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D Epiro, Glaucia Fernanda Rocha. Alteracdes na resposta celular ao tratamento
com clorofilina associada a agentes citotéxicos in vitro. 2016. 67f. Tese
(Doutorado em Genética e Biologia Molecular) - Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2016.

RESUMO

A clorofilina (Chl) € um corante de alimentos derivado da clorofila que apresenta
atividade quimioprotetora. Entretanto, seus mecanismos de acdo ndo estdo
totalmente elucidados. O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade
quimioprotetora da clorofilina em células expostas aos agentes antitumorais
doxorrubicina (Dox) e edelfosina (EDLF) e ao mutageno ambiental benzo(a)pireno
(BaP). No primeiro capitulo, as células HepG2/C3A (linhagem metabolizadora de
hepatoma humano) foram expostas a Chl (25, 50, 100 e 200 puM) associada a Dox (3
ou 0,1 uM) ou ao BaP (20 puM). A analise do ciclo celular mostrou que a Chl (200
puM) foi capaz de restabelecer a distribuicdo normal do ciclo celular e de inibir a
morte celular induzida pela Dox (0,1 uM) e o BaP (20 uM). A Dox e o BaP reprimiram
a expressao dos genes envolvidos na progressao do ciclo celular (CCNA2, CCNB1,
CCND1 e CCNE1, CDK1 e CDK2) e apoptose (BAX, CASP7 e TP53), entretanto, a
associacdo com clorofilina ndo causou alteracdo dessa resposta. No segundo
capitulo, a linhagem HelLa (linhagem n&do metabolizadora de cancer cervical
humano) recebeu os tratamentos com a Chl (100 e 200 pM) combinada com a Dox
(0,2uM), EDLF (10uM) e BaP (20 uM) por 24, 48 e 72 h. A Chl ndo apresentou
citotoxicidade e nos tratamentos associados com os trés agentes (Dox, EDLF e BaP)
foi capaz de atenuar o efeito citostatico e reduzir a populacéo de células apoptoticas
(subG1l). Porém, a Chl ndo foi eficaz em inibir a expressdo do marcador de
autofagia, LC3-Il, e do marcador de apoptose, PARP clivada, induzida pelos agentes
citotoxicos. Portanto, em ambos os casos, a Chl atenuou os efeitos citotoxicos e
citostaticos dos agentes Dox, EDLF e BaP, o que sugere sua atividade
quimioprotetora mediante a toxicidade induzida por diferentes compostos.

Palavras-chave: Quimioprotetora. Ciclo celular. Morte celular.



D’Epiro Glaucia Fernanda Rocha. Alterations in cellular response to the
treatment with chlorophyll associated with cytotoxic agents in vitro. 2016. 67p.
Thesis (PhD in Genetics and Molecular Biology) - Londrina State University,
Londrina, 2016.

ABSTRACT

Chlorophyllin  (Chl) is a food colorant derived from chlorophyll that has
chemoprotective activity. However, its mechanisms of action are not entirely
elucidated. The aim of this study was to evaluate the chemoprotective activity of
chlorophyllin in cells exposed to the antitumor agents doxorubicin (Dox) and
edelfosine (EDLF) and benzo(a)pyrene (BaP), an environmental mutagen. First, the
HepG2 / C3A cells (metabolizing line of human hepatoma) were exposed to Chl (25,
50, 100 and 200 mM) alone and associated to Dox (3 or 0.1 mM) or BaP (20 uM).
The cell cycle analysis showed that Chl (200 uM) was able to restore the normal cell
cycle distribution and inhibit the cell death induced by Dox (0.1 mM) and BaP (20
uM). The Dox and BaP caused down-regulation of mMRNA levels of genes involved in
cell cycle progression (CCNA2, CCNB1, CCND1, and CCNE1, CDK1 and CDK2) and
apoptosis (BAX, CASP7, and TP53), but the association with chlorophyllin not
caused change in this response. In the second chapter, HelLa (lineage not
metabolizing human cervical cancer) received treatments with Chl (100 and 200 uM)
alone and combined with Dox (0,1uM) EDLF (10uM) and BaP (20 uM) for 24, 48 and
72 h. Chl showed no cytotoxicity and treatments associated with the three agents
(Dox, EDLF and BaP) was able to mitigate the cytostatic effect and reduce the
population of apoptotic cells (Sub G1). However, the Chl was not effective in
inhibiting the expression of autophagy marker LC3-1l and apoptosis marker, cleaved
PARP, induced by cytotoxic agents. Therefore, in both cases, the Chl attenuated
cytotoxic and cytostatic effects of Dox agents, EDLF and BaP, which suggests its
chemoprotective activity by the toxicity induced by different compounds.

Keywords: Chemoprotective. Cell cycle. Apoptosis. Cytotoxic.
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1 Introducéao geral

Arelacao entre a exposicao a certas substancias quimicas e o desenvolvimento de cancer
ja é bem estabelecida. Podem ser citados alguns exemplos classicos como a aflatoxina e a
inducé@o de céncer de figado (ANDRES, 2004, JUBERT et al., 2009), o benzeno e a leucemia
(MCHALE et al., 2012) e o0 benzo(a)pireno associado ao cancer de pulméo (PLEASANCE et al.,
2010). Diversos agentes carcinogénicos ja foram identificados, muitos dos quais foram
classificados como sendo genotoxicos, ou seja, eles atuam sobre o DNA induzindo danos. Dentre
esses agentes estdo fontes ambientais de toxicidade, outros, incluem as radiacBes UV e
ionizantes, drogas terapéuticas e produtos do metabolismo celular normal (ANAND et al., 2008).

Dessa maneira, nosso organismo esta exposto a uma grande variedade de agentes
causadores de estresse genotoxico. Como resultado, as células lidam com os danos induzidos
ao DNA por meio de respostas, sendo que, alteracdes que afetem esses mecanismos de defesa
podem desencadear o processo de carcinogénese (BAUER et al., 2015). Por essarazao, a busca
por compostos que possam inibir o efeito de agentes causadores de danos ao DNA é importante
para a prevencgdo de canceres entre outras doencas.

Neste contexto, a clorofilina (Chl) é um importante alvo de pesquisa como composto com
potencial protetor. Estudos mostraram que ela possui atividades biolégicas benéficas, das quais
podem ser citadas: seu efeito antioxidante (KAMAT et al., 2000), anticarcinogénico
(THIYAGARAJAN et al., 2012) e quimioprotetor (PIETRZAK et al., 2008). No entanto, 0s
mecanismos pelas quais a Chl atua como protetora ainda ndo estéo totalmente elucidados.
Dessa maneira, estudos sobre a progressdo do ciclo celular e morte celular por meio da
citometria de fluxo, entre outros ensaios, aliados a analise de expressao de genes e proteinas,
podem contribuir na identificacdo dos efeitos da Chl contra diferentes agentes citotoxicos.

O presente estudo foi realizado a fim de compreender o efeito protetor da Chl quando
combinada a diferentes compostos citotoxicos. Para isso, 0s experimentos foram realizados com
a Chl associada ao mutageno ambiental benzo(a)pireno (BaP) e ao quimioterapico doxorrubicina
(Dox), utilizando a linhagem metabolizadora HepG2/C3A. Em um segundo momento foi
analisado o efeito da Chl quando combinada aos agentes: benzo(a)pireno, doxorrubicina e ao

composto antitumoral edelfosina (EDLF) na linhagem celular HeLa.



2 Revisao bibliografica

2.1 Clorofilina

A clorofilina cuprica € um derivado semi-sintético da clorofila, da qual se diferencia
principalmente pela substituicdo do atomo central de Mg* por um atomo de Cu* e por ndo possuir
o grupo fitol (Fig. 1). Devido a tais modificacdes, a clorofilina € uma molécula bastante estavel e
hidrossolUvel e por esses motivos é comumente utilizada como corante na industria de alimentos
(TOYODA et al., 2014) e de cosméticos (TOMANKOVA et al., 2011) aos quais confere coloracéo

verde.

CH=CH, CH,

CH;

HyC
”2|C Ho i,  coona
HaC COONa
COONa

Figura 1. Estrutura quimica da clorofilina (Pietrzak et al., 2003).

Os corantes sdo uma classe de aditivos alimentares, naturais ou artificias, que sao
adicionados aos alimentos com o objetivo de proporcionar coloracdo, tornando o produto mais
atrativo e aumentando sua aceitagcdo pelos consumidores (MINIOTI et al., 2007). Contudo, a Chl
também é comercializada como suplemento alimentar, pois, faz parte da classe de corantes que
apresentam propriedades benéficas para a salde humana, na qual também estdo incluidos,
entre outros, a curcumina, 0s carotenoides e as antocianinas (STINTZING et al., 2002, FAHEY
et al., 2005, BYUN et al., 2015, JIANG et al., 2015). Em alguns paises a Chl também é utilizada
no tratamento de pacientes como anti-inflamatério e cicatrizante (WEIR; FARLEY, 2006) e no

controle de odores corporais internos em pacientes hospitalizados (YAMAZAKI et al., 2004).



2.1.2 Propriedades da clorofilina

Estudos in vitro e in vivo mostraram que a clorofilina possui efeito protetor contra os danos
causados por diferentes agentes mutagénicos, tais como, hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HPAs) (IBRAHIM et al., 2007, JOHN et al., 2010), aflatoxina (MATA et al., 2004),
aminas heterociclicas (HERNAEZ et al., 1997), metais pesados (YANG et al., 2013) e radiacao
ionizante (KUMAR et al., 1999).

As pesquisas relativas as atividades antioxidante e quimiopreventiva da clorofila e de
seus derivados tiveram um grande avanco a partir da década de 80 (GOMES et al., 2003), mas
foi durante a década de 90 que a pesquisa sobre a clorofilina progrediu. Esse impulso deve-se
principalmente aos resultados obtidos através de experimentos iniciais in vitro que demonstraram
propriedades antimutagénicas e antigenotdxicas desta molécula e também de estudos de
anticarcinogenicidade in vivo utilizando trutas (BREINHOLT et al., 1995), camundongos e ratos
(GHOSH et al., 1991, GUO et al., 1995)

Estudos posteriores revelaram o sucesso da Chl nos ensaios de quimioprevengdo com
pessoas expostas a aflatoxina B1 presentes na dieta (EGNER et al., 2003). No estudo de Egner
e colaboradores (2001) uma determinada populagéo na China, exposta a aflatoxina em sua dieta
e com alto risco de desenvolvimento subsequente de hepatocarcinoma foi submetida a um
ensaio clinico. Os individuos ingeriram clorofilina (100 mg) durante 4 meses, e foi constatada
uma reducado de 55% de aflatoxina N7-guanina na urina, sugerindo que a clorofilina poderia ser
usada contra os efeitos da aflatoxina B1 (AFB1).

Estudos mostram que este pigmento pode se ligar ao carcinbgeno ou mutageno e deste
modo, reduzir a sua biodisponibilidade (PIETRZAK et al., 2003, PIETRZAK et al., 2006,
PIETRZAK et al., 2008). Sugere-se a hipotese de que 0 mecanismo inibidor de formagéo de
adutos proporcionado pela clorofilina se baseia na complexagcdo ndo covalente dessa molécula
com a AFB1, tornando a aflatoxina indisponivel para formar aductos com o DNA, o que explicaria,
entdo, a sua atividade (BREINHOLT et al., 1999).

Em estudos utilizando sistemas in vitro, a Chl apresentou atividade protetora contra
agentes que induzem danos ao DNA. Bez e colaboradores (2001) observaram que a Chl levou
a uma grande reducdo nos efeitos genotdxicos induzidos pelo agente mutagénico
metilmetanosulfonato (MMS) em fibroblastos de pulm&o de hamster (V79). Negraes et al. (2004)
relataram efeito anticlastogénico da Chl contra o indutor de danos etiletanosufonato (EMS) e uma
reducdo na frequéncia de aberra¢des cromossdmicas em diferentes fases do ciclo celular apos
a exposicdo simultdnea a Chl e EMS em células de ovario de hamster (CHO-K1). O potencial
protetor da Chl mostra-se além de agentes quimicos e fisicos, Botelho et al. (2004)
demonstraram que esse composto foi capaz de proteger células derivadas de carcinoma laringeo

humano (Hep-2) contra fragmentacao nuclear induzida por polivirus.



Dentre outros aspectos positivos, a Chl possui a capacidade de eliminacdo direta de
radicais livres, como foi mostrado por Kumar e colaboradores (2001). Contudo, em estudo
posterior 0 composto apresentou atividade antioxidante, bem como pré-oxidante de maneira
dose e tempo dependente (KUMAR et al., 2004).

A Chl pode modular o sistema de detoxificacdo de xenobioticos por meio da regulacédo de
enzimas que participam desse processo. Singh et al. (1996) demonstraram significativa elevacao
da atividade da glutationa-s-transferase depois da administragéo topica e por gavagem da Chl
em camundongos, enquanto que a atividade do citocromo P450 (CYP450) manteve-se
inalterada. No entanto, a inibicdo inespecifica de varias CYPs P450 pela Chl foi observada em
microssomos de figado (YUN et al., 1995). A Chl minimizou a bioativacédo de pré-carcinégenos e
acelerou a excrecado de carcinégenos pela diminui¢do da atividade da CYP e estimulacdo da via
de conjugacao de fase Il. Um estudo com a Chl também demonstrou a indug&o da enzima de
fase Il NADPH quinona oxidoredutase 1 (NQO1) em células de hepatoma de murinho (FAHEY
et al., 2005).

Além disso, evidéncias mostraram que a clorofilina pode levar a inducdo de apoptose em
células transformadas e cancerosas, revelando-se, assim, como um potencial agente terapéutico
contra o cancer. A clorofilina demonstrou induzir apoptose em células de cancer de célon (HCT
116) pelo provavel mecanismo de ativagdo da via da caspase-8 resultando na condensagao
nuclear (DIAZ et al., 2003). A clorofilina também pode induzir apoptose regulando a ativacao de
MAPK assim como a ERK, em células de cancer de mama (MCF-7). Essa regulagédo ocorre
através da inibicdo da ativac@o da proteina ERK, levando a eventos apoptéticos (CHIU et al.,
2005). Neste mesmo trabalho, os autores demonstraram que a clorofilina inibe a proliferacéo
celular, entretanto, os mecanismos pelo qual esse processo ocorre ndo foram totalmente
esclarecidos. Por outro lado, Sharma et al. (2007) demonstraram que a clorofilina apresentou
potencial antiapopitético em linfécitos de camundongos. No estudo a clorofilina aumentou os
niveis de expressdo dos genes antiapoptoticos BCL-2 e BCL-XL, sugerindo a inibicdo da
apoptose.

As informacdes na literatura sobre os mecanismos de acdo deste corante ainda sao
controversas e incompletas. Além disso, apesar do amplo uso da Chl como aditivo alimentar e
dos estudos que demonstram suas propriedades benéficas, o potencial citotoxico desta molécula
foi observado em diferentes linhagens celulares (BOTELHO et al., 2004, TOMANKOVA et al.,
2011, VESENICK et al., 2012). Sendo assim, estudos que ajudem a esclarecer seus mecanismos
de acdo e seus efeitos quando combinada a outros compostos sédo de grande relevancia para
garantir a seguranca do seu consumo. Logo, estudos a respeito dos mecanismos de indugéo e
inibicdo de apoptose em diferentes tipos celulares quando expostos a clorofilina tém grande
relevancia, pois podem auxiliar na investigacdo do potencial quimioprotetor e na avaliacdo da

seguranca para seu consumo.



2.3 Agentes quimioprotetores

A quimioprevencdo pode ser definida como a utilizacdo de compostos naturais ou
sintéticos com a finalidade de prevenir, retardar ou reverter o processo de carcinogénese (SURH,
2003). As hipoteses sobre os mecanismos de acdo dos quimioprotetores tém procedido do
conhecimento das suas estruturas quimicas e das suas propriedades fisico-quimicas.
Atualmente, o desafio esta em interpretar as complexas relacdes entre 0s quimioprotetores
presentes na alimentacdo humana e a salde, tendo em conta, quer a diversidade das suas
estruturas quimicas, quer a complexidade dos seus efeitos metabdlicos (MANACH et al., 2009).

