitro e in vivo.

A principal caracteristica atribuida a paraptose € a presenca de vacuolizacao
citoplasmatica, sem a formagdo de corpos apoptéticos (cromatina no interior das vesiculas,
como na apoptose) e tipicamente engloba processos independentes da atuacdo de caspases
(BROKER et al., 2005; NEDUNGADI et al., 2018). A Tabela 2 apresenta as principais
caracteristicas/diferencas entre os processos de necrose, apoptose, paraptose e morte
autofgica.

Tabela 2 — Principais caracteristicas/diferencas das mortes celulares por necrose, apoptose,

paraptose e morte autofagica.
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Morte
Necrose Apoptose Paraptose autofagica
Membran . Degr a
€ b,a_l a Rompida Intacta Intacta L
Plasmética gradual
Lisossomos  Rompidos Intactos Intactos Intactos e ativos
Condensado, Vacuolizagédo e
. Membranas membranas Numerosa degradacdo
Citoplasma . . .
inchadas e intactas de vacuolizagdo  dos componentes
rompidas organelas celulares
Corpos Ausente Presente Ausente Ausente

apoptoticos
(DANAILA et al., 2013; BIALIK et al., 2018)

A paraptose ocorre durante o desenvolvimento e em processos de degeneragao
nervosa e, € caracterizada pela tumefacdo do reticulo endoplasmatico e/ou de mitocondrias
(SPERANDIO et al., 2000). Ainda ndo se conhece muito bem as vias moleculares envolvidas
nos processos paraptéticos, mas atribui-se principalmente a inducdo de alteracfes
mitocondriais (YUMNAM et al., 2016) e ao estresse de reticulo endoplasmético. O estudo de
Xue et al. (2018) utilizando as linhagens de carcinoma ovariano humano determinou que o
fitoqguimico morusina é capaz de induzir paraptose através do aumento do influxo de célcio
nas mitocondrias advindo da liberacdo deste cation pelo reticulo endoplasmatico em processo
de estresse. A hesperidina, um glicosideo encontrado em frutas citricas, também atua
induzindo a paraptose em células HepG2 através do aumento do influxo de calcio
mitocondrial (YUMNAM et al., 2016).

2.5.4 Morte celular autofagica

A autofagia € um processo de degradacéo celular que pode levar a morte coordenada
pela propria célula (morte celular programada do tipo Il) e, pode ser induzida por diversos
fatores, entre eles, a falta de nutrientes, o estresse de reticulo endoplasmatico, infecgdes ou até
mesmo a hipoxia. Ocorre pelo engolfamento do conteddo citoplasmético por
autofagomossomos, e posterior fusdo a lisossomos formando o autofagolisossomo. Assim, as
enzimas lisossomais atuam degradando os componentes do interior desta vesicula. A
autofagia compreende um importante mecanismo de homeostasia celular, uma vez que ocorre
em niveis basais para a eliminacdo de componentes celulares anémalos e, em alguns casos,
pode atuar na inducdo de morte celular autofagica ou outros tipos de morte celular. Neste

ultimo caso, isso pode ocorrer, por exemplo, quando a maquinaria apresenta fusao defeituosa
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entre lisossomos e autofagossomos, ou quando é realizada a degradacdo de componentes
essenciais a viabilidade celular e que na sua auséncia induz a algum processo diferente de
morte (BIALIK et al., 2018). O estudo de Goodall et al. (2016) identificou que a delecdo no
gene MAP3K7 em células de préstata de ratos, induz a formacdo da maquinaria autofagica,
porém ocorre morte por necroptose através da sinalizacdo p62/SQSTML1 e recrutamento de
RIPK1.

Os autofagossomos séo formados por duas camadas de membranas e sabe-se que sua
formacdo se inicia pela membrana do reticulo endoplasmatico. Porém, o crescimento deste
pode ocorrer pela adesdo de quaisquer outros compartimentos intracelulares, uma vez que
existem zonas de contato entre as organelas que permite a fusdo de suas membranas. Apos a
maturacdo do autofagossomo, ocorre a aproximacdo com o lisossomo e posterior fuséo
mediada por proteinas do citoesqueleto, SNARES, proteinas motoras e outros componentes.
Os lisossomos apresentam somente uma camada de membrana, e inicialmente, o
autofagolisossomo permanece com regifes de dupla e de Unica camadas. Em seguida, as
hidrolases lisossomais fazem a degradacdo da membrana mais interna do autofagolisossomo
(BIALIK et al., 2018; Yu, L. et al., 2018).

Segundo Klionsky et al. (2003), os genes ATG (autophagy-related - cerca de 27
genes) estdo especificamente envolvidos nas vias autofagicas, entretanto, aproximadamente
outros 40 genes associados a outras funcdes também atuam na autofagia. Existem muitas vias
de inducdo e controle dos processos autofagicos, e o tipo de processo vai depender da origem
do agente nocivo. O gene MTOR, por exemplo, codifica uma proteina que inibe a atividade
autofagica e tem sua funcdo reprimida quando ocorre falta de nutrientes. O MTOR modula
fosfatases e quinases que controlam o estado de fosforilagdo da proteina ATG13, e quando
este Gltimo se encontra hipofosforilado ocorre entdo a inducdo da autofagia (MARINO E
LorPez-OTIN, 2004; Yu, L. et al., 2018).

Vaérias drogas antiproliferativas que induzem a autofagia, como a crocetina (ZHANG E
L1, 2017), o resveratrol (PARK et al., 2016), a curcumina (Guo et al., 2016; ZHU E Bu, 2017) e
o fingolimod (LI et al., 2016), s&o estudadas com o objetivo de obtencdo de novos
quimioterapicos isolados e/ou coadjuvantes.

Algumas drogas ja utilizadas na quimioterapia também induzem aos processos
autofagicos (RopoLo et al., 2012). A gemcitabina, por exemplo, é um nucleosideo (andlogo
de citosina) utilizado no tratamento de cancer pancreatico. Esta droga possui toxicidade
conhecida por induzir apoptose, e tem sido demonstrado que este efeito parece estar

relacionado a sua inducéo de autofagia através da inducdo da proteina VMP-1 (PARDO et al.,
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2010). O estudo de (CHEN et al., 2014) demonstrou que a gemcitabina induz a autofagia
através da conversdo da proteina LC3-1 e de modo independente de MTOR, e que isso é
responsavel pela toxicidade e inducdo de apoptose de celulas de cancer de mama triplo
negativo (MDA-MB-231) através da modulacdo de TP53 e de genes da familia do BCL2.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos antiproliferativos da piperlongumina e do cis-nerolidol na

linhagem de carcinoma hepatocelular humana (HepG2/C3A).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos citotoxicos da PLN e do nerolidol através do ensaio do MTT;

e Avaliar a atividade genotoxica da PLN e do C-NER pelo ensaio do cometa;

e Analisar o efeito da PLN e do C-NER na progressdo do ciclo celular através da

citometria de fluxo;

e Analisar o efeito da PLN e do C-NER em induzir apoptose através da citometria de

fluxo;

e Estudar as caracteristicas celulares induzidas pela PLN e do C-NER da cultura através

de micrografias;

e Avaliar os efeitos da PLN e do C-NER na expressdo de genes de controle de ciclo
celular, apoptose, danos no DNA, estresse de reticulo endoplasmatico e estresse

oxidativo.
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RESUMO

Entender os mecanismos moleculares de acdo de drogas candidatas a quimioterapia, €é
essencial para o desenvolvimento de novos farmacos com maior efetividade e reducdo dos
efeitos adversos. A piperlongumina (PLN) € um alcal6ide com propriedade antiproliferativa,
mas com mecanismos de agdo pouco elucidados. Este estudo correlacionou os efeitos
antiproliferativos da PLN por meio de analises morfolégicas e moleculares na linhagem de
carcinoma hepatocelular humano (HepG2/C3A). A citotoxicidade desta droga ficou em
concentragoes > 20 uM. A PLN reduziu a proliferagéo celular detectado pela parada de ciclo
celular em G2/M e com o surgimento de fuso com padrdo monoastral. Além disso, também
foi observado inducdo de morte celular por apoptose. A apoptose parece ter sido induzida pelo
aumento da expressdo dos mMRNAs pro-apoptéticos BAK1 (3,1x) e BBC3 (2,4x), e também foi
detectado aumento de caspases 9 e 3/7 ativas. A PLN produz injuria celular através da
inducdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e danos no DNA. Também foi observado
alteracdes na expressdo de mRNA dos genes de controle de ciclo celular CDKN1A (4,9x) e
CCNA2 (0,5x). Os danos no DNA também ativaram a sinalizacdo via MDM2, visto 0 seu
aumento de mRNA para 3,0x; este gene também pode estar associado ao surgimento do fuso
monoastral na mitose. Genes associados a degradacdo de EROs também estiveram com a
expressdo de mRNA aumentados (GSR 2,0x e SOD1 2,1x). A PLN também pode induzir ao
estresse de reticulo endoplasmético uma vez foi observado o0 aumento na expressdo de
MRNAs de ERN1 (4,5x) e HSPAl14 (2,2x). Os genes de metabolismo de xenobidticos
apresentaram um aumento na expressdéo de mRNA para CYP1A2 (2,2x) e CYP3A4 (3,4x)
induzidos pela PLN. Assim observamos que muitas vias de danos induzidos pelo tratamento
com PLN contribuem para os efeitos antiproliferativos, identificando biomarcadores de

expressdo génica (MRNAS) e a formacdo do fuso monoastral.

Palavras-chave: estresse oxidativo, genotoxicidade, sinalizacdo celular.
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1 Introdugéo

Entender os mecanismos moleculares na inducdo de morte celular de compostos
candidatos a quimioterdpicos, é essencial para o desenvolvimento de terapias anticancer
especificas e mais eficazes. Isso porque é sabido que o cancer pode resultar de diversos
mecanismos distintos de alteracdes na expressao de genes de controle de proliferacdo e morte
celular [1]. Porém, so a partir de quando se comegou a conhecer melhor sobre 0s mecanismos
moleculares de morte de celular e proliferacdo, assim como as diferencas existentes em cada
tipo de céncer, é que as pesquisas se voltaram a desenvolver medicamentos alvo-especificos
[2, 3]. Isso permitiu, para o tratamento de alguns tipos de canceres, a producdo de
medicamentos com menores efeitos adversos e reducdo da recidiva [4-6]. Ainda assim,
diversos canceres, por exemplo, o cancer de mama triplo negativo, ainda séo tratados com
terapias inespecificas, e por isso tem-se a necessidade de estudar-se novas drogas e seus
mecanismos especificos de modo de acao.

