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RESUMO

O cancer de pulmao ¢ a principal causa de morte por cancer no mundo, sendo assim, terapias
mais eficazes sdo necessarias. A diosgenina (DG) ¢ um promissor fAirmaco anticancer capaz de
regular diferentes vias moleculares envolvidas na carcinogénese, cuja atividade biologica ¢
pouco conhecida no cancer de pulmao. Assim, propomos investigar a atividade antiproliferativa
da DG nas células de carcinoma de pulmdo NCI-H460, avaliando a viabilidade celular, a
frequéncia de células multinucleadas, concentragao celular, mudangas no ciclo celular, indugao
de morte celular, producdo de EROs (espécies reativas de oxigénio) intracelular e danos no
DNA nuclear, sendo os resultados coletados relacionados com a expressao de genes. Também
avaliamos a atividade da DG em alterar o volume, induzir morte celular e inibir a recuperagao
da proliferacdo e o crescimento clonogénico em esferoides de células NCI-H460. A DG reduz
a viabilidade celular e a concentragdo celular. A inibi¢ao da proliferacao foi relacionada com a
fusdo das células-filhas e a inibi¢do dos genes regulares da citocinese RAB35, BIRC5 e AURKB.
A DG aumentou a frequéncia de células multinucleadas (principalmente binucleadas), as quais
podem relacionar-se com a fusdo das células-filhas e o aumento no percentual de células com
o dobro do conteudo de DNA. Os efeitos citotoéxicos da DG foram relacionados com o aumento
na producdo de EROs intracelular e com o aumento na expressdao dos genes RIPK3, MLKL e
HSPAS5 e inibicao do gene TRAF?2, os quais regulam a morte por necroptose. Nos esferoides
multicelulares tratados com a DG houve um aumento no volume que foi relacionado com a
menor coesdo entre as cé€lulas. Ainda, a DG induziu morte, inibicdo da recuperacdo e do
crescimento clonogénico das células dos esferoides. Esses achados demonstram os efeitos
antiproliferativos da DG em células de carcinoma de pulmdo humana, contribuindo para o
desenvolvimento de novas terapias oncologicas.

Palavras-chave: Citocinese; Fitoquimico; Necroptose; Sapogenina; Poliploidia.
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ABSTRACT

Lung cancer is the leading cause of cancer deaths worldwide, so more efficient therapies are
necessary. Diosgenin (DG) is a promising anti-cancer drug capable of regulating different
molecular pathways involved in carcinogenesis, whose biological activity is little known in
lung cancer. Thus, we propose to investigate the antiproliferative activity of DG in NCI-H460
lung carcinoma cells, evaluating cellular viability, frequency of multinucleated cells, cell
concentration, changes in the cell cycle, induction of cell death, production of intracellular ROS
(reactive oxygen species) and nuclear DNA damage, with the results collected related to gene
expression. We also evaluated the activity of DG in altering volume, inducing cell death, and
inhibiting proliferation recovery and clonogenic growth in NCI-H460 cell spheroids. DG
reduces cellular viability and cell concentration. Inhibition of proliferation was related to the
fusion of daughter cells and the inhibition of regular cell division genes RAB35, BIRCS5 and
AURKB. DG increased the frequency of multinucleated cells (mainly binucleated), which may
relate to the fusion of daughter cells and the increase in the percentage of cells with double
DNA content. The cytotoxic effects of DG were related to an increase in intracellular ROS
production and increased expression of the genes RIPK3, MLKL and HSPA5 and inhibition of
the TRAF?2 gene, which regulates necroptosis-induced death. In the multicellular spheroids
treated with DG, there was an increase in volume that was related to lower cell cohesion. Also,
DG-induced death, inhibited recovery and clonogenic growth of spheroid cells. These findings
demonstrate the antiproliferative effects of DG in human lung carcinoma cells, contributing to
the development of new oncological therapies.

Key-words: Cell division; Phytochemical; Necroptosis; Sapogenin; Polyploidy.
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1 INTRODUCAO

O cancer de pulmao ¢ um importante problema de satde para os individuos e os sistemas
de saude no mundo. No ano de 2020, representou 2,2 milhdes de novos diagnosticos e 1,8
milhdes de mortes, sendo o segundo tipo de cancer com maior incidéncia e o primeiro em
mortalidade (SUNG et al., 2021; FERLAY et al., 2020a). Acerca da classificagdo histologica,
os canceres de pulmdo de células nao pequenas (CPCNP) e de células pequenas (CPCP)
representam, respectivamente, cerca de 80% a 85% e 10 a 15% dos casos (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2022). O primeiro, ainda ¢ classificado em trés principais subtipos:
adenocarcima, carcinoma de células escamosas e carcinoma de células grandes
(BAXEVANOS; MOUNTZIOS, 2018). Apesar dos avancos nas estratégias diagndsticas e nos
recursos terapéuticos, as taxas de mortalidade por cancer de pulmao serdo 1,67 vezes maiores
no ano de 2040, comparado com 2020, de forma a sinalizar a necessidade de terapias mais
eficazes (TRAVIS et al., 2015; BAXEVANOS; MOUNTZIOS, 2018; FERLAY et al., 2020b).

As culturas celulares baseadas no padrao de crescimento bidimensional (2D) e
tridimencional (3D) de células sdo modelos in vitro que permitem a testagem e auxiliam no
descobrimento de novas terapias anticancer. As culturas 3D, particularmente, se destacam por
melhor mimetizar diferentes caracteristicas das células em seu contexto tecidual, que incluem
maior intera¢do célula-célula e célula-matriz extracelular, comparado com as culturas 2D
(EDMONDSON et al., 2014). Os esferoides de células tumorais, ainda, sdo um tipo de modelo
de cultura 3D que recapitula parte da heterogeneidade de células observada em tumores
avascularizados ou pouco vascularizados, devido a um gradiente de difusdo de oxigénio,
nutrientes e metabolitos, que favorece a formagao trés camadas de células distintas: uma zona
de proliferacdo celular externa, uma zona de células quiescentes intermediaria e um nucleo de
células necréticas interna (EDMONDSON et al., 2014; ZANONI et al., 2016).

A sapogenina esteroide, diosgenina (DG), ¢ biosintetizada por plantas como Feno-grego
(Trigonella foenum-graecum L.), Heterosmilax yunnanensis, Costus speciosus € em diferentes
espécies de plantas do género Dioscorea (D. zingiberensis, D. septemloba e D. collettii)
(CHAUDHARY et al., 2018; JAHFAR et al., 2008; YI et al., 2014). Os efeitos anticancer da
DG atraem um grande interesse devido a natureza pleiotropica de seus efeitos. Nos modelos de
linhagens de células tumorais, a DG causa parada de ciclo celular em diferentes fases (HUO et
al., 2004; LI et al., 2015), induz a morte por apoptose, produzindo estresse oxidativo (KIM et
al., 2012) e regulando moléculas pro-apoptoticas (CASPASES-3, -8, -9, citocromo ¢, BAX)
(KIM et al., 2012) e anti-apoptoticas (BCL-2 e BCL-XL) (LI et al., 2010), além de interferir no
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metabolismo celular ao regular as enzimas de sintese de acidos graxos (4cido graxo sintase)
(CHIANG et al., 2007) e colesterol (HMG-CoA) (RAJU; BIRD., 2007) e os transportadores de
glicose (GLUT-3 e -4) (LI et al., 2021). A DG também pode mitigar, segundo esses modelos, a
migracao e a invasao, inibindo a transi¢ao epitélio-mesenquimal (HUANG et al., 2019) e inibir
células tronco cancerosas, conhecidas pela sua quimioresisténcia (BHUVANALAKSHMI et
al., 2017).

Contudo, os efeitos bioldgicos desse fitoquimico em células tumorais de origem
pulmonar precisam de melhor compreensao. Apesar dos efeitos citostaticos e pro-apoptoticos
da DG terem sido relatados em linhagem de adenocarcinoma de pulmao (A549) (XU et al.,
2019), os mecanismos antiproliferativos em linhagens de carcinoma de pulmio sdo pouco

conhecidos.
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2 REVISAO BIBILIOGRAFICA

2.1 CANCER

O cancer ¢ um grupo de doengas com mais de 100 tipos e subtipos que se inicia em
diferentes tecidos ou orgaos e que se caracteriza pela proliferacdo desordenada de células
anormais e invasao dos tecidos adjacentes (HANAHAN; WEINBERG, 2000). A previsdo ¢ de
que nas proximas décadas a taxa de morbimortalidade em decorréncia do cancer seja ainda
maior em todas as regides do mundo. Segundo as tltimas estatisticas sobre cdncer no mundo,
em 2020 o numero de novos casos foi de 19,29 milhdes de pessoas e a previsao para 2040 ¢ de
30,2 milhdes (FERLAY, 2022b). Apenas no ano de 2020, 9,95 milhdes de mortes foram
atribuidas ao cancer (FERLAY, 2022a). Os canceres de mama, pulmao, colorretal e prostata
sdo os mais incidentes na populacdo, sendo o cancer de pulmio o responsavel pelo maior
numero de mortes (FERLAY, 2022a). Entre os homens, os tipos mais incidentes sao os canceres
de pulmao, prostata e colorretal, enquanto entre as mulheres, os mais incidentes sdo os canceres
de mama, colorretal e pulmao (FERLAY, 2022a).

Durante o complexo processo de desenvolvimento tumoral, as células adquirem
diferentes capacidades bioldgicas, as quais foram descritas por Hanahan e Weinberg (2000)
como as hallmarks do cancer. Em sua ultima publicagdo, Hanahan (2022) descreveu as 10
hallmarks do cancer como sendo a imortalidade, evasdo aos supressores de crescimento, evasao
do sistema imunoldgico, habilitagao a imortalidade replicativa, inflamacao promotora de tumor,
ativacdo da invasdo e da metastase, indugdo ou acesso a vasculatura, resisténcia a morte,
desregulacdo do metabolismo celular e sustentag@o da sinalizagdo proliferativa (Figura 1). Os
pericitos, os fibroblastos associados ao cancer, as células endoteliais e inflamatorias também
arquitetam o microambiente tumoral e influenciam na biologia das células cancerosas,

impulsionando a tumorigénese e o fenotipo maligno (HANAHAN; WEINBERG, 2011).
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Figura 1 — Representacdo esquematica das 10 hallmarks do cancer.

Fonte: Hanahan (2022).

Dentre as hallmarks, a metastase figura como a mais importante para a letalidade do
cancer, pois ¢ a causa de 90% das mortes dos pacientes (WELCH; HURST, 2019; EMON et
al., 2018; VALASTYAN; WEINBERG, 2011). De forma geral, para colonizar locais
secundarios, as células tém que adquirir as capacidades de realizar os varios eventos envolvidos
na metastase que sdo: invasdo local nos tecidos proximos, invasao do sistema circulatorio e
sobrevivéncia nesse ambiente, passagem das paredes vasculares para o parénquima de tecidos
distantes, formacao de colonias pequenas nesse parénquima e, por fim, formacao de colonias
macroscopicas e clinicamente detectdveis (LAMBERT; PATTABIRAMAN; WEINBERG,
2017).

No que diz respeito ao tratamento do cancer, a radioterapia, a quimioterapia € a cirurgia
sdo os mais tradicionais e mais utilizados no seu enfrentamento (ARRUEBO et al., 2011).
Contudo, a cirurgia ¢ um procedimento altamente invasivo e a quimioterapia e radioterapia
associam-se a graves efeitos colaterais e resisténcia nas células tumorais (A BAUDINO et al.,
2015). Os quimioterapicos convencionais, por exemplo, possuem como alvo as células em
rapida divisdo, atingindo ndo s6 as cé€lulas cancerosas, mas também as células normais da
medula 6ssea, foliculo capilar e intestinais, resultando em depressdo do sistema imunolégico,
queda dos cabelos e disturbios gastrointestinais (A BAUDINO et al., 2015). Assim, existe um
grande interesse cientifico no aprimoramento das terapias tradicionais e na descoberta e no

desenvolvimento de novos compostos terapéuticos.
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O fendtipo proliferativo e a viabilidade das células tumorais sdo dependentes de certas
vias de regulagdo do ciclo, sendo essas vias oportunidades terapéuticas no cancer (OTTO;

SICINSKI, 2017).

2.2 ASPECTOS GERAIS SOBRE O CICLO CELULAR E A SUA REGULACAO

Nas células eucarioticas, o ciclo celular conduz ao aumento, distribuigdo e divisao do
conteudo celular, resultando em duas células-filhas geneticamente idénticas, ao longo de dois
periodos distintos: a interfase, compreendendo as fases G1 (pré-replicativa), S (replicativa) e
G2 (pos-replicativa) e a fase mitdtica (M), compreendendo os estdgios de profase, prometafase,
metafase, anafase e telofase, que resultam na divisdo do nucleo (mitose), e o estagio da
citocinese, que resulta na divisdo do citoplasma (WANG, 2021). Em cada periodo ocorre um
dos dois principais eventos do ciclo celular, que sdo a duplicagdo do DNA na fase S da interfase
e a segregacao cromossOmica na anafase da fase M (MATTHEWS; BERTOLI; BRUIN, 2022).

De maneira a assegurar o tempo adequado e a precisdo desses eventos, as células
eucaridticas se utilizam de maquinarias moleculares de regulagdo conservadas, que permitem
ou evitam o progresso do ciclo. Essas tltimas maquinarias moleculares monitoram, em pontos
especificos do ciclo — conhecidos como pontos de verificagdo — danos no DNA na interfase, a
integridade das forquilhas de replicacdo do DNA na fase S e a montagem do fuso mitotico na
fase M (FISCHER et al., 2022; MATTHEWS; BERTOLI; BRUIN, 2022). Os principais pontos
de verificacdo e eventos do ciclo celular estdo representados e descritos na legenda da Figura

2.
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Figura 2 — Ciclo de duplicacdo e divisdo de células eucaridticas. Os principais eventos do ciclo de sintese e
duplicacdo de DNA e a segregacdo cromossdmica acontecem na fase S da interfase e na fase M, respectivamente
(MATTHEWS; BERTOLI; BRUIN, 2022). Antecedendo e assegurando o tempo ¢ a fidelidade de tais eventos, ha
pontos de verificag@o ou janelas de decisdo, nas quais as células se comprometem com a entrada nas fases S, M e
anafase da fase M (MATTHEWS; BERTOLI; BRUIN, 2022). A fim de separar o contetido genético de maneira
idéntica as células-filhas, a célula progenitora duplica os centrossomos na fase S e condensa a cromatina para
formar os cromossomos duplicados na préfase, que atingem méaxima condensag¢ao na metafase (MATTHEWS;
BERTOLI; BRUIN, 2022; ALBERTS, 2017). Nessa ultima, os cromossomos sdo alinhados na regido equatorial
das células, com auxilio das fibras do fuso, que também auxiliam a separagdo das cromatides irms na anafase, as
quais sdo empacotadas em nucleos distintos na telofase (ndo representada na imagem) (MATTHEWS; BERTOLI,
BRUIN, 2022; ALBERTS, 2017). Na citocinese, finalmente, existe a separag¢ao do conteudo celular a duas células-
filhas, que podem reiniciar um novo ciclo ou sair do ciclo, entrando em um estado nao proliferativo, conhecido
como GO (MATTHEWS; BERTOLI; BRUIN, 2022).

Fonte: Matthews; Bertoli; Bruin, (2022).

As Cinases Dependentes de Ciclina (CDKs, do inglés cyclin-dependent kinases) formam
um grupo diversificado de enzimas chave na regulagao do ciclo celular, cuja agdo em modular
a atividade de proteinas alvo, por meio de reagdes de fosforilagdo, cria condi¢des que permitem

a progressao no ciclo (MALUMBRES, 2014). A disponibilidade de ciclinas especificas, que



0 N OO OB~ WN -

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

19

oscila por meio de ciclos de sintese e degradacao durante o ciclo celular, controla a atividade
de CDKs especificas, ativando-as ao formarem os complexos ciclina-CDKs, os quais se
acumulam e permitem transi¢des ordenadas de fases e estagios no ciclo em um unico sentido

(ALBERTS, 2017; MALUMBRES, 2014) (Tabela 1 e Figura 3).



1 Tabela 1 — Fatores que regulam as concentracdes das ciclinas e as fun¢des dos complexos ciclina-CDKs no ciclo celular.

20

Exemplos de fatores que
ativam a transcriciao ou
evitam a degradacao de

Ciclinas

Ciclinas

CDKs de Complexos
interacio Formados

Funcdes do Complexo

Referéncias

Ciclina D1, Sinais mitogénicos (ex.: fatores
D2 e D3 de crescimento e citocinas)’

Ciclina E Fator de transcrigdo E2F*3

Fator de transcrigio E2F° e

Cdk4, Cdk6 Ciclina D-Cdk4,6

Ciclina E-Cdk2

Ciclina A inibig¢do da E3 ubiquitina ligase Cdk2, Cdkl Ciclina A-Cdk2,1

APC/C?

CiclinaB  Fator de transcricio FOXM1°

Ciclina B-Cdk1

Fosforilar a proteina Rb? (inibidora do fator de
transcrigdo E2F)!. Evita a saida das células do
ciclo para GO na fase inicial de G12.

