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RESUMO

A doxorrubicina ¢ um agente quimioterapico utilizado no tratamento do cancer. Contudo, a
eficacia do tratamento pode ser comprometida quando o tumor apresenta resisténcia a droga.
Os efeitos adversos resultantes da toxicidade relacionada as altas dosagens e a resisténcia
celular a droga podem ser mitigados mediante a combinacao de bioativos em concentragdes
menos citotoxicas. A plumbagina ¢ um fitoquimico extraido de plantas do género Plumbago,
que exibe atividades biologicas, como efeitos antioxidante, antibacteriano, antifiingico, anti-
inflamatorio e antitumoral. Nesse contexto, a associagdo dessas moléculas foi testada para a
avaliagdo dos efeitos celulares no aspecto morfologico e molecular em células de
hepatocarcinoma humano (HepG2/C3A) em modelos 2D e 3D. Para isso, realizou-se teste de
citotoxicidade com resazurina e ensaio clonogénico, monitoramento celular por time-lapse,
avaliagdo de danos no DNA (ensaio do cometa), marcacdo de goticulas lipidicas
intracelulares, monitoramento de volume esferoidal, coloracao fluorescente de esferoides com
Hoechst 33342 e ITodeto de Propidio e RT-qPCR para genes das vias de morte celular (CASP3,
CASPS, CASPY, PARPI1, BBC3, BIRCS, BCL2 e TNF), autofagia (BECNI e SOSTM1), ciclo
celular (C-MYC, NF-kB, CDKNIA, M-TOR e TRAF?2), reparo de danos no DNA (H2AFX,
GADD454 e GADD45A4G), estresse oxidativo (GPXI), estresse no reticulo endoplasmatico
(EIF2AK3 e ERNI), metabolismo de xenobioticos (CYPIAI, CYPIA2, CYP3A44, CYP2EI,
CYP2C9) e marcadores de ferroptose e piroptose (NQOI, NRF2, SLC7A11, ASNS, HMOX],
CHACI, ACSL4, NFE2L2, TRFC, GSDMD) nos modelos experimentais 2D e 3D. Fez-se a
analise estatistica no software GraphPad Prism 9.4, de acordo com a normalidade e disposi¢ado
dos dados. As associagdes reduziram significativamente a proliferacdo celular em relacdo aos
seus isolados, apresentando efeito aditivo e sinérgico. Foi observado que as associagdes
aceleram o processo de morte e, os tipos de processos morfoldégicos de morte sdo
influenciados pela concentracdo, sendo, portanto, diferentes nas diferentes concentracdes
avaliadas. As associagdes apresentaram capacidade de redugdo da sobrevida celular, além
disso, observou-se também que essas associacdes sdo genotoxicas. A doxorrubicina, a menor
concentracdo de plumbagina e a menor concentracdo de associagdo testada apresentaram
marcacdo mais intensa para corpusculos lipidicos. As associagdes reduzem o crescimento
esferoidal e alteraram o padrdo de coloragdao por Hoechst 33342 (nucleo) e lodeto de Propidio
(morte). As associacdes alteraram a expressao de mRNAs de vias moleculares envolvidas no
processo de morte, regulacdo do ciclo celular, reparo de dano do DNA e metabolismo de
xenobioticos. Os processos de morte observados nas células expostas as associacdes, bem
como os padroes moleculares alterados, evidenciam processo de ferroptose (menor
concentracdo) e piroptose (evidenciada na maior concentracao). Esses resultados demonstram
que as associagdes de plumbagina e baixa concentragdo da doxorrubicina (IC»s) apresentam
atividade antiproliferativa, atuando por meio do impedimento da formagdo de coldnias,
causando alteragdes no DNA e na expressio de mRNAs de vias de processo de morte,
regulagdo do ciclo celular, reparo de dano do DNA e metabolismo de xenobidticos,
contribuindo para o entendimento e desenvolvimento de novos protocolos para um possivel
tratamento com esses compostos no cancer.
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DE OLIVEIRA, L.M Association of plumbagin and doxorubicin in the modulation of
MRNA in 2D and 3D culture and in the change of parameters related to death by
ferroptosis and pyroptosis in HEPG2/C3A cells. 2024. 98 p. Master’s degree work
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ABSTRACT

Doxorubicin is a chemotherapy agent used to treat cancer. However, the effectiveness of
treatment may be compromised when the tumor is resistant to the drug. Adverse effects
resulting from toxicity related to high doses and cellular resistance to the drug can be
mitigated by combining bioactives in less cytotoxic concentrations. Plumbagin is a
phytochemical extracted from plants of the Plumbago genus, which exhibits biological
activities, such as antioxidant, antibacterial, antifungal, anti-inflammatory, and antitumor
effects. In this context, the association of these molecules was tested to evaluate cellular
effects in the morphological and molecular aspects of human hepatocellular carcinoma cells
(HepG2/C3A) in 2D and 3D models. To this end, a cytotoxicity test was carried out with
resazurin and a clonogenic assay, time-lapse cell monitoring, DNA damage assessment
(comet assay), intracellular lipid droplet labeling, spheroidal volume monitoring, fluorescent
staining of spheroids with Hoechst 33342 and Propidium lodide and RT-qPCR for genes from
the cell death pathways (CASP3, CASPS, CASPY, PARPI, BBC3, BIRCS5, BCL2 and TNF),
autophagy (BECNI and SQSTM]I), cell cycle (C-MYC, NF- kB, CDKNIA, M-TOR and
TRAF2), DNA damage repair (H2AFX, GADD454, and GADD45AG), oxidative stress
(GPXI), endoplasmic reticulum stress (EIF2AK3 and ERNI), xenobiotic metabolism
(CYPIAIL, CYPIA2, CYP344, CYP2EI, CYP2(CY9) and markers of ferroptosis and pyroptosis
(NQOI, NRF2, SLC7A11, ASNS, HMOXI, CHAC1, ACSL4, NFE2L2, TRFC, GSDMD) in 2D
and 3D experimental models. Statistical analysis was carried out using the GraphPad Prism
9.4 software, according to the normality and arrangement of the data The associations
significantly reduced cell proliferation in relation to their isolates, presenting an additive and
synergistic effect. It was observed that the associations accelerate the death process and the
types of morphological death processes are influenced by the concentration, and are therefore
different in the different concentrations evaluated. The associations showed the capacity to
reduce cell survival, in addition, it was also observed that these associations are genotoxic.
Doxorubicin, the lowest concentration of plumbagin and the lowest concentration of the
combination tested showed more intense staining for lipid bodies. The associations reduce
spheroidal growth and altered the staining pattern by Hoechst 33342 (nucleus) and Propidium
Iodide (death). The associations altered the expression of mRNAs of molecular pathways
involved in the death process, cell cycle regulation, DNA damage repair and xenobiotic
metabolism. The death processes observed in cells exposed to the associations, as well as the
altered molecular patterns, demonstrate the process of ferroptosis (lower concentration) and
pyroptosis (evidenced at higher concentrations). These results demonstrate that the
combinations of plumbagin and low concentration of doxorubicin (IC25) present
antiproliferative activity, acting by preventing the formation of colonies, causing changes in
DNA and in the expression of mRNAs of death process pathways, regulation of the cell cycle
, DNA damage repair and xenobiotic metabolism, contributing to the understanding and
development of new protocols for possible treatment with these compounds in cancer.

Key-words: Synergy. Toxicity. Spheroid. RT-qPCR. Gene Expression.
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1. INTRODUCAO

O cancer possui alto indice de mortalidade em analise global, neste quesito, ¢
importante ressaltar os fatores que contribuem para esse fato. Uma das principais
influéncias estd no tempo de diagnostico, sendo que quanto mais demorado, pior sera o
prognostico e as chances de cura (Schiffman, Fisher & Gibbs, 2015). Além disso, durante
o tratamento, nao ¢ incomum que se enfrente um grande problema: a resisténcia aos
quimioterapicos clinicamente disponiveis, sendo que essa resisténcia pode ja preexistir
ou ser desenvolvida durante o tratamento (Amjad & Kasi, 2023). Em aspectos celulares,
os tumores se caracterizam por sua heterogeneidade, apresentando, portanto, células
quimiossensiveis e resistentes ao tratamento (Dagogo-Jack & Shaw, 2018). Além dessa
problemadtica, outro fator dificulta o tratamento, o qual refere-se a toxicidade das drogas
associadas a alta dosagem, levando a efeitos sist€émicos adversos, como problemas
envolvendo a cardiotoxicidade (Jain, 2000). Dessa forma, a associagdo farmacoldgica
pode ser uma alternativa para driblar os desafios supracitados. A doxorrubicina ¢
extensivamente utilizada na clinica, sendo 0s seus mecanismos antitumorais vastamente
estudados e explorados, bem como os seus efeitos adversos associados a sua toxicidade
(Krischke et al., 2016; Pugazhendhi et al., 2018). A plumbagina, por sua vez, ¢ um
fitoquimico extraido de plantas do género Plumbago, que possui propriedades biologicas
de alto interesse terapéutico, incluindo atividade antioxidante, anti-inflamatéria e
antiproliferativa (Bakery et al., 2022; Shu et al., 2022; Yao et al., 2023). Dessa forma, a
triagem de drogas por andlise in vitro para o estudo do comportamento biologico celular
em monocamada tem sido utilizada (Niu & Wang, 2015). Contudo, a heterogeneidade
celular ndo ¢ mimetizada nesse modelo experimental. Além disso, ha outras
caracteristicas tumorais importantes que influenciam na resposta celular frente a
exposicdo a um agente antiproliferativo, como as proteinas presentes na matriz
extracelular e a adesdo celular, sendo extremamente importantes para a comunicagdo
intercelular e desenvolvimento de resisténcia (Briicher & Jamall, 2014; Rodrigues, Reis
& Pirraco, 2024). Isso denota a importancia da realizagdo de ensaios em culturas
tridimensionais na triagem de drogas. Diante do exposto, o objetivo desse trabalho ¢
investigar os potenciais mecanismos antiproliferativos envolvidos na ac¢do da associagdo
de plumbagina e doxorrubicina em modelo celular in vitro bidimensional e tridimensional

(esferoides) de células de hepatocarcinoma humano (HepG2/C3A).
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Plumbagina

A 5-hidroxi-2-metil-1,4-naftoquinona, mais popularmente conhecida como
plumbagina (Fig. 1), foi primeiramente isolada por D’Astafort em 1829, e ¢ assim
classificada por possuir um anel aromatico fusionado ao anel de benzoquinona (Zu
Astafort, 1829; Seigler, 1998). Esta configura-se como um analogo da vitamina K3, que
possui peso molecular de 188,18 g/mol e solubilidade a solventes organicos, como 0
cloroférmio e o acetato de etila (Paiva et al., 2004; Shukla et al., 2007; National Center
For Biotechnology Information, 2023). Referente aos seus aspectos fisicos, apresenta
coloragdo amarelada e cristalina, sendo sua temperatura de fusdo de 78-79° C (Fieser &
Dunn, 1936). Essa molécula pode ser extraida de plantas do género Plumbago, da familia
Plumbaginaceae, como a Plumbago zeylanica L. (Fig. 2), sendo caracterizada como um
metabolito secundério (Jeyachandran et al., 2009). Os fitoquimicos sdo compostos
encontrados em plantas e — mais especificamente os metabolitos secundarios — podem
apresentar acdes bioldgicas importantes no metabolismo humano. Essa classe ¢
representada quimicamente por compostos que podem ser flavonoides, alcaloides,
carotenoides, terpenoides etc. Nas plantas, os fitoquimicos desempenham um importante
papel na protecdo contra danos, tais como raio UV e patdgenos, além de atrairem os
polinizadores e auxiliarem na dispersdo de sementes, como revisado por Kennedy e

Wightman (2011).

Figura 1 — Estrutura Quimica Molecular da Plumbagina
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Fonte: National Center For Biotechnology Information, 2023



Figura 2 — Flores, folhas e raizes da planta Plumbago zeylanica L.

Fonte: Mandavkar & Jalalpure, 2011

A plumbagina possui propriedades farmacoldgicas importantes, tais como efeitos
anti-inflamatorios (Shu ef al., 2022), antioxidantes (Bakery ef al., 2022), antimicoticos
(Qian et al., 2022), bactericidas (Althili et al., 2022), neuroprotetivos (Su et al., 2022),
hipolipidémicos (Pai et al., 2019), antiprotozoarios (Titus et al., 2022) e antiproliferativos
(Tripathi, Rengasamy & Biswal, 2020). A estrutura de anel quinona presente em sua
molécula pode ser a responsavel pelos diversos efeitos biologicos que sdo observados nos
estudos com plumbagina, uma vez que essa estrutura mimetiza a coenzima Q10, o que
pode dificultar o transporte de elétrons durante o processo de fosforilagcdo oxidativa
(Alharbi et al., 2019). Estudados principalmente no sistema bidimensional, os efeitos
antiproliferativos da plumbagina foram observados em diversos tipos de linhagens
tumorais, como cancer cervical (CaSki; HeLa), ovario (SKOV3 e A2780), mama (MCF-
7), pancreas (PANC-1), oral (CR-SAS) e melanoma murino (B16F10). Tais efeitos sdo
decorrentes da habilidade dessa molécula em reduzir a viabilidade celular e atuar em
diversas cascatas biologicas, como em vias de morte celular, ciclo celular, danos ao DNA
e producdo de radicais livres (Mukherjee et al., 2023; Liang et al., 2023; Sidhu &
Capalash, 2023; Periyasamy et al., 2023; Lin et al., 2023).