A morte celular induzida por drogas pode ocorrer por varios mecanismos. A
regulacao da apoptose e a autofagia compreendem os processos moleculares mais conhecidos,
sendo a modula¢do da atividade das proteinas da familia do BCL-2, um dos principais
mecanismos de inducdo de morte [7-9]. Esta familia compreende um grupo de genes que
codificam proteinas pr6 ou anti-apoptoticas, e o desbalanco entre as quantidades destas
proteinas dentro da célula é que dissipara a sinalizacdo da morte por uma das vias da apoptose
(via intrinseca). A via extrinseca da apoptose envolve a acdo de moléculas de indugdo de
morte (por ex. TNF-a, ligante de Fas) ligando-se a receptores externos da membrana
plasmatica; a sinalizacdo intracelular é entdo dissipada apds a ligacdo de moléculas
adaptadoras FADD e TRADD na regido interna dos receptores [10, 11]. Na autofagia, cerca
de 27 genes (genes ATG) estdo envolvidos na execugdo das vias autofagicas, e outros 40
genes relacionados a outras vias também podem atuar na autofagia [12, 13].

A piperlongumina (PLN) é um alcaloide encontrado em diversas espécies de
pimentas. Dentro das propriedades biolégicas deste composto, destaca-se sua atividade
antiproliferativa. Estudos in vitro e in vivo ja identificaram a propriedade inibitéria da PL em
células de linfoma de Burkitt [14, 15], glioblastoma [16, 17], cancer de célon [18, 19],
pancreas [20], prostata [21], mama [22-25], rim [23, 26], cabeca e pescogo [27], pulmao [28],
entre outras.

A PLN causa aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) [16, 17,

29], e a esse efeito € atribuido suas propriedades danosas as células, por exemplo, interferindo
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na migracdo celular através da inducédo de estresse de reticulo endoplasmatico (ER) via EROs-
ERE-MAPKSs-CHOP [30], ou induzindo autofagia e apoptose em células primarias de
leucemia mieloide através da via EROs-p38/JNK [31].

Este estudo avaliou os efeitos da piperlongumina em células HepG2/C3A quanto aos
parametros de citotoxicidade, genotoxicidade, proliferacdo, morte celular, estresse oxidativo e
potencial mitocondrial. Além disso, correlacionou-se estes efeitos aos achados na expressao
relativa de genes envolvidos nestes processos. Isto nos possibilite compreender 0s
mecanismos morfoldgicos e moleculares deste composto, contribuindo para um melhor
entendimento de sua aplicabilidade como um futuro quimioterapico. Além disso, a
HepG2/C3A é uma linhagem celular amplamente utilizada para estudar-se mecanismos de

acao de drogas uma vez possui ativo o seu sistema de metabolizacdo de xenobidticos.

2. Material e métodos

2.1 Agentes quimicos

A Piperlongumina (Ci7H19NOs) foi obtida da Sigma-Aldrich (>97% - cat. n.
SML0221), dissolvida em DMSO (30 mM) e estocada a -20°C. A solucéo foi diluida em meio
de cultura para ser utilizada nos tratamentos, e a maior concentra¢do utilizada (50 pM)
apresentou 0,17% de DMSO; foi realizado o tratamento controle de veiculo com esta mesma
concentracdo de DMSO (0 uM de PLN). A Doxorrubicina (DXR — Pharmacia - CAS 23214-
92-8) e o tert-butil (Sigma-Aldrich, cat. n. 458139) foram utilizados nos ensaios do Cometa e
de geragédo de EROs, respectivamente, como controles positivos, e para os demais ensaios foi
utilizado a Camptotecina (CPT — Merck Millipore - CAS 7689-03-4).

2.2 Cultura Celular

A linhagem de carcinoma hepatocelular humano (HepG2/C3A) foi obtida do Banco de
Células do Rio de Janeiro, livre de micoplasma. As céelulas foram mantidas em meio DMEM
(Gibco, CAT- 12800-017) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF, Gibco, CAT -
12657-029) e 0,1% de penicilina/estreptomicina (Invitrogen CAT- 15240-096) mantidas em
estufa imida com 5% de CO2 a 37° C. Em todos os testes as células foram semeadas e

mantidas durante 24 horas para estabiliza¢do antes de receberem os tratamentos.
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A densidade celular utilizada nos ensaios foi determinada por titulacdo utilizando o
equipamento XCELLigence Real-Time Cell Analyzer. Foram utilizadas 2,5x10* células/pogo
em placas de 96 pogos para os ensaios MTT e analise de caspases, 1,25x10° células/pogo em
placas de 24 pocos para a contagem de rosetas, 61,7x10° células/pogco em placas de 6 pogos
para 0s ensaios de citometria, cometa, extragdo de RNA total e para a obtencdo de
micrografias, e 650 células/poco em placas de 96 pogos para o0 ensaio em 3D.

2.3 Citotoxicidade por MTT

A viabilidade celular foi estimada pelo ensaio do MTT segundo Mosmann [32] com
modificacBes. Apo6s 24 horas de tratamento (0-50 uM de PLN e 1 uM de CPT), as células
foram encubadas por 4 horas em meio sem soro contendo MTT (500 pg/mL). O meio de
cultura foi removido e os cristais de formazan aderidos ao fundo da placa foram diluidos em
DMSO para a leitura em espectrofotobmetro (TP Reader — Thermo Plate, China) em
comprimento de onda de 540 nm. A viabilidade celular foi estimada pela formula:
[(absorbéncia média do tratado/ absorbancia média do controle) x 100]. O IC50 foi
determinado utilizando o programa GraphPad Prism. O experimento foi realizado em trés

placas (repeticdes) contendo 6 réplicas/tratamento/placa.

2.4. Avaliagéo Celular por Citometria de Fluxo

A morte celular por apoptose e o ciclo celular foram avaliados em citdmetro de fluxo
Guava EasyCyte (Merck Millipore). Apos 24 de tratamento (0-40 uM de PLN), as células
foram colhidas por tripsinizacdo, centrifugadas a 1000 rpm durante 5 minutos e
ressuspendidas em 500 pulL de PBS. Para avaliar a morte celular por apoptose, foi utilizado o
kit BD Pharmingen TM — PE Annexin V Apoptosis Detection Kit | (CAT- 559763) segundo o
protocolo do fabricante; as porcentagens de células viaveis (auséncia de marcacao por anexina
e 7-AAD), em apoptose inicial (marcadas com anexina) e apoptose tardia (marcadas com
anexina e 7-AAD), e necrose (marcadas com 7-AAD) foram determinadas. Para avaliar o
ciclo celular, 5 uL de RNase (2 pg/mL, Invitrogen - CAT: 12091-021) foi adicionado em 100
uL suspensdo celular e mantidas a 37° C durante 30 minutos. Para a lise celular e marcagéo do
DNA, foi utilizado o kit Guava Cell Cycle Reagent (CAT: 4500-0220) segundo o protocolo
do fabricante. As percentagens de células nas diferentes fases do ciclo (G1, S e G2/M) foram

determinadas de acordo com a intensidade de fluorescéncia emitida por cada célula. Para cada
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ensaio foram analisadas 5000 células por tratamento/experimento. Os ensaios foram

realizados em trés repeticdes (experimentos) simultaneas.

2.5 Obtencéo de micrografias

O sistema em contraste de fase foi utilizado para observacdo das alteracOes
morfoldgicas e densidade celular presente; ja o sistema de fluorescéncia foi utilizado para
captacdo de fluorescéncia do filtro vermelho (laser azul) para a detec¢do de rodamina 123, e
fluorescéncia azul (UV) para a marcacdo de DNA utilizando Hoechst 33342. Apos 24 horas
de tratamento (0-40 uM de PLN), adicionou-se diretamente ao meio de cultura 2 pL de
rodamina 123 (1 mg/mL; cat. n. R8004, Sigma-Aldrich) e 1 pL de Hoechst 33342 (2 mg/mL,;
cat. n. B2261); o meio de cultura foi homogeneizado e as culturas foram incubadas a 37°C por
20 minutos. Apos isso, 0 meio de cultura foi retirado, lavou-se a cultura uma vez utilizando
PBS a 37°C, e adicionou-se 1 mL de PBS para entdo as capturas no microscopio EVOS®

Microscope FL Auto Cell Imaging System 4 (Thermo Fisher) serem realizadas.

2.6 Contagem de células com fuso em formato monoastral

Apbs 4 horas de tratamento (0-40 uM de PLN) adicionou-se 1 uL de Hoechst 33342
(2 mg/mL; cat. n. B2261) diretamente a0 meio de cultura que foi homogeneizado e
permaneceu incubado a 37°C por 20 minutos. O meio de cultura foi retirado, lavou-se a
cultura uma vez utilizando PBS a 37°C, e adicionou-se 1 mL de PBS e levou as culturas para
microscopio de fluorescéncia para a contagem das células em formato de roseta. Foram

analisadas 500 células por tratamento/repeticdo em trés repeti¢cGes simultaneas.

2.7 Formacao de esferoides (cultura tridimensional)

Para a obtencdo de culturas 3D em formato de esferoides, 50 pL de agarose diluida
em meio de cultura (1,5%) foi utilizada para cobrir os pocos da placa de 96 pogos. Foram
semeadas 650 células por poco diluidas em 50 pL de meio de cultura. A placa foi submetida a
centrifugacdo a 2500 rpm por 5 min para que as células permanecessem centralizadas ao
fundo de cada poco. Apds 48 horas, foi adicionado mais 100 pL de meio de cultura e
aguardou-se mais 72 horas para a formacao das estruturas esféricas. Apos isso, removeu-se
100 pL de meio e adicionou-se 150 puL de meio de cultura fresco contendo os tratamentos de
PLN para as concentracdes finais de 0, 10, 20 e 40 uM. O volume dos esferoides foi

determinado utilizando a formula: V=(4x 1*)/3, onde r (raio) foi determinado utilizando-se o
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software ImageJ no processamento das micrografias; as imagens dos esferoides foram obtidas
pelo microscopio EVOS FL em contraste de fase (magnitude: 100 X) e capturadas em 24, 48
e 72 horas ap0s receberem os tratamentos. Os experimentos foram realizados em trés placas

(repeticdes) contendo 6 réplicas/tratamento/placa.

