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RESUMO

BIOPROSPECCAO DE COMPOSTOS ISOLADOS DE Combretum fruticosum COM
POTENCIAL ANTIPROLIFERATIVO EM CELULAS TUMORALIS in vitro

A utiliza¢do de substancias derivadas de produtos naturais tem crescido com o passar dos
anos, formando a base dos produtos terapéuticos. As lignanas sdo moléculas com amplo uso
farmacéutico, o que tem despertado interesse na pesquisa e busca de novos farmacos no
tratamento de doencas. Muito interesse tem sido focado na sua eficicia como agente
antineoplasico. Com isso, o objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial anticancer in vitro
de compostos isolados a partir do extrato etanodlico dos talos da Combretum fruticosum, bem
como, estudar os possiveis mecanismos de acdo da trachelogenina, uma lignana do tipo
dibezilbutirolactona, em células de cancer colorretal (HCT-116). O fracionamento do extrato
etandlico da C. fruticosum resultou no isolamento de sete compostos: trés triterpenos, duas
misturas dos esteroides P-sitosterol e estigmasterol e duas lignanas. Dentre eles, a
trachelogenina mostrou maior atividade citotdxica, apresentando valores de Clso que variaram
de 0,8 a 32,4 uM em células tumorais de glioblastoma (SF-295) e leucémicas (HL-60),
respectivamente, apos 72 horas de incubacdo. Enquanto que, para células ndo tumorais (3T3-
L1 e CMSP) esses valores foram maiores que 64,3 uM. O perfil antiproliferativo em
diferentes periodos de incubagdo foi realizado em células SF-295 e HCT-116. O efeito
citotoxico em células SF-295 foi observado apenas apos 72 horas de incubagdo, enquanto que,
em células HCT-116, esse efeito foi observado apds 48 horas, sendo intensificados apos 72
horas de incubacdo. Diante desses resultados, em células HCT-116, a analise do perfil do
ciclo celular, integridade de membrana, externalizacdo da fosfatidilserina e expressdo de
proteinas relacionadas ao processo de morte celular por apoptose ndo apresentou alteragdes
significativas, sugerindo que o efeito antiproliferativo desta lignana ndo esté relacionado com
processos de morte por apoptose e/ou necrose. A autofagia parece estar envolvida no
mecanismo antiproliferativo da trachelogenina, visto que foi possivel verificar um aumento do
nimero e do tamanho de organelas vesiculares acidas (AVOs) bem como um aumento da
expressdo de proteinas recrutadas durante a autofagia (LC3 A e B II e Beclina-1) nas células
tratadas com a trachelogenina, embora ndo pareca ser o unico processo envolvido. Logo,
podemos concluir que a trachelogenina apresentou potente atividade anticancer in vitro, e este
efeito pode estar relacionado com a inducdo da autofagia. No entanto, outros testes devem ser
realizados para confirmar as propostas acima apresentadas e para uma melhor avaliagdo do
mecanismo de acdo e do potencial terapéutico desta molécula.

Palavras-chave: Lignanas. Combretum. Autofagia. Antineoplasicos.



ABSTRACT

BIOPROSPECTION OF COMPOUNDS ISOLATED FROM Combretum fruticosum
WITH ANTIPROLIFERATIVE POTENTIAL IN TUMOR CELLS

The use of substances from natural products has grown over the years, being the basis of
therapeutic products. Lignans are molecules with large pharmaceutical use, which has aroused
interest in search of new drugs to treat diseases. Much interest has been focused on their
effectiveness as an antineoplastic agent. Thus, the aim of this study was to evaluate the in
vitro anticancer potencial of compounds isolated from ethanolic extract of Combretum
fruticosum, as well as, to study the possible mechanisms of action of a dibenzylbutyrolactone
type lignan, trachelogenin, in colorectal cancer cells. The fractionation of the ethanolic extract
of C. fruticosum resulted in the isolation of seven compounds: three triterpenes, two mixtures
of P-sitosterol and stigmasterol steroids and two lignans Among them, the lignan,
trachelogenin showed higher cytotoxic activity, with 1Csy values ranging from 0.8 to 32.4 uM
in glioblastoma (SF-295) and leukemic (HL-60) cells, respectively. While in normal cells
(3T3-L1 and PBMC cells) the ICsy values were greater than 64.3 uM. The antiproliferative
profile of different times of incubation was performed in SF-295 and HCT-116 cells. The
cytotoxic effect on SF-295 cells was only observed after 72 hours of incubation, whereas in
HCT-116 cells, this effect was observed after 48 hours, and it was enhanced after 72 hours of
incubation. Before these results, analyzing cell cycle profile, membrane integrity,
phosphatidylserine externalization and expression of proteins related to cell death by
apoptosis in HCT-116 cells, it was not observed significantly changed, suggesting that the
antiproliferative effect of this lignan is not related to mechanisms of cell death such as
apoptosis and/or necrosis. Autophagy seems to be one of the cell death mechanisms involved
in the antiproliferative effect of trachelogenin, because we observed an increase on number
and size of acidic vesicular organelles (AVO) as well as the expression of proteins recruited
during autophagy (LC3 A and B-II and Beclin-1) in cells treated with trachelogenin, although
this seems not to be the only process involved. Therefore, we conclude that trachelogenin
showed potent antitumor activity in vitro, and this effect may be related to the induction of
autophagy. However, further tests should be conducted to confirm these proposals and to
evaluate its mechanism of action and the therapeutic potential of this molecule better.

Keywords: Lignans. Combretum. Autophagy. Antineoplastic Agents.
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1. INTRODUCAO
1.1 CANCER

O cancer ¢ considerado uma doenca complexa e de dificil tratamento caracterizado por
um conjunto de doencas de fundo genético e/ou epigenético, que envolve crescimento
desordenado de células anormais com potencial invasivo, sendo uma das patologias alvos de
pesquisas para o desenvolvimento ou descoberta de novos farmacos (PINHO, 2005; KUMAR
et al., 2010; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2013).

Segundo as estimativas da Organiza¢do Mundial de Satde (OMS), em 2012, houve
14,1 milhdes de novos casos de cancer e um total de 8,2 milhdes de mortes por cancer em
todo o mundo. Em 2030, estima-se que a incidéncia global serd de 21,4 milhdes de novos
casos ¢ de 13,2 milhdes de mortes por cancer como consequéncia do crescimento e do
envelhecimento da populagdo. No Brasil, a estimativa para o ano de 2014, valida também para
o ano de 2015, aponta para a ocorréncia de aproximadamente 576 mil casos novos de cancer,
incluindo os casos de pele ndo melanoma, comum em ambos os sexos, com incidéncia de 182
mil novos casos. Além disso, estima-se uma maior incidéncia de cancer de prostata, pulmao,
colon e reto, estdbmago e cavidade oral em homens e de mama, célon e reto, colo do utero,
pulmado e glandula tiredide em mulheres (Figura 1), reforcando a magnitude do problema do

cancer no pais (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2014).

Figura 1. Distribui¢do proporcional dos 10 tipos de cancer mais incidentes estimados para 2014 por
sexo no Brasil, exceto pele ndo melanoma.

Localizacao primaria casos novos % Localizacdo primaria casos novos %

Préstata 68.800 22,8% Mama Feminina 57.120 20,8%

Traquers, Bronauio e 16.400 54%  Homens Mulheres  Célon e Reto 17.530 6,4%

Cdlon e Reto 15.070 5,0% Colo do Utero 15.590 5,7%

Estémago 12.870 4,3% Traqueia, Bronquio e 10.930 4,0%

Pulmao

Cavidade Oral 11.280 3,7% Glandula Tireoide 8.050 2,9%

Esdfago 8.010 2,6% Estémago 7.520 2,7%

Laringe 6.870 2,3% Corpo do Utero 5.900 2,2%

Bexiga 6.750 2,2% Ovario 5.680 2,1%

Leucemias 5.050 1,7% Linfoma n3o Hodgkin 4.850 1,8%

Sistema Nervoso Central 4.960 1,6% Leucemias 4.320 1,6%

Fonte: Instituto Nacional de Cancer, 2014.
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A homeostase do crescimento celular normal é mantida por meio de mecanismos que
regulam a proliferagdo, como parada do crescimento e apoptose. As células tumorais mostram
uma perda no controle da proliferacdo celular e, muitas vezes, tornam-se independentes de
sinais mitogénicos para a sua progressdo por meio das diferentes fases do ciclo celular
(HANAHAN; WEINBERG, 2000; LOURO et al., 2002). O principio biomolecular do
disturbio proliferativo observado na carcinogénese baseia-se na presenga de mutacdes génicas
que interferem na expressao normal de proteinas envolvidas no controle do ciclo celular e da
morte celular. A lesdo genética ou a mutagdo, responsavel pelo desenvolvimento de
neoplasias, ¢ resultante de mutagdes em células germinativas ou somaticas, sendo de origem

hereditaria ou adquirida, respectivamente (LOURO et al., 2002).

Os principais genes responsaveis pela complexidade do cancer sdo os proto-
oncogenes, que promovem o crescimento celular, os genes supressores, que inibem o
crescimento, e os genes reguladores de apoptose (ROBBINS; CONTRAN; KUMAR, 1995).
A mutacdo nesses genes reguladores do ciclo celular resulta na perda do controle da
proliferacdo celular (LOURO et al., 2002; FOSTER, 2008). Dessa forma, as alteracdes nos
mecanismos de regulacdo do ciclo celular tornam a célula apta a passar pelo ciclo celular sem
a devida checagem, permitindo o crescimento desordenado das células e o acimulo de uma
série de mutagdes que contribuem para o surgimento das caracteristicas malignas do tumor

(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O crescimento desordenado das células no cancer ¢ resultado da autossuficiéncia na
sinalizacdo de fatores de crescimento e da insensibilidade destas células aos inibidores do
crescimento. Além disso, elas t€ém a capacidade de evasdo da morte celular programada e do
sistema imunoldgico, apresentando um potencial replicativo ilimitado e de reprogramacao do
seu metabolismo energético, sendo capaz de invadir e formar metdstase e de promover a
angiogénese, o que resulta na imortalizacdio das mesmas (Figura 2) (HANAHAN;

WEINBERG, 2011).
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Figura 2. Caracteristicas essenciais do cancer
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Fonte: Adaptado de Hanahan e Weinberg (2011).

Além das caracteristicas intrinsecas do cancer, ¢ importante ressaltar que este se
desenvolve em um microambiente complexo, do qual depende para seu crescimento
sustentado, invasdo e metastase. A interagdo entre as cé¢lulas tumorais e o estroma representa
uma forte relacdo que influencia na iniciacdo e progressao da doenca e no prognostico do
paciente (QUAIL; JOYCE, 2013). Como proposto por Paget em 1889, o microambiente de

um tumor em desenvolvimento ¢ um regulador crucial do crescimento tumoral.

1.2 Ciclo celular e o cancer

Durante o desenvolvimento celular, diferentes tipos de células sdo originados a partir
de sucessivos ciclos de divisdo celular e de processos de diferenciacdo celular caracteristicos.
No processo de ciclo celular, ocorre a replicagdo do DNA, na fase de sintese (fase S), seguida
da segregacdo do material genético replicado em duas células filhas, na fase de mitose (fase
M). Essas duas fases sdo precedidas por dois intervalos de preparo do material genético, fase
G; e Gy, responsaveis pela monitoragdo de uma nova replicagdo e entrada em mitose,

respectivamente (Figura 3) (PINHO, 2005; FOSTER, 2008).



21

Figura 3. Fases do ciclo celular
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Fonte: Adaptado de Foster (2008); Weinberg (2008).

Além disso, existem mecanismos moleculares de monitoramento da progressao do
ciclo celular nos pontos de transi¢do de uma fase a outra, denominados “checkpoints” ou
pontos de checagem. Esses pontos controlam a progressao do ciclo, permitindo que as células
entrem em mitose e se diferenciem, ou entrem em processo de morte celular programada ou

que se mantenham na fase de quiescéncia, denominada fase Go (WEINBERG, 2008).

As células na fase G; integram uma série de sinais que ativam o processo de divisao
celular, tornando-se comprometidas a duplicacdo do genoma. Durante essa fase, a célula se
desenvolve, aumenta a quantidade de suas organelas e integra os diferentes sinais do
microambiente para a tomada de decisdo de inicio ou ndo do ciclo celular. E o intervalo
correspondente ao periodo de crescimento celular e de uma atividade intracelular marcada
pela sintese de RNA e proteinas, elementos essenciais para o inicio da fase S. A
predominancia de sinais mitogénicos faz com que o ponto de checagem G,/S seja

ultrapassado a fim de que as células avancem no ciclo e se proliferem (SIVIERO, 2013).

A fase de sintese ou fase S caracteriza-se pela ativagdo de complexos replicativos e
pela duplicacdo do DNA, em que cada cromossomo ¢ constituido por duas cromatides. O
intervalo entre a fase S e a mitose ¢ denominado fase G,. Nesta fase, as células apresentam-se
com material genético ja duplicado com duas coOpias idénticas de cada um de seus
cromossomos, sendo caracterizada pelo preparo do DNA e pela reorganizagdo do esqueleto

celular, permitindo a segregacdo adequada dos cromossomos na fase de mitose subsequente.
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Antes de entrar em fase de mitose, as células passam por outro ponto de checagem (G,/M)
responsavel por verificar a presenca de erros no DNA. A fase M, por sua vez, ¢ caracterizada
pela mitose, em que ocorre a separacdo dos cromossomos pela citocinese, que € o processo
pelo qual a célula divide o seu citoplasma gerando duas células-filhas independentes com o
mesmo nimero de cromossomos da célula de origem (PINHO, 2005; ALMEIDA et al., 2005;
SIVIERO, 2013).

Nos pontos de checagem, os mecanismos moleculares dependem da agdo de um
grande numero de proteinas que sdo ativadas ou inativadas mediante um processo de
fosforilacdo, sendo catalisado pela presenca de enzimas do tipo proteinas quinases. Estas
quinases, para realizar a fun¢do de fosforilar outras proteinas, necessitam estarem ligadas a
outro grupo de proteinas, as ciclinas, sendo por isso, denominadas quinases dependentes de
ciclinas (Cdk). Cada ciclina ¢ especifica para determinados periodos do ciclo celular, sendo a
ciclina D sintetizada durante a fase Gy, a ciclina E produzida nesta mesma fase, em uma etapa
mais tardia, a ciclina A sintetizada na fase S e na fase G, enquanto que a ciclina B tem seus
niveis celulares presentes durante as fases G, e M (BLAGOSKLONNY, 2001; PINHO, 2005;
WEINBERG, 2008).

Viarios estudos mostram que a desregulacdo do ciclo celular ¢ uma caracteristica
comum das células tumorais. A principal diferenca entre células normais e neoplasicas ndo ¢ a
velocidade de divisdo celular, mas a capacidade de responder aos estimulos inibitérios que
determinam sua saida do ciclo celular e entrada no periodo de quiescéncia (Go) apds a
cessagdo do estimulo proliferativo (PINHO, 2005). As células neoplasicas sdo caracterizadas
por proliferacdo ilimitada, instabilidade genomica com elevado potencial replicativo de
células com mutagdes no DNA ¢ aberragdes cromossomicas (KASTAN; BARTEK, 2004;
FOSTER, 2008).

O aumento do numero de divisdes de células com mutagdes, resistentes aos fatores
inibitdrios de proliferacdo e a situacdes adversas como a hipdxia e a privacdo de nutrientes,
permite que o tecido formado por células neoplasicas apresente maior crescimento do que as
células normais. Esse acumulo de células tumorais resulta ndo somente na ativagcdo de
oncogenes promotores do crescimento ou da inativagdo de genes supressores de tumor que
suprimem o crescimento, mas também de mutacdes de genes que regulam a apoptose

(PINHO, 2005; KUMAR et al., 2010) .



23

1.3 Vias de morte celular e o cincer

A expansdo clonal de uma célula neopléasica depende da sua capacidade proliferativa
descontrolada e de sua resisténcia a morte celular programada. A morte celular programada ¢
essencial para a eliminagdo de células indesejadas e prejudiciais durante o desenvolvimento,
homeostase e patogenias de um organismo. As vias de morte celular sdo ativadas no intuito de
impedir a propagacdo de células com mutagdes ou danificadas. O desequilibrio ou a
inativagdo desse processo ¢ um dos principais responsaveis pelo desenvolvimento de células
neoplésicas. As principais vias de morte celular envolvidas no cancer sdo apoptose, autofagia
e necrose, facilmente distintas pelas suas diferencas quanto as alteracdes morfologicas,
bioquimicas e moleculares (Figura 4) (HANAHAN; WEINBERG, 2011; KEPP et al., 2011;
OUYANG et al., 2012).

A apoptose ¢ um mecanismo de morte celular em que uma sequéncia de eventos leva a
eliminagdo de restos celulares sem a liberagdo de substancias nocivas na area circundante,
sendo uma das principais responsaveis pela eliminacao de células desnecessarias, danificadas
ou velhas (GALLUZZI et al., 2007). Esse mecanismo de morte ¢ caracterizado por alteragdes
morfologicas, como compactacdo celular, condensacdo de cromatina, formacdo de
prolongamentos na membrana, denominados “blebs”, e perda de adesdo celular as células
vizinhas ou a matriz extracelular, além de alteracdes bioquimicas como clivagem

internucleossomal do DNA (LEE et al., 1999; OUYANG et al., 2012).
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Figura 4- Caracteristicas moleculares das vias de morte celular autofagica, apoptotica e necrotica (A);
Deteccao simultanea de multiplos parametros relacionados & morte celular: células de osteosarcoma
U20S estavelmente expressando a proteina quimera fluorescente verde (GFP)-LC3 foram mantidas
em condigdes de controle (homeostase) ou tratadas por 12 horas com 1uM de rapamicina (estimula a
autofagia) ou 1pM de estaurosporina, quer sozinha (desencadeando a apoptose), ou junto com 20uM
de Z-VAD-fmk (levando a necrose). As células foram entdo coradas com Hoechst 33342 (corante
nuclear) e iodeto de propidio. As células autofagicas, apoptoticas e necroticas apresentaram GFP-LC3
agregacdo, condensagdo nuclear e captacdo de iodeto de propidio, respectivamente (B). LC3 — cadeia
leve 3 da proteina 1 associada a microtiibulos; SQSTM1- Sequestossoma 1; PS — Fosfatidilserina, do
inglés Phosphatidylserine; EROs — Espécies Reativas de Oxigénio; PML — proteina de leucemia
promielocitica, do inglés promyelocytic leukemia protein
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Fonte: Adaptado de Kepp et al. (2011).

