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RESUMO

A a-tomatina ¢ um glicoalcaloide encontrado em diferentes partes do tomateiro (Lycopersicon
esculentum), presente em maior quantidade nos tomates quando ainda estdo verdes. Diversas
propriedades bioldgicas sdo atribuidas a esse composto, como atividades antitumoral,
antiinflamatéria, imunorreguladora, fungicida e bactericida. O cancer de pulmao ¢ o primeiro
em numero de casos e o segundo em mortalidade. Trata-se de uma neoplasia bastante
agressiva cujos tratamentos poOs-diagnostico — ressec¢do cirurgica € quimioterapia — nem
sempre sdo efetivos. O estudo das propriedades quimioprotetora e quimioterapica de
substancias de origem natural apresentam novos potenciais tratamentos no controle do
crescimento tumoral através da inibicdo da proliferacdo celular e inducdo de apoptose. Esse
trabalho tem por objetivo avaliar os efeitos da a-tomatina sobre a proliferacdo celular,
apoptose, genotoxicidade e regulacdo génica de células tumorais ndo-pequenas de pulmao
humano. Para isso utilizaremos cultura in vitro de células da linhagem NCI-H460 sob
diferentes concentracdes de o-tomatina. A a-tomatina inibiu a sobrevivéncia celular em
25,2% quando utilizada na concentracao de 2pg/mL durante 24 horas, e inibiu completamente
a proliferagdo celular em concentragdes superiores a Spg/mL. Nenhuma das concentracdes de
a-tomatina testadas induziu apoptose, assim como nao foram genotoxicas. Nas concentracdes
de 0,1 e 2ug/mL ndo foram observadas alteracdes na expressdo génica do CYP1Al, P53 e
GST. Os dados sugerem que a o-tomatina ndo ¢ um indutor das vias classicas da apoptose,
seus efeitos observados in vitro sdo provavelmente produto de sua agdo na integridade da
membrana plasmatica e na lise das células tumorais. Diversos estudos apontam as
propriedades da a-tomatina e seus beneficios como promissor composto antitumoral. Nosso
trabalho contribui com as mais recentes pesquisas € sugere novos estudos para elucidar seus
mecanismos bioquimicos.

Palavras-chave: a-tomatina. Proliferacao. NCI-H460. Lise celular.



VIDA, Rodrigo César dos Santos Vida. Evaluating of cytotoxic and antiproliferative
effects of the glycoalkaloid a-tomatine against human lung tumor cells. 2011. 66 f.

Dissertation (Master’s Degree in Experimental Pathology) — Universidade Estadual de

Londrina, Londrina, 2011.

ABSTRACT

a-Tomatine is a glycoalkaloid present in different parts of the tomato plant (Lycopersicon
esculentum), found in great amounts in the unripen fruits. Many different biological properties
have been described for this compound such as antimutagenic, antinflamatory,
imunnorregulator, fungicide and bactericide properties. Lung cancer is a deathly disease; its
mortality is related to the after-diagnosis procedures such as surgical resection and non-
responsive chemotherapy. This work aims evaluating o-tomatine effects on inhibition of
cellular growing, apoptosis-triggering and gene regulation in non-small lung tumor cells. To
achieve this goal we will use in vitro NCI-H460 cells. Our results showed that a-tomatine
inhibited cell growing successfully at 2pg/mL at the first 24 hours by 25%, inhibiting it
completely at Sug/mL or above. a-Tomatine didn’t show any apoptosis-triggering property or
genotoxic effects. a-Tomatine didn’t change CYP1Al, P53 or GST gene expression rates at
0,1 and 2pg/mL. These results suggest that a-tomatine doesn’t trigger apoptosis through the
classical pathways already described, and its in vitro inhibitory effect on tumor cells is likely
due to its interaction with cell membrane following lisis. Many works have already shown a-
tomatine as a potent antitumor compound. Our work contributes to the newest researches and
suggests new works aiming to elucidate a-tomatine biochemical pathways.

Keywords: a-tomatine. Cell growth. NCI-H460. Lisis.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER E QUIMIOPREVENCAO

Cancer ¢ o nome dado a uma complexa familia de doencas caracterizadas
pelo crescimento anormal de células, causado por alteracdes na expressao de diversos genes
que levam a um desregulado balanco entre proliferagdo e morte celular. Muitos canceres tém
por caracteristica a capacidade de se espalhar pelo corpo do hospedeiro — metastases —, muitas
vezes levando a morte. Por essas razdes, o cancer ¢ listado como a segunda maior causa de
mortes ndo-acidentais em todo o planeta, vitimando cerca de sete milhdes de individuos
anualmente com um aumento de 1,1% no numero de casos (RUDDON, 2007).

Com relagdo a mortalidade podemos citar o cancer de pulmado, que
independentemente de género ou faixa etaria, € o tipo de neoplasia que mais mata no mundo todo,
sendo o segundo tipo em niimero de casos. Estima-se que a cada dez mortes causadas por algum
tipo de cancer, trés sejam devido ao cancer de pulmdo. A impossibilidade de um procedimento
cirurgico ¢ relatada em muitos casos, mas o principal fator causal das mortes ¢ o diagndstico
tardio, aliado a rapida evolugao e agressividade desse tipo de tumor (ROCHA, 2004).

Os processos que visam a preven¢do ao surgimento de um cancer, bem
como seu desenvolvimento, dependem principalmente da reducdo da exposi¢do a fatores de
risco evitando, por exemplo, o contato com hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (produtos
da queima de substancias organicas, como combustiveis e tabaco), a exposi¢do a raios UV e
outras irradiacdes potencialmente danosas (KIM et al., 2005). No caso de individuos ja
expostos a essas situagdes, a intervencao com agentes inibitdrios que atuem em conjunto com
o sistema imunoldgico deve ser observada para impedir os processos de iniciacdo do cancer —
a quimioprevengdo (WOGAN et al., 2004).

Quimioprevengao ¢ o processo pelo qual sao utilizados compostos quimicos
para impedir ou retardar o processo de desenvolvimento de uma neoplasia ja estabelecida ou
em processo de iniciacio (WOGAN et al., 2004). A determinacdo da propriedade
quimioprotetora de um dado composto depende dos estudos de sua atividade sobre diferentes
constituintes celulares, onde os processos de sua interacdo com membranas, sua atividade
sobre o metabolismo celular e sobre a expressdo génica, dentre outros, sdo avaliados.

Diversos eventos biologicos, como os mecanismos de controle do ciclo celular, a angiogénese
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e as etapas da diferenciacao celular sdo cruciais para o desenvolvimento de uma neoplasia, €
constituem os principais alvos de uma substancia quimioterapica no retardo da carcinogénese
(KELLOFF et al., 2000).

Uma droga com excelente atividade quimioprotetora contra o cancer ¢
aquela que produz efeitos deletérios em células tumorais enquanto ndo atua, ou pouco o faz,
sobre células normais. Sabe-se, por exemplo, que alguns compostos quimioterapicos
apresentam ampla atividade pro-apoptotica e genotdxica. Essa atividade ¢ danosa ndo
somente as células neoplasicas, como também o ¢ as células normais. Sendo assim, ¢
necessario que antes da aplicagdo clinica de um composto quimioterapico qualquer que
estudos de toxicidade e de dose-eficacia sejam realizados, a fim de se obter um composto de
alta atividade quimioterapica capaz de atuar diretamente e preferencialmente apenas sobre o
cancer (KELLOFF et al., 1994).

Uma excelente maneira de prevenir a populacdo ¢ através da orientagdo
nutricional. Sabe-se que uma menor ingestao de substancia com potencial pro-carcinogénico
como conservantes e corantes combinada a alimentos funcionais ricos em compostos como
vitaminas, carotenoides, terpendides, metionina e outros antioxidantes sdo capazes de
diminuir a incidéncia de diferentes tipos de cancer, atuando na iniciacdo e na prevencdo de
seu surgimento (CHUANG et al., 2000; KELLOFF et al., 2000). Muitos produtos naturais ¢
sintéticos podem ser utilizados para impedir o desenvolvimento de células tumorais através de
suplementagdo alimentar. Muitas espécies vegetais, como frutas, leguminosas, folhas e raizes
apresentam substancias anticarcinogénicas (SLATTERY et al., 2000).

Muitas dessas classes de substancias, como polifenois, isoflavonas, cafeina
e acidos salicilicos, vém sendo estudadas nos ultimos anos com resultados favoraveis a sua
atividade quimioprotetora e antitumoral. As substincias de atividade antitumoral podem ser
enquadradas em dois grandes grupos: aquelas cuja efetividade se da quando ingerida antes ou
conjuntamente com a substancia cancerigena (agentes bloqueadores) e aquelas cuja atividade
¢ notdria apos os processos de iniciagdo da carcinogénese (agentes supressores). Algumas
substancias, no entanto, apresentam efeitos de protecdo dupla, atuando tanto antes como
depois dos processos de carcinogénese (ZHANG & TALALAI 1994; RUDDON, 2007). Os
antioxidantes constituem o principal grupo de agentes bloqueadores, impedindo a interagao de
radicais e outras substancias diretamente com macromoléculas da maquinaria celular, como
proteinas, lipidios e acidos nucléicos. Os agentes supressores atuam diretamente sobre eventos
celulares de proliferagdo e desenvolvimento, impedindo a maligniza¢do de células iniciadas

por reparo ou indugdo a apoptose (MORSE & STONER, 1993).
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1.2 TOMATINA

Glicoalcaldides sdo espécies quimicas sintetizadas naturalmente por
diferentes espécies vegetais, caracterizadas pela presenga de nitrogénio em uma estrutura
esteroidal e uma cadeia lateral de carboidratos na posi¢do 3-OH. As espécies do género
Solanum, conhecidas por produzirem diferentes glicoalcaldides em abundancia durante seus
ciclos de vida, incluem batatas, berinjelas e tomates entre seus membros mais consumidos em
todo o planeta (BARCELOUX et al., 2008)

Constituindo uma das principais fontes de alimento para seres humanos e
outros animais, os tomates (Lycopersicon esculentum) estdo entre as vinte espécies vegetais
mais consumidas em todo o planeta. As diferentes espécies e subespécies desse género
produzem frutos ricos em componentes nutricionais importantes ¢ uma variedade de
metabolitos secundarios (BAER-DUBOWSKA et al., 2006).

Dentre os glicoalcaloides produzidos por essa espécie podemos destacar a o-
tomatina, a tomatidina e a desidrotomatina. A tomatidina ¢ um alcaldide bastante freqiiente
em tomates, e sua estrutura ¢ compartilhada pela o-tomatina e parcialmente pela
desidrotomatina, onde também ¢ denominado radical aglicona. a-Tomatina e desidrotomatina
apresentam a mesma cadeia lateral de carboidratos, denominada B-licotetraose, que
caracteriza essa espécie quimica. A unica diferenca estrutural entre esses glicoalcaloides ¢ a
presenca de uma dupla ligagdo no anel esteroidal B da aglicona na molécula de
desidrotomatina (RODDICK, 1973). Apesar de estruturalmente aparentadas, o-tomatina e
desidrotomatina sdo compostos quimicos diferentes, essencialmente quanto sua fungdo
bioldgica e dinamica de biossintese. Esses dois compostos compdem os glicoalcaldides mais
abundantes encontrados nas diferentes variedades de tomate (KOZUKUE et al., 2004).

A o-tomatina, que também pode ser denominada A-tomatina, licopersicina ou
simplesmente tomatina, ¢ o glicoalcaldide mais abundante em tomates. Em pesquisa realizada
com diferentes tipologias de tomates a concentragdo média de a-tomatina em frutos verdes foi
estimada em aproximadamente 16mg por grama do fruto, cerca de dez vezes a concentragao
encontrada de desidrotomatina sob as mesmas condi¢des (KOZUKUE et al., 2004).

A molécula da o-tomatina € constituida por uma estrutura esteroidal
fortemente ligada a cadeia lateral de carboidratos — o radical B-licotetraose (Figura 1). Esse

radical ¢ localizado no carbono 3 do primeiro anel da estrutura esteroidal, e ¢ composto por
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quatro monossacarideos de trés tipos diferentes — as hexoses D-galactose, D-glicose ¢ a
pentose D-xilose, onde a D-glicose aparece duas vezes. Sua formula geral ¢ CsoHgsNO»; e seu
peso estimado em 1034,22 Da (RODDICK, 1973; MORROW et al., 2004; IKEDA et al.,
2006).