Conforme revisado por Liu et al. em 2017, os efeitos antitumorais da plumbagina
se devem, majoritariamente, a modulagdes que ocorrem nas vias PI3K, Akt, mTOR,
AMPK e Ras (Fig. 3). Essas vias interagem entre si, sendo elas revisadas por Zhao et al.
em 2017, os quais abordaram o fato de que as ERO sao produzidas, principalmente, por
meio do metabolismo energético mitocondrial. Esse estresse metabdlico faz com que a
célula ative vias especificas a fim de adaptar-se ao ambiente tumoral, assim, a deplegdo

de glicose e outros estimulos de estresse metabolico levam a formacao de ERO, o que
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ativa a AMPK, sendo um dos métodos de sua ativagdo a fosforilagdo em razdo do alto
indice de AMP, o que estimula a glicolise e outros processos catabolicos. Nesse contexto
de deplegao energética, ocorre a ativacdo de AKT, a qual impede o processo apoptotico
e permite a progressao tumoral antagonizando o efeito de AMPK, fazendo captacdo de
glicose, sintese de proteinas e ativando mTOR, que por sua vez, permite um aumento no
consumo de oxigénio, bem como na sintese proteica. As ERO também podem atuar
inativando PTEN, o que leva a sinaliza¢do da PI3K, permitindo a sobrevivéncia celular
tumoral. A ativacao de PI3K ¢ mediada pelo gene Ras, o que ocasiona a conversao da
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (2) em fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). Esse
processo leva ao recrutamento da AKT para a regido da membrana citoplasmatica, onde
¢ ativada por quinases, desencadeando a ativagdo de mTOR, como revisado por Ersahin,
Tuncbag e Cetin-Atalay em 2015. A plumbagina aumenta a fosforilagdo da AMPK, e
reduz a expressdo de NF-kB, bem como a via Akt/mTOR (Wang et al., 2016).

Por meio de andlise de docking molecular, observou-se que o grupo hidroxila
presente na molécula de plumbagina pode interagir com STAT3 (Li et al., 2020).
Conforme revisado por Yu ef al. em 2014, essa proteina exerce fungdes no processo
proliferativo, na angiogénese, na sobrevivéncia celular e na resposta imunologica e é
ativada por sinalizacdo downstream por meio da ativacdo de JAK, a qual, por sua vez,
fosforila os receptores de citocinas, e isso, ativa STAT3, sendo essa translocada para o
nucleo atuando como fator transcricional de genes envolvidos nos processos biologicos
supracitados (Yu et al., 2014).

A plumbagina também pode atuar inibindo a via Wnt/BETA-catenina
(Sakunrangsit & Ketchart, 2019). Dessa forma, conforme relatado por Clevers e Nusse
(2012) em sua revisdo, essa via estd ativa de forma excessiva em processos de
carcinogénese, uma vez que ela estd envolvida na manutencdo da proliferacao celular e,
quando os ligantes Wnt ligam-se aos receptores na membrana citoplasmatica, ocorre o a
acumulo de BETA-catenina no citoplasma, com posterior translocagdo para o nucleo,
onde essa atuara como fator de transcri¢ao de varios genes, como por exemplo, o C-MYC,
que ¢ um fator de transcri¢do de genes envolvidos na regulagdo da proliferacao celular e
apoptose, a ciclina D1, que tem papel na regulacdo do ciclo celular e a MMP-7,
responsavel pela degradacdo de varios componentes da matriz extracelular. Outra via de
atuacdo da plumbagina ¢ a da JNK (Xue, Zhou & Qiu, 2021). Essa via foi revisada por
Weston e Davis em 2007 e ela pode ser ativada por estimulos extracelulares que envolvem

a fosforilacdo de proteinas quinases, como as MAPKKKs, as quais ativam MKK4 e
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MKK7, que entdo, fosforilam as JNKs, as quais fosforilam fatores de transcricdo como o
c-Jun e p53 e outras proteinas como a Bcl-2. Essa ativagdo de JNK pode induzir paradas
no ciclo celular e apoptose, regulando positivamente a expressao de Bax e Bak, e

negativamente a expressao de Bcl-2.

Figura 3 — Vias Envolvidas na Ac¢do da Plumbagina
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Fonte: Tripathi, Panda & Biswal, 2019 (Adaptagao)

2.2 Apoptose

As células cancerosas apresentam uma disfuncdo na sinalizacdo das vias
apoptoticas, dessa forma, essas células ndo possuem a capacidade de serem enderecadas
a morte celular programada e, portanto, progridem desenfreadamente, formando a massa
tumoral. Esse processo leva a desestabilizacdo da homeostase celular, ou seja, ha a
perturbagdo da dinamica fisiologica dos processos bioldgicos intracelulares, conforme

trabalho de revisdao de Wong e Sy em 2011. Dentro desse contexto, enfatiza-se a
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relevancia da plumbagina, uma vez que a principal via de atuacgdo desse fitoquimico ¢ a
ativacdo do processo de morte por apoptose, sendo que esse processo pode ser
desencadeado de diversas formas, sendo esses mecanismos detalhados a seguir.

A plumbagina pode atuar na membrana mitocondrial promovendo a reducdo do
seu potencial e, dessa forma, levando a células a morte por apoptose, o que pode ser
evidenciado por citometria de fluxo com coloragdo de anexina V e iodeto de propidio
(Sidhu & Capalash, 2023). A relatada disfungdo mitocondrial foi estudada por Lin et al.
em 2023 e esta associada ao fato de que a plumbagina induz a formagao de ERO, sendo
observado o acimulo das mesmas na mitocondria. Ainda, quando realizada a inibi¢do de
ERO utilizando NAC, o efeito apoptotico também cessou, demonstrando a relagao entre
a formacao de ERO no efeito antiproliferativo da plumbagina (Liu et al., 2023). Outras
vias de morte apoptotica estimuladas pela plumbagina, podem ser a estimulacdo da
expressao da caspase 9, e a modulagdo da Akt, sendo a plumbagina capaz de promover a

reducdo em sua expressao (Sidhu & Capalash, 2023).

2.3 Danos no DNA

Os mecanismos de reparo a danos no DNA foram revisados por Huang e Zhou em
2021 e incluem o reparo por excisdo de nucleotideo (NER), reparo por recombinagao
homologa e reparo por unido de extremidades ndo homologas. As células cancerosas que
apresentam deficiéncia no mecanismo de reparo do DNA podem apresentar maior
suscetibilidade aos quimioterapicos cujo mecanismo de acdo seja a inducdo de danos ao
DNA.

Uma das principais formas de atuagdo da plumbagina na morte celular ¢ o dano
ao DNA, uma vez que essa molécula esta altamente associada a produgdo de espécies
reativas de oxigénio, o que leva a quebra das fitas de DNA e estresse no reticulo
endoplasmatico (Hwang et al., 2015; Periasamy ef al., 2022; Lin et al., 2023). Ademais,
a plumbagina pode se ligar a topoisomerase 1, como demonstrado por Dissanayake et al.
em 2020, o que leva ao comprometimento da estrutura de DNA. Além disso, os
mecanismos de reparo ao dano no DNA podem ser inviabilizados pela plumbagina, uma
vez que essa atua reduzindo PARP, o qual, por sua vez, tem multipla fun¢@o no reparo do
DNA, o que inclui o reparo de quebras de fitas dupla (Ray Chaudhuri & Nussenzweig
2017; Sidhu & Capalash, 2023). A plumbagina apresenta genotoxicidade, a qual pode ser

avaliada por meio do ensaio do cometa (Mancilla et al., 2019; Crippa et al., 2020).
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2.4 Ciclo celular

O ciclo celular ¢ o processo de divisao celular pelo qual as células passam para a
formacao de duas células filhas. Conforme a revisao de Evan e Vousden de 2001, na
passagem do ciclo celular, hd a sintese de material genético, bem como moléculas
reguladoras que, caso a célula apresente defeitos, essas moléculas encaminham a célula
para a morte. Nas células cancerosas, esses mecanismos apresentam alteracdes que
permitem a progressao da proliferacao celular mesmo que a célula apresente defeitos.

A plumbagina pode atuar fazendo parada do ciclo celular, sendo relatadas parada
celular na fase G2/M, podendo ser resultado da inducgdo de danos no DNA ou da regulagdo
positiva de p21 e p53 e regulacdo negativa de ciclina B e CDK1 (Crippa et al., 2020;
Zhang et al., 2021). Foi observada também a parada em S (Mancilla et al., 2019). Esses
efeitos impedem as células de se proliferarem, o que pdde ser visualizado em ensaios
clonogénicos com células expostas a plumbagina (Sidhu & Capalash, 2023). Ha também
relato de sua atuacdo na parada de ciclo em G1 em células de cancer de c6lon humano

(HCT116) (Eldhose et al., 2014).

2.5 Proliferacao, invasiao, migracio e angiogénese

Plumbagina atua na expressdo de fatores de transcrigdo envolvidos na
prolifera¢do, como o OCT4 e KLF4 e do cofator de DNA polimerase, o PCNA (Liang et
al., 2023). A plumbagina também inibe a atividade de MMP-2, a qual tem por fun¢do
degradar o coldgeno da matriz extracelular e a atividade da u-PA, que também atua na
degradacdo de matriz extracelular, o que leva a metéstase (Shih et al., 2009; Periyasamy
et al.,2023). Em células ndo tumorais, foi observada a ndo citotoxicidade da plumbagina,
ou ainda, um efeito citoprotetor (Zaki et al., 2018; Zhang et al., 2022; Titus et al., 2022).
Achados igualmente importantes sobre a plumbagina demonstram o efeito de inibir a

angiogénese por meio da modulacdo em VEGF e VEGFR2 (Lai ef al., 2012).

2.6 Efeitos associativos

A plumbagina, pode atuar como quimiossensibilizante, melhorando a atuacao de
quimioterdpicos clinicamente disponiveis (Pan ef al., 2023). A plumbagina, associada ao
cobre, atuou na desagregacao de microtibulos, bem como induziu espécies reativas do
oxigénio e causou danos ao DNA (Mukherjee et al., 2023). A plumbagina também pode

auxiliar na sensibilizagdo de cé€lulas a radiacdao ionizante (radioterapia), aumentando a
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quantidade de células em apoptoses, o que demonstra a potencialidade sinérgica da

plumbagina (Fig. 4) (Pan et al., 2021).

Figura 4 — Efeito Sinérgico da Associacao de Plumbagina e Radiagao Ionizante. Ctrl —

Controle; IR — Radiagdo lonizante; PL — Plumbagina.
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Fonte: Pan et al., 2021

2.7 Plumbagina em HepG2

A plumbagina ¢ citotoxica para células de carcinoma hepatico e ativa enzimas
envolvidas com vias metabdlicas de xenobioticos (CYPIAI, CYP1A2 e CYP3A44) (Crippa
et al., 2020). Entretanto, também foi relatada a diminui¢do na atividade da CYP3A4
(Chatuphonprasert et al., 2021). A morte induzida pela plumbagina em HepG2 estd
altamente associada a processos apoptoticos, uma vez que nesse tipo celular ocorre
aumento na expressao de mRNAs de BBC3, CASP3, CASPS, p21, GADD45A4, H2AFX e
BCL-2 (Luetal.,2018; Crippa et al., 2020) e proteina Bax, e reduziu a expressao proteica
de BCL-2 (Hwang et al., 2015). Outras proteinas que também tiveram sua expressao
alterada sao as TP53 e MAPKI1 (Zhou ef al., 2019). Ha também evidéncias da atuagdo da
plumbagina em vias autofagicas, sendo observada diminuic¢do na expressao de mRNA de
BECNI (Crippa et al., 2020). A plumbagina reduz a expressdo de NF-«kB, o que estd
associado ao impedimento da transcri¢do de fatores que estimulam a proliferacdo e
sobrevivéncia celular, o que pdde ser observado em ensaios de citotoxicidade, onde houve

a redugdo da viabilidade celular de maneira dose dependente (Shih et al., 2009).

2.8 Doxorrubicina
A Doxorrubicina foi isolada de um microrganismo em 1967 na Itdlia, onde

pesquisadores, em 1963, ja haviam isolado uma molécula parecida, a Daunorrubicina,
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que foi isolada de Streptomyces peucetius e, com o passar dos anos, foi explorado o seu
potencial antiproliferativo, e assim que a Doxorrubicina foi isolada e os seus estudos
iniciaram, observou-se que ela era mais efetiva no tratamento tumoral do que a
Daunorrubicina, sendo hoje utilizada na clinica como um método de quimioterapia,
devido as suas propriedades de intercalar o DNA e bloquear a topoisomerase 1I (Kohn,
2022). Contudo, seu uso esta correlacionado ao desenvolvimento de insuficiéncia

cardiaca (Kim et al., 2018).

2.9 Esferoides

A cultura tridimensional, em especial, o esferoide, ¢ um modelo de triagem de
drogas que mais adequadamente se assemelha ao microambiente tumoral in vivo, quando
comparado a cultura celular de monocamada (2D). Entre as caracteristicas dos esferoides
(Fig. 5), esta a producao da matriz extracelular, a qual ¢ um ambiente que interage com a
célula e pode ser um fator que influencia na resposta celular frente a exposi¢ao a um
xenobidtico, dessa forma, as informagdes bioldgicas obtidas sdo mais significativas.
Ademais, os esferoides também mimetizam melhor a comunicagdo intercelular, bem
como o heterogéneo aporte nutricional e de oxigénio, onde as regides mais externas dos
esferoides possuem maior disponibilidade de nutrientes e oxigénio e essa caracteristica,
consequentemente, culmina na formagao de regides hipoxicas, sendo que a hipdxia € um
fator de resisténcia tumoral, uma vez que drogas de efeito antitumoral podem necessitar
de oxigénio para atingir a sua eficacia (Ishiguro ef al., 2017; Kamatar, Gunay & Acar,

2020).
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Figura 5 — Representacao Ilustrativa do Modelo 3D — Esferoide
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar os potenciais mecanismos antiproliferativos envolvidos na agdo da
associacao de plumbagina e doxorrubicina em modelo celular in vitro bidimensional e

tridimensional (esferoides) de células HepG2/C3A.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a influéncia da exposicdo a combinacdo de plumbagina com
doxorrubicina em células HepG2/C3A referente a:

Citotoxicidade por meio do ensaio de citotoxicidade com resazurina (2D);

Alteragdes morfologicas em tempo real por meio do monitoramento por time-
lapse (2D);

Formacgao de colonias com o ensaio clonogénico (2D);

Genotoxicidade com o ensaio do cometa (2D);

Marcagao da producdo de corpusculos lipidicos e disposi¢cao da cromatina com
Hoechst 33342 e vermelho do Nilo (2D);

Expressdo génica (mRNA) das vias de morte, regulacdo do ciclo celular, reparo
do DNA, estresse oxidativo e de reticulo e metabolismo de xenobidticos (2D/3D);

Alteragao do volume de esferoides e recuperacao da proliferagao celular (3D);

Marcacgao nuclear e viabilidade celular esferoidal com Hoechst 33342 e Iodeto de

Propidio (PI) (3D).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Linhagem celular e condic¢des de cultivo

Foram utilizadas células de hepatocarcinoma humano obtidas do Banco
de Células do Rio de Janeiro (HepG2/C3A), livres de micoplasma, as quais foram
incubadas sob condic¢des controladas de temperatura (37 °C) e atmosfera imida (5% CO»)
em meio de cultivo Minimum Essential Medium (MEM), suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB), antibiotico/antimicético (1%) e piruvato de sédio (I mM). Para a
realizagdo de todos os ensaios, foi mensurada a viabilidade celular com corante Azul de
Tripan no contador automatico Cell Counter — Life Technology, sendo esta aceita quando

superior a 90%.