Existem duas vias indutoras de apoptose, a via extrinseca que utiliza a via de receptor
de morte e a via intrinseca ou via mitocondrial (Figura 5). A via extrinseca ¢ desencadeada
pela liga¢do do receptor de membrana Fas com seu ligante extracelular, Fas-L. A formacgado do
complexo Fas/Fas-L ocorre quando a morte celular ¢ estimulada. Este complexo ativa a pro-
caspase-8 que desencadeia a ativagdo da pro-caspase-3, a penultima enzima para a execugao
do processo apoptdtico (OUYANG et al., 2012). As pro-caspases sdo ativadas por proteinas

adaptadoras que fazem com que multiplas copias especificas, chamadas iniciadoras, se unam
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e formem um complexo. Essas pro-caspases sdo dotadas de pequena atividade de protease e,
quando forcadas a entrar no complexo, sua proximidade faz com que uma clive a outra,

desencadeando uma cascata de amplificagdo proteolitica (ALBERTS et al, 2010).

A via intrinseca ¢ controlada por pro-enzimas mitocondriais. Em ambos os casos, se
uma cé¢lula ¢ estimulada a iniciar o processo de morte celular tanto por estimulos extrinsecos
quanto pelos sinais intracelulares, as membranas tornam-se permeéveis ao citocromo c, que ¢
liberado no citosol. O citocromo c, por sua vez, recruta o Apaf-1 e a pré-caspase 9 para
compor o apoptossomo, que desencadeia uma cascata de sinalizagdo da caspase 9, resultando

na apoptose (BELLANCE; LESTIENNE; ROSSIGNOL, 2009; OUYANG et al., 2012).

Figura 5. Desenho esquematico das vias indutoras de apoptose.
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Fonte: Adaptado de Bellance, Lestienne e Rossignol (2009).
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A autofagia ¢ uma via de sobrevivéncia ativada em resposta a privacdo de nutrientes e
outros estimulos estressantes, bem como ao estresse metabdlico e a exposicdo a drogas
anticancer (CHEN; KARANTZA-WADSWORTH, 2009). E um processo catabélico que
degrada os componentes celulares por meio de um mecanismo lisossomal, sendo um dos
sistemas de degradacdo de proteina mais importantes em células eucaridticas. Existem trés
vias autofagicas distintas, denominadas microautofagia, autofagia mediada por chaperonas e

macroautofagia, sendo esta ultima a mais estudada devido a suas caracteristicas intrinsecas,
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como a presenca de vesiculas de dupla membrana que carregam o material celular para os

lisossomos (TANABE et al., 2011; VIIAYAKURUP et al., 2014).

Na microautofagia, a membrana lisossomica, por si s6 sequestra parte do citoplasma.
Enquanto que, na autofagia mediada por chaperonas, proteinas que possuem uma sequéncia
pentapeptidica especifica ligam-se ao seu substrato alvo no citosol, depois a um receptor na
membrana lisossOmica e, posteriormente, serdo descartadas por meio de uma translocacao
direta para o limen do lisossomo para a sua degradacdo. A macroautofagia, ou autofagia
propriamente dita, € um mecanismo complexo que possui diferentes estdgios. O primeiro € a
inducdo ou iniciacdo, seguido pela nucleagdo, caracterizada pela formagdo da vesicula que
sera o fagoforo. Em seguida, ocorre o alongamento, em que hé o crescimento da vesicula e
consequentemente a sua maturagdo, que corresponde ao fechamento do autofagossomo e sua
fusdo com os lisossomos formando os autofagolisossomos, resultando nas fases finais de
degradacdo e reciclagem (Figura 6) (TANABE et al. 2011; SIVIERO, 2013; XIA et al., 2013;
VIJAYAKURUP et al., 2014).

Figura 6. Estagios do processo de autofagia

AUTOFAGIA, PASSO A PASSO

Escassez de nutrientes

3 s INDUCAO: véri p
:emoga °°  Ausénciadefatoresde Si,,aifjmvc“;r,ﬁjres Fagéforo seforma Ml EXPANSAO ERECONHECIMENT
d:ﬁ:at:fiaacl’ Cresaimento podem acelerara taxa no citoplasma DE CARGA: O Fagéforo se

Baixos niveis de O de autofagia 3expande e se fecha,

. 2 g e
intracelular. provavelmente pela adicdo de
E feita por vesiculas novas camadas de membranas.
chamadas Em seguida, envolve e engolfa
autofagossomos o citoplasma com_p.roteinas
que se formam no Citoplasma Ny wentaseeniitisss [ZT-0){+(« Ml ou organelas danificada.
Citoplasma, ...................
em torno R ECI(;LAGEM: A construg 0 Local
do niicleo da Iqmmlc: da carga,r;l;aru(cju- de montagem
célula. armente aa, sdo liberados do fagéforo

de volta para o citoplasma
para reutilizagdo

Amino acidos

Lisossomo % Mitocdndria danificada
6“DIGESTAO”: Enzimas n

“autolisossomo” tem
acesso a cargado

RECICLAGEM DE PROTEINAS:
A dupla membrana fechada, e
o autofagossomo resultante
perdem proteinas de
membrana que participaram
da sua formagdo. As proteinas
sdo cicladas de volta parao
citoplasma

ven,
.,

Membrana
celular

Lo

fagossomo se funde com um
lisossomo; As enzimas lisossomais
cortam a camada interna da
membrana do autofagossomo Autofagossomo

.

. o

.....
.................

Fonte: Adaptado de Deretic e Klionsky (2008).



27

A autofagia possui um importante papel na homeostase celular, mantendo o controle
de qualidade dos componentes celulares essenciais. O papel da autofagia como fonte de
energia alternativa e como um mecanismo de sobrevivéncia temporal frente a condi¢des de
estresse ¢ bem conhecido. No entanto, a presenca de autofagossomos em células em processo
de morte aumenta a possibilidade de que a autofagia pode ter, também, um papel no processo

de morte celular ativo (CHEN; KARANTZA-WADSWORTH, 2009).

A via classica da autofagia atua por meio do mTOR, uma proteina quinase importante
no controle da traducdo, progressao do ciclo celular e regulagcdo negativa da autofagia. Além
disso, existem outras vias de controle da autofagia, como o complexo Beclina-1/Vps34, em
que hd uma inibicdo da autofagia quando o Bcl-2 sequestra a Beclina-1, inativando o
complexo. A formacdo e expansdo da membrana dos autofagossomos sdo mediadas pelos
sistemas de conjugacdo LC3 e Atgl2. O LC3 em sua forma citosolica, conhecida como LC3-
I, sofre uma clivagem na por¢ao C-terminal, quando um sinal pro-autofagico ¢ reconhecido
pela célula, sendo convertido por proteinas ubiquitinas para formar o LC3-II, que ¢ conjugado

a um lipideo, a fosfatidiletanolamina (SIVIERO, 2013).

A desregulacdo do processo de autofagia resulta em vdarias doencas humanas,
incluindo miopatias, doengas neurodegenerativas, infeccdes microbianas, doengas
inflamatorias e cancer. Com isso, o mecanismo pelo qual um defeito na autofagia contribui
para a tumorigénese tem sido bastante investigado. Em tumores, a autofagia ¢ ativada em
areas de hipoxia e mantém a sobrevivéncia da célula frente a condigdes de estresse
metabdlico. Assim, a indug¢do da autofagia em resposta aos agentes anticancer representa um
mecanismo de sobrevivéncia ativado para minimizar os efeitos deletérios do estresse
metabdlico enddgeno e, possivelmente, do tratamento em células tumorais. A indugdo da
autofagia pelas células tumorais ¢ capaz de remover proteinas e organelas que estdo muito
danificadas devido ao estresse induzido pelos agentes quimioterapéuticos, funcionando como
um mecanismo de defesa (CHEN; KARANTZA-WADSWORTH, 2009; TANABE et al.,
2011).

Por outro lado, a autofagia, quando ocorre de forma persistente, utilizando farmacos
indutores de autofagia, por exemplo, pode resultar em elimina¢do de células tumorais. Isso
porque, a autofagia descontrolada pode resultar em morte celular por meio da digestdo de
componentes citoplasmaticos essenciais em células tumorais. Além disso, a estimulacdo da

autofagia e a preservagdo da aptiddo celular pela manutengdo do controle de qualidade de
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organelas e proteinas, supressdo de dano do DNA e instabilidade gendmica, e limitacdo da
inflamacdo associada a necrose pode ser um ponto chave na preven¢do do cancer (CHEN;

KARANTZA-WADSWORTH, 2009; VIJAYAKURUP et al., 2014).

Contudo, a resisténcia a morte celular programada ¢ um importante mecanismo no
processo de tumorigénese, assim como no desenvolvimento de resisténcia a drogas
antitumorais. Isso tem despertado interesse na busca de novos farmacos antineoplasicos que
atuem por mecanismos capazes de superar a resisténcia a morte celular pelas células tumorais,
reativando essas vias com o objetivo de alcancar uma boa resposta clinica (RONINSON;

BROUDE; CHANG, 2001; TSCHAN; SIMON, 2010).

1.4 Estratégias terapéuticas utilizadas no tratamento do cancer

A carcinogénese ¢ um processo de varias etapas resultante do acimulo de multiplas
mutagdes. As células malignas apresentam diversos atributos fenotipicos, tais como
crescimento excessivo, invasividade local e habilidade de formar metastase. No decorrer do
tempo, os tumores se tornam mais agressivos e adquirem um maior potencial maligno. A
heterogeneidade das células malignas ¢ uma das caracteristicas relacionadas com a
agressividade do tumor. Isso porque, durante a carcinogénese ocorre o acumulo independente
de multiplas mutagdes em diferentes células, gerando subclones com habilidades variadas de

crescimento, invasdo, metastase e resisténcia a terapia (KUMAR et al., 2010).

Com isso, algumas estratégias terapéuticas tém sido utilizadas no intuito de combater a
carcinogénese, tais como intervencdo cirirgica, radioterapia, quimioterapia, imunoterapia,
terapia génica e hormonal, dentre outros (KUMAR et al., 2010). Muitas técnicas tém
otimizado o tratamento dos pacientes, no entanto, nem sempre alcangando resultados
satisfatorios, apresentando elevadas taxas de recidiva do tumor e o aparecimento de
metastases devido, principalmente, a heterogeneidade das células malignas, além de induzir

muitos efeitos colaterais (SALGALLER; LODGE, 1998).

A remocdo cirirgica do tumor ¢ eficaz nos estagios iniciais da doenga quando ndo ha
metastase, sendo, na maioria das vezes associada a outras terapias. Dentre estas, ¢ utilizada a
radioterapia, com o uso de raios gama e radioisotopos, a fim de aumentar a eficiéncia do
tratamento. A radioterapia ¢ uma técnica antineoplédstica muito utilizada, podendo reduzir o

tamanho do tumor, evitar o aparecimento de metastases ou de recidivas. No entanto, o
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tratamento por radiacdo oferece muitas limita¢cdes devido aos efeitos colaterais observados
(ALMEIDA et al., 2005). Atualmente, a imunoterapia tem sido utilizada como tratamento
coadjuvante, eliminando células tumorais residuais apds intervengdo cirirgica ou outro
tratamento, por meio da estimulagdo das células de defesa do corpo (ALMEIDA et al., 2005;
LOUIS et al., 2012).

O uso dessas medidas locais no tratamento do cancer tem sido eficaz em cerca de um
terco dos pacientes nos estagios iniciais da doenga. No entanto, os demais casos necessitam de
uma intervengdo sistémica, sendo a quimioterapia uma alternativa de tratamento. A
quimioterapia tem como objetivo destruir as células tumorais, interferindo no processo de
crescimento, divisdo e invasdo celular, preservando as células normais (FULDA; DEBATIN,

2004; ALMEIDA et al., 2005; SOUZA et al., 2007).

Os farmacos quimioterdpicos podem ser administrados isoladamente
(monoquimioterapia) ou combinados (poliquimioterapia). A terapia farmacoldgica combinada
tem sido utilizada no tratamento de neoplasias com o objetivo de aumentar a eficacia do
tratamento e de evitar a resisténcia tumoral aos farmacos. O uso combinado de medicamentos
com diferentes alvos terapéuticos ¢ capaz de otimizar as respostas do paciente ao tratamento
(SOUZA, 2004). Entretanto, a quimioterapia pode oferecer efeitos secundarios,
principalmente sobre células normais de crescimento rapido, como as gastrointestinais, as do
sistema imunologico e os capilares, resultando em diversos efeitos colaterais, como, diarreia,
nduseas, vomitos, alopecia e imunodepressdo (ALMEIDA et al., 2005; BRANDAO et al.,
2010).

A busca por novos farmacos especificos para as células neoplasicas, com toxicidade
reduzida e indice terapéutico favoravel tem sido um desafio para induastria farmacéutica, a fim
de reduzir os efeitos colaterais resultantes do tratamento com quimioterapicos (ALMEIDA et
al., 2005). Diante disto, ¢ importante que novas estratégias terapéuticas sejam desenvolvidas a
fim de eliminar a massa tumoral, protegendo as células normais e minimizando o desconforto
do paciente, tornando-se mais eficaz (BRANNON-PEPPAS; BLANCHETTE, 2004). Isso tem
motivado as pesquisas, incluindo a busca por novos medicamentos antineopldsicos

desenvolvidos a partir de produtos naturais.
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1.5 Produtos naturais como fonte de substincias antineoplasicas

Desde a antiguidade, as propriedades farmacologicas de produtos naturais sio
utilizadas no tratamento de doencas. Em 1985, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
estimou que aproximadamente 65% da populagdo mundial utilizava a medicina popular
derivada de plantas como cuidado primario de satde (CRAGG; NEWMAN, 2013). O
conhecimento sobre produtos naturais simboliza muitas vezes o Unico recurso terapéutico de
muitas comunidades e grupos étnicos. Estes produtos podem ser originados de plantas,
animais, microbios ou organismos marinhos (TULP; BOHLIN, 2004; BRANDAO et al.,
2010).

A natureza dispde de uma abrangente diversidade quimica. As plantas sdo importantes
fontes de novas substincias, devido, principalmente, aos seus metabodlitos secundarios
utilizados para modular seu proprio metabolismo e para se defender do ataque de herbivoros e
patogenos. Estes metabdlitos sdo moléculas de constituigdo quimica complexa com potencial

terapéutico para doencas humanas (FERREIRA; PINTO, 2010; BRANDAO et al., 2010).

Até o século XIX, os recursos terapéuticos eram constituidos predominantemente por
plantas e extratos vegetais; ou seja, as plantas medicinais e os extratos destas constituiam a
maioria dos medicamentos (SIMOES et al., 2010). Com isso, um grande avango na inddstria
farmacéutica foi dado na pesquisa de produtos naturais de origem vegetal no século XX
(CRAGG; NEWMAN, 2013). Nos ultimos anos, a importancia dos organismos vegetais como
fontes produtivas de substancias anticancerigenas e outras atividades bioldgicas reativaram
interesses sociais € economicos, superando obstaculos na constru¢do de um cenario crescente.

Hoje, os produtos naturais formam a base dos produtos terapéuticos (BRAZ, 2010).

A pesquisa e a producdo de farmacos a partir de produtos de origem vegetal exige uma
equipe multidisciplinar. Inicialmente, a planta ¢ coletada e identificada por um botanico,
etnobotanico ou ecologo. Geralmente, o estudo de determinada planta possui uma relagao
taxondmica com outros compostos ativos ja isolados de plantas da mesma espécie ou pela sua
utilizagdo na medicina popular. A partir do preparo do extrato do material, é realizada uma
triagem bioldgica por meio de ensaios farmacologicos. A presenca do efeito farmacologico
direciona o processo de isolamento de compostos quimicos ativos, guiado por testes de
atividade bioldégica (MACIEL et al.,, 2002; CARVALHO, 2006). Com isso, além das

investigagdes estruturais, técnicas de biologia celular, analise genética ¢ modulagcdo quimica
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tém sido realizadas a fim de descobrir o mecanismo de agdo desses compostos, por meio da

determinagao dos sitios celulares envolvidos (KANG et al., 2014).

A diversidade quimica dessas moléculas oferece atividades biologicas variadas por
meio de diferentes mecanismos, conferindo a elas, por exemplo, atividade antiproliferativa,
citotoxica e ou antiangiogénica. Desse modo, baseado na ampla variacdo biologica da
carcinogénese, as pesquisas buscam moléculas que atuam por mecanismos especificos, como
inibi¢do da polimerizacdo da tubulina e inibicdo da topoisomerase I e II, no intuito de
encontrar tratamentos mais efetivos e seletivos (BRANDAO et al., 2010). Muitos farmacos
utilizados no tratamento do cancer atuam sobre as células que se encontram em diferentes
fases do ciclo celular, sendo conhecidas como ciclo-celular especificos, sendo a maior parte

desses antineoplasicos de origem natural (Figura 7) (ALMEIDA et al., 2005).