Os quimioprotetores podem agir como agentes bloqueadores, antes ou durante a
iniciacdo da carcinogénese ou como agentes supressores, atuando no decorrer das fases de
promocdo e de progressdo (PRAWAN, 2007) (Fig. 2). Os agentes bloqueadores previnem a
ativacdo metabdlica de pré-carcinbgenos ou aumentam as atividades enziméticas na
detoxificacdo para uma eficiente eliminacdo de carcin6genos ou espécies reativas de oxigénio
(ROS) e nitrogénio (RNS). Os agentes supressores inibem a promocao e a progressao do cancer
apos a formacao de células pré-neoplasicas, interferindo na regulacdo do ciclo celular, os sinais
de transducéo, a regulagéo da transcricdo e a apoptose (MANACH et al., 2009). Alguns agentes
guimioprotetores podem atuar, quer como bloqueadores, quer como supressores através de
mecanismos distintos (PRAWAN, 2007).

O primeiro agente quimioprotetor aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) foi
o tamoxifen, por reduzir o risco de cancer de mama. Esse agente mostrou reduzir a incidéncia
de cancer em cerca de 49% nas mulheres com alto risco. No entanto, o uso de tamoxifen
aumenta o risco de efeitos colaterais como cancer de Utero, coagulos sanguineos, distlrbios
oculares, hipercalcemia e acidente vascular cerebral (WATERS et al.,, 2012). Estudos tém
mostrado que o medicamento para osteoporose raloxifene é efetivo tanto quanto o tamoxifen em
prevenir tumores invasivos de mama - receptor de estrégeno positivo, mas possui menos efeitos
colaterais (VOGEL, 2009). Outro agente reconhecido € a finasterida, para cancer de préstata,
gue pode reduzir a incidéncia para 25% em homens com alto risco, contudo, entre seus efeitos
colaterais conhecidos estéo a disfuncao erétil, a impoténcia sexual e ginecomastia (THOMPSON
et al., 2003). O celecoxib, um inibidor de COX-2 é outro agente aprovado para a preven¢ao da
polipose adenomatosa familiar, no entanto, pode causar danos cardiovasculares (COOPER et
al., 2010).

Portanto, apesar dos efeitos benéficos dos quimioprotetores citados, seus efeitos
secundarios sdo uma preocupacdo quando se considerada a administracao a longo prazo em
pessoas saudaveis que podem ou nao desenvolver cancer. Este fator indica a necessidade de
agentes que sao seguros e eficazes na prevencéo do cancer. Assim, a dieta e produtos naturais

ou seus derivados sdo candidatos potenciais para a obtencdo desses efeitos benéficos.



Diversos estudos estabeleceram uma relagdo entre quimioprotetores alimentares e
apoptose. A inducdo da apoptose elimina células geneticamente danificadas de um tecido
(JOHNSON, 2007). Em grande parte dos quimioprotetores foram observados efeitos na
regulacéo das vias intrinsecas da apoptose (MEHTA et al., 2010). E o caso da epigalocatequina
gue demonstrou, aumentar a caspase 9 e a Bax, modular membros da familia de proteinas Bcl2,
e aumentar o Fas. Do mesmo modo, a quercetina, a genisteina e a apigenina induziram apoptose
em ceélulas cancerigenas. Em estudos com animais, praticamente todos esses fitoquimicos
citados demonstraram retardar o desenvolvimento de tumores (GOPALAKRISHNAN; TONY
KONG, 2008). Outras classes de quimioprotetores, incluindo compostos organosulfurados
provenientes do alho e isotiocianatos, apresentaram a capacidade de induzir apoptose em
linhagens celulares (ALTONSY et al., 2012).

Muitos fitoquimicos quimioprotetores possuem capacidade de induzir a parada do ciclo
celular. E o caso dos isotiocianatos, flavonoides, polifendis, estilbenos, antocianidinas e
procianidinas, todos eles causaram a parada de G2/M em linhagens celulares
(GOPALAKRISHNAN; TONY KONG, 2008). Outros compostos, por sua vez, previnem a parada
de ciclo, a inducdo de danos e de apoptose causada por agentes citotoxicos, pois atuam como
bloqueadores e assim, reduzem os efeitos prejudiciais as células (SMITH et al., 2001). Dessa
maneira, é cada vez maior o interesse em compostos presentes na dieta que podem atuar na

prevencédo de doencas, principalmente o desenvolvimento de cancer (NAIR et al., 2007).
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Figura 2. Quimioprotetores podem bloquear ou suprimir o processo de
carcinogénese. A carcinogénese € iniciada com a transformagédo da célula normal
(célula iniciada). Estas células sofrem promocao e formam um tumor de células pré-
neoplasicas, que em seguida, evoluem para células neoplasicas. Alguns fitoquimicos
podem interferir em diferentes passos deste processo. Adaptado de Suhr (2003).



2.4 Agentes causadores do cancer.

s

O céancer é uma das doencas mais temidas no mundo todo e sua incidéncia tem
aumentado progressivamente tanto em paises desenvolvidos como em paises em
desenvolvimento. E uma das principais doencas ndo transmissiveis que representam uma
ameaga a saude mundial. Fatores como: economias em crescimento, envelhecimento da
populacgéo, estilos de vida cada vez mais “ocidentalizados”, populacdes carentes, contaminacao
do ambiente e as infec¢des transmissiveis que podem causar cancer tém contribuido para o
rapido aumento da sua incidéncia (BHANDARI, 2015) . A previsdo para novos casos de cancer
é de 23,6 milhdes a cada ano até 2030 em todo o mundo, se as recentes projecdes de incidéncia
dos principais tipos de cancer e o crescimento global da populacao no futuro forem considerados.
Esse numero representa 68% mais casos do que no ano de 2012, com uma porcentagem um
pouco maior nos paises com o indice de Desenvolvimento Humano (IDH) médio e baixo (66%
mais casos em 2030 do que em 2012) em relag&o aos paises com o IDH mais elevado (56% a
mais de casos em 2030 do que em 2012) (BRAY et al., 2012).

O cancer pode ser causado por diferentes fatores internos e externos. Como fatores
internos podem ser citados: as mutagdes herdadas, os horménios e as condi¢des imunoldgicas.
J& os fatores externos séo 0s responsaveis pela incidéncia da maioria dos tipos de canceres,
sendo que, grande parte esta relacionada ao estilo de vida (ANAND et al., 2008), dentre os quais
serdo ressaltados: a poluicdo ambiental, a dieta e o consumo de cigarro.

A exposicdo a determinados poluentes ambientais pode aumentar consideravelmente o
risco de desenvolvimento do cancer, o que inclui: a contaminacgédo do ar por particulas de carbono
associadas com hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPAs), formaldeido e compostos
organicos volateis; a contaminacao de alimentos por aditivos e por compostos quimicos como
nitratos, pesticidas, dioxinas e outros organoclorados; metais e metaloides; e também farmacos
e cosméticos (ANAND et al., 2008).

Os HPAs podem aderir a particulas pequenas de carbono na atmosfera e penetrar no
organismo através da respiracdo. A exposicdo longa a estes compostos, que estdo presentes
em quantidades significativas nas grandes cidades, esta associada ao aumento do risco de morte
por cancer de pulméo. Além dos HPASs, outros poluentes ambientais, como o 6xido nitrico,
aumentam o risco deste tipo de cancer na populagdo. Além disso, a exposicao a queima de
combustiveis também estd associada ao aumento do risco de leucemia em criangas
(BELPOMME et al., 2007).

A dieta é outro fator que pode contribuir com a incidéncia do cancer. O tipo de alimentag&o
esta relacionado com grande parte dos casos de cancer colorretal (DIVISI et al., 2006, RYAN-
HARSHMAN; ALDOORI, 2007). A contribui¢do da dieta para o desenvolvimento do cancer ainda
ndo estd totalmente compreendida. No entanto, sabe-se que muitos carcindbgenos que sao
ingeridos, como os nitratos, nitrosaminas, pesticidas e dioxinas, provém do alimento, dos aditivos

alimentares ou do processo de cozimento (DIVISI et al., 2006). O consumo exagerado de carne



vermelha, por exemplo, é um fator de risco para o desenvolvimento de muitos tipos de canceres,
especialmente para aqueles do trato gastrointestinal, mas também colorretal, prostata, bexiga e
mama (CHAO et al., 2005, RODRIGUEZ et al., 2006, GARCIA-CLOSAS et al., 2007, TAPPEL,
2007)

J& o consumo de cigarros aumenta o risco do desenvolvimento de pelo menos 14 tipos
de cancer. Além disso, € responsavel por cerca de 25 a 30% de todas as mortes por cancer e
87% das mortes por cancer de pulmdo. Em comparacdo com os ndo fumantes, os homens
fumantes (23 vezes) e as mulheres fumantes (17 vezes) sdo mais propensos a desenvolver
cancer de pulmao (ANAND et al., 2008). Além do cancer de pulmao, o tabagismo esta ligado
com o desenvolvimento dos canceres de boca, laringe, faringe, es6fago, estdbmago, bexiga
urinaria, pancreas, figado, colo uterino, célon e reto. O cigarro também esta relacionado com
doenca coronariana do coragdo, doenca pulmonar obstrutiva cronica dos pulmdes, acidente
vascular cerebral, complicagbes na gravidez, aneurisma arterial, trombose vascular, Ulcera do
aparelho digestivo e impoténcia sexual no homem. No Brasil, 200 mil pessoas sao vitimas do

tabaco por ano (Instituto Brasileiro de controle do Cancer, 2015) .

2.5 Benzo(a)pireno

O benzo(a)pireno pertence a classe dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS),
gue sao caracterizados por possuirem dois ou mais anéis aromaticos condensados em sua
estrutura quimica (Fig. 3). Estas substancias possuem uma ampla distribuicao e estdo presentes
em misturas complexas em todos os compartimentos ambientais: 4gua, ar e solo. A composi¢céo
e a complexidade das misturas de HPAs dependem das fontes emissoras. De maneira geral,
essas misturas sao bastante complexas e contém uma grande variedade de HPAs em diferentes
niveis de concentracdo (HARITASH; KAUSHIK, 2009).

Os HPAs, assim como seus derivados, estdo associados ao aumento da incidéncia de
diversos tipos de canceres, pois 0s varios componentes deste grupo sdo capazes de reagir com
o DNA, diretamente ou apoOs sofrerem transformag¢Bes metabdlicas, tornando-se potenciais
carcinogenos e eficientes mutagenos (KASALA et al., 2015).

As principais fontes de HPAs s&o os processos de combustdo incompleta de material
organico, como a queima de combustiveis fésseis, de carvao, de rejeitos, a fumaca de cigarro
além de varios processos industriais como a producédo de aluminio e a gaseificacdo do coque.
Dessa maneira, alguns grupos populacionais, como pessoas que residem ou trabalham em
ambientes diretamente influenciados por estas fontes, estdo submetidos a um risco maior. Além
disso, esses compostos quimicos sdo encontrados em alimentos e bebidas (PHILLIPS, 1999).

Dentre os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, o benzo(a)pireno é um dos mais

conhecidos e estudados, sendo considerado um potente agente carcinogénico em animais, além
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de embriotéxico e teratogénico. A toxicidade do BaP é provocada por sua agao pro-carcinogénica
uma vez que alguns dos seus metabdlitos intermediarios se ligam ao DNA e portanto, séo
agentes mutagénicos/carcinogénicos (ARCHIBONG et al., 2002, INYANG et al., 2003).

O benzo(a)pireno, assim como os demais HPAs, exercem seu efeito carcinogénico pela
via de metabolizacéo de xenobioéticos por meio das enzimas de fase | e Il. Apo6s ser absorvido, o
HPA ¢é biotransformado no figado pelo complexo enzimatico citocromo P450 (CYP450). Nas
células hepaticas, as reacdes catalisadas pelas enzimas citocromo P450-monooxigenase se
processam no reticulo endoplasmatico. Apds as reacbes de biotransformacdo, os HPAs
hidroxilados séo eliminados da célula (SHIMADA, 2006).

Figura 3. Estrutura do benzo(a)pireno (KASALA et al., 2015)

2.6 Doxorrubicina

A doxorrubicina (Dox) é um quimioterapico citotéxico que pertence ao grupo das
antraciclinas (Fig. 4), ela age intercalando-se no DNA e inibindo as topoisomerases | e Il, levando
a uma série de danos no DNA e consequentemente a morte por apoptose (TACAR et al., 2013).
A enzima DNA topoisomerase | (TOP1), promove a quebra de uma das fitas de DNA e permite
0 giro da fita quebrada sobre a fita intacta, de forma a reduzir a tensao torcional da molécula.
Algumas substancias, como as antraciclinas, inibem a religacdo do DNA depois da quebra
mediada pela TOP1. J4 a enzima DNA Topoisomerase |l (TOP2) induz a quebra das duas fitas
do DNA, reduzindo a tenséo torcional no DNA e a condensag&o dos cromossomos. A quebra é
momentanea e o reparo do DNA é feito pela mesma TOP2. A funcao de religacdo da TOP2 pode
ser bloqueada por inibidores dessa enzima e, como consequéncia, o periodo em que as duas
fitas permanecem quebradas é mais longo e geralmente leva as células a ativarem a via da
apoptose (NITISS, 2009).

Sendo assim, os efeitos toxicos da Dox ocorrem por meio da inibicdo da transcricao,
sintese e replicacdo do DNA, mas também geram radicais livres, que em excesso apresentam
efeitos prejudiciais como a peroxidacdo dos lipidios de membrana e agresséo as proteinas,
enzimas, carboidratos e DNA (THORN et al., 2011).

Apesar de sua eficiéncia no tratamento do cancer, a Dox ndo possui atividade seletiva

contra células tumorais e sua toxicidade é conhecida em tecidos saudaveis (CARVALHO et al.,
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2009), enfatizando a toxicidade cardiaca (JONES et al., 2006). Pesquisas sugerem que a
apoptose dos midcitos estéd diretamente relacionada ao estresse oxidativo causado pela Dox
(EWER; LIPPMAN, 2005, LAO et al., 2013). Estudos mostram que compostos naturais podem
exercer efeitos benéficos na cardiotoxicidade induzida pela Dox, por meio da neutralizacdo de
radicais livres (XIN et al., 2011). Dessa maneira, a busca por substancias citoprotetoras que
visem reduzir a toxicidade das drogas sem diminuir seu pontencial quimioterapico tem sido alvo

de pesquisas.

NH,

Figura 4. Estrutura quimica da doxorrubicina (PIETRZAK et al., 2003)

2.7 Edelfosina

A edelfosina (1-O-octadecil-2-O-metil-rac-glicero-3-fosfocolina) (Fig. 5) € um farmaco
antitumoral com potencial seletivo que se acumula preferencialmente em células tumorais e
promove apoptose em Varios tipos de células derivadas de canceres, solidos e hematoldgicos.
A edelfosina (EDLF) € membro do grupo dos alquil éter fosfolipidios de primeira geracgéo,
conhecidos como lipidios antitumorais (ATLs) ou alquilfosfolipideos (APs), os quais possuem
uma ligacao éster na cadeia principal de glicerol do fosfolipidio (GAJATE; MOLLINEDO, 2002).

Os ATLs foram primeiramente utilizados como imunomoduladores e antimetabdlitos do
metabolismo de fosfolipideos e demonstraram atividade contra células tumorais e
Trypanosomatideos patogénicos. A partir dos primeiros resultados em que foi observada a
capacidade que esses lipidios possuiam de modificar a resposta biolégica de células tumorais,
se intensificaram os estudos que buscam determinar o mecanismo de acao deste grupo tendo
em vista desenvolver um possivel agente terapéutico. Assim, foram sintetizados diferentes
analogos que demonstraram atividade antitumoral promissora, como a miltefosina, ilmofosina e
a edelfosina. Entre os ATLs sintetizados, a edelfosina apresentou maior atividade e logo passou
a ser o composto mais efetivo nos ensaios de atividade antitumoral (MOLLINEDO et al., 2004)

Diferente da maioria dos farmacos empregados na terapéutica da atualidade, cujo alvo
principal € o DNA (ex. agentes alquilantes e analogos de bases nitrogenadas), os ATLs se
caracterizam por atuar a nivel da membrana celular. A interacdo dos ATLs com a membrana se
deve as suas caracteristicas estruturais, que por possuirem uma cadeia apolar hidrocarbonada,

se inserem facilmente na bicamada lipidica da membrana plasmatica, produzindo uma alteracéo
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na sua conformacdo e afetando uma série de eventos, principalmente: estresse celular,
desregulacao das vias apoptéticas, inibicdo do crescimento e parada do ciclo celular, que por fim
desencadeia a resposta apoptotica (MOLLINEDO et al., 2011).