Promove a passagem da célula do ponto de
restrigdo em G13. Hiperfosforila Rb, reduzindo a
inibicdo de E2F, que aumenta a transcri¢do da
ciclina E33. Inibi¢do de APC/C2, aumentando a
disponibilidade da cilcina A%,

Cilcina A-Cdk2 - Inibi¢do de APC/C’. Ativacdo
de helicases, permitindo o disparo das origens de
replicagdo e o inicio da fase S°®. Impede o
relicencimento, assegurando que apenas uma
origem seja ativada por ciclo’. Ciclina A-Cdkl -

disparo das origens de replicagdo na fase S tardia®.

Participa da desintegracdo da lamina nuclear e
envoltério nuclear'’, condensacdo dos
cromossomos'!, regula a dindmica dos

microtibulos'?, regula a montagem do fuso
mitotico'? e inibigdo da separagdo das crométides
irmas, prevenindo a transi¢do metafase-anafase'*

Choi; Anders 2013' /
Topacio et al. 2019;

Pennycook; Barr, 20203
/ Cappell et al. 20184

Lukas et al. 1999° /
Limas; Cook, 2019¢/
Liu et al. 20047 /
Katsuno et al. 20098

Zhang; Zhang; Kong,
2016° / Gavet; Pines,
2010/ Abe et al.,
2011'""/ Fourest-Lieuvin
etal., 20062/ Chee;
Haase, 2010" / Chang;
Xu; Luo, 20034

2 Notas: *Os fatores que, primeiramente, ativam a transcri¢ao

3 (PENNYCOOK; BARR, 2020).
4 Fonte: O proprio autor.

da ciclina E s3o desconhecidos, sendo vias de crescimento e metabolismos potencialmente relacionadas
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Figura 3 — Atividades dos complexos ciclina-CDKs e APC/C no controle do ciclo celular. No final da fase M e
no inicio da fase G1 (referida na imagem como estado pré-replicativo), na presenca de sinais mitogénicos
(condigdes favoraveis), existe um aumento nas concentragdes da ciclina D ¢ o acimulo do complexo ciclina-
CDKA4,6, permitindo a entrada e evitando a saida do ciclo (CHOI; ANDERS, 2013; TOPACIO et al., 2019). Na
fase G1, ainda, a ciclina E se acumula e se complexa com a CDK2 (ciclina-CDK2), que hiperfosforina a proteina
Rb, liberando o fator de transcri¢do E2F (PENNYCOOK; BARR, 2020). Esse, por sua vez, aumenta a transcri¢ao
da ciclina A e ainda mais da ciclina E, criando um reforgo positivo (PENNYCOOK; BARR, 2020). Os complexos
de ambas as ciclinas com a CDK2 estabelecem um ponto de verificacdo (referida na imagem como janela de
decisdo) para a entrada na fase S. O complexo ciclina A-CDK2 se forma, permitindo o inicio da fase de sintese de
DNA (fase S), permitindo o disparo nas origens de replicagdo, devido a ativagdo das helicases, e prevenindo o
relicenciamento das origens (LIU et al., 2004; LIMAS; COOK, 2019). O complexo ciclina A-CDK1 também se
forma em uma fase tardia de S, promovendo o disparo de mais origens de replicagdo (KATSUNO et al., 2009).
Um aumento nas concentra¢des de ciclina B ocorre apds a fase S, formando o complexo ciclina B-CDK1. Ambos
os complexos ciclina A-CDK1 e ciclina B-CDK1 criam uma segunda janela de decisdo para a entrada na fase M
e cooperam para os primeiros eventos nessa fase (CRNCEC; HOCHEGGER, 2019). A ciclina A ¢ degradada no
inicio da prometafase e a ciclina B na metafase sob influéncia do complexo promotor da anafase (APC/C) (ELZEN;
PINES, 2001; CLUTE; PINES, 1999). A degradagdo dessa ultima, em particular, oportuniza a segregacdo das
cromatides irmas na anafase e a saida da mitose (SACKTON et al., 2014).

Fonte: Matthews; Bertoli; Bruin, (2022).

As fases e estagios que precedem tais transi¢cdes, conduzem as cé€lulas a eventos de
sintese do DNA (G1-S) e de segregacdo cromossomica (G2-M e metédfase-andfase), que sdo
criticos para a homeostase genomica (MATTHEWS; BERTOLI; BRUIN, 2022). Como um
mecanismo de evitar a ruptura dessa homeostase, diferentes maquinarias moleculares de defesa
podem ser ativadas em situagdes de danos no DNA, estresse replicativo e falhas na ligacao dos
microtubulos ao cinetocoro dos cromossomos, causando uma parada do ciclo, como efeito da
inibi¢do dos complexos ciclina-Cks e complexo promotor da anéfase (APC/C), até o retorno da
homeostase (MATTHEWS; BERTOLI; BRUIN, 2022; WANG, 2021). Quando da
impossibilidade desse retorno, as células podem ser encaminhadas a senescéncia ou a morte por
apoptose (MATTHEWS; BERTOLI; BRUIN, 2022).

A parte dos potenciais eventos adversos a0 DNA e a sua segregacio, o ciclo celular
também ¢ controlado pela disponibilidade de mitégenos (ex.: fatores de crescimento) e
nutrientes no meio extracelular (FOSTER et al., 2011). Nas condigdes de baixa disponibilidade

desses ultimos e baixa intensidade de danos no DNA, as células podem executar uma saida do

ciclo, por meio da expressao e ativagdo da P53, para um estado reversivel de quiescéncia,
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também conhecido como GO (MATTHEWS; BERTOLI; BRUIN, 2022; FOSTER et al., 2011).
A senescéncia, em contraste, ¢ um estado de parada do ciclo, causado por situacdes de estresse
(ex.: oxidativo, genotoxico e replicativo), envelhecimento, sinalizacdo oncogénica ou
encurtamento dos telomeros, podendo acontecer nos pontos de verificacao que se localizam nas
fases G1, G1/S e G2 (BLAGOSKLONNY, 2011; HANAHAN; WEINBERG, 2011; TERZI;
IZMIRLI; GOGEBAKAN, 2016).

2.3 ENDOREPLICACAO

Em condigdes fisiologicas ou patoldgicas, o progresso das células nas fases G1, S e
G2/M no ciclo mitdtico, bem como nos diferentes estagios da fase M, pode sofrer variagoes,
dando lugar a endoreplicacdes (endociclos e endomitoses) (Figura 4), de modo a gerar células
poliploides, isto ¢, com DNA replicado, porém sem a completa separacao das células-filhas
(ZHANG et al., 2022). Na endomitose, em especifico, as células entram na mitose, contudo,
ndo a completam, gerando células poliploides com um tnico ntcleo (falhas na cariocinese e na
citocinese) ou poliploides com multiplos nucleos (cariocinese completa e falha na citocinese)

(LORDIER et al., 2008).

Endociclo Endomitose
M

Figura 4 — Processos de endoreplica¢do. No endociclo, as células executam o ciclo alternando entre as fases G e
S, na auséncia de mitoses, gerando células poliploides com um tnico ntcleo. Na endomitose, as células executam
as fases G1, S, G2 e parcialmente a fase M, gerando células poliploides com um nico niicleo ou células poliploides
multinucleadas, dependendo dos estagios ndo completamente executados na fase M (LORDIER et al., 2008; LEE;
DAVIDSON; DURONIO, 2009).

Fonte: Lee; Davidison e Douronio (2009).

A citocinese ¢ a ultima etapa do ciclo celular, a qual ocorre coordenadamente com a

segregagao cromossdmica e se desenvolve ao longo de quatro estagios: especificacao do plano
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de clivagem, ingresso do sulco de clivagem, forma¢do do corpo intermedidrio (do inglés

midbody) e a abscisado (NORNAMD; KING, 2010) (Figura 5).
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Figura 5 — Os quatro estagios da citocinese. O primeiro estigio da citocinese ¢ a especificacdo do plano de
clivagem, que se inicia na anafase, em consequéncia da ativacdo da GTPase RHOA, por meio do fator de troca de
nucleotideo de guaninas ECT2 (LENS; MEDEMA, 2019; LACROIX; MADDOX, 2011). A GTPase RHOA ativa
uma cascata de sinalizacdo que resulta, em sequéncia, na formagdo e na contragdo do anel de actomiosina, logo
abaixo da membrana plasmatica e na regido equatorial da célula, assegurando a redugdo da circunferéncia da
células e a formag@o do sulco de clivagem (ingresso do sulco de clivagem) (LENS; MEDEMA, 2019; LACROIX;
MADDOX, 2011). Na fase final da citocinese, forma-se o corpo intermediario (midbody), contendo um anel
(também conhecido como Flemming body), que serve de ancoragem para uma maquinaria de proteinas, a qual
promove a clivagem do canal intercelular e a separag@o das células-filhas (LENS; MEDEMA, 2019; MORITA et
al., 2007).

Fonte: Lens; Medema, 2019.

Os defeitos na execucdo de qualquer um dos estagios da citocinese, podem levar a
formagao de células com o dobro do genoma (poliploides e binucleadas) e do numero de
centrossomos, sendo aqueles gerados apds a formagdo do sulco de clivagem, associados a
regressao do canal de clivagem e a fusdo das células-filhas (NORNAMD; KING, 2010) (Figura
6). Dentre as causas dessa regressdo estdo a presenga na ponte intercelular de pontes de
cromatina ou pontes ultrafinas de DNA e a alteracdo na expressdo ou mutagdes nos

componentes que regulam a citocinese (LENS; MEDEMA, 2019).
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Figura 6 — Falha na citocinese. Falha na citocinese associada a regressdo do sulco de clivagem, produzindo uma
célula binucleada.

Fonte: Nakayama et al., 2017.

Em razao do ntimero extra de centrossomos, as células multinucleadas recém-formadas
sdo mais susceptiveis em gerar clones aneuploides e cromossomicamente instaveis, que
contribuem para o desenvolvimento e a progressdo tumoral. Contudo, dependendo do contexto
genético, as células poliploides podem permanecer bloqueadas na fase G1 do ciclo ou serem
conduzidas a senescéncia ou a morte celular, evitando os potenciais efeitos oncogénicos da
aneuploidizacdo. A P53 ¢ descrita como uma importante proteina envolvida na condugao a esses
desfechos (AYLON; OREN, 2011).

Na literatura, descreve-se a a¢ao antiproliferativa de fitoquimicos em células tumorais,
ao interferirem nos componentes moleculares que regulam a citocinese, causando a falha nesse
processo de divisao (NAKAYAMA et al., 2013; YAN et al., 2022). A isoflavona genisteina
causa o regresso do sulco de clivagem por promover a deslocalizagdo da RHOA na regido
equatorial da célula e a formacao de pontes de cromatina na anafase (NAKAYAMA et al.,
2013). Em adic¢ao, o fitoquimico alcaldide corynoline induz falha na citocinese por meio da

inibi¢do da atividade quinase da proteina AURORA B (YAN et al., 2022).
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2.4 PRODUTOS NATURAIS: FITOQUIMICOS

Os produtos naturais formam uma rica diversidade de compostos quimicos encontrados
em organismos como plantas, animais ¢ microrganismos (BAKER et al., 2007; YUAN et al.,
2016). Devido as suas propriedades bioativas, os produtos naturais sdo milenarmente
aproveitados pela medicina tradicional para o tratamento de doencas (PYE et al., 2017; YUAN
et al., 2016) e destacam-se como material para o desenvolvimento da maioria dos farmacos
anticancer utilizados pela medicina moderna (NEWMAN; CRAGG, 2020). Dentre esses
farmacos, existem aqueles derivados de plantas, também conhecidos como fitoquimicos
(CHOUDHARI et al., 2020).

As plantas sintetizam uma ampla diversidade de fitoquimicos por meio de vias
metabolicas secundarias (MENDONZA; SILVA, 2018). Sendo assim, esses metabolitos nao
sdo essenciais para o crescimento e metabolismo vegetal, porém permitem uma melhor
adaptacdo desses seres vivos ao ambiente, protegendo contra o ataque de microrganismos e
herbivoros e o excesso de radiacdo solar, além de atrair insetos polinizadores (YANG et al.,
2018; MENDONZA; SILVA, 2018). De acordo com a origem biossintética, os fitoquimicos
podem ser classificados como carotenoides, fenolicos, alcaloides, compostos contendo
nitrogénio e compostos organossulfurados (LIU, 2004).

A grande diversidade de estruturas quimicas e os conhecidos potenciais bioativos desses
metabolitos vegetais, motivam o desenvolvimento de estudos para o descobrimento e
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de diferentes condi¢des patologicas, que
incluem as doencgas neuroldgicas (VELMURUGAN et al., 2018), o diabetes (SINGH et al.,
2014) e o cancer (CHOUDHARI et al., 2020). Para esta ultima condi¢do, existe a necessidade
de tratamentos mais eficazes frente as altas taxas de morbimortalidade e com reduzidos efeitos
adversos (CHOUDHARI et al., 2020).

Na literatura, relata-se os potencias quimiopreventivos e quimioterapéuticos dos
fiquimicos ao atuarem, respectivamente, nos estagios iniciais e tardios da carcinogénese, que

compreendem a iniciagdo, a promocao e a progressao (Figura 7) (KOH; HO; PAN, 2020).
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Figura 7 — Ac@o dos fitoquimicos em bloquear os diferentes estagios da carcinogénese. A formagdo de células
iniciadas, estagio de iniciagdo, acontece por meio de mudangas na sequéncia de DNA e/ou alteragdes epigenéticas
pela agdo de carcindgenos (ex. quimicos presentes no tabaco e radiagdes), resultando na promocdo da expressdo
dos oncogenes e na supressao da expressdo dos genes supressores de tumor, ambos responsaveis pelo controle do
crescimento e da proliferacdo celular. O estagio de promocgdo, por sua vez, associa-se com o estimulo da
proliferacdo (hiperplasia) das células iniciadas por agentes oncopromotores (ex. inflamagéo). Por fim, a progressao
tumoral envolve uma maior perda do controle proliferativo e alteracdes na morfologia normal das células
(displasia), formagdo do cancer in sifu (ndo invasivo) e transformacéo maligna com invasdo e metastase das células
(KOH; HO; PAN, 2020).

Fonte: Koh, Ho ¢ Pan, 2020.

Ainda, um tnico fitoquimico pode atuar em multiplos alvos terapéuticos e produzir
efeitos antitumorais nesses diferentes estagios. Os compostos curcumina e resveratrol sdao
exemplos de fitoquimicos com amplas atividades bioldgicas capazes de interferir
negativamente na proliferagdo (SU et al., 2017; GARVIN; OLLINGER; DABROSIN, 2006) e
invasao celular (SU et al., 2017; TANG et al., 2008), angiogénese (WANG; CHEN, 2019;
GARVIN; OLLINGER; DABROSIN, 2006) ¢ metastase (CHEN et al., 2008; YUAN et al.,
2019) do cancer e se encontram atualmente em fase de estudos clinicos (codigos de
identificacio NCT03769766 ¢ NCT00256334 dos estudos clinicos encontrados no site

www.clinicaltrials.gov).
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A diosgenina (DG) ¢ um fitoquimico esteroidal da classe dos terpenoides e um
candidado a agente farmacoldgico, com potenciais efeitos quimiopreventivo e quimioterapico,
que atua em multiplos alvos moleculares (SETHI et al., 2018). Além disso, esse fitoesteroide
pode tanto potencializar os efeitos citotdxicos de diferentes quimioterapico como reduzir os
efeitos toxico de quimioterapicos em tecidos ndo alvo (LI et al., 2010; CHIANG et al., 2007.
CHEN et al., 2015).

2.4.1. Diosgenina

Os terpendides sdo a maior e mais diversa classe de compostos naturais com mais de 23
mil estruturas quimicas conhecidas (KOBERA et al., 2014). Estruturas lineares e policiclicas
de terpendides sdo formadas pela condensacao de unidades de isopreno (Cs), cuja sintese ocorre
pela via do melanovato a partir do acetato (RUZICKA et al., 1953; MAHMOUD; CROTEAU,
2002). Os monoterpenos (Cio), diterpenos (Czo) e triterpenos (Cszo) sdo exemplos de moléculas
formadas pela juncdo de duas, quatro e seis moléculas de isopreno, respectivamente
(AGOSTINI-COSTA et al., 2012).

As sapogeninas sdo exemplos de compostos triterpénicos que, quando glicosiladas,
formam outro grupo de moléculas anfifilicas conhecidas como saponinas (AGOSTINI-COSTA
et al., 2012). Durante o processo de biossintese das sapogeninas, algumas perdem trés radicais
metil (-CH3), resultando na formacao das sapogeninas esteroides com 27 carbonos e estrutura
com seis anéis (AGOSTINI-COSTA et al., 2012; SPARG; LIGHT; STADEN, 2004).

A DG (C27H42053) (Figura 8) € uma sapogenina esteroide encontrada em plantas como
Feno-grego (Trigonella foenum-graecum L.), Heterosmilax yunnanensis, Costus speciosus €
em diferentes espécies de plantas do género Dioscorea (D. zingiberensis, D. septemloba e D.
collettiiy (CHAUDHARY et al., 2018; JAHFAR et al., 2008; YI et al., 2014). As plantas
produzem diferentes saponinas a partir da glicosilagdo da DG (ex. dioscina), assim a sua
obtengdo ocorre por meio de reagdes de hidrolise dcida, basica ou enzimatica (CAl et al., 2020;

TAYLOR et al., 2000).
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Figura 8 — Estrutura quimica da diosgenina.