Figura 7. Atividade dos agentes antineoplasicos ciclo celular especificos.
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Os alcaloides da vinca, vincristina e a vimblastina (Figura 8), sdo exemplos de

substancias isoladas da Catharanthus roseus, conhecida como Vinca rdsea, primeiramente

utilizada no tratamento da diabetes, sendo descoberta e confirmada sua a¢cdo farmacologica
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como agente anticancer (CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 2009). Os alcaldides da vinca
atuam inibindo o fuso mitotico, ligando-se as proteinas microtubulares e, consequentemente,

interrompendo a divisdo celular na metafase (ALMEIDA et al., 2005).

Figura 8. Estrutura quimica da vincristina, vimblastina, etoposideo, tenoposideo, paclitaxel e
doxorrubicina.
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Fonte: Adaptado de Almeida et al. (2005).

Outra substancia de origem natural utilizada para o tratamento do céncer ¢ o
Paclitaxel, isolado da casca do teixo das espécies Taxus baccata e Taxus brevifolia, nomeado
comercialmente como Taxol® (Figura 8), responsavel pela inibi¢do do fuso mitético por meio
do bloqueio da formagdo de microtibulos, que resulta no bloqueio da multiplicagdo celular e
na perda da viabilidade celular (WANI et al., 1971; ALMEIDA et al., 2005; BRANDAO et
al., 2010). Além destes, pode-se destacar diversas outras classes de moléculas com atividade
antineoplédsica, como a doxorrubicina, a podofilotoxina e seus analogos etoposideo e

tenoposideo (Figura 8), a camptotecina e seus andlogos topotecano e irinotecano, que atuam
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na inibicdo da topoisomerase I ou II (COSTA-LOTUFO et al., 2010; CRAGG; NEWMAN,
2013).

A contribuicdo dos produtos naturais na descoberta de novos farmacos para
tratamento do cancer tem amplo potencial, visto que menos de 2% das plantas superiores
foram exploradas, a fim de detectar novos compostos com atividade anticincer (COSTA-
LOTUFO et al., 2010). A extensa area ¢ a variedade de zonas climaticas do Brasil contribuem
para sua diversidade ecoldgica, tornando o pais detentor de 20% do ntimero total de espécies
do planeta, sendo muitas dessas espécies endémicas (KATO, 2001; PINTO et al., 2002). Esta
biodiversidade representa para a sociedade brasileira uma regido de enorme importancia
cientifica, econdmica, social, cultural e ambiental, sendo um enorme potencial para a

descoberta de medicamentos baseados em produtos naturais (COSTA-LOTUFO et al., 2010) .
1.6 Combretum fruticosum

A familia Combretaceae, composta por ervas, arbustos e arvores, compreende cerca de
20 géneros e 600 espécies que se encontram amplamente distribuidas em regides tropicais e
subtropicais, como na Africa e no Brasil. Os maiores géneros pertencentes a esta familia sdo
Combretum e Terminalia, com cerca de 370 e 200 espécies, respectivamente (LIMA et al.,
2012). As plantas pertencentes a esses géneros sdo utilizadas na medicina popular para o
tratamento de doengas abdominais, infecgdes bacterianas, cancer, dismenorreia, febre, tlcera
gastrica, doencas cardiacas, pneumonia, doencas de pele, dentre outras (ELOFF;
KATERERE; MCGAW, 2008). Estudos fitoquimicos realizados no género Combretum
demonstraram a ocorréncia de muitas classes de componentes, incluindo triterpenos, lignanas,

flavondides e aminodcidos nao proteicos, entre outros (LIMA et al., 2012).

A espécie Combretum fruticosum € uma trepadeira (Figura 9) encontrada em florestas
tropicais e subtropicais, nas regides do México a Argentina. No Brasil, recebe o nome popular
de escovinha, escova-de-macaco alaranjada e flor de fogo (BRAGA et al., 2007). Essa
espécie, ainda pouco estudada, tem algumas atividades bioldgicas descritas, como inibidora
da enzima conversora de angiotensina (BRAGA et al., 2007; SERRA et al., 2005) e efeito
citotoxico (NASCIMENTO; MELLO; CHIAPPETA, 1985).
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Figura 9. Fotos de Combretum fruticosum. Folha (A), frutos (B) e flor (C)

(€)

Fonte: http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=5024. Fotografo: Eduardo L. H. Giehl.

1.7 Lignanas

As lignanas sd3o uma classe bem conhecida de produtos naturais com grande
diversidade estrutural e bioldgica. Elas sdo largamente distribuidas em numerosas espécies de
plantas e estdo presentes em diferentes niveis de abundancia em todas as partes da planta,
incluindo as raizes, rizomas, madeira, casca, folhas, caules, flores, frutos ¢ sementes (AYRES;
LOIKE, 1990). Centenas de compostos tém sido identificadas em dezenas de familias de

plantas (LAMBLIN et al., 2008).

As lignanas sdo divididas em diversos tipos, tais como dibenzilbutirolactonas
(artigenina, trachelogenina e savinina), furofuranos (pinoresionol e eudesmina) e
dibenzilbutanos (secoisolariciresinol) (Figura 10) (CHO et al., 2001). O termo lignana foi
introduzido por Harworth em 1942 (GOTTILIEB; YOSHIDA, 1984) a fim de descrever um
grupo de produtos naturais caracterizados pela presenca de duas unidades ligadas por meio de
carbonos centrais. Esses compostos sdo, em sua maioria, polifendis derivados da fenilalanina
caracterizados pela dimerizacdo de duas unidades de fenilpropandide (C6-C3) ligadas por
meio de carbonos centrais de suas cadeias laterais, apesar de alguns oligdmeros terem sido
relatados. A dimerizagdo fenilpropanoide, a incorporacdo de oxigénio e o esqueleto funcional
podem ocorrer de diferentes formas, aumentando a variedade estrutural dessas moléculas

(MACRAE; TOWERS, 1984; LEE; XIAO, 2003).
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Figura 10. Representacdo dos esqueletos das lignanas
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Fonte: Adaptado de Lee; Xiao (2003).

O amplo uso farmacoldgico das lignanas estd relacionado com suas atividades
antitumorais, antivirais, hepatoprotetoras, antagonistas do fator de ativacao plaquetaria, dentre
outras. A variedade estrutural dessas moléculas ¢ a principal responsavel pela diversidade de
atividades bioldgicas observadas nessa classe. Com isso, as lignanas representam uma classe
de produtos naturais bioativos com diversas atividades biologicas, sendo uma classe de

moléculas promissora para o desenvolvimento de agentes terapéuticos (LEE; XIAO, 2003).

1.7.1 Mecanismo anticincer das lignanas

A atividade de lignanas e de seus metabolitos na quimioprevencao da carcinogénese
tem sido relacionadas com suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e
fitoestrogénicas, bem como suas habilidades de inibir a proliferacdo, invasdo e angiogénese e
de promover a apoptose (BOBE et al., 2012). Algumas lignanas estdo presentes em fibras,
como na linhaga. Quando ingeridas, sdo metabolizadas em enterolignanas que inibiem a
proliferacdo de células tumorais (LAMBLIN et al, 2008; ZHOU et al., 2013). As
enterolignanas sdo capazes de inibir moderadamente a aromatase, enzima envolvida na
producdo de estrona a partir de androgenos, reduzindo o crescimento tumoral. Além disso,
inlbem a proliferagdo celular endotelial vascular e a angiogénese (CORDEIRO;

FERNANDES; BARBOSA, 2009).
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Nas ultimas décadas, os fitoestrogenos tém despertado interesse devido a sua relagdo
com a prevencdo do cancer. O efeito antioxidante provido por algumas enterolignanas tem
sugerido a diminui¢do do risco de desenvolvimento do cancer. Além disso, numerosos
estudos in vitro e in vivo demonstraram que os fitoestrogenos podem inibir o crescimento
tumoral. Esse grupo diverso de compostos nao-esteroidais sintetizados por plantas apresentam
como maiores classes os isoflavandides e as lignanas. Dentre estes, as lignanas mais

estudadas sdo secoisolariciresinol e a matairesinol (ABARZUA et al., 2012).

Estudos realizados até 1984 destacaram a atividade citotdxica e citostatica antitumoral
de 33 lignanas através de modelos in vitro e in vivo (MACRAE; TOWERS, 1984). De todas
as lignanas derivadas de plantas conhecidas, a mais estudada ¢ a podofilotoxina. O extrato
alcodlico da planta podofilina foi o primeiro citado em 1942 como tratamento topico de
verrugas venéreas causadas por papiloma virus (CHARLTON, 1998). Atualmente, a
podofilotoxina ¢ a lignana ariltetralinica com atividade antitumoral mais conhecida, sendo um
componente bioativo das espécies Podophyllum peltatum, P. emodi e P. pleianthum (LEE;

XIAO, 2003).

Apesar do uso terapéutico da podofilotoxina como droga anticancer ndo ter sido
possivel devido a sua alta toxicidade, alguns acetatos glucosidicos semi-sintéticos, etoposideo
e teniposideo, analogos dessa substancia, sdo frequentemente utilizados no tratamento clinico
de varios canceres (BHATTACHARYYA et al., 2012). O etoposideo, por exemplo, ¢
clinicamente usado no tratamento do cancer de pulmao e de testiculo. O mecanismo de agao
dos andlogos da podofilotoxina incluem a prevengdo da formagdo da tubulina dentro dos
microtubulos ou a inibicdo da atividade -catalitica da Topoisomerase II do DNA.

(DAMAYANTHI; LOWN, 1998; CHENG et al., 2014).

Além da podofilotoxina, outros tipos de lignanas e neolignanas tém sido caracterizadas
como inibidoras da polimerizagio da tubulina. Algumas lignanas do tipo
dihidrobenzofuranos, pertencentes a classe de neolignanas, apresentaram atividade
antitumoral em estudos in vitro contra varias linhagens de células tumorais. Estes compostos
sdo capazes de inibir a mitose em concentragdes da ordem de micromolar em cultura de
células (PIETERS et al., 1999). Além disso, outras lignanas dihidrobenzolfuranos
apresentaram atividade antiangiogénica em ensaios em membrana corioalantéide (APERS et

al., 2002).
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As lignanas do tipo dibenzociclooctadieno sdo conhecidas por apresentarem potente
atividade antioxidante e, consequentemente, podem demonstrar atividade antitumoral (CHEN
et al., 2002). Como exemplo, a gomisina A, a schisandrina A e B e a schisanterina A sdo
capazes de reverter a resisténcia a multiplas drogas ou de aumentar o efeito citotoxico de
agentes anticancer (LI et al., 2006; WAN et al., 2006). Estes efeitos podem estar relacionados
com a inibi¢do da proliferacdo celular por meio da modulacdo de proteinas envolvidas no

ciclo celular, resultando na indug¢do da parada do ciclo (KIM et al., 2010).

Alguns estudos sugerem que as lignanas do tipo dibenzilbutirolactona, classe de
substancias isolada neste trabalho, tém um efeito preventivo contra tipos de cancer hormonio-
dependentes tais como cancer de mama, de prostata e de célon (ADLERCREUTZ, 2002).
Essas substancias sdo agentes citostaticos potentes contra células leucémicas humanas HL-60
(HIRANO; GOTOH; OKA, 1994) e apresentam atividade antitumoral (MORITANI et al.,
1996; TAKASAKI et al., 2000).

A exploragdo da diversidade quimica das lignanas e neolignanas tem resultado em
diversos compostos interessantes para o tratamento do cancer. Muito ainda pode ser explorado

a fim de que novos compostos sejam descobertos e desenvolvidos.

1.8 Relevincia e justificativa

Atualmente, o cancer ¢ considerado um problema de saude publica mundial, sendo
responsavel por mais de 12% de todas as causas de 6bito no mundo. Segundo a Unido
Internacional Contra o Cancer, a incidéncia da doenga alcancard quase 20 milhdes de pessoas
em 2020 (BARBOSA, 2009). O cancer ¢ um conjunto de mais de 100 doengas, caracterizado
pelo crescimento desordenado de células anormais, capazes de invadir outros tecidos e
orgdos. A complexidade da doenca e o dificil tratamento tornou essa patologia alvo de

pesquisa para o desenvolvimento e descoberta de novos farmacos (KUMAR et al., 2010).

O Brasil possui a maior diversidade vegetal do mundo com cerca de 60 mil espécies
de plantas superiores, conferindo ao pais uma farmacopeia popular com uma grande variedade
de plantas medicinais (ENGELKE, 2003; MELO et al., 2007). A utilizacdo de substancias
derivadas de produtos naturais tem crescido com o passar dos anos devido aos efeitos
adversos dos farmacos sintéticos, ao maior conhecimento cientifico acerca da eficacia e

seguranga das espécies vegetais, ao aprimoramento de novos métodos de controle de
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qualidade, e também ao menor valor de compra em comparagdo com os farmacos sintéticos

(MELO et al., 2007).

As lignanas sdao moléculas com amplo uso farmacéutico devido a suas atividades
antitumorais, antivirais, hepatoprotetoras e antagonistas do fator de ativagdo plaquetdria,
dentre outras. A amplitude de atividades bioldgicas oferecida por esses compostos tem
despertado interesse na pesquisa e busca de novos fdrmacos para o tratamento de doengas.
Muito interesse tem sido focado na sua eficacia como agente antineoplasico. A pesquisa nesta
area tem revelado varios mecanismos de agao relacionados com o controle do crescimento
celular. Do ponto de vista molecular, essa classe de moléculas ¢ conhecida por ligar-se a
tubulina de microtibulos, interromper o transporte de nucleotideos e a sintese de DNA e por
inibir certas enzimas de forma especifica, tais como, enzimas associadas com proliferacao
celular (proteina quinase C), ornitina descarboxilase, DNA topoisomerase (MACRAE;

TOWERS, 1984; LEE; XIAO, 2003).

Com isso, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito antiproliferativo in vitro de
compostos isolados a partir do extrato etandlico dos talos da Combretum fruticosum, bem
como, estudar os possiveis mecanismos envolvidos na atividade antiproliferativa da

trachelogenina, uma lignana do tipo dibezilbutirolactona.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

o Avaliar o efeito antiproliferativo in vitro de compostos isolados a partir do extrato

etandlico dos talos da Combretum fruticosum.
2.2 Objetivos Especificos

o Comparar o efeito dos compostos isolados da C. fruticosum sobre a proliferacdo de

linhagens de células tumorais;

o Avaliar a atividade antiproliferativa da trachelogenina em linhagens de células tumorais e

ndo tumorais;

o Comparar os efeitos tempo e concentragdo dependente da trachelogenina em linhagens

células de glioblastoma (SF-295) e de cancer colorretal (HCT-116) de origem humana,;

o Identificar o possivel mecanismo de acdo antiproliferativo da trachelogenina por meio de
testes de viabilidade celular e analise morfolégica em linhagem de células de cancer

colorretal de origem humana (HCT-116);

o Determinar o efeito da trachelogenina sobre a progressao do ciclo celular em linhagem de

células de cancer colorretal de origem humana (HCT-116);

o Identificar o mecanismo molecular de indu¢do de morte celular pela trachelogenina em

linhagem de células de cancer colorretal de origem humana (HCT-116).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais utilizados

A descri¢ao dos equipamentos, softwares de aquisi¢cdo e analise de dados, bem como o
fabricante dos reagentes utilizados estd detalhada no Anexo A. As solugdes preparadas e a

descri¢ao dos componentes dos kits utilizados estdo detalhadas no Anexo B.

3.2 Desenho experimental

Os talos da C. fruticosum foram coletados em julho de 2008 no municipio de Caucaia-
CE. A partir dos talos, foi preparado o extrato etandlico, seguido do fracionamento,
isolamento, purificagdo e identificagdo dos compostos bioativos. A atividade citotdxica destes
compostos foi avaliada utilizando o método do MTT. Apds a identificagdo da atividade
antiproliferativa da trachelogenina, foi realizado o estudo dos possiveis mecanismos de a¢ao
envolvidos nesta atividade, utilizando o ensaio de viabilidade celular por exclusdo do azul de
Trypan, analisando a morfologia das células por microscopia Optica e confocal, estudando os
eventos celulares por citometria de fluxo e a expressdo de proteinas por Western blot. A

figura 11 apresenta o desenho experimental onde estd descrito resumidamente todas as etapas

deste trabalho.

Figura 11. Desenho experimental.
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3.3 Metodologia experimental
3.3.1 Isolamento e identificacdo das amostras

O material vegetal da Combretum futicosum foi coletado em julho de 2008 no
quildometro 15 da BR 020, no municipio de Caucaia-CE, pelo Prof. Dr. Edilberto Rocha
Silveira, da Universidade Federal do Cear4d (UFC), sendo identificado pela Profa. Dra. Maria
Iracema Bezerra Loiola, botdnica da mesma instituicdo. A exsicata referente a coleta da
planta encontra-se depositada no Herbario Prisco Bezerra, no Departamento de Biologia da

UFC, sob numero de registo 43054.

O isolamento e a identificacio dos compostos isolados dos talos da Combretum
fruticosum (Figura 12) foram realizados pelo grupo de pesquisa da Profa. Dra. Otilia
Deusdénia L. Pessoa e do Prof. Dr. Edilberto Rocha Silveira, com a colabora¢do da Dra.

Thiciana da Silva Sousa, do Departamento de Quimica Organica e Inorgancia da UFC.