H C\/\/\/\/\/\/\/\/\/O
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Figura 5. Estrutura quimica da edelfosina (VARELA et al., 2012)

2.8 Proliferagéo celular e os efeitos da clorofilina

Os processos moleculares que caracterizam os principais eventos do ciclo celular como
a replicacdo do DNA e mitose, séo similares em todas as células. No entanto, alguns detalhes
do processo variam de acordo com o tipo celular, o organismo e as diferentes épocas de vida
(PERES; CURI, 2005). A regulacdo do ciclo celular € de extrema importancia para que um
organismo se desenvolva normalmente. Consequentemente, a desregulacdo desse processo
pode levar a uma proliferacdo desnecessaria e com isso trazer resultados indesejados como a
formacéo de tumores (PERES; CURI, 2005).

A proliferacdo celular alterna mitose e intérfase. Esta Ultima & composta pelas fases G1,
S e G2. Na fase G1 ocorre a sintese de RNA e proteinas; em seguida ocorre a duplicagdo do
DNA, nafase S e nafase G2 ocorre preparacao das duas cromatides-irmas para inicio da mitose
(TESSEMA et al. 2004). No ciclo celular existem os pontos de controle chamados checkpoints,
gue ocorrem de G1 para S (restriction point), dentro da fase S, e de G2 para M (inicio da mitose).
Falhas nos checkpoints podem levar a perpetuagéo de danos no material genético e a formacgéo
de células com diferentes tipos de anormalidades, como células muito grandes com formacgdes
nucleares aberrantes derivadas de um processo denominado catastrofe mitética
(VAKIFAHMETOGLU et al., 2008).

Quando alteracdes sdo detectadas durante o ciclo celular, a célula pode ser encaminhada
para apoptose, também conhecida como morte celular programada. Este mecanismo existe para
extinguir células que sofreram alteracdes irreversiveis, principalmente em seu material genético
ou como método de controle da renovacao celular (SCHIMMER, 2004). Nos organismos
saudaveis, a proliferacao celular é controlada por genes que codificam proteinas ativas neste
processo e que podem ser subdivididos em: protoncogenes, genes supressores de tumor e
genes reguladores da apoptose. Nas células neoplasicas existe a perda do controle da
proliferacéo celular (TESSEMA et al., 2004).

A mitose € iniciada por mudancas abruptas na atividade dos complexos cilcinas

dependentes de quinases (complexo ciclina/CDK) (Fig.6). Em suas formas simples, esses
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complexos sdo heterodimeros compostos de uma subunidade reguladora, as ciclinas, e uma
subunidade catalitica, as quinases (CDKs). A maneira como muitas ciclinas regulam a mitose
ainda permanece incerta. Mas, evidéncias suportam a hip6tese de que as ciclinas A e B sédo as
principais ciclinas mitéticas em animais (MORGAN, 2007), com uma terceira classe (B3) sendo
importante em algumas espécies (JACOBS et al., 1998).

A ciclina A € um componente necessario para o inicio da sintese de DNA durante a fase
S e para a entrada na mitose. Existem dois subtipos de ciclina A: a ciclina Al, sua expressao
estd restrita a poucos tecidos, como por exemplo, aos testiculos e linhagens leucémicas; e a
cilcina A2, que é expressa em quase todos os tecidos (YANG et al., 1997). Em linhagens
celulares de mamiferos, a ciclina A2 é detectada durante a fase S e é degradada durante a
prometéafase, ela promove tanto a transicdo G1/S como a transicdo G2/M. A proteina Ciclina A2
se desloca dinamicamente entre o nucleo e o citoplasma e sua concentracdo no estado
estacionario favorece o nucleo (JACKMAN et al., 2002).

As CDK1 e CDK2 se associam com as ciclinas A, B e B3. A ciclina tipo A pode se ligar as
CDK1 (ou CDC2) e CDK2, ja a ciclina tipo B se liga somente a CDK1 e a ciclina B3 associa-se
apenas com CDK2. Os niveis das ciclinas variam de maneira ciclica durante o ciclo celular para
ativar as CDKs especificas exigidas para a progressao adequada do ciclo celular (HARTWELL,;
KASTAN, 1994).

Alguns autores tém demonstrado potencial antiproliferativo da clorofilina pela inibicdo de
ciclinas. Chimploy et al. (2009) investigaram a expresséo de reguladores chave do ciclo celular
e verificaram reducdo na expresséo das proteinas ciclina E, ciclina A e ciclina B em células
HCT116 tratadas com clorofilina. Chiu et al. (2003) demonstraram que a clorofilina inibiu a
proliferacdo celular nas linhagens HL-60 (leucemia promielocitica), K-16 562 (leucemia
mielogénica), MCF-7 (carcinoma de mama) e na linhagem murina S-18017 (sarcoma). Para
elucidar o mecanismo de inibicdo foram investigados os niveis protéicos de ciclina D1 e de ciclina
E em células MCF-7 tratadas com 200 e 400 pug/mL de clorofilina durante 72 horas e observaram
uma reducdo nos niveis de ambas. Os autores também verificaram um aumento no numero de
células na fase G2/M quando tratadas com 400 upg/mL clorofilina. Mais tarde Chiu et al. (2005)
constataram o efeito anti-proliferativo por meio da deplegéo da proteina ciclina D1 em células

MCF-7 tratadas com 400 pg/mL de clordfilina.
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Figura 6. Controle do ciclo celular em células de mamifero. A ativagcdo de
complexos especificos de ciclina/CDK conduz a progressdo através do ciclo
celular. Adaptado de Andrés (2004).
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2.9 Principais tipos de morte celular

Existem diferentes tipos de morte celular descritos na literatura, entretanto, ha trés
padrbes principais e mais comuns: apoptose, autofagia e necrose. Esses processos de morte
podem ser classificados de acordo com suas caracteristicas morfolégicas e bioquimicas
(OKADA; MAK, 2004). Alteracdes na coordenacao desses tipos de morte celular estéo implicadas
na tumorigénese (RICCI; ZONG, 2006).

A morte celular por autofagia € um processo adaptativo conservado evolutivamente e
controlado geneticamente. Ela ocorre em resposta a um estresse metabdlico que resulta na
degradacdo de componentes celulares (LUM et al., 2005). Durante a autofagia, porcbes do
citoplasma sdo encapsuladas por membrana, originando estruturas denominadas
autofagossomos. Estes irdo se fusionar com os lisossomos, em seguida, o contetdo dos
autofagossomos € degradado pelas hidrolases lisossomais (KELEKAR, 2005).

Outro tipo de morte celular é a necrose, neste processo as células sofrem um insulto o
qgue resulta no aumento do volume celular, agregacdo da cromatina, desorganizagdo do
citoplasma, perda da integridade da membrana plasmatica e consequentemente na ruptura
celular. Durante a necrose, o contetdo celular é liberado, causando danos as células vizinhas e
uma reacao inflamatéria no local (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004). A morte celular por apoptose
seré abordada no topico seguinte.

2.9.1 Apoptose e os principais genes envolvidos

A apoptose pode ser reconhecida por caracteristicas morfolégicas muito marcantes e
coordenadas. Essas caracteristicas incluem o encolhimento e perda de contato com as células
vizinhas, formacao de vacuolos citoplasméticos, formacédo de blebs na membrana plasmética e
nuclear, condensacao da cromatina, fragmentacao celular em corpusculos que séo fagocitados
pelas células vizinhas e exposicdo do residuo de fosfatidilserina na superficie externa da
membrana plasmatica (PLENCHETTE et al., 2004).

A apoptose é um processo ativo que pode ser desencadeado por diversos estimulos,
tanto intra como extracelulares (Fig. 7). Esse processo € controlado por genes especificos que
podem participar, dentre outros, de cinco passos sequenciais e distintos, tais como: a “decisao”
da célula morrer ou viver; a ativagcdo dos mecanismos de morte celular; a execu¢éo do processo
de morte celular; a eliminacéo por fagocitose e a degradacédo da célula morta. Os genes que
atuam no primeiro passo afetam somente células especificas. Por outro lado, genes que atuam
nos passos seguintes, afetam todas as células em processo de morte (SHI, 2003).

Praticamente todos os estimulos desencadeiam a apoptose via acdo das caspases, um
grupo de enzimas proteoliticas sintetizadas como pré-enzimas inativas (RIEDL; SCOTT, 2003).

Quando as células recebem um sinal de morte as caspases sdo ativadas por clivagem
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proteolitica. A interacdo entre essas enzimas com 0s receptores de membrana ou moléculas
adaptadoras acontece pela presenca dos dominios de morte (death domain) (BOATRIGHT;
SALVESEN, 2003).

As caspases possuem a capacidade de reconhecer e clivar substratos que possuam
residuos de aspartato, dessa maneira, elas sinalizam para a apoptose e clivam esses substratos,
levando a condensagédo e fragmentagcdo nuclear, externalizacdo de fosfolipidios de membrana
qgue irdo sinalizar para estas células serem fagocitadas por macréfagos (BOATRIGHT;
SALVESEN, 2003), por isso, 0 nome caspase, que deriva dessa funcéo (cysteine-aspartic-acid-
proteases). As caspases podem ser divididas funcionalmente em trés grupos: as iniciadoras ou
desencadeantes (2, 8, 9 e 10), que ativam outras caspases; as efetoras ou executoras (3,6 e 7),
ativadas pelas iniciadoras, essas clivam as proteinas-chave que processam a apoptose e 0
terceiro grupo possui fungéo inflamatéria (4, 5, 11, 12, 13 e 14), pois estdo envolvidas na
maturacao de citoquinas (CHANG; YANG, 2000).

A ativacdo e o controle da cascata das caspases sdo esséncias para os diversos
processos celulares envolvidos na homeostasia e diferenciagéo celular. Consequentemente, o
controle da atividade das caspases apresenta grande potencial terapéutico. Em mamiferos, a
morte celular programada apresenta duas vias, a via extrinseca ou via do receptor da morte
(caspase-8) e aintrinseca ou via mitocondrial (caspase-9) (YIN et al., 2003). Ambas apresentam
trés fases: iniciacdo, deciséo e degradacéo (FERRI; KROEMER, 2001).

De maneira simplificada, a via extrinseca € desencadeada pela ativacdo de caspases
associadas a via de sinalizacdo dos receptores de morte. Esses receptores transmitem sinais
apoptéticos iniciados por ligantes de morte especificos (SHI, 2003). Quando os receptores de
morte celular reconhecem um ligante especifico, os seus dominios de morte interagem com
moléculas conhecidas como FADD/MORT-1. Essas moléculas tém a capacidade de recrutar a
caspase-8 que ira ativar a caspase-3, executando a morte por apoptose (DANIEL et al., 2001).

A via intrinseca é ativada por varios agentes fisicos, quimicos ou biolégicos, que podem
convergir para a mitocondria e disparar a fase de iniciagdo. Os diferentes sinais indutores de
apoptose sao detectados pela mitocéndria, fazendo com que ocorra um desacoplamento da
cadeia respiratoria e consequente liberacdo de citocromo c e proteinas ativadoras da apoptose
para o citosol (GUPTA, 2003). Quando no citosol, o citocromo ¢ forma um complexo com a APAF-
1 e a caspase-9, o chamado apoptossomo, que promove a clivagem da pro-caspase-9, liberando
a caspase-9 ativa. Uma vez ativada, a caspase-9 ativa a caspase-3 ocasionando a apoptose
(RUPNARAIN et al., 2004). Entre os diversos substratos das caspases pode-se citar a mdm-2
(murine double minute), uma proteina que se liga & p53, mantendo-a no citoplasma. Ao ser
clivada pelas caspases, essa proteina libera a p53 que se transloca para o nucleo, ativando a
transcricdo de genes pro-apoptéticos como o BAX (SCHULER et al., 2003).

O TP53 é um gene supressor de tumor, ele codifica uma fosfoproteina nuclear (p53) que

tem papel ativo na parada do ciclo celular e na inducdo da expressdo de genes de reparo de
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DNA lesado. Quando hd uma leséo no DNA, o nivel de p53 na célula aumenta e, ap0s o reparo
o nivel diminui. Dependendo da intensidade do dano, p53 pode induzir a morte das células
geneticamente alteradas via indu¢cdo do BAX (NAKAMURA et al.,, 2002). Os genes proé-
apoptéticos BAX e BAK fazem parte da familia Bcl-2 e parecem ser cruciais para induzir a
permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa e a subsequente liberagcdo das moléculas
apoptogénicas, como o citocromo ¢ e SMAC/DIABLO, a qual leva a ativacdo das caspases. Os
membros da familia dos anti-apoptéticos, como BCL-2 e BCL-XL, inibem BAX e BAK (WILLIS et
al., 2007).
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Figura 7. Principais vias moleculares da apoptose. Na via extrinseca por ligacdo a receptores
especificos o complexo DISC é formado e a caspase 8 € activada. Na via intrinseca de liberacdo

do citocromo ¢ das mitocondrias resulta na formagéo do apoptossomo e na ativagdo da caspase
9. As caspase 8 e 9 ativam a caspase 3, resultando na apoptose (FAVALORO et al., 2012).

2. 10 Cultura de células na experimentagdo in vitro

A cultura de células eucariotas tornou-se um recurso valioso para a pesquisa biomédica.
Células mantidas em cultura sdo modelos biolégicos mais simples que os estabelecidos com
base em animais de experimentagdo e tendem a fornecer respostas simplificadas para
problemas complexos de investigacdo biomédica (FRESHNEY, 2006).

Embora o sistema in vivo reproduza com mais semelhanga as condi¢des humanas, por
efeito da metabolizagdo, o sistema in vitro é eficaz na detec¢cdo de agentes ambientais
mutagénicos e antimutagénicos. Algumas linhagens celulares hepaticas, como HTC, HepG2 e

culturas priméarias de hepatocitos sdo de grande utilidade em estudos de genotoxicidade e
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mutagenicidade, uma vez que o figado é o principal sitio de metabolizagdo de xenobidticos
(MERSCH-SUNDERMANN et al., 2004). Deste modo, tais células, mesmo em condi¢fes de
cultura e em niveis de expressdo variaveis, apresentam ainda enzimas de fase | e fase Il do
metabolismo de drogas (VALENTIN-SEVERIN et al., 2003).

Os dados produzidos a partir de culturas de células in vitro podem ser suficientemente
informativos, particularmente para estudos funcionais, bioquimicos e moleculares, como também
para analise de alvos farmacolégicos e producdo de produtos biolégicos, incluindo vacinas e
anticorpos (FRESHNEY, 2005).

As vantagens da utilizacdo das células de mamiferos em cultura se devem a facilidade
de padronizacdo das condicbes experimentais como: a densidade populacional, pH,
temperatura, composicdo do meio de cultivo, possibilidade de aplicacdo do tratamento em
gualquer fase do ciclo celular, reprodutibilidade, material elativamente uniforme em seus
requisitos metabdlicos e em seu comportamento e a organiza¢cdo dos cromossomos e do seu
DNA é a mesma das células in vivo (RABELLO-GAY et al., 1991).

Linhagens celulares estabelecidas a partir de células neoplasicas e ndo-neoplasicas séao
também utilizadas em estudos pré-clinicos para o desenvolvimento de novas abordagens
diagnosticas e em estudos sobre a biologia de doencas, como o cancer. Em condi¢des
laboratoriais apropriadas, células malignas proliferam indefinidamente (BOEHM; HAHN, 2004).
Tendo em vista que as alteragdes genéticas presentes em linhagens de células malignas se
assemelham as alteracbes existentes nos tumores de origem, a utlizacdo de células
transformadas encontra vasta aplicacdo no desenvolvimento de tratamentos contra o cancer
(BERZOFSKY et al., 2004).
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4 Objetivos

4. 1 Objetivo geral

Devido a promissora utilidade da clorofilina como agente quimioprotetor, compreende-se
a necessidade de verificar o efeito da clorofilina quando combinada a diferentes agentes
citotoxicos nas linhagens HepG2/C3A e Hela. Os dados obtidos in vitro poderdo auxiliar no

entendimento dos mecanismos pelos quais a clorofilina atua como protetora.