Fonte: National Center for Biotechnology Information (2021a)

A DG apresenta grande valor econdmico para industria farmacéutica como uma
molécula precursora de medicamentos esteroides, em razdo de sua semelhanca estrutural com
os hormonios esteroides (SHEN et al.,, 2018). Além disso, suas amplas propriedades
terapéuticas tém atraido um grande interesse cientifico (JESUS et al., 2016).

De acordo com estudos pré-clinicos in vitro e in vivo, a DG demonstra ser um candidato
farmacologico promissor para o tratamento de doengas como a aterosclerose (WU; JIANG,
2019), o diabetes (GAN et al., 2020), doencas neuroldgicas como a doenca de Alzheimer
(TOHDA et al., 2012; TOHDA et al., 2013; KOH et al., 2016), a doenga de Parkinson (LI et
al., 2018a) e a esclerose multipla (XIAO et al., 2012; ZEINALI et al., 2021), além de atividades
antitumorais ao atuar em diferentes alvos moleculares (SETHI et al., 2018).

Os estudos in vitro com diferentes tipos celulares cultivados em monocamada indicam
que os efeitos antitumorais da DG envolvem a regulacao das oncoproteinas TAZ (CHEN et al.,
2018; ZHANG et al., 2019), SKP2 (LIU et al., 2020) e NEDD4 (ZHANG et al., 2019) e da
proteina supressora tumoral DDX3 (YU et al., 2018); das moléculas envolvidas nos processos
celulares inflamatorios (COX2 e NF-kB) (MOLIC et al., 2001), pré-apoptoticos (caspases-3, -
8 e -9, citocromo C, AIF, Bim, Bax, Bid, DRS) (LIAO et al., 2020; LI et al., 2014; KIM et al.,
2012; LI et al., 2021; LAPAGE et al., 2011, LONG et al., 2019) anti-apoptoticos (Bcl-2, Bel-
xL, Mcl-1 e survivina) (KIM et al., 2012; LI et al., 2010), metabolicos (HGM-CoA, acido graxo
sintase, piruvato carboxilase, GLUT-3 e -4) (RAJU; BIRD, 2007; CHIANG et al., 2007; LI et
al., 2021), citostaticos (ciclinas D1 e B1, Cdk-1, Cdc25C, Cdc2, p21, p27 e p53) (YU et al.,
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2018; CORBIERE et al., 2003; LI et al., 2014; LIAO et al., 2020), autofagicos (mTOR, LC3-
IT e Beclin) (NIE et al., 2016), de angiogénese (VEGF) (CHEN et al., 2011) e de motilidade
celular (MMP-2 e 9, Timp-2, TGF-f1, RhoA, VAV2, Cdc42, integrina a5, integrina 36,
vimentina, fibronectina e E-caderina) (LI et al., 2021; CHEN et al., 2011; CHANG et al., 2011;
HE et al., 2014; HUANG et al., 2019; LIU et al., 2020; MAO et al., 2012). Nas Tabelas 2 a 7

estdo resumidos alguns dos estudos realizados com a DG em cultura de células tumorais.
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1 Tabela 2 — Efeitos antitumorais da diosgenina em células de cancer de mama.
Primeiro Modelo . .
. Doses Tempos . Biomarcadores avaliados . =
autor e experimental . Efeitos observados ; Mecanismos de a¢ao encontrados
o1 testadas avaliados (genes e proteinas)
ano utilizado
Monocamada: .
Liao MCEF-7 (responsiva | (MTT) viabilidade; 1 l (sznzrslcl_lngz, C(_i((;IZli(]?cl-_Z Ciclo celular: parada G2/M por meio da modulagdo
ap53)e Hs578T  10-40 yM  24-48h  G2/Me sub-Gl; | P p b P da via Cdc25C-Cde2-Ciclina B. Morte celular:
(2020) ~ . Cdc25C, citocromo c, caspase-3 S . ~ .
(ndo responsiva a MMP . apoptose intrinseca via regulagdo negativa de Bcl-2.
p53) (Hs578T) e -9 ativas.
. Monocamada: s Morte e motilidade celular: Apoptose e menor
Liu | (MTT) viabilidade; T | (ptn e mRNA) Skp2; 1 (ptne . N C o 9
(2020a) MCF7 eZI\;I})A-MB— 50e75uM  48-72h apoptose; | invasio mRNA) p57 ¢ FOXO. 1Snlz;szao por inibi¢do da expressdo do oncogene
5 uM (dose | (MTT) viabilidade; | Motilidade celular: menor migracao foi associada a
He Monocamada: ~ ; o R L . o
(2014) MDA-MB-231 nao 24 h migracao; | | (ptn) p-Vav2 e GTP-Cdc42  inibi¢do da polimerizagdo de actina, fosforilagdo de
citotoxica) polimerizacao actina Vav2 e reducdo da ativagdo da GTP-Cdc42.
Morte celular: apoptose por regulacdo negativa da
Monocamada: enzima FAS (4cido graxo sintase) por meio da
AUS565 520 UM san L (MTT) viabilidade; 7 1 (ptn) PARP clivada e p-JNK; | - regulagio da fosforilagdo de INK, Akt e mTOR.
(superexpressdo de H apoptose (sub-G1) (ptn) FAS, p-Akt e p-mTOR Observacio: efeito antiproliferativo maior da
. HER2) diosgenina em linhagens com maior expressdo de
Chiang
(2007) HER2
Monocamada: Citotoxicidade induzida pelo paclitaxel foi
435.eb (MDA-MB- 20 uM + 5- aumentada. Efeito ndo observado em células com
435 modificada com 20 nM 24h | (MTT) viabilidade - baixa expressdo de HER2. Hipotese: inibigdo de
superexpressdo de  (paclitaxel) FAS pela diosgenina aumentou a sensibilidade das

~N OO o A WN

HER2)

células ao quimioterapico.

(Continua)



1

31

Tabela 2 — Efeitos antitumorais da diosgenina em células de cancer de mama. (Continuagao)
Primeiro quelo Doses Tempos Efeitos . . . Mecanismos de acio
autor e experimental . Biomarcadores avaliados (genes e proteinas)
. testadas avaliados observados encontrados
ano utilizado
Monocamada: ..
MCF-7 ¢ MDA- | (ptn) p-Akt, p-GSK-3p, XIAP, Bcl-2, survivina, Cdk- i
MB-231 2, ciclina D1; < (ptn) PI3K e p53; 1 (ptn) p21

Inibicao de vias de sobrevivéncia
celular: Akt e NF-kB. Morte

Monocamada: | (ptn) p65; p-Elk1; 1 (ptn) IkB-a (citoplasma), Bax ¢  celular: apoptose com redugdo de

MD A-MB—231. caspase 3 ativa; <> (ptn) Raf, MEKK-1, MEK-1, MEK- XIAP, Bcl-2 e survivina e aumento

4, p-MEK 1/2 e p-MEK 3/6 de Bax e caspase 3 ativa. Ciclo
1 (MTT) celular: parada em G1 com
5-120uM  24-72h  viabilidade; 1 redugio de Cdk-2 e ciclina D1
G1; 1 apoptose
Srinivasan
(2009)

Inibicédo de vias de sobrevivéncia
celular: Akt, Raf/MEK e NF-«xB.

Monocamada: | (ptn) Raf, MEKK-1, MEK-1, MEK-4, p-MEK 1/2¢  orte celular: apoptose com

MCF-7 p-MEK 3/6; <> (ptn) Bax; 1 (ptn) p-ElkI redugo de XIAP, Bel-2 e
’ ’ survivina. Ciclo celular: parada
em G1 com redugdo de Cdk-2 e
ciclina D1
— (MTT)
Monocamada: g
MCF-10A 5-30 uM 24-72h  viabilidade; < - -

apoptose
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Tabela 2 — Efeitos antitumorais da diosgenina em células de cancer de mama.
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(Conclusio)

Primeiro autor Modelo experimental Doses Tempos

e ano atilizado testadas avaliados Efeitos observados Biomarcadores avaliados (genes e proteinas)

Mecanismos de
acio encontrados

1 EROs (MCF7 nao avaliado), T (mRNA) Caspase-3
| (MTT) viabilidade e -7 (MCF7 ndo avaliado), T GO/G1, | (mRNA,
(IC50 enriquecida: MDA-MB-231 ¢ T47D) K167, Ciclina D1, Bax ¢
400 uM/IC50 ndo  ABCC2; 1 (mRNA, MDA-MB-231 e T47D), GSK3p,
enriquecida: 100 uM)  B-catenina, Dkk e FRP4; 1 (ptn) p-B-catenina; | (ptn)
B-catenina

Monocamada: linhagens
MDA-MB-231, MCF7 e

T47D enriquecidas com 400 uM
células tronco tumorais

(CSO)
Bhuvanalakshmi

(2017) 24h

Mamosfera: linhagens
MDA-MB-231, MCF7 ¢
T47D enriquecidas com 400 uM
células tronco tumorais

(CSO)

Redugdo no tamanho ¢

desintegragio | (ptn e mRNA) CD44, | (mRNA) ALDH.

Inibigdo das células
tronco tumorais por
meio da via Wnt/f-
catenina.

Notas: 1 maior/aumento; | menor/reducgdo; <> sem efeito, MMP (potencial de membrana mitocondrial).
Fonte: O proprio autor.
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1 Tabela 3 — Efeitos antitumorais da diosgenina em células de cancer de carcinoma hepatocelular.
Primeiro Modelo . .
. Doses Tempos . Biomarcadores avaliados (genes e . =
autor e experimental . Efeitos observados ; Mecanismos de a¢do encontrados
o testadas avaliados proteinas)
ano utilizado
Ciclo celular e morte celular:
Monocamada: | (MTT) viabilidade; 1 T (ptn e mRNA) DDX3; 1 (ptn)  apoptose e parada de ciclo nas fases
Yu (2018) HepG2 e SMMC-  25-100 uM 24-72h apoptose; T G2/M; | p21 e E-caderina; | (ptn) Ciclina ~ G2/M com aumento na expressdo de
7721 migracdo; | invasdo DI, Nocth-1 e B-catenina DDX3 e p21 e reducdo na expressao
da ciclina D1.
1 (ptn) citocromo ¢, Bax, caspases - Morte celular: apoptose pode estar
Kim Monocamada: | (MTT) viabilidade, 1 p . ’ » €asp associada com aumento na produgio
10-40 pM 24-48h 3, -8 e -9 ativas, p-p38, p-INK ¢ p- .
(2012) HepG2 apoptose, T EROs ASK1: | (ptn) Bel-2, PARP e Bid de EROs, ativagdo de ASK1 e das
P : MAPKs JNK e p38
Ciclo celular e morte celular:
Monocamada: | (MTT) viabilidade, 1 Tgﬁ%‘;&ﬁu\g) Ijz(l tif 2_71&1: Eiﬁn Apoptose ¢ parada nas fases G2/M
Li(2015) HepG2, Bel-7402  10-40 yM  24-48h : P23 v (P P-AKE com inativagdo de Akt, ativagdo de
apoptose, T G2/M (ptn) Bax e Bcl-2; 1 (ptn) caspases ~ .
e SMMC-7721 . caspases ¢ regulacdo positiva de p21 ¢
-3, -8 e -9 ativadas.
p27.
Ciclo celular e morte celular:
Chen Monocamada: L (MTT) viabilidade; 1 ;Eggtl(i);fl;epjgfﬁli‘lfliefglslzzg} ga/lM
(2018) HepG2 25-100 M 48-72h apoptose; T GZ/Mil L (ptn) TAZ ¢ B-catenina migracdo e invasdo. Efeitos
migragdo; | invasdo ; . .
antitumorais associados com a
inibigdo do oncogene TAZ.
| (MTT) viabilidade, |
e Momoeamades g e, | Morte sl oo ol
(2018) HepG2 H P 620, ¢

a b~ ODN

Cometa) danos no DNA, 1
frequéncia de micronucleos

DNA pela diosgenina

(Continua)
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1 Tabela 3 — Efeitos antitumorais da diosgenina em células de cancer de carcinoma hepatocelular. (Conclusao)
Primeiro Modelo Tempos Biomarcadores avaliados (genes e
autor e experimental Doses testadas P Efeitos observados ; g Mecanismos de a¢io encontrados
o1 avaliados proteinas)
ano utilizado
| (ptn) p-STAT3, STAT3 (nticleo), p-Src, p- . . . . .
| (MTT) viabilidade, JAK-1, p-JAK-2, Ciclina D1, Bel-2, Bel-xL, icios antitumorais da diosgenina
10-100 uM . estdo associados a inibi¢do da via de
1 apoptose, T Gl survivin, Mcl-1, VEGF; 1 (ptn) SH-PTP2, 7. """
. . sinalizagdo STAT3
caspase-3 ativa e PARP clivado
Monocamada: C3A
25uM + 10 nM . . - .
Li (2010) Doxorrubicina 6-24h Diosgenina potencializa os efeitos
11 apoptose - pré-apoptéticos dos quimioterapicos
25uM + 5 nM doxorrubicina e paclitaxicel
Paclitaxel
Monocamada:
HUH-7 + IL6
(indutor da 10-100 uM - | (ptn) p-STAT3, p-Akt -

fosforilagdo de
STATS3 e Akt)

Notas: 1 maior/aumento; | menor/reducio; <> sem efeito.
Fonte: O proprio autor.

- O © 0o N O 0o &~ wWwdN
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1
2 Tabela 4 — Efeitos antitumorais da diosgenina em células de cancer colorretal.
Primeiro Modelo . .
. Doses Tempos . Biomarcadores avaliados . ~
autor e  experimental . Efeitos observados ; Mecanismos de a¢do encontrados
o testadas  avaliados (genes e proteinas)
ano utilizado
rf)l[i(fie(rj;(;ii] ! Morte celular: apoptose intrinseca com aumento de
P §40, 1 (ptn) p53, Bax, PARP Bax, AIF, PARP, CASP-3 ¢ p53 e redugdo de Bcl-2.
Monocamada: tamanho e numero de . . - ~ . ~ ~
RKO (p53 coldnias, 1 apoptose, | (clivado), caspase-3 (clivado) e  Motilidade celular: redugdo da migragéo e invasdo
. P Onias, T apoplose, AIF; | (ptn) Bel-2, MMP-9,  com redugdo de MMP-9. Metabolismo celular:
Li(2021) selvagem)e 10-80 uM 24h migracdo, | invasdo, 1 . o L ~
GLUT-3 e -4, piruvato inibi¢ao da glicolise com reducdo nos transportadores de
SW1116 (p53 EROs, | MMP, | . . . .
mutante) metabolismo (glicélise carboxilase (PC), p-PKA e p-  glicose (GLUT-3 e -4) e na enzima responsavel pela
e fos forilag 30 CREB; &> MMP-13 ¢ -19 sintese do acido latico (PC). Todos estes efeitos podem
roriiag estar associados a inibicdo da via cAMP/PKA/CREB.
oxidativa)
< (ptn) PARP clivad.a .e ativagao Morte celular: diosgenina sensibiliza as células HT-29
20-40 uM <> apoptose CASP-8, -9, -3 e Bid; 1 (p tn') a apoptose induzida pelo ligante TRAIL por meio da
DRS, p-p38, COX-2 e PGR2; | regulacdo negativa da via PI3K/Akt e ativagdo da via
Lepage Monocamada: 24h (ptn) p-Akt. p38 MAPK com subsequente regulagio positiva do
(2011) HT-29 receptor DR5. Aumento na expressao e atividade de
20-40 uM 1 (ptn) PARP clivada e ativagio COX-2 induzida pela diosgenina e TRAIL reduziu os
(diosgenina 1 apoptose Caspases-8, -9, -3 ¢ Bid, p-p38, efeitos pro-apoptoticos da combinagio diosgenina +
+ TRAIL) COX-2 e PGR2; | (ptn) p-Akt  TRAIL.
1 (ptn) Caspase-3 (atividade), 1
Monocamada: PARP clivada (HCT-116), COX- Morte celular: inibir a COX-2 na linhagem HT-29
Lepage HT-29 e HT- ) 40 uM 24-48h | (MTT) viabilidade; 2 (HT-29, atividade e expressdo), aumenta a sensibilidade a apoptose e para a HCT-116
(2010) 116 K 1 apoptose 5-LOX (HT-29, atividade e aumenta a resisténcia a apoptose. Inibir 5-LOX aumenta
expressao; HT-116, atividade); T a resisténcia a apoptose para ambas as linhagens.
fragmentos de DNA

(Continua)
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Tabela 4 — Efeitos antitumorais da diosgenina em células de cancer colorretal.
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(Conclusio)

Primeiro Modelo

. Doses Tempos Efeitos Biomarcadores avaliados (genes . -
autor e experimental . ; Mecanismos de a¢do encontrados
o testadas avaliados  observados e proteinas)
ano utilizado
Morte celular: apoptose com aumento na clivagem de
1 fragmentos do DNA, 1 (ptn) PARI?. Tumorigénese: a.1n1b1gao de p2~ 1 ras e -
. | (MTT) ) catenina pode estar associada a supressdo de eventos
Raju Monocamada: A . PARP clivado, | (ptn e mRNA) S .
20-100 uM 24-72h viabilidade; moleculares precoces na tumorigénese do colon. Os
(2007) HT-116 HMG-CoA redutase; | (ptn) p21 . .
1 apoptose . efeitos no crescimento e apoptose celular podem estar
ras, B-catenina . o . .
associados com a inibi¢do da enzima que participa da
biossintese do colesterol, HMG-CoA.
Raju Monocamada: .i (MTT) Morte celular: apoptose por meio da modulagdo da
(2004) HT-29 20-100 uM 24h \/Tltl;lcl)lpdtiiee’ L (ptn) Bel-2; 1 (ptn) Caspase-3 expressdo das proteinas Bcl-2 e caspase-3.