Figura 12. Estruturas dos compostos isolados dos talos da Combretum fruticosum. (1) 4cido maslinico,
(2) 4cido oleandlico e (3) 4cido arjundlico, (4) 4’-O-acetil-3’, 3,4-tri-O-metil ellagico, (5) apigenina 8-

C-B-D-glucosideo, (6) (-)-trachelogenina, (7) vladinol F.
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As substancias foram obtidas a partir do extrato etanolico dos talos da C. fruticosum,
resultante da investigacdo quimica desta planta. O fracionamento foi guiado pela identificagdo
dos extratos e fragdes mais ativos para a inibi¢do da proliferacdo de linhagens de células
tumorais, sendo estes estudos de citotoxicidade realizados em parceria com o Laboratorio de
Oncologia Experimental. As estruturas dos compostos foram determinadas por métodos
espectroscopicos, principalmente Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e de "°C,
incluindo técnicas bidimensionais como COSY (do inglés Correlation Spectroscopy), HSQC
(do inglés, Heteronuclear Simple Quantum Correlation) e HMBC (do inglés, Heteronuclear
Multiple Bond Correlation), além de Infra-vermelho (IV). Os compostos identificados foram
encaminhados para investigacdo da atividade antiproliferativa frente a linhagens de células
tumorais. ApOs a triagem inicial, a trachelogenina foi escolhida para dar seguimento ao estudo
do mecanismo de a¢do antiproliferativo desta substdncia. A molécula apresenta formula
molecular C;;H»407 e peso molecular de 388,411 g/mol, sendo relatada pela primeira vez no

género Combretum.
3.3.2 Avaliacao da citotoxicidade in vitro
3.3.2.1 Linhagens celulares

As linhagens tumorais utilizadas para a avaliacdo da atividade antiproliferativa foram
obtidas através de doagdo pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (US-NCI, do
inglés United States — National Cancer Institute). A linhagem 3T3-L1 foi obtida a partir do
banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ), enquanto as células mononucleadas de sangue
periférico (CMSP) foram obtidas de voluntarios sadios, sendo utilizadas como modelo para a

avaliagdo da citotoxicidade sobre células nao tumorais (Tabela 1).
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Tabela 1. Linhagens celulares testadas durante o estudo

Concentracao de

Linhagem Tipo histolégico Origem plaqueamento
celular 1
(cél/mL)

HCT-116 Carcinoma colorretal Humana 7x10*
HCT- 8 Carcinoma colorretal Humana 7x10*
HL -60 Leucemia promielocitica Humana 3x10°
OVCAR-8 Carcinoma ovariano Humana 1x10°
PC-3 Adenocarcinoma de prostata Humana 1x10°
SF-295 Glioblastoma Humana 1x10°
3T3-L1 Fibroblastos ndo transformados Murino 7x10*
CMSP Cé¢lulas mononucleadas do Humana 1x10°

sangue periférico

3.3.2.2 Manutencio das linhagens celulares

As linhagens celulares foram manuseadas em ambiente estéril de cdmara de fluxo
laminar vertical (VECO, modelo Biosafe 12, classe II) e mantidas em incubadora de CO; a

37°C com atmosfera de 5% de CO, (NUAIRE, modelo TS Autoflow).

As linhagens tumorais foram cultivadas em garrafas de cultura de células de 25 cm®
com volume de 50 mL ou de 75 cm® com volume de 250 mL em meio RPMI 1640 (Gibco), e
as células 3T3-L1 foram cultivadas em DMEM (Gibco), ambos suplementados com 10% de
soro bovino fetal (SBF) e 1% de antibidtico (penicilina/estreptomicina). A manutencao foi
feita antes que as células atingissem determinada confluéncia. O crescimento das linhagens

foi acompanhado diariamente por microscopio de inversao (ZEISS, modelo Axiovert 40C).

Para a manutengdo de células aderidas, o meio era retirado e a garrafa era lavada 2x
com PBS estéril, em seguida, adicionava-se tripsina-EDTA 0,5% (Gibco) diluida 10X em
solugdo tampao (PBS, do inglés Phosphate Buffer Solution), a fim de suspender as células.
Depois de suspensas, a acdo da tripsina era inibida pela adicdo de meio suplementado com
SBF. Parte das células era removida da garrafa e o volume era preenchido com meio

completo. Para manutencdo de células suspensas, apenas trocava-se o meio.
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3.3.2.3 Obtenc¢do das células mononucleadas do sangue periférico (CMSP)

As células mononucleadas foram obtidas do sangue periférico de voluntarios sadios
coletado em tubos tipo Vacutainer contendo solucdo de EDTA K, (BD Vacutainer®). Apos a
coleta, 5 mL de sangue total foram diluidos em PBS (1:1) e vagarosamente depositados sobre
2 mL de Ficoll®-Hypaque (Sigma). Posteriormente foi realizada a centrifugacdo por 30
minutos a 1500 rpm para separacdo das fases da solucdo. As células mononucleadas
concentram-se na camada localizada na interface entre o plasma (fase clara) e os eritrocitos
(fase escura). As CMSP foram transferidas para outro tubo onde foi acrescentado PBS até
atingir um volume final de 11 mL, sendo entdo centrifugado por 20 minutos a 1000 rpm. Esse
procedimento foi repetido e o pellet de CMSP foi ressuspendido em meio RPMI 1640
suplementado com 20% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos (para uma concentragao
final de 100 U/mL penicillina, 100 ug/mL estreptomicina). Para estimular a proliferagdo dos
linfocitos, foi adicionado ao meio 2% do agente mitogénico fito-hemaglutinina (Sigma). As
células foram contadas e diluidas para uma concentragio final de 1 x 10° células /mL e a
citotoxicidade do composto foi testada utilizando o método do MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-

2,5-difenil-brometo de tetrazodlio).
3.3.2.4 Avaliacdo da atividade antiproliferativa in vitro - método do MTT

O ensaio do MTT ¢ um método colorimétrico que tem como objetivo quantificar a
atividade mitocondrial por meio da reducdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-
brometo de tetrazolio (MTT), de cor amarela, resultando na formagao de cristais de formazan,
de cor purpura, em células metabolicamente ativas. Os metabolitos primarios envolvidos do
ciclo de Krebs, NADH2, NADPH e Succinato sdo os principais envolvidos nesta rea¢do, em
que a atividade metabodlica da célula é dependente do nimero de células e estd diretamente
relacionada com a quantidade de MTT metabolizada, sendo a quantificacdo realizada por

absorbancia em espectrofotometro (MOSMANN, 1983).

As células em suspensdo ou monocamadas foram plaqueadas em multiplacas de 96
cavidades, sendo a concentra¢dao de plaqueamento determinada de acordo com as linhagens a
serem testadas descritas na Tabela 1. Apds 24 horas de incubacdo em estufa a 37°C a 5%
CO2, 100 pL de amostra teste diluidas em meio completo foram adicionadas e as placas
foram novamente incubadas por 72 horas. As placas foram centrifugadas a 1500 rpm por 5

min e, em seguida, o sobrenadante foi retirado. Foi adicionado em cada pogo 150 pL de
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solugdo de MTT (0,5 mg/mL), diluido em meio RPMI 1640, e as placas foram reincubadas
por 3 horas. Apos o periodo de incubagdo, as placas foram novamente centrifugadas a 3000
rpm por 10 min e o sobrenadante retirado. Para realizacdo da leitura em espectrofotometro de
placa (Beckman Coulter Inc., modelo DTX-880) com absorbancia de 595 nm, o formazan foi
ressuspenso em 150 pL de Dimetilsulfoxido (DMSO) adicionado em cada poco. Para leitura

foi utilizado o programa Multimode Detection Software (Beckman Coulter Inc.).

Para a analise dos dados, foi utilizado o programa GraphPad Prism versdo 5.0. Os
valores das absorbancias, resultantes dos testes das fracdes em concentracdo Unica, foram
transformados em porcentagem de inibi¢cdo, sendo comparado ao controle negativo. Estes
dados foram analisados com base na média =+ erro padrao da média da triplicata de no minimo
trés experimentos. Quando testadas em diluicdo seriada, foi feita a determinagdo da
concentragdo inibitéria média (Clsp) com os respectivos intervalos de confianga (IC 95%),

obtidos por regressao nao linear.

3.3.2.5 Avaliacdo da atividade antiproliferativa pelo método de exclusdo por azul de

Trypan

A exclusdo por azul de Trypan ¢ um método quantitativo de avalia¢do da viabilidade
celular, que permite quantificar separadamente células viaveis e células ndo viaveis. O corante
penetra em todas as células, no entanto, apenas as células metabolicamente ativas (viaveis)

conseguem expulsar o Trypan para fora, enquanto que nas ndo viaveis ¢ observada uma

coloracdo azulada (PERES; CURI, 2005).

Para a realizagdo do teste, as células HCT-116 em suspensdo foram plaqueadas em
placas de 24 pogos na concentragio de 7 x 10* células/mL e incubadas por 24 e 48 h com a
trachelogenina nas concentragdes de 2,5, 5 e 10 uM. Estas concentragdes foram utilizadas nos
demais métodos realizados, sendo baseada na concentracdo inibitoria média (Clsp)
determinada pelo método do MTT, apds 48 horas de incubagdo. A doxorrubicina foi utilizada
como controle positivo na concentragdo de 0,4 uM. Apo6s os periodos de incubagdo as células
foram transferidas para tubos eppendorf, que em seguida foram centrifugados por 5 minutos a
1500 rpm. O pellet foi ressuspenso em 1 mL de PBS. Em uma aliquota de 90 pL de suspensao
de células, foram adicionados 10 pL de azul de Trypan 0,4%. As células viaveis e ndo vidveis

foram contadas em camara de Neubauer.
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Os dados foram analisados com base na média + erro padrdo da média da triplicata de
de quatro experimentos. Para verificacdo da ocorréncia de diferenca estatistica significativa
entre os grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida por
teste Student Newman-Keuls para compara¢do entre grupos, com significincia de 5%

(p<0,05).
3.3.2.6 Analise morfoldgica — Coloracao diferencial com panético rapido

A coloragdo com kit pandtico rapido (Laborclin®) permite a visualizagdo das
caracteristicas morfologicas das células por meio da coloragdo diferenciada da membrana
celular, do citoplasma e do nucleo, sendo utilizado para sugerir o possivel mecanismo de

morte celular, seja por apoptose, necrose ou autofagia.

As células HCT-116 em suspensdo foram plaqueadas em placas de 24 pogos na
concentragdo de 7 x 10* células/mL e incubadas por 24 e 48 h com trachelogenina nas
concentragdes de 2,5, 5 e 10 uM. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo na
concentracdo de 0,4 uM, e o controle negativo foi tratado apenas com o veiculo. Apds os
periodos de incubagdo, as células foram transferidas para tubos eppendorf e centrifugadas por
5 minutos a 2000 rpm. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 1
mL de PBS. As laminas foram preparadas com o uso de uma Citocentrifuga (modelo CT-
2000, Cientec). Em seguida, as ldminas foram fixadas com solugdo de triarilmetano a 0,1%,
coradas com solugdo a 0,1% de xantenos e com solugio de 0,1% de tiazinas (Laborclin®). O
tempo de imersdo em cada solucdo foi de aproximadamente 5 segundos. As laminas foram
lavadas com agua destilada para remover o excesso de corante. Depois de secas foram

montadas com laminulas fixadas com Entellan® e visualizadas em microscépio optico.

O efeito da trachelogenina nas células HCT-116 foi observado por analise morfologica
do nucleo e do citoplasma usando microscopia Optica com aumento de 200x (Olympus,

Tokyo, Japan), comparando com o controle negativo e positivo.
3.3.3 Estudo do mecanismo de a¢ao
3.3.3.1 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo ¢ uma importante alternativa de estudo dos eventos celulares,

caracterizada pela andlise destes eventos em condigdes vitais da célula. No citdmetro, as
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células sdo individualmente conduzidas em canal de corrente fluida, em que, ao interceptar o
feixe de luz, geralmente proveniente de um laser, causam sua dispersdo em vdrias dire¢des
dependendo do tamanho, da estrutura interna, das caracteristicas topograficas e da densidade
oOptica de cada célula. A deteccdo de um feixe de luz que passa pela particula com um minimo
de desvio estd relacionada com o tamanho celular, que se dd por dispersdo linear (FSC,
Forward Scatter), enquanto que a captacdo de um desvio ortogonal estd relacionada com a
complexidade da célula, em particular sua granulosidade, que ocorre por dispersdo lateral
(SSC, Side Scatter). Além disso, ¢ capaz de detectar a fluorescéncia emitida por marcadores

utilizados, classificando cada célula com um evento (SHAPIRO, 1995).

As células HCT-116 do controle foram tratadas com o veiculo da amostra teste
(DMSO). Como controle positivo foi utilizado a doxorrubicina (0,4 pM). Para a anélise do
efeito da trachelogenina, as células foram tratadas nas concentragdes de 2,5, 5 ¢ 10 uM. As
células foram analisadas utilizando o citdmetro Guava easyCyte'™ 6-2L. Para todos os
parametros avaliados pela técnica de citometria de fluxo, 5 mil eventos foram adquiridos por
cada replicada de cada amostra. Os debris foram omitidos da analise. Cada experimento foi

realizado em triplicata em trés experimentos independentes.

A andlise dos dados da citometria de fluxo foi feita com base na média + erro padrdo
da média; e para a verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes
grupos, os dados foram comparados por andlise de varidncia (ANOVA) seguida por Teste

Student Newman-Keuls, com nivel de significancia de 5% (p<0,05).

3.3.3.1.1 Avaliacdo da integridade da membrana, da densidade de células e da

morfologia celular

O teste se baseia na capacidade do iodeto de propideo (PI, do inglés, Propidium
lodide) de penetrar nas células, cuja membrana esteja rompida (ndo-vidveis), e se ligar ao
DNA, emitindo alta fluorescéncia vermelha quando ¢ excitado pelo laser. As células com

membrana integra emitem baixa fluorescéncia (SHAPIRO, 1995).

Ap0s 48 horas de tratamento, uma aliquota de 100 pL de suspensao de células tratadas
e ndo tratadas foi incubada com 100puL de uma solucdo de PI a 50pg/mL (diluido em tampao
fosfato). Apos 5 minutos as amostras foram analisadas por citometria de fluxo. Foram obtidas

informagdes sobre densidade, morfologia (espalhamento frontal e lateral da luz, o que



48

corresponde ao tamanho e granulosidade relativa entre as células, respectivamente) e
integridade de membrana celular utilizando-se o filtro para o espectro do vermelho

(DARZYNKIEWICZ et al., 1992).

3.3.3.1.2 Analise de conteudo e fragmentacio de DNA

Esse teste baseia-se na capacidade do PI se ligar ao DNA. Inicialmente, a membrana
plasmatica das células foi permeabilizada por um detergente, permitindo que o iodeto de
propideo ligue-se ao DNA de todas as células. Células com o nucleo integro emitirdo alta
fluorescéncia, e aquelas que apresentam nucleos com condensacdo da cromatina e DNA
fragmentado incorporam menos o iodeto de propideo e por isso emitem menor fluorescéncia.
Além disso, o PI se intercala proporcionalmente a quantidade de DNA da célula, permitindo
mensurar as fases do ciclo celular por meio da quantidade de DNA presente em cada fase do

ciclo.

Uma aliquota de 100 pL de suspensdo de células tratadas e ndo tratadas foi incubada
com 100 pL de uma solucdo de lise (0,1% de citrato de sddio, 0,1 % de Triton X-100 e 2
pg/mL iodeto de propidio em PBS). Apds o periodo de incubacdo por 40 minutos no escuro,

as amostras foram analisadas no citdometro de fluxo.

Os gréficos do ciclo celular foram analisados no programa ModFit LT (Verity

Software House).

3.3.3.1.3 Avaliacido da Externalizacdo da Fosfatidilserina — Anexina V

A translocacdo da fosfatidilserina (PS, do inglés phosphatidylserine), um fosfolipideo
normalmente localizado na face interna da membrana plasmatica, para a face externa da
célula ¢ um evento associado aos primeiros estagios do processo de apoptose. Este ensaio
permite diferenciar células vidveis, apoptoticas e necroticas pela coloracdo diferencial por
fluorescéncia. Anexina-V ¢ uma proteina com alta afinidade por PS e que, conjugada a
ficoetrina (PE, do inglés Phycoerythrin), emite fluorescéncia amarela quando ligada,
possibilitando a identificagdo de células em apoptose. O corante 7-AAD penetra as
membranas celulares desintegradas e se liga ao nucleo, emitindo fluorescéncia vermelha. A
estratégia da coloragdo dupla fornecida pelo reagente Guava® Nexin permite a identificagao
de quatro populagdes distintas: células sem marcacdo sdo consideradas normais (ou viaveis);

células com coloragdo amarela sdo tidas como em apoptose inicial; células vermelhas sdo
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consideradas necrdticas; e células reconhecidas pelos dois corantes sdo identificadas como em
apoptose tardia, pois, nos estagios finais, as membranas das células apoptoticas perdem a

integridade.

Apobs o tratamento por 48 horas, uma aliquota de 100 puL. de suspensdo de células
tratadas e ndo tratadas foi incubada com 100 pL da solugdo de Guava Nexin® (Guava
Technologies). Ap6s 20 minutos de incubagdo a temperatura ambiente no escuro, as amostras
foram adquiridas no citometro de fluxo. A fluorescéncia da anexina V conjugada com a
ficoeritrina foi mensurada por fluorescéncia amarela a 583nm e o 7AAD na fluorescéncia
vermelha a 680nm. As percentagens de células viaveis e de células em apoptose inicial e

tardia foram calculadas.