4. 2 Objetivos especificos

e Analisar se a clorofilina é capaz de alterar os efeitos citotoxicos causados pelos
compostos bezo(a)prireno, doxorrubicina e edelfosina.

e Avaliar o potencial protetor da clorofilina nos processos de ciclo celular e apoptose
guando combinada aos diferentes agentes indutores de danos.

e Avaliar o efeito da clorofilina associada ou nédo aos agentes na expressao de genes
envolvidos nos processos de proliferagdo e morte celular.

e Compreender o efeito protetor da clorofilina na expresséo de proteinas envolvidas

na morte celular por apoptose e autofagia.
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Resumo

A clorofilina (Chl) é um corante de alimentos derivado da clorofila que apresenta atividade
guimioprotetora. Os mecanismos pelos quais a Chl atua como protetora ndo estdo totalmente
elucidados. O presente estudo investigou o efeito protetor da Chl contra a toxicidade celular
induzida pela doxorrubicina (Dox) e benzo(a)pireno (BaP) em células HepG2/C3A. As células
foram expostas a Chl (25, 50, 100 e 200 uM) associada ou ndo a Dox (3 ou 0,1 uM) ou ao BaP
(20 uM). A Chl (100 e 200 uM), ndo apresentou citotoxicidade nem alteracdo na proliferacédo
celular e nos tratamentos associados, foi capaz de proteger as células contra a citotoxicidade da
Dox e do BaP. A analise do ciclo celular mostrou que a Dox levou ao aumento na populacao de
células em G2/M. J4& o BaP, aumentou a populagédo de células em Sub G1 e S. A maior
concentracdo de Chl (200 pM) foi capaz de restabelecer a distribuicdo normal do ciclo celular em
ambos os casos. Além disso, a Chl também inibiu a morte celular induzida pela Dox (0,1 uM) e
o BaP (20 uM), pois houve reducao na porcentagem de células apoptéticas e necréticas. No
entanto, a Chl ndo apresentou efeito contra a reducao dos niveis de mRNA causada pela Dox e
pelo BaP dos genes envolvidos na progressédo do ciclo celular (CCNA2, CCNB1, CCND1 e
CCNE1, CDK1 e CDK2) e apoptose (BAX, CASP7 e TP53). Contudo, a presencga da Chl no
tratamento simultdneo foi capaz de atenuar os efeitos causados pela Dox nas células

HepG2/C3A, o que reafirma seu potencial como agente protetor.

Palavras chave: quimioprotecdo; apoptose; ciclo celular; citotoxicidade.
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1 Introducdo

O interesse em compostos presentes na dieta que tenham a capacidade de neutralizar
os efeitos de agentes tdxicos trazendo beneficios para a satde humana, incluindo a prevencao
de doencas como o cancer, é cada vez maior. A Clorofilina (Chl) tem sido um importante alvo de
estudos neste campo, por apresentar importantes atividades biolégicas, dentre elas o potencial
guimioprotetor (Tumolo et al., 2012). A Chl, de coloracdo verde escura, € um derivado semi-
sintético da clorofila, da qual se diferencia pela substituicdo do nucleo central de magnésio pelo
cobre e por ndo possuir o grupo fitol. Tais modificacdes conferem a essa molécula maior
estabilidade e solubilidade. A Chl é comumente utilizada como corante em alimentos e como
suplemento alimentar (Tumolo et al., 2012). Estudos mostraram que este pigmento pode proteger
as células contra os efeitos causados por diversos agentes mutagénicos (Mata et al., 2004;
Hernaez et al., 1997; Garcia-Rodriguez et al., 2001; Kumar et al., 1999). Assim, a Chl possui
diferentes mecanismos responsaveis por sua atividade protetora. Um deles envolve sua
propriedade anti-oxidante, que ocorre principalmente pela captura de espécies reativas de
oxigénio (ROS) in vitro e in vivo (Kamat et al., 2000).

A capacidade para formar complexos com compostos policiclicos aromaticos € outro
mecanismo pelo qual a Chl pode neutralizar o efeito de mutagenos (Hayatsu et al., 1999). Os
complexos sdo mantidos por interacéo de “empilnamento” entre as moléculas aromaticas simples
do mutageno e os anéis de porfirina da Chl. A formacao destes complexos em solu¢ao aquosa
sequestra as moléculas livres do composto mutagénico o que leva a uma reducdo da sua
concentracao na forma ativa (monémero) (Dashwood et al., 1996).

Grande parte de todos os canceres sdo causados principalmente pela exposicdo a
produtos toxicos presentes no ambiente (Anand et al., 2008). Dentre eles esta o benzo(a)pireno
(BaP), um poluente ambiental altamente carcinogénico que pertence a familia dos
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPAS). Esses compostos sdo formados pela combustédo
incompleta da matéria organica e permanecem no ambiente por um longo periodo. A exposi¢ao
ao BaP acontece principalmente por meio da queima de combustiveis fosseis, da fumacga do
cigarro e da ingestdo de alimentos defumados, carnes de churrasco e 6leos superaquecidos
(Oliveira et al., 2007). O BaP ¢é ativado metabolicamente no figado, através do complexo
citocromo P450 (Guengerich, 2000). A maioria dos seus metabdlitos € eliminada como conjugado
de glutationa, via bile, no entanto, uma pequena parte dos metabdlitos ativados pode escapar
dessas reacdes de complexacao e ligar-se a moléculas celulares como DNA, RNA e proteinas
promovendo alteracbes em suas estruturas (Baird et al., 2005).

Diferente do BaP, a doxorrubicina (Dox) € um agente quimioterapico empregado
no tratamento de leucemias, linfomas e uma variedade de tumores soélidos (Ashour et al., 2011).
No entanto, seu efeito toxico também atinge células que ndo séo alvo no tratamento, o que pode

levar a ocorréncia de cardiotoxicidade e hepatotoxicidade nos pacientes, alguns dos principais



28

fatores que limitam o seu uso (Lao et al., 2013; Kalendera et al., 2005). A Dox possui diferentes
mecanismos pelos quais causa a citotoxicidade celular, os principais séo: a capacidade de se
intercalar com o DNA inibindo a sua replicacdo, gerar radicais livres induzindo danos no DNA,
além de causar danos na membrana e inibicdo da topoisomerase Il (Thorn et al., 2011).

Os efeitos causados pela Dox e o BaP interferem no ciclo celular e podem levar a
retencdo das células em diferentes fases, assim como induzir a morte celular. No entanto, sabe-
se pouco sobre os efeitos da Chl quando associada a esses agentes na progressao do ciclo e
inducdo de morte celular. Assim, estudos que investiguem esses processos podem ajudar a
esclarecer os mecanismos de ac¢ao protetora da Chl. Neste contexto, o presente estudo buscou
avaliar a atividade protetora da Chl contra os efeitos tdxicos causados por dois diferentes
compostos, o quimioterapico doxorrubicina e o agente mutagénico ambiental benzo(a)pireno em
células HepG2/C3A. Para isso, as células expostas a clorofilina associada aos agentes
citotdxicos foram avaliadas quanto a proliferagcéo celular, citotoxicidade, indu¢do de apoptose,

ciclo celular e andlise de expresséo de genes envolvidos nestes processos.

2 Material e Métodos

2. 1 Agentes quimicos

A clorofilina (Chlorophyllin sodium copper salt, Sigma-Aldrich), foi dissolvida em meio de
cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium — DMEM (Gibco) e esterilizada por filtragdo (Millex -
Millipore 0,22 um), o agente quimioterapico doxorrubicina (Dox) (Adriblastina, Pharmacia) e o
agente mutagénico ambiental benzopireno (BaP) (Sigma-Aldrich) foram utilizados como
indutores de danos. As concentracdes dos compostos foram previamente determinados através

de ensaios de viabilidade celular.

2. 2 Linhagem celular

A linhagem de carcinoma hepatocelular (HepG2/C3A) foi adquirida do Banco de Células
do Rio de Janeiro e cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal
(SBF, Gibco) e contendo 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco). As células foram mantidas em

estufa com 5% de CO, a 37°C. Nestas condi¢des, o ciclo celular € de aproximadamente 24 horas.



29

2.3 Avaliacéo da viabilidade celular pelo ensaio da resazurina

As células foram semeadas na concentracdo de 25.000 células/pogo em placas de 96
pocos e incubadas por 24 h para estabilizacdo. A Chl, a Dox e o BaP foram avaliadas
individualmente quanto a atividade citotdxica para determinacdo do efeito dose-resposta e
tempo-resposta. Em seguida, foi estabelecido o protocolo dos tratamentos associados em que a
clorofilina foi combinada com os agentes citotoxicos doxorrubicina e benzo(a)pireno (Chl+Dox e
Chi+BaP). A Chl foi utilizada nas concentracdes de 25, 50, 100 e 200 uM associadas a Dox (3
UM) e ao BaP (20 uM). As células foram expostas aos tratamentos por 24 e 48 h. Ao final deste
periodo, o meio de cultura foi removido e as células foram incubadas com a resazurina (7-
hydroxy-10-oxido-phenoxazin-10-ium-3-one) 60 uM por 3 h. A fluorescéncia foi mensurada em
leitor de microplacas VICTOR 3 (PerkinElmer) (530-560 nm de excitacdo e 580-600 nm de

emissao). As avaliacdes foram realizadas em trés repeticdes.

2.4 Analise Celular em Tempo Real (Real-Time Cell Analyzer - RTCA)

A andlise da proliferacdo celular foi realizada em tempo real através do equipamento
XCELLigence, Real Time Cell Analyzer (RTCA, Roche), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Este sistema monitora o status bioldgico celular através de medidas de impedancia.
Para isso, foi utilizada uma placa de cultivo que possui um sistema de sensores de eletrodos (E-
plate), que gera um campo elétrico quando uma voltagem (<20 mV) é aplicada entre os eletrodos.
AlteracBes no status bioldgico celular, como o nimero de células, viabilidade celular, morfologia
e ades&o alteram os valores de impedancia, os quais s&o expressos pelo indice Celular (IC),
gerado pelo xCELLigence. As alterac6es na impedancia sédo proporcionais ao numero de células
dentro do poco, as mudancas morfolégicas e de adesdo. Assim, quanto maior o numero e
tamanho das células, maior a impedancia.

Para este ensaio as células foram semeadas em uma E-Plate de 96 pocos na quantidade
de 25.000 células/poco e incubadas a temperatura ambiente por 30 min no fluxo laminar.
Posteriormente, a placa foi colocada na estacdo do RTCA que permaneceu na estufa CO2 a
37°C. ApoOs 24 h de estabilizagdo, foram adicionados os tratamentos com Chl (25, 50, 100, 200
e 300 uM) e com Chl associada & Dox (3 pM) ou ao BaP (20 uM). A impedancia foi monitorada
a cada 30 minutos por 96 horas. O experimento foi delineado de acordo com as indicagdes do

fabricante e realizado em trés repeti¢c6es. O IC foi calculado através do software RTCA.
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2.5 Andlise de ciclo celular por citometria de fluxo

Foram semeadas 500.000 células/poco em placas de 6 pocos e apés 24 h de incubacgéo
foram tratadas com Chl 100 e 200 uM associada ou néo a Dox (0,1 pM) ou ao BaP (20 pM) por
24 h. Neste ensaio a concentracéo da Dox foi reduzida de 3 para 0,1 uM devido a uma limitacéo
da técnica, pois, a Dox acima de 0,1 emite fluorescéncia na mesma intensidade que marcador
iodeto de propideo. As concentracdes de clorofilina foram selecionadas a partir dos resultados
dos ensaios de viabilidade e proliferacdo celular. As células foram desprendidas do frasco
utilizando Accutase (StemPro Accutase Cell Dissociation Reagent, Life technologies),
centrifugadas (2.000 rpm por 5 min) e resuspendidas em PBS. As amostras foram tratadas com
RNase (Life technologies) (0,1 mg/mL) por 30 min a 37°C, em seguida, receberam a solucdo
hipotbnica do fluorocromo (50 mg/mL iodeto de propideo, 0,1% citrato de sodio, 0,1% Triton X-
100). As amostras foram mantidas no gelo e protegidas da luz por 30 min. Apos este periodo, a
fluorescéncia do iodeto de propideo foi estimada por citometria de fluxo (Accuri C6, BD
Pharmingen™). O conteudo de DNA foi analisado e foram estimadas as porcentagens de células
nas diferentes fases do ciclo (Sub G1, G1, S e G2/M). Para cada amostra foram adquiridos
10.000 eventos e foram realizados trés experimentos independentes.

2.6 Andlise de morte celular

2.6.1 Citometria de fluxo (Anexina V-PE/7-AAD)

A analise de morte celular foi realizada utilizando o Kit Annexin V-PE Apoptosis Detection
(BD Pharmingen). As células HepG2/C3A foram semeadas (500.000 células/poc¢o) e apds 24 h
de incubacéo foram tratadas com Chl 100 e 200 uM associada ou ndo a Dox (0,1 uM) e ao BaP
(20 uM) por 24 h. As células foram desprendidas, centrifugadas (2.000 rpm por 5 min) e lavadas
duas vezes com tampao PBS a 4°C. Em seguida, cada amostra foi resuspendida em tampao de
ligagdo (Annexin V) e marcada com os fluorocromos Annexin V-Phycoerythrin (AV-PE) e 7-
aminoactinomycin D (7-AAD) de acordo com o protocolo do fabricante. As amostras foram
analisadas em citémetro de fluxo (Accuri C6, BD Pharmingen™!) utilizando o software BD Accuri
C6. Para cada amostra foram adquiridos 10.000 eventos e foram realizados trés experimentos

independentes.
2.6.2 Coloracado com Hoechst 33342
As células foram semeadas em placa de 6 po¢os na densidade de 500.000 células/pogo.

Apbs 24 h de incubacao, foram tratadas com Chl 100 e 200 uM associada ou ndo a Dox (3 pM)

ou ao BaP (20 puM) por 24 h. As amostras foram expostas ao fluorocromo Hoechst 33342 (5
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pg/mL) durante 20 min no escuro, e em seguida os nucleos foram visualizados em microscopio
de fluorescéncia em aumento de 460 X (filtro azul, 390/40 nm excitagc&o e 446/33 nm de emissao
- FLoid® Cell Imaging Station, Life technologies). Foram consideradas vidveis as células com
ndcleos ovais e baixa fluorescéncia, enquanto as células apoptéticas sao caracterizadas pela
condensacdo do nucleo e presenca de corpos apoptéticos com alta fluorescéncia. Foram
realizados trés experimentos independentes e analisadas 500 células por amostra. A
porcentagem de células apoptoéticas foi calculada da seguinte maneira: taxa de apoptose=

células apoptéticas/(células apoptoéticas + células vivas) x 100.

2.7 Analise da expressao génica por RT-qPCR

As células foram semeadas em placa de 6 pocos na densidade de 500.000 células/pogo.
Apos 24 h de incubagéo, foram tratadas com Chl (200 uM) associada ou ndo a Dox (0,1 uM) ou
ao BaP (20 uM) por 24 h. O RNA total foi isolado através do mini kit RNeasy (Qiagen), de acordo
com recomendacdes do fabricante. A integridade do RNA foi confirmada através de eletroforese
em gel de agarose (1%), a concentragao e a pureza (A260/A280) foram verificadas utilizando o
aparelho Nanodrop® 2000 (ThermoScientific).

Em seguida, o cDNA foi sintetizado a partir de 500 ng de RNA total, utilizando dNTPs
(Invitrogen, Life Technologies), Oligo-dT (Invitrogen, Life Technologies) e enzima transcriptase
reversa M-MLV (Invitrogen, Life Technologies). As reacdes de PCR em tempo real foram
realizadas através do sistema de deteccdo em tempo real CFX96 TOUCH™(Biorad). A
amplificacdo dos fragmentos foi detectada pela fluorescéncia emitida pelo fluor6foro SYBR®
Green Supermix (Bio-Rad). As reacdes de gPCR foram realizadas nas seguintes condic¢des: 50
°C por 2 minutos, 95 °C por 5 minutos e 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 15
segundos, 72 °C por 20 segundos. Os dados foram normalizados utilizando o gene de referéncia
gliceraldeido-3-fosfatodesidrogenase (GAPDH). Foram verificados os niveis de mRNA das
Ciclinas A2, B1, D1 e E1 (CCNA2, CCNB1, CCND1 e CCNEL1), das quinases dependentes de
ciclina (CDK1 e CDK2), dos genes envolvidos no processo de apoptose BCL2-associated X
protein (BAX), caspase 7 (CASP7) e do gene supressor tumoral - tumor protein p53 (TP53).
Foram realizados trés experimentos independentes. As sequéncias dos primers podem ser

observadas na tabela 1.