2.8 Avaliacao de genotoxicidade

Utilizou-se o ensaio do cometa [33] para analise do potencial da PLN em causar
danos ao material genético. Apos 3 horas de tratamento (0 e 40 uM de PLN), as células foram
tripsinizadas, centrifugadas (1000 rpm por 5 minutos) e ressuspendidas em 200 pL de meio de
cultura. As células foram entdo diluidas em agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%) e
distribuidas em laminas pré-gelatinizadas com agarose comum. As células foram lisadas
(NaCl 2,25 M, EDTA 90 mM, Tris-HCI 9 mM, DMSO 10% e TritonX-100 1%) por 60 min a
4°C e submetidas a condicdes alcalinas (tampdo de eletroforese (EDTA-titriplex 1 mM e
NaOH 0,3 N) por 20 minutos. A eletroforese foi realizada em pH 13, 25V, 300mA por 20min.
Apos isso, as laminas foram neutralizadas (Tris 0,4 N e pH 7,5 corrigido com HCI), fixadas
com etanol absoluto (PA) e armazenadas a 4°C. Para analise utilizou-se 100 pyL de solucéo
contendo brometo de etideo (2 pg/mL). As micrografias foram obtidas utilizando-se o
microscopio EVOS® Microscope FL Auto Cell Imaging System (Thermo Fisher) em
aumento de 200 vezes, e os cometas foram analisados pelo programa CometScore ©. O
parametro Tail moment foi utilizado para as analises. Foram analisadas 100 células para cada
tratamento/repeticdo em trés repeticdes experimentais. Para cada tratamento, analisou-se 100

células para cada uma das trés repeticdes.

2.9 Analise de expressao génica relativa utilizando RT-qgPCR

O ensaio foi utilizado para determinar mudancas no padrdo de expressdo de
transcritos de genes relacionados as vias moleculares dos ensaios anteriormente avaliados. No
material suplementar (Tabela S1) encontram-se os iniciadores dos genes analisados de
apoptose (BAK1, BAX, BBC3, BCLXL, CASP3, CASP7, CASP8 e CASP9), ciclo celular
(CCNA2, CCNB1, CCNB2, CDK1, CDKN1A e TP53), sinalizacdo de danos no DNA (CHK1,
CHK2, GADD45A, H2AFX e MDM2), controle de proliferagdo (HNF4A, MTOR, MYC, TNF e
TRAF2), estresse oxidativo (CAT, GPX1, GSR e SOD1), estresse de reticulo endoplasmatico
(ABL1, ATF6, EIF2AK3, ERN1, HSPA14 e HSPA5), e metabolismo de Xxenobidticos
(CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4). Apds 12 horas de tratamento (0 e 20 uM de PLN)
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0 RNA total foi extraido utilizando-se o Kit RNeasy (cat. N° 74106, Qiagen) segundo as
especificaces dos fabricantes. As amostras foram quantificadas em espectrofotometro, e a
pureza do RNA estimada pela razdo das absorbancias 260nm/280nm, sendo que somente as
amostras com a razao entre 1,8 e 2,1 foram validadas. A integridade do RNA foi verificada
em gel de agarose denaturante (1%).

A sintese do cDNA foi realizada de acordo com o protocolo de Biazi et al. [34]. A
reacdo em tempo real foi realizada no equipamento CFX96 Touch™ Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad). Para tal, foi utilizado o kit SsoAdvancedTM SYBR® Green
Supermix (cat. N° 172-5260 Bio-Rad), para um volume final de 11 pL, utilizando 5 pmol de
cada oligonucleotideo iniciador e 250 ng de cDNA. A PCR em tempo real foi realizada nas
seguintes condicdes: 95°C por 5 minutos e 45 ciclos de 95°C/15 segundos, 60°C/20 segundos,
72°C/20 segundos. Como genes de referéncia, foram utilizados os genes GAPDH e RPL13A.

Os experimentos foram realizados em 3 repetigdes simultaneas.

2.10 Avaliacdo de caspases ativas

Este ensaio foi utilizado para a deteccdo das caspases ativas apOs tratamento
contendo PLN. As caspases atuam durante o processo de morte celular por apoptose ativando
DNases e clivando proteinas estruturais para a fragmentacdo dos compartimentos celulares.
Ap0s 24 horas de tratamento (0, 10 e 20 uM de PLN), realizou-se a anélise das caspases 3/7 e
9 utilizando-se os reagentes Caspase-Glo® 9 e 3/7 Assay (Promega, cat. n. G8211 e G8091)
segundo as especificacOes do fabricante. Os ensaios utilizam substratos paras as caspases e a
clivagem do material gera um produto luminescente através da atividade de luciferase. A
leitura foi realizada no aparelno GLOMAX. Os experimentos foram realizados em 3

repeticbes simultaneas.

2.11 Deteccdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs) e de atividade mitocondrial

Estes ensaios utilizam a deteccdo de fluorescéncia emitida pelo DCFDA apds
oxidacdo pelas EROs e pela captacdo de rodamina 123 pelas mitocdndrias com potencial
mitocondrial ativo. Ap6s 24 horas de tratamento (0-40 uM de PLN), adicionou-se DCFDA
(concentracdo final de 25 pM) ou rodamina 123 (1 mg/mL) e incubou-se as placas por 20
minutos a 37°C; apds isso, as células foram colhidas, centrifugadas a 1000 rpm durante 5
minutos e ressuspendidas em PBS. A deteccdo de fluorescéncia (5000 celulas) foi realizada

pelo citbmetro Guava EasyCyte (Merck Millipore) em filtro verde (laser azul) para 0 DCFDA
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e filtro vermelho (laser azul) para a rodamina 123. Os experimentos foram realizados em 3
repetices simultaneas.

3 Analise estatistica

Os ensaios, com exce¢do da RT-gPCR, foram avaliados por anélise de variancia
(ANOVA) com os pos teste de Tukey, e Kruskal-Wallis para o ensaio do cometa e a cultura
3D. Para a analise de expressao génica relativa, utilizou-se o programa REST 2009 e fold-

change > 2. Para todos os ensaios, as diferencas foram consideradas significativas quando p <
0,05.

4 Resultados

Apbs 24 horas de tratamento, a PLN reduziu a viabilidade celular significativamente
para 72, 46 e 49% nas concentracGes de 20, 40 e 50 uM respectivamente (Figura 1); o IC50
foi de 40 uM.

Figura 1. Viabilidade Celular obtida pelo ensaio do MTT apds 24 h de tratamento com PLN
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em concentracdes de 0-50 uM.

**p <0,01, *** p < 0,001 em relagéo ao controle (0 uM). CPT: Controle positivo utilizando
camptotecina 1 puM.

Corroborando com os resultados do MTT, a andlise da distribuicdo das células nas
diferentes fases do ciclo celular (Figura 2), demonstra parada em G2/M, uma vez que foi
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observado reducdo significativa da porcentagem de células em G1 e aumento em G2/M para
todas as concentragdes testadas de PLN, e reducdo de S em 10 uM. A contagem das células
com fuso mitético em padrdo monoastral demonstra aumento significado das rosetas de modo

dose-dependente (Figura 3).

Figura 2. Distribuicdo das células nas diferentes fases do ciclo celular ap6s 24 horas de
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Figura 3. Porcentagem de células em fuso monoastral (rosetas) apds 24 horas de tratamento
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*p <0,05, *** p <0,001 em relacdo ao controle (0 uM). Letras diferentes indicam diferenga
significativa.

Todas as concentragdes testadas de PLN reduziam significativamente a porcentagem
de células viaveis e, aumentaram as células em apoptose inicial e tardia. Na apoptose tardia
houve aumento significativo entre as concentracbes testadas (resposta dose-dependente).
Nenhuma das concentragfes induziu o surgimento de populacdo celular em necrose (Figura
4).

Figura 4. Porcentagem de células viaveis, em apoptose inicial, apoptose tardia e necrose apos
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24 horas de tratamento com PLN.

*p <0,05, ** p <0,01, ** p < 0,001 em relacdo ao controle (0 uM). Letras diferentes
indicam diferenca significativa.

O potencial mitocondrial avaliado utilizando rodamina 123, apds 24 horas de
tratamento com PLN, esteve significativamente reduzido para as trés concentrac6es analisadas
(Figuras 5). A reducdo da intensidade da fluorescéncia do vermelho da rodamina também
pode ser observada na Figura 6, do qual estdo apresentadas as micrografias das culturas. Os
quadros A, B, C e D representam os tratamentos 10, 20 e 40 uM de PLN, respectivamente.
Também é possivel observar na fluorescéncia do azul (marcacdo do DNA) a presenca de
nucleos com padrdo morfologico de parada de ciclo celular pela formacdo de rosetas (fuso
monoastral; setas verdes nos quadros B e C), e a formacdo de células picnéticas (compactacao
da cromatina evidenciada pelo aumento da intensidade de fluorescéncia e reducéo do volume
nuclear) e a formacdo de corpos apoptoticos, que representam alteracdes presentes em células

apoptoticas (setas vermelhas).
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Figura 5. Potencial de membrana mitocondrial apds 24 horas de tratamento em ensaio
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*p <0,05, *** p<0,001 em relagédo ao controle (0 uM).
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Figura 6. Micrografias obtidas ap6s 24 horas de tratamento utilizando o microscopio EVOS

FL.