4.2 Agentes teste

Foram utilizadas a plumbagina (PLB) (Sigma-Aldrich, CAS 481-42-5;
PM 188,18 g/mol) e a doxorrubicina (DX) (Pharmacia, CAS: 25316-40-9, PM: 579,98
g/mol) dissolvidas em dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma Aldrich, CAS: 67-68, PM: 78,13
g/mol).

4.3 Ensaio de Citotoxicidade com Resazurina (2D)

Em placas de 96 pocos, plaqueou-se 1 x 10* célula/pogo. Apds 24h de
incubacdo, realizou-se o tratamento com as concentragoes de 8, 16, 32 ¢ 48 uM de
Plumbagina e 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 ¢ 1 uM de Doxorrubicina e, como controle de veiculo,
utilizou-se 0,025% de DMSO (correspondente a concentragdo de DMSO presente em 48
uM de Plumbagina). Com 24h de tratamento, foi adicionada a resazurina (60 uM) e apds
3h fez-se a leitura em espectrofotometro de fluorescéncia Glomax® (com comprimentos
de onda de 520nm de excitagcdo e 580-640nm de emissdo). O ensaio foi realizado em 3
repeticdes experimentais tendo 6 replicatas/tratamento (O’brien & Pognan, 2000).

A viabilidade celular (%) foi calculada com a formula: Viabilidade Celular (%) =

[ (Atratamento = Acontrole) % 100], onde A indica a média da unidade arbitraria de fluorescéncia
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obtida (j& descontada a média do branco). E, a partir dos dados, obteve-se a 1C>s da
doxorrubicina e a ICso da plumbagina no Software GraphPad Prism 9.0 (regressdo nao
linear), as quais foram utilizadas para nos préximos ensaios.

Fez-se também o ensaio de viabilidade das seguintes associagdes (3
repeti¢des experimentais e 4 replicatas/tratamento): 1C>s Doxorrubicina (0,3 pM) + %4
ICso Plumbagina (9,2 uM); IC>s Doxorrubicina (0,3 uM) + ICso Plumbagina (18,4 uM);
IC»5s Doxorrubicina (0,3 uM)+ 2 x ICsp Plumbagina (36,8 uM); Controle de Veiculo
(CV): 0,026% DMSO e Controle Positivo (CP): Doxorrubicina 2 uM, seguindo os
mesmos parametros do ensaio, os quais estdo supracitados no primeiro paragrafo desse
topico.

Calculou-se, como descrito por Ryall & Tan, 2015, o efeito das
associacoes, segundo o modelo de independéncia de Bliss, o qual dispde que, o efeito (E)
aditivo de duas drogas (“a” e “b”), se da pela multiplicagdo de seus efeitos de maneira
isolada (portanto, Ea x Ep = E¢), caso o valor do efeito (aqui visto como viabilidade - %)

da associagdo seja menor que o Ec¢ previsto, o efeito € sinérgico.

4.3.1 Tratamentos de ensaios em monocamada (2D)

Nos ensaios em monocamada posteriores ao ensaio de citotoxicidade as
células foram tratadas conforme as seguintes concentracdes: Controle de Veiculo (CV):
0,017% DMSO; ICas Doxorrubicina (0,3 uM) (DX); PLB 1: /2 ICso Plumbagina (9,2 uM);
PLB 2: ICso Plumbagina (18,4 uM); Associagdo 1 (Al): IC2s Doxorrubicina (0,3 uM) +
% ICso Plumbagina (9,2 uM); Associagao 2 (A2): ICys Doxorrubicina (0,3 uM) + ICso
Plumbagina (18,4 pM).

4.3.2 Tratamentos de ensaios em modelo tridimensional
(esferoides) (3D)

Quanto aos esferoides, esses foram tratados conforme as seguintes
concentragdes: Controle de Veiculo (CV): 0,026% DMSO; IC,s Doxorrubicina (0,3 M)
(DX); PLB 1: 42 ICso Plumbagina (9,2 uM); PLB 2: ICso Plumbagina (18,4 uM); PLB 3:
2x 1Cso Plumbagina (36,8 uM); Associagao 1 (Al): ICys Doxorrubicina (0,3 uM) + 15
ICso Plumbagina (9,2 uM); Associagdo 2 (A2): ICys Doxorrubicina (0,3 uM) + ICso
Plumbagina (18,4 uM); Associacdo 3 (A3): ICys Doxorrubicina (0,3 uM) + 2x ICso
Plumbagina (36,8 uM).
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4.4 Monitoramento Celular por Time-Lapse (2D)

Semeou-se 5,5 x 10* células em placas de 48 pocos e, apds 24h de estabilizagio
em incubadora, fez-se o tratamento e a cultura celular foi monitorada por 24h no
microscopio EVOS® FL Auto Cell Imaging System, por meio de fotomicrografias
obtidas em intervalos de 3 minutos. O ensaio foi realizado em condi¢des controladas de

temperatura (37°C) e atmosfera umida (5% COy).

4.5 Ensaio Clonogénico (2D)

Semeou-se 2,5 x 10° células em placas de 12 pogos e, apds 24h de estabilizagio
em incubadora, fez-se o tratamento. Apos 24 h de tratamento, transferiu-se 500 células
de cada tratamento para uma nova placa (24 pogos). Apdés 10 dias em incubadora,
mensurou-se a viabilidade com resazurina (60 uM), sendo a leitura da fluorescéncia
realizada ap6s 3 h de incubacdo do corante, em espectrofotometro de fluorescéncia
Glomax® (com comprimentos de onda de 520 nm de excitagdo e 580-640 nm de
emissao). Posteriormente, removeu-se a resazurina, fixou-se as colonias com metanol e
acido acético (3:1) por 5 min e fez-se a coloracdo com cristal violeta (0,5%) por 15 min.
Obteve-se as fotografias das colonias fixadas e coradas. O ensaio foi realizado segundo

descrito por Franken et al. 2006. O ensaio foi realizado em 3 repeti¢cdes experimentais.

4.6 Ensaio do Cometa (2D)

O ensaio foi realizado segundo descrito por Olive, Banidth & Durand, 1990.
Semeou-se 2,5 x 10° células em placas de 12 pocos e, apos 24h de estabilizagio em
incubadora, fez-se o tratamento. Apds 3 h de tratamento, ressuspendeu-se as células em
300 puL de PBS e adicionou-se agarose de baixo ponto de fusdo (0,8%). A suspensdo
celular foi adicionada em laminas previamente gelatinizadas com agarose (1,5%) e apos
a solidificagdo, foram submetidas a lise quimica por 24 h a 4 °C, seguida de tratamento
com solug¢do alcalina por 20 min. As laminas foram submetidas a eletroforese em tampao
alcalino (pH>13), 1V/ecm e 300 mA por 20 min, seguido de neutralizacdo (pH 7,5) e
fixacdo com etanol absoluto e armazenamento a 4 °C. A analise das laminas foi feita por

meio de coloragdo com brometo de etidio (2 pg/mL), sendo avaliadas 100
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células/tratamento por meio de fotomicrografias obtidas com o microscépio EVOS® FL
Auto Cell Imaging System (Thermo Fisher) com 200 % de magnificacdo, nas quais as
caudas foram avaliadas por classificacao visual quanto ao indice de dano (classes 0 a 4)
e entdo, fez-se o célculo do indice de dano total (score) de cada tratamento, que ¢
calculado por meio da férmula: indice de dano total = 0 x (n° de nucleiodes classe 0) + 1
X (n° de nucleiodes classe 1) + 2 % (n° de nucleiodes classe 2) + 3 x (n° de nucleiodes
classe 3) + 4 x (n° de nucleiodes classe 4), sendo 400 o dano maximo, onde os 100
nucleoides avaliados classificam-se como classe 4 ¢ 0 quando nao ha dano, onde os 100
nucleoides avaliados classificam-se como classe 0. O ensaio foi realizado em 3 repeti¢cdes

experimentais.

4.7 Coloracao Fluorescente com Hoechst 33342 e Vermelho do Nilo (2D)

Semeou-se 2,5 x 10° células em placas de 12 pocos e, apds 24h de estabilizagdo
em incubadora, fez-se o tratamento. Apos 24 h de tratamento, adicionou-se 5 pL de
Hoechst 33342 (NucBlue™ Live ReadyProbes™ Reagent, Invitrogen, EUA) e 5 uL de
corante Vermelho do Nilo (10 pg/mL). Apdés 30 minutos, foram capturadas
fotomicrografias de fluorescéncia por meio do microscopio EVOS® FL Auto Cell

Imaging System (Thermo Fisher Scientific, USA).

4.8 Obtencao de Esferoides (3D)

Foram semeadas 2x10° células/poco em placas de 96 pocos previamente
revestidos com agarose de baixo ponto de fusao (1,5%) para remog¢do da aderéncia. As
placas foram centrifugadas por 5 min a 2500 RPM e, posteriormente, fez-se a incubacdo

a 37 °C com disponibilidade de 5% CO> por 6 dias.

4.8.1 Obtencio do Volume Médio (mm?) dos Esferoides e Recuperag¢io
(3D)

4.8.1.1 Obtencdo do Volume médio (mm?)
Os esferoides tratados com DX, PLB 1, PLB 2, PLB 3, Al, A2 ¢ A3 foram

fotomicrografados com 0 h, 24 h, 48 h e 72 h de tratamento por meio do microscopio
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EVOS® FL Auto Cell Imaging System (Thermo Fisher Scientific, USA). Realizou-se a
analise das fotomicrografias no software AnaSP e ReViSP (Piccinini, 2015; Piccinini et

al., 2015). O ensaio foi realizado em 3 repeti¢cdes experimentais.

4.8.1.2 Recuperacio
Apo6s 72 h de tratamento, foi realizada a transferéncia dos esferoides para placas
de 48 pocos contendo 300 puL. de meio/pogo. Tendo 72 h de transferéncia, foi feita a
analise qualitativa e a captura das imagens com o microscopio EVOS® FL Auto Cell

Imaging System (Thermo Fisher Scientific, USA).

4.8.2 Fluorescéncia com Hoechst 33342 e Iodeto de Propidio (PI) (3D)

Ap6s 72 h de tratamento com DX, PLB 1, PLB 2, PLB 3, Al, A2 e A3, foi
adicionado 3 pL de Hoechst 33342 (NucBlue™ Live ReadyProbes™ Reagent,
Invitrogen, EUA) e 3 uL de lodeto de Propideo (PI)(50ug/mL) (Invitrogen, EUA). Apos
30 min, a fluorescéncia foi analisada no microscopio EVOS® FL Auto Cell Imaging

System (Thermo Fisher Scientific, USA) e as imagens capturadas.

4.9 Expressao génica relativa (2D/3D)

A fim de se avaliar a expressado relativa de genes envolvidos nas vias de morte
celular (CASP3, CASPS8, CASP9, PARPI, BBC3, BIRCS5, BCL2 e TNF), autofagia
(BECNI e SOSTM]1), regulagao do ciclo celular (C-MYC, NF-kB, CDKNIA, M-TOR,
TRAF?2), reparo de danos ao DNA (H2AFX, GADD45A4 e GADD45G), estresse oxidativo
(GPX1), estresse no reticulo endoplasmatico (EIF2AK3 e ERN1), metabolismo (CYPIA1,
CYPIA2, CYP3A44, CYP2EI, CYP2CY9) e marcadores de ferroptose e piroptose (NQOI,
NRF2, SLC7A411, ASNS, HMOXI, CHACI1, ACSL4, NFE2L2, TRFC, GSDMD), foi feita
areacdo em cadeia da polimerase por transcripitase reversa (RT-qPCR) no termociclador
BIO-RAD CFX96 com o PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (1X) e primers (10
pmol) (Tabela S6 — Material Suplementar), sendo utilizados como genes de referéncia os
genes GAPDH (2D) e RPLPO (3D). Esse ensaio foi realizado em triplicata (2D) e
duplicata (3D), sendo que, para o 3D, cada tratamento representa um pool de 15
esferoides.

Para a obtengdo do RNA da monocamada, semeou-se 2,5 x 10° células em placas
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de 12 pocos e, apds 24h de estabilizacdo em incubadora, fez-se o tratamento. Apos 24 h
de tratamento com DX, PLB 1, PLB 2, A1 e A2, lavou-se as células duas vezes com PBS
e extraiu-se o RNA total usando o PureLink™ RNA Mini Kit (Life Technologies),
mediante orientagdes do fabricante. Ja para a obtencdo de RNA dos esferoides, fez-se
pool de 15 esferoides, tratados com DX, PLB 1, PLB 2, Al e A2, no qual foi adicionado
o tampao de lise e, em seguida, o pool foi submetido a processo de sonicagdo por 3
minutos e, entdo, seguiu-se as orientagdes do fabricante para a extracdo do RNA total
(PureLink™ RNA Mini Kit — Life Technologies). As amostras de RNA foram
quantificadas e qualificadas (quanto ao seu grau de pureza) no espectrofotdometro
BioDrop pLite, sendo validadas com base na razdo das absorbancias (A260/280nm), a
qual foi aceita quando entre 1,9 e 2. O cDNA foi sintetizado no termociclador
T100TMThermal Cycler BIO-RAD, onde 500 ng (2D) e 300 ng (3D) de RNA total de
cada replicata foi diluido em 4gua ultrapura (V= 12,4 uL) e, em seguida, foi adicionado
2 uL de dNTPs (2,5 uM) e 1 pL de oligo(dT) (20 pmol), a reagdo ocorreu por 15°° a 60
°C seguida de choque térmico. Posteriormente, adicionou-se 0,1 pL de RNase OUT (40
U/uL), 4 uL 5x first-strand buffer e 0,5 pL de M-MLV-RT (200 U/ pL), a reagdo ocorreu
por2°’a37°C,45a50°Ce 15 a70 °C. O cDNA foi diluido na razao de 1:10 e usado
na reacdo de RT-qPCR que ocorreu por 40 ciclos, sendo 5”2 95 °C, 15° a 95 °C, 20’ a 58
°C, 20’ 72 °C, com a curva de melting analizada ao final de cada reagdo em 50 °C a 90

°C, com 0,5 °C/ciclo.