Tabela 1. Sequéncia de primers utilizadas na RT-qPCR

Genes Primer Referencia
F: GACCCTGCATTTGGCTGTG .
CCNA2 Hsieh, 2006
R: ACA AAC TCT GCT ACT TCT GG
F: AGA GCA TCT AAG ATT GGA GAG i
CCNB1 Sigma*
R: CCATGT CAT AGT CCA ACATAG
CCNDL F: GCC TCT AAG ATG AAG GAG AC Sigma*
R: CCATTT GCAGCAGCTC
F: GAC TTA CAT GAAGTG CTACTG i
CCNE1 Sigma*
R: GAC GAG AAATGA TAC AAG GC
F: ATG AGG TAG TAA CAC TCT GG .
CDK1 Sigma*
R: CCT ATACTC CAAATG TCAACTG
F: GAG ACC TTA AAC CTC AGA ATC .
CDK2 Sigma*
R: TGG AAT AAT ATT TGC AGC CC
F: TTT CTG ACG GCA ACT TCA ACT GGG .
BAX Sigma*
R: TGT CCA GCC CAT GAT GGT TCT GAT
F: TCA CCATGC GAT CCATCA AGA CCA i
CASP7 Sigma*
R: TTT GTC TGT TCC GTT TCG AAC GCC
F: TAC CAC CAT CCACTACAACT i
TP53 Sigma*
R: GAC AGG CAC AAACACGCAC
F: GAA GGT GAAGGT CGG AGTC
GAPDH Sugaya, 2005
R: GGAAGATGG TGATGG GATTT

Tabela 1. Lista de primers analisados por RT-gPCR em tempo real. *Primers obtidos da
Sigma-Aldrich (KiCqStart® SYBR® Green Primers - Predesigned primers for gene expression

analysis - http://www.sigmaaldrich.com/catalog).

2. 8 Andlise estatistica
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Os resultados foram analisados utilizando-se Andlise de Variancia (ANOVA) seguido de

Dunnet através do software GraphPad Prism1 version 5.00 (GraphPad Software, San Diego,

California, USA). Os dados de RT-gPCR foram normalizados e analisados de acordo com Pfaffl
et al. (2002) utilizando o software REST 2009.
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3 Resultados

3.1 Atividade protetora da clorofilina contra a citotoxicidade induzida pela Dox e BaP

Os ensaios de viabilidade celular (resazurina) e cinética do crescimento celular (RTCA)
mostraram que a Chl apresentou citotoxicidade apenas na maior concentracdo (300 uM). As
concentrac¢des de 25, 50, 100 e 200 uM de Chl obtiveram valores proximos ao do grupo controle.
Os agentes citotéxicos Dox (3 uM) e BaP (20 uM) reduziram tanto a viabilidade como a
proliferacéo das células HepG2/C3A de modo tempo dependente (Figura 1 A).

Utilizando o ensaio da resazurina foi possivel observar que a exposicao das células a Dox
(3 uM) apds 24 e 48 h causou uma reducao significativa na viabilidade celular (Fig. 1 A). Contudo,
a Chl foi capaz de reduzir este efeito citotéxico (Fig. 1 B). Nos tratamentos associados com a
Dox (3 pM) todas as concentragdes de Chl (25, 50, 100, 200 e 300 uM) aumentaram a viabilidade
das células apos 24 h de exposicdo em relacdo ao tratamento somente com a Dox. No entanto,
apos 48 h de incubagéo apenas as concentragdes de 100, 200 e 300 uM de Chl, atenuarem o
efeito da Dox.

O BaP (20 uM) apresentou maior efeito citotoxico apds 48 h de tratamento, sendo assim,
o efeito protetor da Chl p6de ser melhor observado neste periodo de exposicdo. Nos tratamentos
associados, todas as concentracbes da Chl foram efetivas em proteger as células contra a
reducgéo da viabilidade celular causada pelo BaP (Fig. 1 C).
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Figura 1. Avaliacdo da viabilidade celular pelo ensaio da resazurina. A) Células tratadas com Dox 3 uM, BaP 20
puM, Chl 25, 50, 100, 200 e 300 pM. B) Células tratadas com Dox 3 uM associada a Chl 25, 50, 100, 200 e 300
MUM. C) Células tratada com BaP 20 uM associado a Chl 25, 50, 100, 200 e 300 pM. Os dados sé@o apresentados
como as médias + desvio padrdo de trés experimentos independentes, com *p<0,05 por ANOVA seguida de
Dunnet em A) comparado ao controle, B) comparado a Dox e C) comparado ao BaP.

A avaliacdo da cinética de proliferacdo celular (RTCA), mostrou que as curvas de
crescimento referentes aos tratamentos com Chl nas concentracdes de 25, 50, 100 e 200 pM
ficaram proximas do controle. Apenas a concentragédo de 300 uM apresentou um declinio em sua
curva. Quanto aos agentes citotoxicos, tanto a Dox (3 uM) quanto o BaP (20 uM) causaram uma
grande reducéo no indice Celular (IC) (Figura 2 A). A Chl foi capaz de atenuar o efeito de ambos

0s agentes citotdxicos, pois aumentou o indice celular nos tratamentos associados (Figura2 B e
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C). As concentragfes de Chl acima de 50 uM foram mais efetivas em proteger as células quando
combinadas a Dox, o efeito protetor foi observado a partir de 24 h e se manteve até o final do
experimento (92 h).

O agente citotéxico BaP reduziu o IC apo6s aproximadamente 40 horas de exposicao,
apresentando uma resposta celular tardia na linhagem HepG2\C3A. Dessa maneira, o efeito
protetor da Chl em relacdo ao BaP foi mais evidente apds 72 h de exposi¢do. As curvas que
melhor demonstraram a atividade protetora da Chl sdo aquelas em que o BaP foi associado a
ChlI 50, 100 e 200 uM. Sendo assim, as concentracdes de 100 e 200 uM de Chl, foram escolhidas

para serem utilizadas nos demais ensaios.

A
1.000
= g e ——
- /,f e
]
=
8
o 100
Q
°
£
10
0 24 48 72 96
Tempo (horas)
e CONtrole === Ch| 25 Chl50 e====Ch|100 === Ch|200 === Ch|300 BaP === Doxo
B
1.000
——
- -
x
=]
[5
(3] 100 ————
[}
Q
T
£
10
0 24 48 72 96
Tempo (hora)
= Controle BaP ===Chl| 25+BaP Chl50+BaP === Chl 100+BaP ====Ch|200+BaP === Chl 300+BaP
C
1.000
3
=
8
o 100
Q
=}
£
10
0 24 48 72 96
Tempo (horas)
e Contro| =====Dox0o === Ch|25+Dox Chl 50+Dox === Chl 100+Dox == Ch| 200+Dox === Chl| 300+Dox

Figura 2. Curvas de indice celular da linhagem HepG2/C3A obtidas pelo sistema XxCELLigence-RTCA
mostrando a cinética de crescimento celular apés exposicédo aos tratamentos: A) Controle, Chl 25, 50,
100, 200 e 300 puM, BaP 20 uM e Dox 3 uM. B) Controle, Chl 25, 50, 100, 200 e 300 uM associadas
ao BaP 20 uM. C) Controle, Chl 25, 50, 100, 200 e 300 uM associadas a Dox 3 pM. O indice celular
(CI) foi mensurado a cada 30 min e os dados sé@o apresentados como média de trés replicatas.
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3.2 Efeito protetor da clorofilina contra as altera¢des no ciclo celular produzidas pela Dox e BaP

A fim de investigar os mecanismos pelos quais a Chl reduz a toxicidade da Dox e do BaP
foi realizada a andlise da distribuicdo das células HepG2/C3A nas fases G1, S, G2 e Sub G1 do
ciclo celular por citometria de fluxo.

O tratamento com a Chl na concentracdo de 200 uM reduziu a populacdo de células na
fase S para 8%. O tratamento com a Dox causou a parada do ciclo celular na fase G2/M, pois
houve grande reducao das células nas fases G1 (20%) e S (4%) e aumento na fase G2/M (69%),
também houve um pequeno aumento, porém nao estatisticamente significativo, de células na
fase Sub G1 (3%) que representa a populacdo de células apoptéticas (Fig. 3 A; 4 AeB). Jaa
exposicao ao agente mutagénico BaP causou um acumulo de células em Sub G1 (21%), o que
indica o potencial apoptético deste composto, além disso, elevou o nimero de células na fase S
(21%) e reduziu na fase G1 (32%) (Fig. 3 A; 5 A e B).
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Figura 3. Analise da distribuicdo do ciclo celular por citometria de fluxo (Pl). A) Efeitos dos
tratamentos com Chl 100 uM e 200 uM, Dox 0,1 uM e BaP 20 uM na distribui¢cao do ciclo celular
(G1, S, G2 e Sub G1) apls 24 horas de tratamento. Os dados sdo apresentados como a média
+ desvio padréo de trés experimentos independentes. *p<0.05, comparado ao grupo controle
por ANOVA seguida de Dunnett. B) Controle, C) Tratamento com Chl 100 uM e D) Tratamento
com Chl 200 uM. A porcentagem da populacédo de células em cada fase do ciclo celular foi
obtida pelo software Accuri C6.
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Nos tratamentos associados, a Chl 100 e 200 uM protegeu as células das altera¢gfes causadas

pela Dox 0,1 pM, sendo que a maior concentragcdo de Chl foi capaz de manter a distribuigéo
normal do ciclo celular (G1 57%, S 7% e G2/M 30%) e reduzir, mesmo que discretamente, a

porcentagem de células em Sub G1 (2%) (Fig. 4).
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Figura 4. Andlise da distribuicdo do ciclo celular por citometria de fluxo (PI). A) Efeitos dos
tratamentos apenas com Dox 0,1 pM; Chl 100 uM associada a Dox 0,1 uM e Chl 200 uM
associada a Dox 0,1 uM na distribuicéo do ciclo celular (G1, S, G2 e Sub G1) ap6s 24 horas de
tratamento. Os dados sdo apresentados como a média + desvio padrao de trés experimentos
independentes. *p<0.05 comparado ao grupo controle e #p<0.05 comparado a Dox por ANOVA
seguida de Dunnett. Histogramas obtidos pelo software Accuri C6: B) Tratamento com Dox 0,1
UM; C) Tratamento com Chl 100 uM associada a Dox 0,1 uM e D) Tratamento com Chl 200 uM
associada a Dox 0,1 pM.
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A analise da progresséao do ciclo celular apds os tratamentos associados da Chl com o
BaP, mostrou que as concentra¢des de 100 e 200 uM de Chl reduziram o niumero de células na
fase Sub G1 (4%), e assim como no tratamento associado a Dox, a maior concentracao (Chl
200 pM) manteve a distribuicdo normal do ciclo celular guando combinada com o BaP (Fig. 5).
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Figura 5. Analise da distribuicdo do ciclo celular por citometria de fluxo (PI). A) Efeitos dos
tratamentos apenas com BaP 20 uM; Chl 100 uM associada ao BaP 20 uM e Chl 200 uM
associada a o BaP 20 pM na distribui¢é@o do ciclo celular (G1, S, G2 e Sub G1) ap6s 24 horas de
tratamento. Os dados sdo apresentados como a média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes. *p<0.05, comparado ao grupo controle e #p<0.05, comparado ao BaP por
ANOVA seguida de Dunnett. Histogramas obtidos pelo software Accuri C6: B) Tratamento com
BaP 20 uM, C) Tratamento com Chl 100 uM associada ao BaP 20 uM e D) Tratamento com Chl
200 uM associada ao BaP 20 uM. A porcentagem da populagéo de células em cada fase do ciclo
celular foi obtida pelo software Accuri C6.

3.3 Atividade protetora da Chl contra a morte celular induzida pela Dox e BaP

A andlise da apoptose foi realizada por citometria de fluxo (Anexina V (AV) e 7-amino-
actinomicina (7-AAD)), com o objetivo de investigar os mecanismos pelos quais a Chl protege as
células contra o efeito citotdéxico da Dox. Para tanto, os eventos foram distribuidos e analisados
em trés populacdes celulares distintas: células viaveis (AV-/7-AAD-), células na fase inicial da
apoptose (AV+/7-AAD-) e células na fase tardia da apoptose ou em necrose (AV-/7-AAD+ e
AV+/7-AAD+).
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O tratamento com a Dox (0,1 uM) por 24 h causou um aumento na populagéo de células
em apoptose inicial para 4% e em apoptose tardia/necrose para 45%, consequentemente houve
reducdo na porcentagem de células viaveis para 52%. Nos tratamentos associados com a Dox,
a Chl nas concentragfes de 100 e 200 uM apresentou atividade antiapoptética, pois reduziu a
populacdo de células em apoptose inicial (2,0% e 1,6% respectivamente) e tardia/necrose
(31,2% e 26,6% respectivamente), dessa maneira, aumentando a porcentagem de células
viaveis para aproximadamente 70 % (Fig.6).
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Figura 6. Andlise de morte celular das células HepG2/C3A por citometria de fluxo. A) Populacdo de
células viaveis, em apoptose inicial e apoptose tardia/necrose (UR/UL) ap6s 24 h de tratamento com
Chl 100 e Chl 200 pM; Dox 0,1 uM e Chl 100 pM e 200 pM associada a Dox 0,1 pM. As médias de
trés experimentos independentes foram comparadas por ANOVA seguida de Dunnett, *p<0.05
médias com diferengas significativas em relacdo ao grupo controle e #p<0.05 em relagdo a Dox. B)
Quantificacdo de células viaveis (AV-/7-AAD-), em apoptose inicial (AV+/7-AAD-) e em apoptose
tardia/necrose (AV+/7-AAD+ e AV-/7-AAD+) ap08s 24 horas de tratamento com Chl 100 uM; Chl 200
pM; Dox 0,1 uM; Chl 100 pM associada a Dox 0,1 uM e Chl 200 pM associada a Dox 0,1 pM.
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Por uma questéo de limitagéo da técnica, a avaliagdo de apoptose por citometria de fluxo
das células expostas ao BaP ndo pode ser considerada, pois o composto apresentou
fluorescéncia na mesma intensidade utilizada para deteccéo do marcador anexina V (FL2).

Ainducéo de morte por apoptose também foi investigada por meio da anélise morfolégica
utilizando o corante hoechst 33342. As células ndo tratadas utilizadas como controle
apresentaram morfologia normal, com nucleos regulares e ovais, e permaneceram aderidas a
placa. Nos tratamentos com Chl 100 e 200 uM as células mantiveram as caracteristicas normais,
semelhantes ao controle (Fig. 7 B, C e D). Ja os tratamentos com Dox (3 uM) e BaP (20 uM)
apresentaram um grande numero de células ndo aderidas, com perda da morfologia normal,
ndcleo condensado e/ou corpos apoptoticos (figuras 8 B e 9 B). Ambos causaram aumento ha

porcentagem de células apoptéticas, a Dox para 25% e o0 BaP para 16% quando comparadas ao
controle (1,1 %) (Fig. 8A).
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Figura 7. Aspecto morfolégico da populacédo de células HepG2/C3A e analise dos
nacleos por coloracdo com hoechst 33342. A) Porcentagem de células apoptéticas
no controle e nos tratamentos com Chl 100 uM e 200 uM. B) Controle, C) Tratamento
com Chl 100 pM e D) Tratamento com Chl 200 pM.
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No entanto, os tratamentos simultdneos com Dox 3 uM e Chl 100 e 200 pM reduziram a
porcentagem de células apoptéticas para 7% e 6% respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Morfologia e analise da apoptose por coloragcdo com Hoechst 33342 das
células HepG2/C3A. A) Porcentagem de células apoptéticas nos tratamentos com
Dox 3 uM, Chl 100 uM associada a Dox 3 yM e Chl 200 pM associada a Dox 3 pM.
B ) Células tratadas com Dox 3 uM , C) Células tratadas com Chl 100 uyM associada
a Dox 3 uM e D) Células tratadas com Chl 200 pM associada a Dox 3 pM. As setas
indicam nucleos apoptéticos. As médias de trés experimentos independentes foram
comparadas por ANOVA seguida de Dunnett, *P<0.05 médias com diferencas
significativas em relacé@o ao grupo controle e #P<0.05 em relagcédo a Dox

A Chl também foi eficaz em proteger as células contra o efeito do BaP, os tratamentos
associados levaram a uma grande reducdo na quantidade de nucleos apoptéticos para 4,6% na
concentracdo de 100 pM e para 3,6% na concentracéo de 200 pM. Nos tratamentos associados

com Chl a maioria das células tiveram sua morfologia preservada (Fig. 9).
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Figura 9. Aspecto morfolégico e analise da apoptose por coloragcdo com Hoechst
33342 das células HepG2/C3A. A) Porcentagem de células apoptéticas nos
tratamentos com BaP 20 pM, Chl 100 uM associada ao BaP 20 yM e Chl 200 pM
associada ao BaP 20 uM. B ) Células tratadas com BaP 20 uM, C) Células tratadas
com Chl 100 uM associada ao BaP 20 uyM e D) Células tratadas com Chl 200 uM
associada ao BaP 20 uM. As setas indicam nucleos apoptéticos. As médias de trés
experimentos independentes foram comparadas por ANOVA seguida de Dunnett,
*P<0.05 médias com diferencas significativas em relagdo ao grupo controle e
#P<0.05 em relagao ao BaP.