Na coluna esquerda encontram-se os tratamentos contendo PLN nas concentragdes de 0 (A), 10 (B),
20 (C) e 40 uM (D) por microscopia de contraste de fase. Observar as alteracbes morfoldgicas e
reducdo da densidade celular das culturas que receberam tratamentos contendo PLN. Na coluna &
direita encontram-se 0os mesmos quadrantes referidos ao lado esquerdo visualizados na microscopia de
fluorescéncia; em azul vé-se os nucleos marcados com Hoechst 33342 e em vermelho a marcacao
utilizando rodamina. Nas setas verdes estio indicados os nucleos em formato de “roseta” e em
vermelho os nucleos com padrdes morfoldgicos de apoptose (picnose e corpos apoptéticos); observar
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a reducdo na intensidade da marcacdo em vermelho nos tratamentos contendo PLN. E: célula
interfasica; F: célula em apoptose (picnose); G: roseta.
A andlise da cultura tridimensional (Figura 7) evidenciou apos 24, 48 e 72 horas de

tratamento, reducdo significativa de volume dos esferoides que receberam os tratamentos nas
concentracbes de 20 e 40 UM em relagdo ao controle (0 pM). Além disso, na maior
concentracdo testada (40 uM) os esferoides apresentaram modificacdo morfoldgica similar ao
controle positivo (camptotecina 2.5 uM), do qual ¢ evidenciado apenas a presenca de “massa”
contendo restos celulares e auséncia de caracteristicas de células vivas (presenca de nucleo e
delimitacdo citoplasmaética, por exemplo).

O ensaio do cometa demonstrou o efeito genotoxico significativo da PLN nas células
HepG2/C3A. A Figura 8 apresenta o parametro tail moment com médias de 0,9, 433 e 11,7
para os 0, 40 uM e controle positivo, respectivamente.

Foi evidenciado inducdo significativa da formacdo de EROs pela PLN nas
concentracOes de 20 e 40 uM, sendo as medidas de fluorescéncias de 1513, 1845 e 1931 para
as concentracdes de 0, 20 e 40 uM, respectivamente (Figura 9), sendo que as concentracdes
de 10 e 20 ndo diferiram significativamente entre si, e ja a de 40 foi significativamente maior

que as outras duas menores concentracoes.

Figura 7. A: Andlise dos volumes (micrometros) das culturas 3D (esferoides) tratadas com

PLN nas concentracGes de 0-40 uM antes de receberem os tratamentos (Oh) e apés 24, 48 e 72
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horas.

CPT: controle positivo utilizando camptotecina 2,5 pM. B: Micrografias (100 x) dos
esferoides ap0s 72 horas de tratamento.
Figura 8. Genotoxicidade avaliada pelo parametro tail moment obtido pelo ensaio do cometa

apos 3 horas de tratamento com PLN.
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DX: Controle positivo utilizando doxorrubicina 1 pM. * p < 0,05 em relagdo ao controle (0
uM).

Figura 9. Deteccdo de EROs utilizando o ensaio com DCFDA por citometria de fluxo apos
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24 horas de tratamento com PLN.

TB: controle positivo utilizando tert-butil 200 uM. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 em
relacdo ao controle (0 puM).

Os dados obtidos na analise de expressdo génica relativa estdo apresentados na

Figura 10. O tratamento com PLN levou ao aumento da expressdo de mRNA de genes de
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ciclo celular (CDKN1A), apoptose (BAK1 e BBC3), sinalizagdo de danos no DNA (MDM2),
estresse oxidativo (GSR e SODL), estresse de reticulo endoplasmético (ERN1 e HSPA14) e,
metabolismo de xenobioticos (CYP1A2 e CYP3A4); além disso, houve reducdo da expressao

de mRNA de CCNAZ2 (ciclo celular).

Figura 10. Expressdo génica relativa avaliada apos 12 horas de tratamento (PLN 20 uM) pelo
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ensaio de RT-gPCR.

* p < 0,05 indica diferenca estatisticamente significativa e expressdo < 0.5 ou > 2 em relagdo
ao controle (considerado como 1 para todos 0s genes).
Na analise de caspases ativas, houve aumento significativo de 2,2 vezes da caspase 9

na maior concentracgdo testada (20 M), e para as caspases 3/7 houve aumento significativo de

2,6 e 5,5 vezes mais nas concentracdes de 10 e 20 uM em relagéo ao controle (Figura 11).
Figura 11. Analise de caspases 9 e 3/7 ativas.
2,5E+05
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1,5E+05
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Luminescencia

5,0E+04

0,0E+00
Caspase 9 Caspase 3/7

W Control 10 uM 20 UM # CPT

CPT: Controle positivo utilizando camptotecina 1 uM. * indica diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) em rela¢do ao controle (0 uM).

5 Discussao

A piperlongumina ja é conhecida devido a sua propriedade antiproliferativa,
ansiolitica, antifngica, entre outras [20, 35], destacando-se principalmente seu potencial de
induzir o estresse oxidativo e o surgimento de danos genotoxicos. Neste estudo, foi possivel
evidenciar as propriedades citotoxicas e genotoxicas da PLN e identificar sua modulacdo na
atividade transcricional de genes-chave envolvidos nas vias de proliferacdo, morte, danos ao
DNA, estresse oxidativo e de enzimas de metabolismo de xenobidticos.

A citotoxicidade da PLN na HepG2/C3A foi identificada em concentra¢des > 20 uM.
Jin et al. (2014) encontraram que a PLN nas linhagens tumorais de mama MCF7 e BT474
reduziu significativamente a viabilidade celular em concentragoes > 4 uM, e a viabilidade da
linhagem ndo tumoral MCF10A esteve reduzida apenas em concentragdes >14 uM [22]. No
estudo de [36] que utilizou diversas linhagens de cancer de cabeca e pescoco, verificou

citotoxicidade da PLN em concentracdes entre 2,5 e 5 UM ap6s 24 horas de tratamento. Na
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linhagem U937 (linfoma histiocitico de pulmdo) a PLN induziu redugdo significativa da
viabilidade apenas na concentracdo de 20 pM pelo ensaio do MTT apds 24 horas de
tratamento [37]. Utilizando este mesmo ensaio, observou-se reducdo da viabilidade de
linhagens de células de cancer de estomago (MKN45 e AGS) em concentragdes > 20 uM
apos 24 horas de tratamento. O estudo de Han et al. [14] avaliou a citotoxicidade da PLN em
duas linhagens de Linfoma de Burkitt pelo ensaio do MTS e observou IC50 de 2,8 e 8,5 uM.
Apesar de uma variavel citotoxicidade da PLN nas diferentes linhagens citadas, ainda assim
pode-se considerar que existe um limiar similar de toxicidade para esta droga, e as diferencas
sdo provavelmente decorridas das diferentes sensibilidades entre as linhagens e os diferentes
ensaios. Além disso, alguns estudos verificaram menor citotoxicidade da PLN em células néo
tumorais primarias ou em linhagens ndo tumorais quando comparadas as linhagens tumorais
[16, 27, 30].

A partir da citotoxicidade observada na linhagem HepG2/C3A nos realizamos outros
ensaios afim de compreender se a reducéo na viabilidade poderia estar associada a reducao na
proliferacdo e/ou a indugé@o de morte celular. Nossos resultados mostraram que a reducdo na
viabilidade dos tratamentos com PLN esta relacionada a redugdo da proliferacdo celular
devido a parada das células nas fases G2 e mitose e, também pela inducdo de morte celular
por apoptose. A parada em mitose observada pelo surgimento das células em rosetas e o
aumento de G2/M identificada pela analise de citometria de fluxo, sugerem bloqueio do ciclo
celular também em G2, uma vez que a magnitude das porcentagens de células na analise das
rosetas ser inferior as porcentagens de G2/M observadas na citometria. A fuso monoastral
ocorre quando ao invés da formacdo do fuso mitdtico bipolar, hd um arranjo central de
microtUbulos cercados por cromossomos [38], sendo que este efeito provocado pela PLN é
descrito pela primeira neste trabalho.

Outras drogas, como o monastrol [39], os derivados de hemiasterlina [40], a S-trityl-
L-cysteine [41], e pterocarpanos [42], induzem ao surgimento do fuso monoastral e séo
estudados quanto ao seu potencial efeito antitumoral. Normalmente, estas substancias atuam
inibindo proteinas motoras (cinesinas) do fuso mitético [43]. O padrdo morfoldgico confirma
os dados gerados na citometria pois € possivel observar que o aumento das células paradas em
mitose esta reduzindo conforme ha aumento da concentracdo da droga, € 0 aumento de células
apoptoticas também ocorre de modo dose-dependente.

Na expressdo de mRNA de genes envolvidos no controle de ciclo celular e de
apoptose encontramos reducdo da expressdo de CCNA2 que se correlaciona com a parada do

ciclo celular nas fases de G2/M, uma vez que este codifica a ciclina A2, responsavel pelas
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transicdes entre as fases G1 e sintese, e G2 e mitose. As ciclinas sdo proteinas que se
associam as quinases dependentes de ciclina (CDK) e seus complexos atuam induzindo a
progressao do ciclo celular. Foi detectado também aumento da expressdo de transcritos de
CDKNI1A, o codificador da proteina p21; esta proteina possui sua transcricdo controlada pela
proteina P53 (fator de transcrigdo). A funcdo de p21 pode estar relacionada a parada do ciclo
em G1 e S (através da inibicdo dos complexos ciclina E/CDK2 ou ciclina A/ICDK2) ou em G2
através da repressao de transcricional de EMI1 na presenca de danos no DNA [44]. Isso
confirma a parada de ciclo observada neste estudo, que além de ocorrer na mitose, também
ocorreu em G2.

A andlise dos genes da regulacdo da apoptose demonstrou aumento na expressao de
MRNA de BAK1le BBC3. As proteinas produzidas por esses genes fazem parte da familia de
proteinas do Bcl-2 presentes nas mitocondrias e controlam a permeabilidade mitocondrial.
Uma vez que a permeabilidade fica aumentada e ocorre o extravasamento do contedo
mitocondrial para o citosol, temos entdo a ativacdo das caspases iniciadoras, e
subsequentemente das caspases efetoras da apoptose como consequéncia. A atividade
transcricional dos genes que codificam caspases ndo foi alterada ap6s o tratamento com PLN
na HepG2/C3A, porém, o ensaio de atividade das caspases 3/7 e 9 demonstrou que houve
aumento com o tratamento com PLN. Isso ocorre porque estas proteinas estdo normalmente
presentes no interior da célula, e em situacdes de necessidade, sua ativacdo ocorre de maneira
rpida dando inicio as suas fungdes na apoptose [10]. Neste estudo, também observamos
reducdo no potencial mitocondrial dos tratamentos que receberam PLN, correlacionando-se
com a inducéo de apoptose iniciada por alteracbes mitocondriais.