Tomatidine
aglycone

Glc1

o 0 °
H
HO o "% 01
HO 0 0 ;
OH 0 HO (o) :
OH
Gal

HO HO Gle2

Figura 1 — Molécula da a-tomatina.
Fonte: Friedman et al. (1995).

Através da hidrdlise acida da licotetraose € possivel formar subprodutos da
o-tomatina, classificados de acordo com o nimero de monossacarideos no radical. Os
procedimentos para hidrélise deste glicoalcaldoide foram descritos por Friedman e
colaboradores (1998) na descri¢do das funcionalidades da a-tomatina. Sabe-se, no entanto,
que a hidrdlise dessa molécula ndo ocorre in Vvivo, pois se faz necessaria a incubagdo com
acidos fortes a uma temperatura superior a 100°C.

A o-tomatina € capaz de atravessar o trato digestivo e atingir a corrente
sanguinea sem sofrer transformacoes devido a acidez estomacal. A incubagdo com HCL 1M a
37°C durante uma hora revelou ndo ser suficiente para separar os radicais aglicona e
licotetraose, tampouco para hidrolisar os agucares da cadeia lateral da molécula (FRIEDMAN
et al., 1995). Isso ¢ importante se considerarmos que pequenas alteragdes na molécula de o-
tomatina sdo capazes de influir sobre suas propriedades biologicas. Mesmo a remog¢ao de um
dos agucares do radical licotetraose altera as funcdes exercidas pela molécula intacta, em
geral diminuindo suas atividades (MORROW et al., 2004).

Apesar das conhecidas propriedades toxicas de alguns glicoalcaldides
produzidos por representantes do género Solanum, pouco efeito toxico foi demonstrado pelos

glicoalcaldides provenientes de tomates (RODDICK, 1973). A toxicidade oral da o-tomatina
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¢ considerada baixa quando comparada a outros glicoalcaldides, presumivelmente devido sua
afinidade com a molécula de colesterol e posterior eliminacdo (BARCELOUX, 2009). De
acordo com Wilson e colaboradores (1961), a a-tomatina apresenta elevada toxicidade oral
somente quando administrada em concentracdes superiores a 500mg/kg.

A concentragdo de a-tomatina ¢ reduzida significativamente conforme
procede o amadurecimento do fruto, chegando a niveis indetectaveis no fruto maduro. A
concentracdo de a-tomatina encontrada em outras partes da planta permanece constante com
excecdo das raizes, onde s6 sdo detectados tragcos desse composto durante toda a vida do
vegetal (KOZUKUE et al., 2004). A concentragdo de a-tomatina também varia dependendo
da tipologia de fruto analisado, sendo mais abundante nas variedades “alongada” e “salada”,
amplamente utilizadas para consumo humano (LEONARDI, 2000). H4 ainda perda de
quantidades significativas de a-tomatina se o fruto for exposto a temperaturas superiores a
170°C. Diferentes processos de preparo do tomate para alimentagdo, como fritura e
cozimento, mantém elevadas as quantidades de o-tomatina, suas atividades ndo sdo de
maneira alguma perdidas, garantindo assim que a administragdo oral mantenha suas

propriedades originais e seja absorvida no trato digestivo (LEONARDI, 2000).

1.2.1 Propriedades Biologicas

Os primeiros estudos com a o-tomatina datam da metade do século XX
(IRVING, FONTAINE & DOOLITTLE, 1945), e desde entdo varias interessantes
propriedades biologicas tém sido atribuidas a esse composto.

A presenca da a-tomatina em diferentes partes do vegetal, e especialmente
no fruto imaturo, esta diretamente envolvida na defesa da planta contra fitopatdogenos. Sabe-se
que a o-tomatina exerce atividade antifingica e bactericida, além de impedir o
desenvolvimento de diversas larvas de moscas e alguns nematdides possivelmente danosos a
folhas e frutos (FRIEDMAN et al., 2005; SIMONS et al., 2006). Isso explica porque sua
concentragdo nos frutos ¢ mais elevada durante o periodo de pré-maturacdo — um interessante
mecanismo de protecdo que permite o desenvolvimento do tomate, e das sementes que ele
contém, livres da interferéncia de microorganismos e outros organismos potencialmente

patogénicos. Sua atividade antipatogénica foi estendida aos virus, onde se demonstrou que a
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a-tomatina eficientemente inativa Herpes simplex e Herpes zoster em humanos (CHATAING
etal., 1997).

Ja foi demonstrado que ha um aumento na produgdo de espécies reativas do
oxigénio (ERO) na presenga de a-tomatina quando concentrada a 2ug/mL ou mais, e esse €
um possivel mecanismo pelo qual a a-tomatina seja capaz de eliminar patogenos (SIMONS et
al., 20006).

A o-tomatina ¢ capaz de interagir fortemente com a molécula de colesterol,
mais especificamente a lipoproteina de baixa densidade (LDL) e promover sua eliminagao.
Estudos confirmaram que a a-tomatina forma um complexo forte e insolivel com o LDL
quando em meio aquoso, sem envolver a lipoproteina de alta densidade (HDL, dito colesterol
“bom”) (RODICK, 1979; MICICH, 1993). Essa afinidade molecular esta intimamente
relacionada com a cadeia de carboidratos que compde o radical licotetraose da o-tomatina,
uma vez que subprodutos da hidrolise da a-tomatina, resultantes da remog¢ao de um, dois ou
trés carboidratos da cadeia lateral, ndo foram capazes de estabelecer uma ligacdo forte
(KEUKENS et al., 1995). A obtengdo do complexo o-tomatina-LDL tem aplicacdo em
ensaios para precipitagdo e quantificacao de colesterol.

Em experimento conduzido com hamsters, Friedman e colaboradores (2000)
demonstraram que a a-tomatina ¢ capaz de formar complexos insoluveis com LDL também in
vivo. Uma vez formados esses complexos sdo excretados, diminuindo assim a disponibilidade
de LDL no plasma sanguineo. Friedman demonstrou que a ingestdo didria de o-tomatina
reduz os niveis de LDL enquanto os niveis de HDL permaneceram significativamente
inalterados. Os hamsters foram submetidos a uma dieta rica em colesterol e suplementados
durante 21 dias com 0,2% de a-tomatina, e ao término apresentaram redugdo média de 41%
nos niveis de LDL. Esses trabalhos sugerem que a ingestao didria de a-tomatina pode ser
capaz de reduzir o colesterol “ruim” sem impactar os niveis do colesterol “bom”.

Uma propriedade interessante atribuida a a-tomatina relaciona essa
molécula com a resposta imune inflamatoria. Ja foi demonstrado que a a-tomatina ¢ capaz de
atuar sobre histamina e bradicinina no processo de contragdo do musculo liso, um efeito
duradouro, porém reversivel (WAKKARY et al.,, 1967). Filderman & Kovacs (1969)
demonstraram sucessivamente que a administracdo, tanto intramuscular como oral, de a-
tomatina ¢ capaz de reduzir o edema inflamatorio em ratos. Os animais receberam injecao de
carragenina na pata traseira e posteriormente foram desafiados com diferentes concentragdes

de a-tomatina e outras drogas antiinflamatérias. O estudo apontou que a administragdo
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intramuscular de o-tomatina S5mg/kg foi capaz de reduzir o edema de pata em 31,6%,
resultados comparaveis aos obtidos com hidrocortisona. A o-tomatina exerceu ainda efeitos
similares quando administrada oralmente (36,3% de inibicdo de edema) e reduziu
significativamente a formacdo de tecido de granulacdo. Um efeito protetor da o-tomatina
também foi observado quando os animais foram desafiados com carragenina algumas horas
ap6s administragdao do glicoalcalodide, e esse efeito permaneceu significativo até 48hs depois
do desafio. Filderman & Kovacs (1969) demonstraram que a o-tomatina apresenta atividade
antiinflamatdria, concluindo através do teste de permeabilidade capilar peritoneal de
Northover que a a-tomatina, curiosamente, se comporta como uma droga ndo-esteroidal
durante o processo inflamatorio assistido.

Outra de suas propriedades em rela¢@o ao sistema imune ¢ a capacidade da a-
tomatina de atuar como adjuvante de vacinas que visam estimular linfocitos T citotoxicos
(CD8" CTL) (MORROW et al, 2004). A o-tomatina apresentou-se bastante
imunoestimuladora, sendo capaz de gerar resposta humoral anti-ovalbumina em camundongos
imunizados uma unica vez (RAJANANTHANAN et al., 1999), bem como uma forte resposta
citotoxica por parte dos CD8” CTL quando os camundongos foram imunizados com a-tomatina
formulada com proteina solivel. O perfil de citocinas apresentada por camundongos
imunizados com o-tomatina inicialmente ¢ caracterizado por citocinas da resposta Thl (como
IFN-y) e posteriormente por citocinas da resposta Th2 (IL-4). Esses achados colocam a a-
tomatina no pequeno grupo de substincias adjuvantes capazes de produzir uma resposta CD8"
CTL (MORROW et al., 2004). Os detalhes de como a a-tomatina ¢ capaz de estimular resposta
imune citotoxica nao estdo totalmente esclarecidos, sabendo-se apenas de que o mecanismo

pelo qual esse glicoalcaldide exerce sua funcdo adjuvante ¢ dependente de CD80 e CD86.

1.2.2 Atividade Antitumoral

Os estudos envolvendo as propriedades antitumorais da o-tomatina sio
relativamente recentes, datando desde meados da primeira década de 2.000. Diversos
trabalhos apontam para suas propriedades contra a proliferagdao de células tumorais, dispersao
e iniciagao.

A a-tomatina parece ser o unico glicoalcaldide proveniente de tomates a

apresentar propriedades antitumorais. Desidrotomatina, tomatidenol e tomatidina exercem
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efeito antiproliferativo muito discreto, quando o fazem (FRIEDMAN et al., 2009). Essa
propriedade parece estar diretamente relacionada com o radical licotetraose, embora a
estabilidade molecular do radical aglicona também parega importante para esse efeito.

Friedman e colaboradores (2007), em seu experimento com trutas arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) demonstraram que a a-tomatina é capaz de exercer efeito protetor
contra cancer de figado e estomago induzido por dibenzo[a]pireno (DBP) sem induzir
mortalidade, apresentar toxicidade ou mesmo alterar o peso total e dos 6rgdos analisados.
Esses resultados apresentam notdria similaridade com os obtidos por outras drogas
comprovadamente antitumorigénicas, como clorofilina e indol-3-carbinol.

Em trabalho subseqiiente, Friedman e colaboradores (2009) constataram a
capacidade antiproliferativa da o-tomatina em diferentes tipos de células tumorais in vitro,
observando que o potencial de seus efeitos inibitdrios varia conforme o tipo celular avaliado.
As linhagens celulares de cancer de mama (MCF-7), cancer de colon (HT-29), cancer gastrico
(AGS) e hepatoma (Hep(G2) apresentaram inibi¢do do crescimento celular a 50% com baixas
concentragdes de a-tomatina (5,07; 0,03; 0,03 e 43ug/mL, respectivamente). Outras linhagens
celulares também foram testadas, e os resultados confirmam uma potencial propriedade
antiproliferativa da a-tomatina, mesmo em baixas concentragdes, sobre células leucémicas
(HL60 e K562) e células tumorais de pulmao (A549 e NCI-H460) (CHAO et al., 2010;
SHIEH et al., 2011). As concentragdes onde esses efeitos foram observados nunca foram
maiores do que os niveis considerados por Wilson e colaboradores (1961) como toxicas.

Os efeitos da a-tomatina, no entanto, ndo parecem restritos apenas a células
tumorais. Nos ensaios realizados por Lee e colaboradores (2004) foi observado que apesar de
reduzir a proliferagdo das células tumorais o glicoalcaldide também reduziu a proliferagdo de
células normais de figado (linhagem HelLa). O mesmo efeito sobre células normais foi
descrito posteriormente por Friedman e colaboradores (2009). Dessa forma demonstrou-se a
ndo-seletividade da o-tomatina quanto ao seu potencial antitumoral, visto que suas
propriedades sdo efetivas sobre células tumorais e ndo-tumorais.