3.4 Expressado dos genes envolvidos na progressao do ciclo celular e apoptose

Na andlise de expressdo de genes relacionados ao ciclo celular, verificamos que o
tratamento com Chl 200 uM reduziu os niveis de mRNA dos genes CCNA2, CDK1 e CDK2 como
pode ser observado na Figura 10 A e B. A exposi¢éo das células aos agentes citotoxicos Dox e
BaP reduziu a expressdo das ciclinas CCNA2, CCNB1, CCND1 e CCNE1l e também das
quinases dependentes de ciclina CDK1 e CDK2. Nos tratamentos em que a Chl 200 pM foi
associada a Dox e ao BaP todos os genes também tiveram a expressao reduzida.

Em relacdo aos genes BAX, CASP e TP53 envolvidos no processo de morte celular,
também houve diminuicao nos niveis de mRNA nos tratamentos com a Dox, o BaP e a Chl 200
UM associada a Dox. No tratamento associado com Chl 200 uM e BaP apenas o gene TP53 nao
teve a expressado alterada quando comparado ao controle (Fig. 10 C). Ndo houve alteracao
significativa nas células expostas a Chl 200 uM.
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Figura 10. Expressao relativa dos genes CCNA2, CCNB1, CCND1, CCNE1, CDK1, CDK2, BAX,
CASP7 e TP53 apds 24 h de tratamento. A) Chl 200 uM, Dox 3 uM e BaP 20 yM comparados ao
controle negativo. B) Chl 200 uM + Dox 3 yM comparado a Dox 3 uyM. C) Chl 200uM + BaP 20 yM
comparados ao BaP. Os dados sédo apresentados como a média da expressédo relativa de trés
experimentos independentes. A razdo e a analise estatistica foram calculadas pelo software REST
2009, (*) significativo com p < 0,05.
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4 Discussao

A busca por compostos presentes na dieta que possam proteger as células dos efeitos
toxicos causados por agentes mutagénicos, como por exemplo, os efeitos secundarios causados
pela quimioterapia, tem atraido a atencdo da comunidade cientifica. Dentre esses compostos
com potencial protetor, destaca-se a Clorofilina (Chl), pois apresenta, entre outras, atividade
guimioprotetora e antimutagénica (Egner et al., 2001).

No presente estudo, a Chl foi associada ao quimioterdpico doxorrubicina e ao
carcinbgeno ambiental benzo(a)pireno com o objetivo de investigar os mecanismos pelos quais
atua como citoprotetora. O efeito protetor da Chl contra a toxicidade induzida pela Dox e BaP foi
investigado em células HepG2/C3A por meio da andlise da viabilidade, proliferacéo e progressao
do ciclo celular e da expressdo de genes envolvidos nesses processos.

E importante destacar que as linhagens de carcinoma hepatocelular sdo modelos bem
estabelecidos para a avaliagdo de compostos com atividades protetoras em investigacdes
toxicoldgicas (Chen et al., 2011; Pereira et al.,, 2013; Wang et al., 2012). Algumas dessas
linhagens, como a HepG2/C3A (Kelly, 1994) utilizada no presente estudo, mantiveram funcdes
especificas do figado. Dentre essas fun¢cBes esta a capacidade de expressar enzimas do
metabolismo de xenobidticos em niveis proximos aos encontrados em hepatécitos primarios, o
gue as tornam modelos adequados aos estudos de toxicidade (Guillouzo e Guillouzo, 2008).

O presente estudo mostrou que a Chl nas concentragfes de 25, 50, 100 e 200 uM néao
foi citotdxica. Outros estudos in vivo e in vitro demonstraram citotoxicidade baixa ou ausente da
Chl (Bez et al. 2001; Garcia-Rodriguez et al. (2001). J& os tratamentos com a Dox e o BaP foram
citotéxicos para as células HepG2/C3A, reduzindo a viabilidade e a proliferacdo celular de modo
tempo dependente. A toxicidade de ambos foi confirmada pelos resultados de progressdo do
ciclo celular e inducdo de morte. Estudos mostraram a reducédo da viabilidade celular apés
exposicdo a Dox (Thorn et al., 2011) e ao BaP (Caino et al., 2007), evidenciando a alta toxicidade
desses compostos.

A Doxorrubicina € um farmaco antineoplasico da familia das antraciclinas, que exercem
o efeito citotdxico, principalmente, por intercalarem-se entre os pares de base do DNA, inibindo
a topoisomerase Il (TOPO II), enzima responséavel pela conformacgéo e estabilidade do DNA
(Thorn et al., 2011).

Assim como a Doxorrubicina, o BaP é altamente citotéxico. Quando metabolizado, o BaP
gera moléculas reativas que se intercalam no DNA formando adutos. Essas estruturas distorcem
o0 DNA dupla-hélice e interrompem a replicacdo, induzindo mutacdes (Baird et al., 2005). Além
da capacidade de se ligar ao DNA, a Dox e o BaP, sdo potencias agentes mutagénicos por
induzir danos ao DNA através do estresse oxidativo (An et al.,2011; Simunek et al., 2009).

O perfil das curvas obtidas pelo RTCA apés os tratamentos com a Dox e o BaP é

semelhante ao apresentado por compostos que interferem na sintese de DNA, na transcricao e
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na traducédo (Abassi et al., 2009). A curva gerada por esses compostos € caracterizada por um
aumento inicial do indice celular (IC) que permanece acima do controle, seguido por uma reducao
do IC abaixo dos niveis do controle, refletindo a resposta citotoxica dos compostos. A curva do
tratamento com BaP, mostrou que seu efeito citotdxico foi tempo dependente, caracterizado por
uma resposta celular tardia. Ja as curvas dos tratamentos associados mostraram que a Chl
reduziu o efeito citotdéxico do BaP, mantendo os indices celulares mais préximos do controle. J&
a curva gerada pelo tratamento com a Dox mostrou que seu efeito citotoxico ocorreu
aproximadamente apds 24 h de tratamento, tornando-se mais evidente apés esse periodo. Essa
resposta causada pela exposicao a Dox também foi minimizada pela Chl, pois nos tratamentos
associados as curvas se mantiveram proximas do controle. A avaliagdo morfoldgica esta de
acordo com estes resultados, pois a integridade das células foi preservada nos tratamentos
associados.

Embora a Dox e o BaP sejam compostos com diferentes origens, eles possuem
mecanismos de toxicidade similares, pois sdo capazes de interagir com o material genético
causando danos no DNA. Sendo assim, a resposta celular apds exposicdo a Dox e ao BaP
também foi semelhante e quando associados a Chl ambos tiveram seu efeito reduzido. Dessa
maneira, estes resultados propdem que a Chl pode atuar como protetora contra a atividade
citotéxica de compostos que apresentam tais mecanismos de acao.

A analise da progressao do ciclo celular por citometria de fluxo, mostrou que a exposicao
das células HepG2/C3A a Dox causou acumulo de células na fase G2/M. Resultados
semelhantes foram obtidos ap6s o tratamento com Dox, em linhagem tumoral de mama BCap37
(Zeng et al., 2000). A parada do ciclo celular causada pela citotoxicidade da Dox foi analisada
em células de leucemia P388. O estudo revelou que as células sincronizadas nas fases S e G2/M
foram mais sensiveis a Dox do que as células na fase G1 (Ling et al., 1996). Além disso, Stacey
et al. (2000) confirmaram o fato de que as antraciclinas sdo mais ativas nas células em
proliferacdo nas fases S e G2/M devido a expressdo maxima da sua enzima alvo, TOPO I,
nestas fases.

Outro mecanismo que explica o efeito toxico da Dox, é a desregulagéo da sinalizacdo de
check-point induzida por danos no DNA ou devido a inibicdo de genes especificos envolvidos
nesse processo (Thorn et al., 2011). Nosso estudo mostrou que a toxicidade causada pela Dox
reduziu de maneira geral os niveis de mMRNA dos membros da familia das Ciclinas (CCNA2,
CCNB1, CCND1 e CCNE1) e das quinases dependentes de ciclina (CDK1 e CDK2). A mitose é
iniciada por mudancas abruptas na atividade dos complexos cilcinas dependentes de quinases
(complexo ciclina-CDK). A expressao da Ciclina A2, que é relacionada com as fases S e G2/M,
pode ser reduzida sob condicGes de estresse genotoxico como resultado da ativacdo do check-
point e consequente diminuicdo da fase S (Federico et al., 2010). Outro efeito importante da
exposicao a agentes indutores de dano € a inibicdo dos complexos CDK2/ciclina E, que diminui

a fosforilacdo na proteina Rb (retinoblastoma) e consequentemente a inativagdo dos membros
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da familia dos fatores de transcricdo E2F, levando assim a baixa regulagdo transcricional da
ciclina e por ultimo a parada do ciclo. Essa forte depressao transcricional das ciclinas determina
um efeito inibidor do composto sobre os complexos de CDK/ciclina (Federico et al., 2010).

A Chl na concentracéo de 200 uM reduziu a populacao de células na fase S, o que pode
estar relacionado a reducdo dos niveis de mMRNA da CCNA2 e das quinases dependentes de
ciclina CDK1 e CDK2, pois, suas proteinas se associam para promover a progressao do ciclo
celular. Em linhagens celulares de mamiferos, a ciclina A2 é detectada durante a fase S e €
degradada durante a prometéafase, ela promove tanto a transicdo G1/S como a transicao G2/M.
Alguns autores tém demonstrado potencial antiproliferativo da clorofilina através da inibicdo de
ciclinas. Chimploy et al. (2009) investigaram a expressao de reguladores chave do ciclo celular
e verificaram reducao na expresséao das ciclinas A, B e E em células HCT116 tratadas com Chl.
Chiu et al. (2003) observaram redugé@o nos niveis protéicos de ciclina D1 e de ciclina E1 em
células MCF-7 tratadas com Chl, assim como o aumento no nimero de células na fase G2/M.

Em nosso estudo, a exposi¢édo simultanea a Chl e Dox produziu efeito protetor nas células
HepG2/C3A. Embora a Chl na concentracdo de 200 pM tenha reduzido a populagéo de células
na fase S, foi capaz de manter a distribuicdo normal do ciclo celular quando combinada a Dox e
ao BaP. No entanto, a reducdo na expressao dos genes causada pelo tratamento com a Dox ndo
foi modulada pela Chl nos tratamentos associados. A Chl pode ter como alvo diferentes vias de
sinalizac&o pelas quais atua como protetora que podem néo envolver os genes aqui estudados.
O estudo de Noshy e Hamad (2013) mostrou o efeito protetor da Chl contra a genotoxicidade e
citotoxicidade causadas pela cisplatina e 5-fluorouracil, e observaram que o pré-tratamento com
Chl foi capaz de restaurar a atividade mitética de células da medula éssea de camundongos que
havia sido suprimida pela administracdo dos quimioterapicos.

Com relacdo ao agente mutagénico BaP, a exposicdo das células a esse composto
aumentou significativamente a populacao de células em Sub G1, indicando a presenca de células
em apoptose. Houve também aumento do nimero de células na fase S. O estudo de Shinozaki
e colaboradores (1998) observaram resultado semelhante em linhagens humanas de cancer de
pulmdo (PC-10 e PC-3) expostas ao benzo[a]pyrene-diol-expoxide. Porém, Caino e
colaboradores (2006) verificaram aumento de células de carcinoma humano broncoalveolar
(H358) em G2/M apds tratamento com benzo[a]pyrene-7,8-dihydrodiol e um ligeiro aumento das
células na fase S também foi detectado.

Diversos estudos estabeleceram que os HPAs, dentre eles o BaP, formam adutos com o
DNA, o que estéa relacionado com a reducéo da sintese de DNA e proliferacdo celular (Buterin et
al.2000). Por sua vez, o BaP ligado ao DNA pode induzir quebras de fita dupla causando danos
a molécula. Tais fatores explicam a interferéncia causada pelos HPA's na distribuicdo do ciclo
celular e o alto potencial carcinogénico. Por isso o interesse em compostos que possam inibir ou

minimizar seus efeitos prejudiciais.
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No presente estudo, a analise da progressao do ciclo celular apds o tratamento associado
da Chl com o BaP, mostrou que a Chl reduziu o numero de células em Sub G1, e assim como
no tratamento associado a doxorrubicina, a maior concentracdo (Chl 200 pM) manteve a
distribuicdo normal do ciclo celular quando combinada com o BaP. O tratamento associado com
Chl e o BaP manteve a expressdo do gene TP53 proxima do controle, demonstrando que a
presenca da Chl manteve os niveis normais de mRNA de TP53 nas células HepG2/C3A. Este
gene codifica uma fosfoproteina nuclear (p53) que tem papel ativo na parada do ciclo celular e
na inducao da expresséao de genes de reparo de DNA lesado. A p53 é um importante sinalizador
de vias metabdlicas que regulam a integridade mitocondrial, a oxidac&o de lipideos e a resposta
a antioxidantes. Niveis basais de p53 controlam respostas antioxidantes, limitando o estresse
oxidativo.

Dentre as propriedades da Chl, é importante destacar a sua capacidade de inibir a morte
celular induzida por agentes mutagénicos. O estudo de Ibrahim e colaboradores (2007) mostrou
gue a administragdo da Chl reduziu a fragmentacdo do DNA em amostras de figado de ratos
tratados com ciclofosfamida e benzo(a)pireno. Resposta semelhante foi observada por Botelho
e colaboradores (2004), os autores atribuiram o resultado a capacidade que a Chl possui de se
ligar aos agentes mutagénicos e assim, inibir a fragmentagéo nuclear.

No presente estudo a Chl (100 e 200 uM) foi capaz de prevenir a morte celular causada
pela Dox e pelo BaP. Foi possivel observar que as células expostas aos tratamentos associados
com Chl apresentaram menor quantidade de nucleos apoptéticos e tiveram a morfologia
preservada em relacdo aquelas tratadas apenas com a Dox ou o BaP. Zhang e colaboradores
(2008) relataram a atividade protetora da Chl contra a morte celular induzida por peréxido de
hidrogénio em células humanas de veia umbilical (HUVEC) e relacionaram este efeito a sua
capacidade antioxidante. Por outro lado, Yu e colaboradores (2010) mostraram que a Chl
apresentou um pequeno efeito citoprotetor e baixo efeito anti-apoptético em linhagens humanas
de epitélio de pulméo (A549) e leucemia (Jurkat T) tratadas com peréxido de hidrogénio. Esses
resultados mostram que o efeito protetor da Chl pode ser dependente do tipo celular e do agente
citotoxico, 0 que pode ser positivo para o seu uso combinado com quimioterapicos na tentativa
de proteger as células que ndo séo alvo do tratamento.

O efeito protetor da Chl contra as atividades citotoxicas da Dox e do BaP pode estar
relacionado a alta afinidade que a Chl possui para formar complexos com diferentes agentes
mutagénicos, como observado por Pietrzak e colaboradores (2003). Os complexos sdo mantidos
por interagdo entre as moléculas do mutageno e a Chl, com a formacao destes complexos em
solucdo aquosa as moléculas livres do composto sdo capturadas reduzindo a sua concentracao
na forma ativa (Dashwood et al., 1996). Assim, a Chl é capaz de atenuar os efeitos toxicos do
agente mutagénico, uma vez que neutraliza as suas moléculas, impedindo sua absorcéo pelas

células e posterior interagdo com o DNA.
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Portanto, a Chl protegeu as células HepG2/C3A de maneira efetiva da toxicidade
causada pelos agentes mutagénicos Dox e BaP, atuando contra a inibicdo do ciclo e a indugéo
da morte celular. Dessa maneira, nossos resultados sugerem que a Chl pode ser uma boa
candidata a ser utilizada como agente quimioprotetor para atenuar os efeitos citotdxicos da Dox,
assim como para proteger as células dos efeitos causados pelo agente mutagénico ambiental
BaP.
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Resumo

A clorofilina, um corante semi-sintético derivado da clorofilia, € capaz de inibir a atividade de
diversos compostos quimicos. Muitos mecanismos tém sido propostos para explicar a atividade
guimioprotetora da Chl, incluindo sua capacidade para formar complexos com agentes
mutagénicos. O objetivo deste estudo foi analisar a capacidade da clorofilina de alterar os efeitos
causados por trés diferentes agente citotoxicos: benzo(a)pireno (BaP), doxorrubicina (Dox) e
edelfosina (EDLF) nos processos de proliferacdo e morte celular. Para isso, foram realizados os
ensaios de citometria de fluxo e Western blot, utilizando a linhagem HeLa. A Chl foi avaliada nas
concentracdes de 100 e 200 uM sozinha e associada com a Dox 0,1 uM; EDLF 10 uM e BaP 20
MUM. Os resultados mostraram que a Chl atenuou os efeitos causados pelos trés agentes. A Chl
200 pM reduziu o efeito citostatico da Dox (parada em G2/M), porém néo foi capaz de inibir a
inducéo de apoptose demonstrada pela presenca da PARP clivada. O efeito citostatico causado
pela EDLF (parada em G2/M), também foi alterado pela Chl 200 uM, além disso, inibiu sua
citotoxicidade, através da reducdo de células em Sub G1, entretanto, foi observada a expressao
dos marcadores de morte celular, PARP clivada e LC3-Il. No tratamento associado com o BaP,
a Chl reduziu seu efeito apoptotico, com diminuicdo de PARP clivada e da populagdo em Sub
G1. Portanto, a presenca da Chl atenuou os efeitos dos trés agentes quanto a distribuicdo das
fases do ciclo celular e fragmentacdo do DNA (apoptose), 0 que sugere sua capacidade em
alterar a toxicidade de compostos de diferentes naturezas e mecanismos de agao.