Na avaliacdo 3-D (esferoides), verificamos nesse estudo que as mesmas
concentragfes utilizadas nos ensaios de monocamada, também produziriam efeitos
antiproliferativos, sendo que apenas nas concentragdes > 20 uM foi demonstrado redugéo
significativa do volume do esferoide.

A inducdo de apoptose por PLN esta relacionada a inducdo de estresse de reticulo
endoplasmatico (RE), uma vez que foi observado aumento da atividade transcricional de
ERN1e HSPA14. Estes genes codificam proteinas presentes no RE que atuam como sensores
de proteinas malformadas, sendo que o primeiro também atua como fator de transcricdo de
genes de resposta ao estresse de reticulo, e ja o segundo, atua modulando a atividade de ERN1
para prevenir a inducdo de apoptose devido ao estresse reticular. Diversos estudos também
descrevem a inducdo de apoptose pelo estresse de RE através da sinalizacdo da proteina

PUMA [45-47]. Esta é codificada pelo gene BBC3 que também esteve com sua expressao de
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mMRNA aumentada neste estudo. O aumento da expressdo HSPA14 também ja foi encontrado
na indugdo da formacg&o do fuso monoastral através da inibi¢do da cinesina Eg5 em células de
mieloma multiplo [48] e pode em nosso estudo tambem estar correlacionado com a formacéo
do fuso monoastral observado nos tratamentos com PLN.

Assim, é possivel que a PLN atue por diversos mecanismos de injdria e de
sinalizacdo intracelular, uma vez que também induziu danos genotdxicos e aumento de EROs.
O ensaio do cometa demonstrou efeito genotdxico desta droga e € correlacionado com o
aumento observado na expressdo de mRNA de MDM2; a proteina MDM2 atua regulando a
funcdo de P53, e durante a sinalizacdo de danos no DNA, é fosforilado por ATM e ATR [49].
Uma vez ativado, MDM2 pode atuar degradando CDC25C, e este Gltimo quando inibido
causa a parada do ciclo celular em G2/M [50], sendo a formacao de fuso monoastral, um dos
padrdes de parada de ciclo que podem surgir [51].

A inducédo de danos pela PLN através do estresse oxidativo ja foi descrita [20, 31],
entretanto, o aumento encontrado na HepG2/C3A dos transcritos de GSR e SOD1 ainda néo
havia sido descrita para tratamentos com PLN. O GSR codifica a enzima glutationa redutase;
esta atua como antioxidante através da sua funcdo de regeneracdo de uma outra enzima
(glutationa oxidase) que se encontra oxidada pela acdo de EROs. Ja o SOD1, codifica uma
metaloenzima que transforma o radical superdxido em peroxido de hidrogénio para permitir
que outras enzimas o degradem em agua e gas oxigénio. O aumento destes transcritos
demonstra que a célula esta respondendo a elevagdo de EROs ndo somente pela utilizacdo de
suas enzimas antioxidantes armazenadas no interior da celula, mas também modulando sua
atividade transcricional para obter uma resposta mais eficaz. 1sso por que o estresse oxidativo
pode induzir ao surgimento de diversas alteracdes nocivas as células [52], como algumas
detectados neste estudo (danos no DNA e o estresse de reticulo endoplasmatico).

As modificacdes observadas na expressdo das enzimas de metabolismo hepatico se
destacam por nos trazer importantes parametros toxicolégicos a serem considerados quando
se propbe o desenvolvimento de um novo medicamento. A atividade das enzimas do
citocromo P450 estdo presentes na maioria dos tecidos humanos, sendo que sua maior
atividade se encontra no figado, estbmago, pulmdes e rins. Estas enzimas atuam oxidando
moléculas endogenas ou exogenas; podem atuar na degradacdo de xenobidticos, ou até
mesmo na ativacdo dos mesmos em substancias toxicas, e também contribuem para o
metabolismo oxidativo de substrancias enddgenas, como hormonios e citocinas. O grande
polimorfismo existente destas enzimas nas populacGes humanas, traz diferentes perfis de

biodisponibilidade e farmacocinética entre os individuos [53, 54].
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Neste estudo, foi identificado aumento significativo da expressao dos transcritos de
CYP1A2 e CYP3A4. O aumento da expressdo destas enzimas esta relacionado ao aumento da
demanda de oxidacdo devido a presenca de um substrato da enzima. Essa interacdo
aumentada entre enzima/substrato pode reduzir a ligacdo, e consequentemente, a oxidagéo, de
outros substratos. Portanto, essa acdo inibitdria, pode aumentar a disponibilidade de outras
drogas, podendo, por exemplo, aumentar os efeitos destas outras substancias. As enzimas
CYP1A2 e CYP3A4 estdo entre as principais envolvidas no metabolismo de xenobidticos
(cerca de 15% e 50%, respectivamente). Dois estudos identificaram a acdo PLN em CYP1A2
e 3A4 através da acdo inibitoria da PLN sobre o pool microssomal humano [55, 56]. Isso pode
sugerir que a acao inibitéria da PLN sobre estas duas enzimas, estimula o aumento da

expressao de mMRNA das mesmas de modo a suprir as necessidades da célula [57, 58].

6 Conclusao

Neste estudo, foi possivel observar os efeitos danosos da piperlongumina na
linhagem HepG2/C3A, sendo alguns efeitos morfoldgicos e moleculares ainda ndo descritos.
A piperlongumina age induzindo a formacéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e, em
reposta ao estresse oxidativo, foi observado aumento da expresséo dos genes GSH e SOD1.
Assim, é possivel inferir que os danos genotdxicos e o estresse de reticulo endoplasmatico
(RE) ocorram devido a acdo de EROs sobre o0 DNA e o RE, apresentando modulacdo da
transcricdo dos genes MDM2, ERN1e HSPA14.

Também foi possivel identificar que a PLN induz da expresséo de genes codificantes
de proteinas do citocromo P450 (CYP1A2 e CYP3A4).

Este estudo evidencia que a piperlongumina induziu a parada do ciclo celular em G2
e mitose (fuso monoastral), sendo que este efeito parece estar relacionado ao aumento de
MDM2. Também encontramos dados inéditos sobre a modulacdo da apoptose via aumento
transcricional de pro-apoptoticos BAK1 e BBC3. Além disso, o tratamento com PLN também
inibiu o crescimento da cultura 3D (esferoides). Portanto, os dados gerados demostram o

potencial da piperlongumina em ser utilizada como medicamento antiproliferativo.
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Tabela S1. Iniciadores utilizados na PCR em tempo real
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Reverse 5' - 3'

Gene Foward 5' - 3'
ABLI CGAAGGGAGGGTGTACCATTAC CGTTGAATGATGATGAACCAACTC
ATF6 CTGGAAAACTGAGCGTGGGA CAAATAGATGGGTAGATGATGA
BAK1 CAAGATTGCCACCAGCCTGTTTGA ATGCAGTGATGCAGCATGAAGTCG
BAX TTTCTGACGGCAACTTCAACTGGG TGTCCAGCCCATGATGGTTCTGAT
BBC3 GTAAGATACTGTATATGCGCTG TTTTCCACTGTTCCAATCTG
BCL2 GATTGTGGCCTTCTTTGAG GTTCCACAAAGGCATCC
BCLXL TGGGCTCACTCTTCAGTCGGAAAT ATGTAGTGGTTCTCCTGGTGGCAA
CASP3 AACTGGACAGTAACATGGAG HIGCIGGCARAGIAGARAAG
CASP7 AAGCCATGGAGAAGAAAATG CCTGAATGAAGAAGAGTTTGG
CASP8 CTACAGGGTCATGCTCTATC ATTTGGAGATTTCCTCTTGC
CASP9 CTCTACTTTCCCAGGTTT TTTCACCGAAACAGCATT
CAT CATCGCCACATGAATGGATA CCAACTGGGATGAGAGGGTA
CCNA2 GACCCTGCATTTGGCTGTG ACAAACTCTGCTACTTCTGG
CCNB1 AGAGCATCTAAGATTGGAGAG CCATGTCATAGTCCAACATAG
CCNB2 ATTTTTACAGGTTCAGCCAG ATCTCCTCATACTTGGAAGC
CDK1 ATGAGGTAGTAACACTCTGG CCTATACTCCAAATGTCAACTG
CDKNIA CAGCATGACAGATTTCTACC CAGGGTATGTACATGAGGAG
CHK1 GGTGAATATAGTGCTGCTATGTTGACA TTGGATAAACAGGGAAGTGAACAC
CHK2 CCCAAGGCTCCTCCTCACA AGTGAGAGGACTGGCTGGAGTT
CYPIA2 CACTATCAGGACTTTGACAAG AGGTTGACAATCTTCTCCTG
CYP2C19 CATGGATATGAAGTGGTGAAG TCCATTGCTGAAAACGATTC
CYP2D6 CCTATGAGCTTTGTGCTG TTTGGAACTACCACATTGC
CYP3A4 AGTCTTTCCATTCCTCATCC TGCTTTTGTGTATCTTCGAG
EIF2AK3 CAAACCAGAGGTATTTGGGAAT GAAAGGAACTGTTTCCATGCTT
ERNZ ACGGACGTCAAGTTTGATCC TTGGTAGACGCAGACAGTGG
GADD45A TCAGCGCACGATCACTGT C CCAGCAGGCACAACACCAC
GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGTC GGAAGATGGTGATGGGATTT
GPX1 CTCCCCTTACAGTGCTTGTTCG CGATGTCAATGGTCTGGAAG
GSR TTCCAGAATACCAACGTCAAAGG GTTTTCGGCCAGCAGCTATTG
CAGAATTCCAGTTCAGAAGC