Em comparagdo com doxorrubicina e camptotecina, duas drogas
amplamente utilizadas no tratamento anticancer, a atividade da a-tomatina foi maior. Células
da linhagem HepG2 foram cultivadas com Ipg/mL de doxorrubicina, camptotecina e o-
tomatina, resultando na inibicao de 46,8; 61 e 87% das células, respectivamente (LEE et al.,

2004; FRIEDMAN et al., 2009).
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Os estudos de Shii e colaboradores (2009) e Shieh e colaboradores (2011)
demonstraram com sucesso o papel da a-tomatina como agente anti-metastasico. Além de
impedir a proliferacao de células de adenocarcinoma (linhagem A549) e células tumorais ndo
pequenas de pulmao (linhagem NCI-H460), a a-tomatina foi capaz de controlar o processo
metastdsico desse tipo celular inibindo a atividade de metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9),

levando a uma reducao total no numero de células e de seu potencial dispersivo.

1.2.3 Mecanismos de A¢ao

Os diversos estudos envolvendo a a-tomatina ampliaram os conhecimentos
acerca de seus mecanismos de acdo. As diferentes propriedades da o-tomatina estdo
relacinadas a sua capacidade de interagir com membranas celulares, induzir apoptose, ativar

vias de sinalizacdo intracelular e de interagir diretamente com biomoléculas.

1.2.3.1 Atividade sobre membranas celulares

Diferentes estudos demonstraram que a a-tomatina € capaz de interagir com
membranas citoplasmaticas. Essa propriedade foi demonstrada analisando o potencial de
despolarizacdo e mudangas na permeabilidade de membranas em embrides de ras
(BLANKEMEYER et al., 1997). Estudos similares foram realizados por GEE e colaboradores
(1996) utilizando células intestinais de mamiferos. Foi observado que a a-tomatina modula a
permeabilidade das membranas, atuando principalmente sobre os mecanismos de entrada de
ions como o sodio com alta eficacia quando concentrada a 1mg/l. Sabe-se que essa
propriedade depende diretamente do radical licotetraose da a-tomatina, uma vez que os
mesmos experimentos ndo obtiveram os mesmos resultados quando tomatidina isolada foi
utilizada (BLANKEMEYER et al., 1997; GEE et al., 1996). Quando integro esse radical ¢
capaz de interagir diretamente com a membrana, através dos receptores € das moléculas de

colesterol presas a ela, passando a participar dos processos de modulagcdo de permeabilidade,
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despolarizacdo de membrana e citdlise (GEE et al.,, 1996). Esse ¢ possivelmente outro
mecanismo através do qual a a-tomatina consiga atuar sobre fitopatogenos.

Através do ensaio de mensuracdo de lactato desidrogenase (LDH) foi
demonstrado que parte da mortalidade celular esta associada a lise da membrana celular. A
analise de células EL4 (linfoma murino) incubadas com 3uM de a-tomatina apresentou lise
em 85% das células (YANG et al, 2004). O aumento da permeabilidade celular e o
conseqiiente controle da entrada e saida de ions e agua da célula podem levar a incursao de
outras moléculas para o meio intracelular e a modificacio da dindmica de outras vias de
sinalizagdo, mas estudos apontam a lise como um dos principais mecanismos pelo qual a o-
tomatina reduz o numero de células tumorais in vitro.

Keukens e colaboradores (1995) apresentaram um modelo através do qual
glicoalcaldides sdo capazes de interagir, modificar e finalmente romper a membrana
plasmatica. Esse modelo foi idealizado apds estudos minuciosos da estrutura de diferentes
glicoalcaldides produzidos pelo género Solanum, sendo que a a-tomatina apresentou a maior
poténcia dentre os compostos analisados (KEUKENS et al., 1992).

Em contato com membranas plasmaticas a por¢ao esteroidal da molécula que
compde os glicoalcaldides tende a interagir com as moléculas de colesterol presentes na
membrana. Essa ligagdo ¢ resistente e duradoura, permitindo que o conjunto glicoalcaldide-
colesterol ndo se separe, fixando o glicoalcaldide na membrana. Os radicais oligossacarideos ([3-
licotetraoses) ficam expostos na face externa da membrana, e a proximidade desses radicais
permite reagdes de interagdo molecular entre si. Essas reagoes permitem que os glicoalcaloides
formem uma matriz adjacente fortemente ligada & membrana. O aumento da inser¢do de
glicoalcaldides na membrana e de suas interagdes com moléculas de colesterol leva a um
deslocamento de fosfolipidios na parte interna da membrana, que se aproximam uns dos outros
e permitem que a matriz mude de conformacao. As forgas apolares das moléculas envolvidas
tendem a curvar a matriz, e essa for¢a por fim cliva a membrana, liberando uma estrutura
cilindrica formada pelos glicoalcaldides anexados a membrana (KEUKENS et al., 1995).

Essa capacidade em romper membranas estd diretamente associada a interagao
dos glicoalcaldides com a hidroxila 3 (grupo 33-OH) ¢ um anel planar em sua estrutura. A
presenca de duplas ligagdes nos anéis da aglicona também parece inferir diretamente com a
capacidade dos glicoalcaldides de interagir eficientemente com as moléculas de colesterol da
membrana e promover sua lise, que segundo o modelo proposto depende da quantidade

disponivel de glicoalcaldides interagindo com a membrana (KEUKENS et al., 1995).
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Figura 2 — Modelo proposto para a atuagao dos glicoalcaldides no rompimento de membranas
plasmaticas. (1-2) glicoalcaldides interagem com moléculas de colesterol da membrana;
(3) interagdo entre as cadeias laterais de carboidratos e formagio da matriz; (4-5) aumento
da interacdo, deslocamento dos fosfolipidios ¢ mudanga na conformagdo da matriz; (6)
rompimento da estrutura e lise da membrana. GA — Glicoalcaldide; Chol. — Colesterol;
PC — Cadeia de fosfolipidios.

Fonte: Keukens et al. (1995).

1.2.3.2 Indugdo de apoptose

Yang e colaboradores (2004) avaliaram as etapas do ciclo celular (linhagem
EL4, linfoma murino) durante incubacdo com a-tomatina. Com uso da concentracdo de
10pug/mL foi-se observado que 67,2% das células apresentavam nucleos hipodiploides (Sub-
Gl), além de evidente fragmentacdo do DNA. Resultados similares foram obtidos por Shieh e
colaboradores (2011), evidenciando uma maior freqiiéncia de células em Sub-Gl. Yang e
colaboradores (2004) concluiram que, além do efeito litico ja caracterizado por Keukens e
colaboradores (1995), a o-tomatina também ¢ capaz de induzir apoptose quando em
concentragdes elevadas. A citolise foi observada principalmente em concentragdes mais

baixas de o-tomatina.
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A partir da constatacao da sua capacidade de se ligar e modular membranas,
foi sugerido que a a-tomatina fosse capaz de adentrar a célula e interagir diretamente com a
membrana mitocondrial, alterando sua permeabilidade ou mesmo rompendo-a de modo
andlogo ao da membrana citoplasmatica, iniciando a cascata de caspases que culminariam em
apoptose através da via intrinseca do processo (MORROW et al, 2004). Yang e
colaboradores (2004) incubaram células EL4 com a-tomatina apos tratd-las com um inibidor
geral de caspases denominado benziloxicarbonil-Val-Ala-(dl)-Aspfluoromethylcetona
(zVAD-fmk). O uso desse inibidor, no entanto, ndo foi capaz de impedir a morte celular
apoptotica, excluindo assim a apoptose dependente de caspases dos mecanismos de atuagao
da a-tomatina.

De acordo com Chao e colaboradores (2010) a a-tomatina induz a via
apoptodtica independente de caspases de maneira dose-dependente, sendo uma forte indutora
em concentragdes entre 1,5 ¢ 2uM. Seus estudos demonstraram que a capacidade da a-
tomatina de reagir e desestabilizar membranas também ¢ observada em mitocondrias, um
requisito importante na ativacdo dessa via apoptdtica. A modulacdo da permeabilidade da
membrana mitocondrial permite a saida de proteinas especificas que sdo encaminhadas ao
nucleo, onde promovem a clivagem do material genético, a desorganizagdo da célula e a
observagdao dos eventos citologicos tipicos de uma apoptose (HONG et al., 2004). Esse
mecanismo parece atuar concomitantemente a lise, promovendo assim a eliminacdo das

células tumorais.

1.2.3.3 Intera¢ao com outras moléculas

A interagdo da o-tomatina com o colesterol leva a formagdo de complexos
insoluveis, especialmente com LDL, promovendo a eliminagdo e a menor disponibilidade
plasmatica dessa molécula (FRIEDMAN et al., 2000). Sabe-se que essa capacidade de
interagdo ¢ produto de sua configuragdo molecular, sendo o complexo a-tomatina-colesterol
unido por uma ligagao forte e estavel (KEUKENS et al., 1995). Essa propriedade sugeriu que
a o-tomatina, a exemplo do mecanismo de ag¢do de outras drogas antitumorais como a

clorofilina, seria capaz de interagir com substancias cancerigenas e promover sua eliminagao.
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O efeito protetor da a-tomatina contra os danos induzidos por DBP ampararam essa hipdtese
(FRIEDMAN et al., 2007). Essa interacao, no entanto, se existente, jamais foi comprovada.

A capacidade da a-tomatina de mediar a transdugdo de sinais intracelulares
estad envolvida com sua capacidade de ligacdo com fatores de transcri¢do nuclear, importantes
também durante o processo inflamatorio. Estudos envolvendo o fator nuclear kB (NF-kB)
demonstraram que a disponibilidade e a capacidade desse fator de transcricdo de interagir com
o nucleo ¢ diminuida na presenca de o-tomatina 2uM. Sabe-se que a a-tomatina é capaz de
interagir com a molécula inibitéria de NF-kB, denominada IkB, impedindo sua dissociacdo e

conseqiientemente reduzindo sua atividade (SHII et al., 2009; SHIEH et al., 2011).

1.2.3.4 Ativagdo de vias sinalizadoras

Diferentes mecanismos de atuacdo sobre vias sinalizadoras foram reportadas
com relacdo a a-tomatina. Ito e colaboradores (2007) demonstraram que os efeitos da a-
tomatina durante infecgdo com o fungo Fusarium oxysporum envolvem a ativa¢do das vias
sinalizadoras da fosfotirosina-quinase e proteina-G, levando a elevagido de Ca*" e ao actimulo
de espécies reativas de oxigénio.

Recentemente Shii e colaboradores (2009) e Shieh e colaboradores (2011)
demonstraram os efeitos da a-tomatina sobre as vias de sinalizacao celular PI3K/AKT e
ERK1/2. A fosfoinositol-3-quinase (PI3K) regula importantes fun¢des celulares em resposta a
sinais externos. A ativa¢do da via de serina-treonina-quinase (AKT) em resposta a PI3K
representa uma via de transducdo de sinal que leva a fosforilagdo e ativagao/repressao de
varias outras moléculas, como quinases regulatorias e fatores de transcrigdo, em sua maioria
moléculas envolvidas no controle do crescimento e da proliferagdo celular. A via das
“quinases reguladas por sinais extracelulares” (ERK1/2) representam o principal mecanismo
pelo qual sinais extracelulares chegam ao nucleo. As quinases relacionadas com proteinas
ativadas por mitégeno (MAPK, MAP quinases) estdo intimamente relacionadas com ERK1/2
(KALDIS, 2010). Ambas vias de transducao de sinais sao inibidas na presenca de a-tomatina,
que atua inibindo a atividade da PI3K. Dessa forma a o-tomatina ¢ capaz de intervir em
processos de migragdo, crescimento e proliferagdo celular, alterando principalmente a

expressao de metaloproteinases e outras proteinas relacionadas a metastase.
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Outra atividade observada da a-tomatina ¢ sua capacidade de inibir os
fatores de transcricdo NF-«kB, proteina ativadora 1 (AP-1) e Janus quinase (JNK), diminuindo
significativamente suas disponibilidades e capacidade de integracdo com o material nucléico
(SHII et al., 2009), modulando dessa forma a conduc¢do de sinais que levam a intrincados
controles sobre morte e migracdo celular. Foi-se observado durante processo inflamatdrio
experimental que a a-tomatina € capaz de atuar como molécula antiinflamatéria inibindo a via
de sinalizacdo dessas moléculas — posteriormente modificando as expressdoes de iNOS e
COX-2 (SHEN et al., 2008). Os mecanismos através do qual a a-tomatina exerce seus efeitos
sobre essas moléculas ndo estda completamente elucidado, mas possivelmente a interagdo
desse glicoalcaléide com o IkB, molécula inibidora do fator de transcrigdo NF-kB, tem

relacdo direta com sua deplecao (SHIEH et al., 2011).