Notas: 1 maior/aumento; | menor/reducgdo; <> sem efeito, MMP (potencial de membrana mitocondrial).

Fonte: O proprio autor.
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Tabela 5 — Efeitos antitumorais da diosgenina em células de osteossarcoma.

. Modelo
Primeiro .
experimental
autor e ano .
utilizado

Doses testadas

Tempos
avaliados

Efeitos observados

Biomarcadores avaliados
(genes e proteinas)

Mecanismos de acdo encontrados

Huang Monocamada:
(2019) MG63 e U20S

Moalic Monocamada:
(2001) 1547

Corbiere = Monocamada:
(2003) 1547

Long Monocamada:
(2019) U20S e MG63

6,25-200 uM

10-100 pM

40 uM

40-160 uM

12-24h

24-96h

24-96h

48-72h

| (MTT) viabilidade, |
migracdo, | invasdo,

| (MTT) viabilidade, 1
Gl, 1 apoptose, 1
atividade de COX

| (MTT) viabilidade e
1 apoptose

| (MTT) viabilidade;

1 apoptose; |
migragao; | invasao

| (ptn e mRNA) TGF-f1, |
(ptn) p-p38, | (mRNA)
p38; 1 (ptn e mRNA) E-
caderina

1T (mRNA) p21,p53 e
hsp70; | (mRNA) Bax, bcl-
2 e COX-2; 1 (ptn) bax/bcl-

2 ¢ NF-«B (nucleo)

1 (ptn e mRNA) p53; 1
(mRNA) p21; 1 (ptn)
PPARy; 1 ligacdo de NF-«kB
no DNA

| (ptn e mRNA) Cdc20, 1
(ptn) p21 e Bim

Motilidade celular: redugdo da migragéo e
invasdo por meio da inibigdo da EMT com
regulacdo negativa do TGF-B1 e positiva da E-
caderina. A inibicdo da EMT associa-se com a
inibigdo da via MAPK.

Ciclo celular e morte celular: parada em G1 e
apoptose com aumentos em p53, p21, na razdo
bax/bcl-2, hsp70, ativagdo de NF-kB e
atividade de COX-2.

Morte celular: apoptose com aumento em p53
e ativa¢do de NF-kB.

Diosgenina inibe o crescimento, a migragdo e
invasdo e induz a apoptose regulando
negativamente Cdc20.

Notas: T maior/aumento; | menor/reducio; <> sem efeito.

Fonte: O proprio autor.
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1 Tabela 6 — Efeitos antitumorais da diosgenina em células de prostata.
Primeiro Mo.delo Doses Tempos . Biomarcadores avaliados . =
experimental . Efeitos observados ; Mecanismos de a¢do encontrados
autor e ano o testadas avaliados (genes e proteinas)
utilizado
Zhang Monocamada: l (MT"lj) V1ab111dadF:; | (ptn) NEDD4, TAZ ¢ p- Mort.e e n~10t111.dade~celular: gpoptose e 1n}b1g:a0
(2019) PC-3 25-100 uM 48-72h T QZM, 1 apoptose; l AKE: 1 (ptn) p73 ¢ LATSI da migragdo e invasao por meio da regulacdo
migracdo; | invasao ’ negativa de NEDD4
. Morte celular e autofagia: aumento na apoptose
| (MTT) viabilidade; 1 (ptn) LC3-IT ¢ caspase 9; | e autofagia podem estar associadas com a
. Monocamada: 0.6,3e15 (ptn) p-PI3K, p-Akt e p- s . N
Nie (2016) 48h 1 apoptose; 1 ; inibi¢@o da via PI3K/Akt/mTOR. A inibigdo da
DU145 pg/ml . mTOR; 1 (mRNA) Beclin; | . . . . ~
autofagia autofagia reduz a citotoxidade ¢ a indug@o de
(mRNA) Bcl-2 . .
morte pela diosgenina.
. +]i: Li i + i
1 [Ca2+] intracelular Au’mento [Ca2+]i 'L’lbrac;ao de Ca2+ por meio do
~ reticulo endoplasmatico regulado pela fosfolipase C
Monocamada: 250-1000 (n2o observado em .
Sun (2020) 24h , - e influxo de Ca2+ operado por armazenamento
PC-3 uM células MG63 e OC2); L .
o dependente de PKC. Efeito ndo associado com a
| viabilidade . . . .
citotoxicidade da diosgenina.
Motilidade celular: redugdo da migragéo e
P invasdo que pode estar associada a inibi¢do da
.l.(ptn) MMP-2 © ? expressdo e atividade das MMPs 2 e 9 pela
(atividade e expressdo), p- . . . C e .
PI3K, p-ERK 1/2, p-Akt, p- diosgenina por meio da inibigdo das vias ERK,
| [MTT] viabilidade, | ’ 7 IJNK e PI3K/Akt e da atividade de NF-«B.
Chen Monocamada: 5-30 uM 24-48h migracdo, | invasdo; | INK 1/2 ¢ NF-kB (nucleo); 1 Angiogénese: inibicao da formagdo de tubo
(2011) PC-3 H £ragao, >¥  (ptn) IkBa (citoplasmatico); | glog : ¢ ¢

a bk~ WODN

angiogénese

(mRNA) MMP-2, -7 ¢ -9,
EMMPRIN e VEGF; 1
(mRNA) TIMP-2.

pelas células HUVEC induzida pelas células PC-
3 que pode estar associada a inibi¢do da
expressdo do VEGF. Observagao: os efeitos na
angiogénese e motilidade ocorreram em doses
nao citotoxicas (| 20 uM).

(Continua)
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Tabela 6 — Efeitos antitumorais da diosgenina em células de prostata. (Conclusao)
Primeiro Modelo Tempos Biomarcadores avaliados
autor e experimental Doses testadas np Efeitos observados ; Mecanismos de a¢do encontrados
o avaliados (genes e proteinas)
ano utilizado
1-10 uM | espalhamento | (ptn) Vimentina, Mdm2, Motll}dgde ce.lular: redugdo da migragao
Chang Monocamada: . . . invasao induzida pelo HGF ao prevenir a EMT
(diosgenina + 1-22h (Scattering Assay); |  p-Akt, p-mTOR e c-Met; < . N S
(2011) DU145 X ~ . 2 . por meio da inibigao da fosforilagdo de Akt e
HGF) migragdo; | invasao (ptn) E-caderina;

mTOR.

Notas: T maior/aumento; | menor/reducio; <> sem efeito.
Fonte: O proprio autor.
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1 Tabela 7 - Efeitos antitumorais da diosgenina em células tumorais de outros tipos.
Primeiro . . .
autor e Modelo e.:)fperlmental Doses Ten.lpos Efeitos observados Biomarcadores ayallados (genes Mecanismos de acio encontrados
ano utilizado testadas  avaliados e proteinas)
Rahmati- Inibigdo do gene TERT que expressa a
Yamchi ~ Menecamada:ASA9 o 60 M 24.72n | (MTT) viabilidade | (mRNA) hTERT proteina transcriptase reversa da
(2013) (pulmao) telomerase, que é um dos constituintes
da enzima telomerase
Monocamada: SK-ChA1 Ciclo celular: parada em G2/M com
HuH28. RIBE 'Mz— Ch A-lb | (MTS) viabilidade, | T (ptn e mRNA) p21; | (ptne aumento em p21 e reducdo na ciclina
Mao W (a’penas énsaio de Jo ntimero de coléni;ls mRNA) ciclina B1; 1 (ptn) B1. Morte celular: apoptose intrinseca

5-40 uM 24-72h Bax/Bcl-2, PARP-1 clivada, com liberagdo de citocromomo C para o

1 G2/M, 1 apoptose, | CASP-3 ativada, citocromo C citoplasma, aumento da CASP3 e

(2019) viabilidade), HuCCT1 e

( ColanQi)Szfcginoma) MMP citoplasmatica; | (ptn) p-GSK3B PARP-1 clivados e da razdo Bax/Bcl-2 ¢
£ inibigio da atividade de GSK3p
< (ptn) p53, 1 (ptn) p-p53,
| (MTT) viabilidade, 1 acumulo de AIF no nucleo,

HEp-2 (laringocarcinoma) S, 1 apoptose, | MMP  atividade das caspases -3 ¢ -9 ¢ Ciclo celular e morte celular: parada

Corbiere PARP clivada em S (Hep-2) e G2/lt/[ (M4Beu) e
(2004) 20-100 uM  24-96h apoptose com redugdo do MMP,
| (MTT) viabilidade, t + (P P33, T (ptn) p-p33, bax/bel- jiperacag de AIF e ativagdo da caspase-
2, 1 acumulo de AIF no nucleo, 5
M4Beu (melanoma) G2/M, 1 apoptose, | . .
MMP atividade das caspases -3 e -9 e
PARP clivada
Motilidade celular: a inibigdo da
Monocamada: BGC-823 invasdo pode estar associada a regulagdo
Mao (tratadas com cloreto de 10 uM 24-72h | (MTT) viabilidade; | | (ptn) integrina a5 e E-caderina; T das moléculas de adesdo integrina a5,
(2012) cobalto - indutor de K invasdo (ptn) integrina B6 E-caderina e integrina 6. Estes efeitos
hipoxia) (cancer gastrico) foram superiores na presenga de inibidor

de HIF-1a.

(Continua)
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Tabela 7 - Efeitos antitumorais da diosgenina em células tumorais de outros tipos.
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(Conclusio)
Primeiro Modelo Tempos Biomarcadores avaliados
experimental Doses testadas P Efeitos observados , Mecanismos de acdo encontrados
autor e ano o avaliados (genes e proteinas)
utilizado
132 uM Efeito supressivo sinérgico da diosgenina
. K 1 (CCK-8) | (ptn) EZH2, RhoA, combinada com o inibidor de EZH2, GSK16,
Monocamada: AGS  (diosgenina + roliferagdo; T G1/GO; ROCK, N-caderina na proliferacdo, migragdo e invasdo celular
Liu (2020b) e SGC-7901 (cancer ~ GSK126 - 24.72n P §a0; 12 > RUMR, a prolrieragao, migrag \ :
- S 1 apoptose; | vimentina e fibronectina; T Estes efeitos podem estar associados a
gastrico) inibidor de . . ~ . . - . .
EZH2) migracdo; | invasio (ptn) E-caderina inibicdo da transicdo epitélio-mesenquimal
mediada por EZH2 via RhoA/ROCK
Hernandez- Monocamada: | (cristal violeta) L ~
Vézquez HeLa e CaSki 20-80 uM 24h proliferagdo, <> 1 (ptn) caspases—S’, -8¢-9 Morte~ celular: inducdo da apoptose com
A . ativadas ativagdo das caspases -3, -8 ¢ -9.
(2020) (cancer cervical) necrose, T apoptose
Stefanowicz- Monocamada:
Hajduk  HeLaeSKOV-3  1-50 pg/mL 24n  H(MITeRTCA) . .
N L. viabilidade
(2021) (cancer ovario)
Monocamada: Hela L (MTT) viabilidade, 1 1 (ptn) caspase-3; <> (ptn) Morte celular: apoptose por meio da
Huo (2004) (cancer cervical) 15-120 M 12-36h apoptose, 1 sub- caspase-8; | (ptn) Bcl-2  ativagdo das caspases -3 e -9
GO/G1, | MMP pase-o, ¢ {p vag P :
Monocamada: | (MTT) viabilidade; | (ptn e mRNA) EZH2; | C;f;gaci‘;”f‘;gs“g’;/ﬁ°§14‘:)lzlrl Ipoplose ¢
Guo (2019)  Patu8988 e Panc-1 25-100 uM 48-72h 1 apoptose; 1 G2/M; | (ptn) vimentina; 1 (ptn) p ’ )

(cancer de pancreas)

migracdo; | invasdo

PTEN

reducdo na migracdo e invasdo. Estes efeitos
estdo associados com a inibi¢do de EZH2.

Notas: 1 maior/aumento; | menor/reducio; <> sem efeito.

Fonte: O proprio autor.
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A DG se destaca ainda pela sua capacidade em atuar de maneira seletiva nas células
tumorais (LIAO et al., 2020; LIU et al., 2020; LI et al., 2021), inibir as células tronco do cancer,
conhecidas por sua quimioresisténcia (BHUVANALAKSHMI et al., 2017) e potencializar os
efeitos antitumorais dos quimioterapicos paclitaxel (CHANG et al., 2007; LI et al., 2010) e
doxorrubicina (LI et al., 2010). Os estudos indicam que a associacdo da DG a esse ultimo
quimioterapico pode ser uma estratégia eficaz na terapia do cancer, pois a DG aumentou os
efeitos pro-apoptdticos da doxorrubicina nas células C3A de carcinoma hepatocelular (LI et al.,
2010) e reduziu os efeitos cardiotoxicos desse quimioterapico em roedores (CHEN et al., 2015).

Apesar da DG apresentar baixa toxicidade em diferentes tecidos nos estudos com
roedores (LI et al., 2021; MAO et al., 2019), sabe-se que essa sapogenina esteroide ¢ capaz de
aumentar a frequéncia de micronucleos e de gerar danos ao DNA em células metabolizadoras
de carcinoma hepatocelular (HepG2), o que sinaliza a necessidade de estudos toxicologicos
para uma melhor compreensdo do potencial genotoxico dessa molécula (CRUZ et al., 2018).
Outro fator que pode limitar o uso clinico da DG ¢ a sua baixa biodisponibilidade oral
demonstrada em estudos farmacologicos com roedores e humanos (OKAWARA et al., 2014;
CAYEN et al., 1979). A baixa biodisponibilidade da DG pode estar associada a sua baixa
solubilidade em agua (0,7 ng/mL) e a sua extensa biotransforma¢do enzimatica (OKAWARA

etal., 2013; CAYEN et al., 1979).

2.5 CULTURA CELULAR TRIDIMENSIONAL (3D)

As pesquisas inclinadas ao desenvolvimento de novos farmacos totalizam, desde a
concepcao de uma ideia original até o langamento de um produto final, um alto consumo de
recursos financeitos e de tempo, podendo atingir de 12 a 15 anos de estudos. Somado a isso,
uma grande porcentagem dos candidatos farmacologicos que foram bem-sucedidos nos testes
pré-clinicos falha nos estudos clinicos (HUGHES et al., 2011). Para exemplificar, nos ensaios
clinicos de fase II e III, mais da metade das falhas sdo associadas a eficacia e cerca de um tergo
a seguranca dos compostos testados, sendo a oncologia a area terap€utica com maior
participagdo nestas falhas (29,5%) (ARROWSMITH; MILLER, 2013).

Em geral, os testes pré-clinicos de candidados farmacologicos sdao inicialmente
conduzidos em modelos de estudos in vitro, principalmente em células cultivadas em
monocamada (bidimensional ou 2D) e, posteriormente em modelos animais (in vivo)

(LANGHANS, 2018). No modelo de cultura em 2D, as células crescem e se proliferam aderidas
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a uma superficie plana e rigida, condi¢do essa considerada pouco fisioldgica e pouco
representativa do complexo microambiente tecidual em que as células estdo naturalmente
inseridas (LANGHANS, 2018). Como efeito, as respostas bioldgicas coletadas nesse modelo
nem sempre encontram correspondéncia com aquelas coletadas in vivo (RAVI et al., 2015).
Desta maneira, existe um esfor¢o cientifico para aperfeicoar os modelos de cultura de células,
no sentido de estreitar a lacuna existente entre os modelos de cultura 2D e in vivo nos testes de
farmacos candidatos, tornando-os fisiologicamente mais representativos (RAVI et al., 2015).

E nesse cenario que os sistemas de cultura tridimensional (3D) foram desenvolvidos. O
modo tridimensional com que as células se organizam nessas culturas celulares mimetiza
diferentes caracteristicas do tecido humano como a morfologia natural das células, as interagdes
célula-célula e célula-matriz extracelular (EDMONDSON et al., 2014). Estas caracteristicas
tecido-especificas influenciam na expressdo de genes e proteinas (KENNY et al., 2007;
MELISSARIDOU et al., 2019), na sensibilidade a compostos quimicos (MELISSARIDOU et
al., 2019; GASKELL et al., 2016) e na proliferacdo, diferenciagdo e metabolismo celular
(LAGIES et al., 2020; GASKELL et al., 2016). Por estas razoes, as culturas celulares 3D
ganham destaque no estudo da eficécia e toxicidade de candidados farmacoldgicos ao fornecer
dados fisiologicamente mais relevantes e preditivos para os modelos de estudo in vivo (RAVI
etal., 2015; EDMONDSON et al., 2014).