3.3.3.2 Deteccio de organelas de vesiculas acidas por colorag¢io com laranja de acridina

A laranja de acridina ¢ um corante acidotropico que se acumula em organelas acidas
de maneira dependente de pH. Em pH neutro, a laranja de acridina ¢ uma molécula verde
fluorescente hidrofébica que cora o citoplasma e nucleo das células emitindo fluorescéncia
verde. Em ambientes 4cidos, a laranja de acridina sofre modificagdes fisico-quimicas e passa

a emitir fluorescéncia no espectro laranja.

Para visualizar a presenca de células autofagicas, as células HCT-116 foram
plaqueadas e tratadas com a amostra teste por 48 horas nas concentragdes de 5 uM e 10 pM.
Apo6s o periodo de incubagdo, as células foram coradas com uma solu¢do de laranja de
acridina (1 mg/mL) e de Hoechst 33342 (10 pg/mL) e mantidas no escuro a 37°C por 15
minutos. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com tampdo de solugdo salina
(PBS) e foram analisadas utilizando microscopia confocal com comprimentos de onda de
excitagdo de 543 e 560-620 nm, respectivamente (ZEISS, modelo LSM 710). A solucdo de
Hoechst 33342 (10 pg/mL) foi utilizada para corar o nucleo das células, com comprimento de

onda de excitacdo e emissdo de 350 e 461 nm, respectivamente.

Todas as imagens obtidas no microscopio confocal foram processadas utilizando o

programa ZEN 2008, sendo apresentadas com a mesma ampliacao.
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3.3.3.3 Avaliacao da expressao proteica por Western blot

O Western blot, também chamado de immunoblot, ¢ um método bioquimico e
molecular utilizado para detectar a expressao proteica de uma determinada proteina em uma
amostra, usando um anticorpo mono ou policlonal especifico para a proteina de interesse

(SIVIERO, 2013).

O procedimento de realizagdo do ensaio do Western blot consiste em vdrias etapas:
extracdo e quantificacdo de proteinas totais das células submetidas ao tratamento com o
composto, separacdo das proteinas desnaturadas por peso molecular em eletroforese vertical
em gel de poliacrilamida, eletrotransferéncia das proteinas para uma membrana capaz de ligar
proteinas e a revelacdo de proteinas especificas por meio de sondas do anticorpo respectivo
por um método colorimétrico que se baseia na reagdo da enzima fosfatase alcalina sobre o
substrato NBT/BCIP, resultando em uma marcacao de cor pirpura na membrana (TOWBIN;

STAEHELIN; GORDON, 1979).

Os anticorpos primarios utilizados no experimento foram PARP integro e clivado,
yH2AX, Bcl2, LC3-A, LC3-B e Beclina 1. O anticorpo B-actina (Cell Signaling
Technology®) foi utilizado como referéncia experimental. Os anticorpos secundarios anti-
mouse 1Gg (Cell Signaling Technology®) e anti-rabbit 1Gg (Cell Signaling Technology®)
ligados a fosfatase alcalina foram utilizados na deteccdo final das proteinas. Todos os
anticorpos foram solubilizados em BSA 5%, diluidos de 1:1000, exceto a B-actina e os

anticorpos secundarios que foram preparados em diluigdo de 1:2000.
3.3.3.3.1 Extracio de proteinas

As células HCT-116 foram tratadas com o veiculo (DMSO), com Trachelogenina nas
concentragdes de 5 uM e 10 uM e com a doxorrubicina na concentracao de 0,4 uM, utilizado
controle positivo do estudo, durante 24 e 48 horas de incubagdo. Para o processo de extracao,
as cé¢lulas foram tripsinizadas e centrifugadas e o pellet lavado duas vezes com PBS. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em tampao RIPA Lysis Buffer
(Milipore) 1X acrescido de um coquetel de inibidores de proteases (1:100 v/v), ortovanodato
de sodio (1:100 v/v) e PMSF (1:100 v/v). As amostras foram colocadas em gelo por duas

horas, sendo sonicadas a cada 20 minutos. Ao final, as amostras foram centrifugadas a 13000
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rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado, separado em aliquotas e armazenado

a-20°C.

3.3.3.3.2 Quantificacio de proteinas

A quantificacdo de proteinas totais extraidas das células foi realizada por meio de
método colorimétrico com o kit DC Protein Assay (BioRad Laboratories), utilizando o
método de Lowry. Para isso, uma curva padrao de BSA (0,2-2 mg/mL; Sigma) diluida em
tampao RIPA completo foi utilizada para a calibracdo do método. O tampao RIPA completo
foi utilizado para marcar o branco experimental. Em seguida, 5 uL de cada amostra foi
plaqueado em triplicata em placa de 96 pogos. Foram adicionados em todos os pogos 25 pL
de reagente A’ (20 uL de reagente S + 1 mL de reagente A) seguido de 200 puL de reagente B
(BioRad Laboratories). As amostras foram incubadas por 10 minutos no escuro sob agitagao

leve e lidas em espectrofotometro no comprimento de onda de 620 nm.

A curva de BSA foi gerada por regressdo linear no programa GraphPad Prism 5.0,
sendo plotado um grafico da absorbancia versus quantidade de proteinas. Os valores de
absorbancia obtidos de cada amostra foram aplicados a equacdo da curva para determinar as

concentragdes de proteina.

3.3.3.3.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A separagdo das proteinas totais baseada no peso molecular foi realizada por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida em um sistema vertical (TOWBIN; STAEHELIN;
GORDON, 1979). Apds a montagem do sistema vertical (BioRad, modelo mini-PROTEAN®
Tetra Cell), o gel de resolucdo foi confeccionado para uma concentragdo final de 12,5% em
tampao Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8 (BioRad Laboratories). O gel de concentracao foi colocado
sobre o gel de 12,5%, com concentracdo final de 5% de poliacrilamida em tampao Tris-HCl
0,5 M, pH 6,8 (BioRad Laboratories). O detalhamento das solu¢des utilizadas e o preparo dos

géis estdo apresentados no Anexo B.

O marcador de peso molecular Full-Range Rainbow Marker (12-225 kDa; GE
Healthcare) foi usado sempre no primeiro pogo da esquerda para monitorar a separagdo das
proteinas. Foi aplicado nos pogos do gel de concentracdo 15 png de proteina total de cada
amostra, carregada com o tampao Blue Juice 5X (5:1 v/v; Invitrogen). A corrida de

eletroforese foi realizada foi realizada sob voltagem constante de 100 V e amperagem livre
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(para duas placas; fonte elétrica PowerPac™, modelo HCPower Supply) a temperatura
ambiente, utilizando um tampao de corrida para eletroforese. O tempo de corrida variou entre

1h e 40 minutos a 2 horas.
3.3.3.3.4 Eletrotransferéncia

As proteinas separadas foram transferidas para uma membrana de PVDF Hybond-P
(GE Healthcare). Para isso, o gel foi colocado em contato com a membrana previamente
lavada em metanol entre esponjas e papéis de filtro banhados na solug¢do de transferéncia
(detalhado no Anexo B). A eletrotransferéncia foi realizada pelo modo de imersdo (BioRad,
modelo MiniTrans Plot Modulo) sob voltagem livre e amperagem de 400 mA por 1h e 20

minutos a 4°C (fonte elétrica PowerPac™, modelo HCPower Supply).
3.3.3.3.5 Imunodetec¢ao

Ap0s a transferéncia, as membranas foram incubadas em solugdo de leite desnatado
3% em TBS por uma hora sob agitagdo constante, a fim de bloquear ligacdes proteicas
inespecificas. Apos o periodo de incubagdo, foram realizadas trés lavagens com TBS-Tween
0,1% (TBS-T) de 5 minutos e mais uma lavagem com TBS. As membranas foram, entdo,
incubadas overnight a 4°C com os anticorpos primdrios diluidos em solugdo de BSA 5% em
TBS. Apoés o mesmo processo de lavagens realizadas anteriormente com TBS-T e TBS, as
membranas foram incubadas por uma hora com o anticorpo secundario acoplado a enzima
fosfatase alcalina diluido em solucdo de leite desnatado 5% em TBS por 1 hora, sob agitacao.
Em seguida, as membranas foram novamente lavadas para a revelagdo com aproximadamente
1 mL de solucdo reveladora (BCIP®/NBT solution, premixed-Sigma) e incubadas no escuro
até a indicacdo colorimétrica desejada. Apds a revelagdo, as membranas foram lavadas em

agua destilada.
3.3.3.3.6 Analise de dados

As membranas foram fotografadas por um captador de imagens (GE Heathcare,
modelo ImageQuant® 300), utilizando para aquisi¢do e edi¢cdo o programa ImageQuant®300

(GE Heathcare).
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da atividade citotoxica dos compostos isolados dos talos da Combretum

fruticosum

O fracionamento do extrato etanodlico dos talos da C. fruticosum resultou no
isolamento de sete metabdlitos secundarios: trés triterpenos de esqueleto oleano, (1) acido
maslinico, (2) 4cido oleanodlico e (3) 4cido arjundlico, duas misturas de esteroides, (4) 4°-O-
acetil-3’, 3,4-tri-O-metil ellagico e (5) apigenina 8-C-B-D-glicosideo e duas lignanas, (6) (-)-
trachelogenina e (7) vladinol F. Os compostos isolados foram encaminhados ao Laboratorio
de Oncologia Experimental para a investigagdo da atividade antitumoral. O efeito
antiproliferativo dos compostos foi avaliado in vitro contra as linhagens celulares tumorais
HL-60, OVCAR-8, HCT-116 e SF-295, utilizando o método colorimétrico do MTT. A
doxorrubicina foi utilizada como controle positivo no estudo. Os valores de Clsy apos 72

horas de tratamento estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Avaliacdo da atividade citotoxica dos compostos isolados dos talos da Combretum
fruticosum frente a linhagens de células tumorais avaliados pelo ensaio do MTT apds 72 horas de
incubacgdo. (1) acido maslinico, (2) &cido oleandlico e (3) acido arjundlico, (4) 4’-O-acetil-3°, 3,4-tri-
O-metil ellagico, (5) apigenina 8-C-B-D-glicosideo, (6) (-)-trachelogenina e (7) vladinol F.

ClIso (uM)
Intervalo de confianca de 95%
Compostos HL-60 OVCAR-8 HCT-116 SF-295
1 11,2 22,8 17,9 20,3
(8,2-14,8) (18,4-28,7) (15,6-20,5) (17,3-23,7)
2 - - - -
3 25,3 23,1 19,8 30,2
(14,3-45,0) (20,4-26,2) (17,6-22,3) (22,9-40,1)
4 > 55 > 55 > 55 > 55
5 > 55 > 55 > 55 > 55
6 32,4 3,5 1,9 0,8
(18,5-57,1) (2,6-4,6) (1,6-2,3) (0,67-0,95)
7 > 55 > 55 > 55 > 55
Doxorrubicina 0,03 0,45 0,21 0,41

(0,02-0,03)  (0,29-0,53)  (0,16-0,29)  (0,21-0,47)

Os valores de Clsj estdo apresentados em uM e foram calculados a partir de regressdo ndo linear utilizando o
programa GraphPad Software versdo 5.0. Os intervalos de confianga (IC 95%) foram obtidos por meio de pelo
menos trés experimentos independentes realizados em duplicata, sendo mostrados entre parénteses.
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Dentre os compostos testadas, 1, 3 e 6 foram citotdxicos frente as linhagens tumorais
testadas. No entanto, o composto 6, identificado como trachelogenina, apresentou maior
citotoxicidade contra as linhagens OVCAR-8, HCT-116 e SF-295, sendo este composto
escolhido para o estudo dos possiveis mecanismos de agdo envolvidos na sua atividade
antiproliferativa. Os demais compostos ndo apresentaram atividade citotoxica até a

concentragdo de 55 uM (Tabela 2).
4.2 Avaliacao da atividade citotoxica da trachelogenina

O efeito antiproliferativo da trachelogenina foi avaliado em outras linhagens de células
tumorais e ndo tumorais, a fim de expandir o painel de linhagem testadas, utilizando o método
colorimétrico do MTT em concentragdes que variaram de 0,2 a 64,3 uM, apds 72 horas de

incubac¢do. Os valores de concentragdo inibitdria média (Cls) estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Potencial antiproliferativo da trachelogenina em linhagens tumorais e ndo tumorais avaliado
pelo ensaio do MTT, apds 72 h de incubagdo.

Clso (M)
LINHAGENS Intervalo de confianca de 95%
1,9
HCT-116 (1,6-2,3)
HCT-8 52
(4,1-6,8)
HL-60 32.4
Tumorais (182370
OVCAR-8 3,5
(2,6-4.6)
PC3 15,02
(10,9-20,8)
0,8
SRS (0,67-0,95)
Nao-tumorai ST3-L1 o
o-tumorais CMSP > 64,3

Os valores de Cls, estdo apresentados em uM e foram calculados a partir de regressdo ndo linear utilizando o
programa Prisma versdo 5.0 (GraphPad Software). Os intervalos de confianga (IC 95%) foram obtidos por meio
de pelo menos trés experimentos independentes realizados em duplicata, sendo mostrados entre parénteses.

O estudo do perfil antiproliferativo da Trachelogenina mostrou potente atividade
citotoxica em algumas linhagens de células tumorais, com valores de Clsy que variaram de 0,8
uM a 32,4 pM para linhagens de glioblastoma (SF-295) e leucémica (HL-60),
respectivamente. Nao foi possivel mensurar os valores de Clso do composto contra linhagem

de células nao tumorais de fibroblastos murino (3T3-L1) e em células mononucleadas do



55

sangue periférico humano (CMSP), visto que os valores de Clso foram maiores que a maior

concentracgdo testada (64,3 uM).

Além disso, pode ser observado que ndo hd um padrdo evidente de seletividade por
uma determinada origem histoldgica. Entretanto, deve-se ressaltar que a trachelogenina exibiu
maior atividade frente as linhagens de glioblastoma (SF-295) e de carcinoma colorretal (HCT-

116), apresentando diferente perfil de inibicao entre as linhagens apos 72 horas de tratamento
(Figura 13).

Figura 13. Perfil do potencial antiproliferativo da trachelogenina frente as linhagens SF-295 (A) e
HCT-116 (B) ap6s 72 horas de tratamento determinado pelo método MTT.
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Diante dos resultados acima descritos, foi realizada uma analise temporal da atividade
antiproliferativa do composto frente a estas linhagens, utilizando concentragdes seriadas, apds
24 e 48 horas de tratamento. Os valores de Clso foram determinados pelo teste do MTT e

estdo exibidos na Tabela 4.

Tabela 4. Potencial antiproliferativo da trachelogenina frente as linhagens SF-295 e HCT-116 apos 24,
48 e 72 horas de incubagdo determinado pelo método MTT.

Clso (HM)
1)
LINHAGEM Intervalo de confianca de 95%

24 h 48 h 72 h

SF-295 > 64.3 > 64.3 0,8

’ ’ (0,67-0,95)
4,8 1,9
e - (3,6-6,2) (1,6-2,3)

Os valores de Clsj estdo apresentados em uM e foram calculados a partir de regressdo ndo linear utilizando o
programa Prisma versdo 5.0 (GraphPad Software). Os intervalos de confianga (IC 95%) foram obtidos por meio
de pelo menos trés experimentos independentes realizados em duplicata, sendo mostrados entre parénteses.
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Como apresentado na Tabela 4, a trachelogenina ndo apresentou efeito citotéxico em
ambas as linhagens tumorais testadas apos tratamento por 24 horas até a concentracdo de 64,3
uM, ndo sendo possivel calcular valores de Clsp. Em células da linhagem HCT-116, o
composto testado apresentou efeito citotoxico de maneira tempo-dependente, com valores de
Clso de 4,8uM, apo6s 48 horas de tratamento, com intensificagdo do efeito apés 72h de
incubac¢do. Entretanto, em células SF-295, somente foram observados efeitos ap6s 72 horas de

incubac¢do, mostrando um efeito tempo-dependente distinto.

A Figura 14A e 14B representa graficamente o perfil antiproliferativo da

trachelogenina frente a linhagem HCT-116 nos periodos de 24 e 48 horas, respectivamente.

Figura 14. Perfil antiproliferativo da trachelogenina frente a linhagem HCT-116 apds 24 horas (A) e
48 horas (B) de tratamento determinado pelo método MTT.
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Apbs 48 horas de incubacdo, para as concentragdes entre 4 e 64,3 uM foram
encontrados percentuais de inibicdo do crescimento semelhantes, com discreta variagdo de
58% a 66%, respectivamente (Figura 14B). Diante dos resultados acima, e considerando que o
cancer colorretal ¢ um dos mais incidentes em homens e mulheres, a linhagem HCT-116 foi

escolhida para dar seguimento ao estudo do mecanismo de agdo da trachelogenina.

4.3 Avaliacao da atividade antiproliferativa da trachelogenina frente a linhagem HCT-

116 pelo método de exclusio do corante azul de Trypan

O ensaio de viabilidade celular por exclusdo do azul de Trypan foi realizado para
quantificar individualmente células vidveis e ndo vidveis, apds 24 e 48 horas de incubacao
com a trachelogenina (Figura 15). As concentragdes de 2,5 uM, 5 uM e 10 uM foram
utilizadas no ensaio baseadas no valor de Clsy obtido pelo teste do MTT apos 48 horas de

incubacao na linhagem HCT-116. Para esse e demais experimentos, a doxorrubicina (Dox) foi
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utilizada na concentragdo de 0,4 uM como controle positivo. O controle negativo recebeu

apenas o veiculo da amostra, dimetilsulféxido (DMSO).