H2AFX

AATCCAAGCACCTAGATACC
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HNF4A AGTACATCCCAGCTTTCTG AATGTAGTCATTGCCTAGGAG
HSPA14 CCAGCTGTTGTTGCTTACTCA CTGCCCAGGATCTGCTTTAC
HSPAS GTGGAATGACCCGTCTGTG TGCCCACCTCCAATATCAAC
MDM2 CCTTAGCTGACTATTGGAAATG TGTTGAGTTTTCCAGTTTGG
MTOR GGAGGAGAAATTTGATCAGG GGGCAACAAATTAAGGATTG
MycC TGAGGAGGAACAAGAAGATG ATCCAGACTCTGACCTTTTG
RPLI3A CCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA TTGAGGACCTCTGTGTATITGTCAA
sop1 CTAGCGACTTATGGCGAC GAATGTTTATTGGGCGATC
TNF AGGCAGTCAGATCATCTTC TTATCTCTCAGCTCCACG
TP53 TACCACCATCCACTACAACT GACAGGCACAAACACGCAC
TRAF2 GCCCCAAGTTCCCCTTAACT GAATCTGCAAGGGACTCGAC
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Abstract: Of late, many studies are attempting to find new molecules with anticancer properties, especially those with the capa-
bility to inhibit cell growth. The aim of this work was to evaluate nerolidol, a plant-based compound, as its cytotoxicity, geno-
toxicity, antiproliferative and apoptotic induction, cell cycle, mitochondrial membrane potential and RT-qPCR of transcripts
related to those pathways in the human hepatocellular carcinoma cell line (HepG2/C3A). Only cis-nerolidol (C-NER) demon-
strated cytotoxicity (100-250 pM) activity and was selected to conduct the following experiments. C-NER did not show geno-
toxic activity, but altered the mitochondrial membrane potential, reduced cell proliferation by arresting cell cycle in GI phase
and induced cell death. RT-qPCR showed that C-NER down-regulated genes related to apoptosis (BAKI, BAX, CAPNI, CASPS,
CASPY, PARPI and TP33), cell cycle (CCNDI, CCNEI, CDKI and CDK?2), xenobiotic metabolism (CYP2D6 and CYP3A4) and
paraptosis (IGFIR receptor). Up-regulation was seen in case of genes related to cell survival (BBC3 and MYC) and reticulum
stress protein response (EIF2ZAK3 and ERNT) and xenobiotic metabolism (CYPIAZ2 and CYP2C19). We deduced that the antipro-
liferative activity of C-NER is attributable to its modulation of the cyclins and cyclin-dependent kinases as these proteins are
necessary for G1/S phase transition. EIF2AK3, ERNI1, CYP2CI19 and CYPIAZ2 up-regulation suggests that endoplasmic reticulum
stress was induced owing to the increased activity of cytochrome P450 enzymes. Caspase-independent cell death was also
observed, indicating that another type of cell death, paraptosis, was triggered. Our results indicate that C-NER has considerable

potential in anticancer therapy because it modulates important molecular targets of cell survival and proliferation.

Naturally occurring compounds are an important resource for
studies investigating potential therapeutic drugs. In particular,
the need for developing new drugs with anticancer potential
has led to increased attempts in finding natural molecules with
antiproliferative capabilities. Several phytochemicals that con-
fer anticancer effects have been reported, including those that
target NF-kB (alantolactone and xanthohumol), caspases (go-
niothalamin, corosolic acid and pyranocycloartobiloxanthone),
AP-1 (curcumin, quercitrin and parthenolide), cell cycle pro-
teins (rhodoxanthin and capsaicin) and reactive oxygen species
(eugenol, gallic acid and piperlongumine) [1]. In this context,
nerolidol — a compound found in many plant species — has
attracted considerable attention in various research fields
owing to its anti-inflammatory [2], antileishmanial [3] and
antifungal [4,5] activities. Nerolidol is a sesquiterpene
(C15H560) and occurs in the form of two isomers — cis-neroli-
dol (C-NER) and trans-nerolidol (T-NER) [6].

The cell cycle is one of the most important processes
responsible for normal physiological functioning. In cancer,
irregularities in cell division or death may lead to abnormal
cell growth, ultimately causing tumour formation. The cell
cycle is tightly regulated by control mechanisms, labelled cell

Author for correspondence: Bruna Isabela Biazi, Laboratory of Toxi-
cological Genetics, Department of General Biology, Biological
Sciences Center, State University of Londrina - UEL. Celso Garcia
Cid Highway. Pr 445 Km 380, 86.057-970, Londrina, Parand, Brazil
(e-mail brunaibiazi@gmail.com).

cycle checkpoints, which mediate the G1/S, S and G2/M
phase transitions. These checkpoints prevent perturbations that
may interrupt the cell cycle and involve proteins such as
cyclin-dependent kinases (CDKs) and cyclins [7-9].

Molecular biology tools such as cell culture have consider-
ably advanced discovery of compounds with anticancer proper-
ties and have helped clarify the molecular mechanisms of action
of these compounds. Cell cycle-control genes and their products
such as cyclins and CDKs — in addition to those involved in
unfolded protein response such as ERNI and HSPA5 — are
important drug targets that are studied in assessing the biologi-
cal activity of anticancer compounds. The cell line used in this
work, HepG2/C3A, is a human hepatocellular carcinoma cell
line, which is widely used in genotoxicity studies because it
expresses proteins related to xenobiotic metabolism [10,11],
which is an important parameter for studying drug toxicity.

Accumulating lines of evidence have recently indicated that
targeting cell signalling pathways may be promising in devel-
oping potential therapeutic drugs. These signalling pathways
involve cell cycle, unfolded protein response, xenobiotic meta-
bolism and cell death and may play crucial roles in cancer
chemoprevention. Some natural compounds of plant origin,
such as curcumin, resveratrol, paclitaxel and quercetin, can
induce cell death and are considered potential therapeutic
agents to neutralize the effects of carcinogens [12].

Programmed cell death generally occurs through apoptosis,
which is actively executed by specific proteases and caspases,
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while coagulative necrosis is a type of accidental cell death
caused by ischaemia or infarction. Newer evidence indicates
that programmed cell death can occur independent of or in
the absence of caspase activation. Alternative models of
programmed cell death (PCD) have therefore been proposed,
including autophagy, paraptosis, mitotic catastrophe and the
descriptive model of apoptosis-like and necrosis-like cell
death [13].

Safe and toxic exposure levels of naturally occurring com-
pounds with anticancer effects need to be ascertained before
they are used in cancer therapy. Few compounds show well-
known toxicity profiles, and drug candidates include several
distinct chemical classes as determined using in vitro toxicol-
ogy methods [14]. Compounds that target detrimental physio-
logical effects of cell cycle arrest, endoplasmic reticulum
stress, aberrant drug metabolism and hampered cell death in
cancer cells, rather than their individual gene or protein com-
ponents, have significant potential in cancer treatments [15].

Understanding the mechanism of action of natural plant
products in inducing cell death in cancer cells is essential for
searching lead molecules in the field of cancer chemopreven-
tion. We used parameters such as cytotoxicity, cell death and
proliferation, and xenobiotic metabolism in morphological and
molecular evaluation of anticancer properties of nerolidol, in
addition to elucidating its mechanism of action in the human
hepatocellular carcinoma cell line (HepG2/C3A).

Material and Methods

Chemical agents. C-NER, T-NER and a mix of both (M-NER) were
purchased from Sigma-Aldrich (cat. no. 72180, 18143 and H59605)
and were diluted in ultrapure water.

Cell culture. HepG2/C3A cells, free of mycoplasma, were obtained
from the Rio de Janeiro Cell Bank. The cells were maintained in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco) with pyruvate
and L-glutamine (Catalogue No. 11995-081), supplemented with 10%
foetal bovine serum (FBS) (Gibco) and 0.1% penicillin—streptomycin
(Gibco). The cells were maintained in a humidified incubator with 5%
CO, at 37°C. In these conditions, the duration of cell cycle is
approximately 24 hr. The cells were cultured for 24 hr after being
plated for stabilization for all experiments. The proper number of cells
to be used in the experiments was determined using the xCELLigence
real-time cell analysis system. The cell number and media volume
were adjusted according to the volume of the flasks used. All assays
were performed in three biological replicates.

Cyiotoxicity analysis. MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) assay (cat. no. M-6494, Invitrogen) was
used to evaluate the cytotoxicity of C-NER, T-NER and M-NER at
concentrations of 0, 100, 150, 200 and 250 uM. The MTT assay
assesses the viability and the metabolic state of the cells [16]. MTT is
metabolized by dehydrogenase and reductase enzymes, and the
product (formazan) is quantified colorimetrically. The cells (25 x 10°)
were seeded in 96-well culture plates for 24 hr of treatment. Then, the
culture media were removed and 100 pL of culture medium without
FBS but with 0.5 mg/mL of MTT) was added. After 4 hr of
incubation, the culture medium was removed, and formazan crystals
adhering to the bottoms of the wells were diluted in 100 pL of
dimethyl sulphoxide for checking the absorbance at 540 nm. Cell
survival ratio was estimated by dividing the treatment absorbance

value by the control (0 pM treatment) absorbance value and
multiplying by 100.

Real-time cell index profiling. This assay was used to determine the
cell survival index by using the xCELLigence real-time cell analysis
single-plate  instrument (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany) for a 96-hr treatment of C-NER. In 96-well plates,
25 x 10° cells were seeded and the cell index was monitored every
30 min. by using eight replicates per treatment. Because only C-NER
demonstrated cytotoxicity in the MTT assay, only C-NER was used
from this point at concentrations of 0, 25, 50, 100, 150, 175, 200,
250, 275, 300 and 350 pM.

Estimation of mitochondrial membrane potential (M) using
rhodamine 123. Rhodamine 123 is a fluorescent dye used to measure
mitochondrial membrane potential, which accumulates inside healthy
mitochondria depending on its electrical activity [17]. In total,
617 x 10° cells/well were seeded in six-well plates. After 24 hr of
treatment with 0, 50, 100, 200, 250 and 275 pM of C-NER, 2 pL of
rhodamine 123 (1 mg/mL) was added to each well, and the plates
were incubated for 30 min. Then, the cells were harvested and
centrifuged at 644 g for 5 min. and were resuspended in 800 pL of
PBS. For flow cytometry, 5000 cells were analysed with a red filter to
measure mean fluorescence of the cells.