Diferentes técnicas podem ser empregadas para a obtencdo de diferentes modelos de
cultura 3D, sendo comuns aquelas destinadas a obter agregados celulares de formato esférico,
conhecidos como esferoides (EDMONDSON et al., 2014). Uma dessas técnicas ¢ conhecida
como técnica de sobreposi¢ao liquida (LOT) (METZGER et al., 2011), uma técnica de baixo
custo e facil manuseio, a qual se baseia no cultivo celular em uma superficie ndo aderente
formada por diferentes materiais como o agar ou a agarose (YUHAS et al., 1977; METZGER
etal., 2011). A superficie ndo aderente permite a formagao de interagdes célula-célula, levando
a formacao de esferoides (COSTA et al., 2018). Esta técnica pode ser utilizada para a obtengao
de esferoides de células tumorais e serve de modelo para o estudo das propriedades antitumorais
de diferentes compostos naturais (BEHESHTT et al., 2021; SALEHI et al., 2020; JAMALI,
KAVOOSI; ARDESTANI, 2020).

Os esferoides tumorais além de apresentarem caracteristicas tecido-especificas,
também melhor representam a heterogeneidade de células observadas em tumores sélidos in
vivo (EDMONDSON et al., 2014). A auséncia de vasculatura nos esferoides mimetiza uma
limitag¢@o observada em areas pouco vascularizadas de tumores sélidos em relagao a difusdo de

oxigénio, nutrientes e fatores de crescimento para o interior e a difusdo de metabolitos para o
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exterior do aglomerado de células, favorecendo a formagao de trés camadas celulares distintas:
uma zona de proliferagdo celular externa, uma zona de células quiescentes intermedidria € um
nucleo de células necroéticas interna (EDMONDSON et al., 2014; ZANONI et al., 2016) (Figura
9). Tal limitagdo ¢ agravada quanto maior o volume e grau de compactacao dos esferoides

(IMAMURA et al., 2015).

~ CO,, metabdlitos

O,, nutrientes e
fatores de crescimento

Zona de Proliferagéo +——————

Zona quiescente
de células viaveis

Nuicleo Necrético +—— <

Figura 9 — Representacdo do microambiente dentro de um esferoide. A zona de células proliferativas, a zona
quiescente de células viaveis ¢ o nucleo necrético sdo formados pela redugdo gradativa da difusdo de oxigénio,
nutrientes e fatores de crescimento para dentro do esferoide e redugdo gradativa da difusdo de metabdlitos e gas
carbonico para fora do esferoide.

Fonte: LIN; CHANG, 2008 com modificagdes.

A difusdo limitada de oxigénio ainda cria uma condicdo de hipdxia que favorece
adaptacdes celulares semelhantes aquelas observadas em tumores in vivo que resultam em uma
maior predomindncia no metabolismo glicolitico (RODRIGUES-ENRIQUEZ et al., 2008;
WARTENBERG et al.,, 2010; KHAITAN et al., 2006) e em uma maior resisténcia a
quimioterdpicos ao provocar um aumento na populagdo de células em GO e regular
negativamente fatores pro-apoptdticos (IMAMURA et al, 2015) e positivamente
transportadores de efluxo de farmacos, como a glicoproteina P (WARTENBERG et al., 2010).
Ademais, também ¢ observada uma distribui¢do e exposi¢cao desigual de compostos quimicos

nas células dos esferoides em razao da organizagao tridimensional das céluals (EDMONDSON
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et al., 2014). Sendo assim, os esferoides celulares figuram como um importante modelo in vitro

para o estudo das propriedades anticancer de compostos quimicos.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos antiproliferativos da diosgenina (DG) nas células de carcinoma

pulmonar NCI-H460 em modelos de cultura 2D e 3D.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

v

Determinar as concentragdes inibitorias 12,5, 25 ¢ 50 da DG por meio do uso do
indicador metabolico de células vivas, resazurina, em cultura 2D.

Investigar a atividade da DG em interferir no ciclo celular e em induzir morte celular
em cultura 2D

Verificar a propriedade da DG em induzir multinucleagdo em cultura celular 2D.
Avaliar o potencial da DG de inducdo de estresse oxidativo e de danos no DNA em
cultura 2D.

Avaliar os mecanismos moleculares antiproliferativos da DG, por meio da quantificagdo
de transcritos de genes alvo em cultura 2D.

Avaliar a atividade da DG em inibir a prolifera¢do celular em cultura 3D de esferoides,
por meio da avaliacdio do volume, morte celular, recuperacdo da proliferagdo e o

crescimento clonogénico das células.
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ARTIGO

Diosgenina interfere em vias de regulacao da citocinese e da necroptose para inibir a
proliferacio de células de carcinoma de pulmao NCI-H460

Matheus Felipe da Silva'*, Luan Vitor Alves de Lima', Liana Martins de Oliveira', Simone
Cristine Semprebon'; Nayane Oliveira Silva!, Amanda Passuello de Aguiar', Mario Sérgio
Mantovani'.

1 Departamento de Biologia Geral, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual de Londrina, Parana,
Brasil.

RESUMO

O cancer de pulmao ¢ a principal causa de morte por cancer no mundo, sendo assim, terapias
mais eficazes sdo necessarias. A diosgenina (DG) ¢ um promissor composto com atividade
anticancer que pode regular diferentes vias moleculares envolvidas na formagao e na evolucao
de tumores. No entanto, a atividade biologica da DG no céncer de pulmdo ainda ndo ¢
completamente compreendida. Neste estudo, investigamos a atividade antiproliferativa da DG
nas células de carcinoma de pulmao NCI-H460. Analisamos a viabilidade celular, frequéncia
de células multinucleadas, concentragdo celular, mudancas no ciclo celular, indugdao de morte
celular, producao de EROs intracelular e danos no DNA nuclear, relacionando os resultados
com a expressao de genes. Também avaliamos a atividade da DG em alterar o volume, induzir
morte celular e inibir a recuperagdo da proliferagdo e crescimento clonogénico em esferoides
de células NCI-H460. Observamos que a DG reduziu a viabilidade celular e concentracao
celular, aumentando a frequéncia de células com multiplos ntcleos, principalmente
binucleadas, relacionada com a fusdo das células-filhas. Este efeito foi relacionado com a
inibicdo de genes reguladores da citocinese RAB35, BIRC5 e AURKB. Ainda, a DG induziu
morte celular, aumentando a permeabilidade da membrana, tumefacao celular e rompimento da
membrana plasmatica. Os mecanismos de citotoxicidade da DG foram relacionados com o
aumento da producao de EROs intracelular e da expressao dos genes RIPK3, MLKL e HSPAS,
além da inibi¢do do gene TRAF2, os quais regulam a morte celular por necroptose. Além disso,
a DG aumentou o volume dos esferoides multicelulares, induziu morte celular nesses esferoides
e inibiu a recuperagao da proliferacdo e crescimento clonogénico das células. Concluimos que
a DG apresenta potencial antiproliferativo em células de carcinoma de pulmao humano, o que
pode contribuir para o desenvolvimento de novas terapias oncoldgicas.

Palavras-chave: Citocinese; Fitoquimico; Necroptose; Sapogenina; Poliploidia.

1 INTRODUCAO

Em 2020, houve 2,2 milhdes de novos casos de cancer de pulmao, com 1,8 milhdes de
mortes, tornando-o o segundo tipo de cancer mais comum e o primeiro em mortalidade
globalmente (FERLAY et al., 2020a). Cerca de 80-85% dos canceres de pulmao sdo de células
nao pequenas (CPCNP), que se dividem nos trés principais subtipos histologicos:
adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas e carcinoma de células grandes

(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2022). Apesar dos avangos no diagndstico e tratamento, a
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estimativa ¢ que a mortalidade por cancer de pulmao em 2040 seja 1,67 vezes maior do que em
2020, destacando a necessidade urgente de desenvolver terapias mais eficazes (TRAVIS et al.,
2015; BAXEVANOS; MOUNTZIOS, 2018; FERLAY et al., 2020b).

Pacientes com CPCNP frequentemente recebem quimioterapia que visa impedir a
divisdo celular por meio do uso de drogas antimitoticas como taxanos e alcaldides da vinca
(CHOUDHARI et al., 2020). No entanto, a resisténcia a essas terapias limita sua eficacia e ha
um interesse crescente em desenvolver novos agentes antimitoticos de origem natural (CUI et
al., 2020; LI et al., 2011; ZHANG; YANG; GUO, 2017). Inibir a citocinese, o processo final
da divisdo celular, pode ser uma abordagem promissora para o tratamento do cancer
(MCKENZIE; D’AVINO et al., 2016). A falha na citocinese resulta em células multinucleadas
que podem ser visadas por compostos que induzem desagrupamento dos centrossomos
(KARNA et al., 2011; YAN et al., 2022) ¢ tém atividade antioxidante (ROH; MEER;
ABDULKADIR, 2012). A quercetina e a acovenoside A sdo exemplos de fitoquimicos com
atividade antiproliferativa em células de CPCNP por impedir a conclusdo da citocinese
(KLIMASZEWSKA-WISNIEWSKA et al., 2017; EL GAAFARY et al., 2017).

A resisténcia a apoptose ¢ uma das marcas registradas do cancer e um importante
mecanismo para o desenvolvimento de resisténcia a terapias (HANAHAN; WEINBERG, 2011;
NEOPHYTOU et al., 2021). Por esses motivos, vias de morte nao-apoptdticas sdo alvos
promissores para tratamentos anticancer (KOREN; FUCHS, 2021). A necroptose ¢ uma forma
de necrose regulada geneticamente que envolve a ativagdo das proteinas RIPK3 (receptor
interacting protein kinase-3) e MLKL (mixed lineage kinase domain-like) (GALLUZZI et al.,
2018). Estudos sugerem que a indu¢ao da necroptose ¢ uma abordagem terapéutica promissora
no cancer para inibir a progressao tumoral (SNYDER et al., 2019; HAN et al., 2018). Os
fitoquimicos tém sido estudados por sua capacidade de induzir diferentes modalidades de morte

celular, incluindo a necroptose em células de CPCNP (LIN et al., 2021; SUN et al., 2019).

A diosgenina (DG) ¢ uma sapogenina esteroidal produzida por varias plantas, incluindo
Trigonella foenum-graecum L., Heterosmilax yunnanensis, Costus speciosus € plantas do
género Dioscorea (CHAUDHARY et al., 2018; JAHFAR et al., 2008; YI et al., 2014). Em
plantas, a DG ¢ encontrada principalmente na forma glicosilada, conhecida como saponina
(CHAUDHARY et al.,, 2018). Estudos pré-clinicos mostram que a DG tem atividade
farmacoldgica promissora no tratamento de diabetes, doengas cardiovasculares e neuroldgicas,
além de ser um potencial agente anticancer (SEMWAL et al., 2022). A DG tem a capacidade

de afetar diferentes alvos moleculares em células tumorais, inibindo o ciclo celular, induzindo
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a apoptose, inibindo a migragdo e a invasao (LIU et al., 2020; HUANG et al., 2019; MAO et
al., 2019; ZHANG et al., 2019). Em células de adenocarcinoma de pulmao (A549), a DG induz
danos ao DNA, apoptose, parada do ciclo celular em G1 e aumenta a sensibilidade das células

a cisplatina, um quimioterapico (XU et al., 2019; WANG et al., 2022).

Os efeitos biologicos da DG em modelos de carcinoma de células grandes de pulmao
ainda ndo sdo conhecidos. Esse tipo de carcinoma representa 5% a 10% dos casos de cancer de
pulmao (DUMA et al., 2019). Trata-se de células pouco diferenciadas, que tendem a crescer e
se espalhar rapidamente, o que pode tornar o tratamento dificil (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2023). Além disso, efeitos anticincer da DG em modelos de cultura de células 3D
sdo pouco explorados (DA SILVA et al., 2022). Modelos de cultura 3D tém vantagens sobre os
modelos de cultura 2D, pois melhor mimetizam o contexto tecidual, incluindo interagdes célula-
célula e célula-matriz extracelular (EDMONDSON et al., 2014). Esferoides de células tumorais
sdo um tipo de modelo 3D que recapitula a heterogeneidade de células observada em tumores
avasculares ou pouco vascularizados, devido a um gradiente de difusdo de oxigénio, nutrientes
e metabdlitos, que favorece a formagdo trés camadas de células distintas: uma zona de
prolifera¢do celular externa, uma zona de células quiescentes intermedidria e um nucleo de
células necroticas interno (EDMONDSON et al., 2014; ZANONI et al., 2016). Portanto, esse
estudo visa avaliar os efeitos antiproliferativos da DG em modelos de cultura 2D e 3D de células

NCI-H460 de carcinoma de pulmao de grandes células.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 CULTURA DE CELULAS E AGENTES QUIMICOS

A linhagem celular NCI-H460 foi obtida da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), Brasil, e testada negativa para micoplasma por RT-qPCR. As células foram
cultivadas em frascos de 25 cm? contendo 10 mL de Minimum Essential Medium (MEM,
Gibco®, CAT. 41500-034) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF, Gibco®, CAT.
12657-029), 10 mM de piruvato de soédio (C3H3NaO;, Gibco®, CAT. 11360-070) e 1% de
antibidtico/antimicotico (Gibco®, CAT. 15240-096), em estufa umidificada a 37°C e 5% de
COz. Antes dos tratamentos, as células foram incubadas por 24 horas para estabilizacdo e a
viabilidade celular, monitorada por azul de tripan no Cell Counter LifeTechnology®,

permaneceu acima de 80%.
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A DG (C27H4203, Sigma-Aldrich-Brasil, CAS: 512-04-9) foi dissolvida em etanol
absoluto (CoHsOH, Emsure®, CAT: 64-17-5) a uma concentracao de 20 mM, armazenada a -
20°C e diluida em meio de cultura antes dos tratamentos. O etanol absoluto nao ultrapassou
0,22% nos ensaios com cultura em monocamada ¢ 0,44% nos ensaios com cultura 3D, e essas
porcentagens foram usadas nos controles de veiculo dos respectivos ensaios. O quimioterapico
Doxorrubicina (DOX, Pharmacia; CAS: 23214-92-8) foi usado como controle positivo em
uma concentracdo de 8 uM nos ensaios de metabolismo da resazurina, Cometa, volume
(crescimento) e clonogénico. O quimioterdpico Camptotesina (CPT, Sigma-Aldrich, CAT.

C9911) foi usado em uma concentragao de 10 uM no ensaio de apoptose.

2.2 AVALIACOES EM SISTEMA DE CULTURA 2D

2.2.1 Ensaio De Viabilidade Celular (Metabolismo Da Resazurina)

A viabilidade celular foi avaliada por meio do ensaio que tem como principio a conversao
metabolica da resazurina ao composto fluorescente resorufina (O'BRIEN et al., 2000). Foram
semeadas 2,5x10* células em placas de 48 pocos e adicionado as concentracdes de 30, 40, 50,
60 e 70 uM da DG. Apos 24 h de tratamento, foi descartado o sobrenadante, as células
incubadas por 2 h em 200puL/poco da solugdo de resazurina (60 pM) diluida em meio de cultura
sem SBF e, em seguida, mensurada a fluorescéncia no instrumento Glomax® (520 nm de
excitacdo e 580/40 de emissdo, Promega). Conduziu-se o ensaio em trés repeticdes biologicas
e 6 replicatas para cada tratamento. Os dados de viabilidade foram expressos pela formula:
[(média de fluorescéncia do tratamento / média do controle de veiculo) x 100]. A viabilidade
do controle de veiculo foi considerada como 100%. As concentracdes inibitorias (IC) 50, 25 e
12,5 foram calculadas com o software estatistico GraphPad 9.0 e o coeficiente de correlagdo

linear de Pearson com o software estatistico RStudio.

2.2.2 Microscopia De Time Lapse

A dinamica de resposta das células expostas a DG foi monitorada por microscopia de
time lapse. Para essa analise, uma densidade de 2,5x10° células foram semeadas em placa de
seis pogos e tratadas com o IC50 da DG. Durante um periodo de 24 h de tratamento, a placa
permaneceu incubada em uma camara de cultura (EVOS Onstage Incubator), umidificada a
37°C e 5% de CO; e as imagens foram capturadas a cada 3 min dos pogos com 0 microscopio

EVOS® FL Auto Cell Imaging System (Thermo Fisher) no aumento de 400x.
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2.2.3 Coloragao De Células Multinucleadas Por Coloragao de Giemsa

Neste estudo, foram investigados os efeitos da DG na frequéncia de células
multinucleadas por meio da coloragdo de Giemsa. Foram semeadas 5x10* células em placas de
12 pogos, submetidas ao tratamento com os valores de IC50, IC25 e IC12,5 da DG durante um
periodo de 24 horas. Apos o tratamento, as células foram lavadas duas vezes com PBS
(phosphate buffered saline), fixadas em solucdo 3:1 de metanol e 4cido acético durante 1 min,
coradas com solucao 1:10 de tampao de Sorensen e Giemsa por 10 min, ¢ imagens foram
capturadas com um microscopio EVOS® FL Auto Cell Imaging System (aumento de 200x).
Foram contabilizadas um total de 1000 células/tratamento/repeti¢do, considerando apenas
células com limites de membrana plasmatica distinguiveis das células adjacentes. Nao foram
contabilizados micronticleos como nucleos, e apenas nucleos com limites nucleares
distinguiveis dos outros nlicleos foram considerados na contagem (FENECH et al., 2003). O
percentual de células mononucleadas, binucleadas e nimero de nucleos maior que 2 (>2
nucleos) foi obtido pela férmula: [(nimero de células multinucleadas/1000)x100]. Trés

repeti¢des biologicas foram realizadas.