4.10 Tratamento estatistico

A normalidade dos dados foi verificada realizando-se o teste de Shapiro-Wilk. A
analise estatistica foi efetuada no Software GraphPad Prism ® 9.4 (GraphPad Software,
Inc.). Os dados estdo apresentados por média + desvio padrdo, com p < 0,05. Os dados da
citotoxicidade foram analisados por ANOVA com post-hoc de Tukey. O efeito preditivo
(sinérgico ou aditivo) foi analisado por teste T. Os dados obtidos no ensaio clonogénico
e cometa foram analisados por ANOVA com post-hoc de Tukey. Os dados obtidos no
monitoramento do volume esferoidal foram analisados por ANOVA de duas vias, com
post-hoc de Dunnet e de Tukey. A anélise da Expressao Génica Relativa foi realizada por
meio de 2*-AACt, sendo significativa a expressdao que apresentasse p-valor <0,05 (teste

T), e log (2) >1 ou <-1.



4.11 Fluxograma Experimental

Figura 6 — Delineamento Experimental.

* no 2D, testados somente
no ensaio de citotoxicidade
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5. RESULTADOS

5.1 Ensaio de Citotoxicidade com Resazurina e Calculo do Efeito pelo Modelo
de Independéncia de Bliss (2D)

Apobs 24h de tratamento com plumbagina e doxorrubicina, houve reducio da
viabilidade. A plumbagina apresentou reducdo da viabilidade (%) com padrdo dose-
dependente, com valores significativos em todas as concentragdes testadas (8 uM: 95,4;
16 uM: 68,9; 32 uM: 3,2; 48 uM: 3) (Fig. 7.A). Da mesma forma, houve reducao da
viabilidade (%) de células tratadas com doxorrubicina com valores significativos a partir
de 0,2 uM em padrao de dose-dependéncia (0,1uM: 94,5; 0,2 uM: 84,8; 0,3 uM: 78.8;
0,4 uM: 71,8; 0,5 uM: 65,9; e 1 uM: 49,2) (Fig. 7.B). A ICso calculada para plumbagina
foi de 18,4 uM, enquanto, a ICys para doxorrubicina foi de 0,3 uM. No ensaio de
citotoxicidade das associacdes, obteve-se as seguintes viabilidades (%): DX 1C»s: 65,8;
PLB ' ICso: 78,7; PLB ICso: 31,5; PLB 2 x ICso: 1,3; Al: 50,3 (DX IC25/PLB %2 1Cs0);
A2: 11,3 (DX IC25/PLB ICs0); A3: 1,2 (DX IC25/PLB 2 x ICs0). A viabilidade de células
tratadas com as associacdes de plumbagina (PLB) e doxorrubicina (DX) estdo
representadas na Figura 7.C.

Ainda, por meio do célculo do efeito, predisposto pelo Modelo de Independéncia
de Bliss, foi possivel inferir que a associagdo 1 (efeito médio (predi¢ao) (E¢)=0,517 ou
51,7%) apresenta efeito aditivo, uma vez que a associacdo teve o Ec médio de 0,503 ou
50,3%, portanto, ndo apresentando diferenga do efeito médio calculado por predigao,
enquanto a associagdo 2 (predicao do E=0,206 ou 20,6%), apresenta efeito sinérgico,
uma vez que a associagdo teve o Ec=0,113% ou 11,3%, que ¢ menor que efeito médio

calculado por predicao.
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Figura 7 — Ensaio de Citotoxicidade: HepG2/C3A tratadas 24h com Plumbagina e
Doxorrubicina. (A) Viabilidade celular (%) apos 24h de tratamento com plumbagina.
(B) Viabilidade celular (%) apos 24h de tratamento com doxorrubicina. (C) Viabilidade
celular (%) ap6s 24h de tratamento com associagdo de doxorrubicina e plumbagina.
Dados analisados por ANOVA com post-hoc de Dunnet (A e B) e Tukey (C),
apresentados como média + desvio padrao, com p < 0,05.
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5.2 Monitoramento Celular por Time-Lapse — 24h de Tratamento (2D)
Os videos produzidos nesse experimento estdo disponiveis para acesso no link:

https://drive.google.com/drive/folders/1US5L7hciFIkPyOOv6zzekrmF el VosXQvZ?usp

=drive link

Os achados estdo sumarizados na Tabela 1. As células do controle apresentaram
intensa atividade mitotica, sendo possivel a visualizagdo de células em processo de
divisdo em praticamente todo o periodo de monitoramento. J4 as células tratadas com DX
0,3 uM (IC»s) apresentaram evidente cessacao da atividade mitotica e, dentro do periodo
observado, as células estdo citostaticas, sem apresentar processo de morte. Com relagdo
as células tratadas com PLB 9,2 uM (% ICso), essas apresentaram divisdes celulares
menos frequentes, sendo a atividade mitdtica mais atenuada no sentido de haver menos
focos proliferativos, se comparadas ao controle, além disso, nao se observou células em
processo de morte (Fig. 10). Ja nas células tratadas com PLB 18,4 uM (ICso), foi possivel
observar alta citotoxicidade para as células HepG2/C3A, uma vez que, apds 01:30 h de
tratamento, as células entraram em processo de morte, o qual consistiu em encolhimento
celular seguido de formagdo de bolhas, e entdo, rompimento celular (ap6s 8h) e
extravasamento do conteudo celular — ndo € observada a perda de adesao intercelular. Na
associacdo 1 (A1), foi possivel observar que hd uma maior intensidade na caracterizagao
de células no processo de morte — comparando aos controles (CV e drogas isoladas) — o
qual foi acompanhado de perda da adesdo intercelular, além disso, observou-se
deslocamento de granulos para a periferia nuclear (Fig. 8) e formagdo de processos que
sdo prévios a morte, como prolongamentos celulares (Fig. 9). Com relagao a associagdo
2 (A2), foi possivel observar os mesmos fendmenos que aconteceram nas células tratadas
com PLB 18,4 uM (ICso), contudo, esse processo ocorreu antes, dando inicio apds 1 h de

tratamento.


https://drive.google.com/drive/folders/1U5L7hciFlkPyOOv6zzekrmFgLVosXQyZ?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/1U5L7hciFlkPyOOv6zzekrmFgLVosXQyZ?usp=drive_link
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Tabela 1 — Caracteristicas celulares observadas em monitoramento por Time-Lapse.

Alteragoes
Morfologicas Mitose Morte
Controle Regular Ativa  Auséncia
DX 0,3 uM o A A
(1C25) Regular — Citostaticas Auséncia Auséncia
PLB 9,2 uM Menos N
(4 1C50) Regular frequente Auséncia

Deslocamento de granulos para a periferia
Associagdo 1 nuclear, prolongamentos celulares, perda da  Auséncia Presente
adesao intercelular

Encolhimento celular, formac¢ao de bolhas,

. Apos
PLB 18,4 uM  rompimento celular, extravasamento do A P
, . 1. ~ Auséncia  1h30 de
(IC50) conteudo celular, ndo ha perda da adesao
) tratamento
intercelular
Encolhimento celular, formac¢ao de bolhas, ,
. Ap6s 1h
- rompimento celular, extravasamento do A
Associacao 2 , . 17 ~ Auséncia de
conteudo celular, nao ha perda da adesao
tratamento

intercelular

Figura 8 — Organizacio perinuclear em células tratadas em Al. Setas pretas

indicando granulos perinucleares; N=nucleo; C=citoplasma.

e ¥c
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Figura 9 — Formacao de prolongamentos (evento pré-morte) em células tratadas em

Al. Setas pretas indicando prolongamentos; N=nucleo; C=citoplasma.
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5.3 Ensaio Clonogénico (2D)

Para obtengao da viabilidade celular das colonias, fez-se a leitura com resazurina,
a qual esta representada na Figura 10.A. Com esse ensaio, foi possivel observar que todos
os tratamentos foram capazes de reduzir a formagao de colonias. A plumbagina foi capaz
de reduzir a formacgao de coldnias em sua menor concentragao testada com uma redugdo
de 86% comparado ao controle, enquanto que, a doxorrubicina e a maior concentragdo de
plumbagina testada inibem completamente a formagao de coldnias, visto que apresentam
redugdo da viabilidade celular de 97,1% e 97,4%, respectivamente (nao ha diferenca
estatistica entre esses tratamentos) — somando ao fato de que, por meio dos registros
fotograficos (Fig. 10.B), ¢ possivel observar que ndo ha formagdo de coldnias como no
controle, ha apenas um pequeno foco proliferativo nos pogos. As associagdes também
evidenciaram a ndo formacao de colonias (redugdes de Al: 95,9% e A2: 95,7% em

comparagao ao controle).
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Figura 10 — Ensaio Clonogénico em células HepG2/C3A tratadas por 24 h com
plumbagina e doxorrubicina. (A) Quantificacdo da fluorescéncia com resazurina das
coldnias formadas nos diferentes tratamentos. (B) Imagens representativas da coloragdo
com cristal de violeta (0,5%) nos diferentes tratamentos. Dados analisados por ANOVA
com post-hoc de Tukey, apresentados como média + desvio padrdo, com p < 0,05.
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5.4 Ensaio do Cometa (2D)

Por meio do célculo do indice de dano (score), realizado por meio de fotos de
nucleoides obtidos no ensaio do cometa (Fig. 11A), foi possivel observar que, a
doxorrubicina 0,3 uM (score de 22+3.,5, sendo o controle 0+£0) ndo apresentou
genotoxicidade, diferentemente dos outros tratamentos testados, os quais demonstraram
efeito genotdxico. Ainda, foi possivel constatar que, a genotoxicidade da associagdo 1
(A1) (score: 253,7+3,5) ¢ significativamente diferente de seus compostos de maneira
isolada (PLB 1 e DX 0,3 uM), sendo o score de PLB 1 202,7+4,5. Além disso, a
genotoxicidade da associagdo 2 (score: 394+5)5), foi igual a genotoxicidade da
plumbagina isolada (PLB 2), a qual apresenta score de 399,7+0,6. Na Figura 11.B, esta
representada a distribuicdo dos nucleoides nas diferentes classes. Na Figura 11.C, estdo
as imagens representativas dos nucleoides analisados nos diferentes tratamentos. Na

figura Fig. 11.D estdo ilustrativamente representados os nucleoides de cada classe.
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Figura 11 — Ensaio do Cometa em HepG2/C3A tratadas com doxorrubicina e
plumbagina por 3h. (A) Score médio calculado por meio do ensaio do cometa em cada
tratamento. (B) Distribui¢ao dos nucleoides dentro das classes (0 a 4 — referente ao dano
por meio da andlise da cauda) em cada tratamento. (C) Imagens representativas da
coloracdo dos nucleoides com Brometo de Etidio (2 pg/mL) (200 x) nos diferentes
tratamentos. (D) Padrao de Classificagdo Visual dos Nucleoides - Score. CV = Controle
de Veiculo; DX = ICys Doxorrubicina (0,3 uM); PLB 1 = % ICso Plumbagina (9,2 uM);
PLB 2 = ICso Plumbagina (18,4 pM); Associacdo 1 (Al) = IC2s DX + 5 ICso PLB;
Associagdo 2 (A2) = ICys DX + ICso PLB. Dados analisados por ANOVA com post-hoc
de Tukey, apresentados como média + desvio padrao, com p < 0,05.
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5.5 Coloracgao Fluorescente com Hoechst 33342 e Vermelho do Nilo (2D)

Por meio da coloragdo com Hoechst 33342, foi possivel observar que em PLB 2
e A2 que as células nao apresentam marcagao nuclear (Fig. 12). A coloracao fluorescente
por vermelho do nilo ¢ acentuada nos tratamentos com DX 0,3 uM, PLB 1 e Al,

denotando a maior formagao de corpusculos lipidicos (Fig. 13).
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Figura 12 — Coloracgao fluorescente com Vermelho do Nilo e Hoechst em células
HepG2/C3A tratadas por 24h com DX, PLB e suas associacdes (400 x). CV = Controle
de Veiculo; DX = ICzs Doxorrubicina (0,3 uM); PLB 1 =’ ICso Plumbagina (9,2 uM);
PLB 2 = ICso Plumbagina (18,4 uM); Associagdo 1 (Al) = ICys DX + ' 1Cso PLB;
Associacdo 2 (A2) = IC2s DX + ICso PLB.

Trans Vermelho do Nilo Hoechst 33342 Merged

A1 PLB 1 [ DX ontrole

PLB 2
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Figura 13 — Corpusculos lipidicos (Vermelho) e Nucleo (Azul) em Al (IC2s
Doxorrubicina (0,3 pM) + 2 ICso Plumbagina (9,2 pM) (400 x).




49

5.6 Obtencio do Volume Médio (mm?) dos Esferoides e Recuperacio (3D)

Com o monitoramento do crescimento dos esferoides, foi possivel observar, com
24h, as seguintes taxas de crescimento (%): CV: 21,5; DX: 4,2; PLB 1: 20,9; PLB 2: 15,7;
PLB 3: 12,1; Al: 5,6; A2: 3; A3: -5,8 (Fig. 14.A). Dessa forma, com 24h de tratamento,
foi possivel observar diferencas estatisticas (em comparagdo ao controle) em A3, que
apresentou capacidade de inibi¢do total do crescimento esferoidal, reduzindo o tamanho
do esferoide em comparagao a Oh.