Figura 15. Efeito da trachelogenina na viabilidade de HCT-116 determinado pelo ensaio por exclusdo
de azul de Trypan apos 24 horas (A) e 48 horas (B) de tratamento.
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Os dados correspondem a média = E.P.M. de no minimo trés experimentos independentes. * p<0,05 comparado
ao controle negativo, ** p<0,05 comparado a concentracdo de 5 pM por ANOVA, seguido de teste de Newman
Keuls.

No periodo de 24 horas, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre o
nimero de células vidveis e ndo vidveis para as diferentes concentragdes testadas de
trachelogenina (Figura 15A). Esses dados corroboram com os resultados prévios, visto que
ndo foi observado efeito antiproliferativo neste periodo no ensaio do MTT. A avaliagdo da
viabilidade celular na linhagem HCT-116, ap6s 48 horas de tratamento, mostrou uma redugao
estatisticamente significativa (p<0,05) do ntmero de células vidveis em todas as
concentragdes testadas quando comparadas ao controle. Além disso, foi observada uma
diferenca estatisticamente significante (p<0,05) ao comparar o numero de células vidveis nas
concentragdes de 5 uM e 10 uM apo6s 48 horas de tratamento (Figura 15B). Apenas a maior
concentragdo testada foi capaz de reduzir em aproximadamente 50% o numero de células
viaveis. Esses dados sugerem que possivelmente a trachelogenina atue de forma citostatica,
inibindo da proliferagdo celular frente as células HCT-116, uma vez que o nimero de células

ndo viaveis foi semelhante ao controle.

4.4 Avaliacao das alteracoes morfologicas da linhagem HCT-116 apos o tratamento com

trachelogenina

As células HCT-116 sdo caracterizadas pela sua morfologia poligonal, com citoplasma
visivel e de forma irregular, niucleo bem definido e com muitos nucléolos. A andlise
morfologica das células tratadas com trachelogenina foi realizada por coloragdo com o kit

panotico rapido utilizando microscopia optica (Figura 16).
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Figura 16. Imagens da morfologia das células HCT-116 ap6s 48 horas de tratamento com
trachelogenina, coradas com kit panotico rapido. Células visualizadas por microscopia optica. (A e B)
controle negativo e doxorrubicina, respectivamente, (C, D e E) células tratadas com trachelogenina
nas concentracdes de 2,5; 5 e 10 pM, respectivamente. . -

Células com presenca de “blebs” estdo representadas pelas setas verdes; células com aumento do tamanho de
vactiolos estdo representadas pelas setas vermelhas; células em necrose estdo representadas com seta preta.

Na analise das imagens foi possivel visualizar um aumento do nimero e do tamanho
dos vactiolos em todas as concentragdes testadas, sendo mantida a morfologia do nucleo e o
formato do citoplasma das células nas concentragdes de 2,5 uM e 5 uM, sugerindo a indugdo
de processo de morte celular. Apenas na maior concentragdo testada foi possivel visualizar
algumas alteragdes morfologicas de membrana, como a formagdo de prolongamentos da
membrana plasmatica (“blebs”), o que pode indicar o inicio de um processo de apoptose,
embora essas caracteristicas tenham sido pouco observadas. Em células tratadas com
doxorrubicina (Figura 16B), utilizada como controle positivo, foi observada rarefacdo celular
acompanhada por alteragdes na morfologia de grande parte das células, que combinadas com
a presenca de “blebs” e de picnose sdo modificagdes compativeis com morte celular por

apoptose.
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4.5 Estudo do mecanismo de acio da trachelogenina

4.5.1 Avaliacao da integridade da membrana, da densidade das células e do ciclo celular

de células HCT-116 tratadas com trachelogenina

Para o estudo do mecanismo de ag@o da trachelogenina sobre as células HCT-116, foi
utilizada a técnica de citometria de fluxo para avaliar a integridade da membrana e a
densidade de células, bem como o perfil do ciclo celular apds o tratamento por 48 horas. As
concentragdes utilizadas nesses testes basearam-se no valor de Clsy obtido pelo teste do MTT
apos 48 horas de incubacdo. Assim, as células foram tratadas com o veiculo (controle

negativo), doxorrubicina (Dox, 0,4uM) ou trachelogenina (2,5 uM; 5 uM e 10 uM).

Para a andlise da integridade de membrana das células tratadas, foi utilizado o iodeto
de propideo, um corante hidrofilico permeéavel apenas em células com membrana rompida,
sendo capaz de distinguir células vidveis, com membrana integra, das células ndo vidveis,
com membrana rompida. Como observado na Figura 17A, ndo foram encontradas alteragdes
estatisticamente significativas na integridade da membrana das células tratadas com
trachelogenina, sendo possivel observar que a amostra teste ndo causou dano na membrana
das células. Por outro lado, ao avaliar a densidade celular (Figura 17B), foi observada uma
diminui¢do estatisticamente significativa (p<0,05) do nimero de células nas diferentes
concentragdes testadas quando comparado com o controle, sugerindo que a trachelogenina
proporciona uma inibi¢ao da proliferacdao de células HCT-116. A doxorrubicina (Dox) alterou
a integridade de membrana das células de forma significativa (p<0,05), além de reduzir a

densidade de células.

Figura 17. Efeito da trachelogenina sobre a proliferagcdo celular das células HCT-116, avaliado pela
integridade de membrana (A) e densidade de células (B), determinada por citometria de fluxo.
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Os dados estdo apresentados como os valores da média + E.P.M., obtidos por pelo menos trés experimentos
realizados em triplicata. *p < 0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido de teste de Newman Keuls.
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Na analise do perfil ciclo celular das cé¢lulas HCT-116 tratadas com trachelogenina por
48 horas, foi possivel verificar que a trachelogenina aparentemente nao interferiu no ciclo das
células tratadas, quando comparadas com o controle. De modo diferente, a doxorrubicina
(Dox) induziu a diminui¢do do nimero de células em fase Go/G; e S e aumento da fase G»/M,

de forma significativa (p<0,05) em relacdo ao controle negativo (Figura 18).

Figura 18. Efeito da trachelogenina na distribui¢do das fases do ciclo celular.
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Os graficos apresentados foram obtidos utilizando o programa ModFit LT. *, p < 0.05, comparado como
controle por ANOVA seguido de teste de Newman Keuls. Ilustracdo de uma replicata representativa de cada
experimento.

4.5.2 Avaliacdo do padrao de morte celular

A fragmentacdo do DNA ¢ uma caracteristica presente em varios processos de morte
celular. Para avaliar a capacidade da trachelogenina de induzir fragmentacdo de DNA, foi
utilizado o mesmo principio da anélise do perfil do ciclo celular. As células com a cromatina
condensada e/ou DNA fragmentado (sub-G1) incorporam menor quantidade de iodeto de

propideo, e dessa forma, emitem fluorescéncia mais baixa. Os resultados apresentados na
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figura 19 mostraram que a trachelogenina induziu uma discreta fragmentacgao
internucleossomal do DNA de forma significativa (p < 0,05) nas concentragdes de 5 uM e 10
uM quando comparado com o controle negativo, sugerindo que a trachelogenina

possivelmente pode causar dano ao DNA.

Figura 19. Efeito da trachelogenina sobre a fragmenta¢do de DNA, por citometria de fluxo, apds 48
horas de incubagao.
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Os dados estdo apresentados como os valores da média + E.P.M., obtidos por pelo menos trés experimentos
realizados em triplicata. *p < 0,05 comparado com o controle, por ANOVA seguido pelo teste Newman Keuls.

Outra forma avaliacdo do padrao de morte celular ¢ a indentificacdo da externalizacao
da fosfatidilserina. A externalizagdo da fosfatidilserina ¢ uma das primeiras alteragdes que
ocorrem na via de morte celular apoptotica. A fim de analisar um possivel envolvimento do
mecanismo de morte celular por apoptose no mecanismo de agdo da trachelogenina, a
externalizacdo da fosfatidilserina foi avaliada por citometria de fluxo ap6s 48 horas de
tratamento nas concentragdes de 2,5 uM, 5 uM e 10 uM (Figura 20). A doxorrubicina (Dox)
foi utilizada como controle positivo, na concentragdo de 0,4 uM. Os resultados foram
analisados e, como observado na figura 20A menos de 3% das células tratadas nas trés
concentragdes testadas foram marcadas com Anexina V apds 48 horas de tratamento,
resultado semelhante ao obtido no controle negativo. J4 a doxorrubicina induziu apoptose em

31,5% das células tratadas ap6s 48 horas.

O PARP e a histona H2AX s3o enzimas com fung¢des bem descritas no reparo de
danos ao DNA. O PARP, quando clivado, e 0 H2AX fosforilado funcionam como marcadores
de alguns processos de morte celular, como apoptose e necrose. Outra proteina envolvida no
processo de apoptose ¢ a familia de proteinas Bcl2 anti-apoptoticas. Durante a apoptose, a
fun¢do desses mediadores anti-apoptdticos ¢ inibida. No presente estudo, por meio da

avaliacdo subjetiva por Western blot, foi possivel observar que as células tratadas com
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trachelogenina ndo expressaram a histona YH2AX, nem a clivagem do PARP, sendo
observada apenas uma discreta diminui¢do da expressao do Bcl-2 na concentragdo de 5 uM e
um discreto aumento na concentracdo de 10 uM, apos 48 horas de tratamento. Apenas as
células tratadas com doxorrubicina expressaram a clivagem do PARP, aumentaram a
expressdo de YH2AX e reduziram a expressao do Bcl-2, sugerindo a inducdo de morte celular
por apoptose (Figura 20B). Esses resultados sugerem que, possivelmente, a apoptose ndo ¢ a

principal via de morte celular envolvida no efeito antiproliferativo da trachelogenina.

Figura 20. Avaliagdo de inducdo de apoptose por citometria de fluxo e Western blot. (A) Efeito da
trachelogenina em células HCT-116 sobre a externalizacdo da fosfatidilserina avaliada por citometria
de fluxo ap6s 48 horas de tratamento e (B) Expressdo de YH2AX, PARP integro, PARP clivado, Bcl-2
e P-actina apds o tratamento de 24 e 48 horas avaliada por western blot. A doxorrubicina (Dox) foi
utilizada como controle positivo.
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Os graficos apresentados foram obtidos utilizando o Guava easyCyte. *, p < 0.05, comparado como controle por
ANOVA seguido de teste de Newman Keuls. Ilustracdo de uma replicata representativa de cada experimento.
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Dentre os tipos de morte celular, a autofagia (morte celular programada do tipo II) ¢
um processo celular de degradacdo e reciclagem de componentes do citosol e organelas
celulares danificadas. Corantes fluorescentes como o laranja de acridina, com propriedades
acidotropicas, podem ser utilizados para marcar organelas de vesiculas 4cidas (AVOs) ou
autofagossomos maduros ou autofagolisossomos, presentes durante a autofagia. Logo, essas

células podem ser detectadas em microscopio de fluorescéncia.

Para detectar a presenga de compartimentos acidos, as células foram tratadas por 48
horas com a amostra teste e, em seguida, coradas com laranja de acridina e observadas em
microscopio confocal. O corante laranja de acridina penetra no citoplasma e emite
fluorescéncia verde. Na presen¢a de compartimentos acidos ocorre a emissao de fluorescéncia
laranja-avermelhado. Por meio da andlise visual das imagens foi possivel verificar um
aumento da fluorescéncia vermelha nas células tratadas com trachelogenina nas concentragdes
de 5 uM e 10 uM apds 48 horas quando comparado as células ndo tratadas. Isso sugere que
essa lignana pode induzir o aumento do nimero de compartimentos acidos nas células tratadas

(Figura 21).
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Figura 21. Avaliagdo da presenca de compartimentos acidos por microscopia confocal de células
HCT-116 tratadas com o veiculo de diluicdo da trachelogenina (DMSO-Controle) e com
trachelogenina (TRA) nas concentracdes de 5 uM e 10uM, respectivamente, apods 48 horas de
incubacdo. Observa-se em verde o citoplasma e o nucleo e em vermelho os compartimentos 4cidos das
células coradas com laranja de acridina.

Fluorescéncia Verde Fluorescéncia Vermelha Imagens mescladas

Controle

TRA
(SuM)

TRA
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A fim de localizar essas vesiculas acidas dentro da célula, o ntcleo das células tratadas
ou ndo com a trachelogenina nas concentragdes de 5 e 10 uM, por 48 horas, foi marcado com
Hoechst 33342 e as AVOs marcadas com laranja de acridina. Como observado na figura 22A,
houve um aumento da quantidade e do tamanho das AVOs proximo ao nucleo apoés o

tratamento com a trachelogenina, apresentando maior intensidade na concentrag¢ao de 10pM.

Apbs a andlise morfoldgica por meio de microscopia confocal, foi realizada a
avaliacdo da expressdo de proteinas relacionadas com a autofagia (LC3-A, LC3-B, Beclina-
1), utilizando o ensaio de Western Blot. (Figura 22B). A B-actina foi utilizada como proteina

padrao.
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Figura 22. Avaliacdo de inducdo de autofagia por microscopia confocal e Western blot. (A) Analise
por microscopia confocal de células HCT-116 tratadas com o veiculo de diluicdo da trachelogenina
(DMSO-Controle) e com trachelogenina nas concentragdes de 5 uM e 10 pM, respectivamente, apos
48 horas de incubagdo. Observa-se em azul o nucleo, corado por Hoechst 33342, e em vermelho os
compartimentos acidos das células coradas com laranja de acridina. (B) Determinacdo da expressao de
proteinas LC3 A e B e Beclina 1 apds 24 ou 48 horas tratamento com Trachelogenina (5 e 10 pM).
Doxorrubicina (Dox, 0,4 uM) foi utilizada como controle positivo.
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O LC3 ¢ um dos marcadores de autofagia, pois estd envolvido na formacdo dos
autofagossomos quando convertido em LC3 II. Com base nos resultados do Western blot, foi
possivel verificar um aumento da expressao de LC3-A e LC3-B nas células tratadas com
trachelogenina em ambas as concentragdes testadas com relag@o ao controle, apds 48 horas de
tratamento, sendo observado um aumento da expressdo de LC3 na sua forma lipidada (LC3
I). Enquanto que, as células tratadas com doxorrubicina, por 48 horas, apresentaram uma
diminui¢do na expressdo de LC3. A expressdo da proteina Beclina-1 esteve presente em todos
os grupos testados em 24 horas, ndo apresentando diferenca na expressdo entre as amostras

avaliadas. Em 48 horas, foi possivel observar uma discreta diminui¢do da expressao dessa
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proteina nas células tratadas com doxorrubicina e com a amostra teste, quando comparado

com o controle negativo.

Diante dos resultados obtidos, podemos sugerir que o mecanismo de acdo
antiproliferativo da trachelogenina ocorre por meio da indu¢do de um processo autofagico de
maneira independente do processo de morte por apoptose, apesar de causar discreta

fragmentacao internucleossomal do DNA.
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5. DISCUSSAO

O cancer ¢ um conjunto de doencas de origem multifatorial com fundo genético e
epigenético, de dificil tratamento, sendo o principal causador de morte em paises em
desenvolvimento (KUMAR, et al., 2010). Os produtos naturais tém sido amplamente
estudados a fim de descobrir novas drogas, principalmente quando relacionado ao estudo de
drogas anticancer, visto que a maioria dos farmacos em uso ¢ de origem natural ou derivada
de um protétipo natural (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003; NEWMAN; CRAGG,
2012).

Dentre as moléculas ja estudadas, as lignanas tém tido destaque devido a sua
diversidade estrutural, conferindo a elas um rico potencial de atividades bioldgicas, dentre
elas, uma potente atividade antitumoral contra diversas linhagens de células cancerigenas.
Viarios compostos interessantes para o tratamento do cancer tem sido resultado da exploragado
da diversidade quimica das lignanas. Essa classe de moléculas ainda pode ser muito explorada
a fim de que novos compostos sejam descobertos e desenvolvidos (MACRAE; TOWERS,
1984; LEE; XIAO, 2003).

Diante disso, o objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial antiproliferativo de
compostos isolados dos talos da Combretum fruticosum em diversas linhagens tumorais, bem
como determinar o possivel mecanismo de agdo citotoxico da trachelogenina em células de

cancer colorretal humana (HCT-116).

No presente trabalho, foi realizado um estudo fitoquimico do extrato etanolico dos
talos da Combretum fruticosum. O fracionamento do extrato resultou no isolamento de sete
metabolitos secundarios, sendo trés triterpenos de esqueleto oleanano, 4cido maslinico, acido
oleandlico e acido arjunoélico, duas misturas dos esteroides B-sitosterol e estigmasterol e duas
lignanas, (-)-trachelogenina e vladinol F. Esses compostos foram testados em linhagens de
células tumorais a fim de identificar o perfil antitumoral dessas moléculas. Apenas o 4cido
maslinico, o acido arjundlico e a trachelogenina foram citotdxicos frente as linhagens de

células tumorais HL-60, OVCAR-8, HCT-116 e SF-295.

Varios estudos tem relatado o efeito citotoxico moderado do acido maslinico sobre
linhagens de células tumorais, tais como as células de glioma de rato (WU, et al., 2009), as
células leucémicas (HL-60) (KHIEV et al., 2009) e as células de adenocarcinoma de coélon

(HT-29) (REYES-ZURITA et al., 2011). O efeito antitumoral do 4cido arjundlico também foi
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relatado frente as linhagens de carcinoma ascitico de Ehrlich e linfoma de Dalton (RAMESH
et al.,, 2012). No presente estudo, foi possivel verificar que o 4cido maslinico e o acido

arjunolico também foram citotoxico frente a outras linhagens de células tumorais.

A trachelogenina, entretanto, apresentou maior citotoxicidade frente as linhagens
OVCAR-8, HCT-116 e SF-295, demonstrando menor valor de Clsy quando comparados com
os demais compostos. Com isso, a lignana do tipo dibenzilbutirolactona, trachelogenina, foi

utilizada para o estudo do mecanismo de agdo dessa molécula.