2.2.4 Concentragao Celular E Analise De Fases Do Ciclo Celular

A concentracdo celular (células/mL) foi determinada no citometro de fluxo Guava®

easyCyte (Merck Millipore, USA). Foram semeadas 2,5x10° células em placas de seis pogos e
os tratamentos feitos com o IC50, IC25 e 1C12,5 da DG por 24h. Foram realizadas trés

repeticoes bioldgicas e 10000 eventos foram adquiridos para cada amostra.

A distribuicdo do percentual de células com diferentes conteidos de DNA foi avaliada
no citdmetro de fluxo Guava® easyCyte (Merck Millipore, USA). A densidade de 2,5x103
células foi semeada em placas de seis pocos. No tempo de estabilizagdo (24 h), as células
permaneceram sem SBF para a sincronizacao na fase GO do ciclo celular. Ao final do periodo
de 24 h de tratamento com o IC50, IC25 e IC12,5 da DG em meio completo, as células foram
tripsinizadas, centrifugadas (1000 rpm por 5 min) e ressuspendidas em PBS. Uma quantidade
de 100 pL da suspencdo celular foi a adicionada a 100 pL de solug¢do de citrato de sodio
(0,1%)/Triton X-100 (0,1%) e 2,5 puL de iodeto de propidio (50 ug/mL) para a permeabilizacao
das membranas celulares e a coloracio do DNA, respectivamente. Foram realizadas trés

repeti¢des biologicas e adquiridos 5000 eventos para cada amostra.
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2.2.5 Ensaio De Apoptose

A morte celular foi avaliada no citdometro de fluxo Guava®

easyCyte (Merck Millipore,
USA) no ensaio baseado na ligagdo da Anexina V a fosfatifilserina nas células apoptoéticas e na
difusdo do 7-AAD através da membrana das células mortas. Foram semeadas 2,5x10° células
em placas de seis pogos e tratadas com o IC50, IC25 e IC12,5 da DG por 24 h. Apos, as células
foram tripsinizadas, centrifugadas (1000 rpm por 5 min) e ressuspendidas em PBS. O kit de
apoptose Guava Nexin (Merck Millipore 4500—-0450) foi utilizado. Para a coloragao, 2 puL de
Anexina V e 2 uL de 7-AAD foram adicionados a suspensao celular, que foi deixada protegida

da luz por 15 min. Foram realizadas trés repeti¢cdes bioldgicas e adquiridos 10000 eventos para

cada amostra.

2.2.6 Avalia¢ao Da Produgao De EROs Intracelular

A produgio de EROs intracelular foi estimada no citdmetro de fluxo Guava® easyCyte
(Merck Millipore, USA) por meio da fluorescéncia do DCF (2',7'-dichlorofluorescein),
formado por meio de rea¢des de hidrdlise por esterases e oxidagdo por EROs intracelular a
partir do composto H:DCFDA (2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate) (ERUSLANOV;
KUSMARTSEYV, 2010). Semeou-se em placas de seis pogos 2,5x10° células, que foram tratadas
com o IC50, IC25 e IC12,5 da DG por 12 h. Apos isso, 0 meio de cultura foi removido dos
pocos, que foram lavados duas vezes com PBS. Em seguida, uma solu¢do de 10 uM de
H>DCFDA foi adicionada a cultura celular, a qual foi deixada em estufa umidificada a 37°C e
5% de CO; por 30 min. Ao término do periodo de incubacdo, os pocos foram lavados duas
vezes com PBS e as células colhidas com solugdo de Accutase® (Sigma-Aldrich, Cat. No.
A6964), centrifugadas (1000 rpm por 5 min.) e ressuspendidas em PBS. Foram realizadas trés
repeticdes bioldgicas e adquiridos 10000 eventos para cada amostra. Os dados foram expressos
por intermédio da razdo entre a média da intensidade de fluorescéncia do tratamento e a média

de fluorescéncia do controle.

2.2.7 Ensaio Do Cometa

O potencial efeito da DG em produzir danos no DNA foi avaliado pelo ensaio do
Cometa (COLLINS et al., 2008). Em tubos de proliferagio (10 cm?), foram semeadas 2,5x10°
células, que foram tratadas com o IC50, IC25 e IC12,5 da DG por 6 h. O tempo de tratamento
foi baseado no estudo de Da Silva et al., (2022), pelo qual danos genotdxicos foram observados

em células de carcinoma hepatocelular (HepG2/C3A) tratadas com a DG nesse tempo. As
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proximas etapas do ensaio de preparo de células e das l1aminas, eletroforese e coloragdo foram
descritas no protocolo de Biazi et al., (2020) com modificagdes, pois uma concentragao de 0,8%
de agarose foi utilizada no protocolo do presente estudo. Foram feitas capturas de imagens de
nucleoides para cada tratamento com o microscopio de fluorescéncia EVOS® FL Auto Cell
Imaging System (Thermo Fisher) no aumento de 200x. O percentual de DNA na cauda foi
estimado para 100 nucleoides/tratamento utilizando o software CometScore™. Para esse

ensaio, foram realizadas trés repeti¢des biologicas.

2.2.8 Quantificacdo Relativa De mRNA Por RT-qPCR

Os mRNA dos genes alvo foram quantificados por meio das reagdes da Transcriptase
Reversa seguida da Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-qPCR). Para tanto,
2,5x10° células foram semeadas em placas de seis pocos, as quais foram tratadas com o IC50
da DG por 12 h. O RNA foi extraido e isolado utilizando o RNeasy Mini kit (Qiagen, Valencia,
CA, USA), de acordo com as recomendagdes do fabricante. A integridade e a pureza das
amostras de RNA foram certificadas, respectivamente, por eletroforese em gel de agarose (1%)
e pela razdo de absorbancia no UV (A260 nm/A280 nm), obtida no Biodrop pLite (Biochrom),
devendo estar dentro do intervalo entre 1,9 e 2,1. As concentragdes de RNA foram mesuradas
no Biodrop pLite (Biochrom) e corrigidas para 1000 ng/uL para posterior sintese das moléculas
de DNA complementar (cDNA), como descrito por Zanetti et al., (2018). Os cDNA foram
sintetizados em triplicata e os produtos incorporados para a obten¢do de uma Uinica amostra. As
reacdes de PCR foram preparadas em tubos de reagdo que continham 5 pL de cDNA (1:10),
0,5 uL de cada primer (forward e reverse) e 5 uL de QuantiNova™ SYBR Green PCR Master
Mix (Qiagen Cat. No. 157036645). Um total de 35 ciclos reacdo ocorreram no termociclador
CFX96 TOUCH™ (Bio-rad Laboratories, USA) nas condi¢des, para cada ciclo, de 95°C por 15
s, 72°C por 20s e 55°C por 20 s. Ao término das reacdes, a especificidade das amplificacdes e
a presenca de dimeros de primers foram monitoradas por meio da curva de dissociagdo,
produzida a partir do aumento gradual da temperatura (0,5°C/s) de 55°C até¢ 95°C. Foram
avaliadas as expressdes de genes alvos que regulam o ciclo celular (BIRCS5, AURKB, PRCI,
SESNI, RAB35, OCRL, APC, CHEKI, CDKI ¢ CCNBI), a morte celular (NFKBI, TNF,
TRAF2, HSPAS, RIPKI, RIPK3, MLKL, BCL2, BBC3 e CASPS), a autofagia (MTOR, BECN1
e SOSTM1) e as respostas a danos ao DNA (ATM, GADD45G e H2AFX), ao estresse oxidativo
(GPX1 e SODI) e ao estresse de reticulo endoplasmatico (RE) (GADD153, EIF2AK3 e ERNI)

(Tabela S1 do apéndice A). Para esse ensaio, foram realizadas trés repeti¢cdes bioldgicas.
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2.3 ENsAIOS DE CULTURA TRIDIMENSIONAL (3D)

2.3.1 Método De Obtengao Dos Esferoides

Os efeitos antiproliferativos da DG foram testados em esferoides multicelulares, que
foram produzidos por meio da técnica de sobreposicao liquida descrita por Yuhas et al. (1977).
Essa técnica se baseia no crescimento de células tumorais em um meio liquido e superficie nao
aderente. Para esse ensaio, foram adicionados 50 uL/poco de solugao de agarose de baixo ponto
de fusdo (1,5%), dissolvida em meio de cultura MEM sem SBF, em placas de 96 pogos. Um
total de 3000 células/poco foi cultivado em 150 pL/poco de meio de cultura. Em seguida, as
placas foram centrifugadas (2500 rpm por 1 min e 40 s) e deixadas em estufa umidificada a
37°C e 5% de CO; durante 4 dias para a formag¢ao dos esferoides (periodo de esferoidizacao).

Os tratamentos ocorreram a partir do quarto dia de esferoidizagdo.

2.3.2 Ensaio De Crescimento (Volume)

Os esferoides foram tratados com o IC50 e 2 x IC50 da DG para a avaliagdo do
crescimento. Ao fim de cada um dos periodos de tratamento de 24 h, 48 h e 72 h, foram feitas
capturas de imagens dos esferoides com o microscopio de fluorescéncia EVOS® FL Auto Cell
Imaging System (Thermo Fisher) no aumento de 100x. Os volumes dos esferoides foram obtidos
nos softwares Anasp e Revisp (PICCININI et al., 2015; PICCININI; TESEIL; BEVILACQUA,
2016). Para esse ensaio, foram realizadas trés repeticoes € mensurado o volume de seis

esferoides por tratamento.

2.3.3 Avalicao Da Morte

A morte celular foi avaliada nos esferoides tratados com o IC50 e 2x IC50 da DG por
24 h. A metodologia de avaliagdo da morte nos esferoides foi baseada nos achados do estudo
de Zanoni et al. (2016), que demonstraram a presenca de uma zona de células vidveis e de uma
zona de células mortas bem definidas em esferoides multicelulares. Logo, os marcadores de
viabilidade celular diacetato de fluoresceina (FDA) e iodeto de propideo (PI) foram utilizados
para a caracterizacao dessas zonas. A morte celular foi avaliada qualitativamente pela maior ou
menor presenga de células mortas na camada de células vidveis dos esferoides. As imagens
foram capturadas com o microscopio EVOS® FL Auto Cell Imaging System (Thermo Fisher)

no aumento de 100x.
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2.3.4 Recuperagdo Da Proliferagdo Nos Esferoides

Os esferoides foram tratados com o IC50 e 2x IC50 da DG por 24 h. Apds o tratamento,
os esferoides foram transferidos para uma placa de 48 pocos com superficie aderente e
incubados (37°C e 5% de CO») por 24 h para a avaliacdo da recuperacdo da proliferacao celular
na auséncia de tratamento. A area do halo de proliferacdo formado foi obtida pela férmula: area
(um?) do halo de proliferacio — area (um?) do esferoide. As areas foram avaliadas no software

EVOS® FL Auto Cell Imaging System (Thermo Fisher).

2.3.5 Ensaio Clonogénico Em Esferoides

O crescimento clonogénico das células dos esferoides foi avaliado por meio do ensaio
clonogénico. Apds o periodo de esferoidizagdo, os esferoides foram tratados com o IC50 e 2x
0 IC50 da DG por 24 h. Logo ap0s, cinco esferoides de cada tratamento foram transferidos para
microtubos (1,5 mL), onde foram centrifugados (6000 rpm por 10 s) e o sobrenadante removido
em seguida. Aos tubos foi adicionado 250 uL de Accutase® (Sigma-Aldrich, Cat. No. A6964)
e a solucdo gentilmente agitada 10 vezes com micropipeta. Os tubos foram deixados em
agitacdo no Themo-Shaker por 10 min e a 37°C para a dissociagdo das células dos esferoides.
Em seguida, a solugdo foi gentilmente agitada 10 vezes com micropipeta, centrifugada (6000
rpm por 10 s) e o sobrenadante removido. As células foram ressuspendidas em meio de cultura
MEM, semeadas em placas de 12 pocos (500 células/pogo) e incubadas a 37°C e 5% de CO2
por um periodo de 5 dias para a formagao das colonias. Apds esse periodo, uma solugdo de
resazurina (60uM), diluida em meio de cultura sem SBF, foi adicionada aos pocos. Apos 2h de
incubagdo, a fluorescéncia foi mensurada no instrumento Glomax® (520 nm de excitag¢do e
580/40 de emissao, Promega). Por fim, as colonias foram fixadas em solucdo 3:1 de metanol e
acido acético e coradas em solucao de 0,5% de cristal violeta. Para esse ensaio, trés repeticdes

bioldgicas foram realizadas.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos ensaios foram expressos como médias = desvio padrdo de trés
repeticdes experimentais. A significdncia das médias foi testada por meio da Andlise de
Variancia (ANOVA) one-way seguida do teste Tukey para o ensaio da resazurina e do teste de
Dunnett para os demais ensaios, exceto RT-qPCR, considerando a diferenca significativa
quando p < 0,05. As pressuposi¢oes da ANOVA de independéncia (teste de Durbin Watson),

normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e homogeneidade (teste de Levene) dos residuos foram
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verificadas e atendidas (p > 0,05). Os valores de Cq (quantification cycle), obtidos no ensaio
de RT-qPCR, foram normalizados com os valores de Cq do gene constitutivo RPLP0. O fold
change foi calculado por meio do método 242 (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) e os dados
expressos como médias £+ desvio padrao do log2 (fold change). As médias foram comparadas
com teste t de Student bicaudal para amostras ndo pareadas, considerando a diferenca
significativa quando p < 0,05 e valor de log2 (fold change) > 1 ou < - 1. As estatisticas foram

realizadas no software RStudio.

3 RESULTADOS

3.1 DG REDUZ A VIABILIDADE E INDUZ A FORMACAO DE VACUOLOS CITOPLASMATICOS NAS
CELULAS NCI-H460 EM SISTEMA 2D

Ap0s o tratamento de 24 h com a DG, houve uma reducdo na viabilidade celular nas
concentracdes (30 pM-70 pM) testadas, e de maneira dose-dependente (r* = 0,89 e p<0,05),
quando comparada com o controle (Figura 1 A e B). Com os dados de viabilidade, foram
determinados os valores de IC12,5 (31,28 uM), IC25 (36,42 uM) e 1C50 (44,36 uM) da DG,
os quais serviram de referéncia para a execugdo dos ensaios subsequentes. Na Figura 1 C, nota-
se uma redu¢do na quantidade de células nas concentragdes a partir de 50 uM, em oposi¢ao as
células controle, enquanto nas concentragdes de 60 uM e 70 pM, as células diminuiram de
tamanho em relagdo as concentragdes de 30 uM e 40 uM, bem como o controle. Ainda, foram
identificados vactolos citoplasmaticos nos tratamentos, exceto no tratamento com 70 uM

(Figura 1 C.1).
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Figura 1 — DG reduz a viabilidade e induz a formagdo de vactiolos citoplasmaticos nas células NCI-H460. (A)
Dados de viabilidade celular percentual média obtidos no ensaio da resazurina, apds 24 h de tratamento com
concentragdes da DG que variaram entre 30uM e 70 uM da DG. (B) Fotomicrografias (aumento de 200x) das
células controle e das células tratadas com concentragdes entre 30 uM e 70 uM da DG por 24 h. (B.1)
Fotomicrografia (aumento de 400x) de células tratadas com 30 uM da DG por 24 h, destacando as células contendo
vactolos citoplasmaticos. As barras de erro representam + o desvio padrio da média de trés repetigdes biologicas.
As letras diferentes indicam médias diferentes, a p < 0,05, definidas por ANOVA seguida de teste Tukey. CV,
controle de veiculo. DOX, doxorrubicina.

3.2 DG REDUZ A CONCENTRACAO CELULAR E AUMENTA O PERCENTUAL DE CELULAS COM O
DoBRO DO CONTEUDO DE DNA EM SISTEMA 2D

A concentragdo celular e o conteido de DNA das células foram estimados no tempo de
24 h. A concentracdo celular (células/mL) apresentou redugdo com uso do IC12,5 (-18,1%),
IC25 (- 19,8%) e IC50 (- 28,1%) da DG quando comparada com o controle (Figura 2 A). No
ensaio de ciclo celular, foi verificado um menor percentual de células na fase S com o uso do
IC12,5 (11,93%), 1C25 (8,43%) e 1C50 (8,73%) da DG, em comparagdo com o controle
(20,67%). Por outro lado, o percentual de células nas fases G2/M, que contém o dobro do

conteudo de DNA em comparacdo com as cé¢lulas nas fases GO/G1, aumentou com o uso do
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IC12,5 (27,4%), IC25 (30,07%) e IC50 (29,3%) da DG, em comparacdo com o controle (18%)
(Figura2 B e B.1).
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Figura 2 — DG reduz a concentragdo celular e altera o contetido de DNA nas células NCI-H460. (A) Concentragio
celular (células/mL) média obtida por citometria de fluxo, apds 24 h de tratamento com o IC12,5, IC25 e IC50 da
DG. (B) Percentual celular médio de células nas fases G0/G1, S e G2/M do ciclo celular, determinados por
citometria de fluxo, ap6s 24 h de tratamento com o IC12,5, IC25 e IC50 da DG. (B.1) Distribuigdo da populagio
de células com diferentes conteudos de DNA, determinada por citometria de fluxo, apés 24 h de tratamento com
0 IC12,5, IC25 e IC50 da DG. As barras de erro representam + o desvio padrio da média de trés repeticdes
bioldgicas. ** (p<0,01) e *** (p<0,001), indicam diferenca na média do tratamento em relagdo ao controle definida
por ANOVA seguida do teste de Dunnett. CV, controle de veiculo. CPT, Camptotecina.

