Universidade
Estadual de LondRrina

AMANDA PASSUELLO DE AGUIAR

EFEITOS ANTIPROLIFERATIVOS DA a-TOMATINA EM
CULTURA 3D E AVALIAGAO NA MIGRAGAO CELULAR EM
CELULAS HT-29

Londrina
2022



AMANDA PASSUELLO DE AGUIAR

EFEITOS ANTIPROLIFERATIVOS DA a-TOMATINA EM
CULTURA 3D E AVALIAGAO NA MIGRAGAO CELULAR EM
CELULAS HT-29

Trabalho de Dissertagdo apresentado ao
Programa de Pods-graduagdao em Genética e
Biologia Molecular da Universidade Estadual de
Londrina - UEL, como requisito parcial para a
obtencéao do titulo de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Mario Sérgio Mantovani.

Londrina
2022



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geragao
Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

de Aguiar, Amanda Passuello.
Efeitos antiproliferativos da alfa-tomatina em cultura 3D e avaliagdo na
migragdo celular em células HT-29 / Amanda Passuello de Aguiar. -
Londrina, 2022.
81 f. 1l

Orientador: Mario Sérgio Mantovani.

Dissertagdo (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) - Universidade
Estadual de Londrina, Centro de Ciéncias Biologicas, Programa de Pds-
Graduagéo em Genética e Biologia Molecular, 2022.

Inclui bibliografia.

1. Genética - Tese. 2. Cancer - Tese. 3. alfa-tomatina - Tese. 4. Cultura 3D
- Tese. I. Mantovani, Mario Sérgio. Il. Universidade Estadual de Londrina.
Centro deCiéncias Biologicas. Programa de Pos-Graduagdo em Genética e
Biologia Molecular. lll. Titulo.

CDU 575.1




AMANDA PASSUELLO DE AGUIAR

EFEITOS ANTIPROLIFERATIVOS DA a-TOMATINA EM
CULTURA 3D E AVALIAGAO NA MIGRAGCAO CELULAR EM
CELULAS HT-29

Trabalho de Dissertagcdo apresentado ao
Programa de Pos-graduagdo em Genética e
Biologia Molecular da Universidade Estadual de
Londrina - UEL, como requisito parcial para a
obtencéao do titulo de Mestre.

BANCA EXAMINADORA

Orientador: Prof. Dr. Mario Sérgio Mantovani
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Prof. Dr. Edson Luis Maistro
Universidade Estadual Paulista - UNESP

Prof. Dr. Rodrigo Juliano Oliveira
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul —
UFMS

Londrina, 18 de margo de 2022.



Este trabalho € dedicado aos meus pais, cujo
esforco e devogao me trouxeram até aqui.

Em especial, dedico essa pesquisa a minha
querida tia e amiga Ana (in memoriam) que

sempre se orgulhou de mim.



AGRADECIMENTOS

A Deus por nunca me deixar sozinha e me guiar em todos os caminhos. Sem

ele nada seria possivel!

Aos meus pais, Nelcino e Viviane, que nunca mediram esforgos a favor da

minha felicidade e sempre me apoiaram ao longo da vida.

A toda a minha familia. Avds, irméo, tios e primos por serem a minha

fortaleza, com quem sempre posso contar.

Ao meu orientador Prof.° Dr. Mario Sérgio Mantovani, pela oportunidade de

realizar esse trabalho e a confianga depositada em mim.

Aos professores que contribuiram ao longo de toda a minha vida.

Principalmente a Prof. Dra. Marcia Regina Royer, por me ajudar a chegar aqui.

Aos membros da banca, Prof. Dr. Edson Luis Maistro, Prof. Dr. Rodrigo
Juliano Oliveira, Prof. Dr. Phelipe Oliveira Favaron e Prof?. Dra. Sandra Regina Lepri

que tao gentilmente aceitaram participar e contribuir com essa dissertagao.

Ao professor Dr. Rogério Fernandes de Souza por ter disponibilizado as suas

aulas para que eu pudesse realizar o meu estagio em docéncia.

Aos meus colegas de laboratério, Nayane de Oliveira, Liana Martins e
Matheus Felipe que me auxiliaram em todas as etapas dessa pesquisa e se
tornaram bons amigos. Em especial, ao Luan Vitor Alves, cuja paciéncia e auxilio

foram imprescindiveis.
A todos os meus amigos por todo apoio e compreensao.

A Universidade Estadual de Londrina e ao Programa de Pds-graduagao em

Genética e Biologia Molecular.

A todos que de alguma forma contribuiram para a conclusao desse ciclo, o

meu sincero agradecimento.



“O que vale na vida nao é o ponto de
partida e sim a caminhada. Caminhando
e semeando, no fim teras o que colher.” -
Cora Coralina



AGUIAR, Amanda Passuello de. Efeitos antiproliferativos da a-tomatina em
cultura 3D e avaliagdo na migragao celular em células HT-29. 2022. 81 f.
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RESUMO

A a-tomatina € um metabdlito secundario extraido do tomate (Solanum lycopersicum)
que possui propriedade antitumoral, anti-inflamatdria, fungicida, imunoreguladora e
bactericida. No presente trabalho foram realizados testes in vitro, com o intuito de
avaliar a atividade antiproliferativa da a-tomatina, principalmente em esferoides de
células da linhagem HT-29. Em monocamada avaliamos a citotoxicidade da atomatina
e sua capacidade de inibir migracdo celular. Ja nos ensaios em esferoides (3D),
avaliamos a capacidade antiproliferativa (alteragdes no volume de esferoides,
formacédo de coldnias, alteracbes no ciclo celular e indugdo de morte celular por
apoptose) e genotoxica da a-tomatina. Para compreender esses efeitos, analisamos
a expressao de mRNA de genes envolvidos nos processos de morte celular, estresse
oxidativo e de reticulo, danos no DNA, autofagia e regulacdo do ciclo celular. A
atomatina foi citotoxica para as células HT-29, apresentando um IC50 calculado em
17,19uM. O composto foi capaz de inibir a migragao celular e a formacao de novas
colénias, além de atrasar o crescimento dos esferoides em 24 horas. No entanto, néo
foram observadas alteragdes no ciclo celular, tampouco na indugcédo de danos no DNA
e morte celular apoptdtica. A a-tomatina foi capaz de alterar a expressao de mRNA
dos genes CDKN1A (7,81x), C-MYC (4,36x), BBC3 (4,5x), CASP8 (6,53x), TP53
(2,28x), BIRC5 (4,14x), PARP1 (7,69x), BECN1 (9,43x) e H2AFX (83,33x). Assim,
nossos achados revelam que a utilizagado do sistema de cultura 3D como metodologia
€ uma ferramenta importante no desenvolvimento de novas drogas e que a a-tomatina
atua em vias moleculares importantes, podendo ser considerada uma candidata no
desenvolvimento de novos quimioterapicos.

Palavras-chave: a-tomatina; cancer; esferoide; fitoquimico; cultura 3D.



AGUIAR, Amanda Passuello de. Antiproliferative effects of a-tomatine in 3D
culture and assessment of cell migration in HT-29 cells. 2022. 81 p. Dissertation
(Master’s degree in Genetic and Molecular Biology) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2022.

ABSTRACT

a-Tomatine is a secondary metabolite extracted from tomato (Solanum lycopersicum)
that has antitumor, anti-inflammatory, fungicidal, immunoregulatory and bactericidal
properties. In the present work, in vitro tests were executed with the aim of evaluating
the antiproliferative activity of a-tomatine, mainly in spheroids of the cell line HT-29. In
monolayer we evaluated the cytotoxicity of a-tomatine and its ability to inhibit cell
migration. In the spheroid assays (3D), we evaluated the antiproliferative capacity
(changes in spheroid volume, colony formation, cell cycle changes and induction of
cell death by apoptosis) and genotoxicity of a-tomatine. To understand these effects,
we analyzed the mRNA expression of genes involved in the processes of cell death,
oxidative and reticulum stress, DNA damage, autophagy and cell cycle regulation.
atomatine was cytotoxic to HT-29 cells, presenting an IC50 calculated at 17.19uM.
Furthermore, the compound was able to inhibit cell migration and the formation of new
colonies, in addition to delaying the growth of spheroids by 24 hours. However, no
changes were observed in the cell cycle, nor in the induction of DNA damage and
apoptotic cell death. a-tomatine was able to alter the mRNA expression of the genes
CDKN1A (7.81x), C-MYC (4.36x), BBC3 (4.5x), CASP8 (6.53x), TP53 (2.28x) , BIRC5
(4.14x), PARP1 (7.69x), BECN1 (9.43x) and H2AFX (83.33x). Thus, our findings reveal
that the use of the 3D culture system as a methodology is an important tool in the
development of new drugs and that a-tomatine acts in important molecular pathways
and can be considered a candidate in the development of new chemotherapeutics.

Key words: a-tomatine; cancer; spheroid; phytochemical; 3D culture.
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INTRODUCAO

Segundo Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC), o cancer pode
ser classificado como um dos maiores problemas de saude publica no mundo (IARC,
2018; FERLAY et al., 2020). O céncer colorretal foi o terceiro mais comumente
diagnosticado e a segunda causa de morte por cancer no mundo, com um numero
aproximado de 935 mil mortes no ano de 2020 (SUNG et al, 2021). Alguns
pesquisadores acreditam que em alguns anos essa doenga se tornara a principal
causa de mortalidade em alguns paises, isso devido a escassez de medicamentos
anticancer de sucesso (CAGAN; MEYER, 2017).

Atualmente, as principais estratégias utilizadas no tratamento do cancer
apresentam uma gama de limitagdes, como a resisténcia aos medicamentos e
recorréncia da doenga, que podem prejudicar a qualidade de vida do paciente
(CHOUDARI et al., 2020). Sendo assim, faz se necessario a busca de novos
tratamentos quimioterapicos que apresentem os efeitos colaterais minimizados, em
busca de maior eficacia dos procedimentos e bem-estar do paciente (CAGAN;
MEYER, 2017).

Os ensaios in vitro sao realizados nos estagios iniciais do processo de
desenvolvimento de novos farmacos. Por meio destes ensaios séo estabelecidas as
interacbes da substancia candidata em relagdo ao alvo terapéutico desejado.
Empregando os ensaios in vitro, € possivel acompanhar as respostas desencadeadas
pela substancia, tal como a indugdo de morte celular. A cultura celular bidimensional
(2D), também conhecida como cultura em monocamada, € uma ferramenta importante
para a descoberta e desenvolvimento de drogas. Entretanto, apresenta desvantagens
quando comparada a cultura tridimensional (3D) (ANDRADE et al., 2016). A cultura
de células 3D é mais complexa e mantém diversas fungdes do tecido do qual a célula
foi originada. Os esferoides, um tipo de cultivo celular tridimensional, sdo capazes de
mimetizar varias propriedades de tumores soélidos humanos, tais como a formacgao de
um ambiente tridimensional microestruturado. Essas propriedades influenciam o efeito
terapéutico de varias drogas e outras moléculas farmacolégicas, tornando essa
metodologia mais satisfatéria (NUNES et al., 2018).

Os compostos naturais derivados de fontes vegetais sdo conhecidos por
desempenhar um papel fundamental na prevencgao e tratamento de diversas doencas,

uma vez que possuem propriedades antioxidantes, anticancerigenas, potenciadoras
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da imunidade e atividades neurofarmacolégicas (SINGH, 2020). Neste sentido, os
extratos vegetais sado vitais para o desenvolvimento de tratamentos empregados na
quimioterapia, pois estes compostos, além de apresentarem baixo custo e maior
disponibilidade, causam poucos efeitos colaterais (TRENDOWSKI, 2015; KUMAR et
al., 2015).

No tomateiro, as folhas, raizes, caules e frutos contém metabdlitos secundarios,
como os glicoalcaldides, que o protegem contra os predadores (NGUENANG;
NTYAM; KUETE, 2020). A a-Tomatina, um dos glicoalcal6ides encontrados no tomate
(Lycopersicon esculentum), oferece ao fruto protecéo contra bactérias, fungos e virus
(RODDICK, 1974). Vaérias pesquisas buscam compreender qual a eficacia deste
fitoquimico no combate ao cancer de préstata (LEE et al., 2013a; LEE et al., 2013b;
HUANG et al., 2015b); figado (LEE et al., 2004; FRIEDMAN et al., 2009); estbmago
(FRIEDMAN et al., 2009); mama (FRIEDMAN et al., 2009; SUCHA et al., 2013;
TOMSIK et al., 2013); ovario (WU et al.,, 2021); colén e reto (LEE et al., 2004;
FRIEDMAN et al., 2009; ISHII et al., 2011); pulmao (SHIH et al., 2009) e leucemia
(CHAO et al., 2012; KBDELOVA et al., 2013; HUANG et al., 2015a).

Até o presente, ndo existe na literatura trabalhos realizados in vitro, utilizando
o modelo de cultura de células tridimensional (3D) de formacgao de esferoides, que
relacionem o potencial quimioterapico da a-tomatina em células da linhagem HT- 29.
Com base no exposto, o presente estudo teve como objetivo investigar a interferéncia
da a-tomatina nos processos de parada de ciclo, morte celular, migragao, proliferacéo,
formacado de novas colbnias, genotoxicidade e citotoxicidade em células de cancer
colorretal, correlacionando com a expressdao de mRNA de genes-chave relacionados
a esses processos para compreender melhor seu mecanismo de agao e potencial

terapéutico.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Aspectos Gerais do Cancer

O cancer causa milhdes de mortes em todo o mundo. As estimativas mais
recentes, realizadas no ano de 2020, apontam que a doenca teria levado a dbito quase
10 milhdes de pessoas no mundo naquele ano. Estatisticamente, os dados apontam
que em 2020 surgiram cerca de 19.3 milhdes de novos casos da doencga (SUNG et
al., 2021). Estima-se que a mortalidade por cancer aumentara em até 13 milhdes em
2030, juntamente com 21,7 milhdes de novos casos dessa doenca (JEMAL et al.,
2019).