1.3 APOPTOSE INDEPENDENTE DE CASPASES

As vias intrinseca e extrinseca da apoptose envolvem a ativacdo de uma
familia de proteinas cataliticas denominadas caspases (KALDIS, 2010). No entanto, mais
recentemente tém-se relatado a observa¢do de apoptose independente da ativacdo dessas
enzimas. Esse modelo de morte programada denominada “apoptose independente de
caspases” envolve a ativagdo proteinas mitocondriais e danos diretos ao DNA.

Esse mecanismo de morte celular parece ser deflagrado através da poli-
ADP-ribose (PAR) polimerase I (PARP-1, também denominada PAR sintetase ou transferase)
(HONG et al., 2004). Trata-se de uma proteina nuclear abundante, envolvida no processo de
reparo no DNA. Em resposta ao dano no material genético, PARP-1 se torna rapidamente
mais expresso e se liga a fita de DNA, promovendo reparo. A eficiéncia e rapidez de ativacao
de PARP-1 ¢ um fator chave que regula se as células sobrevivem ou morrem apds danos no
DNA através da proteina p53 (CROCKER & MURRAY, 2003).

Foi observado que em condi¢des de estresse, ou quando os danos ao DNA
sdo extensos, a hiper-indugdo PARP-1 pode levar a uma diminui¢do nos niveis de NAD" e
ATP, sinalizando o dano nuclear. Essa sinalizacdo faz com que a mitocondria libere a
flavoproteina Fator Indutor de Apoptose (AIF). Essa proteina induz a condensacdo da

cromatina e a clivagem do DNA, atuando diretamente sobre ele e reduzindo-o a fragmentos
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de 50kb. Dessa forma o processo de morte induzido por AIF dependentemente de PARP-1
nao leva a ativagdo de caspases, a0 mesmo tempo em que apresenta todas as caracteristicas
citolégicas de morte apoptotica, como exposicdo dos residuos de fosfatidilserina e
condensagao do nucleo (HONG et al., 2004).

A perda da integridade e a transicdo da permeabilidade da membrana
mitocondrial parecem ser os principais mecanismos de liberagao de AIF, que dessa forma
induz a célula a morte apoptdtica. A translocacdo de AIF até o nlcleo acontece mais
rapidamente do que a liberagdo do citocromo ¢ — que caracteriza a via intrinseca da apoptose,
com ativacdo da caspase 9 ¢ formagdo do apoptossomo. Apesar de ndo comprovada sua
participagdo, a endonuclease G (endoG) parece atuar juntamente com AIF na promocao dessa
via apoptotica (HONG et al., 2004).

A liberagdo de AIF também se d4& quando ha fissuras na membrana
mitocondrial. Sabe-se que ha liberagao de AIF mesmo durante a via intrinseca da apoptose,
especialmente durante lise da membrana da organela. No entanto, AIF sozinha demonstrou
ser capaz de induzir a morte celular apoptética. A ndo intervencdo de caspases nesse processo
¢ suportada por experimentos conduzidos na presenca de inibidores de caspases (YANG et al.,
2004). A possibilidade da atuacdo de outras moléculas na permeabilidade da membrana
mitocondrial ndo esta descartada. A liberagao de AIF e sua translocagao ao nucleo sao reflexo
de sinalizagdes como o recrutamento de PAR segundo ativacdo de PARP-1 e ainda a

atividade de substancias diretamente sobre a membrana mitocondrial (HONG et al., 2004).
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Figura 3 — Mecanismo proposto da apoptose independente de caspases.
Fonte: Hong et al (2004).
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J& foi demonstrado que a o-tomatina ¢, de fato, capaz de modular a
permeabilidade da membrana mitocondrial e promover a liberagdo de AIF. Esse fato suporta a
hipotese da a-tomatina como um possivel indutor dessa via de ativagdo da apoptose (SHIEH
et al., 2011). Apesar de ndo totalmente elucidada quanto a seus mecanismos, essa nova via de
ativacdo da apoptose sugere novos alvos terapéuticos no controle de mortes celulares
envolvendo cancer e outras situacdes patologicas. A eficicia de novas drogas no
encaminhamento de células tumorais a morte apoptdtica introduz uma gama de interessantes
eventos biologicos que podem ser utilizados combate a proliferagdo e crescimento da massa

tumoral.

1.4 METABOLISMO DE XENOBIOTICOS

Para assegurar a sobrevivéncia frente a todas as ocorréncias causadas por
substancias enddgenas, os organismos desenvolveram mecanismos de defesa para protecao de
suas cé¢lulas. Estes mecanismos incluem bombas de influxo de drogas, seqiiestro das drogas,
seu metabolismo e reparo dos sitios alvos das mesmas. Pelo fato de que todos esses
mecanismos envolvem uma numerosa variedade de estruturas quimicas, suas reagdes sao
processos bastante versateis que, em seu conjunto, constituem o metabolismo dos
xenobioticos (MANAHAN, 2003).

A biotransformac¢do de xenobidticos geralmente envolve dois estdgios
distintos, referidos como reagdes da fase I ¢ da fase II. A fase I envolve reacdes de
transformagdo por oxidacdo, redugdo ou hidrolise, representadas principalmente palas
enzimas da superfamilia do citocromo P-450. A fase II, por sua vez representada pelas
enaimas glutationa-S-transferases, ¢ caracterizada pela conjugacdo de moléculas a fim de

promover sua eliminagdo (DERELANKO & HOLLINGER, 2002).
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1.4.1 Citocromo P-450

A superfamilia do citocromo P-450 ¢ representada por proteinas cataliticas
que constituem um dos principais sistemas de enzimas que atua na biotransformacio e
eliminacao de xenobidticos na fase 1.

O sistema de monooxigena¢ao dependente de citocromo P-450 € o principal
sistema enzimatico envolvido na catédlise de reagdes de oxidagdo do metabolismo de drogas.
Nas células, numerosas enzimas deste sistema encontram-se nas biomembranas do reticulo
endoplasmatico liso, da mitocondria e do nucleo. Os citocromos P-450 estdo ligados aos
fosfolipidios da membrana por interacdo de um ou dois segmentos de por¢des peptidicas de
sua estrutura, tendo seu sitio ativo voltado para o citoplasma. A existéncia de dois canais de
acesso para os substratos confere ao citocromo P-450 a habilidade de metabolizar uma
variedade de compostos hidrofilicos e hidrofobicos (ANDERSSON & GOKSOYR, 1994).

A capacidade que o citocromo P-450 tem de realizar reagdes com um
grande nimero de substratos ¢ decorrente da variedade de isoenzimas citocromo P-450 e da
ndo especificidade de cada uma das isoenzimas para um substrato Unico. Esta pouca
especificidade prové importante flexibilidade ao metabolismo de xenobidticos. Essas enzimas
atuam principalmente nos processos de oxidag¢do, reducdo e hidrolise de substancias
potencialmente danosas a fim de torna-las mais polares, portanto hidrossoliiveis, promovendo
sua excre¢do ou permitindo a continuidade de sua biotransformagdo a agentes menos toxicos
(MANAHAN, 2003).

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos sdo indutores efetivos de
CYP1A1l e CYP1A2, enzimas envolvidas nos processos de detoxificacdo sob os mesmos
controles regulatorios. A indug¢do da CYP1Al envolve a interagdo do indutor com um
receptor citosolico hidrofobico denominado de receptor Ah (hidrocarboneto aromatico) e a
translocagdo do complexo indutor-receptor Ah para o nucleo da célula (MANAHAN, 2003).

O gene CYP1Al possui uma regido de controle génico denominado
elementos regulatorios do receptor Ah (AhRE). O receptor Ah, na sua forma ativa, consiste de
um heterodimero composto por um dominio ligado ao indutor (ALBD) e um transportador
nuclear para o receptor Ah (ARNT). Na auséncia de um indutor, o ALBD fica associado a
uma proteina denominada HSP-90 (heat shock protein). O agente indutor penetra no
citoplasma celular, desloca a HSP-90 de seu sitio de ligagdo e se liga ao ALBD. Isto permite

ao ARNT se associar com ALBD para formar o complexo indutor-receptor Ah. A
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translocacdo deste complexo para o nucleo permite que ele se ligue ao AhRE do gene

CYP1A1l levando ao aumento da taxa de transcrigao do gene (MANAHAN, 2003).

1.4.2 Glutationa-S-Transferase

As glutationas-S-transferases (GST) s3o enzimas detoxificadoras que
catalisam a conjugacdo de uma variedade de moléculas organicas endogenas e exdgenas com
o substrato enddgeno, a glutationa reduzida (GSH). O conjugado ¢ excretado na bile ou
transformado até dcido mercapturico, que € excretado na urina (MANAHAN, 2003).

A indugdo de GST por xenobiodticos ¢ altamente complexa e envolve tanto o
metabolismo (ativacdo ¢ desativacdo) do agente indutor, como também o controle de
funcionamento de regides laterais dos genes que codificam isoformas diferentes de GST.
Algumas glutationas S-transferases de mamiferos, assim como os citocromos P-450, sdo
reguladas através do AhR, ao qual o xenobidtico se liga (ANDERSSON & GOKSOYR,
1994).

Os substratos de GST devem ter um atomo eletrofilico e serem capazes de
reagir ndo enzimaticamente com a glutationa reduzida. Em geral, qualquer composto que
possua essas caracteristicas basicas, seja praguidica, farmaco ou substancia enddgena, serve
de substrato para conjugar-se com o GSH, um tripeptidio formado por residuos de glicina,
cisteina e acido gama-glutdmico. A glutationa representa uma das principais formas de
eliminacdo de espécies reativas do oxigénio (ERO). Os conjugados do GSH sdo moléculas
menos toxicas, mais soliveis e, portanto, mais facilmente excretaveis que os compostos
originais (ANDERSSON & GOKSOYR, 1994).

Dentre as glutationa-S-transferases de mamiferos, cerca de 95% sao
predominantemente enzimas de fragdo citosolica e 5% pertencem a fracdo microssomal
(reticulo endoplasmatico) e mitocondrial (DERELANKO & HOLLINGER, 2002).

Diferentes GST exibem diferentes atividades quando induzidas por um
composto especifico ou por um metabolito formado de um composto particular. A agdo
conjunta de varias isoenzimas de GST pode compor como que uma rede de defesa do
organismo contra as substancias toxicas. Desta forma, quando células absorvem xenobidticos,
pode ocorrer aumento de uma dada classe ou isoforma especifica de GST. (DERELANKO &
HOLLINGER, 2002).
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Fonte: Derelanko & Hollinger (2002).

Em concentracdes superiores a 3ug/mL a a-tomatina apresentou capacidade
de diminuir os niveis de GSH (SHIEH et al., 2011). Esse fato ¢ concomitante ao aumento nos
niveis de ERO na presenga desse glicoalcaldide. Os efeitos da a-tomatina sobre a regulacao e
atividade de enzimas envolvidas nos processos de biotransformagdo de xenobidticos ainda ¢
desconhecido, sendo reconhecida apenas sua natureza esteroidal como potencialmente danosa

a alguns organismos.

1.5 CONSIDERACOES SOBRE P53

Diversas moléculas estdo envolvidas nos processos de controle do ciclo
celular, e dentre elas podemos destacar a proteina 53 (p53). Essa proteina de 53 kDa ¢
codificada pelo gene P53, cuja atividade estd intimamente relacionada a integridade do
material genético. P53 ¢ uma proteina citoplasmatica fosforilada com propriedades de ligagao
ao DNA, ela age como um fator de transcricdo e interage com varios outros genes, por

exemplo, o gene WAF1 (também chamado p21), cujo produto protéico para o ciclo celular na
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fase G1, antes que ocorra a replicagdo do DNA. Se o P53 estiver mutado, as células podem
replicar o DNA danificado. Além disso, s p53 estd envolvida na sinalizagdo de morte
apoptodtica de células anormais ou danificadas. Por esse motivo a p53 também ¢ denominada
molécula "guardid" do DNA (KALDIS, 2010).

A principal fungdo da p53 ¢ a manutengdo da integridade do coédigo
genético, ou seja, a manuten¢ao da mesma seqiiéncia de nucleotideos ao longo de toda a
molécula de DNA, cuja estrutura deve ser constante em todas as células do nosso corpo.