Com 48h de tratamento, as seguintes taxas de crescimento (%) foram obtidas: CV:
42,6; DX: -8,3; PLB 1: 27,6; PLB 2: 25,9; PLB 3: 8; A1:2,5; A2:-0,2; A3: 1,8, indicando
o alto potencial de reducdo do crescimento das associacdes 1 e 3, e da PLB 3. Com relagao
a DX e A2, essas apresentaram capacidade de reduzir o volume do esferoide, inibindo
completamente o crescimento.

Ja com 72h, as taxas de crescimento (%) foram: CV: 61,3; DX: -0,7; PLB 1: 43,4;
PLB 2:44,2; PLB 3:23,8; A1:3,9; A2:7,7; A3:4,4. As associacdes 1, 2 e 3 apresentaram
capacidade de reduzir o crescimento esferoidal. Nao houve diferenca entre as associagdes
e o tratamento com DX nos tempos de 24, 48 e 72h. Na Figura 14.A-B ¢ possivel observar
a representacdo das taxas de crescimento no monitoramento do volume de acordo com
cada tratamento.

Com relagdo a recuperacdo da proliferacao celular (Fig. 14.C), apds o término da
exposi¢do dos esferoides aos tratamentos, foi possivel observar que DX impede a
recuperagdo, enquanto os tratamentos com plumbagina de maneira isolada, permitem a
recuperagdo da proliferagao celular até o tratamento PLB 18,4 uM. Ja com 36,8 uM de
plumbagina, os esferoides ndo apresentaram recuperagao da capacidade proliferativa. Nas
associacgoes, foi possivel observar que tanto em Al como em A2, a recuperacdo da

proliferacdo ainda foi observada, contudo, em A3 ndo.
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Figura 14 — Monitoramento do Volume e Recuperacio em esferoides de células
HepG2/C3A tratadas com plumbagina e doxorrubicina. (A) Taxa de crescimento do
esferoide. (B) Monitoramento do volume com 0, 24, 48 ¢ 72h de tratamento. (C) Imagens
representativas do ensaio de recuperacao da proliferagao (100 x). CV = Controle de
Veiculo; DX = IC»5 Doxorrubicina (0,3 puM); PLB 1 =2 ICso Plumbagina (9,2 uM); PLB
2 =1Cso Plumbagina (18,4 uM); PLB 3 =2 X ICso Plumbagina (36,8 uM); Associacdo 1
(A1) =1ICy5 DX + 2 ICs0 PLB; Associacao 2 (A2) = ICz5 DX + ICso PLB; Associagdo 3
(A3) =ICy5 DX + 2 x ICso PLB. Dados analisados por ANOVA de duas vias com post-

hoc de Dunnet e de Tukey, apresentados como média + desvio padrao, com p < 0,05.
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5.7 Marcacao fluorescente com Hoechst 33342 e Iodeto de Propidio (PI) (3D)

Por meio da microscopia de fluorescéncia com Hoechst 33342 e lodeto de
Propidio (Fig. 15), foi possivel observar que o esferoide controle apresenta algumas
células positivas para a coloracdo com PI, enquanto no tratamento com doxorrubicina
isolada, h& um nimero maior de focos no esferoide marcando PI-positivo. Nos
tratamentos com plumbagina isolada, ¢ possivel observar que a coloragao Pl-positiva
aumenta de forma dose-dependente, de maneira que com PLB 1 (9,2 uM), apenas a zona
necroética e alguns poucos focos na zona proliferativa do esferoide sdo Pl-positivos. Ja
com PLB 2 (18,4 uM), além da zona necrdtica, observamos um aumento dos focos na
zona proliferativa marcando PI-positivo. Com PLB 3 (46,8 uM), é possivel observar uma
intensa marcagao por PI na zona proliferativa do esferoide. Referente as associagdes, Al
e A2, apresentam visualmente maior marcagdo Pl-positivo quando comparadas ao
controle, ja A3 se destoa de todos os tratamentos, visto que é possivel observar a marcagao
por PI-positivo em todo o esferoide. Com relagdo a coloracdo com Hoechst 33342, as
associagcdes marcaram menos com o corante do que os tratamentos com a plumbagina de
forma isolada e em comparagao ao controle. Nao houve marcacao de Hoechst 33342 em

esferoide tratado com A3.
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Figura 15 — Marcacao de Esferoides HepG2/C3A com Hoechst 33342 (azul) e Iodeto
de Propidio (PI) (vermelho) (100 x) tratados por 72h. CV = Controle de Veiculo; DX
= 1Cy5 Doxorrubicina (0,3 uM); PLB 1 = 5 ICso Plumbagina (9,2 uM); PLB 2 = ICso
Plumbagina (18,4 uM); PLB 3 = 2 x ICso Plumbagina (36,8 uM); Associagao 1 (Al) =
IC25 DX + %4 ICso PLB; Associagdo 2 (A2) = ICys DX + ICso PLB; Associacao 3 (A3) =
IC25s DX + 2 x ICso PLB.
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5.8 Expressao de mRNA (2D/3D)

Na avaliagdo da alteragdo de mRNA, por meio da RT-qPCR, foi possivel observar
que, nos genes de morte (Figura 16), a regulacdo positiva de BBC3 se deu em DX (2D:
8x) e em A2 (2D: 2x; 3D: 3,5%), e a de BIRCS em DX (2D: 4,3x), PLB2 (2D: 3,2x), Al
(2D: 4,1x) e em A2 (2D: 3,8x), ja a regulacao negativa de TNF se deu em DX (2D: -2,4x)
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e Al (2D: -3,3x) e de BCL2 se deu em DX (2D: -10,8x), PLB2 (2D: -20,3%), A1 (2D:
sem amplificagdo; 3D: -13x) e em A2 (2D: sem amplificacdo).

Figura 16 — Expressao Génica Relativa de genes envolvidos nas vias de morte celular
em HepG2/C3A apés 24h de tratamento. (A e B) Dados referentes a expressao em
monocamada (2D). (C e D) Dados referentes a expressao em esferoides (3D). DX = 1Cas
Doxorrubicina (0,3 uM); PLB 1 =2 ICs¢ Plumbagina (9,2 uM); PLB 2 =ICso Plumbagina
(18,4 uM); Associacdo 1 (A1) =1Czs DX + %2 ICs0 PLB; Associagdo 2 (A2) =1Cys DX +
ICso PLB. Analise realizada por 2”-AACt, sendo significativa a expressdo que

apresentasse p-valor <0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1.
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Nos genes de ferroptose (Figura 17) e piroptose (Figura 18), houve regulagdo
positiva no gene SLC7A411 em PLB2 (3D: 3x) e em A2 (2D: 2,6x%; 3D: 2,7x) e regulagao
negativa dos genes NOOI em PLB2 (2D: -2,7x) e A2 (2D: -3x), NRF2 em PLB2 (2D: -
2,5x) e A2 (2D: -3%), SLC7411 em DX (2D: -3,4%) e em Al (2D: -9,2x), ASNS em Al
(2D: -2,6x), HMOXI em PLB2 (2D: -2,2x), CHACI em DX (2D: -3,9%) e em Al (2D: -
6%), ACSL4 em PLB2 (2D: -5,9%; 3D: -3,3%), Al (2D: -2,5%; 3D: -8,6%) e A2 (2D:-4x),
NFE2L2 em PLB2 (2D: -3x; 3D: -4,4x), TRFC em DX (3D: -6,3%) e em PLB2 (2D: -4x)
e GSDMD em PLBI1 (3D: -5,6%), em PLB2 (2D: -3,1x) e em A2 (2D: -2,2X%).



55

Figura 17 — Expressiao Génica Relativa de genes envolvidos na via de Ferroptose em
HepG2/C3A apés 24h de tratamento. (A e B) Dados referentes a expressdo em
monocamada (2D). (C e D) Dados referentes a expressao em esferoides (3D). DX = 1Cas
Doxorrubicina (0,3 uM); PLB 1 =2 ICs¢ Plumbagina (9,2 uM); PLB 2 =ICso Plumbagina
(18,4 uM); Associacao 1 (A1) =1Cas DX + '42 ICso PLB; Associagdo 2 (A2) = 1Cys DX +
ICso PLB. Analise realizada por 2”-AACt, sendo significativa a expressdo que

apresentasse p-valor <0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1.
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Figura 18 — Expressdo Génica Relativa do gene GSDMD (envolvido nas vias de
piroptose) em HepG2/C3A apoés 24h de tratamento. (A e B) Dados referentes a
expressao em monocamada (2D). (C e D) Dados referentes a expressao em esferoides
(3D). DX = IC»5 Doxorrubicina (0, 3 uM); PLB 1 = Y4 ICso Plumbagina (9,2 uM); PLB 2
= 1Cso Plumbagina (18,4 uM); Associagdo 1 (Al) = ICz5 DX + 2 ICso PLB; Associacdo
2 (A2) = ICs DX + ICso PLB. Analise realizada por 2*-AACt, sendo significativa a
expressdo que apresentasse p-valor <0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1.
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Houve regulacdo positiva de SOSTM 1 (Figura 19), que se deu em Al (2D: 2,2x)
e A2 (2D: 2,1x; 3D: 2,5%) e em GPXI (Figura 20), que se deu em DX (2D: 2,4x).
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Figura 19 — Expressdo Génica Relativa do gene SQSTM1 (envolvido nas vias de
mecanismos autofagicos) em HepG2/C3A apods 24h de tratamento. (A e B) Dados
referentes a expressdo em monocamada (2D). (C e D) Dados referentes a expressao em
esferoides (3D). DX = ICy5s Doxorrubicina (0,3 uM); PLB 1 = % ICsp Plumbagina (9,2
uM); PLB 2 =1ICso Plumbagina (18,4 uM); Associa¢ao 1 (A1) =1Cas DX + 2 ICso PLB;
Associagdo 2 (A2) = ICy;s DX + ICso PLB. Andlise realizada por 2*-AACt, sendo

significativa a expressao que apresentasse p-valor <0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1.

A 30 . B
£ s - £ 25
5 18 5 16
S ]
1520 £320 i8]
ig 15 12 §3 18
23 b
Eé 1.0 e 88 1o
E 05 = o5
0. T T T o T T
DX PLB1 Al DX PLB2 Az
0.3pM 0.3 M
sasTH-20 sasT-0
c y D :
£ £
58 iz 7 =
38 1 22 14
€5 £
8% 8%
- z o0+
32 i
H -1 H EE
P ¥ L.
& ol L a8 4 4 "
T T T T T T
DX PLB 1 A1 ox PLB 2 Az
SQSTM1 - 3D SQSTM1 - 3D
DX 0.3 uM PLB 1 PLB 2 Almm A2

Figura 20 — Expressio Génica Relativa do gene GPX1 (envolvido nas vias de estresse
oxidativo) em HepG2/C3A apés 24h de tratamento. (A e B) Dados referentes a
expressao em monocamada (2D). (C e D) Dados referentes a expressdo em esferoides
(3D). DX = IC»5 Doxorrubicina (0,3 uM); PLB 1 =5 ICso Plumbagina (9,2 uM); PLB 2
= 1Cso Plumbagina (18,4 uM); Associagdo 1 (Al) =1Cys DX + %2 ICso PLB; Associacao
2 (A2) = ICys DX + ICso PLB. Analise realizada por 2*-AACt, sendo significativa a
expressdo que apresentasse p-valor <0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1.
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Nos genes de regulagdo do ciclo celular (Figura 21), a regulagdo negativa de
CMYC ocorreu em Al (2D: -3%) e de MTOR em PLBI1 (3D: -4,4x) e a regulagdo positiva
em CDKNIA se deu em DX (2D: 13,6%), PLB2 (2D: 7,3%), A1 (2D: 11,4x) e A2 (2D:
9,3%; 3D: 4,4x).

Figura 21 — Expressdo Génica Relativa de genes envolvidos nas vias de ciclo celular

em HepG2/C3A apés 24h de tratamento. (A e B) Dados referentes a expressao em

monocamada (2D). (C e D) Dados referentes a expressao em esferoides (3D). DX = 1Cas
Doxorrubicina (0,3 uM); PLB 1 =5 ICso Plumbagina (9,2 uM); PLB 2 =1Cso Plumbagina
(18,4 uM); Associagao 1 (A1) =1Ca5s DX + '42 ICs0 PLB; Associagdo 2 (A2) =1Cys DX +

ICso PLB. Andlise realizada por 2”-AACt, sendo significativa a expressdo que

apresentasse p-valor <0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1.
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Nos genes envolvidos nas vias de sinaliza¢ao de dano no DNA (Figura 22), houve
regulacdo negativa em H2AFX em DX (3D: -2,9%), A1 (2D: -3,2x), e em A2 (2D: -2,9%;
3D: -2,1x) e em TP53, em A2 (2D: -3,4x%) e regulagdo positiva em GADD454, em DX
(2D: 4,3%; 3D: 2,2 x), PLB 2 (2D: 3,2%), A1 (2D: 4,1%; 3D: 2,6 X) e em A2 (2D: 3,8%).
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Figura 22 — Expressdo Génica Relativa de genes envolvidos nas vias de sinalizacio
de dano no DNA em HepG2/C3A apés 24h de tratamento. (A e B) Dados referentes a
expressao em monocamada (2D). (C e D) Dados referentes a expressao em esferoides
(3D). DX = IC25 Doxorrubicina (0,3 uM); PLB 1 =2 ICso Plumbagina (9,2 uM); PLB 2
= 1Cso Plumbagina (18,4 uM); Associagdo 1 (Al) =1Cys DX + %2 ICso PLB; Associacao
2 (A2) = ICs DX + ICso PLB. Analise realizada por 2*-AACt, sendo significativa a

expressao que apresentasse p-valor <0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1.
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Nos genes envolvidos na via de estresse no reticulo endoplasmatico (Figura 23),
houve regulagao positiva de ERNI em PLB2 (2D: 3,3%) e negativa de EIF2AK3 em PLBI1
(3D: -2,4x%).