Palavras chave: ciclo celular, morte celular, guimioprotetora
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1 Introducdo

Estudos demonstraram que a presenca da clorofilina (Chl) é capaz de reduzir a
mutagenicidade de diversos agentes tais como aminas heterociclicas, aflatoxinas,
benzo(a)pireno, espécies reativas de oxigénio e ions de metais pesados (NAGINI et al., 2015).
Muitos mecanismos podem contribuir para as propriedades quimioprotetoras da Chl, um deles
foi proposto baseado no fato de que a Chl foi mais efetiva em reduzir a mutagenicidade de
compostos policiclicos com estruturas aroméaticas planas (ARIMOTO et al., 1993). De acordo
com esse mecanismo, 0os complexos sao mantidos por interacdes entre o anel de porfirina da
Chl e os anéis aromaticos dos agentes mutagénicos (HAYATSU et al., 1999).

A Chl apresenta ainda, a possibilidade de formar complexos heterélogos com compostos
mutagénicos (TACHINO et al., 1994). Outro mecanismo, foi baseado na capacidade da Chl de
reagir diretamente com grupos ativos de mutagenos, resultando na sua neutralizagdo (OLVERA
et al., 2000). Devido ao fato da Chl ser antioxidante, sua habilidade de sequestrar espécies
reativas de oxigénio pode ser responsavel pela reducdo da toxicidade de mutédgenos que
possuem a atividade mediada direta ou indiretamente por espécies reativas de oxigénio (ZHANG
et al., 2012).

O uso da Chl como quimioprotetora ou para potencializar a eficacia do quimioterapico,
tem sido considerado, uma vez que ela pode atuar por meio de mecanismos distintos,
dependendo do agente a ela associado (ARDELT et al.,, 2001, NAGINI et al., 2015). A
combinacdo de agentes trouxe avancos importantes no tratamento de alguns tipos de canceres
(linfomas, tumores da infancia, e das neoplasias de células germinativas). O uso simultaneo de
compostos com mecanismos diferentes de acéo parece ser mais eficaz (MEIYANTO et al., 2012).

A maioria dos quimioterapicos, podem provocar efeitos secundarios assim como a
inducao de mutacfes e outros efeitos citotoxicos em células que ndo sdo alvo no tratamento.
Sendo assim, € comum que 0s pacientes passem a ingerir suplementos alimentares para diminuir
os efeitos colaterais da terapia. No entanto, estes suplementos podem afetar a eficacia das
drogas antitumorais, tornando evidente a necessidade de que as combinacgfes sejam testadas
previamente.

O presente estudo aborda dois aspectos acerca do efeito da clorofilna: combinada a dois
agentes antitumorais, Dox e EDLF e combinada ao mutadgeno ambiental BaP, sendo que, cada
um dos agentes possui mecanismos distintos pelos quais podem induzir toxicidade nas células.

A Dox é um quimioterapico da familia da antraciclinas muito utilizado no tratamento de
diferentes tipos de tumores solidos e leucemias. Sabe-se que a Dox, mesmo em concentracdes
baixas, interfere com a atividade da topoisomerase Il, esta interferéncia ocasiona quebras no
DNA, e este fator esta correlacionado a sua citotoxicidade (TACAR et al., 2013).

Ja a Edelfosina (EDLF), € um agente antitumoral, membro do grupo dos lipidios

antitumorais, que atua principalmente a nivel da membrana celular. A EDLF possui uma cadeia
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apolar hidrocarbonada, o que permite sua facil inser¢do na bicamada lipidica da membrana
plasmatica, produzindo uma altera¢éo na sua conformacéo e afetando uma série de eventos,
dentre eles: estresse celular, desregulagdo das vias apoptoticas, inibicdo do crescimento e
parada do ciclo celular, que por fim desencadeia a resposta apoptética (MOLLINEDO et al.,
2011).

O efeito da Chl combinada ao BaP foi incluido por ser um mutdgeno ambiental da familia
dos hidrocarbonetos aroméaticos policiclicos, com conhecido mecanismo de acdo que age
principalmente ligando-se no DNA de forma covalente (aductos) e provocando alteracdes em
sua estrutura com consequéncias na replicacdo, transcricéo e traducdo (KASALA et al., 2015).

Para contribuir com o entendimento dos mecanismos de a¢do da Chl nosso estudo
analisou o processo de ciclo celular e apoptose em células HelLa sobre o efeito da Chl associada
a agentes com conhecidos efeitos citotoxicos por diferentes mecanismos: benzo(a)pireno,

doxorrubicina e edelfosina.

2 Material e métodos

2.1 Linhagem celular

Neste estudo foi utilizada a linhagem de carcinoma de colo uterino HeLa. As células foram
cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF, Gibco) e
contendo 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco). As células foram mantidas em estufa imida
com 5% de CO.a 37°C.

2. 2 Agentes quimicos

A clorofilina (Chlorophyllin sodium copper salt, Sigma-Aldrich), foi dissolvida em meio de
cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium — DMEM (Gibco) e esterilizada por filtragdo (Millex -
Millipore 0,22 pm). Para indugdo da citotoxicidade celular foram utilizados os seguintes
compostos: o quimioterapico doxorrubicina (Dox) (Adriblastina, Pharmacia), o agente anticancer
edelfosina (EDFL) (Inkeysa) e o agente mutagénico ambiental benzo(a)pireno (BaP) (Sigma-
Aldrich)

2.3 Andlise de fragmentacdo do DNA (apoptose) e ciclo celular por citometria de fluxo
Foram semeadas 5x10° células/poco em placas de 6 pocos e apds 24 h de incubacéo

foram tratadas com Chl 100 e 200 uM associada ou ndo a Dox (0,1 uM), EDLF (10 uM) ou BaP

(20 uM) por 24, 48 e 72 h. Ap0s os periodos de tratamento, as células foram fixadas em alcool
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70% e permanecerem a 2 °C. Para a realizagdo do ensaio, as amostras foram incubadas com
RNase (Life technologies) (0,1 mg/mL) e iodeto de propideo (20 pg/mL) a temperatura ambiente
e em agitacdo por 30 min. Em seguida, a fluorescéncia do iodeto de propideo foi estimada por
citometria de fluxo (FACScalibur, BD Pharmingen™). O conteudo de DNA foi analisado e foram
estimadas as porcentagens de células nas diferentes fases do ciclo celular (G1, S e G2/M). A
porcentagem de células da regido Sub G1 corresponde a porcentagem de morte celular por
apoptose. Para cada amostra foram adquiridos 10.000 eventos e foram realizados trés
experimentos independentes. A quantificacdo das porcentagens tanto das células apoptéticas
como das diferentes fases do ciclo celular foi realizada por meio do programa Cyflogic (Perttu
Terho & CyFlo Ltd).

2.4 Andlise da expresséo de proteinas por Western blot

Foram semeadas 3x10* células/placa e apés estabilizacéo as células foram tratadas com
Chl 200 pM sozinha e associada aos agentes citotoxicos Dox 0,1 uM; EDLF 10 uM e BaP 20 uM
durante 24 e 48 horas. As proteinas foram extraidas utilizando uma solucéo de lise (WCE 300)
e inibidor de protease (10%). As proteinas totais foram quantificadas utilizando a metodologia de
Bradford (método colorimétrico baseado na reacéo do corante azul de Coomassie ao unir-se a
proteina). A quantidade de proteinas totais de cada amostra foi determinada mediante leitura das
absorbancias obtidas por espectrofotometria. Para a realizacdo da eletroforese em gel de
poliacrilamida foram utilizados 30 pg de proteinas totais. Apos a separagdo das proteinas, foi
realizada a transferéncia das mesmas para membranas de PVDF (Milipore). Posteriormente, as
membranas foram bloqueadas com leite desnatado (5%), lavadas (TBS) e incubadas overnight
com os anticorpos primarios LC3A e PARP (Cell Signalig Technologie). Apés serem lavadas,
realizou-se a incubacdo com o anticorpo secundario (Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody, Cell
Signalig Technologie) por 1 h. Apds serem lavadas, as membranas foram reveladas por
guimioluminescéncia (Amersham ECL Western Blotting Detection Reagent, GE Healthcare Life
Science). O peso molecular foi determinado utilizando padrdes de peso molecular conhecido

(Kaleidoscope Prestained Standards, BioRad).
2.5 Andlise estatistica
Os resultados foram analisados por Andlise de Variancia (ANOVA) seguido de Dunnet

através do software GraphPad Prism1 version 5.00 (GraphPad Software, San Diego, California,
USA).
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3 Resultados

3.1 Efeito da clorofilina nas alteragdes produzidas pela Dox, EDLF e BaP no ciclo celular

A fim de investigar o efeito da Chl nas alteragGes causadas pelos agentes Dox, EDLF e
BaP no ciclo celular, foi realizada a analise da distribuicdo das células HelLa nas fases G1, S, G2
e Sub G1 por citometria de fluxo.

Os tratamentos com Chl 100 e 200 uM por 24, 48 e 72 h ndo causaram alteracbes
significativas na distribuicdo das fases do ciclo celular, como pode ser observado na figura 1. O
tratamento apenas com a Dox 0,1 puM causou a retencdo das células na fase G2/M e

consequentemente, uma grande reducdo das células na fase G1, em 24, 48 e 72 h (fig. 1).
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Figura 1. Analise da distribuicdo do ciclo celular por citometria de fluxo (G1, S, G2 e Sub
G1). Efeitos dos tratamentos com Chl 100 pM e 200 pM, Dox 0,1 uM, EDLF 10uM e BaP 20
MM nos seguintes tempos: A) apés 24 h; B) ap6s 48 h e C) ap6s 72 h. Os dados séo
apresentados como a média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, comparado ao grupo controle por ANOVA seguida de Dunnett.
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Nos tratamentos associados, a Chl foi capaz de interferir nas alteracfes causadas pela

Dox 0,1 uM. A maior concentragdo (Chl 200 uM), levou ao aumento da populacdo de células em

G1 ereduziu G2/M em 24, 48 e 72 h, esse efeito foi mais eficiente em 24 h (Fig. 2).
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Figura 2. Analise da distribuicdo do ciclo celular por citometria de fluxo (G1, S, G2 e Sub
G1). Efeitos dos tratamentos com Dox 0,1 yuM; Chl 100 uM+Dox 0,1 uM e Chl 200 pM+Dox
0,1 uM nos seguintes tempos: A) apés 24 h; B) ap6s 48 h e C) apds 72 h. Os dados sao
apresentados como a média + desvio padrédo de trés experimentos independentes com
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, comparado a Dox por ANOVA seguida de Dunnett.
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O composto antitumoral EDLF na concentracéo de 20 pM, induziu a retengéo das células
na fase G2/M do ciclo celular, com uma concomitante diminuicdo da percentagem de células na
fase G1, nos trés tempos testados. Causou ainda um aumento da porcentagem de células
apoptéticas (Sub G1) de maneira tempo-dependente: de 0,9% para 5,5 % em 24 h; de 0,8 %
para 15,9 % em 48 h e de 4,3 % para 32,6 % em 72 h (Fig. 1). Em relacdo aos tratamentos
associados, a Chl também interferiu nas alteragbes causadas pela EDLF 20 uM. A Chl 100 uM
levou ao aumento da populagéo de células em G1 em 24 e 48 h e a redugcdo em Sub G1, apds
48 h. Na presenca da Chl 200 uM, foi observado um aumento em G1 e reducédo de G2/M em 24
e 48 h. E ap6s 48 h, a Chl 200 uM reduziu de maneira significativa a populacédo de células em
Sub G1 (Fig 3).
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Figura 3. Andlise da distribuicdo do ciclo celular por citometria de fluxo (G1, S, G2 e Sub G1).
Efeitos dos tratamentos com EDLF 10 pM; Chl 100 uM+ EDLF 10 uM pM e Chl 200 uM+ EDLF
10 uM nos seguintes tempos: A) apo6s 24 h; B) apés 48 h e C) apds 72 h. Os dados sao
apresentados como a média + desvio padrao de trés experimentos independentes com *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, comparado a EDLF por ANOVA seguida de Dunnett.
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A exposicao ao agente mutagénico BaP causou aumento na populacdo de células em
Sub G1 de maneira tempo-dependente para: 6,2% em 24 h; 11,2% em 48 h e 31,2% em 72 h de
tratamento. Quando combinada ao BaP, a Chl (100 e 200 uM) foi capaz de inibir seu efeito pré-
apoptético, reduzindo a populacdo de células em Sub G1 nos periodos de 48 e 72 h de exposi¢ao

(Fig. 4).
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Figura 4. Analise da distribuicdo do ciclo celular por citometria de fluxo (G1, S, G2 e
Sub G1). Efeitos dos tratamentos com BaP 20 pM; Chl 100 uM+ BaP 20 pM pM e Chl
200 pM+ BaP 20 uM nos seguintes tempos: A) ap0s 24 h; B) apds 48 h e C) apos 72
h. Os dados sao apresentados como a média + desvio padrédo de trés experimentos
independentes. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, comparado ao BaP por ANOVA seguida
de Dunnett.
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3.3 Efeito da Chl na expresséo de proteinas relacionados aos processos de morte celular

por apoptose e autofagia.

Para investigar se os efeitos da Chl sozinha e quando combinada aos diferentes agentes
citotdxicos estavam relacionados com a inibicdo da morte celular por apoptose e/ou autofagia,
realizou-se a andlise das proteinas LC3 e PARP por ensaio de Western blot.

Nos tratamentos apenas com a Chl 200 uM néo houve a presenca da forma lipidada LC3-
Il (Fig. 5). Apenas os tratamentso com a EDLF 10 uM sozinha e em associacdo com a Chl 200
MM induziram a expressao da LC3-Il em 24 e 48 h. A proteina PARP também foi avaliada, a
figura 5 mostra a presenca da forma clivada nos tratamentos com Chl 200 uM e Dox 0,1 uM e
forte aumento nos tratamentos com EDLF 10 uM e BaP 20 uM quando comparados ao controle.
Em relagédo aos tratamentos associados, a Chl 200 uM quando combinada ao BaP reduziu a

formacéo de PARP clivada, apenas em 24 h (Fig. 5).
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Figura 5. Andlise de Western blot dos marcadores de morte celular
por apoptose e autofagia em extrato de células HelLa. Os niveis das
proteinas PARP e LC3 foram detectados por immunoblotting apés
24 e 48 horas de exposi¢ao aos tratamentos: Chl 200 pM; Dox 0,1
uM; BaP 20 pM, EDLF 10 pM e associados: Chl 200 pM+Dox 0,1
pUM; Chl 200 uM+BaP 20 pM e Chl 200 pM +EDLF 10 pM.
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4 Discussao

A cada ano, descobertas sobre os mecanismos pelos quais 0s constituintes da dieta
podem impedir o desenvolvimento do cancer s&o publicadas, sendo que a regulacdo do ciclo
celular e inducdo de morte celular sdo assuntos de grande interesse da area. O desafio em
descobrir constituintes quimiopreventivos seguros advindos da dieta é consideravel, contudo, 0s
beneficios futuros sdo de grande valor.