Comet assay. Comet assay [18,19] was used to analyse the potential
of C-NER in damaging genetic material. In total, 617 x 10° cells
were seeded in each well in a six-well plate. After 3 hr of treatment
with C-NER at concentrations of 0, 100 and 150 pM, the cells were
trypsinized, centrifuged at 644 g for 5 min. and resuspended in 50 pL
of culture medium. Then, the cells were diluted in 0.5% low-melting
point agarose and distributed on pre-gelatinized slides with common
agarose. The cells were lysed (2.25 M NaCl, 90 mM EDTA, 9 mM
Tris-HCI, 10% dimethyl sulphoxide and 1% Triton X-100) for
60 min. at 4°C and were then exposed to alkaline conditions
(electrophoresis buffer: | mM EDTA [Titriplex] and 0.3 N NaOH) for
20 min. Electrophoresis was performed at 25 V and 300 mA for
20 min. at pH 13. Subsequently, the slides were neutralized (Tris
buffer; pH 7.5 adjusted with 0.4 N HCI), fixed with absolute ethanol
(PA) and stored at 4°C. The analysis was performed with 100 pL of a
solution containing ethidium bromide (2 pg/mL) to stain the DNA.
Micrographs were obtained using the EVOS® Microscope FL Auto
Cell Tmaging System (Thermo Fisher) at a magnification of 200x. For
comet assay, images were analysed using the CometScore© program
to evaluate the parameters of comet length and tail length.

Cell cycle analysis. In total, 617 x 10° cells/well were seeded in
six-well plates. After 12 and 24 hr of treatment with C-NER
concentrations of 0, 150 and 250 pM, the cells were harvested,
centrifuged at 644 g for 5 min. and resuspended in 100 pL of PBS.
Next, 0.1 mg RNase A (cat no. 12091-021, Thermo Fisher Scientific)
was added, and the cells were incubated at 37°C for 30 min.
Subsequently, lysis and labelling of DNA were completed using
100 pL. of HFS solution (50 pg/L. propidium iodide, 0.1% sodium
citrate, 0.1% Triton X-100), and the resultant product was incubated
on ice for 30 min. and protected from light. The fluorescence of
propidium iodide was estimated with Guava EasyCyte (Merck
Millipore) flow cytometer analysing 5000 cells/treatment. The DNA
content was estimated and the percentage of cells in different phases
of cell cycle (GI, S and G2/M) was estimated according to the
fluorescence intensity.

Apoptosis assay. Flow cytometry (Guava EasyCyte, Merck Millipore)
was performed to verify whether the C-NER treatments induced
apoptosis in the cells. In six-well plates, 617 x 10° cells/well were
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seeded. After 12 and 24 hr of treatment, the cells were trypsinized,
centrifuged at 644 g for 5 min. and resuspended in 100 pL of PBS.
Next, the cells were labelled using BD Pharmingen Annexin V PE
Apoptosis Detection Kit (cat. no. 550914; BD Biosciences) according
to the manufacturer’s recommendations. The cells were considered
viable when not labelled with annexin and 7-AAD (7-
Aminoactinomycin D). The cells labelled with annexin but not with 7-
AAD were considered to be undergoing early apoptosis; the cells
labelled with annexin and 7-AAD were considered to be undergoing
late apoptosis; and those labelled only with 7-AAD were considered
necrotic.

RT-gPCR. RT-gPCR was performed to examine changes in gene
expression patterns. Table S1 contains a list of primers used to
amplify genes involved in the cell cycle (CCNDI, CCNEI, CDKI,
CDK2, CDKNIA and TP53), endoplasmic reticulum stress (ERNI,
EIF2AK3 and HSPAS), apoptosis (BAKI, BAX, CASP3, CASP7,
CASPS8, CASP9 and PARPI), xenobiotic metabolism (CYPIA2,
CYP2C19, CYP2D6 and CYP3A4), cell survival (MYC and BBC3) and
paraptosis marker (IGFIR). In total, 617 x 10° cells/well were seeded
in six-well plates. Total RNA was extracted using RNeasy Kit (cat.
no. 74106; Qiagen) after exposure (6 and 12 hr) to C-NER treatments
(0, 150 and 250 pM concentrations). The samples were quantified
using a spectrophotometer. RNA purity was estimated based on the
ratio of absorbance at 260 nm/280 nm, and only samples with a ratio
between 1.8 and 2.1 were used for further experiments. RNA integrity
was assessed using denaturing agarose gel electrophoresis (1%
agarose). cDNA synthesis was performed with 500 ng of total RNA
in a final reaction volume of 20 pL. Each reaction included 10%
enzyme buffer (200 mM Tris-HCI [pH 8.4] and 500 mM KCl),
1.5 mM MgCls, 0.5 mM dNTPs, 80 pmol oligo dTy5 ;5. 100 pmol
random primers, 10 units of SuperScript III, and 2 units of RNase Out
(all components from Invitrogen Life Technologies). Initially, a
mixture consisting only RNA, oligo dT2 ;g, random primers and
dNTPs was used for a pre-incubation step of 10 min. at 65°C in a
T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad), followed by heat shock at —20°C.
A second mixture containing the remaining constituents was prepared
and added to the initial mixture, yielding a total reaction volume of
20 pL. The reaction mixture was then used for the following
thermocycling program: 37°C for 50 min. and 70°C for 15 min., with
a lid temperature of 105°C. cDNA synthesis reactions were performed
in triplicate, and the products were mixed to form a single sample.
The ¢cDNA was quantified and diluted to a concentration of 50 ng/uL
for use in qPCR.

The real-time reaction was performed with the CFX96 Touch™
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). The SsoAdvanced ™
SYBR® Green Supermix Kit (cat. no. 172-5260, Bio-Rad) was used at
a final volume of 11 pL with oligonucleotide primers (5 pmol each)
and ¢cDNA template (250 ng). The cycling was performed under the
following conditions: 95°C for 5 min. and 45 cycles of 95°C/15 sec.,
60°C/20 sec. and 72°C/20 sec. RPLI3A was used as a reference gene.

Statistical analysis. Each assay was performed in three replicates.
Statistical analysis was performed with analysis of variance (anova)
with Dunnett’s post-test. RT-qPCR data were analysed using the
REST program, and a significant difference was considered when
relative gene expression level was <0.5 or >2. Efficiency of the
reactions was calculated using the program LinRegPCR. For all tests,
the differences were considered statistically significant at a p-value of
<0.05.

Results

The MTT assay showed that neither T-NER on its own nor
when mixed with C-NER conferred any cytotoxic effect at the
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Fig. 1. Cell viability obtained by MTT Assay. Control is considered
with 100% of survival. R = 0.9549. *Statistically significant when
compared to control (p < 0.05) by anova and Dunnett’s test.

tested concentrations. By contrast, C-NER on its own reduced
cell viability from 89% to 3% in a dose-dependent manner, at
concentrations of 100-250 pM (fig. 1). Therefore, C-NER
was selected for further experiments.

Real-time cell analysis showed that C-NER altered cell sur-
vival curve in a dose-dependent manner in comparison with
the control treatment (fig. 2). C-NER concentrations of 25—
100 pM produced a response similar to that of the control;
however, the cell index decreased after 60 hr of treatment. C-
NER concentration of 150-200 uM showed a significant ini-
tial decrease in cell index, followed by a significant increase
when compared with the control; this effect is likely attributa-
ble to the morphological changes caused by C-NER consider-
ing this assay produced a cell index measurement based on
the electric impedance of the cells. C-NER concentration of
250-350 uM showed reduced cell index immediately after the
initial hours.

Mitochondrial membrane potential was also altered by C-
NER treatment, increasing at 50 pM and decreasing at 200—
275 pM (fig. 3).

Comet assay did not show any difference in C-NER treat-
ment when compared with control for all analysed parameters
(fig. 4). However, cell count was reduced for C-NER concen-
tration of 150 and 250 uM when compared with control, 12
and 24 hr after treatments (fig. 5).

Cell cycle analysis showed that C-NER treatment caused
G1 arrest in HepG2/C3A cells after 12 hr of treatment, but
only at a concentration of 150 uM. After 24 hr of treatment,
there was an increase in the number of cells with G1 arrest at
150 and 250 pM of concentration, with the percentages of G1
cells at 48.97% for the control group, and 60.32% and
60.46% for those treated with 150 and 250 pM C-NER
(fig. 6).

Apoptosis analysis by flow cytometry showed that C-NER
induced significant cell death only at a concentration of
250 pM (table 1). After 12 hr of treatment, C-NER treatment
increased the percentage of cells undergoing early apoptosis
(19.47%) and necrosis (2.39%) when compared with control
(11.54 and 0.61%, respectively). After 24 hr of exposure,
there was a significant increase in cells undergoing early
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Fig. 2. Real-time cell index profiling of HepG2/C3A cells treated with C-NER concentrations ranging 25-350 uM for 96 hr.
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Fig. 3. Mitochondrial electric potential based on Rhodamine 123
specific fluorescent dye. R® = 0,9922. *Statistically significant when
compared to control (p < 0.05) by anova and Dunnett’s test.

(12.07%) and late apoptosis (5.39%) and necrosis (7.45%)
when compared with control (4.95, 2.56 and 0.52%, respec-
tively).

Figure 7 shows gene expression analysis by RT-qPCR. In
general, the response was bigger for higher dose and time
treatment of C-NER. Most of the significantly altered tran-
scripts (Table S2) were down-regulated (BAK{, BAX, CASPS,

CASP9, CCNDI, CCNEI, CDKI1, CDK2, CYP2D6, CYP3A4,
IGFIR, PARPI and TP53), but a few were significantly up-
regulated (BBC3, CYPIA2, CYP2CI19, EIF2AK3, ERNI and
MYQ).

Discussion

Although many biological activities of nerolidol have been
demonstrated [2,3,20], it is still necessary to keep testing the
compound in response to a considerable need to study new
drugs with antiproliferative properties. Our results showed that
C-NER possesses higher cytotoxic potential than do T-NER
and M-NER. Ambroz and Bousova [21] showed that T-NER
at a concentration of 10 pg/mL or more (4488-2244 nM)
reduces cell viability after 96 hr of treatment in Caco-2 cells.
T-NER at a concentration of 10-100 pM 1is cytotoxic to
HepG2 cells after 24 and 48 hr of treatment (10-100 pM),
affecting mitochondrial and cellular energetics [20]. We did
not observe T-NER cytotoxicity at those concentrations, prob-
ably because we evaluated only at 24 hr of treatment and dif-
ferences in physiological characteristics of the tested cell lines.