Durante o ciclo de divisdo celular, a proteina p53 faz uma verificagdo
quanto a eventual ocorréncia de uma mutacdo na seqii€éncia do coédigo genético como
conseqiiéncia de um erro ocorrido na replicacdo do DNA. Caso seja verificada a existéncia de
um erro a p53 desencadeia um conjunto de reagdes que levam a ativagdo de proteinas de
reparagdo, que visam o DNA ao seu estado normal (KAHLENBERG et al., 2000). No caso de
o DNA se encontrar ja demasiado danificado cabe a proteina p53 impedir que a célula em
questdo entre em mitose e complete a divisdo celular. Para tal a p53 pode induzir a morte da
célula através da apoptose ou impedir que esta se multiplique definitivamente, provocando
senescéncia celular (BENADE et al., 2003).

As mutagdes somaticas no gene supressor tumoral P53 s3o encontradas em
aproximadamente 50% de todos os tumores humanos, fazendo dele o gene mais alterado
nessa condi¢do patologica. As mutagdes no gene P53 ocorrem em mais de 50 tipos diferentes
de tumores, incluindo os de bexiga, cérebro, mama, célon, figado, pulmao, ovario, prostata e
estomago (BENADE et al., 2003). A integridade de p53 e suas diferentes fun¢des no controle
do ciclo celular dao a essa molécula titulo de supressora de tumores, uma vez que sua
auséncia esta diretamente associada a sindrome de Li-Fraumeni — uma sindrome hereditéria

cujos portadores sdo susceptiveis ao aparecimento de diversos tipos de tumores

(KAHLENBERG et al., 2000).
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2 JUSTIFICATIVA

A exposicdo do homem a agentes mutagénicos tem aumentado
consideravelmente desde a revolugdo industrial, seja pelo aumento de poluentes langados no
meio ambiente, seja pela modificagdo dos habitos alimentares ou mesmo pelo aumento na
expectativa de vida. A interacdo desses agentes aliada a suscetibilidade genética de cada
individuo apresenta-se como um fator importante de desenvolvimento de muta¢cdes no DNA,
podendo gerar assim processos cancerigenos. Uma prova disso € o crescente nimero de casos
de cancer relatados nos ultimos anos.

O cancer de pulmao ¢ o segundo em mortalidade e o primeiro em niimero de
casos. Apesar de ja ter sido estudada frente tantas patologias, pouco se sabe acerca dos
eventos bioquimicos e genéticos regulados pela a-tomatina. Mesmo ja tendo sido testada
contra diferentes tipos de tumor as propriedades desse glicoalcaloide ainda nao foram
suficientemente testadas em células tumorais de pulmao.

Dessa forma se evidencia a importancia de compreender melhor as
propriedades da o-tomatina em células tumorais de pulmao a fim de se provar seus efeitos
antiproliferativos e de inducao da apoptose nessas células, contribuindo com as pesquisas por
substancias naturais com atividade antitumoral e ampliando os conhecimentos acerca dos
fendmenos bioquimicos inerentes a seus processos. Estas pesquisas poderdo levar ao
descobrimento de novas terapias que salvam vidas ou que determinam uma melhor qualidade
de vida ao individuo, no desenvolvimento de fitomedicamentos e tratamentos quimioterapicos

para os diversos tipos de cancer e outras patologias.
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3.1 OBJETIVOS GERAIS

Estudar os efeitos de diferentes concentragdes de a-tomatina em células

tumorais de pulmao humano da linhagem NCI-H460, avaliando citotoxicidade, proliferagdo

celular, indug@o de apoptose, genotoxicidade e alteracdes na expressdo de genes de interesse.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a citotoxicidade da o-tomatina em cultura de células NCI-H460
através de ensaio de citotoxicidade (MTT).

Avaliar os efeitos da a-tomatina na cinética de proliferagdo e viabilidade
celular através de contagem em hemocitometro com adi¢cdo do corante
azul de Trypan.

Identificar o potencial de inducdo de apoptose através do ensaio
citomorfologico in Situ com o corante laranja de acridina.

Estudar os possiveis efeitos genotdxicos dessa substincia através do
Ensaio do Cometa.

Através de RT-PCR quantitativa avaliar a expressdo dos genes da
glutationa-S-transferase P1 (GST); citocromo P-450 1A1 (CYP1Al) e
proteina 53 (P53), genes relacionados aos processos de detoxificagdo de

xenobiodticos e ao ciclo celular.
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RESUMO

A o-tomatina ¢ um glicoalcaldide encontrado em diferentes partes do tomateiro (Lycopersicon
esculentum), presente em maior quantidade nos tomates quando ainda estdo verdes. Diversas
propriedades biologicas sdo atribuidas a esse composto, como atividades antitumoral,
antiinflamatéria, imunorreguladora, fungicida e bactericida. O cancer de pulmao € o primeiro
em numero de casos € o segundo em mortalidade. Trata-se de uma neoplasia bastante
agressiva cujos tratamentos pods-diagndstico — ressec¢do cirurgica € quimioterapia — nem
sempre sdo efetivos. O estudo das propriedades quimioprotetora e quimioterapica de
substancias de origem natural apresentam novos potenciais tratamentos no controle do
crescimento tumoral através da inibicdo da proliferacdo celular e inducdo de apoptose. Esse
trabalho tem por objetivo avaliar os efeitos da o-tomatina sobre a proliferacdo celular,
apoptose, genotoxicidade e regulacdo génica de células tumorais ndo-pequenas de pulmao
humano. Para isso utilizaremos cultura in vitro de células da linhagem NCI-H460 sob
diferentes concentracdes de o-tomatina. A a-tomatina inibiu a sobrevivéncia celular em
25,2% quando utilizada na concentracao de 2pg/mL durante 24 horas, e inibiu completamente
a proliferagdo celular em concentragdes superiores a Spg/mL. Nenhuma das concentracdes de
a-tomatina testadas induziu apoptose, assim como nao foram genotoxicas. Nas concentragdes
de 0,1 e 2pg/mL ndo foram observadas alteracdes na expressdo génica do CYP1Al, P53 e
GST. Os dados sugerem que a o-tomatina ndo ¢ um indutor das vias cldssicas da apoptose,
seus efeitos observados in vitro sdo provavelmente produto de sua agdo na integridade da
membrana plasmatica e na lise das células tumorais. Diversos estudos apontam as
propriedades da a-tomatina e seus beneficios como promissor composto antitumoral. Nosso
trabalho contribui com as mais recentes pesquisas e sugere novos estudos para elucidar seus
mecanismos bioquimicos.

Palavras-chave: a-tomatina. Proliferagao. NCI-H460. Citdlise.
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas as extensas pesquisas a procura de substancias naturais
ativas contra o cancer levaram a descoberta de dezenas de substancias quimicas com essa
propriedade (CHUANG et al., 2000). Dentre elas destacamos a o-tomatina, presente em
grande quantidade em tomates verdes. Trata-se de um glicoalcaldide formado por uma
estrutura esteroidal (aglicona) ligada a um radical de quatro carboidratos (-Licotetraose)
(KOZUKUE et al., 2004). As propriedades bioldgicas da a-tomatina sdo discutidas desde a
década de 1940 quando seu potencial antiinflamatério foi revelado (IRVING et al., 1945), e
nos ultimos anos suas propriedades antitumorais tém sido investigadas.

A o-tomatina apresenta efetivas propriedades imunorregulatérias, sendo
capaz de induzir uma resposta T citotoxica e ampliar a duragdo de anestésicos
(RAJANANTHANAN et al., 1999; MORROW et al., 2004), além de atuar como
antiinflamatério no modelo de inflamacao induzida por carragenina em pata de camundongo
(FRIEDMAN et al., 2000). A o-tomatina também ¢ capaz de interagir diretamente com a
molécula de colesterol, promovendo sua elimina¢do e reduzindo a disponibilidade dessa
molécula no plasma sanguineo (MICICH, 1993). Essa capacidade de interagdo com o
colesterol, aliada a presenca da cadeia lateral de carboidratos, permite a a-tomatina se ligar
eficientemente a membranas, onde passa a modular os processos de permeabilidade e
despolarizac¢do, podendo levar a lise de células (KEUKENS et al., 1995; GEE et al., 1996;
BLANKEMEYER et al., 1997).

A presenca da o-tomatina em tomates verdes reflete outra de suas
propriedades: sua capacidade antifiingica e bactericida. Esse glicoalcaloide ¢ capaz de impedir
a proliferacdo desses microorganismos (FRIEDMAN et al., 2002), bem como de algumas
larvas, nematelmintos (SIMONS et al., 2006) ¢ virus (CHATAING et al., 1997), danosos
também a satide humana.

Quanto a sua capacidade antitumoral, diversos estudos apontam para um
efeito antiproliferativo sobre células de diferentes tipos de céancer. Linhagens celulares de
cancer de mama (MCF-7), cancer de colon (HT-29), cancer géstrico (AGS) e hepatoma
(HepG2), bem como linhagens de adenocarcinoma de pulmao (A549, NCI-H460) e figado
(HeLa) apresentaram significativa redugdo de proliferacao (LEE et al., 2004; FRIEDMAN et
al., 2009; SHII et al., 2009). Foi-se ainda constatado um potencial efeito protetor in vivo
(FRIEDMAN et al., 2007) e a capacidade de limitar a dispersdao metastasica (SHII et al.,
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2009; SHIEH et al., 2011) através da regulagao da expressao de metaloproteinases e fatores
de transcri¢ao nuclear.

Apesar de amplamente testada, os mecanismos de acdo da a-tomatina nao
sdo totalmente compreendidos. Sua atividade antiproliferativa parece esar diretamente
relacionada a indugdo de apoptose e a lise de membranas celulares, além da modifica¢ao de
vias de transdugdo de sinal. A linhagem NCI-H460, células tumorais nado-pequenas de pulmao
humano, foi testada frente a expressao de metaloproteinases e outras moléculas relacionadas a
metastases (SHIEH et al., 2011), mas pouco se sabe sobre os efeitos da a-tomatina sobre a
proliferacdo, genotoxicidade e expressao génica nesse tipo celular.

Visando o desenvolvimento de novos agentes farmacologicos para a
quimioprevencdo do cancer, fazem-se necessdrias as pesquisas com compostos de origem
natural cujos efeitos sdo promissores frente essa doenca. No presente estudo avaliamos as
propriedades pro-apoptoticas e antiproliferativas da a-tomatina em células NCI-H460, além
de sua influéncia na expressdo de genes envolvidos nos processos de proliferacdo celular
(P53) e detoxificagdo de xenobidticos (GST e CYP1lAl) e seus efeitos genotoxicos,
objetivando compreender melhor seus mecanismos de atuacdo e estender os conhecimentos

cientificos acerca de suas propriedades antitumorais.

MATERIAIS E METODOS

Agentes Quimicos

A o-tomatina foi adquirida comercialmente em sua forma purificada
liofilizada (CAS 17406-45-0, TCI America). A substancia foi dissolvida em dimetilsulfoxido
(DMSO) estéril e armazenada sob refrigeragao (-20°C). Os agentes utilizados como controle
positivo nos experimentos foram a Doxorrubicina (CAS 25316-40-9, Adriblastina -
Pharmacia) nos Ensaios de Citotoxicidade, Cinética de Proliferagdo, Viabilidade Celular e
Cometa (10pg/mL). A Camptotecina (CAS 7689-03-4, Acros Organics) foi utilizada como

controle positivo no Ensaio para Avaliacdo da Inducdo de Apoptose in situ (10pg/mL).
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Cultura de Células

A linhagem de células tumorais ndo-pequenas de pulmdo humano (NCI-
460) utilizada neste estudo foi adquirida no Banco de células do Rio de Janeiro. Estas células
foram cultivadas em frascos de cultura de 25cm’ contendo meio DMEM (Gibco)
suplementado a 10% de soro bovino fetal (SBF - Gibco) e antibiotico/antimicético (0,1% -

Gibco), em estufa bioldgica a 37°C com atmosfera controlada 5% de CO,.

Ensaio de Citotoxicidade (MTT)

O Ensaio do MTT [3-(4,5-Dimethilthiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium
bromide) foi realizado de acordo com o protocolo sugerido por Mossmann (1983) com
modifica¢des. Foram utilizadas placas de cultura celular de 24 pogos, onde em cada poco
foram semeadas 2x10* células, com excegdo dos pocos controle sem células (branco). As
células foram cultivadas durante 24 horas em meio DMEM suplementado 10% SBF. Apos
este periodo o meio de cultura da placa foi descartado e adicionado meio novo com os
respectivos tratamentos: doxorrubicina na concentragdo de 10 pg/mL; o-tomatina nas
concentragdes 0,1; 1; 2; 3; 5 e 10ug/mL. A alguns pocos ainda foi adicionado apenas meio de
cultivo (controle negativo e branco). As células foram incubadas durante por 24 horas, e ap6s
esse tempo o meio de cultura foi substituido por meio de cultivo novo com MTT na
concentragcdo de 0,167 mg/mL. A placa foi incubada por 4 horas e depois este periodo foi o
meio de cultura contendo MTT foi retirado e aos pogos foi adicionado DMSO para diluir os
cristais formados. A leitura foi realizada em leitor de microplacas a 550nm. Os experimentos

foram realizados em triplicata.