A defini¢cao cientifica de cancer esta relacionada ao termo neoplasia maligna,
ele € uma das doengas mais letais e abrange um amplo grupo de sindromes que
envolvem o crescimento desregulado de uma populagao de células (OUYANG et al.,
2014). Existem mais de 200 tipos conhecidos de cancer, esses correspondem aos
varios tipos de tecidos presentes no corpo (ALMEIDA et al., 2005).

Os fatores de risco para desenvolvimento do cancer podem ser extrinsecos
(fatores ambientais) ou intrinsecos (hereditarios) (ALMEIDA et al., 2005). Acredita-se
que 90% dos casos da doenga poderiam ser evitados, pois estes estado relacionados
diretamente ao meio ambiente, onde se é possivel encontrar muitos dos fatores de
risco, como o estilo de vida (fumaga de cigarro, consumo de alcool, alimentacgao),
poluicdo ambiental e exposi¢ao a luz solar (AGGARWAL et al., 2008).

O alto numero de incidéncia da doenga pode ser explicado devido a maior
exposi¢ao dos individuos aos agentes cancerigenos, como os padroes de vida
adotados pelas pessoas, as circunstancias de trabalho, a nutricdo, o consumo de
industrializados, entre outros. Além do mais, a redugao das taxas de mortalidade, o
prolongamento da expectativa de vida e o envelhecimento populacional, levam ao
aumento da incidéncia de doencgas crénico-degenerativas, como o cancer (INCA,
2006). Portanto, as mudangas que o homem causa no meio ambiente, os habitos e
estilos de vida praticados pelos cidadaos, podem determinar diferentes tipos de
neoplasias (ALMEIDA et al., 2005).

E possivel relacionar a incidéncia de certos tipos de canceres com o nivel
socioeconémico da populagdo. Como por exemplo, algumas neoplasias ocorrem mais

frequentemente quando relacionadas a um melhor nivel socioeconémico como o
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cancer de mama, prostata, célon e reto. Em contrapartida, alguns tipos de cancer,
como o cancer de colo do utero, pénis, estbmago e cavidade oral podem ser
associados a pobreza. Estes dados sdo resultados das diferentes condi¢des de vida,
que variam de acordo com as desigualdades sociais e a exposigao diferenciada a
fatores ambientais relacionados ao processo de industrializacdo, como agentes
quimicos, fisicos e biologicos (INCA, 2006).

Entre todas as mortes por cancer que ocorrem no mundo, cerca de 60%
ocorrem em paises em desenvolvimento (JEMAL et al., 2019). A maioria dos estudos
sobre prevencgao da doenca foram realizados em paises desenvolvidos. Portanto, as
estratégias de tratamento disponiveis séo o resultado de pesquisas realizadas nesses
territorios (KUMAR et al., 2015).

O corpo humano é formado por células que se organizam em tecidos e 6rgaos.
As células normais crescem, se dividem, e morrem, renovando-se a cada ciclo. Os
canceres surgem de uma série de mutagdes ou alteracbes gendmicas que fornecem
a essas células uma extensa capacidade de evadir os sinais pro-apoptoticos e
inibidores do crescimento e de ser autossuficiente em sinais de crescimento (BAJAJ
et al., 2019). Se falham os sistemas de reparo e imunoldgico na tarefa de destruir e
limitar essas células anormais, novas células vao surgindo, clones das células
alteradas, que eventualmente poderdao se transformar em células tumorais (INCA,
2020b). As alteragcbes genéticas que ocorrem nessas células sdo capazes de
progredir até que ocorra angiogénese, invasdao de tecidos e/ou metastases
(HANAHAN; WEINBERG, 2000; 2011).

Os proto-oncogenes sao genes presentes nas células que as auxiliam no seu
processo de crescimento (NIH, 2017). Esses genes podem sofrer alteracbes
transformando-se em oncogenes, que podem transformar as células em células
tumorais (ALMEIDA et al., 2005). Outros genes que também podem ser responsaveis
pela formagao de células malignas sao os genes supressores de tumor. Estes séo
responsaveis por reparar o DNA, desacelerar a divisdo celular e sinalizar quando a
morte celular é necessaria. Quando tais genes nao funcionam corretamente, as
células podem passar a se desenvolver fora de controle (ONCOGUIA, 2017). Para
manter a integridade de seus genomas, as células desenvolveram mecanismos para
restaurar o DNA danificado, esses mecanismos sdo desempenhados por genes
chamados de genes de reparo de DNA (COOPER, 2000). Tais sao responsaveis por
corrigir imediatamente qualquer dano gerado no DNA. Mas, se alguma mutagao
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ocorre em um desses genes, 0s erros podem se acumular e contribuir para o
desenvolvimento de células cancerosas.

As células cancerosas se dividem mais rapidamente do que as normais e
geralmente sdo desorganizadas. Com o tempo, podem se empilhar umas sobre as
outras, formando uma massa de tecido chamada tumor (INCA, 2006). Este processo
€ denominado de carcinogénese, ou seja, formacdo do cancer. Em geral, da-se
lentamente, podendo levar varios anos para que uma célula cancerosa origine um
tumor detectavel (ALMEIDA et al., 2005).

O cancer é uma condigao fisiopatoldgica que consiste resumidamente em trés
fases distintas (Figura 1): iniciacdo, promogao e progressdo (KUMAR et al., 2015). No
primeiro estagio, denominado de iniciagédo, as células sofrem modificacdes em seus
genes devido a exposi¢ao a um agente carcinogénico. Esta fase é caracterizada por
células geneticamente alteradas, onde ainda nao se é possivel detectar um tumor
clinicamente (ALMEIDA et al., 2005).

O segundo estagio é o estagio de promocéo. Nesta fase as células se tornam
malignas de forma lenta e gradual devido ao efeito dos agentes cancerigenos
classificados como oncopromotores (ALMEIDA et al., 2005). A progressao tumoral
caracteriza a fase em que a célula adquire caracteristicas cada vez mais agressivas
devido as mutacgdes sofridas. Neste estagio ocorre uma multiplicagcédo descontrolada
e irreversivel da célula. Nesta fase ja € possivel observar as primeiras manifestagdes

clinicas da doencga, considerando que o cancer ja esta instalado (INCA, 2021).

Figura 1: Processos envolvidos na carcinogénese.
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Fonte: Adaptado de Pratheeshkumar et al., 2012.

As células que eventualmente se tornam tumorais sofrem uma sucessao de

alteracdes nas suas caracteristicas que as permitem tal efeito (Figura 2). Essas
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caracteristicas foram descritas por Hanahan e Weinberg (2000; 2011) e revisadas por
Fouad (2017). Essas propriedades sao classificadas como: crescimento seletivo e
vantagem proliferativa, resposta alterada ao estresse, vascularizagéo, invasao e
metastase, recaptacdo metabdlica, modulacdo imune e microambiente alterado
(FOUAD; AANEI, 2017).

Figura 2: Caracteristicas das células cancerosas.
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Fonte: Silva, 2019.

A primeira caracteristica € o crescimento seletivo e a vantagem proliferativa,
estes se referem ao fato de as células tumorais possuirem uma vantagem de
sobrevivéncia obtida por meio da ativagdo de oncogenes e falta de resposta a inibicao
do crescimento (SILVA, 2019). As células tumorais sofrem muitos estresses, como a
sinalizagdo excessiva, danos ao DNA, escassez de nutrientes e hipoxia, as células
adotam uma variedade de respostas para se adaptarem a esses estresses,
caracterizando a segunda propriedade, a resposta alterada ao estresse (FOUAD;
AANEI, 2017).

A terceira caracteristica é a vascularizagado. O principal processo que ocorre
durante a vascularizacao é a angiogénese, termo utilizado para se referir a geracao
de novos vasos sanguineos capilares (FOLKMAN, 1984). Com a constante
multiplicagado celular, ha a necessidade de que novos vasos sanguineos sejam
formados para que haja a nutricdo das células cancerosas (ALMEIDA et al., 2005). A
invasao e a metastase, quarta caracteristica, atribuem a capacidade de invadir o
tecido adjacente e migrar para locais distantes para a formacao de tumores
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secundarios. O cancer metastatico é responsavel por aproximadamente 90% das
mortes por cancer (FOUAD; AANEI, 2017).

A quinta caracteristica € a recaptacdo metabdlica que confere uma vantagem
seletiva durante os processos de iniciagdo e progressao dos tumores. A sexta
caracteristica refere-se as fases denominadas de eliminagao, equilibrio e fuga, que
constituem a modulagao imunolégica. Nesta fase ha a intencao de eliminar ou modular
a doenga (SILVA, 2019). Por fim, o microambiente alterado é o termo utilizado para
descrever o microambiente tumoral rico e dinamico que é formado durante a
carcinogénese (FOUAD; AANEI, 2017).

A prevengao do cancer pode ser classificada em prevengao primaria,
secundaria e terciaria. A prevencgao primaria tem como objetivo prevenir a ocorréncia
do cancer, a prevengao secundaria se destina a diagnosticar a doenga no seu inicio,
para assim tentar reduzir o sofrimento causado pelo tumor durante o desenvolvimento,
bem como reduzir as taxas de mortalidade. Por outro lado, a prevencao terciaria visa
prevenir a recorréncia do cancer (RANJAN et al., 2019).

Como constatado até aqui, o cancer € umas das doencas mais letais do mundo,
e apesar de inumeros estudos, a incidéncia e a mortalidade estdo cada vez maiores.
Nos ultimos anos, surgiram evidéncias que apontam que produtos naturais de plantas
possuem papeis-chave no combate ao cancer. Ha uma crescente exploragdo dos
compostos naturais originados de plantas. Estes sdo amplamente utilizados como
candidatos a agentes antitumorais. Alguns até mesmo foram posteriormente utilizados
em terapias pré-clinicas e clinicas contra cancer (ZHANG et al., 2012).

A quimioprevencao refere-se ao uso de agentes que tém potencial para inibir,
reverter ou retardar a tumorigénese (SURH, 2003). Os produtos naturais de origem
vegetal sdo cada vez mais utilizados como estratégia quimiopreventiva (KUMAR et
al., 2015). Além disso, estima-se que 35% das mortes por cancer podem estar
relacionadas a dieta e a fatores dietéticos. Na quimioprevencgao, varios biofatores
dietéticos, fitoquimicos e até extratos de plantas inteiras sdo usados para prevenir o
cancer (KUMAR et al., 2015).

Existem atualmente varias terapias utilizadas no tratamento do céncer, as
principais sao a radioterapia, a imunossupressao, a quimioterapia e a cirurgia. Porém,
todas essas estratégias possuem desvantagens (KUMAR et al., 2015). A

quimioterapia por exemplo, pode ser responsavel pela indugédo de nauseas e vomitos,
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lesdo no esdfago, fraturas, ma nutricdo, desequilibrio hidro-eletrolitico e acido-basico
(SAWADA et al., 2009).

Sao multiplas as complicagdes que ocorrem em pacientes que recebem terapia
de radiagao. A radiodermatite € a predominante, causando dor, desconforto, irritacéo,
coceira e queimacéao (SILVEIRA et al., 2016). As cirurgias podem resultar em algumas
complicagdes fisicas, no caso do cancer de mama, por exemplo, pode originar
infeccao, necrose de pele, seroma, aderéncia e deiscéncia cicatriciais, limitacdo da
amplitude de movimento (ADM) do ombro, cordao axilar, dor, alteragdo sensorial,
lesdo de nervos motor e/ou sensitivo, fraqueza muscular e linfedema (NASCIMENTO
etal., 2012).

Dessa maneira, a descoberta de novos compostos naturais e mais estudos dos
ja conhecidos pode representar uma melhor esperanga para a terapéutica do cancer
(ZHANG et al., 2012).

1.2 Cancer Colorretal

As terminologias cancer colorretal ou cancer de colon e reto sao utilizadas para
se referir aos canceres que atingem o célon, jungao retossigmoide e/ou reto (IARC,
2019). De acordo com o Instituto Nacional De Cancer (INCA, 2021), as estimativas do
ano de 2020 apontam que no Brasil, teriam surgido 20.540 novos casos de cancer
colorretal em homens e 20.470 em mulheres, sendo este o segundo tipo de cancer
mais comum em ambos 0s sexos. Com relagao a mortalidade, avalia-se que a doenca
tenha levado a 6bito 10.191 homens e 10.385 mulheres, sendo este o terceiro tipo de
cancer mais letal para ambos.

No Brasil estima-se que a regiao sul do pais apresente maior indice da doencga
em homens, além dos estados do Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo.
Este ultimo possui os maiores indices do pais, com uma taxa estimada de 33,10 casos
para cada 100.000 homens (Figura 3). Ja em mulheres é possivel observar a maior
incidéncia nos estados de Santa Catarina, Parana, S3o Paulo, Minas Gerais, Rio de
Janeiro e Goias. O estado de Santa Catarina possui as maiores taxas, estimadas em
25,06 casos para cada 100.000 mulheres (Figura 4) (INCA, 2021).
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Figura 3: Representacao espacial das taxas de incidéncia por 100 mil homens, estimadas para

o ano de 2020, segundo Unidade da Federagao (neoplasia maligna do célon e reto).
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Figura 4: Representacao espacial das taxas de incidéncia por 100 mil mulheres, estimadas para
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Fonte: INCA, 2021.
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Em todo o mundo, a incidéncia do cancer colorretal € maior em homens do que
em mulheres. Esta diferenga provavelmente esta relacionada a exposigéo aos fatores
de risco, como o estilo de vida, dieta, tabagismo e obesidade. Alguns outros fatores
também podem explicar essas disparidades, como as interacdes entre a exposicao
ao estrogénio, a distribuicdo da gordura corporal e as bases biolégicas dos tumores
colorretais (IARC, 2019).

Em 2018, 1.8 milhdes de novos casos de cancer colorretal surgiram no mundo,
sendo essa doenca o terceiro tipo de cancer mais incidente (OPAS, 2020). Estimativas
mais recentes, referentes ao ano de 2020, apontam que o cancer de cdélon e reto seria
o segundo principal causador de morte por cancer, representando 9,4% dos casos,
ficando atras apenas do cancer de pulmdo em homens e cancer de mama em
mulheres (SUNG et al., 2021).