We identified the antiproliferative potential of C-NER and
suggest that this effect was caused by its ability to inhibit cell
growth at G1 phase and induce cell death. G1 phase proteins

Comet length Tail length
Control 48+ 4.0 3+£2
100 um 48 +2.9 2+1
150 um 46+ 1.6 2+1

Fig. 4. Genotoxicity of cis-nerolidol from comet assay. Table represents comet length and tail length. Cis-Nerolidol did not show genotoxic activity
in any parameters obtained on CometScore © program (data not shown). (A) Control cells; (B) cis-nerolidol 100 pM; (C) cis-nerolidol 150 pM;

(D) Hydrogen peroxide 300 pM (positive control).
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Fig. 5. Cell count obtained after 12 and 24 hr of cis-nerolidol treat-
ment. *Statistically significant when compared to control (p < 0.05)
by aNova and Dunnett’s test.

such as CDKI1, CDK2, CCND1 and CCNEI were transcrip-
tionally reduced, and their absence may have caused the cell
cycle disturbance. This highlights the potential of C-NER to
be used as an antiproliferative drug, and to be further studied
for use in cancer therapy [22-24].

TP53 encodes the tumour suppressor protein p53, which reg-
ulates cell cycle via transcriptional activation of several genes,
including CDKNIA — a CDK inhibitor [25,26]. We observed a
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significant reduction in 7P53 expression after treatment with
250-uM C-NER after 12 hr; however, CDKNIA expression
remained unchanged, suggesting that the cell cycle disruption
observed in the present study was not modulated by this gene.
Another cell cycle and proliferation regulator, PARP1, showed
decreased expression induced by C-NER at both concentrations
and all the times tested. PARP/ encodes a chromatin-associated
enzyme that is overexpressed in many cancers, suggesting that
C-NER may be an important target-specific drug to be used in
treating those types of diseases [27,28].

At high doses (equal or greater than 250 mg/kg of body-
weight), nerolidol induces genotoxic damage in the peripheral
blood cells after 4 and 24 hr of treatment in male Swiss mice,
in addition to their liver after 24 hr of treatment, along with
mutagenic activity in bone marrow cells after 24 hr [29].
However, our comet assay results show that the cytotoxicity
of C-NER seems not to be related to its genotoxicity but to
mitochondrial and endoplasmic reticulum (ER) stress by the
altering mitochondrial membrane potential and up-regulating
ERNI and EIF2AK3.

ERNI encodes an ER-resident transmembrane sensor, which
identifies misfolded proteins in order for them to be degraded,
and a transcript factor for genes involved in ER stress sig-
nalling (UPR genes). EIF2AK3 also encodes a misfolding pro-
tein stress sensor in ER, which inhibits translational activity
to minimize ER stress [30]. ER stress has been already
reported to cause G1 phase arrest [31,32] as identified in our
present study.

Our data show that most of the genes showed altered
expression after 12 hr of C-NER treatment, although a few
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Fig. 6. Distribution of cell cycle phases, G1, S and G2/M (in percentage) at 12- and 24-hr treatment by flow cytometry. *Statistically significant

when compared to control (p < 0.05) by ANova and Dunnett’s test.

Table 1.
Apoptosis analysis of C-NER by flow cytometry using annexin V PE and 7-AAD.
12 hr 24 hr
Viable cells Early apoptosis  Late apoptosis ~ Necrosis Viable cells Early apoptosis ~ Late apoptosis ~ Necrosis
Control ~ 86.37 + 3.2 11.54 £ 29 1.49 £+ 0.6 0.61 +0.3 91.97 + 0.9 495 + 1.0 2.56 + 0.6 0.52 + 0.3
150 uM - 82.33 +£ 0.2 1442 + 0.4 213 + 0.1 1.13 £ 0.2 90.05 + 1.5 632 £ 1.0 331 +05 0.32 + 0.1
250 yM 76.55 + 3.5%  19.47 + 3.2% 1.59 + 0.2 239 £ 0.1* 7509 £ 2.8 12.07 £ 1.7* 5.39 + 0.7* 7.45 + 1.5%

*Statistically significant when compared to control (p < 0.05) by anova and Dunnett’s test.
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Fig. 7. Genes Relative expression from RT-qPCR. Statistical analysis was calculated by REST 2009 software; *Significant statistical difference

(p < 0.05) and ratio <0.5 or >2.

genes were already affected at 6 hr. Key genes involved in
G1 arrest (CCNDI and CDKI), ER stress (ERNI and
EIF2AK3) and cell survival (BAKI, BBC3, MYC, and PARPI)
were transcriptionally modulated right after 6 hr of C-NER
treatment. This suggests that the molecular and morphological
changes identified in our study may be correlated to those
key genes.

MYC encodes an important transcription factor that regulates
expression of many genes, including cyclin D (CCNDI)

during GO to S transition [33]. Although the absence of MYC
causes Gl arrest, we observed an up-regulation of MYC,
which appears to be related to ER stress and cell death sig-
nalling as discussed below. MYC up-regulation is associated
with EIF2S1 expression [34], which encodes a protein that is
required in ER stress signalling via EIF2AK3 [30,35], which
was also up-regulated in response to C-NER.

Apoptosis assay showed an increase in annexin/7-AAD
binding only at C-NER concentration of 250 pM, but
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Fig. 8. Photomicrograph (400x) of C3A cell culture in control (A) and C-NER 250 pM (B) after 24 hr of treatment. The formed agglomerates are
indicated by the red arrows. Photomicrographs were obtained using EVOS® Microscope FL. Auto Cell Imaging System (Thermo Fisher).

reduction in the percentage of living cells was not observed at
the same magnitude after MTT and cell count assays. This
suggests the involvement of another type of cell death at C-
NER concentrations of 150 and 250 pM.

Initiators of apoptosis, caspases 8 and 9, were transcrip-
tionally reduced, but effector caspases 3 and 7 remained
intact. Expression of pro-apoptotic genes, BAK/ and BAX,
was also reduced. This shows that programmed cell death
was induced by C-NER in a caspase-independent manner,
considering that it was not followed by an increase in cas-
pases transcripts. Sperandio and de Belle [36] describe parap-
tosis — an alternative mode of programmed cell death
independent of caspases, which is followed by swelling of
mitochondria and endoplasmic reticulum. Paraptosis, the
swelling of vesicles, and, consequently, cellular swelling may
explain the increase in cell index observed after the initial
hours of C-NER treatment in our proliferation assay. Cell
survival index is determined not only by cell number, but
also by cell morphology, and fig. 8 shows the appearance of
cytoplasmic agglomerates after 250 pM C-NER  treatment.
Phosphatidylserine bound by annexin observed in 250 uM
treatment can be related to the fact that phosphatidylserine
externalization may occur in paraptosis [37] and detected by
this label.

Insulin-like growth factor 1 receptor (IGFIR) has been
described to induce paraptosis mediated by CASP9 [36]; how-
ever, we identified reduced /GFIR gene transcripts for the
highest C-NER concentration at both analysed times, and
reduced CASP9 transcripts for higher C-NER concentration
after 12 hr of treatment.

Puma, a pro-apoptotic protein coded by BBC3, is related to
caspase-independent cell death [38,39] and was increased after
C-NER treatment after 6 and 12 hr, corroborating the caspase-
independent cell death.

Gene expression analysis by qPCR detected an increase in
cytochrome P450 transcripts of CYP2CI19 and CYPIA2, sug-
gesting that C-NER underwent chemical modifications by
these enzymes. Drug metabolism is directly related to its toxi-
city because it gives information about its pharmacological
properties. Chemical modifications made in drug metabolism
can reduce or increase compound toxicity depending on a

range of factors such as individual polymorphisms and drug
half-life [40]. Cytochrome P450 enzymes are present in ER
membrane, and it is reported that extensive metabolism of
toxic drugs can induce ER stress [41-43].

Here, we propose that C-NER is extensively oxidized by
CYP2C19 and CYPIA2 enzymes present in the ER, causing
ER stress. The misfolding proteins formed in a stressed ER
flagged the transcriptional activation of ER stress sensors
ERNI1 and EIF2AK3, which trigger cell cycle disruption and
death. As the other forms of nerolidol did not induce any
cytotoxicity, it is clear that C-NER is responsible for the
antiproliferative properties we observed. Further pre-clinical
studies must be performed to confirm C-NER’s antiprolifera-
tive activity in other biological models in order to verify its
anticancer properties, especially using in vive techniques and
in non-tumour cells to predict its side effects.
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CONCLUSAO

Os estudos mostram que a PLN e o C-NER sdo drogas citotoxicas capazes que atuar
inibindo a proliferacéo e induzindo a morte celular.

Como consequéncia dos danos celulares, o C-NER induz a parada de ciclo celular
em G1 que esteve associada a reducdo na expressdo de genes de ciclo celular (CCND1,
CCNE1, CDK1 e CDK2). Atribui-se os efeitos citotoxicos do C-NER a inducdo de estresse
de reticulo endoplasmatico (ERE), observado através do aumento da expressao de mRNAs de
ERN1 e EIF2AK3. Foi possivel observar a formacdo de granulagdes citoplasmaticas,
caracteristicas de morte celular por paraptose e do ERE. A paraptose parece estar associada ao
aumento da expressdo de BBC3.

A PLN atua por diversos mecanismo de danos, através do aumento de EROs, danos
no DNA e ERE (aumento na expressédo de HSPA14 e ERN1). A reducdo na proliferacéo
ocorreu devido a interrupcéo do ciclo celular nas fases G2 e mitose que esteve associada a
modulacéo de genes de ciclo celular (reducdo de CCNA2 e aumento de CDKN1A). Também
foi observado inducdo de morte celular por apoptose, aumento da expressdo de genes pro-
apoptéticos BAK1 e BBC3 e, aumento de caspases ativas.

Foi identificado mudancas no perfil transcricional de genes codificantes das enzimas
do citocromo P450, dados estes que trazem informacdes relevantes sobre a metabolizacéo
destas drogas.

Os resultados mostram que a PLN e o C-NER séo drogas que apresentam grande
potencial de se tornarem medicamentos antiproliferativos, e trazem importantes pontos
especificos de acdo molecular destas drogas que podem auxiliar na aplicabilidade destas na

quimioterapia.
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