3.3 DG INnDUZ A FUSAO DAS CELULAS-FILHAS E A FORMACAO DE CELULAS MULTINUCLEADAS
EM SISTEMA 2D

Células expostas ao IC50 da DG foram monitoradas por 24 h por microscopia de time-
lapse e comparadas com as células controle (Videos S1 A e B do apéndice C). Enquanto as
células-filhas do controle permaneciam separadas e recuperavam a morfologia caracteristica da
interfase, apds a formagdo do sulco de clivagem na citocinese, algumas células-filhas do
tratamento com DG se fundiam apo6s a separacao pelo sulco de clivagem (Figura 3 A e Videos

S1 C e D do apéndice C). Das 200 células contabilizadas, 9,5% (n = 19) sofreram fusdo das
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células-filhas no tratamento com a DG, ao passo que nenhum evento de fusdo de células foi

contabilizado no controle.

A frequéncia de células multinucleadas, principalmente binucleadas, aumentou
significativamente apds 24 h de tratamento com as concentra¢des testadas da DG, em
comparag¢do com o controle (Figura 3 B e C e Figura S1 A do apéndice B). Observou-se uma
redugio dose-dependente (r>= 0,99 e p < 0,001) na frequéncia média de células mononucleadas
com o IC12,5 (91,43%), IC25 (86,8%) e IC50 (78,93%) da DG, em comparagdo com o controle
(98,47%). Houve um aumento expressivo e dose-dependente (r> = 0,98 e p < 0,05) nas
frequéncias médias de células binucleadas, que foram de 12,94x, 7,64x e 5,03x nos tratamentos
com o IC50, IC25 e IC12,5 da DG, respectivamente, em comparagao com o controle. Além
disso, a frequéncia de células com >2 nticleos aumentou nos tratamentos com o IC12,5 (1,37%),

IC25 (2,27%) e IC50 (2,57%) da DG, em comparagdo com o controle.
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Figura 3 — DG induz a fusdo das células-filhas e a formacdo de células NCI-H460 multinucleadas. (A)
Fotomicrografias (aumento de 400x) de time lapse de células controle e tratada com o IC50 da DG por 24 h. A
ponta de seta vermelha indica as células antes da citocinese. A ponta de seta branca indica as células-filhas sendo
separadas pela formagdo do sulco de clivagem na citocinese. A ponta de seta preta indica as células-filhas ligadas
por membrana em uma fase mais tardia da citocinese. A ponta de seta azul indica a regressdo das células-filhas,
apos serem separadas pelo sulco de clivagem. A ponta de seta amarela indica as células resultantes do processo de
citocinese. (B) Fotomicrografias (aumento de 400x) de células controle e de células tratadas com o IC50 da DG
por 24 h, obtidas ap6s a coloragdo de Giemsa. As setas pretas indicam as células binucleadas e a ponta de seta
preta indica uma célula com quatro nucleos. (C) Percentual de células binucleadas e com nimero maior que 2
ntcleos, determinada por contagem de 1000 células, apds 24 h de tratamento com o IC12,5, IC25 ¢ IC50 da DG e
coloragdo de Giemsa. As barras de erro representam + o desvio padrio da média de trés repeti¢des bioldgicas.
**(p<0,01) e *** (p<0,001), indicam diferenca na média do tratamento em relacdo ao controle definida por
ANOVA seguida do teste de Dunnett. CV, controle de veiculo.
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3.4 DG INDUZ MORTE CELULAR E AUMENTA EROS INTRACELULAR EM SISTEMA 2D

A natureza dos efeitos antiproliferativos da DG também foi investigada quanto a
indu¢do de morte celular no tempo de 24 h. A dupla marcagdo com os corantes FDA e PI, nas
células tratadas com o IC50 da DG, revelou uma maior presenca de células mortas — marcadas
apenas com PI — em comparagdo com o controle (Figura 4 A). No ensaio de morte celular por
citometria de fluxo, a DG aumentou a frequéncia de células mortas de 2,63% no controle para
6,53% no tratamento com o IC50 (Figura 4 B). Houve ainda uma redug¢do na viabilidade celular
de 6,15% com o IC50 da DG em relacdo as células controle (Figura 4 B) e a presenca de
tumefacdo celular (Video S2 A) e rompimento da membrana plasmatica (Video S2 B do

apéndice C) nessa mesma concentragdo da DG (Figura 4 C).

Foi investigada a capacidade da DG em aumentar a producdo de EROs e causar danos
no DNA como mecanismos de acdo citotoxicos. Verificou-se com o IC50 da DG uma maior
concentracdo de EROs intracelular apos 12 h de tratamento em comparacdo com o controle
(Figura 4 D). O ensaio de deteccdo de EROs intracelular mostrou um aumento de EROs com o
IC25 (1,27x) e 0 IC50 (1,35x) da DG, apos 12 h de tratamento em relacdo ao controle (Figura
4 E). No entanto, a DG nao foi genotdxica ap6s 6 h de tratamento, conforme demonstrado no

ensaio do Cometa (Figura 4 F).
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viaveis) e PI (iodeto de propidio, fluorescéncia vermelha que indica o nucleo das células mortas). As setas brancas
indicam as células mortas (nucleo marcado com PI e auséncia de marcagdo com FDA). (B) Percentual das células
viaveis (ndo coradas), apoptoticas (coradas com Anexina V) e mortas (coradas apenas com 7-AAD), obtida por
citometria de fluxo, apds 24 h de tratamento com o IC12,5, IC25 e IC50 da DG. (C) Fotomicrografia (aumento de
400x) das células tratadas com o IC50 da DG por 24 h, destacando células com a membrana plasmatica rompida
e tumefacdo celular. (D) Fotomicrografias (aumento de 200x) das células controle e das células tratadas com o
IC50 da DG por 12 h, obtidas por microscopia de fluorescéncia, indicando a presenga de EROs intracelular
(fluorescéncia verde do DCF). (E) Quantificacdo da intensidade de fluorescéncia relativa do DCF nas células
tratadas com o IC12,5, IC25 e IC50 da DG por 12 h, obtida por citometria de fluxo. (F) Percentual de DNA na
cauda médio de cometas provenientes de células tratadas com o IC12,5, IC25 e IC50 da DG por 6 h, apds o ensaio
do Cometa. O percentual de DNA na cauda dos cometas foi determinado no Sofiware Comet Score 9. As barras
de erro representam + o desvio padrio da média de trés repeti¢cdes biologicas. * (p<0,05), ** (p<0,01) e ***
(p<0,001), indicam diferen¢a na média do tratamento em relagdo ao controle, definida por ANOVA seguida do
teste de Dunnett. CV, controle de veiculo. CPT, Camptotecina. DOX, Doxorrubicina.

3.5 DG MODIFICA A EXPRESSAO DE GENES DE REGULACAO DA CITOCINESE E DA NECROPTOSE
EM SISTEMA 2D

Avaliou-se os efeitos de 12 h de exposi¢do ao IC50 da DG na transcrigdo de genes que
regulam o ciclo celular, a morte celular e a autofagia, assim como as respostas aos danos no
DNA, ao estresse oxidativo e ao estresse de RE. A DG regulou negativamente a expressao dos
genes de controle da citocinese BIRCS5, AURKB, OCRL ¢ RAB35. A expressao dos genes que
regulam a morte celular por necroptose também foi inibida pela DG. Foi observada uma
redu¢do na expressdo do gene TRAF2 e um aumento na expressao dos genes RIPK3, MLKL e

HSPAS5 (Figura 5).
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Figura 5 — DG altera a expressdo de mRNA nas células NCI-H460. Representagdes graficas em colunas dos
valores de expressdo relativa de mRNA relacionados com o ciclo celular, morte celular, danos no DNA, estresse
oxidativo, estresse de reticulo endoplasmatico (RE) e autofagia, obtidos por RT-qPCR, apo6s 12 h de tratamento
com o IC50 da DG. Os valores de Cq (quantification cycle) foram normalizados com os valores de Cq do gene de
referéncia RPLP(. Os resultados foram expressos como log2 (fold change). As barras de erro representam + o
desvio padrdo da média de trés repeticdes bioldgicas. * (p<0,05), ** (p<0,01) e *** (p<0,001), indicam diferenca
na média do tratamento em relacdo ao controle de veiculo, definida por test t de Student e valor de log2(fold
change) > 1 ou < - 1 (linhas vermelhas nos graficos).
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3.6 DG ALTERA A MORFOLOGIA E O VOLUME D0OS ESFEROIDES EM SISTEMA 3D

Na Figura 6 A e 6 B, nota-se nos tempos de 24 h, 48 h e 72 h que os esferoides controle
apresentavam duas zonas celulares distintas e bem definidas: uma zona clara periférica e uma
zona escura central. Os esferoides tratados com o IC50 da DG por 24 h tinham zonas escura e
clara de tamanhos aparentemente semelhantes aos esferoides controle. Contudo, nos esferoides
tratados com 2x IC50, houve um efeito de espessamento da zona clara e uma redu¢do da zona
escura em relacao ao controle. Nos esferoides tratados com o IC50 e 2x IC50 da DG por 48 h,
observa-se esse mesmo efeito, além de uma organizagdo menos compactada das células em
relacdo ao controle. Nos esferoides tratados por 72 h, por sua vez, ocorreu a desagregacao ¢ a
deposicao de células no entorno dos esferoides, especialmente no tratamento com 2x IC50 da
DG (Figura 6 B). Em consequéncia da desagregagdo, a estrutura dos esferoides foi
descaracterizada. Portanto, ndo foram mesurados os volumes médios dos esferoides no tempo
de 72 h, mas apenas nos tempos de 0 h, 24 h ¢ 48 h. No ensaio de volume, os esferoides tratados
com o IC50 da DG por 24 h apresentaram uma redugao de 3,45% no volume médio em relagao
ao controle. Contudo, um aumento no volume médio foi observado nos esferoides tratados com
0 IC50 e 2x IC50 da DG por 48 h, que foram de 6,36% e 67,42%, respectivamente, em relagao

ao controle (Figura 6 O).
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Figura 6 — DG altera a morfologia e o volume dos esferoides de células NCI-H460. (A) Fotomicrografia (aumento
de 100x) de um esferoide controle (esquerda) e do mesmo esferoide (direita) com uma zona clara periférica e uma
zona escura central delimitadas, apos o tempo de 24 h de tratamento. (B) Fotomicrografias (aumento de 100x) dos
esferoides apos 24, 48 e 72 h de tratamento com o IC50 e 2x IC50 da DG. (C) Volume médio dos esferoides antes
(Oh) e apos 24 ¢ 48 h de tratamento com o IC50 e 2x IC50 da DG. As barras de erro representam + o desvio padrdo
da média de trés repetigdes biologicas. * (p<0,05) e *** (p<0,001), indicam diferenga na média do tratamento em
relacdo ao controle, definida por ANOVA seguida do teste de Dunnett. CV, controle de veiculo. DOX,
Doxorrubicina.

3.7 DG CAUSA MORTE NAS CELULAS DOS ESFEROIDES EM SISTEMA 3D

Nos esferoides controle, por meio dos marcadores de viabilidade celular FDA e PI, ficou
evidente uma zona verde fluorescente (células vidveis) na zona clara ¢ uma zona de
fluorescéncia vermelha (células mortas) principalmente na zona escura. Nos esferoides tratados
com DG, foi notado uma maior presenca de células mortas na zona de células vidveis, apos 24
horas de tratamento com o IC50 e, especialmente, 2x IC50 (Figura 7 A). Esses esferoides
tratados com 2x IC50 tinham uma zona clara mais espessa em comparagao com os esferoides
controle (Figura 6 B), o que nos levou a realizar uma coloragao com PI para entender a natureza
das células nessa zona. Uma maior presenca de células mortas foi observada na zona clara,
principalmente no tratamento com 2x IC50, em comparagdao com o controle (Figura 7 B). O
mesmo efeito foi observado nos esferoides tratados com o IC50 e 2x IC50 por 48 h (Figura S2).
Além disso, notamos que, apds 72 horas de tratamento com 2x IC50 de DG, havia tanto células

mortas como células vidveis no entorno dos esferoides (Figura 7 C).
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Figura 7 — DG induz morte em esferoides de células NCI-H460. (A) Fotomicrografias (aumento de 100x) dos
esferoides corados com os indicadores de células viaveis (fluorescéncia verde do FDA, diacetato de fluoresceina)
e mortas (fluorescéncia vermelha do PI, iodeto de propidio), apds 24 h de tratamento com o IC50 e 2x IC50 da
DG. Fotomicrografias (aumento de 100x) dos esferoides corados apenas com o PI apods 24 h de tratamento com o
IC50 e 2x IC50 da DG. O circulo amarelo delimita a zona escura dos esferoides. Fotomicrografias (aumento de
100x) das células desagregadas dos esferoides apo6s 72 h de tratamento com 2x IC50 da DG. CV, controle de
veiculo.

3.8 DG REDUZ A PROLIFERACAO E O CRESCIMENTO CLONOGENICO NOS ESFEROIDES EM
SISTEMA 3D

Apbs o periodo de recuperacdo, houve a formacao de um halo de proliferagdo em torno
dos esferoides. Os esferoides transferidos que se depositaram proximo a borda do pogo de
cultura nao foram avaliados, pois formaram um halo de proliferacdo incompleto. Por esse
motivo, nesse ensaio foram avaliados um niimero pequeno e variado de esferoides (8, 6 ¢ 7
esferoides controle, IC50 uM e 2x IC50 uM, respectivamente) e, por conseguinte, os dados nao
foram submetidos a andlise estatistica inferencial. Os halos de proliferacdo dos esferoides
tratados com o IC50 e 2x IC50 da DG tinham uma area média de 27,92% e de 35,04% menor
em relagdo ao controle, respectivamente (Figura 8 A e B). Na superficie dos pogos de cultura
que continham os esferoides tratados, também foi observada um menor crescimento de células
em forma de coldnias, em comparacdo com o controle (Figura 8 C). No ensaio clonogénico, foi
notado uma menor quantidade de coldnias nos tratamentos com o IC50 e 2x IC50 da DG por
24 h em relacdo ao controle (Figura 8 D). Foi observado ainda uma intensidade de fluorescéncia
relativa 30,00% e 53,61% menor nos tratamentos com o IC50 uM e 2x IC50 uM da DG,

respectivamente, em comparag¢ao com o controle (Figura 8 E).
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Figura 8 — DG inibe a recuperagdo e o crescimento clonogénico das células de esferoides de NCI-H460. (A)
Fotomicrografias (aumento de 100x) representando o esferoide e o halo de proliferacdo, que foi formado apos 24
h da transferéncia dos esferoides tratados com o IC50 e 2x IC50 da DG por 24 h para placas de cultura com
superficie aderente e sem tratamento. (B) Area (um?) do halo de proliferagdo dos esferoides. (C) Fotomicrografias
(aumento de 40x) das células que cresceram ao redor dos esferoides que foram transferidos para placas de cultura
com superficie aderente. As células foram fixadas com solucao 3:1 de metanol e acido acético e coradas com cristal
violeta (0,5%). (D) Imagens das colonias formadas apds 5 dias do cultivo de 500 células vidveis, que foram
provenientes de esferoides tratados com o IC50 e 2x IC50 por 24 h. As colonias foram fixadas com solugdo 3:1 de
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metanol e acido acético e coradas com cristal violeta (0,5%). (F) Intensidade de Fluorescéncia Relativa da
resorufina (metabolito fluorescente do substrato resazurina) apés 5 dias do plaqueamento de 500 células viaveis
de esferoides tratados com o IC50 e 2x IC50 da DG por 24 h. As barras de erro representam + o desvio padrdo da
média de trés repeticdes bioldgicas. * (p<0,05) e *** (p<0,001), indicam diferenca na média do tratamento em
relagdo ao controle, definida por ANOVA seguida do teste de Dunnett. CV, controle de veiculo. DOX,
doxorrubicina.

4 DISCUSSAO

A DG ¢ um promissor metabolito vegetal com atividade anticancer, pois regula
multiplas vias moleculares que sustentam diferentes caracteristicas do cancer, que incluem o
estresse oxidativo, a rapida proliferacdo, a resisténcia a morte e capacidade de invasao (KIM et
al., 2012; YU et al., 2018; LI et al., 2021b). Outros estudos mostram que a inibi¢ao das células
tronco cancerosas ¢ a imunomodulagdo também sdo propriedades anticancer desse fitoquimico
(DONG et al., 2018; BHUVANALAKSHMI et al., 2017). No entanto, pouco se conhece sobre
os efeitos antiproliferativos da DG em células cancerosas pulmonares. Nesse contexto, nossos
resultados auxiliam na compreensao desses efeitos da DG nas células NCI-H460 de carcinoma
de pulmao de grandes células. O presente estudo ¢ o primeiro a sugerir uma atividade da DG
em regular vias da citocinese como mecanismo de formacao de células multinucleadas e de
inibicao da proliferacao celular. Nosso estudo também demonstrou pela primeira vez a acao da
DG em induzir uma morte semelhante a necrose, a qual nossos dados de expressao sugerem ser
a necroptose. Em adigdo, os efeitos antiproliferativos da DG também foram demonstrados em
esferoides multicelulares, os quais melhor mimetizam as condigdes tumorais in vivo, em

comparagao com as culturas 2D.