Assim como na maioria dos canceres, as taxas de incidéncia e mortalidade do
cancer colorretal aumentam de acordo com a idade. A maioria dos casos tendem a
aparecer apos os 50 anos. Estima-se que em 2018 apenas 10% dos casos ocorreram
em pessoas abaixo dos 50, 59% dos casos em pessoas que possuiam entre 50 e 74
anos e 31% em individuos com 75 anos ou mais (IARC, 2019).

E possivel observar que a Australia e Nova Zelandia, Europa, Leste Asiatico e
América do Norte possuem as maiores taxas de incidéncia da doencga (Figura 5a).
Com relagao as taxas de mortalidade, os indices mais altos sdo observados na Europa

Central e Oriental (Figura 5b).



24

Figura 5: Distribuicao global das taxas estimadas de incidéncia (A) e mortalidade (B)

padronizadas por idade (Mundial) por 100.000 para cancer colorretal em homens e mulheres.

ASR [World) per 100 000

22638
16.8-26.3
10.7-16,8

6.2-10.7 B Nk applicabie
<62 No data

ASR (World) per 100 000

=111
86-111
64-86

4554 B notappicatie
<45 No data

Fonte: IARC, 2018.

A prevencgao primaria para o cancer colorretal é feita quando reduzida a
exposicao a alguns fatores de risco evitaveis, como o sobrepeso, consumo de bebidas
alcodlicas e tabagismo, bons habitos alimentares e a préatica de atividade fisica (IARC,
2019).

Estudos comprovam que os habitos alimentares desempenham um importante
papel tanto na prevencao quanto na causa do cancer colorretal. O consumo de
bebidas alcodlicas deve ser evitado, bem como o consumo em excesso de carne

vermelha e embutidos (IARC, 2019). A ingestao de bebidas alcodlicas esta associada
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ao aumento do risco para cancer de intestino quando a dose diaria ingerida é superior
a 30 gramas de etanol. Estimativas indicam que para cada por¢édo de 50 gramas de
carne processada consumidas diariamente, as chances de desenvolvimento de
cancer colorretal aumentam em 18% (INCA, 2021). Existem evidéncias sugestivas de
gue o consumo de alimentos contendo ferro-heme aumentam o risco de cancer de
colon e reto (IARC, 2019). As carnes vermelhas, apesar de serem uma importante
fonte de nutrientes, sao ricas neste composto.

Os bons habitos alimentares que podem ser relacionados a prevencédo do
cancer sdo o consumo de alimentos contendo fibra e cereais integrais e de produtos
lacteos. As fibras induzem a fermentacao, que podem reduzir a proliferagao celular e
induzir apoptose (INCA, 2021). Os laticinios sao fonte de calcio e evidéncias apontam
que o mineral possui um efeito preventivo (IARC, 2019). Outros costumes alimentares
foram associados a diminuicdo da incidéncia do cancer colorretal, sdo eles uma dieta
rica em frutas, vegetais, folato, vitamina D, vitamina B6, ingestdo de magnésio e o
consumo de alguns alimentos como peixe e alho (THANIKACHALAM; KHAN, 2019).

Ha evidéncias suficientes de risco aumentado de cancer colorretal com o
aumento da gordura corporal e da gordura abdominal (IARC, 2019). Em contrapartida,
manter a gordura corporal nos niveis normais, reduz as chances de desenvolvimento
para este tipo de cancer (INCA, 2021).

Com relagao a pratica de atividade fisica, esta foi associada a um menor risco
de céancer de célon (MORRIS et al., 2018). Em contraste, a pratica ndao esta
relacionada ao risco de desenvolver cancer retal (IARC, 2019). Praticar exercicios nao
s6 promove o equilibrio hormonal, mas também reduz os marcadores inflamatdrios e
o tempo de transito gastrointestinal, bem como o fortalecimento da imunidade (INCA,
2021).

Os estudos de dose-resposta também demonstram claramente que o risco de
cancer colorretal aumenta com o aumento da intensidade e da durac&o do tabagismo.
O risco é consistentemente maior para cancer retal do que para cancer de célon
(LIANG et al., 2009).

Existem também evidéncias que correlacionam a altura do individuo com as
chances do desenvolvimento de cancer. Estes dados provavelmente estao
relacionados a nutricdo durante o inicio da vida, perfis hormonais e maturacao sexual.

A associagao entre a altura atingida no adulto e o risco de desenvolvimento da doenca
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€ mais forte para as mulheres do que para os homens e € mais forte para o cancer de
colon do que para o cancer retal (IARC, 2019).

Outros fatores relacionados as maiores chances de desenvolvimento da
doenca séo genéticos (INCA, 2021). Algumas sindromes como a Sindrome de Lynch
(cancer colorretal hereditario ndo polipose), Polipose adenomatosa familiar (FAP),
polipose associada a MUTYH (MAP) sao sindromes de cancer colorretal hereditario.
A sindrome de Lynch e a polipose adenomatosa familiar contribuem para a grande
maioria da sindrome do cancer colorretal hereditario, que responde por apenas cerca
de 5% de toda a incidéncia de cancer colorretal. A presenca de histéria familiar de
cancer de célon em parentes de primeiro grau, aumenta o risco de desenvolvimento
de céncer colorretal em cerca de 20% dos casos (THANIKACHALAM; KHAN, 2019).

No que diz respeito a prevengao secundaria, esta esta relacionada ao
fornecimento de opg¢des adicionais importantes para o controle do cancer. O obijetivo
€ realizar a conscientizacao e educar as pessoas sobre 0s sinais e sintomas do cancer
colorretal e a importancia de buscar o diagnéstico e tratamento precoces (IARC,
2019). O diagndstico precoce das lesbes pré-malignas e dos estagios iniciais do
cancer colorretal permite que seu tratamento seja potencialmente curativo (DINIZ;
LACERDA-FILHO, 2003).

Existem diversas estratégias de rastreamento disponiveis para o céancer
colorretal (IARC, 2019). A deteccao precoce pode ser realizada por meio de exames
clinicos, laboratoriais, endoscopicos e/ou radiolégicos em pessoas sintomaticas
(presenca de sangue nas fezes, massa e dor abdominais, perda de peso e anemia e
mudanca de habito intestinal) ou assintomaticas pertencentes a um grupo com maior
risco de desenvolvimento da doenga (INCA, 2021).

Os principais exames utilizados no rastreamento do cancer colorretal sdo as
endoscopias (colonoscopia ou retossigmoidoscopia) e pesquisas de sangue oculto
nas fezes. Os exames endoscoépicos permitem a realizacado de biopsia e retirada da
lesao pré-maligna caso existente (INCA, 2021). Ja a pesquisa de sangue oculto nas
fezes se baseia no fato de que pdlipos grandes podem apresentar pequenos
sangramentos em sua evolugdo que podem ser detectados neste teste (DINIZ;
LACERDA-FILHO, 2003).

De modo geral, o cancer de coldn e reto € uma doenca tratavel e com grandes
chances de cura. Os principais tratamentos envolvem a retirada da parte afetada e

radioterapia, associada ou ndo, a quimioterapia para evitar o retorno do tumor. Os
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métodos a serem utilizados sdo decididos baseado no tamanho, localizacdo e
extensdo do tumor (INCA, 2021).

A grande maioria dos canceres colorretais se originam de pdélipos
adenomatosos. No geral, os adenomas permanecem como lesdes benignas. No
entanto, algumas dessas lesbes podem evoluir para a malignidade (TANAKA, 2009).
Sendo assim, individuos que apresentam esses podlipos tem maiores chances de
desenvolvimento da doenga, em especial, em pessoas com menos de 60 anos (IARC,
2019). O potencial de malignidade dos adenomas depende muito de seu tipo
histolégico, grau de displasia e tamanho (TANAKA, 2009).

Quando um padlipo benigno evolui, este pode progredir para a formagao de um
cancer invasivo, que € curavel. Mas, se nao tratado pode se espalhar para os
linfonodos e originar metastases. Os tumores em estagio | e Il, normalmente, sédo
curaveis por meio de cirurgia, aqueles que se encontram em estagio lll sdo tratados
normalmente por cirurgia aliada a quimioterapia. Ja os tumores em estagio IV,
classificados como aqueles que metastizam para locais distantes, geralmente, séo
incuraveis (MARKOWITZ; BERTAGNOLLI, 2009). Na maioria dos casos, essa
progressao leva pelo menos 10 anos (NELSON; THORSON, 2009).

O cancer colorretal é classificado de acordo com os subtipos histoldgicos
definidos pela OMS (WHO, 2019). O subtipo mais comumente observado é o
adenocarcinoma, responsavel por aproximadamente 85% dos casos em todo o
mundo. Os outros tipos mais frequentes sdo o carcinoma mucinoso e o carcinoma
medular, responsaveis por aproximadamente 5 a 20% dos casos e 4% dos casos,
respectivamente. Os carcinomas de células em anel de sinete s&o raros, observados
em uma frequéncia menor que 2% (IARC, 2019).

A instabilidade genémica pode levar ao surgimento do cancer colorretal. Nesta
doencga, as principais instabilidades observadas s&o a instabilidade cromossémica,
defeitos de reparo de DNA e metilagao aberrante de DNA. O tipo mais comum ¢é a
instabilidade cromossémica, responsavel por causar alteragbes no numero e na
estrutura das cépias cromossdmicas. E possivel observar também a inativagdo de
genes de reparo de incompatibilidade e silenciamento epigenético de genes, mediado
pela metilagao aberrante do DNA (MARKOWITZ; BERTAGNOLLI, 2009).

Outro fator que pode levar ao surgimento do cancer em questao, € a inativagao
mutacional de genes supressores de tumor. A mutagcdo mais comum € responsavel

por inativar o gene que codifica a proteina APC, na auséncia da APC ocorre a ativacao
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da via de sinalizagdo Wnt, considerada o evento inicial do cancer colorretal. Essas
mutacbes dao origem a polipose adenomatosa familiar (MARKOWITZ;
BERTAGNOLLI, 2009).

Outra inativacdo que é responsavel por causar o cancer colorretal € a
inativagdo da via do p53 pela mutacdo do TP53. A via p53 permeia a parada do ciclo
celular e um checkpoint de morte celular. Além disso, a inativagdo mutacional da
sinalizacdo de TGF-Bresulta na transicdo do adenoma (tumor benigno) para o
carcinoma (tumor maligno) (MARKOWITZ; BERTAGNOLLI, 2009).

Alguns oncogenes também sio responsaveis pela promogdo do cancer
colorretal. As mutagdes que ocorrem nos genes RAS e BRAF sao observadas em
37% e 13% dos canceres colorretais, respectivamente. Um terco dos canceres
colorretais apresentam mutacdes que ativam PI3KCA, que codifica a subunidade
catalitica da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) (MARKOWITZ; BERTAGNOLLI, 2009).

1.3 Cultura de células 3D como modelo experimental

O modelo de cultura celular bidimensional é simples e tradicional. No entanto,
€ um ambiente artificial que ndo consegue reproduzir precisamente algumas
caracteristicas e tracos observados em organismos vivos (CESARZ; TAMAMA, 2016;
LANGHANS, 2018). O conhecimento deste fato levou a novos estudos com o objetivo
de elaborar um modelo celular mais apropriado para melhor representar as
propriedades observadas in vivo (MITTLER et al., 2017).

O modelo de cultura celular 3D é caracterizado por garantir as células a
capacidade de crescer em formato de esferoides (Figura 6), formando um ambiente
tridimensional microestruturado heterogéneo (CESARZ; TAMAMA, 2016; PEIRSMAN
et al., 2021). Os esferoides sao utilizados em ensaios in vitro para estudar alguns
mecanismos importantes biologicamente, eles podem ser gerados a partir de uma
variedade de culturas de células de tecidos saudaveis e/ou patolégicos, incluindo o
cancer (PEIRSMAN et al., 2021).
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Figura 6 — Fotomicrografia de um esferoide de linhagem HT-29.

Fonte: Arquivo pessoal — Laboratério de Genética Toxicologica.

O sistema 3D pode ser formado por células de uma mesma linhagem,
classificando os esferoides homotipicos, ou por células de duas ou mais linhagens
diferentes, denominados heterotipicos (WEISWALD; BELLET; DANGLES-MARIE,
2015).

Esses esferoides sdo submetidos a uma exposigao heterogénea de oxigénio e
nutrientes, bem como a estresses fisicos e quimicos, o que justifica a heterogeneidade
espacial na proliferagcdo, quiescéncia, necrose e diferenciagao. Esta distribuicdo nao
€ mimetizada em cultura de monocamada (WEISWALD; BELLET; DANGLES-MARIE,
2015; PEIRSMAN et al., 2021). Deste modo, a metodologia 3D tornou-se mais
relevante, visto que espelha melhor as caracteristicas presentes em organismos vivos
(CESARZ; TAMAMA, 2016).

Os esferoides sao formados por um nucleo necrético, uma camada
intermediaria de células quiescentes, causada pela distribuigao limitada de oxigénio,
e uma camada mais externa onde as células apresentam maior atividade e divisao
celular (ZANONI et al., 2016). Essa heterogeneidade das células tumorais se da
devido a privacdo do fator de crescimento, gradientes de nutrientes e oxigénio e
acumulo de catabdlitos (WEISWALD; BELLET; DANGLES-MARIE, 2015). E este
microambiente formado na cultura celular tridimensional (Figura 7) que confere maior
similaridade as interagdes biofisicas e bioquimicas observadas in vivo (LUCKERT et
al., 2016).
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Figura 7 - Diagrama esquematico da cultura de células em monocamada bidimensional e
tridimensional. A: Cultura de células em monocamada bidimensional; B: Cultura de células
tridimensional; C: A estrutura do esferoide tridimensional com diferentes zonas de células com
os modelos de oxigenagéao, nutricio e remogao de gas carbdnico. As regides sao zona necroética

(mais interna), zona de células viaveis quiescentes (meio) e zona de proliferagao (mais externa).
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Fonte: Adaptado de Chaicharoenaudomrung; Kunhorm; Noisa, 2019.