Figura 23 — Expressao Génica Relativa de genes envolvidos nas vias de estresse no
reticulo endoplasmatico em HepG2/C3A apds 24h de tratamento. (A e B) Dados
referentes a expressao em monocamada (2D). (C e D) Dados referentes a expressao em
esferoides (3D). DX = ICys Doxorrubicina (0,3 uM); PLB 1 = }4 ICso Plumbagina (9,2
uM); PLB 2 =ICso Plumbagina (18,4 uM); Associag¢ao 1 (A1) =1Cas DX + 2 ICso PLB;
Associagdo 2 (A2) = ICy;s DX + ICso PLB. Andlise realizada por 2*-AACt, sendo

significativa a expressdo que apresentasse p-valor <0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1.
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Dos genes envolvidos nas vias de metabolismo de xenobidticos (Figura 24), houve

regulagdo positiva em CYPIAI em todos os tratamentos, sendo DX (2D: 2,2x), PLB1
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(2D: 2,7%), PLB2 (2D: 9,5%), A1 (2D: 5,2x) e A2 (2D: 9,3%; 3D: 4,6x), em CYP1A42, nos
tratamentos DX (2D: 3,6x%), PLB2 (2D: 4,2x) e A2 (2D: 3,5%) e em CYP2EI, em PLB2
(2D: 6x).

Figura 24 — Expressao Génica Relativa de genes envolvidos nas vias de metabolismo
de xenobidticos em HepG2/C3A apés 24h de tratamento. (A e B) Dados referentes a
expressao em monocamada (2D). (C e D) Dados referentes a expressdo em esferoides
(3D). DX = IC»5 Doxorrubicina (0,3 uM); PLB 1 =5 ICso Plumbagina (9,2 uM); PLB 2
= ICso Plumbagina (18,4 uM); Associagdo 1 (Al) = IC25 DX + 2 ICso PLB; Associacdo
2 (A2) = IC5 DX + ICso PLB. Analise realizada por 2*-AACt, sendo significativa a
expressdo que apresentasse p-valor <0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1.
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Os genes CASP3, CASPS, CASPY, PARPI, NFkB, BECNI, GADD45G, CYP3A4
e CYP2C9 ndo apresentaram alteracao na expressao dos mRNA (dados disponiveis no

material suplementar).
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6. DISCUSSAO

Estudos tém demonstrado que a associagdo de drogas com multiplos sitios de agao
¢ uma boa estratégia no tratamento contra o cancer, visto o seu efeito benéfico na redugao
de efeitos toxicos para o organismo e reducdo da resisténcia ao tratamento (Jaaks et al.,
2022). Dentro desse contexto, o efeito aditivo e sinérgico observados nas associagoes 1 e
2, respectivamente, denotam a possibilidade de potencializagdo dos tratamentos
terapéuticos convencionais. Contudo, ¢ importante trazer a tona o ponto de vista no
ambito da definicdo do que de fato ¢ um efeito sinérgico na andlise de associacdes de
drogas, visto que os modelos matematicos assumem a intera¢cao ou nao das drogas com
sitios especificos, 0 que, muitas vezes exige um vasto conhecimento bioquimico dos
agentes em questdo, sendo que muitos agentes ndo possuem completa elucidagdo de seus
mecanismos (Greco, Faessel & Levasseur, 1996). Ainda, deve-se considerar o fato de que
a doxorrubicina e a plumbagina agem em multiplos sitios, podendo ter sitios em comum,
bem como, divergentes (Carvalho ef al., 2009; Tripathi, Panda & Biswal, 2019). Devido
ao efeito altamente citotoxico do tratamento com 36,8 uM de plumbagina (viabilidade
celular =1,3%), essa concentracdo (isolada e associada) foi investigada apenas no modelo
tridimensional.

A ICso calculada para plumbagina em células HepG2/C3A foi de 18,4 uM em
monocamada, contudo, em outras linhagens celulares, ¢ possivel observar divergentes
valores, como, em linhagens tumorais de cérvix, foi calculado o valor de 4 pM em CasKi
(Sidhu & Capalash, 2023) e 8,85 uM em HeLa (Binoy et al., 2019), em células escamosas
da lingua, esse valor foi de 9,02 uM (HSC-2), 7,01 uM (HSC-3) ¢ 4,34 uM (HSC-4) (Ono
et al., 2015), em células de cancer de mama (MDA-MB-231), 2,44 uM, em pulmao
(A549) 7,3 uM (Binoy et al., 2019) e em linhagem de célon (HT29) 22,5 uM
(Subramaniya et al., 2011). Essa variacdo do efeito citotoxico muito se deve as
caracteristicas peculiares de cada célula e sua sensibilidade, visto que os mecanismos
celulares que podem, por exemplo, fazer o transporte da droga para fora da célula,
manuten¢do da estabilidade gendmica e superexpresao de moléculas antiapoptoticas sao
diferentes em decorréncia das caracteristicas génicas (Rebucci & Michiel, 2013).

No monitoramento do volume esferoidal, em um comparativo entre as
associagoes, apenas A3 (IC2s DX + 2 x ICso PLB) teve capacidade de reduzir o tamanho
esferoidal, visto que foi a inica a apresentar taxa negativa de crescimento estatisticamente
significativa, além de esta ser a inica associacao a impedir a recuperacao da proliferagao,

e, na coloracdo com PI, a marcagdo por iodeto de propidio (PI) ¢ evidentemente mais
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intensa quando se compara aos seus tratamentos ndo associados. Dessa forma, o modelo
tridimensional apresenta menores variacdes comparadas ao seu controle, do que o modelo
de monocamada, isso porque a resposta celular depende da difusdao da droga, bem como
de interagdes intercelulares, as quais envolvem as proteinas presentes na matriz
extracelular e as proteinas de adesdo, que permitem a comunica¢do intercelular (Smart;
Oleksak & Hartsough, 2021).

Com o monitoramento celular por time-lapse, foi possivel constatar que as células
tratadas com a associagdo 1 (A1) (IC2s DX + 72 ICso PLB), divergem, em comportamento,
das células tratadas com os compostos de maneira isolada (DX 0,3 uM e PLB 1).
Enquanto que células tratadas com DX 0,3 uM (IC»5) ndo entram em processo de morte,
e em células tratadas com PLB 1 (%2 ICso) ha evidente proliferacdo celular, na associagdo
A1l ha o encaminhamento das células para o processo de morte, o qual € caracterizado
pela formacao de granulos perinucleares, os quais puderam ser observados por meio da
colorag@o fluorescente com vermelho do nilo sendo entdo esses identificados como
goticulas lipidicas, os quais s@o caracteristicos do processo de ferroptose (Ferrada et al.,
2023).

A ferroptose € um tipo de morte que foi primeiramente caracterizada por Dixon et
al., 2012 e ¢ tipificada pelo acimulo de ferro e pela peroxidagao lipidica decorrente da
formagao de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Dixon et al., 2012). Dentro desse
contexto, a plumbagina, como uma indutora de formag¢ao de ERO (Lin et al., 2023), pode
contribuir para o encaminhamento celular a ferroptose. Como revisado por Zhao et al.
2020, a erastina ¢ a principal molécula que desencaideia a ferroptose, essa proteina inibe
o sistema de transporte cistina-glutamato Xc-, o qual se caracteriza por um transportador
anionico voltagem dependente localizado na membrana plasmatica, importando para
dentro da célula a cistina e exportando glutamato, sendo a cistina reduzida a cisteina, a
qual ¢ utilizada para a biossintese de glutationa, importante na protecao celular contra
danos oxidativos (Zhao et al., 2020). Os corpusculos lipidicos provenientes da ferroptose
sdo acidos poliinsaturados (PUFAs), especificamente, os dcidos aracdonico e o adrénico,
os quais sdo produzidos e incorporados na membrana plasmatica, em forma de
fosfolipidios (Kagan et al., 2017).

O transcrito do gene SLC7A411, que codifica um componente essencial do sistema
de transporte cistina-glutamato Xc-, foi inibido em DX e em A1, o que corrobora com os
achados morfolédgicos de ferroptose. Em DX e A1, houve regulacdo negativa no transcrito

do gene CHACI, que atua clivando a glutationa, o que, em tese, reduziria a atividade
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ferroptdtica por mecanismos antioxidantes, porém em Al, houve regulacdo negativa em
ASNS (Aspagirina Sintetase), que ¢ responsavel pelo crescimento celular e participa da
sintese do glutamato, o qual € essencial para a formagao da enzima antioxidante glutationa
peroxidase 4 (GPX4).

Além disso, o transcrito NRF2 também se encontra inibido em PLB2 ¢ A2, sendo
esse gene associado a protecdo celular contra lesdes induzidas por ferro, regulando genes
com atividade antioxidante, como o NQOI, o qual também estava inibido em PLB2 e A2.
Entretanto, os achados morfoldgicos de A2 ndao denotam aspectos caracteristicos de
ferroptose, podendo esse fato estar atrelado 8 modulagao positiva na expressao de mRNAs
do gene SLC7A11, fazendo com que seja produzida defesas antioxidantes importantes
para a inibicao da via ferroptotica e entdo evidencia-se que outros mecanismos, que nao
os de ferroptose, estdo envolvidos no processo antiproliferativo de A2.

A regulacdo negativa no transcrito ACSL4 em PLB2, Al e A2 reflete a ndo
metabolizacdo dos PUFAs evidentes na coloragdo por Vermelho do Nilo, o produto
proteico desse gene ¢ responsavel pela reagdo de esterificacdo dos &cidos poli-
insaturados, mais especificamente, o acido araquidonico. Kan et al., 2014, demonstrou
que o acido araquidonico regula negativamente a expressio de ACSL4. O 4cido
araquidonico liberado no citoplasma pode ser utilizado por enzimas do tipo
ciclooxigenases (COX) e lipooxigenases (LOX) para formag¢do de prostaglandinas,
tromboxanos e leucotrienos, importantes mediadores quimicos da inflamagao (Wang et
al.,2019).

A regulacdo negativa nos transcritos dos genes HMOXI, NFE2L2 e TRFC em
PLB2 evidencia que a ativagdo de vias moléculas envolvidas com a ferroptose variam
conforme a concentragdo da associagdo, o que leva a alteracdes morfoldgicas diferentes,
onde TRFC ¢ responsavel pelo influxo de ferro, sendo que o acimulo intracelular de ferro
¢ essencial para o desencadeamento da ferroptose, porém a sua regulacao negativa, como
aqui visto, pode alterar vias como PI3K/Akt/mTOR, de forma a impedir a proliferagao
celular (Feng ef al., 2023). Além disso, NFE2L2 (regulado negativamente em PLB 2 no
2D e 3D) ¢ um importante regulador transcricional que regula positivamente a expressao
de genes citoprotetores, além de genes como HMOXI (Yan et al., 2023), responsavel pela
conversio de heme em biliverdina e produ¢io de Fe?", essencial para a ferroptose (Liao
et al., 2023). Dessa forma, o presente estudo também configura essa relacdo entre os
genes HMOXI e NFE2L2, podendo, portanto, a regulacdo negativa de HMOXI aqui

observada, decorrer da também regulacdo negativa de NFE2L2.
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ACSLA4 esteve alterado tanto no 2D quanto no 3D em PLB 2 e Al, sendo um
potencial alvo, visto que a expressdo desse gene esta associada a malignidade tumoral
(Kuwata & Hara, 2019). A alteragdo em SLC7A11 ocorre em concentragdes mais altas,
estando regulada positivamente em PLB 2 e A2, demonstrando o mecanismo de
resisténcia do esferoide por meio da produgao de moléculas antioxidantes, visto que esse
gene culmina na formagdo da enzima antioxidante GPX4. Em condi¢des andxicas, a
ferroptose ndo ¢ executada, visto a dependéncia da formacao de espécies reativas de
oxigénio, dessa forma, o modelo tridimensional dificulta o acontecimento da ferroptose
uma vez que ha porgdes celulares em condigdes de hipoxia (Dixon et al., 2012; Petrenko,
Sykové & Kubinova, 2017).

As caracteristicas morfoldgicas observadas em células nos tratamentos PLB 2 e
A2, como a formag¢do de bolhas e extravasamento do conteudo celular, junto ao fato de
as células ndo apresentarem coloragdo para Hoechst 33342, mesmo com o nucleo integro,
sugerem que o encaminhamento das células ao processo de morte se da via piroptose. A
piroptose ¢ morfologicamente caracterizada pela tumefacdo celular, formagao de bolhas,
fragmentagdo do DNA com manuten¢do da integridade da membrana nuclear (Jorgensen
& Miao, 2016). Como revisado por Man, Karki & Kanneganti, 2018, a piroptose ¢
bioquimicamente caracterizada pela ativag¢ao da proteina gasdermina D (GSDMD), a qual
¢ ativada pelas caspases-1 (pro-inflamatoria) ou caspases-11 -4 e -5, e desempenha o
papel de formar poros na membrana plasmatica. Esse tipo de morte envolve a formagao
de um complexo proteico, denominado inflamassoma, que ¢ formado em decorréncia do
reconhecimento celular a padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) (Man, Karki
& Kanneganti, 2017). Entretanto, a gasdermina D também tem seu papel atribuido a
progressdo da proliferacdo celular, provavelmente por modulacdes na via EGFR/Akt,
sendo observada a supressdao do crescimento tumoral sob deplecio da GSDMD (Gao et
al., 2018). Isso ¢ evidenciado em PLB2 e A2, onde foi possivel observar efeito
antiproliferativo e encaminhamento celular a morte com a regulacdo negativa de
GSDMD. Em 2022, Planés et al. observaram que na auséncia de GSDMD, pode haver
morte mediada por GSDME, que ¢ ativada pela Proteina da Familia NLR Contendo
Dominio de Pirina 1 (NLRP1), que estd presente nos inflamassomas, levando a uma morte
por piroptose por via ndo candnica. Outro aspecto que pdde ser contemplado em nossos
estudos foi a permanéncia da adesdo celular mesmo ap6s a morte em PLB 2 e A2, visto

que, apesar de muitos tipos de morte celular se caracterizarem pela perca da adesdo
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celular, células que passam por piroptose, ndo alteram esse padrdo morfologico (De
Vasconcelos et al., 2018).