Ensaio de Cinética de Proliferacao Celular

Para a avaliagdo da cinética de proliferacio 10° células foram semeadas em

pocos de superficie 10cm” (placas de 6 pogos). As placas foram adicionados os seguintes
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tratamentos: controle (meio de cultura suplementado 10% SBF); agente antiproliferativo
(Doxorrubicina 10pg/mL); tratamentos com a-tomatina em diferentes concentragdes (1; 2; 2,5
e Sug/mL). Apds cada tempo de tratamento (24, 48, 72 e 96 horas) as células foram colhidas e
quantificadas segundo o seguinte protocolo: o meio de cultura foi reservado e os pogos
lavados duas vezes com 2 mL de PBS. As células foram destacadas (incubacdo com tripsina
0,01% por 5 minutos), inativadas com o meio reservado e centrifugadas (5 minutos,
1080rpm). Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet de células restaurado em 0,5
mL de meio de cultivo. A contagem das células Foi realizada em hemocitdmetro tipo camara
de Neubauer. Os valores quantificados forma plotados segundo um eixo cartesiano de tempo
por volume para a obteng¢do da curva de proliferacdo e os dados usados para calcular a
regressdo exponencial (através do método dos minimos quadrados). O experimento foi

realizado em triplicata.

Ensaio de Viabilidade Celular com Azul de Trypan

O ensaio para avaliacdo da viabilidade celular foi realizado paralelamente ao
Ensaio de Cinética de Proliferagdo Celular. Apds a obtengdo do pellet celular por
centrifugagdo e sua re-suspensdo em 0,5mL de meio de cultivo uma aliquota da suspensao
celular (20uL) foi homogeneizada com o corante Azul de Trypan na propor¢do 1:1. As
células foram quantificadas em hemocitometro tipo cadmara de Neubauer e expressas em

porcentagem O ensaio foi realizado em triplicata.

Ensaio para Avaliagdo da Inducdo de Apoptose in situ

Em uma placa de 6 pocos, 1x10° células foram incubadas em meio DMEM
suplementado 10% SBF sobre uma laminula (18x18mm). Apdés o tempo de 24h de
estabilizacdo o meio foi substituido pelos seguintes tratamentos: controle negativo (meio de
cultura); indutor de apoptose (Camptotecina 10png/mL) e trés concentragcdes de o-tomatina
(0,1; 1 e 2ug/mL). As células foram colhidas de acordo com a metodologia descrita por

Rovozzo et al. (1973): As células foram lavadas com PBS, as laminulas retiradas da placa de
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cultura e fixadas em fixador de Carnoy por 5 minutos. A laminula ¢ tratada com passagens em
concentragdes decrescentes de etanol (95% a 25%), e a seguir sdo lavadas com Tampao
Mcllvaine por 5 minutos. As laminulas sdo entdo coradas com acridina orange (0,01%, 5
minutos) ao abrigo de luz, seguida de outra lavagem com tampdo Mcllvaine. Para a
montagem da lamina a laminula foi invertida sobre ela, adicionada de uma gota de tampao
Mcllvaine e selada com esmalte cosmético simples. A andlise da lamina foi feita em
microscopio de fluorescéncia (filtro de excitacdo de 420-490 nm e filtro de barreira de
520nm). Os experimentos foram feitos em triplicata e 1500 células foram analisadas por
tratamento. A identificacdo das células apoptoticas foi realizada por analise nas mudangas
morfologicas das células como condensacao da cromatina, formagdo de corpos apoptoticos ou

fragmentacdo do DNA nuclear ap6s coloragdo com laranja de acridina.

Ensaio de Avaliagdao de Genotoxicidade (Cometa)

Foram cultivadas 10° células em frascos de cultura 25cm’ e incubadas em
meio de cultivo suplementado 10% SBF durante 24 horas para estabilizagdo. Apds esse
periodo o meio de cultivo foi substituido pelos seguintes tratamentos: controle (apenas meio
de cultivo), a-tomatina (0,1; 1 e 10png/mL) e indutor de danos (Doxorrubicina 10pg/mL). Os
cultivos foram incubados durante trés horas em estufa a 37°C 5% CO,. As células entdo
foram lavadas duas vezes com PBS (2mL) e destacadas com tripsina, inativadas e
centrifugadas (5 minutos a 1080 RPM). O sobrenadante foi desprezado e as células re-
suspendidas em 0,5mL de meio de cultivo. As etapas seguintes do preparo das células foram
realizadas de acordo com Singh e colaboradores (1997). As células foram homogeneizadas
em agarose de baixo ponto de fusdo (LMP 36°C) na proporcao 1:6 e distribuidas sobre
laminas cobertas com agarose normal. As laminas foram cobertas com uma laminula estéril e
deixadas sob refrigeragdo por vinte minutos. Depois disso as ladminas foram imersas em
solugdo de lise alcalina para o rompimento das membranas e exposi¢do do nucleo (processo
de denaturagdao de membranas) durante uma hora e meia. As laminas foram submetidas a
eletroforese em tampdo alcalino (25V a 300mA durante 20 minutos), neutralizadas,
desidratadas e armazenadas em geladeira (0-5°C). As laminas foram coradas com brometo de
etidio 0,01% e analisadas em microscépio de fluorescéncia (filtro de excitagdo de 420-490nm

e filtro de barreira de 520nm).
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Os danos ao material genético foram avaliados com base na extensao dos
rastros do fragmento (scores) e classificados de acordo com a seguinte magnitude: grau zero,
nenhum dano; grau um, poucos danos; grau dois, danos medianos e grau trés, danos severos.
As magnitudes se baseiam no tamanho do rastro deixado pelos fragmentos de DNA em
relacdo ao didmetro do nucleo. O experimento foi realizado em triplicata, baseando-se na
leitura de 100 cometas por lamina. Os scores foram obtidos com base na multiplicagdo do

nimero de células contadas pelo seu valor de score correspondente.

RT-PCR em Tempo Real

O experimento de qRT-PCR foi realizado de acordo com as especificagdes
de Bustin e colaboradores (2009): em frascos de cultura de 25 cm’ foram semeadas 10°
células e deixadas por 24 horas para estabilizacdo. Depois desse periodo o meio de cultivo foi
substituido pelos seguintes tratamentos, realizados em frascos duplicados: controle (apenas
meio de cultivo), o-tomatina (0,1 e 2ug/mL). As células permaneceram incubadas durante 12
horas. Apos esse periodo as células foram obtidas e o RNA total foi extraido com uso do
reagente Trizol-LS (Invitrogen) de acordo com o fabricante. As extragdes foram validadas
através da razdo das absorbancias espectrofotométricas (A260/A280, tendo como limites 1,9 e
2,1) e a integridade do material definida pela resolugdo em gel de agarose 0,8% (visualizagao
de duas bandas nitidas). A partir do RNA integro foi-se procedido a sintese de DNA
complementar (cDNA). Para tal, utilizamos 2uL de DNTP (Invitrogen - 10mM), 1uL de
oligo(dT) (Inivtrogen - 10pmol/uL), 500ng de RNA total e o volume foi completado com
14,9uL de 4gua DEPC (1%). Esse mix foi incubado durante 5 minutos em termociclador
(TECHNE TC 412) a 65°C e depois transferido rapidamente para o gelo, adicionado de 4uL
de tampao da MLv 5x (Invitrogen); 0,1pL de inibidor de ribonuclease (RNase out -
Invitrogen) e 1uL de transcriptase reversa (M-MLv-RT - Invitrogen), totalizando um volume
final de 20uL. Esse mix foi levado ao termociclador a 37°C por 50 minutos, seguido de 15
minutos a 70°C. O ¢cDNA foi acondicionado em freezer -80°C.

As reagdes de PCR em tempo real foram realizadas no termociclador PTC
200 DNA Engine Cycler, usando o sistema de deteccdo Chromo 4 (MJ Research- BIO RAD).
A deteccdo da amplificagdo foi feita por mensuracdo da fluorescéncia emitida pelo corante

SYBR Green (Platinum SYBR Green qPCR Supermix-UDG - Invitrogen) ao se ligar a dupla
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fita de DNA. As condi¢des da PCR no termociclador foram as seguintes: desnaturagao do
cDNA a 50°C por 1 minuto, seguido de 95° por 3 minutos, 35 ciclos a 95°C por 20 segundos;
anelamento do primer a 60°C por 30 segundos; e extensdo a 72°C por 20 segundos, seguidos
de 95°C por 10 segundos e 40°C por 1 minuto. A analise da curva de melting foi realizada no
final da reacdo com temperatura de 50°C até 95°C em uma progressao de 0,5°C durante 5
segundos. Os dados foram normalizados com primers para gliceraldeido-3-
fosfatodesidrogenase (GAPDH) amplificados em cada conjunto de experimentos de PCRs.
Foram utilizados primers especificos para avaliar a expressdo dos seguintes genes: glutationa-
S-transferase P1 (GST), proteina 53 (P53) e citocromo P-450 subunidade 1A1 (CYP1Al). O
desenho dos primers utilizados para as rea¢cdes de PCR em tempo real estdo apresentados na
Tabela 1.

Todos os experimentos foram realizados com duas culturas independentes, e

cada amostra de cDNA foi analisada em trés repeti¢cdes para cada par de primer.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos no Ensaio de Citotoxicidade — MTT e Cometa foram
submetidos a andlise de varidncia (one-way ANOVA) seguido do Teste de t-Student (o =
0,05), pelo programa SPSS v2.0. Os dados obtidos nos ensaios de Cinética de Proliferagao
Celular, Viabilidade Celular e Avaliagao da Inducao de Apoptose foram submetidos a analise
de variancia (one-way ANOVA) seguidos de Teste de Dunnet (a = 0,05), pelo programa
SPSS v2.0. Os valores do doubling time foram estimados de acordo com Kim (2005)
realizado em Excel v2007. Os niveis de expressdo dos genes em estudo foram determinados
pelo método de Pfaffl e colaboradores (2002), com analise estatistica realizada através do

Software REST-384.
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RESULTADOS

Analise da Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade revelou que a a-tomatina atua sobre a
sobrevivéncia celular de maneira dose-dependente. Foi observada significativa reducdo nos
indices de sobrevivéncia quando as células foram tratadas com a-tomatina na concentragao de
2ug/mL ou maior (Figura 1). Quando os tratamentos foram de 5 ou 10pug/mL a a-tomatina
inibiu a sobrevivéncia celular de 97% das células nas primeiras 24 horas de incubagdo, os
mesmos resultados obtidos com incubagdo das células com doxorrubicina. A dosagem de
2,5ug/mL foi estimada, através de regressdo linear, como sendo inibitoria a 50% da
sobrevivéncia celular. Dessa forma as concentragdes de 1; 2; 2,5 e Sug/mL foram

selecionadas para os estudos subseqiientes.
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Figura 1 — Porcentagem de sobrevivéncia celular. Calculo realizado a partir dos valores de
absorbancia obtidos através do Ensaio do MTT apos tratamento de 24 horas em células
NCI-H460 tratadas com o-tomatina. As barras representam as Médias + Desvio Padréo
obtidos em trés experimentos independentes. *p<0,05; ***p<0,001; diferenca
significativa em relagdo ao controle.