Como consequéncia as suas vantagens, esta metodologia tem despertado o
interesse académico e industrial, com o intuito de estudar respostas a medicamentos
ou até mesmo, na biofabricagao de tecidos e 6rgaos funcionais 3D (PEIRSMAN et al.,
2021). Estatisticamente, nos ultimos anos, observou-se um declinio na descoberta de
novos medicamentos. Possivelmente, uma das causas que levaram a este dado esta
relacionada a falha dos ensaios pré-clinicos, sendo o mais comum destes o uso de
linhagens celulares cultivadas em um ambiente 2D (MITTLER et al., 2017).

O desenvolvimento e utilizagdo de novos farmacos envolve um processo longo

e complexo, que depende de varios estagios e procedimentos para garantir a
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seguranca e eficacia do medicamento antes deste ser aprovado para utilizagéo clinica
(LANGHANS, 2018).

O custo para formular novos farmacos € alto e aumenta exponencialmente no
estagio in vivo e, principalmente, no estagio clinico. Comisso, a industria farmacéutica
visa selecionar os candidatos promissores em estagios anteriores, como acontece nos
ensaios in vitro. Uma das vantagens da utilizagdo do modelo esferoidal na triagem de
drogas anticancer € que a configuragdo 3D permite uma identificacdo mais eficiente
de farmacos promissores que poderiam falhar em ensaios classicos de monocamada
(Figura 8). Além disso, podem contribuir para a eliminacdo de drogas com baixo
potencial ou até mesmo possivelmente perigosas para as células normais no estagio
pré-clinico (HIRSCHHAEUSER et al., 2010; MITTLER et al., 2017).

Figura 8 - Implementacdo de ensaios de cultura 3D como ferramenta de sele¢dao negativa e

positiva no processo de desenvolvimento de medicamentos.

Protocolo de testes padronizados
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Complexidade >

Fonte: Adaptado de Hirschhaeuser et al., 2010.

1.4 Fitoquimicos

O termo fitoquimico tem origem na palavra grega phyton, que significa planta.
Deste modo, a expressao fitoquimico é utilizada para representar um grupo de

compostos quimicos naturais de origem vegetal encontrados em gréos, sementes,
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frutas e vegetais, que conferem a planta mecanismos de defesa contra virus, bactérias
e fungos (OUYANG et al., 2014).

Com o desenvolvimento da tecnologia, cada vez mais extratos de plantas se
tornam uteis para a medicina. Mais de dez mil fitoquimicos ja foram identificados e
acredita-se que muitos ainda ndo tenham sido descobertos (MOOSAV!I et al., 2018).

As plantas medicinais sao historicamente consideradas como uma fonte rica de
potenciais agentes terapéuticos, consequentemente, sdo usadas tradicionalmente em
todo o mundo para o tratamento e prevencao de varias doencas, inclusive o cancer
(ZHANG et al., 2012; KUMAR et al., 2015; MOOSAVI et al., 2018).

Os tipos mais comuns de tratamentos para o cancer sido a quimioterapia,
radioterapia e cirurgia. Tratamentos esses que muitas vezes sao limitados e
apresentam uma toxicidade excessiva. A progressdo da doenga levou ao
desenvolvimento de muitas drogas sintéticas anticancer. No entanto, os dados
demonstram que o uso isolado e generalizado desses compostos ndo melhorou
significativamente a taxa de sobrevida dos pacientes. Desde entéo, pesquisadores de
todo o mundo buscam uma abordagem alternativa que otimize a eficacia dos
medicamentos e minimize seus efeitos colaterais (ZANONI et al., 2016; RANJAN et
al., 2019; CHOUDHARI et al., 2020).

Devido a sua competéncia, os fitoquimicos sdo constantemente utilizados no
desenvolvimento de novos farmacos (TAO XIE et al., 2015). No inicio do século XIX,
a morfina foi isolada do 6pio, dando inicio a uma nova era na utilizagao das plantas
medicinais (BALUNAS; KINGHORN, 2005).

Estima-se que entre os anos 1940 e 2014, 50% dos medicamentos anticancer
aprovados originaram-se de produtos naturais ou derivados (CHOUDHARI et al.,
2020). Alguns dos medicamentos mais promissores utilizados no tratamento da
doenca sao derivados de fontes vegetais, destacam-se os taxodides, tais como a
camptotecina, a combrestatina, a epipodofilotoxina e os alcaléides da vinca (OUYANG
et al., 2014).

A vantagem da utilizacao de fitoquimicos como farmacos esta no fato de
estarem facilmente acessiveis, apresentarem baixa toxicidade e poucos efeitos
adversos (WU et al., 2021).

Ha uma grande diversidade de compostos naturais derivados de fontes
vegetais, consequentemente, estes possuem uma variedade de mecanismos que

podem ser uteis como agentes anticancerigenos. Alguns exemplos s&o a capacidade
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de suprimir a invasao e angiogénese tumoral, bem como a resisténcia e proliferagéo
de células malignas e eliminar radicais livres (ZHANG et al., 2012; OUYANG et al.,
2014; CHOUDHARI et al., 2020).

Mais especificamente, os fitoquimicos agem por meio da desregulacéo de
processos envolvidos na carcinogénese, eles podem, por exemplo, fortalecer a
capacidade antioxidante, induzir morte celular apoptoética ou autofagica e parada do
ciclo celular, regular o sistema imunolégico, além da eficacia inativacdo de agentes
carcinogenos (KUMAR et al., 2015; CHOUDHARI et al., 2020)

Frente ao exposto, faz se necessario mais estudos para compreender os
mecanismos de ag¢ao dos fitoquimicos no combate ao cancer e assim, possivelmente,
favorecer a criacdo de novas moléculas quimiopreventivas. Pois além de
apresentarem menos efeitos colaterais, sdo mais baratos e acessiveis em

comparagao com as drogas sintéticas (KUMAR et al., 2015).

1.5 a-tomatina

O tomate (Lycopersicon esculentum) é uma dicotileddnea pertencente a familia
Solanacea. O fruto acumula uma variedade de metabolitos secundarios (como
compostos fendlicos, fitoalexinas, inibidores de protease e glicoalcaldides) que
protegem a planta de predadores (FRIEDMAN, 2002). O vegetal € muito consumido
pelo homem e é considerado uma importante fonte de ingredientes que promovem a
saude (PALOMO et al., 2010).

Ha na literatura, uma variedade de estudos que comprovam a eficiéncia do
tomate em diversas areas da saude humana (BLUM et al., 2005; BHOWMIK et al.,
2012). Destacam-se os modos pelos quais este fruto pode prevenir o cancer, foram
descritos 0s seguintes recursos: antioxidante, ativacao de apoptose, diminuigdo da
proliferagao celular, diminuicao da angiogénese e metastase (PALOMO et al., 2010).

A a-tomatina € um dos principais glicoalcaldides encontrados naturalmente nas
raizes, caules, folhas e frutos do tomate. Quando ainda verde, o tomate pode conter
até 500 mg de a-tomatina por kg da fruta fresca. Conforme o fruto amadurece, o
composto € parcialmente degradado até que os niveis sejam de cerca de 5 mg por kg
da fruta fresca (CHAO et al., 2012; KBDELOVA et al., 2013; HUANG et al., 2015b).
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A molécula da a-tomatina consiste em um tetrassacarideo ramificado (Figura
9), B-D-glucopiranosil-(1—2)-[3-D-xilopiranosil-(1—3)]-B-D-glucopiranosil-(1—4)-D-

galactose, ligado ao O-3 da aglicona esteroidal, tomatidina (ISHII et al., 2011).

Figura 9 - Estrutura quimica da a-tomatina.
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Fonte: Lee et al., 2004.

Com a descoberta da a-tomatina e a ampliagcao de estudos ao seu respeito, foi
descoberto que a molécula fornece a planta atividades antimicrobiana, antifungica,
anti-inflamatéria e imunopotenciadora (LEE et al., 2011; HUANG et al., 2015b). Estes
estudos sugerem que este composto possui propriedades antibioticas contra
patégenos humanos e pode ser utilizado farmacologicamente como uma droga
anticancer em potencial (CHAO et al., 2012; KBDELOVA et al., 2013).

Alguns trabalhos demonstraram que a a-tomatina possui propriedades
anticarcinogénicas. Em relacédo a citotoxicidade, alguns autores observaram que o
fitoquimico foi capaz de diminuir a viabilidade de células das linhagens MCF-7
(SUCHA et al, 2013), MOLT-4 (K8DELOVA et al, 2013) CT-26 (KIM, NAM,
FRIEDMAN, 2015), HBL, hmel-1 e M3, (SERRATI et al., 2020), HL60 e K562 (CHAO
et al., 2012).

No que diz respeito a morte celular, estudos realizados in vitro e in vivo indicam
que o composto é capaz de causar apoptose em células das linhagens HBL, hmel-1
e M3 (SERRATI et al., 2020), CT-26 (KIM, NAM, FRIEDMAN 2015), HL-60, K-562
(CHAO et al., 2012; HUANG et al., 2015a), Skov3 (WU et al., 2021), LNCap, VCap e
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PC-3 (LEE et al., 2011; HUANG et al., 2015b). Em contrapartida, alguns autores
encontraram resultados que apontam que o composto ndo induz morte celular
apoptética em células da linhagem HT-29 e MCF-7 (ISHII et al., 2011; SUCHA et al.,
2013).

Alguns autores encontraram resultados significativos com relagao a inibigdo da
proliferacdo nas linhagens celulares AGS, HepG2, HT-29, MCF-7 (LEE et al., 2004;
FRIEDMAN et al., 2009; ISHII et al., 2011; SUCHA et al., 2013), MOLT-4 (KSDELOVA
et al., 2013), HL-60, K-562 (CHAO et al., 2012; HUANG et al., 2015a), Skov3 (WU et
al., 2021), LNCap, VCap e PC-3 (LEE et al., 2013b; HUANG et al., 2015b) e do
crescimento tumoral (FRIEDMAN et al., 2007; TOMSIK et al., 2013; LEE et al., 2013a)

Alguns autores também observaram que o composto foi capaz de suprimir a
angiogénese, adesao, invasao e migragao em células das linhagens HBL, hmel-1, M3,
A549 e NCI-H460 (SHIH et al., 2009; SHIEH et al., 2011; SERRATI et al., 2020).

Assim como alguns glicoalcaldides esteroidais, a a-tomatina forma complexos
com o colesterol presente nas membranas celulares (SUCHA et al., 2013), conferindo
ao composto um efeito disruptivo das membranas (figura 10). O componente aglicona
da a-tomatina liga-se, reversivelmente, ao colesterol presente na membrana (figura
10a). Em certo momento, os residuos glicosidicos da molécula passam a interagir
entre si por meio de interagdes eletrostaticas (figura 10b). Essas interagbes formam
uma matriz irreversivel de complexos entre os glicoalcaloides e o colesterol, o que
resultara em um brotamento da membrana celular (figura 10c). Estruturas tubulares
sado formadas, causando uma ruptura da membrana (figura 10d), ocasionando morte
celular (KEUKENS et al., 1995; CARDENAS et al., 2015).

Apesar da crescente descoberta dos modos de agédo da a-tomatina e do seu
intenso potencial como agente antineoplasico, mais pesquisas s&o necessarias para
se compreender o seu funcionamento em diferentes linhagens celulares. Deste modo,
o composto pode vir a ser proposto e utilizado para a composi¢cao de uma nova
molécula com capacidade de auxiliar no combate ao desenvolvimento e progressao

das neoplasias.



Figura 10 - Efeito disruptivo da membrana.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Estudar os efeitos do fitoquimico a-tomatina em cultura de células de
adenocarcinoma de colon (HT-29), envolvidas em diversos processos moleculares,

principalmente no modelo de cultura em trés dimensdes (3D).

2.2 Objetivos especificos

¢ Analisar os efeitos citotdxicos da a-tomatina por meio do ensaio de citotoxicidade;

e Avaliar o efeito da a-tomatina no processo de migragéo celular utilizando o ensaio

de fechamento de feridas;

e Averiguar os efeitos antiproliferativos da a-tomatina em diferentes tempos de

tratamento por meio do ensaio de volume;

¢ Investigar as alteragdes induzidas pelo tratamento com a-tomatina no ciclo celular

e apoptose por meio da técnica de citometria de fluxo;

e Estudar ainfluéncia da a-tomatina na formacgao de novas colénias celulares fazendo

uso do ensaio clonogénico;
e Examinar o potencial genotdxico da a-tomatina empregando o ensaio de cometa;

e Compreender os efeitos da a-tomatina na expressdo de mRNA de genes de
controle de ciclo celular, apoptose, danos no DNA, estresse de reticulo

endoplasmatico e estresse oxidativo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagem celular, condi¢gbes de cultura e agentes quimicos

A linhagem celular de adenocarcinoma colorretal HT-29, livre de micoplasma,
foi obtida no Banco de Células do Rio de Janeiro. As células foram cultivadas em meio
de cultura McCoy’s 5A modificado com L-glutamina (Sigma-Aldrich, Cat. N°: M4892)
suplementado com 1% de antibiético e antimicético (GIBCO, cod: 15240-062) e 10%
de soro bovino fetal (GIBCO, cod:12657-029). As células foram mantidas em estufa
umida contendo 5% de CO,. a 37 °C.

A o-tomatina (CsoHssNO21), foi adquirida na Sigma Aldrich® (Cat. N°:
PHL89905), PM = 1034.19, dissolvida em dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-
Aldrich, Cat. N° 472301). Para o controle positivo foi usado camptotecina (Sigma-
Aldrich®, cat. N° C9911) ou doxorrubicina 20uM (DXR, Doxolem, Zodiac). O controle
de veiculo foi preparado com 0,017% DMSO; este valor corresponde a concentragao
de DMSO presente na maior concentragao de a-tomatina testada.

Para todos os experimentos, a viabilidade celular foi previamente verificada
com azul de tripan 0,4% (Invitrogen, Cat. N° T10282) em contador de células
automatizado Countess Il FL (Life Tachnologies), sendo aceita apenas viabilidade

acima de 90%. Culturas com viabilidade menor foram descartadas.