No modelo bidimensional, a associacdo 1 promoveu a regulagdo negativa de
mRNAs dos genes de morte celular TNF e positiva do gene BIRCS5. TNF ¢ uma citocina
pro-inflamatdria que esta associada a morte por necrose, enquanto BIRCS atua inibindo
a formagdo de caspases, atuando, portanto, como um gene anti-apoptotico. Contudo,
ainda assim, como discutido acima foram possiveis observagdes de mecanismos
antiproliferativos incluindo morte, o que sugere que os achados independem de vias
moleculares cldssicas de morte, como a necrose ¢ a apoptose. J4 a associa¢dao 2, que
promove a regulagdo positiva do transcrito do BBC3 e BIRCS, sendo BBC3 um indutor
da ativagdo de caspases e BIRC5 um inibidor delas, ¢ possivel que a ativagdao de BIRCS
tenha se dado em decorréncia da ativacdo de BBC3 como mecanismo de defesa para a
promogao da sobrevida celular, inativando as vias apoptdticas. Como revisado por Shen,
Shao & Li, 2023, ha um nivel de complexidade nas analises moleculares de vias nao
classicas, podendo, portanto, ativar mecanismos de morte de forma independente de
genes classicos de grandes vias. No modelo tridimensional, a regulacdo negativa do
transcrito do gene BCL2 (-13X), responsavel pela manutencdo da permeabilidade da
membrana mitocondrial, em células tratadas com A1 e positiva em BBC3 (8X) em células
tratadas com A2, denotam a agdo na contengdo da proliferagdo celular por mecanismos
que promovem a disfung¢do mitocondrial por meio da formagdo de poros na membrana
mitocondrial (Hikisz & Kilianska, 2012).

Além de DX 0,3 uM apresentar baixa citotoxicidade nos ensaios de viabilidade
com resazurina, ndo apresentou genotoxicidade. No ensaio do cometa a genotoxicidade
foi maior na maior concentragdo de PLB testada. Em células tumorais, a plumbagina
promove quebra das fitas de DNA (Sameni & Hande, 2016). Dessa forma, a
genotoxicidade apresentada pelas associagdes sugere um dos mecanismos
antiproliferativos que elas utilizam para o encaminhamento das células ao processo de
morte, isto €, apesar da doxorrubicina ndo atuar quebrando as fitas de DNA, a plumbagina
presente nas associacdes podem ser as responsaveis pelo dano genético, visto que pode
se ligar a topoisomerase II, como demonstrado por Dissanayake ef al. em 2020, o que
leva ao comprometimento da estrutura de DNA, e desta forma, as células nao conseguem
desenvolver o processo de divisdo mitética e sdo encaminhadas a morte.

Outra via que as associagdes atuam ¢ na modulacdo positiva do transcrito

GADD45A4, indicando, portanto, junto ao ensaio do cometa, a indu¢do de dano ao DNA,
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enquanto a regulacdo negativa do transcrito do gene H2AFX, o qual possui papel atrelado
ao reparo do dano de DNA, vai permitir o acimulo de quebras de fita dupla de DNA e a
ndo progressdo tumoral. A regulacdo negativa do transcrito 7P53 por A2, reflete a
redugdo do reparo e o acimulo de danos na célula. J4 no modelo tridimensional, com a
regulacdo positivade GADD45A4, evidencia-se a agdo antiproliferativa por meio da parada
do ciclo celular e indug¢ao de morte. O acimulo de danos ativa vias de reparo, contudo, a
formagdo de DNA com quebra de fita dupla ¢ toxica (Roos, Thomas & Kaina, 2016), o
que pode ter feito com que as células fossem encaminhadas a morte (Ando et al., 2012).

No modelo 3D, a regulagdo negativa de H2AFX em A2 evidencia o mecanismo
utilizado para o efeito antiproliferativo, ou seja, os danos ao DNA ndo estdo sendo
identificados pela maquinaria celular para um possivel reparo. Ainda nesse contexto, ¢
importante denotar que o transcrito do gene CDKNIA, esta regulado positivamente. O
alto nivel de p21 (produto proteico do gene CDKNIA) desencadeia na inibigdo
transcricional de muitos genes envolvidos na regulacdo do ciclo celular, e, portanto,
estando as células com seu ciclo interrompido, o dano pode ser reparado ou essa célula
pode ser encaminhada ao processo de morte se o dano for extenso, como € o caso das
associacgoes, dado, por exemplo, o alto potencial genotéxico das mesmas (Sharma et al.,
2006).

Mesmo DX 0,3 uM nio sendo genotdxica e nem altamente citotoxica, ela € capaz
de impedir a formagdo de colonias. A doxorrubicina induz parada do ciclo celular em
G2/M (Azizi et al., 2022). As diferentes respostas decorrentes da variacdo da
concentracdo de PLB, onde, em baixa concentragdo (Y2 ICso), reduz a formagdo de
coldnias, enquanto na maior concentracao (2 x ICso), impede a formagao de coldnias (sem
diferenca estatistica da mesma e de DX 0,3 uM).

Houve alteragdes em genes reguladores do ciclo celular, em células tratadas com
Al, o gene CMYC (aqui regulado negativamente), um protoncogene, ¢ um fator de
transcricdo que contribui para a manutencdo da proliferacao celular, sendo que sua
inibicdo, em conjunto com o aumento de CDKNIA (regulagdo positiva) denotam a
atuacdo desta associagdo nessa via, promovendo efeito antiproliferativo via indugdo da
parada do ciclo celular. Em células tratadas com A2, observou-se que CDKN1A4 teve sua
expressao aumentada, mesmo sob a regulacao negativa de 7P53, indicando a sintese de
CDKN14 independente de TP53. No modelo 3D, essa associacdo promove regulacio
positiva de CDKNIA. Como ja supracitado, p21 desencadeia a inibicdo de genes

envolvidos com a regulacdo do ciclo celular, promovendo, portanto, a indugdo da parada
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do ciclo celular. A redugdo do tamanho esferoidal observada nos esferoides tratados com
A3, bem como o impedimento da recuperac¢ao da proliferagdo celular desses esferoides
evidenciam a regulagdo do ciclo celular no modelo tridimensional.

As associacdes apresentaram regulagao positiva do transcrito do gene SOSTM 1,
gene envolvido em mecanismos autofagicos, sendo ainda A2 positivamente regulada
tanto no modelo 2D quanto no 3D. A ativacao desse gene pode decorrer da necessidade
de eliminar proteinas mal dobradas decorrentes de um possivel estresse no reticulo
endoplasmatico, decorrente da peroxidagao lipidica (Haberzettl & Hill, 2013).

As associacdes promovem altera¢do nas vias metabolicas, mais especificamente,
essa alterag@o ocorreu nas enzimas da familia 1 do citocromo P450 (CYP1), as quais estdo
envolvidas no processo de metabolismo de fase I de xenobioticos. A regulacdo positiva
em CYPIAI, promovida por Al e A2, e a regulacdo positiva de CYPIA2 que acontece
em A2, evidencia a resposta celular de tentativa de inativacdo da droga. No modelo
tridimensional essa via também ¢ ativada, visto que A2 promove a regulagao positiva da
CYPIAI. A ativagdo da transcri¢ao de CYPs ¢ mediada pela interagao dos xenobioticos
com receptores celulares (Manikandan & Nagini, 2018). Apesar dessas enzimas ativarem
pré-carcinigenos (He & Feng, 2015), os experimentos aqui demonstraram uma
suplantacdo desse efeito, visto que diversas moléculas envolvidas com as vias de morte e
proliferacio sofreram alteragdo. E importante ressaltar que os transcritos trazem luz aos
mecanismos envolvidos no efeito terapéutico, entretanto, principalmente para as
moléculas que sdo reguladas positivamente, faz-se necessaria a investigagao proteica. As
principais percepcdes observadas neste trabalho que foram aqui discutidas estdo

sumarizadas na Figura 27.
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Figura 25 — Diagrama: Efeitos da Associacio de Plumbagina e Doxorrubicina.
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7. CONCLUSAO

Diante do exposto, conclui-se que as associagdes compostas de doxorrubicina e
plumbagina possuem potencial proliferativo diferencial de seus isolados em monocamada
e aparente dose-dependéncia em modelo tridimensional (esferoides). As associagdes
foram mais citotdxicas que seus isolados, apresentaram capacidade de reduzir a formagao
de coldnias, sdo genotoxicas e alteram a expressao de mRNA de vias moleculares de
morte (BBC3, BIRCS5, TNF e BCL?2), autofagia (SOSTM1), controle de ciclo (CMYC,
CDKNIA e MTOR), reparo do DNA (H2AFX, GADD454 e TP53), metabolismo de
xenobidticos (CYPIAL, CYP1A2 e CYP2E]), ferroptose (NQO1, NRF2, SLC7A11, ASNS,
CHACI e ACSL4) e piroptose (GSDMD). Conclui-se também, que o tipo de morte
depende da concentragdo, sendo aqui observada provavel ferroptose e piroptose. O
modelo tridimensional apresentou-se mais refratario ao tratamento, alterando em menor
grau (quantidade de genes testados) a expressao de mRNA, sendo alvo dessas associagdes
as vias de morte, autofagia, controle de ciclo, reparo do DNA e metabolismo de
xenobioticos. Contudo, esse modelo demonstrou-se mais sensivel, no sentido em que
altera a expressdo de genes na concentragdo mais baixa de plumbagina testada. Foi
possivel concluir, portanto, que em maior concentragdo, ocorre mais alteragdes
antiproliferativas no esferoide, o que foi visto com o monitoramento, a colora¢do com PI
e a avaliagdo da expressdo génica. Ademais, o uso de associagdes de drogas em
concentragdes isoladamente ndo citotoxicas € uma ferramenta Util para um tratamento
clinico eficaz, que pode contornar problemas de resisténcia, atuar em maior numero de
vias moleculares e ainda, com provavel reduc¢do nos efeitos adversos associados a alta
concentragdo de uma unica droga, considerando ainda que sdo necessarias maiores
investigacdes dessa associagdo para a garantia da efetividade do tratamento e maiores

observagoes dos efeitos que essas drogas em conjunto causam.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1 — Citotoxicidade DX

80

Tratamentos Média (%) * DP

Controle 1000

DX 0,1 uM 945+4,8

DX 0,2 uM 84,8127

DX 0,3 uM 78,8159

DX 0,4 uM 71,8124

DX 0,5 uM 65,9 + 3,3
DX 1 uM 492+14

Tabela S2 — Citotoxicidade PLB

Tratamentos Média (%) £ DP
Controle 100+ 0
PLB 8 uM 954 + 1
PLB 16 uM 68,9 + 3,7
PLB 32 uM 3204
PLB 48 uM 3+0,2

Tabela S3 — Citotoxicidade Associagoes

Tratamentos Média (%) * DP
Controle 1000
DX 0,3 uM 65,8 +4,2
PLB 9,2 uM 78,7+23
PLB 18,4 uM 31,5143
PLB 36,8 uM 1,3+0,7
A1 50,3 +8,3
A2 11,314
A3 1,2+0,6




Tabela S4 — Ensaio Clonogénico

Tratamentos Média (RFU) * DP

Controle 13253 + 1140

Controle Positivo 2976 £ 33

DX 0,3 uM 380,2 + 109
PLB 1 1842 + 420,3
A1 540,7 + 86,4
PLB 2 3435+ 82,8
A2 563,9 + 66,3

Tabela S5 — Ensaio do Cometa
Classes
0 1 2 4 SCORE

cv1 100 0

CcV2 100 0

cv3 100 0
DX1 84 14 2 18
DX2 81 14 5 24
DX3 78 20 2 24
P1.1 16 40 9 35 198
P1.2 19 31 12 38 207
P1.3 20 31 8 8 33 203
P2.1 1 99 399
P2.2 100 400
P2.3 100 400
Al.1 12 26 4 12 46 254
Al1.2 14 23 9 7 47 250
Al1.3 15 20 7 9 49 257
A2.1 3 2 95 389
A2.2 2 1 97 393
A2.3 100 400
CP1 25 27 14 17 17 174
CP2 23 15 17 13 32 216
CP3 24 26 15 11 24 185
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Tabela S6 — Primers utilizados

82

Gene

Foward

Reverse

BBC3
BIRCS
CASP3
CASP8
CASP9
PARP1

BCL2

TNF
GPX1
ERN1

EIF2AK3
GADDA45A
H2AFX
CDKN1A

MTOR

NFKB
TRAF2
CMYC

TP53

BECN1
CYP1A1
CYP1A2
CYP3A4
CYP2E1
CYP2C9
GAPDH
RPLPO
SQTM1
GADD45G
NQO1
NRF2
SLC7A11

ASNS
HMOX1
CHAC1
ACSL4
NFE2L2

TRFC

GSDMD

5' GTAAGATACTGTATATGCGCTG 3'
5' CATCTCTACATTCAAGAACTGG 3'
5' AAAGCACACTGGAATGACATC &'
5' CTACAGGGTCATGCTCTACT &'
5' CTCTACTTTCCCAGGTTTTG 3'
5' AAAAGGAGGTGGAAAAGATG 3'
5' AACATCACAGAGGAAGTAGAC 3'
5' AGGCAGTCAGATCATCTTC 3'
5' CAACCAGTTTGGGCATCAG 3'
5' ACGGACGTCAAGTTTGATCC 3'
5' CAAACCAGAGGTATTTGGGAAT 3'
5' TCAGCGCACGATCACTGTC 3'
5' AATCCAAGCACCTAGATACC &'
5' CAGCATGACAGATTTCTACC 3'
5' GGAGGAGAAATTTGATCAGG &'
5' GCAGCTCTTCTCAAAGCAGCA 3'
5' GCCCCAAGTTCCCCTTAACT 3'
5' TGAGGAACAAGAAGATG &'

5' ACCTATGGAAACTACTTCCTG 3'
5' CAGTATCAGAGAATACAGTG 3'
5' CCAGGCTCCAAGATCCA 3'