A Chl é capaz de atuar como protetora contra diversos agentes mutagénicos e
carcinogénicos. Dessa maneira, foram propostos diferentes mecanismos por meio dos quais a
Chl pode inibir os danos induzidos por esses agentes. Esses mecanismos incluem: a atividade
antioxidante, sua capacidade em interagir com grupos ativos de mutagenos e de formar
complexos com diferentes compostos, além da ativacdo das vias de detoxificagdo de
xenobioticos (NAGINI et al., 2015). No entanto, estudos sobre os efeitos da Chl nos processos
de ciclo celular e morte celular ainda sdo escassos. O presente estudo, investigou o potencial
protetor da Chl contra as alteragbes produzidas por trés agentes citotoxicos com diferentes
mecanismos de acdo. Foram, portanto, analisados seu efeito isolado e em associagdo com a
Dox, EDLF e BaP nos processos de proliferagdo e morte celular.

O presente estudo, demonstrou que a Chl foi capaz de reduzir o efeito citostatico
(parada em G2/M) dos agentes antitumorais Dox e EDLF e do efeito citotoxico (indu¢do de morte
celular) da EDLF e BaP. Sabe-se que os agentes utilizados no presente estudo alteram a
distribuicdo das fases do ciclo celular e induzem morte celular em resposta a sua toxicidade
(GAJATE; MOLLINEDO, 2002, TACAR et al.,, 2013, STELLAS et al., 2014), entretanto, os
principais mecanismos pelos quais cada um atua na célula s&o diferentes. E este fator, reforca a
hipotese de que a Chl pode atuar contra agentes que possuem naturezas e mecanismos de acao
distintos.

Como esperado, a Dox na concentragdo de 0,1 uM alterou a distribuicdo das fazes do
ciclo celular, levando a um aumento da populacdo de células em G2/M. Este efeito era esperado
uma vez que a Dox é mais ativa nas células em proliferacdo nas fases S e G2/M devido a
expressao maxima da sua enzima alvo, TOPO Il, nestas fases (LING et al., 1996). Apesar de
modificar a distribuicdo das células nas fases do ciclo celular, quando comparada ao tratamento
apenas com a Dox, a associacdo com a Chl nédo foi capaz de fazer com que o ciclo recuperasse
sua distribuicdo para proxima do controle. A presenca da forma clivada da proteina PARP no
tratamento associado, sugere que a Chl ndo foi eficiente em proteger as células contra a inducao
de morte por apoptose causadas pela Dox. Este resultado pode estar relacionado com a resposta
ao dano celular, ndo havendo reparo das células em G2/M, estas podem ser encaminhadas para
a apoptose para sua eliminacdo (JOHNSON; SHAPIRO, 2010).

Estudos anteriores in vivo e in vitro mostraram que a Chl foi capaz de atuar como

protetora contra os efeitos causados por potentes agentes antitumorais que atuam
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principalmente a nivel de DNA, como a: ciclofosfamida, bleomicina, cisplatina, 5-fluorouracil e a
doxorrubicina (TE et al., 1997, GENTILE et al., 1998, NOSHY; HAMAD, 2013). Entretanto, supde-
se que este seja o primeiro estudo com a Chl combinada a um composto da natureza da EDLF,
um lipideo antitumoral, que atua principalmente a nivel de membrana (GAJATE; MOLLINEDO,
2002).

A Chl combinada ao composto antitumoral EDLF, apresentou efeito protetor tempo-
dependente, sendo que, em 24 h a presenga da maior concentragéo da Chl (200 pM) manteve a
distribuicéo do ciclo mais préxima do controle. Entretanto, apds 72 h o tratamento associado ndo
apresentou efeito significativo. Apesar de reduzir a populacdo de células em Sub G1, foi
observada a presenca da forma clivada da proteina PARP e da proteina LC3-Il no tratamento
associado com a Chl 200 uM. A presenca das proteinas no tratamento associado, sugere que, a
expressdo das proteinas pode estar antecedendo as alteracdes morfologicas (a apoptose é
detectada por meio da fragmentacdo do DNA). O que pode ser demostrado pelo tratamento
associado com a Chl 200 uM apés 72 h, o qual, ndo foi capaz de reduzir a populacdo em Sub
G1, que representa as células apoptaéticas.

Ardelt e colaboradores (2001) também investigaram o potencial protetor da Chl quando
associada a diferentes compostos, a mostarda de quinacrina e mostarda de nitrogénio. Ambas
causaram retencdo das células em G2/M e induziram apoptose nas células tumorais HL-60 e
MCF-7. Nos tratamentos associados, a Chl (0,22 M) protegeu as células dos efeitos citotdxicos
e citostaticos da mostarda de quinacrina, entretanto, ndo foi eficiente contra a mostarda de
nitrogénio.

Estudos demonstraram o potencial protetor da Chl em associacdo com diferentes
mutagenos ambientais, dentre eles, os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, como o
dibenzo(a)pireno (REDDY et al., 1999); e as aminas heterociclicas, como a 2-amino-1-metil-6-
fenilimidazo-[4,5-b]piridina (SUGIYAMA et al., 1996) e 2- amino-3-metilimidazol [4,5-f] quinolina
(DASHWOOD; GUO, 1992). Os autores atribuiram a protecéo, principalmente, a capacidade que
a Chl possui de formar complexos com os compostos mutagénicos, impedindo assim, sua
interagcdo com o material genético. No presente estudo, o BaP aumentou significativamente a
porcentagem de células apoptéticas (Sub G1), o que corrobora com o forte aumento da PARP
clivada. Quando associada ao BaP, a Chl foi capaz de inibir a indugdo da morte celular por
apoptose, o que pode ser verificado por meio da reducédo das células apoptéticas e dos niveis
de PARP clivada.

Alguns autores propuseram que a estrutura aromatica dos agentes seria necessaria
para conferir sensibilidade a Chl (ARIMOTO et al., 1993, DASHWOOD et al., 1996, ARDELT et
al., 2001). Por outro lado, estudos demostraram o potencial protetor da Chl contra agentes com
diferentes estruturas e mecanismos de acdo (PIETRZAK et al., 2003, PIETRZAK et al., 2006,

ZHANG et al., 2008), o que esta de acordo com o presente estudo.
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Portanto, a presenca da Chl reduziu os efeitos dos trés diferentes agentes na
distribuicdo das fases do ciclo celular e fragmentacdo do DNA (apoptose). Contudo, sua
eficiéncia parece estar relacionada com o tempo de exposi¢cdo e também com o tipo do agente
a ela associado. Assim como na literatura, os resultados sugerem que seu efeito pode apresentar
maior ou menor efetividade dependendo da natureza e/ou mecanismo do composto a qual esta

associada.
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7 Consideracdes finais

Muitas evidéncias indicam a eficdcia da suplementagcdo com a Chl na reducdo de
doencas, como por exemplo, o cancer. Contudo, estudos aprofundados sao necessarios, para
uma melhor caracterizagédo dos seus efeitos como composto quimioprotetor.

Os resultados do presente estudo demonstraram o potencial quimioprotetor da clorofilina
contra os efeitos toxicos dos agentes antitumorais doxorrubicina e edelfosina e do mutageno
ambiental benzo(a)pireno, na proliferagdo e morte celular. Este potencial foi verificado em dois
modelos experimentais in vitro bem estabelecidos, a linhagem metabolizadora de cancer de
figado, HepG2/C3A e a linhagem ndo metabolizadora de cancer cervical, HelLa.

Os dados reforcam a capacidade que a clorofilina possui para alterar a resposta celular
de agentes com diferentes origens e mecanismos de a¢do. Assim, apesar da sua utilizacdo como
suplemento alimentar devido ao seu potencial quimioprotetor, a Chl pode afetar a eficacia das
drogas antitumorais, o que demonstra a necessidade de que as possiveis combinac¢des sejam
testadas.

O desenvolvimento de novas pesquisas podera auxiliar os profissionais de saude a
responder as questdes sobre dieta e suplementagdo alimentar. E necesséario ainda, mais
conhecimento sobre as concentragfes dos agentes quimioprotetores e sobre seus mecanismos

gue podem impedir o desenvolvimento do cancer.



66
8 Apéndice
Tabela 1. Valores de indice Celular (IC) obtidos pelo sistema xCELLigence-RTCA. Os dados foram

normalizados no tempo de adi¢do dos tratamentos. O IC foi mensurado a cada 30 min e os dados
sdo apresentados como média + desvio padrdo de trés replicatas.

Tempo (Horas)

Tratamento 0 24 48 72 96
Controle 0,830 + 0,022,035 + 0,14 3,913 + 0,104,176 + 0,10]4,405 * 0,13
Chl 25 pM 1,003 + 0,162,768 + 0,2044,036 £+ 0,064,193 = 0,034,567 + 0,09
Chl 50 uMm 0,859 + 0,052,271 + 0,223,440 + 0,303,646 + 0,28]4,154 + 0,21
Chl 100 uM 0,765 + 0,051,765 + 0,113,457 + 0,284,093 + 0,39]4,731 + 0,30
Chl 200 pM 0,845 + 0,18]1305 £+ 0,273,137 = 054]14,309 + 059]4,68 £ 0,62
Chl 300 uM 0,904 + 0,061,197 + 0,132,187 + 0,382,854 + 0,41]2,960 * 0,40
Dox 3 uM 0,826 + 0,161,881 + 04710465 £+ 02710235 = 0,170,166 + 0,12
Chl 25 uM +Dox 3 uM 0,956 + 0,182,562 + 045)1,299 + 0,22]0,808 + 0,23]0,569 + 0,21
Chl 50 uM +Dox 3 uM 0,807 + 0,112,463 + 0,361,749 + 0,341,234 + 0,24]0,934 + 0,19
Chl 100 pM +Dox 3 uM 0,840 £ 0,063,295 + 03112435 £ 1241722 = 1011241 = 0,79
Chl 200 pM +Dox 3 uM 0,862 + 0,062,920 + 058}2,165 + 0411571 + 0,12]1,088 * 0,13
Chl 300 uM + Dox 3 uM 0,808 + 0,15§1584 + 0,20)1,469 + 030}0,881 + 0,161,013 + 0,33
BaP 20 uM 0,899 + 0,042,711 + 0,121,907 + 0,24]0,646 + 0,03]0,351 *= 0,01
Chl 25 uM +BaP 20 uM 1,060 + 0,083,029 + 0,223,929 + 0492662 + 085]1,824 + 0,71
Chl 50 uM +BaP 20 uM 0,884 *+ 0,072,366 + 0,183,535 + 0,243,236 + 0,39]2,748 = 0,41
Chl 100 pM +BaP 20 uM 0,848 + 0,05]2031 + 0,173,241 + 0,183,646 = 0,273,318 + 0,20
Chl 200 pM +BaP 20 pM 0,903 + 0,10§1371 + 0,171,998 + 0,15]2,489 + 0,24]2,203 = 0,43
Chl 300 uM +BaP 20 uM 0,725 + 0,06]1,212 + 0,2130,979 £ 0,101,404 = 0,39]0,727 = 0,14

Tabela 2. Analise de morte celular das células HepG2/C3A por citometria de fluxo. Porcentagem da
populacao de células viaveis (LL), em apoptose inicial (LR) e apoptose tardia/necrose (UR/UL) apos
24 h de tratamento com Chl 100 e Chl 200 uM; Dox 0,1 uM e Chl 100 uM e 200 pM associada a
Dox 0,1 uM. As médias da porcentagem de trés experimentos independentes foram comparadas
por ANOVA seguida de Dunnett, *P<0.05 médias com diferencas significativas em relacdo ao grupo
controle e #P<0.05 em relag&o a Dox.

Tratamentos Vi?li/l_e)is Apop. 'I('S:_d/iL'j\F/Secrose Apop()l._ll:?)icial
Controle 825+1,3 16,2+0,2 16+04
Chl 100 uM 72,6 £1,2 25,2+22 22+05
Chl 200 uM 73,320 27,3+1,2 19+04
Dox 0,1 uM 51,7 £6,7* 44,9 + 8,5* 45 +0,3*
Chl 100 uM+Dox 0,1 uM 70,5+ 1,6%# 31,2+ 3,7*# 1,9+0,1#
Chl 200 uyM+Dox 0,1 uM 71,8+ 1,1%# 26,6 42 # 1,6 +0,3#
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Tabela 3. Expresséo relativa normalizada com o gene de referéncia GAPDH. Os valores de fold
change representam quantas vezes o0 gene foi menos expresso em relagdo ao grupo controle.

Gene Tratamento Expresséo Std. Error P(H1) Resultado | Fold change
Chl 200 pM 0,41 0,302 - 0,515 0,00 DOWN -2,46
Dox 3 um 0,05 0,041 - 0,060 0,04 DOWN -20,0
CCNAZ2 | Chl 200 puM+Dox 3 uM 0,04 0,021 - 0,058 0,00 DOWN -25,0
BaP 20 uM 0,11 0,078 - 0,145 0,00 DOWN -8,93
Chl 200 pM+BaP 20 uM 0,07 0,046 - 0,121 0,04 DOWN -14,1
Chl 200 pM 0,59 0,533-0,638 0,06 -1,70
Dox 3 pm 0,19 0,177 - 0,207 0,04 DOWN -5,26
CCNB1 | Chl 200 uM+Dox 3 uM 0,14 0,104 - 0,191 0,00 DOWN -7,25
BaP 20 pM 0,23 0,209 - 0,247 0,00 DOWN -4,41
Chl 200 uM+BaP 20 uM 0,15 0,098 - 0,269 0,00 DOWN -6,62
Chl 200 pM 0,71 0,553 - 0,867 0,12 -1,41
Dox 3 um 0,18 0,134 - 0,251 0,04 DOWN -5,56
CCND1 | chl 200 puM+Dox 3 uM 0,31 0,252 - 0,393 0,00 DOWN -3,22
BaP 20 uM 0,26 0,175- 0,394 0,00 DOWN -3,86
Chl 200 uM+BaP 20 uM 0,15 0,117 - 0,196 0,02 DOWN -6,71
Chl 200 pM 0,80 0,730 - 0,866 0,02 -1,26
Dox 3 pm 0,54 0,366 - 0,773 0,05 DOWN -1,87
CCNEL | Chl 200 uM+Dox 3 uM 0,44 0,379 - 0,489 0,03 DOWN -2,29
BaP 20 pM 0,46 0,354 - 0,602 0,03 DOWN -2,16
Chl 200 pM+BaP 20 uM 0,37 0,281 - 0,441 0,08 DOWN -2,70
Chl 200 pM 0,43 0,294 - 0,613 0,02 DOWN -2,33
Dox 3 pm 0,26 0,196 - 0,388 0,02 DOWN -3,79
CDK1 | cChl 200 pM+Dox 3 uM 0,15 0,100 - 0,252 0,00 DOWN -6,62
BaP 20 uM 0,40 0,313 - 0,520 0,00 DOWN -2,53
Chl 200 uM+BaP 20 uM 0,29 0,239 - 0,372 0,02 DOWN -3,44
Chl 200 pM 0,14 0,099 - 0,201 0,00 DOWN -6,94
Dox 3 um 0,22 0,141 - 0,329 0,07 DOWN -4,46
CDK2 | chl 200 pM+Dox 3 uM 0,405 - 0,621 0,02 DOWN -2,01
BaP 20 uM 0,31 0,240 - 0,384 0,05 DOWN -3,19
Chl 200 uM+BaP 20 uM 0,18 0,145 - 0,221 0,02 DOWN -5,65
Chl 200 pM 0,79 0,591 - 1,079 0,23 -1,27
Dox 3 um 0,24 0,177 - 0,316 0,04 DOWN -4,20
BAX | Chl 200 uM+Dox 3 uM 0,56 0,467 - 0,625 0,04 DOWN -1,80
BaP 20 uM 0,54 0,347 - 0,795 0,00 DOWN -1,85
Chl 200 uM+BaP 20 uM 0,47 0,415 - 0,552 0,08 DOWN -2,12
Chl 200 pM 0,65 0,514 - 0,815 0,01 -1,53
Dox 3 pm 0,26 0,181 - 0,359 0,04 DOWN -3,92
CASP7 | Chl 200 uM+Dox 3 pM 0,22 0,106 - 0,412 0,03 DOWN -4,48
BaP 20 uM 0,55 0,456 - 0,726 0,00 DOWN -1,81
Chl 200 uM+BaP 20 uM 0,42 0,399 - 0,440 0,00 DOWN -2,39
Chl 200 uM 1,08 0,793 - 1,629 0,85 -0,92
Dox 3 pm 0,31 0,233 - 0,446 0,03 DOWN -3,23
TP53 | Chl 200 pM+Dox 3 UM 0,40 0,311 - 0,512 0,03 DOWN -2,51
BaP 20 pM 0,32 0,239 - 0,419 0,00 DOWN -3,16
Chl 200 uM+BaP 20 uM 1,32 0,995 - 1,817 0,25 -0,76