3.2 Ensaio de citotoxicidade (resazurina)

O efeito citotéxico da a-tomatina nas células HT-29 foi avaliado por meio do
corante resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-oxido), que € reduzido em
resofurina, uma molécula emissora de fluorescéncia, em resposta a atividade
metabdlica das células viaveis (O'BRIEN et al., 2000). Para a realizagao deste ensaio,
foram semeadas 5x10% células/poco em uma placa de 48 pocos e levadas a estufa
por 24 horas para garantir o processo de estabilizagdo. Apds este periodo as células
receberam os tratamentos com a-tomatina, DMSO e controle positivo doxorrubicina
(20uM), que foram diluidos em meio McCoy’'s 5A com SBF. As concentracbes
utilizadas de a-tomatina foram definidas com base na literatura em 4uM, 8uM, 12uM,
16uM e 20uM (SUCHA et al., 2013; WANG; DAI; LIU, 2017).



39

Ap0bs 24 horas de tratamento, a resazurina (60uM) previamente diluida em meio
de cultura McCoy’s 5A sem SBF, foi adicionada aos pogos. Feita a adi¢do do corante,
a placa foi mantida na estufa de cultura durante 4 horas e em seguida foi realizada a
leitura. A fluorescéncia foi medida em espectrofotometro Glomax®, ajustado para 520
nm de excitagdo e 580-640 nm de emiss&o). A viabilidade celular foi estimada pela
férmula: viabilidade percentual = [(Atratamento—Abranco)/(Acontrole—Abranco) x 100],
onde A representa o valor da fluorescéncia. A concentracao citotoxica necessaria para
reduzir a viabilidade celular em 50% (ICso) foi calculada no software GraphPad Prism
9.0 (GraphPad Software, San Diego, California, USA, www.graphpad.com). Para cada

tratamento foi feita a leitura de 6 pocos, com duas repeticdes experimentais.

3.3 Ensaio de fechamento de feridas (migragéo)

O ensaio de fechamento de feridas foi realizado seguindo o protocolo descrito
por Justus et al. (2014). Em uma placa de cultura de 12 pogos foram semeadas
5x10° células/pogo que foram cultivadas até atingirem 100% de confluéncia. Em um
ambiente estéril foi realizado um risco na monocamada de células, utilizando uma
ponteira de 20uL. O meio de cultura e os restos celulares foram retirados
cuidadosamente e o poco foi lavado duas vezes com PBS. Por fim, em cada poco
foram adicionados 2.000 pL de meio de cultura contendo os tratamentos com DMSO
ou a-tomatina (17,19uM). Nos tempos de Oh, 24h, 48h e 72h foram feitas capturas de
imagens para verificar o fechamento da ferida por meio do microscopio EVOS® FL
Auto Imaging System usando uma objetiva de 10x. A area e a largura da ferida foram
obtidas a partir das imagens capturadas utilizando o software ImageJ® e o plugin
Wound Healing Size Tool (SUAREZ-ARNEDO et al., 2020).

3.4 Cultivo celular tridimensional (3D)

As culturas tridimensionais de esferoides foram realizadas com o preparo de
uma superficie nao aderente com agarose Low Melting 1,5% em meio McCoy’s 5A
sem SBF em placas de 96 pocgos de acordo com a metodologia descrita por Friedrich
et al. (2009).

Ap0s a solidificacdo da agarose, foram semeadas 5x10° células em um volume

de 150uL/pogo de meio de cultura suplementado com SBF. Apos esta etapa, a placa
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foi submetida a centrifugacdo a 1000 rpm por 8 min, para que as células se
concentrassem no fundo do poco, e acondicionada em estufa durante 6 dias, periodo

necessario para que ocorra a esferoidizacao.

3.5 Ensaio de volume

Para realizagdo deste ensaio, os esferoides receberam 50 pL de meio de
cultura suplementado com SBF contendo os tratamentos com a-tomatina 17,19 uM,
DMSO ou doxorrubicina.

O volume de cada esferoide e a renderizagdo dos graficos 3D foram obtidos
utilizando os softwares AnaSP e ReViSP (PICCININI, 2015; PICCININI et al., 2015) e
expressos em milimetros cubicos (mm?3) médios apds captura de microfotografias
obtidas pelo microscopio EVOSTM FL Auto Imaging System (ThermoFisher Scientific,
EUA) utilizando a objetiva de 10x, apos 24, 48 e 72 horas de tratamento. Foram
analisados seis esferoides por tratamento e trés repeti¢des.

Além disso, os esferoides foram marcados com corantes fluorescentes
Rhodamina123 e Hoechst33342, para observar a atividade mitocondrial e o conteudo

de DNA de células periféricas, respectivamente.

3.6 Ensaio de ciclo celular e apoptose por citometria de fluxo

Apos as 72 horas de tratamento com a-tomatina 17,19uM e DMSO, foram
selecionados 10 esferoides de cada tratamento para a realizacdo dos ensaios. Os
esferoides foram lavados com PBS e ftripsinizados (tripsina 0,025%) para que
houvesse a dissociagao das células. O sobrenadante foi removido e as células foram
ressuspendidas em 200uL de PBS. Para ambos os ensaios, a intensidade de
fluorescéncia de cada marcador foi quantificada por meio de um citdbmetro
MilliporeSigma Muse® flow, analisando 5.000 eventos/amostra para ciclo celular e
2.000 eventos/amostra para apoptose. Para cada ensaio foram realizadas trés
repeticbes experimentais.

Para investigar se a a-tomatina induz morte celular por apoptose foi utilizado o
kit PE Anexin Apoptosis Detection (BD Pharmigen, Cat. N°: 559763). Avaliando-se o
perfil de externalizacao de fosfatidilserina por meio da interagdo com anexina,
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mostrando assim a porcentagem de células viaveis, em apoptose inicial, apoptose
tardia e mortas.

Para analisar o conteudo de DNA e inferir o perfil percentual relativo das fases
do ciclo celular (G1, S e G2/M) as células foram permeabilizadas com 100uL de uma
solucdo de citrato/triton (0,1% de citrato de s6dio/0,1% de Triton X-100) e o DNA
corado com 5pL de iodeto de propidio (50ug/ml).

3.7 Ensaio clonogénico

Para investigar se a a-tomatina interfere na capacidade de formar novas
coldnias na linhagem HT-29, foi utilizado o protocolo descrito por Franken et al. (2006).
Para tanto, ap6s 72 horas de tratamento com a-tomatina (17,19uM), DMSO ou
doxorrubicina foram coletados 5 esferoides de cada tratamento e realizadas 3
replicatas.

Os esferoides coletados foram lavados com PBS e tripsinizados (tripsina
0,025%) para que houvesse a dissociagao das células. Semeou-se 500 células/pogo
em uma placa de 24 pocos com meio de cultura sem tratamento. Apds 14 dias, o total
de colbénias/tratamento foram incubadas com resazurina (60uM) por 3 horas e a
intensidade de fluorescéncia foi quantificada em espectrofotometro Glomax® (520 nm
de excitacdo e 580 nm 2 de emissao). Posteriormente, as coldnias foram fixadas em
solugao de metanol + acido acético (3:1) por 5 minutos e coradas com cristal violeta
(0,5%) por 15 minutos.

3.8 Ensaio de cometa

Para avaliar se a a-tomatina induz danos no DNA, utilizou-se o ensaio do
cometa, de acordo com Collins et al. (2008). Para tal, apés 24 horas de tratamento
com a-tomatina (17,19uM), DMSO ou doxorrubicina, 5 esferoides foram coletados de
cada tratamento. O experimento foi realizado em triplicata.

Os esferoides coletados foram lavados com PBS e ftripsinizados (tripsina
0,025%) para que houvesse a dissociagao das células. Entdo 40uL da amostra foram
ressuspensos em agarose Low Melting (0,85%) e distribuidos em laminas pré-
gelatinizadas com agarose comum (1,5%). Apds a solidificagado, as laminas foram
submetidas a um tratamento de lise quimica (2,25 M NaCl, 89 mM EDTA, 8,9 mM Tris-
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HCL, 10% controle e 1% Triton X-17 100 em pH 10 ajustado com NaOH) por uma hora
a 4 °C. Depois a um tratamento com solugao alcalina (1 mM EDTA-Titriplex e 0,3 N
NaOH) por 20 minutos. A eletroforese de laminas foi realizada em tampéao alcalino
(pH>13), 25 V e 300 mA durante 20 minutos, seguida de neutralizagdo 3x (Tris 0,4 N
a pH 7,5) e por fim, fixacdo em alcool absoluto e armazenadas a 4 °C. Para analises,
as laminas foram coradas com brometo de etidio (2 yg/mL) e um total de 100
células/tratamento foram avaliadas. As fotomicrografias foram obtidas usando um
microscopio EVOS® FL Auto Cell Imaging System (Thermo Fisher) com ampliagao de
20X. Para cada imagem, a porcentagem de DNA na cauda dos cometas e 0 momento
da cauda (comprimento da cauda vezes a porcentagem de DNA na cauda) de 100
cometas (MOZAFFARIEH et al., 2008) foram avaliados usando o software

CometeScore®.

3.9 Expressao génica relativa (MRNA) em tempo real

O ensaio de expressao génica em tempo real (RT-qPCR) foi utilizado para
observar as alteragdes relativas na expressdao de mRNA de genes relacionados as
vias moleculares de morte celular (BBC3, BIRC5, CASP3, CASPS8, CASP9, PARP1 e
BCL?2), estresse oxidativo (GPX17), estresse de reticulo (ERN17), danos ao DNA
(GADD45A e H2AFX), regulagao do ciclo celular (CDKN1A, M-TOR, NF-KB, C-MYC
e TP53) e autofagia (BECN1) em esferoides de células HT-29 tratados com a-
tomatina. GAPDH e B-ACTIN foram utilizados como genes de referéncia. Foram
considerados 3 repeticdes experimentais.

Para isso, apés 72 horas de tratamento com a-tomatina 17,19uM ou DMSO, 10
esferoides foram selecionados/experimento, estes foram lavados com PBS e
tripsinizados para que houvesse a dissociagao das células. Em seguida, foi realizada
a extracdo do RNA total com o MiniKit RNeasy® (Qiagen), seguindo as
recomendagdes do fabricante. A pureza e a quantificacdo de RNA total foram
observadas em espectrofotdmetro BioDrop jLite, baseada na razao das absorbancias
(A260/280mm) e apenas amostras com razao entre 1,9 e 2 foram validadas. A
verificagdo da integridade do material foi realizada em gel de agarose 1,0%.

A sintese de cDNA foi realizada em um termociclador T100TM Thermal Cycler
(BIO-RAD), sendo duas reagodes/tratamento/replicata, cada uma contendo 500ng de
RNA total diluido em 12,4uL de agua DEPC, 1uL de oligo dT (20 pm/mL, Invitrogen,
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Cat. N° 18418012) e 2uL de dNTPs (10mM, Invitrogen, Cat. N°: 10297018), sendo
mantidas a 60°C por 15 minutos. Em seguida, 0,1uL de RNase OUT (Invitrogen, Cat.
N°: 10777019), 4uL de 5x first-strand buffer (Invitrogen, Cat. N°: Y02321) e 0,5 uL de
M-MLV-RT (Invitrogen, Cat. N°: 28025-013) foram adicionados aos tubos de reagéo e
as amostras mantidas a 37°C por 2 minutos, 50°C por 45 minutos e 70°C por 15
minutos.

A reagdo PCR em tempo real foi feita utilizando o termociclador CFX96™ Real-
Time PCR Detection System (BIO-RAD) em configuragdes definidas. 95°C por 5
minutos e 35 ciclos de 95°C por 20 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 30
segundos. Cada reagao RT-qPCR teve 11 uL de volume final, contendo 5 uL de cDNA
(1:10), 0,5 yL de cada iniciador (forward e reverse) e 5 yL de SsoAdvanced™
Universal SYBR® Green Supermix 2x (BIO-RAD). A curva de melting foi analisada ao
final da reagao de 50°C a 90°C, a cada 0,5°C/20”. Os dados de Ct foram analisados
em AACt (ARYA et al., 2005).

3.10 Analises estatisticas

Os dados numeéricos foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para
verificacdo da normalidade. Dados paramétricos do ensaio de citotoxicidade foram
submetidos a Analise de Variancia (one-way ANOVA) e teste post-hoc Dunnett. Os
dados paramétricos dos ensaios de apoptose, ciclo celular, foram submetidos ao teste
t ndo pareado. Para o ensaio de volume, os dados foram submetidos a Analise de
Variancia (two-way ANOVA de medida repetidas) e teste post-hoc Tukey de multiplas
comparagdes. Os dados nao paramétricos obtidos pelos ensaios de fechamento de
feridas, cometa e clonogénico foram submetidos a teste T ndo pareado e o ensaio de
cometa foi posteriormente submetido ao teste de Mann-Whitney.

Para as analises estatisticas foi utilizado o software GraphPad Prism 9.0
(GraphPad Software, San Diego, California, USA, www.graphpad.com) e os
resultados foram expressos como média *+ desvio padrdao, com nivel de significancia
de 5%. Para a analise de expressao génica relativa, foi utilizado o método Pairwise
Fixed Reallocation Randomization Test inserido no programa Rest 2009 (PFAFFL;
HORGAN; DEMPFLE, 2002) e consideradas como significativas as expressées com
fold-change = 2 e <-2.
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4. RESULTADOS

4 1 Citotoxicidade

Apos 24 horas de tratamento, foi possivel constatar que os tratamentos com a-
tomatina nas concentragbes de 16uM e 20uM foram citotoxicos (p < 0,05). Com base
nas concentracoes testadas, determinou-se que a concentracdo de a-tomatina que
inibe 50% da viabilidade celular (ICsp) € 17,19uM (Figura 11).
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Figura 11 —Média percentual de viabilidade celular na linhagem tumoral HT-29. Ensaio de
citotoxicidade realizado por 24 horas com a-tomatina (4, 8, 12, 16 e 20uM). DMSO foi utilizado como
controle de veiculo (CV) e doxorrubicina (20uM) foi utilizada como controle positivo (C+). (*) representa
os valores com nivel de significancia inferior a 5% (p < 0,05) em relagdo ao controle, obtidos a partir de
3 replicatas pelo teste ANOVA seguido do teste de Dunnett. Valores expressos como média + desvio
padrao.