No presente estudo, encontramos um valor de 44,36 uM de IC50 da DG nas células
NCI-H460, o qual ¢ proximo aos valores de 47 uM e 45 uM de IC50 da DG atingidos nos
estudos de Mohammad et al. (2013) e Ganesan e Arockiam (2019), respectivamente, porém em
células A549 de adenocarcinoma de pulmao, apds 24 h de tratamento. Além disso, no tempo
avaliado de 24 h, nossos resultados sugerem que os mecanismos antiproliferativos da DG
podem ser influenciados pela sua concentracdo. Evidenciamos redugdes na concentragdao
celular com as concentragdes inibitorias 12,5 e 25 da DG, que ndo foram citotdxicas pelo ensaio
de morte celular, o que sugere um efeito de inibi¢do da divisdo celular (citostatico). Por outro
lado, a concentragdo celular foi menor com o IC50 da DG, que aumentou a morte celular,

indicando um efeito citotoxico.

Estudos experimentais in vitro demonstraram que a DG pode afetar o ciclo celular em

células tumorais, embora as fases especificas do ciclo celular afetadas possam variar de acordo
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com a linhagem ou origem tecidual das células estudadas (LIAO et al., 2020; MOALIC et al.,
2001; CORBIERE et al., 2004). Nas células NCI-H460, observamos um aumento no nimero
de células com o dobro do conteudo de DNA, que ¢ uma caracteristica das células nas fases
G2/M do ciclo celular. No entanto, a analise de citometria de fluxo nao permitiu concluir que a
DG induzisse parada de ciclo de forma legitima em G2/M, ja que também foi observada uma
frequéncia maior de células binucleadas, que possuem o dobro do conteudo de DNA e podem
estar presentes em diferentes fases do ciclo celular (FUIIWARA et al., 2005). Esse efeito de
multinucleacao também foi observado em células de leucemia mieloide cronica K562 tratadas
com DG (LIU et al., 2004), mas os mecanismos exatos de como a DG produz esse efeito ainda

ndo sdo conhecidos.

Na literatura cientifica, foi relatada que as células binucleadas podem ser formadas
devido a regressdao do sulco de clivagem e a fusdo das células-filhas decorrente da falha na
citocinese (SHI; KING et al., 2005; NORMAND; KING, 2010). Em nossos experimentos,
observamos que as células-filhas se fundiram em um momento ap6és a formagao do sulco de
clivagem, sugerindo que a origem das células binucleadas em células NCI-H460 ¢ a falha na

citocinese.

O estudo de Kouranti et al. (2006) demonstrou que a inibigdo da proteina RAB35,
responsavel por regular o trafego de membranas endociticas, resulta no acimulo de moléculas
reguladoras da citocinese Septin2 e PtdIns(4,5)P2 (Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) em
vactolos endociticos, o que leva a falha na citocinese. De forma similar, observamos uma
reducdo na expressao do gene RAB35 e a presenga de vactolos citoplasmaticos em células
tratadas com DG, sugerindo que esses vacuolos sdo originados a partir do processo endocitico
e contribuem para a falha na citocinese. Além disso, a RAB35 hidrolisa, por meio da fosfatase
OCRL (inositol polyphosphate-5-phosphatase), a PtdIns(4,5)P2, que afeta a degradagdo da F-
actina na ponte intercelular da citocinese, regulando a abscisaio (DAMBOURNET et al., 2011).
A inibic¢ao da expressdao da RAB35 ou da OCRL pode resultar em atraso ou inibig¢do da abscisdo,
como descrito por Dambournet et al. (2011). Nossos resultados demonstram uma reducao na
expressao dos genes RAB35 e OCRL nas células tratadas com DG, o que sugere um prejuizo na
execugdo da abscisdo. Futuros estudos que avaliem o tempo necessario para a abscisdo apos a
formagao do sulco de clivagem podem contribuir para uma melhor compreensdo dos efeitos
moleculares da DG na abscis@o das células NCI-H460.

As proteinas AURORA B e SURVIVINA sao subunidades do complexo passageiro dos
cromossomos (CPC), juntamente com as proteinas BOREALIN e INCENP (CARMENA et al.,



0 N OO OB~ WN -

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

82

2012). A AURORA B regula a abscisdo, direcionando a cadeia leve regulatoria da miosina ndo-
muscular do tipo II bifosforilada (2P-MRLC) a zona intermedidria da célula na citocinese
(KONDO et al., 2013). Segundo o estudo de Kondo et al. 2013, quando a atividade da
AURORA B foi inibida pelo composto Hesperadin, a frequéncia de eventos de regressao do
sulco de clivagem aumentou significativamente em comparacdo com as células ndo tratadas.
Além disso, a inibicao da expressao da SURVIVINA por oligonucleotideo anti-sentido também
resultou em regressao do sulco de clivagem em células HeLa (CHEN et al., 2000). A Survivna
pode regular a montagem dos filamentos da miosina ndo muscular do tipo II (NMIIB), que
formam o anel contratil de actomiosina, necessario a citocinese, evitando a falha na citocinese,
como descrito no estudo de Babkoff et al. (2019). Assim, nossos dados de expressdo sugerem
que a DG inibe o término da citocinese por meio da regulacdo negativa dos genes BIRCS e
AURKB, que expressam as proteinas SURVIVINA e AURORA B, respectivamente.

Reporta-se na literatura que as células multinucleadas, formadas por defeitos na
citocinese, podem ser mais vulneraveis a sofrerem morte celular (MCKENZIE; D’AVINO et
al., 2016; CHIRCOP et al., 2017). No entanto, em nosso estudo, descobrimos que DG nao
causou morte celular em doses que induziram a formagao de células multinucleadas. Isso sugere
que a morte celular ndo foi causada pela presenca de multiplos nucleos nas células NCI-H460
durante o tempo estudado de 24 h.

A DG ¢ reconhecida por induzir morte celular por apoptose (SETHI et al., 2018), porém
nosso estudo mostrou que a DG ndo causou a externalizagdo da fosfatidilserina. Em vez disso,
evidenciamos caracteristicas morfoldgicas condizentes com a necrose, tais como a tumefagao
celular e o rompimento da membrana plasmatica. Nossos resultados de expressao sugerem ser
a necroptose a morte causada pela DG nas células NCI-H460, pois identificamos um aumento
na expressao dos genes RIPK3 e MLKL, que expressam as proteinas reguladoras da necroptose
RIPK3 e MLKL. Durante a necroptose, as proteinas RIPK1 (receptor interacting protein
kinase-1) e RIPK3 formam um complexo de proteinas conhecido como necrossoma. Por meio
da RIPK3, a proteina MLKL ¢ fosforilada, o que a faz se polimerizar e se dirigir a membrana
plasmatica, induzindo a necroptose (SEO et al., 2021). A proteina RIPK3 ainda participa da via
de ativag¢do da necroptose estimulando o metabolismo celular aerdbico e a producdo de EROs
intracelular por meio da ativacao de enzimas mitocondriais (ZHANG et al., 2009; YANG et al.,
2018). Em nosso estudo, observamos um aumento nos niveis de EROs intracelulares nas células
NCI-H460 tratadas com DG, sugerindo que esse pode ser um mecanismo pelo qual a DG induz
a necroptose. A proteina TRAF2 (tumor necrosis factor receptor associated factor-2) tem o

papel de inibir a necroptose, competindo com a RIPK3 pela ligagdo com a MLKL (PETERSEN
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etal., 2015). A diminui¢do da expressao do gene TRAF?2 induzida pela DG pode ter contribuido
para a necroptose, reduzindo a inibigdo dessa via de morte. Além disso, outra alteracdo
molecular causada pela DG envolveu o aumento na expressao do gene HSPAS, que expressa a
chaperona HSP70 (Heat shock protein 70). De acordo com Johnston et al. (2020), a HSP70

pode promover a polimerizacdo da MLKL durante a necroptose.

Em cultura celular 3D, observamos que o tratamento com DG inibiu a proliferagao
celular dos esferoides, reduzindo significativamente o volume apds 24 h de tratamento. No
entanto, notamos que apds 48 horas de tratamento, os volumes dos esferoides foram superiores
ao controle. Isso pode ser explicado pelo fato de que as células dos esferoides tratados estavam
menos coesas, o que resultou em uma morfologia menos compacta. Esse mesmo efeito foi
observado em outros estudos que usaram nanoparticulas de prata de Fe;O4 e DG em células de
astrocitoma humano (D384) e carcinoma hepatocelular (HepG2/C3A), respectivamente (DE
SIMONE et al., 2018; DA SILVA et al., 2022). Em nosso estudo, notamos ainda uma maior
presenca de células mortas na zona de células vidveis nos esferoides tratados por 24 h. As
células viadveis nos esferoides mantém a sua estrutura compacta, por meio das interagdes
intercelulares (SMYREK et al., 2019; LIN et al., 2006). Assim, a morte celular causada pela
DG pode ser uma das causas da menor coesdo entre as células. O espessamento da zona clara e
a reducdo da zona escura nos esferoides tratados, pode ser o resultado da menor compactagao
das células na zona escura, composta por células mortas, devido a perda da integridade das
interacdes cé€lula-célula na zona de células vidveis dos esferoides. Isso explica uma maior

presenga de células mortas na zona clara de células nos esferoides tratados com a DG.

No desagregado de células dos esferoides tratados por 72 h com 2x IC50 também
observamos a presenca de células viaveis, o que sugere que as interagdes célula-célula e/ou
célula-matriz extracelular foram comprometidas pela DG. Apesar desse efeito levantar uma
preocupacao quanto ao potencial efeito da DG na metastase, dado que o desprendimento de
células viaveis de um tumor solido primario ¢ um evento necessario a metastase (LAMBERT;
PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2017), nossos dados também sugerem que a DG pode
reduzir o potencial proliferativo das células dos esferoides. A DG reduziu tanto a recuperacao
da proliferacao celular como também a capacidade de células individuais de se reproduzem e
formarem colonias. Esse ultimo resultado, demonstra a capacidade da DG em inibir o
crescimento clonogénico das células, que ¢ uma caracteristica necessaria a iniciagdo de tumores

em locais secundarios (LI et al., 2019).
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O nosso estudo fornece as primeiras evidéncias in vitro da atividade antimitotica da DG
em células tumorais de pulmdo por meio da regulacdo da citocinese. Entretanto, as
consequéncias da multinucleacdo ndo estdo claras em nosso estudo, uma vez que células
multinucleadas frequentemente possuem centrossomos supranumerarios, apresentando maior
probabilidade de se tornarem aneuploides e cromossomicamente instaveis, o que pode
contribuir com a evolugdo tumoral (FUJIWARA et al., 2005). Estudos mostram que as células
com centromossos supranumerarios podem ser alvo de inibidores do agrupamento dos
centrossomos, de maneira a reduzir a viabilidade dessas células (KWON et al., 2008). Em
adi¢do, as células poliploides podem ser seletivamente eliminadas por compostos antioxidantes
(ROH; MEER; ABDULKADIR, 2012). Assim, estudos futuros podem revelar um promissor
efeito anticancer da DG em associacdo com compostos inibidores do agrupamento dos
centrossomos ou compostos antioxidantes. Nosso estudo também sugere um promissor efeito
da DG em induzir a necroptose como uma modalidade de morte celular alternativa a apoptose,
que pode ser util para superar a resisténcia a apoptose (KOREN; FUCHS, 2021). Por fim, nosso
estudo apresenta evidéncias da atividade antiproliferativa da DG em esferoides multicelulares,
fornecendo dados mais realistas da atividade anticancer dessa sapogenina em tumores solidos

in vivo.

5 CONCLUSAO

Neste estudo, a inibi¢do da proliferagdo celular pela DG foi acompanhada da fusdo das
células-filhas, producdo de células multinucleadas e inibi¢ao de genes de controle do trafego de
membranas (RAB35) e do CPC (AURKB e BIRCS), o que sugere uma inibic¢ao da citocinese nas
células NCI-H460 pela DG. Nossos resultados também sugeriram que a DG induz morte por
necroptose, pois interferiu na expressao de genes que regulam esse processo de morte (RIPK3,
MLKL, HSPA5 e TRAF2) e causou um aumento na produ¢dao de EROs intracelular. Ademais, a
DG inibiu a proliferacdo nos esferoides multicelulares ao induzir morte celular, inibir a
recuperagao da proliferacao celular e inibir o crescimento clonogénico das células. Portanto, de
acordo com os nossos achados, a DG pode ser considerado um promissor fAirmaco no cancer de
pulmao, particularmente devido as suas atividades antimitdtica e de indugdo de morte nao

apoptotica.
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APENDICE A

Material Suplementar — Tabela

Tabela S1 — Sequéncias iniciadora forward e reverse dos genes alvo utilizados na RT-qPCR.

Genes Alvo Forward 5> — 3’ Reverse 5’ — 3’
APC AAAGCGCCATGATATTGCACGGTC TGTTTGCTGTGCTCACGTTTCCAG
ATM ACCATTGTAGAGGTCCTTC GTCTCATTAAGACACCGTTCAG
AURKB ATTGGAGTGCTTTGCTATG TTTAGGTCCACCTTGACG
BBC3 GTAAGATACTGTATATGCGCTG TTTTCCACTGTTCCAATCTG
BCL2 GATTGTGGCCTTCTTTGAG GTTCCACAAAGGCATCC
BECNI CAGTATCAGAGAGAATACAGTG TGGAAGGTTGCATTAAAGAC
BIRCS AGCCCTTTCTCAAGGACCAC TGGCTCGTTCTCAGTGGGGCAGT
CASPS GCAAAAGCACGGGAGAAAGT TGCATCCAAGTGTGTTCCATTC
CCNBI AGAGCATCTAAGATTGGAGAG CCATGTCATAGTCCAACATAG
CDK1 ATGAGGTAGTAACACTCTGG CCTATACTCCAAATGTCAACTG
CHEK1 GGTGAATATAGTGCTGCTATGTTGACA TTGGATAAACAGGGAAGTGAACAC
EIF24K3 CAAACCAGAGGTATTTGGGAAT GAAAGGAACTGTTTCCATGCT T
ERNI ACGGACGTCAAGTTTGATCC TTGGTAGACGCAGACAGTGG
GADDI153 AGCAGATGTGCTTTTCCAGAC GTCCTCATACCAGGCTTCCA
GADD45G CATTTTACGCTGATCCAGG GGGTTCGAAATGAGGATG
GPX1 CTCCCCTTACAGTGCTTGTTCG CGATGTCAATGGTCTGGAAG
H2AFX AATCCAAGCACCTAGATACC CAGAATTCCAGTTCAGAAGC
HSPAS GTGGAATGACCCGTCTGTG TGCCCACCTCCAATATCAAC
MLKL GTGAAGAATGTGAAGACTGG AAGATTTCATCCACAGAGGG
MTOR GAAGTTTCCAGAGAAGATTCC GTGATTCTGTAGTTGCCATC
NFKBI GCAGCTCTTCTCAAAGCAGCA GCTCAAAGTTCTCCACCAGGG
OCRL TGGAACTTGGAATGTGAATG TCCAATGCAGTAGATATCAGG
PRC1 ACTACACAGAAAGTCTGCTC CTCTCAAACTCTAAGAAAAGCC
RAB35 TTCACGAAATCAACCAGAAC CGAATTTGTAGGCATCTTCC
RIPK] TGATAATACCACTAGTCTGACG ACAGTTTTTCCAGTGCTTTC
RIPK3 AACTTTCAGAAACCAGATGC GTTGTATATGTTAACGAGCGG
RPLPO AGATGCAGCAGATCCGCAT GTGGTGATACCTAAAGCCTG
SESN1 CAGATGCATGCTTTATTTGC AATATTGTGGGTGGAAAACC
SODI CTAGCGACTTATGGCGAC GAATGTTTATTGGGCGATC
SOSTM1 TCCGAGTGTGAATTTCCTG AGCTGCCACACTCTCC
TNF AGGCAGTCAGATCATCTTC TTATCTCTCAGCTCCACG
TRAF?2 GCCCCAAGTTCCCCTTAACT GAATCTGCAAGGGACTCGAC
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APENDICE B

Material Suplementar — Figuras

24 h

Figura S1 - DG aumenta o nimero de nucleos nas células NCI-H460. Fotomicrografias (aumento de 400x) de
células ap6s 24 h de tratamento com o IC12,5, IC25 e IC50 da DG com células binucleadas (setas pretas) e nimero

maior que dois nticleos (ponta de seta preta).
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48 h

Figura S2 - DG induz aumento de células mortas na zona clara dos esferoides de células NCI-H460.
Fotomicrografias (aumento de 100x) dos esferoides corados apenas com o PI apds 48 h de tratamento com o IC50

e 2x IC50 da DG. O circulo amarelo delimita a zona escura dos esferoides.



APENDICE C

Material Suplementar — Links dos videos de time lapse

https://youtu.be/d49XEg jUGO - Link video S1 A
https://youtu.be/NbOQtsOv5h8 - Link video S1 B
https://youtu.be/jPROImIE-E - Link video S1 C
https://youtu.be/TY3JxL,_5Y18 - Link video S1 D
https://youtu.be/osbCY59YzYg - Link video S2 A
https://youtu.be/ZaggIX8w_3Q - Link video S2 B
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https://youtu.be/d49XEg_jUG0
https://youtu.be/NbOQtsOv5h8
https://youtu.be/jPROlm9iE-E
https://youtu.be/TY3JxL_5Y18
https://youtu.be/osbCY59YzYg
https://youtu.be/ZaggJX8w_3Q
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