Para entendermos melhor a ag¢do citotoxica da a-tomatina submetemos as
células ao ensaio de cinetica de proliferacdo celular, a fim de avaliarmos a dindmica de seu
crescimento e proliferagdo. Observamos que a a-tomatina inibiu significativamente o numero
de células nas concentragdes de 2,5 e Sug/mL nas primeiras 48 horas de ensaio. A

concentragdo de 1pg/mL ndo diferiu significativamente do tratamento controle em nenhum
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dos tempos avaliados, tal como a concentracdo de Spug/mL nao diferiu do tratamento com
doxorrubicina (Figura 2). Nao houve diferenca entre os tratamentos de 2 e 2,5ug/mL. O
tratamento com 2 pg/mL apresentou diferenca significativa perante o controle a partir de 72
horas de tratamento. Os tratamentos com 2 e 2,5ug/mL de a-tomatina apresentaram redugao
de 54,8 e 71,9% no ntmero total de células, respectivamente. Os tratamentos com Sug/mL de
a-tomatina e 10ug/mL de doxorrubicina reduziram o numero total de células em

aproximadamente vinte vezes.
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Figura 2 — Cinética de proliferacdo celular. Numero total de células obtida através de
contagem em camara de Neubauer apds 24, 48, 72 ¢ 96 horas de tratamento com
a-tomatina em células NCI-H460; Concentracdes em pg/ml; Doxorrubicina =
10pg/ml. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; diferenga significativa em relacao ao
controle.

O doubling time, tempo que a cultura de células leva para dobrar seu
volume em numero, apresentou-se drasticamente modificado na concentracdo de Sug/mL em
relagdo ao controle, subindo de 18,5 para 332,5 horas (Figura 3). Valores significativos de
reducdo também foram observados nas concentracdes de 2 e 2,5ug/mL.

A fim de determinarmos se a redu¢ao do nimero de células ¢ decorrente de
parada celular ou morte procedemos ao teste de viabilidade celular com o uso do corante azul
de Trypan. Enquanto os tratamentos controle ¢ 1ug/mL de a-tomatina apresentaram mais de
90% de células viaveis durante todo o experimento, o teste revelou que nas primeiras 24 horas

de incubagdo com os tratamentos 2 e 2,5ug/mL a o-tomatina foram capazes de inibir
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significativamente a viabilidade celular em 33 e 67% respectivamente. Posteriormente nessas
mesmas concentragoes foi observado um gradativo aumento no nimero de células vidveis,
chegando a niveis normais (com referéncia ao controle) com 48 e 96 horas de experimento.
Quando concentrada a Spg/mL a a-tomatina inibiu a viabilidade celular completamente nas
primeiras 24 horas, impedindo um aumento significativo no nimero de células viaveis nas 72
horas seguintes, que tal como observado no tratamento com doxorrubicina, nunca foi superior

a 20% do total de células (Figura 4).
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Figura 3 — Doubling time de células NCI-H460 tratadas com a-tomatina por periodo total de
96 horas; *p<0,05 ***p<0,001; Doxorrubicina = 10pg/ml; diferenca significativa
em relagdo ao controle.
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Figura 4 — Porcentagem de Viabilidade Celular em células NCI-H460 tratadas com a-
tomatina nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas. As barras representam as Médias +
Desvio Padrdo obtidos em trés experimentos independentes. *p<0,05;
*#%p<0,001; diferenga significativa em relacao ao controle.
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Analise da Indugdo de Apoptose in situ

Podemos observar através do grafico da Figura 5 que nenhum efeito
apoptdtico foi reportado nas concentragdes de o-tomatina testadas, onde todos os resultados
foram significativamente semelhantes ao controle. O controle positivo com camptotecina

resultou em amplos efeitos apoptoticos.
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CTRL T[2] T[1] T[0,1] CAMPTO

Células apoptdticas

Concentragdes de a-tomatina (ug/ml)

Figura 5 — Numero médio de células apoptoticas obtidas através de coloracdo por Laranja de
Acridina em células NCI-H460 tratadas com a-tomatina por 24 horas;
Camptotecina = 10pg/ml. ***p<0,001; diferenga significativa em relagcdo ao
controle.

Analise da Genotoxicidade

Nenhum efeito genotoxico foi observado nos diferentes tratamentos com a-
tomatina. Diferente dos resultados encontrados com o tratamento com doxorrubicina, 0s
tratamentos com o-tomatina ndo resultaram na formac¢ao de cometas em niimero significativo

a diferi-los do tratamento controle (Figura 6).
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Figura 6 — Score de cometas observados em células NCI-H460 tratadas com a-tomatina por
3 horas; ***p<0,001; diferenga significativa em relacao ao controle.

Anadlise da Expressao Génica

Nao houve alteragdes na expressio dos genes que codificam a glutationa-S-

transferase (GST), proteina p53 (P53) e citocromo P-450 1A1 (CYP1Al). Em ambos os

tratamentos com o-tomatina, seus niveis foram similares aqueles encontrados no tratamento

controle (Figura 7).
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Figura 7 — Avaliagdo da expressao relativa dos genes CYP1Al, P53 ¢ GST por RT-PCR em
tempo real apds 12 horas de tratamento com a-tomatina nas concentragdes de 0,1
e 2ug/mL em células NCI-H460. (Anélise estatistica feita pelo Software REST-

384).
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DISCUSSAO

A o-tomatina ¢ um composto natural cujas propriedades bioldgicas sdo
conhecidas como antiiflamatério e imunomodulador (MORROW et al.,, 2004). As
propriedades antiproliferativas da a-tomatina ja foram reportadas em trabalhos anteriores em
diferentes tipos celulares (FRIEDMAN et al., 2009), embora nem todos os processos de seus
mecanismos de acdo estejam completamente elucidados. Nossos dados em células NCI-H460
demonstram os efeitos consideraveis da a-tomatina, corroborando com seu potencial
antiproliferativo em pesquisas prévias com a mesma substancia.

O Ensaio de Citotoxicidade através de MTT ¢ empregado para verificar a
citotoxicidade de diferentes substancias, sendo um dos métodos mais usados € mais sensiveis
para detecgdo de citotocixidade in vitro (FOTAKIS & TIMBRELL, 2006). Porém esse ensaio,
que ¢ comumente chamado de citotoxicidade, ndo apenas avalia a morte celular, mas também
pode indicar a inibi¢do de crescimento celular, ou seja, o efeito citostatico.

No presente estudo foi observado que a a-tomatina exerce efeito citotoxico
sobre células NCI-H460 quando concentrada a partir de 2ug/mL. Em outros tipos celulares a
a-tomatina foi capaz de reduzir a sobrevivéncia celular em células MCF-7 e HT-29 a metade
quando concentrada a 5,07 e 0,03ug/mL respectivamente (FRIEDMAN et al., 2009). Em
células NCI-H460 a o-tomatina j& havia demonstrado efeitos redutores da sobrevivéncia
celular quando concentrada acima de 3,5ug/mL (SHIEH et al.,, 2011). Os resultados
apresentados pelo presente trabalho corroboram com pesquisas anteriormente realizadas que
apontam o potencial redutor da sobrevivéncia de células incubadas com a-tomatina.

As concentracdes necessarias de a-tomatina para que seus efeitos inibitorios
sejam observados sdo sempre inferiores aquelas necessarias de doxorrubicina para se obter o
mesmo nivel de inibicdo (BARCELOUX et al., 2008). Nossos resultados demonstram esse
quando concentrada a S5pg/mL a a-tomatina € capaz de inibir a sobrevivéncia de células NCI-
H460 tal qual a doxorrubicina quando concentrada a 10pug/mL. Nessas concentragdes a -
tomatina ndo apresenta toxicidade oral a curto ou médio prazo (LEE et al., 2004; FRIEDMAN
et al., 2007).

Os dados obtidos pela avaliagdo da cinética de proliferagdo celular em que
analisamos a curva de crescimento celular em diferentes tempos de tratamentos corroboram

com os resultados do ensaio do MTT. A partir dessa analise, foi confirmado que a a-tomatina
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diminuiu significativamente a proliferagao celular a partir do tempo de 24 horas de exposigao.
Na maior concentragdo, o crescimento celular foi inibido a partir de 24 horas com um nimero
estavel de células durante os quatro tempos analisados, sendo predominante a presenca de
células inviaveis. Observou-se ainda que quando concentrada a 2 e 2,5ug/mL a a-tomatina
reduz a proliferacdo celular a partir de 48 horas de incubagdo, sendo constatada uma
diminui¢do superior a 50% no numero de células a 96 horas do experimento. Conclui-se
assim que a propriedade antiproliferativa da a-tomatina em relagdo as células NCI-H460 em
concentragoes de 2pg/mL ou superiores.

Os dados de proliferagdo revelam que de fato houve diminuicdo do
crescimento celular de modo dose-dependente, e através da andlise da viabilidade pode ser
demonstrado que processos celulares sdo responsaveis por essa inibi¢do. O Ensaio de
Viabilidade Celular demonstrou um aumento significativo no numero de células inviaveis nas
primeiras 24 horas de tratamento com a-tomatina (2 e 2,5ug/mL) com posterior recuperagao
no numero de células. Esse ensaio demonstrou que os efeitos da o-tomatina sobre a
viabilidade celular parecem ser mais efetivos nas primeiras 24 horas de incubagdo. Testes in
vitro realizados com células HepG2 e HelLa demonstraram niveis reduzidos de células nas
primeiras 24 horas de tratamento, sendo o numero total de células considerado baixo no
decorrer do experimento (FRIEDMAN et al., 2009). O tempo de dobramento da cultura,
representado pelo doubling time obtido através da analise da curva de crescimento,
demonstrou que a a-tomatina retarda significativamente a proliferagdo celular. Mesmo apoés a
recuperacdo do numero de células vidveis nos tratamentos com 2 e 2,5ug/mL de a-tomatina o
tempo de dobramento da cultura aumenta significativamente, demonstrando que esse
glicoalcaldide ¢ capaz de modificar a dindmica de crescimento e proliferagdo celular.
Diversos mecanismos sdo descritos para explicar esse efeito inibidor, sendo a capacidade da
a-tomatina de romper membranas e promover lise, € sua mais recente propriedade de induzir
apoptose através da ndo ativagdo de caspases as propriedades mais discutidas.

Diferentemente de outras drogas antiproliferativas como a doxorrubicina, a
a-tomatina ndo apresentou efeitos genotdxicos apds incubagdo de trés horas com 1, 2 e
Sug/mL da substancia. Dessa forma a a-tomatina demonstra ndo ter potencial de clivar o
material genético, e assim sua propriedade antiproliferativa ndo pode atribuida a um potencial
efeito genotoxico.

Com o objetivo de esclarecer o mecanismo pelo qual a a-tomatina deprecia

o numero de células viaveis em uma cultura empregamos o teste de apoptose com o uso do
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corante laranja de acridina. A acridina ¢ um composto excitavel por fluorescéncia que permite
a avaliagdo citomorfologica que caracteriza os estagios finais da apoptose (ROVOZZO et al.,
1973), como condensagdo da cromatina, fragmentacio do DNA e forma¢do dos corpos
apoptoticos. Nenhum desses eventos foi observado nas culturas incubadas com 0,1; 1 e
2ug/mL de a-tomatina, demonstrando, em um primeiro momento, que esse glicoalcaldéide nao
¢ capaz de induzir esse tipo de morte celular. Apesar de estudos prévios terem reportado a
propriedade pro-apoptdtica da a-tomatina (MORROW et al., 2004) estudos mais recentes
apontam a indugdo de apoptose independente de caspases como o mecanismo pelo qual a a-
tomatina exerce essa propriedade (YANG et al., 2004; CHAO et al., 2010). Essa via de morte
celular ¢ precoce as vias de apoptose ja descritas, envolvendo liberagdo de proteinas
mitocondriais que, independentemente da ativa¢do de caspases, sdo capazes de chegar ao
nucleo e fragmentar o DNA (HONG et al., 2004). A detecgdo dessa via de apoptose depende
de técnicas mais sensiveis, e ndo ¢ possivel comprova-la através do ensaio citomorfoldgico in
situ, onde apenas a redugdo do niamero de células foi observada. A ndo observancia do padrido
apoptotico em células NCI-H460, ap6és 24 horas de tratamento através do ensaio
citomorfologico com laranja de acridina, refor¢a as informacdes anteriores de que as vias
apoptdticas intrinseca e extrinseca nao sdo ativadas no processo de indugdo de morte na
presenca de a-tomatina.