4.2 Fechamento de feridas

Os resultados do ensaio de fechamento de feridas demonstraram que as
células HT-29 tratadas com 17,19uM de a-tomatina (ICso) tiveram sua migracao inibida
(Figura 12a). Observamos que a area da ferida (um?) inicial (0 hora) das células
tratadas com a-tomatina (9099 + 453) nao diferiu das células tratadas com DMSO
(9251 = 509). No tempo seguinte (24 horas) a ferida das células que receberam o
tratamento com a-tomatina (8935 + 393), permaneceu com a area estatisticamente
igual a das células tratadas com DMSO (7609 * 776). No entanto, houve diferengas

significativas (p<0,05) nos tempos seguintes, onde a area da ferida das células do
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grupo controle (7022 + 405 e 5238 + 247) diminuiu 19,01% e 33,49% em relagéo as
células tratadas com a-tomatina (8671 + 606 e 7876 + 122) em 48 e 72 horas,

respectivamente (Figura 12b).
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Figura 12 — Perfil de migragao celular de células HT-29 avaliado por meio do ensaio de
cicatrizagao de feridas. (A) Fotomicrografias das células HT-29 nos tempos de 0, 24, 48 e 72 horas
tratadas com a-tomatina (17,19uM) durante o ensaio de cicatrizagdo de feridas. DMSO foi utilizado
como controle de veiculo. Barras de escala 400um. (B) Area da ferida (um2) nas células HT-29 tratadas
com 17,19uM de a-tomatina (a-TOM) nos tempos de 0, 24, 48 e 72 horas. DMSO foi utilizado como
controle de veiculo (CV). (C) Largura da ferida (um) nas células HT-29 tratadas com 17,19uM de o-
tomatina (a-TOM) nos tempos de 0, 24, 48 e 72 horas. DMSO foi utilizado como controle de veiculo
(CV). (*) representa os valores com nivel de significancia inferior a 5% (p < 0,05) em relagéo ao controle,
obtidos a partir de 3 replicatas por teste T n&o pareado.

Com relacao a largura da ferida (um), esta nao diferiu entre as células tratadas
com a-tomatina (677 + 29,3 e 683 + 40,6) e as células tratadas com DMSO (753 +
24,2 e 596 * 73,7) nos tempos de 0 e 24 horas, respectivamente. Em contrapartida,
nos tempos de 48 e 72 horas, a largura da ferida das células tratadas com DMSO (558
+ 56,2 e 445 + 43,8) diminuiu significativamente (p<0,05) em 19,24% e 33,48% em

comparagao com as células tratadas com a-tomatina (691 + 49 e 669 + 72,9),
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respectivamente (Figura 12c). Além disso, ambos os parametros area e largura da
ferida nao diferiram de tamanho nos tempos de 0, 24, 48 e 72 horas entre as células

tratadas com a-tomatina.

4.3 Crescimento dos esferoides

A coloragao utilizando o corante Rodamina 123 permite visualizar que a zona
mais externa dos esferoides tratados com 17,19uM (ICso) de a-tomatina nao foi
corada, representando uma camada de células mortas. Enquanto o corante Hoechst
33342 marcou mais forte os esferoides tratados com a-tomatina pela presenca dos
nucleos apoptéticos (picnéticos). Ja os esferoides sem tratamento apresentaram
coloragdo com rodamina em todas as zonas e com Hoechst mais difusa,
principalmente na zona proliferativa (Figura 13a).

Os esferoides de células HT-29, observados nos tempos de 0, 24, 48 e 72
horas, tratados com a-tomatina, assim como os tratados com DMSO (controle de
veiculo) apresentaram aumento gradativo do seu volume, enquanto os esferoides
tratados com doxorrubicina (controle positivo), apresentam diminuigdo do volume e
perda de estrutura de zonas caracteristicas da cultura 3D, como a zona proliferativa
(Figura 13b).

Com relagéo ao volume dos esferoides (mm?) de cada grupo (tratados, controle
de veiculo e controle positivo) nos tempos de 24, 48 e 72 horas, em relagéo ao tempo
0 (Figura 14b), observamos que no grupo controle de veiculo, os aumentos no volume
foram de 23,88% (0,1919 £ 0,0124), 39,25% (0,2157 + 0,0128) e 53,06% (0,2371 +
0,0050) (p=< 0,05), nos tempos de 24, 48 e 72 horas, respectivamente, em relagcédo ao
tempo 0 (0,1549 + 0,0085). Esferoides tratados com a-tomatina mostraram aumentos
(p=< 0,05) no volume de 3,52% (0,1644 + 0,0089), 14,73% (0,1892 £ 0,0115) e 35,57%
(0,2153 £ 0,0121), nos tempos de 24, 48 e 72 horas, respectivamente, em relacédo ao
tempo 0 (0,1588 + 0,0042).
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Figura 13 — Fotomicrografias dos esferoides de células HT-29. (A) Esferoides de células HT-29
tratados com DMSO (controle) e 17,19uM de a-tomatina por 72 horas e corados com Hoechst 33342 e
Rodamina 123. (B) Média do volume dos esferoides tratados com a-tomatina (17,19uM) nos tempos
de 0, 24, 48 e 72 horas. DMSO foi utilizado como controle de veiculo e doxorrubicina (20uM) utilizada
como controle positivo. Barras de escala 400um.

Além de avaliar as mudancgas no volume médio de esferoides pertencentes aos
mesmos grupos, as diferengas entre os grupos (tratados com a-tomatina, controle de
veiculo e controle positivo) também foram analisadas (Figura 14a). Em relacdo ao
tempo 0 hora, os grupos nao apresentaram diferengas significativas. Em 24 horas, o
volume médio dos esferoides tratados com a-tomatina foi igual ao tempo 0 hora,
mostrando que houve um retardo no crescimento dos esferoides em relagdo ao
controle. Em 48 horas, o volume médio dos esferoides tratados com a-tomatina foi
igual ao volume médio dos esferoides controle de veiculo as 24 horas, apresentando,
novamente, um atraso no crescimento de 24 horas. Esse padrao também se repetiu
no tempo de 72 horas, pois os esferoides tratados com a-tomatina apresentaram
volume médio igual ao volume médio dos esferoides controle em 48 horas. Esses
resultados indicam que a a-tomatina tem potencial antiproliferativo, retardando o

crescimento dos esferoides em 24 horas.
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Figura 14 — Média do crescimento dos esferoides de células HT-29 tratados com 17,19uM de a-
tomatina (TOM), DMSO (CV) ou doxorrubicina (DOX) nos tempos de 0, 24, 48 e 72 horas. (A)
Aumento no volume médio dos esferoides. As letras (a, b, ¢, d, e e f) indicam médias estatisticamente
iguais pelo teste de Tukey (p < 0,05). (B) Curva de aumento no volume médio dos esferoides.
Resultados obtidos pela analise de variancia (2 way ANOVA) e teste de comparagédo multipla post-hoc
de Tukey a partir de 3 replicatas. (C) Renderizagao grafica do volume dos esferoides apds 72 horas de
tratamento com a-tomatina e DMSO (controle) realizada utilizando o software ReViSP. Barra de escala
400um.

4.4 Apoptose e alteragdes no ciclo celular

Os resultados da analise por citometria de fluxo (Figura 15a) mostram que a a-
tomatina nao induz apoptose apos 24 horas de tratamento, visto que os esferoides
tratados com o composto nao apresentaram alteracdes significativas (p < 0,05) na
porcentagem de células vivas (67,13 = 7,06) e apoptoticas (29,03 + 7,33) em relacao
ao grupo controle (73,97 £ 0,90) e (23,90 £ 1,24), respectivamente. No entanto, as
células que receberam o tratamento com a-tomatina apresentaram mais morte celular

(3,86 £ 0,55) em comparagao com o grupo controle (2,06 + 0,55) (p<0,05).
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Figura 15 — Analises de morte celular por apoptose e ciclo celular em células HT-29 por meio de
citometria de fluxo. (A) Média da porcentagem relativa de células vivas, apoptéticas e mortas apods
24 horas de tratamento com 17,19uM de a-tomatina (TOM). DMSO foi utilizado como controle de
veiculo (CV). As células foram marcadas com Anexina V e 7-AAD e analisadas em citometro de fluxo.
(*) representa os valores com nivel de significancia inferior a 5% (p < 0,05) em relagédo ao controle. (B)
Média da porcentagem de células em diferentes fases do ciclo celular (G1, S e G2/M) apds 24 horas
de tratamento com 17,19uM de a-tomatina (TOM). DMSO foi utilizado como controle de veiculo (CV).
O conteudo de DNA foi analisado por meio da marcagédo com iodeto de propidio em citometro de fluxo.
Resultados obtidos por Teste T ndo pareado a partir de 3 replicatas.

ApOs 24 horas de tratamento com a-tomatina (17,19uM) nao houve alteragao
significativa na porcentagem das células nas fases G1 [(79,03 + 2,40) p < 0,05], S
[(4,10+£1,01)p=<0,05]e G2/ M [(15,93 £ 2,66) p < 0,05] em comparagdo com 0 grupo
controle (78,53 £ 0,49), (5,80 + 1,51) e (14,77 + 1,61), respectivamente (Figura 15b).

4.5 Formacgao de coldnias e genotoxicidade

O tratamento com a-tomatina por 24 horas ndo demonstrou ser genotéxico na
concentragao de 17,19uM para os esferoides de células HT-29 (Figura 16a). Para o
parametro momento de cauda (Figura 16a1), ndo foram observadas alteracbes
significativas nos esferoides tratados com a-tomatina (0,08 + 0,012) em relagcéo aos
esferoides do grupo controle (0,12 £ 0,003). Da mesma maneira, o parametro
porcentagem de DNA na cauda (Figura 16a2) nao apresentou alteragao significativa,
ja que os esferoides tratados com a-tomatina (3,63 * 0,49) ndo diferiram dos
esferoides controles (4,44 + 0,54).
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Figura 16 — Avaliagcdo da atividade antitumoral da a-tomatina no desenvolvimento de coldnias
celulares e na genotoxicidade em células HT-29. (A) Ensaio de cometa realizado em células HT-29
tratadas com 17,19uM de a-tomatina por 24 horas. DMSO foi utilizado como controle de veiculo (CV).
Barra de escala 200um. (A1) Grafico referente ao parametro momento de cauda obtido por meio do
ensaio de cometa. (A2) Porcentagem de DNA na cauda dos cometas. Resultados obtidos a partir de 3
replicatas por teste T ndo pareado seguido pelo teste de Mann-Whitney. (B) Ensaio clonogénico
realizado em células HT-29 tratadas com a-tomatina 17,19uM por 72 horas. DMSO foi utilizado como
controle de veiculo (CV). (B1) Analise clonogénica das células HT-29 tratadas com a-tomatina. (*)
representa os valores com nivel de significancia inferior a 0,05% (p < 0,05) em relagao ao controle,
obtidos a partir de triplicata pelo Teste T ndo pareado. Valores expressos como média + desvio padrao.

No ensaio de formagéao de coldnias, observou-se que apos 14 dias da remogao
do tratamento, houve uma diminuigao significativa (p <0,05) no aparecimento de novas
coldnias (Figura 16b) em 20,80% em células tratadas com 17,19uM de a-tomatina por
72 horas (14935 + 3726), em comparagdao com o grupo controle (18858 + 4169)
(Figura 16b1).

4.6 Expressao de mRNA

A analise realizada por meio de RT-gPCR indica que a a-tomatina apés 72 h
de tratamento (Figura 17) ndo aumentou significativamente a expressao de mRNA de
nenhum dos genes testados. Em contrapartida, observou-se diminuigao da expressao
nos genes CDKN1A (7,81x), C-MYC (4,36x), BBC3 (4,5x), CASP8 (6,53x), TP53
(2,28x), BIRC5 (4,14x), PARP1 (7,69x), BECN1 (9,43x) e H2AFX (83,33x) apds 72
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horas de tratamento. Os genes M-TOR, GPX1, ERN1, NF-KB, CASP-3 e -9 e

GADD45A néao apresentaram alteragdes na expresséo génica.
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Figura 17 — Analise quantitativa por RT-PCR dos padroes de expressdao génica relativa em
células HT-29 tratadas com a-tomatina. Apds 72 horas de tratamento, a a-tomatina diminuiu a
expressdo de mRNA dos genes CDKN1A (7,81x), C-MYC (4,36x), BBC3 (4,5x), CASP8 (6,53x), TP53
(2,28x), BIRC5 (4,14x), PARP1 (7,69x), BECN1 (9,43x) e H2AFX (83,33x). (*) representa os valores
com nivel de significancia inferior a 5% (p < 0,05) em relagao ao controle, pelo Teste de Randomizacao

de Realocacéao Fixa Pairwise e fold-change = 2 e <-2.
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5. DISCUSSAO

Os glicoalcaldides sdo metabdlitos secundarios encontrados naturalmente em
plantas da familia Solanacea, como o tomateiro (Solanum Ilycopersicum)
(VENTRELLA et al., 2016). A a-tomatina, um dos glicoalcaléides encontrados nesta
planta, oferece a ela protecdo contra bactérias, fungos e virus (RODDICK,
1974). Diante de suas propriedades, busca-se uma melhor compreensédo sobre os
seus mecanismos quimiopreventivos.