5" CACTATCAGGACTTTGACAAG 3’
5 AGTCTTTCCATTCCTCATCC 3
5' GACACCATTTTCAGAGGATAC 3'
5' GAAGCACCCAGAGGTCACAG 3'
5' GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 3'
5' AGATGCAGCAGATCCGCAT 3'
5' TCCGAGTGTGAATTTCCTG 3'
5' CATTTTACGCTGATCCAGG 3'
5' AGCCCAGATATTGTGGCTGA 3'
5' GAGAGCCCAGTCTTCATTGC 3'
5 TTTGCACCCTTTGACAATGA 3'
5' CGACCAAAAAGAAGCCTTCAG 3'
5' CTTCTTCACCTTCCCCAACA 3'
5' GATCATGAGGGCTGCACTTG 3'
5' ATAAAGCAGAGTACCCTGAAG 3'
5' CGTTTGTAGATGACAATGAGG 3'
5' AAGATTCAGGTCAAAGACAG 3'
5' ACCTGTCTATCAAGGACATC 3'

5 TTTTCCACTGTTCCAATCTG 3'
5' CCTTGAAGCAGAAGAAACAC 3’
5' CGCATCAATTCCACAATTTC 3'
5 ATTTGGAGATTTCCTCTTGC 3'
5" TTTCACCGAAACAGCATTAG 3'
5' GCTAAGAACAACTCCTGAAG 3'
5' CACTTGATTCTGGTGTTTCC 3'

5 TTATCTCTCAGCTCCACG 3'

5' CGATGTCAATGGTCTGGAAG 3'
5' TTGGTAGACGCAGACAGTGG 3'
5' GAAAGGAACTGTTTCCATGCTT &'
5' CCAGCAGGCACAACACCAC 3
5' CAGAATTCCAGTTCAGAAGC 3'
5' CAGGGTATGTACATGAGGAC 3'
5' GGGCAACAAATTAAGGATTG 3'
5' GCTCAAAGTTCTCCACCAGGG 3
5' GAATCTGCAAGGGACTCGAC 3'
5' ATCCAGACTCTGACCTTTTG 3'
5" ACCATTGTTCAATATCGTCC 3'
5' TGGAAGGTTGCATTAAAGAC 3'
5' GATCTTGGAGGTGGCTGCT 3'
5 AGGTTGACAATCTTCTCCTG &
5 TGCTTTTGTGTATCTTCGAG 3’
5' TTCATTCAGGAAGTGTTCTG 3'
5' CTCGTGCACCACAGCATC 3'
5' GGAAGATGGTGATGGGATTT 3'
5' GTGGTGATACCTAAAGCCTG 3'
5' AGCTGCCACACTCTCCC 3'

5' GGGTTCGAAATGAGGATG 3'
5' CGGAAGGGTCCTTTGTCATA 3'
5" GTTTGGCTTCTGGACTTGGA 3'
5' GGAAAACAAAGCTGGGATGA 3'
5' GCCATCATTGCATCATCAAC 3'
5' AGCTCCTGCAACTCCTCAAA 3'
5' CCTCCTTGGTATCGTAGCCA 3'
5' CAAGTTTTCTGGGTTAGATCC 3'
5' AGAAGTTTCAGGTGACTGAG 3'
5' CTTACTATACGCCACATAACC 3'
5' GCGAGTACACATTCATTGAG 3'




Tabela S7 — Volume (mm?3) - Taxas

83

Média das Taxas do Volume (mm?3) £ D.P.

Tratamentos 24h 48h 72h

Controle 21,515 426+ 3,9 61,3+5,7
DX 0,3 uM 20,9 + 11 27,6 +21,5 43,4 + 24,2

PLB 1 15,7+£4,2 259+5 442 +7,8
PLB 2 12,1 £ 11,1 8+117 23,8 £22,14

PLB 3 42+59 -8,3+2 -0,7£1,7

A1 55+6,8 25+57 39+23

A2 3137 -02+75 7,7+2,8

A3 -5,916,5 1,9+4,2 44 +6,8

Figura S1 — Expressdao Génica Relativa de Genes Envolvidos nas Vias de Morte
Celular (2D) em células HepG2/C3A tratadas por 24h com DX e PLB. DX = ICs
Doxorrubicina (0,3 uM); PLB 1 =2 ICso Plumbagina (9,2 uM); PLB 2 =ICs¢ Plumbagina
(18,4 uM); Associacao 1 (A1) =1Ca5s DX + '42 ICso PLB; Associagdo 2 (A2) = 1Cys DX +

ICso PLB. Analise realizada por 2”-AACt, sendo significativa a expressdo que

apresentasse p-valor <0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1.
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Figura S2 — Expressiao Génica Relativa de genes envolvidos em vias autofagicas (2D)
em células HepG2/C3A tratadas por 24h com DX e PLB. DX = IC2s Doxorrubicina
(0,3 uM); PLB 1 =2 ICs¢ Plumbagina (9,2 uM); PLB 2 = ICso Plumbagina (18,4 uM);
Associagdo 1 (Al) =1Cs DX + %2 ICso PLB; Associagdo 2 (A2) = 1Cas DX + 1Cso PLB.
Analise realizada por 2*-AACt, sendo significativa a expressao que apresentasse p-valor

<0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1.
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Figura S3 — Expressiao Génica Relativa de Genes Envolvidos nas Vias de Regulacio
do Ciclo Celular (2D) em células HepG2/C3A tratadas por 24h com DOX e PLB. DX
= 1Cy5s Doxorrubicina (0,3 uM); PLB 1 = 5 ICso Plumbagina (9,2 uM); PLB 2 = ICs
Plumbagina (18,4 uM); Associagdo 1 (A1) =ICz5s DX + 2 ICso PLB; Associagdo 2 (A2)
= ICy5 DX + ICso PLB. Analise realizada por 2*-AACt, sendo significativa a expressao

que apresentasse p-valor <0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1.
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Figura S4 — Expressiao Génica Relativa de Genes Envolvidos nas Vias de Reparo do
DNA (2D) em células HepG2/C3A tratadas por 24h com DOX e PLB. DX = ICxs
Doxorrubicina (0,3 uM); PLB 1 =2 ICs¢ Plumbagina (9,2 uM); PLB 2 =ICso Plumbagina
(18,4 uM); Associacdo 1 (A1) =1Czs DX + %2 ICso PLB; Associagdo 2 (A2) =1Cys DX +
ICso PLB. Analise realizada por 27-AACt, sendo significativa a expressdo que
apresentasse p-valor <0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1.
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Figura S5 — Expressao Génica Relativa do Gene GPXI — Estresse Oxidativo (2D) em
células HepG2/C3A tratadas por 24h com DOX e PLB. DX = IC>s Doxorrubicina (0,3
uM); PLB 1 = ' ICso Plumbagina (9,2 uM); PLB 2 = ICso Plumbagina (18,4 uM);
Associagdo 1 (Al) =1Cys DX + %2 ICso PLB; Associagdo 2 (A2) = 1Cas DX + 1Cso PLB.
Analise realizada por 2*-AACt, sendo significativa a expressao que apresentasse p-valor

<0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1.
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Figura S6 — Expressdo Génica Relativa de Genes Envolvidos na Via de Estresse no
Reticulo Endoplasmatico (2D) em células HepG2/C3A tratadas por 24h com DOX e
PLB. DX = IC;5 Doxorrubicina (0,3 uM); PLB 1 =5 ICso Plumbagina (9,2 uM); PLB 2
= 1Cso Plumbagina (18,4 uM); Associagdo 1 (Al) =1Czs DX + 2 ICso PLB; Associacdo
2 (A2) = ICys DX + ICso PLB. Analise realizada por 2"-AACt, sendo significativa a

expressdo que apresentasse p-valor <0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1.
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Figura S7 — Expressio Génica Relativa de Genes Envolvidos na Vias de
Metabolismo (2D) em células HepG2/C3A tratadas por 24h com DOX e PLB. DX =
IC5 Doxorrubicina (0,3 uM); PLB 1 = ' ICso Plumbagina (9,2 uM); PLB 2 = ICso
Plumbagina (18,4 uM); Associagdo 1 (A1) =ICz5s DX + 2 ICso PLB; Associagdo 2 (A2)
= ICy5 DX + ICso PLB. Analise realizada por 2*-AACt, sendo significativa a expressao

que apresentasse p-valor <0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1.
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Figura S8 — Expressdao Génica Relativa de Genes Envolvidos nas Vias de Morte
Celular (3D) em células HepG2/C3A tratadas por 24h com DOX e PLB. DX = IC»s
Doxorrubicina (0,3 uM); PLB 1 ="2ICs¢ Plumbagina (9,2 uM); PLB 2 =ICso Plumbagina
(18,4 uM); Associacdo 1 (A1) =1Czs DX + %2 ICs0 PLB; Associagdo 2 (A2) =1Cys DX +
ICso PLB. Analise realizada por 2”-AACt, sendo significativa a expressdo que

apresentasse p-valor <0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1.
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Figura S9 — Expressao Génica Relativa de Genes Envolvidos nas Vias Autofagicas
(3D) em células HepG2/C3A tratadas por 24h com DOX e PLB. DX = ICys
Doxorrubicina (0,3 uM); PLB 1 =2 ICs¢ Plumbagina (9,2 uM); PLB 2 =ICso Plumbagina
(18,4 uM); Associacdo 1 (A1) =1Czs DX + %2 ICso PLB; Associagdo 2 (A2) =1Cys DX +
ICso PLB. Analise realizada por 27-AACt, sendo significativa a expressdo que

apresentasse p-valor <0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1.
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Figura S10 — Expressiao Génica Relativa de Genes Envolvidos nas Vias de Regulacio
do Ciclo Celular (3D) em células HepG2/C3A tratadas por 24h com DOX e PLB. DX
= 1Cy5s Doxorrubicina (0,3 uM); PLB 1 = 5 ICso Plumbagina (9,2 uM); PLB 2 = ICs
Plumbagina (18,4 uM); Associagdo 1 (A1) =ICz5s DX + 2 ICso PLB; Associagdo 2 (A2)
= ICy5 DX + ICso PLB. Analise realizada por 2*-AACt, sendo significativa a expressao

que apresentasse p-valor <0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1.
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Figura S11 — Expressdao Génica Relativa de Genes Envolvidos nas Vias de Reparo
do DNA (3D) em células HepG2/C3A tratadas por 24h com DOX e PLB. DX = ICzs
Doxorrubicina (0,3 uM); PLB 1= "2 ICs¢ Plumbagina (9,2 uM); PLB 2 =ICso Plumbagina
(18,4 uM); Associacdo 1 (A1) =1Czs DX + %2 ICs0 PLB; Associagdo 2 (A2) =1Cys DX +

ICso PLB. Analise realizada por 2”-AACt, sendo significativa a expressdo que

apresentasse p-valor <0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1.
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Figura S12 — Expressao Génica Relativa do Gene GPXI — Estresse Oxidativo (3D)
em células HepG2/C3A tratadas por 24h com DOX e PLB. DX = IC;s5 Doxorrubicina
(0,3 uM); PLB 1 =2 ICs¢ Plumbagina (9,2 uM); PLB 2 = ICso Plumbagina (18,4 uM);
Associagdo 1 (Al) =1Cs DX + %2 ICso PLB; Associagdo 2 (A2) = 1Cas DX + 1Cso PLB.
Analise realizada por 2*-AACt, sendo significativa a expressao que apresentasse p-valor

<0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1.
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Figura S13 — Expressio Génica Relativa de Genes Envolvidos na Via de Estresse no
Reticulo Endoplasmatico (3D) em células HepG2/C3A tratadas por 24h com DOX e
PLB. DX = IC;5 Doxorrubicina (0,3 uM); PLB 1 =5 ICso Plumbagina (9,2 uM); PLB 2
= 1Cso Plumbagina (18,4 uM); Associagdo 1 (Al) =1Czs DX + 2 ICso PLB; Associacdo
2 (A2) = ICys DX + ICso PLB. Analise realizada por 2"-AACt, sendo significativa a

expressao que apresentasse p-valor <0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1.
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Figura S14 — Expressio Génica Relativa de Genes Envolvidos na Vias de
Metabolismo (3D) em células HepG2/C3A tratadas por 24h com DOX e PLB DX =
IC5 Doxorrubicina (0,3 uM); PLB 1 = 2 ICso Plumbagina (9,2 uM); PLB 2 = ICso
Plumbagina (18,4 uM); Associagdo 1 (A1) =ICz5 DX + 2 ICso PLB; Associagdo 2 (A2)
= ICy5 DX + ICso PLB. Analise realizada por 2*-AACt, sendo significativa a expressao

que apresentasse p-valor <0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1.
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Figura S15 — Expressiao Génica Relativa (2D) em HepG2/C3A apés 24h de
tratamento. (A) Dados referentes a associa¢ao 1 (Al) com DX 0,3 uM e PLB 1. (B)
Dados referente a associagao 2 (A2) com DX 0,3 uM e PLB 2. DX = IC»s5 Doxorrubicina
(0,3 uM); PLB 1 =2 ICs¢ Plumbagina (9,2 uM); PLB 2 = ICso Plumbagina (18,4 uM);
Associagdo 1 (Al) =1Cys DX + %2 ICso PLB; Associagdo 2 (A2) = ICas DX + ICso PLB.
Analise realizada por 2*-AACt, sendo significativa a expressdo que apresentasse p-valor

<0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1
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Figura S16 — Expressio Génica Relativa (3D) em HepG2/C3A apés 24h de
tratamento. (A) Dados referentes a associa¢ao 1 (Al) com DX 0,3 uM e PLB 1. (B)
Dados referente a associagao 2 (A2) com DX 0,3 uM e PLB 2. DX = IC»s5 Doxorrubicina
(0,3 uM); PLB 1 =2 ICs¢ Plumbagina (9,2 uM); PLB 2 = ICso Plumbagina (18,4 uM);
Associagdo 1 (Al) =1Cys DX + %2 ICso PLB; Associagdo 2 (A2) = ICas DX + ICso PLB.
Analise realizada por 2*-AACt, sendo significativa a expressao que apresentasse p-valor

<0,05 (teste T), e log (2) >1 ou <-1
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