As lignanas com esqueleto do tipo dibenzilbutirolactona, como a trachelogenina e a
arctigenina, tiveram suas primeiras atividades bioldgicas descritas como inibidores in vitro da
replica¢do do virus da imunodeficiéncia humana tipo I (HIV-1; cepas HTLVIII B) (TRUMM;
EICH, 1989; SCHRODER et al., 1990), e também como antagonista de Ca2+, com efeito anti-
hipertensivo em modelos de ratos hipertensos (ICHIKAWA et al., 1986), além de
apresentarem atividade antitumoral frente a algumas linhagens de células tumorais (PASKA
et al., 1996; TRUMM; EICH, 1989). Apesar das atividades descritas, a atividade bioldgica e o
mecanismo de a¢do da trachelogenina frente ao seu potencial antiproliferativo ainda ndo

foram explorados.

Como descrito anteriormente, algumas lignanas tém sido utilizadas para o tratamento
do cancer, incluindo os analogos da podofilotoxina, etoposideo e tenoposideo (LEE; XIAO,
2003). O potencial antitumoral de lignanas do tipo dibenzilbutirolactona, como a atividade
antitumoral do hidroximatairesinol em modelos de cancer de prostata (SAARINEN et al.,
2000; BYLUND et al., 2005) e a atividade antiproliferativa e citostatica da arctigenina em
células leucémicas (HIRANO et al.,, 1994; MATSUMOTO; HOSONO-NISHIYAMA;
YAMADA, 2006) foram relatados em alguns estudos.

A trachelogenina foi isolada anteriormente das folhas de Glycydendron amazonicum
pertencente a familia Euphorbiaceae e de outras plantas das familias Apocynaceae,
Asteraceae, Convolvulaceae e Taxaceae (UMEZAWA, 2003), sendo isolada pela primeira vez
neste estudo no género Combretum. S3ao poucos os estudos que relatam a atividade
antitumoral desse composto. Portanto, foi realizado um estudo do perfil antiproliferativo da
trachelogenina frente a diversas linhagens celulares tumorais e ndo tumorais, em que o
composto apresentou potente atividade citotoxica em algumas linhagens de células tumorais.

Essa lignana apresentou diferentes valores de Clso dependendo da célula tumoral testada, que
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variaram de 0,8 uM a 32,4 uM em linhagens de glioblastoma (SF-295) e leucémicas (HL-60),
respectivamente, apds 72 horas de incubagdo. No entanto, ndo foi possivel observar um

padrdo evidente de seletividade entre as linhagens tumorais testadas.

A utilizagdo de quimioterdpicos no tratamento do cancer resulta no aparecimento de
diversos efeitos colaterais, como nduseas, vomitos, perda de peso, alopecia, ulceras gastricas,
dentre outras. Uma das principais causas desses efeitos ¢ a baixa seletividade desses farmacos
por células tumorais, afetando também células normais de elevada taxa de proliferacdo, como
as células da pele, do trato gastrointestinal e do sangue (ANAZETTI et al., 2003). A
descoberta de novos farmacos antineopldsicos com poucos ou insignificantes efeitos
colaterais ¢ um dos principais objetivos buscados por pesquisadores. Por isso, ¢ de grande
importancia verificar o efeito de um determinado composto sobre células com atividade

proliferativa normal (ZUCO et al., 2002; ANAZETTI et al., 2003).

No presente estudo, as células mononucleadas de sangue periférico humano (CMSP) e
uma linhagem de origem fibroblastica murina ndo transformada (3T3-L1) foram escolhidas
para avaliar a citotoxicidade da trachelogenina frente a células ndo tumorais. A partir de teste
de citotoxicidade, utilizando o método do MTT foi possivel perceber uma seletividade da
amostra para linhagens de células tumorais quando comparadas com as linhagens nao
tumorais testadas, em que os valores de Clsy apresentados foram maiores que a maior

concentragdo testada (64,3 uM).

Em um estudo realizado com lignanas aglicosadas (trachelogenina, arctigenina e
cartamogenina), isoladas do fruto da Leuzea carthamoides, foi observado efeito citotoxico
dessas amostras frente a linhagem de adenocarcinoma de coélon (SW480), com valores de Clsg
que variaram de 22-185 puM apos 48 horas de incubagdo, sendo a trachelogenina a mais

citotoxica com intervalo de valor de Cls entre 22-66 uM (SOLYOMVARY et al., 2014).

Outro estudo realizado com a trachelogenina isolada do extrato etanolico da Saussurea
salicifolia demonstrou uma citotoxicidade moderada e um aumento na indugdo da enzima
quinona redutase frente as linhagens de adenocarcinoma gastrico humano (AGS) e de
hepatoma de rato (Hepa lclc7), apdés 24 horas de incubagdo, sendo considerada
quimiopreventiva e ndo citotoxica (KANG et al., 2007). Os agentes quimiopreventivos sao
conhecidos por inibir a transformagdo de células normais em células pré-malignas ou a

progressdo de células pré-malignas em células malignas. Esses agentes sdo responsaveis por
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modular os processos celulares associados com a biotransforma¢do xenobidtica ou com a

protecdo contra o dano oxidativo e a promoc¢ao da diferenciacao (KANG et al., 2007).

Por outro lado, em um trabalho realizado por FORGO et al. (2012), a trachelogenina
isolada a partir do extrato cloroformico da Centaurea jacea L. ndo apresentou citotoxicidade
significativa frente as linhagens celulares de cancer cervical (HeLa), de cancer de mama
(MCF-7) e de carcinoma epidermoéide (A431). Porém, o autor ndo esclarece o periodo de

incubagdo, nem mesmo o possivel mecanismo de agdo do composto.

No presente estudo, a trachelogenina exibiu maior citotoxicidade frente as linhagens
de glioblastoma (SF-295) e adenocarcinoma de cdlon (HCT-116), com valores de Clso de 0,8
e 1,93 uM, respectivamente. O perfil antiproliferativo da trachelogenina em células SF-295 e
HCT-116 foi avaliado em diferentes tempos de tratamento por meio do método do MTT,
mostrando efeito distinto dependendo da linhagem e do tempo de incubagdo. Apesar da maior
citotoxicidade frente a linhagem SF-295 apods 72 horas de incubacdo, a trachelogenina nao
exibiu efeito citotoxico nos periodos de 24 e 48 horas, apresentando valores de Clsy maiores
que 64,3 uM. Em contrapartida, as células HCT-116 foram mais sensiveis ao composto,
apresentando valor de Clsy de 4,8 uM apo6s 48 horas, enquanto que, apos 24 horas, ndo exibiu
efeito citotoxico. Logo, € possivel perceber que dependendo do contexto celular de cada

linhagem e do tempo de incubagdo, a trachelogenina pode apresentar perfil citotoxico distinto.

Visto que o cancer colorretal é o terceiro tipo mais incidente em homens e o segundo
mais incidente em mulheres (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2014), aliado aos
dados apresentados, em que o efeito da trachelogenina foi iniciado em um menor tempo de
incubacdo na linhagem de carcinoma colorretal (HCT-116), a linhagem foi escolhida para dar
continuidade aos estudos de mecanismo de a¢do do composto. A partir do valor de Clsg
apresentado no periodo de 48 horas de tratamento, as concentra¢des de 2,5 uM, 5 uM e 10
uM foram escolhidas para verificar os possiveis mecanismos de agdo da trachelogenina sobre

as células HCT-116.

A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo no estudo, visto que essa
substancia ¢ bastante utilizada na clinica para tratamentos de tumores. A doxorrubicina ¢
cerca de 50 vezes mais ativa para células tumorais leucémicas HL-60 e de colon HCT-8
quando comparadas com as CMSP, com valores de Clsp de 0,03 uM, 0,02 uM e 1,7 uM,

respectivamente. Para a linhagem HCT-116, essa seletividade ¢ reduzida, com valores de Cls
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de 0,21 uM, apos 72 horas de incubagdo (MARINHO-FILHO et al., 2010; CARDOSO et al.,
2013). Para o estudo, foi utilizado o valor de Clsy de 0,4 uM referente ao valor de Clsy apds o

periodo de 48 horas de incubacdo em células HCT-116.

Por meio do ensaio de viabilidade por exclusdo do corante azul de Trypan foi possivel
observar que a trachelogenina foi capaz de reduzir a proliferagdo de células HCT-116,
reduzindo o numero de células viaveis de forma concentracdo-dependente, apds 48 horas de
tratamento. No entanto, ndo houve diferenca estatisticamente significante quanto ao nimero

de células ndo viaveis quando comparado com os controles.

A fim de verificar a morfologia celular ap6s o tratamento com a trachelogenina, foi
realizada uma coloragdo diferencial com kit panético. Diferente do controle positivo, ndo foi
possivel verificar alteracdes morfoldgicas na membrana e no nucleo das células tratadas com
trachelogenina, sendo observado apenas um aumento na vacuoliza¢do, com visivel aumento
do nimero e do tamanho dos vactolos nas células tratadas quando comparadas com as células
do controle negativo. Isto sugere que o composto pode causar algum tipo de estresse sobre as

células, induzindo, desta forma, um processo de morte celular.

Dando seguimento ao estudo do mecanismo de ac¢do da trachelogenina frente a
linhagem HCT-116, os resultados da citometria de fluxo mostraram uma reducao significativa
do nimero de células tratadas com trachelogenina quando comparado com o controle
negativo, dados que corroboram com o teste do Trypan. Nao houve diferenca significativa
entre as concentragdes testadas (2,5 uM; 5 uM e 10 uM) quanto a densidade de células, o que
esta de acordo com o ensaio do MTT, em que o percentual de inibi¢do do crescimento celular
foi semelhante entre a Clso calculada e a maior concentragdo testada (4,8 a 64,3 uM). Além
disso, a amostra testada ndo causou dano na integridade da membrana celular. Estes achados
sugerem uma possivel atividade citostatica do composto apds 48 horas de incubacido, visto
que a trachelogenina reduziu a proliferacdo das células HCT-116, sem alterar a viabilidade

das mesmas.

O mecanismo de citotoxicidade de muitos agentes anticancer convencionais ¢ baseado
no dano de DNA e subsequente indu¢do de apoptose. No entanto, as células tumorais também
podem responder a agentes capazes de desacelerar o ciclo celular, sendo conhecidos como
agentes citostaticos. Estes compostos ndo matam células cancerosas, mas impedem que essas

células se proliferem (RIXE; FOJO, 2007). A maioria dos agentes anticAncer convencionais
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tem potencial citostatico e citotoxico. A citostaticidade pode ser o passo inicial para diferentes
mecanismos de morte celular em que a duracdo da parada da mitose nao estd necessariamente

correlacionada com a probabilidade de morte (WEISSENSTEIN et al., 2014).

Os agentes citostaticos atuam, muitas vezes, inibindo a progressdo da carcinogénese.
Existem proteinas reguladoras chave no controle do ciclo celular, que sdo atualmente alvos
para a terapia do cancer. Algumas proteinas sdo responsaveis por acelerar o ciclo celular e se
tornam oncogénicas se permanentemente ativas ou expressas em altas taxas, como as
proteinas Ras, Raf, CDK 4/6 e myc. Em contraste, outras proteinas desaceleram ou
interrompem o ciclo celular e, assim, suprimem a oncogénese, a menos que estejam inativadas
ou mutadas, como p53, p21, pl6 e pRb (KLAASSEN; WATKINS, 2012). O sorafenib, por
exemplo, ¢ um inibidor de multiquinases responsavel pela inibigdo da expressdo da proteina
Raf e dos receptores de fator de crescimento, sendo considerado um agente citostatico devido

seus efeitos sobre a proliferacdo celular e a angiogénese (RIXE; FOJO, 2007).

O paclitaxel, por exemplo, pode atuar de forma citostatica ou citotoxica dependendo
da concentragdo testada. Em baixas concentracdes, o paclitaxel exibe um perfil de
citostaticidade, inibindo a proliferacdo celular, induzindo a hiperpolarizacio mitocondrial,
mas nao induz a apoptose. Esse efeito estd relacionado com a desaceleracdao do ciclo celular
ao invés de uma parada em uma fase especifica do ciclo. Em concentragdes mais altas, o
paclitaxel apresenta um perfil citotoxico, induzindo a morte celular por apoptose e a
despolarizagdo mitocondrial, com parada do ciclo celular na fase Go/M (PASQUIER et al.,
2004). Logo, a determinagdo da citostaticidade ou da citotoxicidade in vitro depende de
diversos fatores, como as concentracdes testadas, o tempo de incubagdo e o contexto celular

(WEISSENSTEIN et al., 2014).

Na analise do efeito da trachelogenina sobre o ciclo celular das células HCT-116, por
meio da analise do conteudo de DNA, nao foi possivel verificar alteragdes estatisticamente
significativas no ciclo celular de células tratadas com a amostra teste, quando comparado com
o controle negativo, o que ndo exclui a possibilidade da molécula estar atuando sobre o ciclo.
Como relatado anteriormente, o perfil citostatico do paclitaxel, por exemplo, estd relacionado
com uma desacelera¢do do ciclo celular ao invés de uma parada em uma fase especifica do
ciclo (PASQUIER et al., 2004). Logo, outros ensaios devem ser realizados a fim de analisar
outras possiveis modificagdes que podem ocorrer na progressao do ciclo celular induzida pela

trachelogenina.
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Em um estudo realizado por JEONG et al. (2011), a arctigenina, uma lignana do tipo
dibenzilbutirolactona, com 93,2% de similaridade com a trachelogenina, demonstrou efeito
citotoxico frente a linhagens de cancer gastrico apds 48 horas de incubagdo com Clso,
semelhante ao efeito da trachelogenina sobre a linhagem HCT-116, testada neste estudo. O
mecanismo de ac¢do antiproliferativo da arctigenina estd relacionado com a indugdo da
apoptose e a parada no ciclo celular. A arctigenina bloqueia o ciclo celular na fase de G; para
S por meio da regulacdo da expressdo de proteinas regulatoras do ciclo celular, como Rb,
ciclinas D e E, CDK4, CDK2, dentre outras. No entanto, no presente estudo, a trachelogenina

parece nao interferir em fases especificas do ciclo celular.

A associacdo entre o ciclo celular e o cancer tem sido mostrada em véarios estudos,
sendo a inibi¢do do ciclo celular alvo para o tratamento do cancer. Os complexos ciclinas-
CDK sao um dos maiores alvos, sendo a proteina Rb que controla a progressdo do ciclo
celular da fase G; (JEONG et al., 2011). Com isso, a influéncia do ciclo celular no efeito
antiproliferativo da trachelogenina necessita de um estudo mais aprofundado que permitam
avaliar os marcadores bioquimicos de proliferagdo celular envolvidos no mecanismo de agao

dessa molécula.

A apoptose, ou morte celular programada do tipo I, é caracterizada por alteragdes
morfologicas e bioquimicas especificas. Dentre as alteragdes morfologicas pode-se citar a
reducdo do volume celular, condensacdo e fragmentacdo nuclear, formacdo de corpos
apoptéticos e “blebs” e perda de adesdo a células vizinhas ou a matriz extracelular
(NISHIDA; YAMAGUCHI; OTSU, 2008). Enquanto que, as alteracdes bioquimicas
envolvem a clivagem do DNA cromossomico em fragmentos internucleossomais,
externalizacdo de fosfatidilserina e clivagem de um nimero de substratos intracelulares por

proteases especificas (MARTIN; GREEN, 1995; COHEN et al., 1994).

A fragmentacdo do DNA ¢ uma caracteristica presente em varios processos de morte
celular. Além disso, a perda da assimetria da membrana fosfolipidica com a translocagdo da
fosfatidilserina da membrana interna da bicamada lipidica para a superficie celular ¢ uma das
principais caracteristicas do processo de apoptose. A fosfatidilserina ¢ um fosfolipideo
localizado na face interna da membrana plasmatica. Durante os primeiros estagios do
processo de apoptose esse fosfolipideo ¢ externalizado, permitindo o rapido reconhecimento
das células apoptdticas pelos macréfagos e demais células circundantes, marcando-as para

fagocitose antes da perda da integridade da membrana celular (VERMES et al., 1995;
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ZIMMERMANN; BONZON; GREEN, 2001; LEE; LIU; YEUNG; 2009). A Anexina-V ¢
uma proteina com alta afinidade pela fosfatidilserina, sendo um marcador especifico de

apoptose (VERMES et al., 1995).

A fim de avaliar o possivel envolvimento do processo de apoptose no mecanismo de
acdo da trachelogenina, foram realizados métodos de avaliagao da fragmentacdo do DNA e a
externalizacdo da fosfatidilserina por citometria de fluxo. Por meio dos resultados obtidos, foi
observado que a trachelogenina promoveu uma discreta fragmentacdo de DNA e ndo induziu
a externalizacdo da fosfatidilserina, sugerindo que, possivelmente, a trachelogenina tem

mecanismo de acdo independente do processo de morte por apoptose em células HCT-116.

Além disso, algumas proteinas relacionadas ao processo de morte por apoptose foram
analisadas no ensaio de Western blot. Durante a apoptose, a caspase ativa o poli (ADP-
Ribose) polimerase (PARP), que ¢ clivado no fragmento C-terminal, sendo considerado um
importante biomarcador de apoptose. No presente estudo, a andlise da expressdo de proteina
PARP mostrou que apenas as células tratadas com doxorrubina, apds 48 horas de incubagao,
expressaram a clivagem desta proteina. A expressao da histona yH2AX também foi analisada
neste estudo. A histona H2AX ¢ requerida na parada do ciclo-celular, mediada pelos
“checkpoints”, com importante papel no reparo do DNA, sendo um dos principais
sinalizadores de proteinas de resposta ao dano de DNA. O dano de DNA causado pela
radiagdo iOnica, ultravioleta ou por agentes quimioterdpicos resultam em uma rapida
fosforilagdo do H2AX. Este dano ocorre também no estagio final da apoptose, quando o DNA
cromossomal ¢ clivado em pedagos oligonucleossomais (MUKHERJEE, et al., 2006; YUAN;
ADAMSKI; CHEN, 2010).