A a-tomatina interferiu na viabilidade celular ao induzir citotoxicidade em células
da linhagem HT-29. No presente estudo, a droga foi responsavel por induzir
citotoxicidade dentro de 24 horas de tratamento. Os nossos resultados estdo de
acordo com Lee et al. (2011), Sucha et al. (2013) e Wu et al. (2021), que da mesma
forma concluiram que a a-tomatina é citotéxica. No entanto, o nosso ICsy,
concentragdo na qual a droga exerce metade de seu efeito inibitério maximo, foi
avaliado em 17,19uM, concentragdo mais alta do que a relatada em estudos
anteriores (LEE et al., 2004; ISHII et al., 2011) que variou de 1 a 10uM. Acreditamos
que este aumento tenha ocorrido devido a utilizacdo do modelo de cultura 3D com
formacao de esferoides, que mimetiza mais fielmente caracteristicas presentes em
organismos Vivos.

Além disso, foi possivel constatar que a a-tomatina retardou o crescimento dos
esferoides de células HT-29. Em 24 horas, os esferoides controles apresentaram um
aumento no volume médio de 23,88%, enquanto os esferoides que receberam o
tratamento com a-tomatina apresentaram um aumento de apenas 3,52%. Nossos
achados vao ao encontro com estudos realizados anteriormente (ISHII et al., 2011;
SUCHA et al., 2013). No entanto, tais estudos observaram que nos tempos seguintes
de analise (48 e 72 horas) ocorreu uma recuperagao das células tratadas. Esses
resultados nao foram encontrados no presente trabalho, visto que o composto
continuou a retardar o crescimento dos esferoides apés 48 e 72 horas. Este resultado
pode relacionar-se ao fato de que a concentragao de a-tomatina utilizada no presente
estudo foi maior do que nos citados (9uM e 10uM, respectivamente). Destacou-se
também que Shih et al. (2009), Shieh et al. (2011) Chao et al. (2012), Kddelova et al.
(2013) Lee et al. (2013b) Yu et al. (2021) e Wu et al. (2021) também n&o observaram
a recuperacao de células de linhagens distintas a utilizada no presente estudo ao

serem tratadas com a-tomatina.
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Alguns pesquisadores buscaram compreender a atividade inibitoria da a-
tomatina em células da linhagem HT-29 por meio da contagem do numero de
células em camara de Neubauer (ISHII et al., 2011) ou por meio do ensaio de MTT
(LEE et al., 2004; FRIEDMAN et al., 2009). Todos os autores encontraram resultados
semelhantes aos obtidos no presente trabalho, indicando que o composto retarda o
crescimento nesta linhagem celular. Em estudos realizados in vivo (LEE et al., 2011,
HUANG et al., 2015; KIM; NAM; FRIEDMAN, 2015), em modelos murinos, além de
constatarem a inibicdo do crescimento dos tumores estudados, os pesquisadores
observaram que o composto nao foi tdxico, visto que ndo causou diminui¢do do peso
corporal dos animais estudados.

Conjuntamente, o ensaio de cicatrizagdo de feridas, por arranhadura, nos
permitiu observar alteragdes na migracao e proliferagao celular. Fazendo uso deste
experimento, constatamos que a a-tomatina inibiu a capacidade de migragao das
células em comparagao com o grupo controle. Além disso, a area e a largura da ferida
das células tratadas com a-tomatina nao diferiram entre si em nenhum tempo de
tratamento, demonstrando que o composto inibiu a capacidade de migragao celular
desde o tempo 0 hora. Da mesma maneira, os resultados obtidos por meio do ensaio
clonogénico, nos permitiram observar a capacidade da a-tomatina de inibir
significativamente a formacdo de col6nias nas células HT-29. Esses dados
corroboram com os resultados observados até entdo, evidenciando que a a-tomatina
atua como um agente antiproliferativo.

Nossos achados em monocamada e em esferoides (3D) se somam a outros
achados, realizados utilizando o sistema 2D, contribuindo para a ideia da atividade
antiproliferativa da a-tomatina em células de cancer colorretal. De acordo com os
resultados obtidos podemos observar que a droga possui um perfil de retardador do
crescimento, responsavel por atrasar o aumento do volume médio dos esferoides em
24 horas e inibir a migracao e formacao de novas col6nias celulares. Somado a essa
avaliagdo, em 3D observamos uma ruptura no padrdao de expressdo de mRNA de
alguns genes.

O gene C-MYC é um proto-oncogene expresso normalmente durante o
desenvolvimento embrionario. No entanto, a amplificagédo desse gene desempenha
um papel importante na progressao do ciclo celular (RYE et al., 2016). BIRC5, um
gene que codifica survivina, um potente inibidor de apoptose, também promove

proliferacao celular (XU et al., 2021). A amplificacdo de BIRC5, assim como de C-
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MYC, é frequentemente observada em varios canceres humanos. Em nossos estudos,
observamos que a a-tomatina foi responsavel por inibir a expresséo génica de C-MYC
e BIRC5, estes resultados estao relacionados aos dados apresentados anteriormente,
onde evidenciamos o efeito antiproliferativo ocasionado pela a-tomatina.

No trabalho atual, observamos um alto nivel de inibigdo do gene H2AFX, que
codifica uma proteina histona da familia H2A. Economopoulou et al. (2009) ao
implantarem células de carcinoma de pulméao de Lewis em camundongos, observaram
que a taxa de crescimento e peso do tumor, assim como a neovascularizacao, foram
significativamente reduzidos em camundongos deficientes em H2AFX, sugerindo que
a inibicdo do gene leva a angiogénese tumoral reduzida. Concomitantemente, Serrati
et al. (2020), observaram uma redugao substancial da neoangiogénese em diferentes
linhagens de melanoma metastatico (Hmel-1, M3, HBL) tratadas com a-tomatina. Ao
relacionar esses resultados, podemos sugerir que a inibicdo de H2AFX, causada pelo
tratamento com a-tomatina, inibe a formagdo de novos vasos sanguineos, processo
esse que facilita o crescimento dos tumores, indicando, mais uma vez, o efeito
antiproliferativo da droga em questao.

O ciclo celular consiste em uma série ordenada de eventos que envolvem a
divisao celular (RYE et al., 2016). As células se dividem para possibilitar crescimento,
substituir células mortas ou em situagdes patoldgicas. Para que as células avancem
as fases do ciclo, elas passam por pontos de verificagao (checkpoints). Os checkpoints
sao pontos de parada, onde ocorre analise da estrutura do material genético, caso um
erro seja detectado, caso nao seja passivel de reparo, a célula provavelmente entrara
em apoptose (NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2008; RYE et al., 2016). O ensaio
realizado por meio da citometria de fluxo permitiu avaliar a porcentagem relativa de
células nas diferentes fases do ciclo celular (G1, S e G2/ M). Como se sabe, células
tumorais apresentam como uma das suas caracteristicas principais a desregulagao
do ciclo celular, podendo dar origem a uma divisdo descontrolada e ao aumento da
proliferagao das células (INCA, 2021).

Em seus estudos, Shieh et al. (2011) relatam que o tratamento com 1,5uM de
a-tomatina ndo teve efeito na distribuicdo do ciclo celular. No entanto, em
concentragdes mais altas o0 composto causou acumulo de células na fase sub-G1. O
mesmo foi observado por Lee et al. (2011) e Yang; Wu; Morrow (2004), que relatam o
aparecimento da fase sub-G1 em células PC-3 e EL4, respectivamente; tratadas com
a-tomatina. Isso indica que o composto pode causar mudangas na distribui¢ao do ciclo



95

celular. Contudo, outros pesquisadores também observaram os efeitos da a-tomatina
na distribuicdo do ciclo celular e n&o encontraram alteragbes significativas
ocasionadas pelo composto (CHAO et al., 2012; KBDELOVA et al., 2013; SUCHA et
al., 2013). Da mesma forma, demonstramos que a a-tomatina n&o induziu alteragdes
significativas no ciclo celular de esferoides formados a partir de células HT-29.

O gene TP53 age como um supressor tumoral, ele codifica uma proteina que
responde ao estresse celular podendo induzir apoptose, senescéncia, reparo de DNA
ou parada de ciclo. O gene CDKN1A também age como um supressor tumoral, sua
expressao é controlada pela proteina p53, por meio da qual essa proteina induz
parada da fase G1 do ciclo celular (NCBI, 2021). Em nossos estudos, observamos
resultados que indicam que esses genes sofreram inibigdo. Diante das informagdes
aqui apresentadas, podemos concluir que a alteragcéo da expressao desses genes vai
ao encontro com nossos achados por meio da citometria de fluxo.

A apoptose € um mecanismo de morte celular muito importante. A indugao
desta pode relacionar-se a ativacao de proteases baseadas em cisteina denominadas
caspases (THORNBERRY; LAZEBNIK, 1998). Dentre essas, a ativagao das caspase-
3, -8 e -9 séo consideradas um mecanismo importante na indugéo dessa via (KIM;
NAM; FRIEDMAN, 2015). Estudos realizados por Lee et al. (2011), Wang; Dai; Liu
(2017) e Wu et al. (2021) demonstraram que a a-tomatina foi um eficaz indutor desses
genes causando, consequentemente, morte celular por apoptose. No entanto, o
presente trabalho n&do constatou alteragcdes consideraveis nos niveis de expressao
das caspases -3 e -9, além de uma inibicado significativa nos niveis de expressao da
caspase-8 (6,53x). Nossos dados vao ao acordo com estudos anteriores que nao
encontraram alteragdes na expressao das caspases (YANG; WU; MORROW, 2004;
ISHII et al., 2011; CHAO et al., 2012; KBDELOVA et al., 2013; SUCHA et al., 2013;
KIM; NAM; FRIEDMAN, 2015; HUANG et al., 2015a) em células tratadas com a-
tomatina.

O fator de transcrigao nuclear-KB (NF-KB) regula a transcri¢cao de varios genes
envolvidos na proliferacéo, adesao e sobrevivéncia celular. Portanto, desempenha um
papel importante no desenvolvimento e progressdao do cancer por meio de sua
influéncia na apoptose (ROSS et al.,, 2004). Alguns pesquisadores encontraram
resultados que indicam que a a-tomatina induziu apoptose por meio da inibicdo de
NF-KB (SHIH et al., 2009; SHIEH et al., 2011; LEE et al., 2013b; HUANG et al., 2015b;
WANG; DAI; LIU, 2017; YU et al., 2021). Todavia, em nosso trabalho os niveis de
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expressado do gene em questdo n&o apresentaram diferengas significativas entre o
grupo tratado com a-tomatina e o grupo controle.

A autofagia € um processo em que o conteudo citosolico é capturado por
lisossomos para degradacéo, em resposta a varias condi¢des de estresse (D’ARCY,
2019). No processo de ocorréncia e desenvolvimento do tumor, a autofagia
desempenha um papel duplo, podendo inibir a ocorréncia do tumor, bem como
promover seu desenvolvimento. Alguns estudos demonstraram que a autofagia, pode
atuar como um mecanismo de autoprotegdo do tumor, promovendo a progressao
tumoral e resisténcia a apoptose (KATAYAMA et al., 2006; REBECCA; AMARAVADI,
2015). O gene BECN1 desempenha um papel importante na induc¢ao de autofagia (LU
et al., 2019). WU et al. (2021) observaram que a a-tomatina reduziu os niveis de
expressao do gene em questao, sugerindo que o composto induziu apoptose por meio
da inibicdo da autofagia. No entanto, nossos estudos corroboram com a inibicdo da
expressao génica de BECN1 (9,43x). Contudo, ndo observamos indugdo de morte
celular por apoptose.

Outros genes relacionados a vias de morte celular estudados neste trabalho
foram PARP1 e BBC3 os resultados obtidos pela PCR em tempo real indicam que o
composto inibiu a expressao de PARP1 em 7,69 vezes e BBC3 em 4,5 vezes. Esses
dados vao ao encontro dos resultados obtidos por meio do ensaio de citometria de
fluxo, que demonstrou que a porcentagem de células vivas e em apoptose inicial ou
tardia do grupo tratado com a-tomatina nao diferiu do grupo controle. Esses resultados
indicam que o composto nao induziu apoptose. Assim como relatado por Ishii et al.
(2011) e Sucha et al. (2013) em células HT-29 e MCF-7. Esses fatos sugerem que a
diminuicao da viabilidade e inibigdo da proliferacao das células HT-29 pela a-tomatina
nao se deve a indugao de apoptose. Assim, outros distintos meios de morte celular
como, por exemplo, necrosem, necroptose e ferroptose podem estar envolvidos no
papel antiproliferativo da a-tomatina (Galluzi et al., 2018).

Os pesquisares Sucha et al. (2013), ao constatarem que a a-tomatina nao
causou apoptose em células da linhagem MCF-7, realizaram uma analise por
microscopia eletrénica de transmissdo de células tratadas com o fitoquimico. As
células apresentavam inchacgo e desintegracdo das membranas nuclear e plasmatica,
0 que sugere uma necrose rapida. Mas, sem sinais morfolégicos tipicos de apoptose,
como encolhimento celular e a formagédo de corpos apoptéticos. Enquanto a

necroptose € um tipo de morte celular regulada que se assemelha a necrose em sua
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morfologia, além disso, ambas apresentarem ruptura da membrana plasmatica e

extravasamento do conteudo citoplasmatico (D’ARCY, 2019).

A ferroptose é definida como uma forma de morte celular regulada dependente
de ferro que ocorre por meio do acumulo letal de EROs causado pelo desequilibrio
entre vias celulares geradoras e sequestradoras de radicais, levando ao estresse
oxidativo que resulta em morte celular. Alguns estudos demostraram que o
microambiente rico em ferro, que com frequéncia caracteriza as malignidades, suporta
a rapida proliferagdo, contribuindo assim para a carcinogénese (TOYOKUNI, 2009;
TOYOKUNI et al., 2017). Isso coloca os tumores sob estresse oxidativo constante, o
que muitas vezes leva a dependéncia de genes e vias que o protegem da morte
ferroptotica, proporcionando vantagem de crescimento e contribuindo para a
quimiorresisténcia. No entanto, os eventos moleculares especificos que ocorrem na
morte celular ferroptotica ndo sao claros. Ha necessidade de identificar marcadores
moleculares que classifiquem as células submetidas a esse processo antes da morte,
assim como a ativacdo de caspase para apoptose. Até entdo, a confirmacao
experimental do processo ferroptético depende principalmente da observacdo do
aumento de EROs (HIRSCHHORN; STOCKWELL, 2019).