A partir desses resultados passamos a investigar o efeito da a-tomatina na
regulacdo da expressdo génica, tendo como alvo genes que codificam proteinas do ciclo
celular e biotransformagdo de xenobioticos. P53 ¢ uma proteina envolvida nos processos de
controle do ciclo celular cujo aumento da expressao esta relacionado a reparo do DNA ou
inducdo de morte celular (KALDIS, 2010); citocromo P-450 1A1 (CYP1A1l) ¢ uma enzima
envolvida nos processos de detoxificagdo de xenobidticos, especialmente hidrocarbonetos, na
fase 1 da biotransformagdo; e Glutationa-S-Transferase ¢ uma enzima responsavel pela
conjugacao de glutationa (GSH) a xenobioticos, facilitando sua eliminagao durante o processo
conhecido como biotransformacao de fase II (DERELANKO & HOLLINGER, 2002;
KALDIS, 2010). Poucos estudos demonstram os efeitos da a-tomatina sobre a expressdao de
qualquer gene, mesmo ja tendo sido demonstradas suas propriedades na regulagdo da
expressdao de metaloproteinases (SHII et al., 2009; SHIEH et al., 2011). Faz-se importante,
portanto, conhecer os efeitos desse glicoalcaldide sobre a expressdo de moléculas
relacionadas ao ciclo celular e a biotransformagdo de xenobioticos, a fim de ampliar os

conhecimentos sobre a bioquimica ¢ os mecanismos de agdo desse composto.
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O presente trabalho demonstrou que as expressoes de CYP1Al, GST e P53
permaneceram inalteradas durante exposicao de doze horas a 0,1 e 2ug/mL de a-tomatina. De
acordo com Shieh e colaboradores (2011) a a-tomatina eleva a producdo de ERO intracelular
e conseqiiente deple¢dao nos niveis de GSH quando concentrada a 2ug/mL, mas seus efeitos
mais significativos na reducdo da biodisponibilidade dessa molécula sdo detectados nas
concentragdes de 3pg/mL e superiores. Uma maior expressdo de GST estd intimamente
relacionada aos niveis de GSH. A expressao invariada dessa enzima pode estar relacionada a
concentragdo e ao tempo total do ensaio e a concentracdo maxima testada.

A regulagdo da expressdo de CYP1Al depende de um sensivel receptor
citosolico denominado Ah (aril hidrocarboneto), que uma vez ativado inicia o processo de
expressdo de CYP1A1l (MANAHAN, 2003). O aumento nos niveis de expressio do mRNA de
CYP1Al ¢ resultado da interacdo de seu receptor citosdlico com moléculas visando a
eliminacdo de compostos possivelmente danosos. A toxicidade da a-tomatina ¢ considerada
baixa, e a reacdo de tecidos e células especializadas durante a biotransformacdo de
xenobidticos ¢ variada. Apesar da natureza alcaldide minimamente toxica da a-tomatina seus
efeitos ndo sdo suficientes para deflagrar uma resposta através do aumento da expressdo de
CYP1Al. A nao variacao da expressao do gene P53 sugere que a a-tomatina ndo ¢ capaz de
regular a expressdo de proteinas relacionadas com o ciclo celular, ndo sendo comprovados,
portanto, os efeitos citostaticos desse glicoalcaloide.

Experimentos prévios apontaram a liberacdo da enzima lactato
desidrogenase (LDH) ao meio de cultivo na presenca de a-tomatina (YANG et al., 2004).
Essa enzima, confinada no interior das células, ndo ¢ liberada ao meio sendo durante processo
litico das células, e a mensuracao de sua liberacdo também pode ser utilizada para avaliar o
potencial citotoxico de uma substancia (FOTAKIS & TIMBRELL, 2006). A reatividade da a-
tomatina em membranas sugere que seus efeitos antiproliferativos e indutores de morte
celular sd3o resultado de sua interacdo com a membrana citoplasmatica e conseqiiente
rompimento. Sabe-se que glicoalcaldides produzidos por espécies do género Solanum, como a
a-tomatina, sdo capazes de promover esse evento através da interagdo com a molécula de
colesterol presente nas membranas (KEUKENS et al., 1995). Dessa forma ndo sdo observadas
evidéncias do processo apoptdtico tampouco variacdo em proteinas reguladoras do ciclo
celular. Podemos assim sugerir que a deteccdo da citotoxicidade pelo ensaio do MTT ¢ a
diminui¢do da proliferacdo e viabilidade celulares se deve pela morte celular litica, através da

atividade da a-tomatina a membrana celular. Friedman e colaboradores (2007) apontam que
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os efeitos observados da a-tomatina na reducdo de tumores in vivo sdo resultado de suas
propriedades em conjunto, como a potencializacdo da resposta imune, especialmente com
linfocitos T citotoxicos, além da interacdo da a-tomatina com membranas € a modulagao de
sua permeabilidade.

Concluimos com esse trabalho que a o-tomatina, nas concentragdes
estudadas, apresenta efeito inibitorio da proliferagio em células NCI-H460, possivelmente
como resultado de sua interacdo com a membrana dessas células e sua atividade litica. Os
efeitos pro-apoptoticos da a-tomatina, se presentes, ndo puderam ser detectados pelo método
citomorfologico. A a-tomatina ndo apresenta efeitos genotdxicos tampouco ¢ capaz de regular
a expressao de genes relacionados aos controles do ciclo celular. Nossos estudos contribuem
com as mais recentes pesquisas de substancias naturais com propriedades antiproliferativas
frente o crescimento tumoral, e sugere mais estudos sobre os mecanismos envolvidos e as

possiveis aplicagdes da a-tomatina quanto seu potencial terapéutico em relagao ao cancer.
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ANEXO A - TABELAS

Tabela 1 — Sequéncia de primers utilizados na reagdo de PCR em Tempo Real.

Gene Primers Referéncia / n° de
acesso (NCBI)

GAPDH F - 5’ACAAGATTGTGAAGG TCG GTG TCA 3° | SUGAYA et al.,
R - 5’AGCTTCCCATTCTCAGCCTTGACT 3’ 2005.

CYP1A1 F -5 CTGGTTCTGGATACCCAGCTG 3° TAYLOR et al.,
R -5 CCTAGGGTTGGTTACCAGG 3’ 20009.

GST P1 F -5 ATGGGCCTAGAGCTGTTTCT 3’ BAIGI et al., 2008.
R -5 AGCCCAGGTACTCATGAACA 3’

P53 F -5 ATCTGGACGACAGGCAGACT 3’ KASAHARA etal.,
R -5 AGGCAGTGAAGGGACTAGCA 3° 2005.

Tabela 2 — Valores médios e desvio padrao da absorbancia obtida no teste de citotoxicidade

MTT, apds 24 horas de tratamento:

TRATAMENTO Média + Desvio padrio
Controle 0,914 £ 0,22
Tomatina 0,1 pg/mL 0,926 +0,24
Tomatina 1 pg/mL 0,950 + 0,24
Tomatina 2 pg/mL 0,682 £0,16 *

Tomatina 3 pg/mL

Tomatina 5 pg/mL

Tomatina 10 pg/mL
Doxorrubicina 10 pg/mL

0,117 £ 0,18 *%**
0,014 + 0,02 ***
0,017 £ 0,02 ***
0,018 + 0,01 ***

ANOVA seguido de Teste de Tukey; a = 0,05 **p<0.01, ***p<0,001; diferenca significativa em
relagdo ao controle.

Tabela 3 — Freqiliéncia média e desvio padrdo (em porcentagem) referente a Taxa de

Sobrevivéncia Celular, do Ensaio de Citotoxicidade — MTT, em NCI-H460 apos
tratamento com o-tomatina no tempo de 24 horas.

TRATAMENTO Média + Desvio padrio
Controle 100 £+ 0,00
Tomatina 0,1 ng/mL 100 + 0,00
Tomatina 1 pg/mL 100 £ 0,00
Tomatina 2 pg/mL 74,8 £2,51 *
Tomatina 3 pg/mL 12,9 £ 1,27 ***
Tomatina 5 pg/mL 3,5+ 1,91 ***

Tomatina 10 pg/mL
Doxorrubicina 10 pg/mL

2,11 £1,11 ***
2,03 + 1,17 ***

ANOVA seguido de Teste de Tukey; a = 0,05 **p<0.01, ***p<0,001; diferenca significativa em
relacdo ao controle.
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Tabela 4 — Freqiiéncia média e desvio padrio (niimero de células x 10%/mL) referente ao
Ensaio de Cinética de Proliferacdo Celular em células NCI-H460 apos tratamento
com o-tomatina nos tempos de 24, 48, 72 ¢ 96 horas. Numero de células viaveis:

Teste Tempo de tratamento. Média + Desvio padrio
24hs 48hs 72hs 96hs

Controle 21 £2,653 55+£2,017 144 + 1,973 338 +£2,423
Tomatina 1| 18+1,747 49 + 2,480 139+ 3,111 277 + 2,501
pg/mL
Tomatina 2| 12+1,541 37+1,701 80 + 1,448 * 153 + 2,441 ***
pg/mL
Tomatina 251 15+£2,111 20+ 1,901 * 37+0,837 ** 96 + 3,043 #*
pg/mL
Tomatina 50 11+2,025 11+£2210* 12 £1,769 *** 12 £ 3,739 4
pg/mL
Doxo 10 pg/mL 12 +£1,802 10 +1,905 * 12 £ 2,284 *** 14 +£4,910 ***

ANOVA seguida de Teste de Dunnet [1=0,05 *p<0,05; **p<0.01, ***p<0,001; diferenca significativa

em relagdo ao controle.

Tabela 5 — Freqiiéncia média e desvio padrdo (em porcentagem) referente ao Ensaio de
Viabilidade Celular em células NCI-H460 apos tratamento com o-tomatina nos
tempos de 24, 48, 72 e 96 horas. Valores referentes ao numero de células viaveis:

Tempo de tratamento. Média + Desvio padrao

Teste 24hs 48hs 72hs 96hs
Controle 052+ 1.17 | 982+144 | 98.6+2.14 97.6+2.17
Tomatina 1 pg/mL | 944+131 | 98.0+141 | 97.8+2.07 971 +2.15

Tomatina 2 pg/mL
Tomatina 2,5
nug/mL

Tomatina 5 pg/mL
Doxo 10 ug/mL

66,7+ 1,14 86,5+ 1,37 91,3+ 1,84 * | 92,8 £2,44 ***

33,3+ 1,09 65,0+136* | 78,4+ 1,71 ** | 88,5+2,66 ***
0,0 + 0,00 * 18,2+ 1,38 * | 8,3+ 1,72 *** | 16,7+ 2,45 ***
0,0 +£0,00 * 0,0+0,00* | 83£2,65*** | 19,0+29]***

ANOVA seguida de Teste de Dunnet [1=0,05 *p<0,05; **p<0.01, ***p<0,001; diferenca significativa

em relagdo ao controle.

Tabela 6 — Valores médios e desvio padrdo do valor do tempo de duplicagdo (doubling time)
obtido apds 96 horas de incubagdo com o-tomatina:

TRATAMENTO Média + Desvio padrio
Controle 18,52 £ 0,71
Tomatina 1 ug/mL 19,18 + 0,84
Tomatina 2 pg/mL 23,51+ 1,47 *
Tomatina 2,5 pg/mL 30,41 £2,90 *
Tomatina 5 pg/mL 332,27 + 24,77 ***
Doxorrubicina 10 pg/mL 230,44 £ 12,51 ***

ANOVA seguido de Teste de Tukey; a = 0,05 *p<0.05, ***p<0,001; diferenca significativa em

relacdo ao controle.
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Tabela 7 — Avaliagdo da inducao de apoptose apds tratamento das células NCI-H460 por 24
horas com a-tomatina:

Teste

Média + Desvio Padrao

Freqiiéncia (%)

Controle

Tomatina 0,1 pg/mL
Tomatina 1 pg/mL
Tomatina 2 ug/mL
Camptol0 pg/mL

119,7+ 12,1
82,7+10,4
84,3+£9.,6
64,3+ 10,1
398 £ 34,1 ***

23,93
16,53
16,87
12,87
79,6

ANOVA seguida de Teste de Dunnet [1=0,05; ***p<0,001; diferenga significativa em relacdo ao
controle. Contagem total de 1500 células.

Tabela 8 — Avaliagdo da inducao de danos genotoxicos apos tratamento das células NCI-
H460 com a-tomatina:

Magnitude dos danos. Média = Desvio padriao

Teste 0 1 ) 3
Controle 89 +2,1 8+ 1,6 2+0,3 1+0,8
Tomatina 1 ug/mL 84 +3,6 11+23 4+0,9 1+£0,7
Tomatina 2 pg/mL 79 £2,4 11 +£2,1 9+1,3 0=+0,0
Tomatina 5 ng/mL 85+ 1,9 9+1,0 4+£20 2+0,7
Doxo 10 pg/mL 27+24* 10 £0,7 32+46* 31£59 *

ANOVA seguido de Teste de Tukey; a = 0,05 *p<0.05; diferenca significativa em relagdo ao controle.

Contagem de 100 nucleoides.