Em nossos resultados ndo foi observada expressdo de yH2AX fosforilado nas células
tratadas com trachelogenina em ambos os periodos de incubagdo, enquanto que apenas
aquelas tratadas com doxorrubicina expressaram essa proteina, sendo esta, tempo-dependente.
Isso sugere que a trachelogenina ndo induz dano no DNA da célula, apesar de ter sido
observado discreta fragmentacdo internucleossomal do DNA por citometria de fluxo nas
células tratadas com o composto. Além disso, ndo foi possivel verificar perda da integridade
de membrana das células tratadas com trachelogenina. Logo, os resultados obtidos indicam
que possivelmente o efeito antiproliferativo do composto ndo estd relacionado com

mecanismos de morte celular, por apoptose e/ou necrose.
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Outro mecanismo de morte celular ¢ a autofagia. A autofagia ¢ uma via catabolica que
permite que as células eucaridticas degradem e reciclem componentes celulares por via
lisossomal. Em condi¢des de privagdo de nutrientes ou de fatores de crescimento, por
exemplo, por meio da autofagia, a célula consegue gerar substratos oxidaveis e outras
moléculas, como os aminoécidos, que sdo essenciais para a sobrevivéncia celular. No entanto,
quando o estresse celular continua, a morte celular pode ocorrer isoladamente por autofagia
ou em associagdo a outros tipos de morte celular, como apoptose ou necrose, dependendo do
estimulo. Quando a autofagia ¢ excessivamente induzida, ocorre o que chamamos de morte

celular do tipo 2 (KONDO et al., 2005; REGGIORI et al., 2012; SIVIERO, 2013).

Quanto as altera¢des bioquimicas durante a autofagia, este processo ¢ independente da
ativacao de caspases e a degradacdo do DNA ou a fragmentacdo nuclear ndo sdo aparentes.
Quanto as alteracdes morfologicas, ha um aumento do nimero de vesiculas autofagicas, da
atividade dos lisossomos e do complexo de Golgi e dilatacdo do reticulo endoplasmatico,
distinguindo a autofagia dos demais tipos de morte. Além disso, hd o aparecimento de
vesiculas na membrana plasmatica, mas ndo ocorrem danos a integridade da membrana. Em
estagios finais, € possivel observar uma condensagdo parcial da cromatina, no entanto, na

maioria das vezes o nicleo permanece intacto (KONDO et al., 2005; SIVIERO, 2013).

Durante a autofagia, partes do citoplasma e de varias organelas sdo sequestradas para
dentro de vacuolos autofagicos de dupla membrana, chamados autofagossomos, que se
fundem aos lisossomos, onde sdo degradadas. A vacuolizacdo celular é uma das
caracteristicas do processo de autofagia, onde hd o surgimento de compartimentos acidos
denominados vacuolos autofagicos (GENG et al., 2010). Com o objetivo de verificar possivel
envolvimento da autofagia na atividade antitumoral da trachelogenina, foram realizados
outros métodos que detectassem caracteristicas celulares e proteinas especificas do processo
autoféagico, dentre elas a formacao de organelas de vesiculas acidas (AVOs), conhecidas como
autofagossomos maduros ou autofagolisossomos, e a expressao de proteinas, como Beclina 1,

LC3A e LC3B (CHEN; KARANTZA-WADSWORTH, 2009).

Dentre os corantes fluorescentes utilizados para verificar a presenca do processo
autofagico, pode-se destacar a laranja de acridina. Em pH 4cido, esse corante sofre
modificacdes fisico-quimicas, se acumulando em organelas acidas, como as AVOs, emitindo

fluorescéncia laranja-avermelhada. A intensidade da coloracdo ¢ proporcional ao grau de
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acidez e/ou ao volume dos compartimentos celulares acidos (PAGLIN et al., 2001; SIVIERO,
2013).

Por meio da andlise em microscopia confocal, utilizando os corantes laranja de
acridina e Hoechst, foi possivel observar um aumento do nimero e tamanho de AVOs nas
células tratadas com a trachelogenina nas concentragdes de 5 ¢ 10 uM quando comparadas
com o controle, apds 48 horas de incubagdo, sendo mais perceptivel na maior concentracdo. A
presenca de vactiolos autofagicos em células em processo de morte apds o tratamento pode
indicar que a morte celular induzida esté relacionada com a autofagia (KONDO et al., 2005).
Logo, os dados sugerem um possivel envolvimento do processo autofagico no mecanismo de
acdo da trachelogenina em células HCT-116. Isso pode estar relacionado com a diminui¢do do
numero de células viaveis observada nos ensaios do MTT, de azul de Trypan e na densidade

de células quantificada por citometria de fluxo.

Cada etapa do processo de autofagia ¢ regulada por diferentes complexos proteicos
para a formacdo dos vacuolos autofagicos, principalmente pelas proteinas Atg. A recente
identificagdo dos genes da familia Atg, reguladores da formacdo dos autofagossomos,
permitiu a confirmacdo do papel da autofagia como sinalizador do processo de morte celular.
Essas proteinas formam um complexo funcional distinto nas etapas de formagdo dos
autofagossomos (HOYER-HANSEN; JAATTELA, 2008). Os genes Atg apresentam um
importante papel em diferentes estdgios do processo de autofagia, incluindo a indugdo, a
formacdo de vesicula e a degradacdo do autofagossomo. (CHEN; KARANTZA-
WADSWORTH, 2009; XIA et al., 2013).

A nivel molecular, a expressdo de proteinas relacionadas com a formacdo dos
autofagossomos pode ser um marcador especifico de autofagia. Com relagdo as proteinas
marcadoras de autofagia utiliza-se, entre outras, a proteina LC3 (cadeia leve 3 da proteina 1
associada a microtibulos), uma proteina citosolica (LC3-I, 16kDa) que sofre uma clivagem
C-terminal quando um sinal pré-autofagico ¢ percebido pela célula, sendo convertida, assim, a
sua forma lipidada (LC3-II, 14kDa). Esta sofre modificagdes e passa a se localizar
especificamente na membrana dos autofagossomos (KABEYA et al., 2000; WU et al., 2006;
ZHENG et al., 2012).

Além disso, um dos principais mecanismos de controle da autofagia ¢ dada pela

interagdo entre a beclina-1 e os membros da familia de proteinas anti-apoptdticas de Bel-2. A
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beclina-1 ¢ uma proteina essencial para a iniciagdo da autofagia, que tem o papel de recrutar
proteinas autofagicas chaves para a estrutura do pré-autofagossomo A familia das proteinas
Bcl-2 sdo mediadores anti-apoptoticos bem conhecidos, apesar do seu papel na inibi¢do da
autofagia ainda ndo ¢ bem entendido (MAIURI et al., 2007; HE; LEVINE, 2010). Sabe-se
que, em condigdes favoraveis, o Bcl-2 sequestra a Beclina-1 do complexo Beclina-1-Vps34
nuclear e inibe a autofagia. Enquanto que em condi¢des de estresse metabdlico, essa ligacao ¢
desfeita a fim de que o complexo Beclina-1-Vps34 seja ativado, resultando no processo de

autofagia (XIA et al., 2013).

Desse modo, a fim de verificar uma possivel indu¢do do processo autofagico pela
trachelogenina em células HCT-116, foi realizada uma analise da expressdo de proteinas
relacionadas com a autofagia por meio do ensaio de Western blot. A trachelogenina parece
induzir autofagia de maneira tempo dependente, visto que na andlise do Western blot foi
observado um aumento da expressdo das proteinas LC3A e LC3B II nas células tratadas com
trachelogenina durante 48 horas quando comparado com o controle negativo. Além disso, foi
observada uma discreta diminui¢do da expressdo da beclina-1, na sua forma ndo fosforilada,
na concentrac¢do de 5 e 10 uM, ap6s 48 horas de incubacdo. Além disso, foi observada uma
discreta diminui¢do da expressao da proteina Bcl-2 na concentracdo de 5 uM e um aumento
da expressao desta proteina na concentra¢do de 10 uM , apds 48 horas de tratamento quando
comparado com o controle negativo. A expressdo de Bcl-2 foi bem menor nas células do
controle positivo tratadas com doxorrubicina, como esperado, visto que um dos mecanismos

envolvidos na citotoxicidade desse composto ¢ a apoptose.

Em um estudo realizado por ZHOU et al. (2013), a Vitexina 6, uma lignana da familia
das Vitexinas, apresentou citotoxicidade frente a varios tipos de células tumorais e induziu
apoptose de forma tempo e concentragdo dependentes, com clivagem do PARP, caspase 3,
aumento da expressdao de Bax e diminui¢do da expressdao do Bcl-2. Além disso, foi observada
uma indugdo do processo autofagico por essa molécula visto um aumento da expressdo da

Beclina-1 e do LC3-II (ZHOU et al, 2013).

A andlise das caracteristicas celulares e da expressdo de proteinas relacionadas com o
processo autofagico sugere que a trachelogenina pode induzir a autofagia nas células HCT-
116, visto que houve um aumento de células com AVOs, ativacdo da forma lipidada do LC3

II essencial para a formacdo dos autofagossomos e diminui¢do da Beclina-1, nas células
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tratadas por 48 horas. No entanto, ¢ necessario que outras vias relacionadas com a autofagia

sejam estudadas.

A desregulagdo do processo de autofagia resulta em vdarias doencas humanas,
incluindo doengas neurodegenerativas e o cancer. Os genes supressores tumorais, que estao
frequentemente mutados em neoplasias humanas, sdo responsaveis fisiologicamente por ativar
a autofagia e inibir os sinais oncogénicos. Isto indica que a autofagia ¢ um dos mecanismos de
supressao tumoral, ndo excluindo a possiblidade do uso de indutores de autofagia no

tratamento do cancer (TANABE et al., 2011).

Estes fatos tornam a autofagia induzida em células tumorais um tema de pesquisa
interessante, principalmente quando se estuda autofagia induzida durante o tratamento
medicamentoso, apesar disto ainda ser controverso. Muitas drogas, incluindo a rapamicina, o
tamoxifeno e os inibidores da histona desacetilase (HDAC) induzem a morte celular associada
a autofagia em células tumorais. Por outro lado, os inibidores de autofagia, como a
cloroquina, aumentam o efeito de quimioterapicos em muitos tipos de tumores malignos

(KONDO et al., 2005).

A indugdo de autofagia em células tumorais pode ser considerada um mecanismo de
sobrevivéncia ou de morte de células tumorais, dependendo do contexto celular, do modo e da
intensidade de insultos quimioterapéuticos (VIJAYAKURUP et al., 2014). Da mesma forma
que pelo estimulo da privacdo de nutrientes, outros agentes pro-autofagicos podem induzir a
autofagia, pela indugdo de dano a algum componente celular especifico. Os agentes anticancer
indutores de autofagia tém sido considerados mediadores de citotoxicidade, ao invés de causar
resisténcia a drogas. Isso porque, o “auto-consumo” celular por meio da autofagia pode levar
a morte celular quando o material citoplasmatico e as organelas celulares sdo consumidos
além do ponto critico para sobrevivéncia da célula (CHEN; KARANTZA-WADSWORTH,
2009).

Embora a autofagia seja considerada um mecanismo de manuten¢cdo da homeostase
celular, o papel e a regulagdo da autofagia no cancer ¢ aparentemente complexo, fazendo da
autofagia um desafio e um alvo para a prevengdo e tratamento do cancer potencialmente
importante. Muitos estudos relatam que as propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias, bem
como a habilidade de inibir a proliferagdo, invasdo e angiogénese e de promover apoptose das

lignanas, oferecem a essas moléculas um papel importante na quimioprevencdo da
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carcinogénese (SUNG; LAUTENS; THOMPSON, 1998; CHEN; THOMPSON, 2003; QU et
al, 2005; DANBARA et al.,, 2005; MIURA et al, 2007; HU; YUAN; KITTS, 2007;
HARIKUMAR et al, 2010; LIU et al., 2012; REN et al., 2014).

Poucos sdo os estudos relacionados com inibigdo da progressdo do ciclo celular e a
indu¢do da autofagia pelas lignanas. A autofagia, as alteragdes lisossomais, o estresse
oxidativo e a desaceleragdo do ciclo celular estdao associados a varios tratamentos anticancer
por meio da utilizacdo desses agentes quer isoladamente ou em combinacdo com outros
agentes quimioterapéuticos (SHOEMAKER; DAGHER, 1979; PASQUIER et al., 2004;
OSTENFELD et al., 2005; CAREW et al., 2007; FUJIWARA et al., 2007; GROTH-
PEDERSEN et al., 2007; RIXE; FOJO, 2007).

Um estudo mais aprofundado dos mecanismos envolvidos na atividade
antiproliferativa da trachelogenina, com a avaliacdo de marcadores bioquimicos e moleculares
de proliferagdo celular e de vias relacionadas com a inducdo do processo autofagico, bem
como, o potencial antitumoral e a toxicidade desta substancia em modelos animais de cancer,
¢ de fundamental importancia no intuito de verificar o possivel papel desta molécula no

tratamento do cancer.
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6. CONCLUSAO

No presente estudo, o fracionamento do extrato etandlico da C. fruticosum resultou no
isolamento de sete compostos, dentre eles, trés triterpenos, duas lignanas e duas misturas dos
esteroides [-sitosterol e estigmasterol em que a lignana do tipo dibenzilbutirolactona,
trachelogenina apresentou potente atividade anticancer in vitro, sendo pouco ativa em cé¢lulas
ndo tumorais. Apos o periodo de 48 horas de tratamento, a trachelogenina parece atuar
citostaticamente sobre as células HCT-116. Este efeito parece estar relacionado com uma
inducdo de um processo de autofagia. No entanto, outros testes devem ser realizados para
confirmar as propostas acima apresentadas e para uma melhor avaliagdo do mecanismo de

acdo e do potencial terapéutico desta molécula.
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ANEXO A - EQUIPAMENTOS

Agitador de placa, MLW Modelo Thys 2®

Banho-maria, DELLTA Modelo 105Di®

Bomba a vacuo, EXIMPUMP®

Citoentrifuga, CT-2000 CIENTEC®

Centrifuga refrigerada, SORVALL® Biofuge fresco

Centrifuga de placas, Eppendorf Modelo Centrifuge 5810R

Citometro de fluxo, Guava EasyCyte mini®

Contador automatico de células sanguineas, Coulter Counter T-530®

Deonizador de agua Milli-Q, Milipore®

Espectrofotometro de placa DTX-880, Beckman Coulter®

Fluxo laminar, VECO®

Incubadora de células, (CO2 Water-Jacket Incubator) NUAIRE TS Autoflow®

High Throughput Screening (HTS)/Laboratory Automation Workstation, Biomek
3000, Beckman Coulter®

Microscopio Optico, Metrimpex Hungary/PZO-Labimex Modelo Studar lab®

Microscopio Optico de inversao, ZEISS, AXIOVERT 40C

Mini Protean® tetra cell, Biorad

Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell, Biorad

pHmetro, Micronal® B474

Pipetas automaticas, Gilson®™

PowerPac™ HC High-Current Power Supply, Biorad®

Shaker, BIOMIXER — TS 2000A

Sistema de Fotodocumentagao, ImageQuant 300 Imager GE Healthcare®

Sonicador, UNIQUE — ULTRA CLEANER 1600A



ANEXO B - SOLUCOES E KITS

Cultura de Células

PBS (Phosphate Buffer Solution; pH 7.2)

NACT .o 0,15M
NazHP 04 .................................................................... 10mM
KH2P04 ..................................................................... 2mM

Estudos por Citometria de Fluxo

Solucéo Pl-ciclo

Iodeto de propideo (Sigma) .......ccceeeveevvercieeniieeneenee. 50mg/mL em PBS
Citrato de SOAIO ....oovvveeeiiiiieiiiieeeeieeeeeee e 0,2%
Triton X-100 ...coooiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 0,1%

Solucdo de Laranja de Acridina

Solucao estoque:

Laranja de acridina (Sigma) ........ccccceevverveenueenneennen. Img/mL em EtOH

Solugdo de uso:

“Solugao EStOQUE™ ....oovieeiiieiieeieeieeeee e 1:1000 em PBS

Western Blot

Tampao de corrida — TGS 10X (pH &.3), BioRad
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Tampao de transferéncia — TG 10X (pH 8.3), BioRad

TITIS oottt e e et e e e e e eeaaes 25mM
GLICINA et 192mM
1LY (0] R 20%

Composicdo do tampdo de amostra 5X

Tris-HCI (Tris plus One), pH 6,8 .....cccvvevveiieeennee. 0,5M
GLCETOL ..o 50%
B-mercaptoetanol............cccceviieiiiiniiiiiieieeeeeen 1%

Azul de bromofenol ...........cccoeeviiviiiiiiiiieiee, 0,5%
SDS e 10%

Componentes do kit para dosagem de proteinas DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratories)

Reagent A ........ccccovvveieiieiiieiieeeeee e, Solugdo alcalina de tartarato de Cobre
Reagent B .......ccocovvieviieiiiiiiicieeeeeee e Reagente de Folin

Reagent S ........ccoooieevieiieiieeeeeee e Solugdo surfactante