Por meio do ensaio do cometa, observamos que a a-tomatina ndo induziu
danos ao DNA. Nossos achados corroboram com os encontrados por Kddelova et al.
(2013) e Sucha et al. (2013), que nao detectaram quantidades significativas de
quebras de fitas de DNA simples ou dupla em células tratadas com a-tomatina. A
expressao de genes da familia GADD45A é estimulada por uma série de eventos
genotoéxicos (PINTO, 2015). Na ocorréncia de danos ao DNA o gene GADD45A pode
atuar na parada do ciclo celular nas fases G1 ou G2/M, de forma a permitir o reparo
do dano, ou encaminhar a célula para apoptose (ZHANG et al., 2010). No presente
trabalho, ndo observamos alteragdes significativas nos niveis de expressao do gene
GADD45A. Dessa forma, supomos que a manutengcdo dos niveis normais da
expressao de GADD45A, apés o tratamento com a-tomatina, esta relacionada a
auséncia de danos no DNA, bem como a auséncia de alteragdes no ciclo celular e
apoptose.

Os glicoalcaldides esteroidais formam complexos com 3B-hidroxi esterdis
livres, como o colesterol, presente nas membranas mitocondriais externas das células

eucarioticas (SUCHA et al., 2013). Keukens et al. (1995) demonstraram que a a-
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tomatina, assim como outros glicoalcal6ides, interage com o colesterol. Essa interagéo
pode gerar um rompimento das membranas celulares, suprimindo o transporte ativo
de saodio e possivelmente de outros ions (BLANKEMEYER et al., 1997). Sugerimos
que o efeito quimioterapico da a-tomatina pode ser o resultado de varios eventos
moleculares, incluindo a formagao de complexos com o colesterol e a destruicido direta
de células tumorais por meio do efeito disruptivo nas membranas celulares
(FRIEDMAN et al., 2000; FRIEDMAN et al., 2007; FRIEDMAN et al., 2009).

Huang et al. (2015a) sugere que a formagédo de complexos de a-tomatina e
colesterol modulam a capacidade de resposta dos receptores da membrana celular
aos estimulos de crescimento e, assim, diminuam o crescimento das células. Ishii et
al. (2011) propbe que o rompimento das membranas celulares pode provocar a
alteracao da expressdao de mRNA de variados genes e levar a diminuicado do numero
de células viaveis. Além disso, desintegragdo da membrana por varios outros agentes
mostrou induzir necrose (DONG et al., 1997; DO et al., 2003).

Em estudos realizados anteriormente, foi demonstrado que a remog¢ao de uma,
duas ou trés moléculas de acgucar da a-tomatina resulta em uma diminui¢do da sua
atividade antitumoral (LEE et al., 2004; FRIEDMAN et al., 2009; HUANG et al., 2015a).
A sua aglicona, tomatidina, teve pouco efeito na inibicdo do crescimento e na
apoptose, além de nao induzir rupturas na membrana celular de fungos e leveduras.
Esses achados indicam que o componente glicona é importante para mediar os efeitos
quimiopreventivos da a-tomatina em células tumorais.

Ao averiguar todos os resultados apresentados no presente trabalho, podemos
sugerir que as discrepancias com a literatura podem ser esclarecidas pela utilizagao
de diferentes metodologias e linhagens celulares. Assim sugere-se que células de
diferentes tecidos e 6rgdos nao respondem do mesmo modo aos tratamentos
recebidos, inclusive com a a-tomatina, e que alguns tipos de cancer podem ser mais

resistentes do que outros.
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CONCLUSAO GERAL

Conclui-se que a a-tomatina, na concentragdo de 17,19uM, foi citotoxica e
atrasou o crescimento dos esferoides de células da linhagem HT-29, além de atuar
como um inibidor de migracdo e de formag¢do de novas colénias celulares, o que
sugere ser um potente agente antiproliferativo. Evidenciamos ainda que a a-tomatina
nao induz parada de ciclo celular, tampouco apoptose. O composto também néo
induziu genotoxicidade. Demonstramos também que a a-tomatina reduziu a
expressdo de genes envolvidos em diferentes vias moleculares. Assim,
demonstramos que o sistema 3D traz novas abordagens e resultados no complexo
caminho da busca por novos compostos antiproliferativos e seus mecanismos de
acao. Ademais, os resultados do presente estudo indicam que a a-tomatina pode ser

uma candidata para o desenvolvimento de novos quimioterapicos.
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APENDICE

Tabela 1 - Média percentual da viabilidade celular na linhagem tumoral HT-29 obtida
apos 24 horas de tratamento com o composto a-tomatina.

Tratamentos Média (%) + D.P.

Controle 100+0
4uM 96.83 +2.41
8 uM 100 + 1,94
12 uM 82.33+7.13
16 uM 65.38 £12.62 **
20 uM 26.57 £ 6.24 ***k
DOX 73.39+6.17 *

(*), (**) e (****) representam os valores com nivel de significAncia menor que 1% (p-valor < 0,01) € 0,01% (p-
valor < 0,0001) em relagdo ao controle, respectivamente, pelo teste ANOVA seguido de teste de Dunnett.
Valores expressos em média + desvio padréo.

Tabela 2 — Média relativa da area da ferida nas células HT-29 apds o tratamento com
a-tomatina nos tempos de 0, 24, 48 e 72 horas.

Area da ferida (um?) + D.P.

Tratamentos Tempo apos tratamento
Oh 24 h 48 h 72 h
Controle 9251 + 509 7609 =776 7022 £ 405 5238 + 247
17,19uM 9099 + 453 8935 + 393 8671 + 606* 7876 + 122%*

(*) representa os valores com nivel de significancia menor que 1% (p-valor < 0,01) e 0,01% (p-valor < 0,0001)
em relagdo ao controle, respectivamente, pelo teste T ndo pareado. Valores expressos em média * desvio

padrao.

Tabela 3 — Média relativa da largura da ferida nas células HT-29 apds o tratamento
com a-tomatina nos tempos de 0, 24, 48 e 72 horas.

Largura da ferida (um) £ D.P.

Tratamentos Tempo apos tratamento
Oh 24 h 48 h 72 h
Controle 753 +24.28 596 +£73.78 558 +£56.22 445 +43.80
17,19uM 677 +£29.33 683 +40.60 691 +49.06* 669 + 72.99*

(*) representa os valores com nivel de significancia menor que 1% (p-valor < 0,01) e 0,01% (p-valor < 0,0001)
em relagdo ao controle, respectivamente, pelo teste T ndo pareado. Valores expressos em média + desvio

padrao.
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Tabela 4 — Volume médio (mm3) de esferoides de células HT-29 apds o tratamento
com a-tomatina nos tempos de 0, 24, 48 e 72 horas.

Volume médio (mm?®) + EP

Tratamentos Tempo apos tratamento
Oh 24 h 48 h 72 h
Controle 0.154 = 0.008* 0.191 £ 0.012° 0.215 £0.012°¢ 0.237 + 0.005¢
17,19uM 0.158 = 0.004° 0.164 +0.008* 0.189 +0.011° 0.215 £ 0.012°¢
DOX 0.147 £ 0.003? 0.121 £ 0.002° 0.105 + 0.001f 0.100 0.000"

Resultados obtidos por Two-way ANOVA de medida repetidas e teste post-hoc Tukey de multiplas comparagoes.

Tabela 5 — Média percentual relativa de células HT-29 nas diferentes fases do
ciclo celular apés 24 horas de tratamento com a-tomatina.

Tratamentos
Fases do ciclo celular Controle 17,19uM
G1(%) £D.P. 78.53 £0.49 79.03 £2.40
S (%) = D.P. 580151 4.10+1.01

G2/M(%) = D.P 1477 £1.61 15.93 +2.66

Resultados obtidos por teste T ndo pareado. Valores expressos em média + desvio padrao

Tabela 6 — Média percentual relativa das células HT-29 vivas, apoptoticas e mortas
apos 24 horas de tratamento com a-tomatina.

Tratamentos
Morte celular Controle 17,19uM
Células vivas (%) + D.P. 73.97 £0.90 67.13 £7.06
Células apoptdticas (%) + D.P. 2390 +1.24 29.03 +£7.33
Células mortas (%) £ D.P 2.06 £0.55 3.86£ 0.55*

(*) representa os valores com nivel de significancia menor que 0,01% (p-valor < 0,0001) em relacéo ao
controle, pelo teste T ndo pareado. Valores expressos em média + desvio padrao.
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Tabela 7 — Média percentual relativa de células HT-29 nas diferentes fases do ciclo

celular apds 72 horas de tratamento com 17,19uM de a-tomatina.

CONTROLE

o-TOMATINA

Count

Count

Repeticéo 1

0 1024 2048 3071 4085
DNA Content (FV2)

'
0 1004 2048 3071 4095
DNA Content (AV2)

Count

Count

Repetigéo 2

4] 102 Il 4005

4 2048 30
ONA Content (FV2)

0 1024 2048 3071 4025
ONA Content (F\2)

Count

Count

Repetigéo 3

0 1024 2048 3071 4085
DNA Content (FV2)

0 1024 2048 3071 4095
ONA Content (AV2)
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Tabela 8 — Percentual relativo de células HT-29 vivas, apoptéticas e mortas apos 72
horas de tratamento com 17,19uM de a-tomatina.

Repeticdo 1 Repeticéo 2 Repeticéo 3
Apoptoss Apoptoss Apoptoss

104y 104y
w 10e34 10e34
= 8 g
o £ Z
o 1062, & ez
E g 3
z " 3
O
(@]

10e2 10e3 2 10e3 10e2 10e3
Annexin V-FE (PM1) Annexin V-FE (PM1) Annexin V-FE (PM1)
rrrrrr 5

104y 104y
< 10e34 10e34
= g 8 g
= g z g
<§( gme& gwez, g*
@) ~ ~ ~
'g foet

10e04+= s 2 ; .

10ed 10e1 10e2 10e3 10e4 10e1 10e2 10e3

10e2 10e3
Annexin V-PE (PM1)

Annexin V-FE (PM1) Annexin V-FE (PM1) 5

Tabela 9 — Média relativa da porcentagem de DNA na cauda de cometas de células
HT-29 apds 24 horas de tratamento com a-tomatina.

Tratamentos Média (%) + D.P.
Controle 4.44 +3.63
17,19uM 3.63+0.49

Resultados obtidos pelo teste T ndo pareado seguido de teste de Mann-Whitney. Valores expressos em média
+ desvio padréo.

Tabela 10 — Momento da cauda de cometas de células HT-29 apds 24 horas de
tratamento com a-tomatina.

Tratamentos Média (%) = D.P.
Controle 0.12 £0.003
17,19uM 0.08 +£0.012

Resultados obtidos pelo teste T n&o pareado seguido de teste de Mann-Whitney. Valores expressos em média
+ desvio padréo.
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Tabela 11 — Média das unidades arbitrarias de fluorescéncia em células HT-29
marcadas com o corante resazurina apés 14 dias do tratamento de 72 horas com
17,19uM de a-tomatina, para avaliar a formagao de novas colénias celulares

Tratamentos Média (%) + D.P.
Controle 1885 £ 372
0.25 uM 1493 + 416%*

(*) representa os valores com nivel de significAncia menor que 0,01% (p-valor <0,0001) em relagédo ao controle,
pelo teste T ndo pareado. Valores expressos em média + desvio padrao.

Tabela 12 — Sequéncias iniciadoras utilizadas na RT-gPCR

Gene Forward Reverse

B-ACTIN 5' GAC CGA CAT GGA GAA AAT CTG 3' 5'ATGATC TGG GTC ATCTTCTC 3'

GAPDH 5 GGAAGA TGG TGA TGG GATTT 3' 5' GAA GGT GAA GGT CGA GTC 3'
TP53 5' ACC TAT GGAAAC TACTTC CTG 3' 5' ACC ATT GTT CAATAT CGT CC 3
C-MYC 5' TGA GGA GGA ACA AGAAGATG 3 5' ATC CAG ACT CTGACCTTIT TG 3'
NF-KB 5'GCAGCT CTT CTC AAAGCAGCA 3 5'GCT CAAGT TCT CCA CCAGGG 3
M-TOR 5' GGA GGAGAAATT TGATCA GG 3' 5' GGG CAA CAAATT AAG GAT TG 3'
CDKN1A 5' CAG CAT GACAGATTT CTACC &' 5' CAG GGT ATG TAC ATG AGG AG 3'
GADD45A 5' TCA GCG CAC GAT CAC TGTC 3' 5' CCAGCAGGCACAACACCACZT
H2AFX 5' AAT CCA AGC ACC TAG ATACC 3 5' CAG AAT TCC AGT TCAGAAGC 3'
ERN1 5'ACG GAC GTC AAGTTT GATCC 3 5' TTG GTA GAC GCA GAC AGT GG 3'
BECN1 5' CAT ATC AGA GAG AAT ACAGTG 3' 5' TGG AAG GTT GCA TTAAAG AC 3'
GPX1 5 CAACCAGTTTGG GCATCAG 3 5' CGATGT CAATGG TCT GGA AG 3'
BCL2 5' AAC ATC ACA GAG GAAGTA GAC 3 5 CACTTGATT CTGGTG TTT CC 3
BIRC5 5' CAT CTC TAC ATT CAAGAACTG G 3 5' CCT TGA AGC AGA AGA AAC AC 3'
BBC3 5 GTAAGATAC TGT ATATGC GCT G 3' 5 TTT TCC ACT GTT CCAATC TG 3'
PARP1 5' AAA AGG AGG TGG AAAAGA TG 3 5' GCT AAG AAC AAC TCC TGA AG 3'
CASP3 5" AAAGCACTG GAATGACATC3 5' CGC ATC AAT TCCACAATTTC 3'
CASP8 5' CTA CAG GGT CAT GCT CTATC 3' 5 ATTTGGAGATTT CCT CTT GC 3'
CASP9 5 CTCTACTTTCCCAGG TTTTG 3' 5 TTT CAC CGA AAC AGC ATT AG 3'
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