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RESUMO

A multirresisténcia (MDR) € um fendmeno exibido pelo cancer de pulmao e representa um
obstdculo fundamental para tratamentos bem-sucedidos. As células tumorais comumente
atingem o fenétipo MDR por médio de superexpressdo e/ou aumento da atividade dos
transportadores ABC. Os transportadores MDR1, MRP1 e MRP2 sdo uma das principais causas
de MDR e, portanto, sao um alvo valioso na reversdo do MDR. Nesse contexto, vérias geracoes
de inibidores do transportador de efluxo ABC foram desenvolvidas, no entanto, a maioria deles
falhou devido a efeitos adversos graves. Considerando o exposto, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver um modelo bioldgico in vitro resistente a cisplatina a partir da linhagem parental
A549 para triagem de compostos moduladores de resisténcia e avaliar os efeitos moduladores
MDR dos alcaloides tropanos (EB-PA e EB-PB) isolados da espécie Erythroxylum Bezerreae
em combinagdo com cisplatina frente a uma linhagem celular resistente de cancer de pulmao
(A549DDP20). O modelo biolégico desenvolvido AS549DDP20 apresenta fendtipo de
resisténcia a multiplos farmacos mostrando resisténcia cruzada a doxorrubicina e paclitaxel
superexpressdao das proteinas MDR1, MRP1 e MRP2, e mostrando alteragdes no perfil
citogenético apds o término de inducdo de resisténcia. A cisplatina, quando tratado
isoladamente, apresentaram ICs, de 171,30uM e 10,62uM nas linhagens A549DDP20 e A549
respetivamente. Além disso, observou-se que EB-PA apresentou efeito médio de modulagao de
resisténcia apos 3 e 24 horas de tratamento, porém EB-PB apresentou efeito de modulagao
baixo. Dessa forma, a combinagdo obtida com o software CompuSym da EB-PA e cisplatina,
observou-se valores de indice de combinacdo <1, mostrando um efeito sinérgico. Existe a
possibilidade que esta potencializacdo de cisplatina se deva, ao principio, ao bloqueio de
bombas de efluxo relacionada ao MDR pela EB-PA. Foram testadas 7 diferentes combinagdes
(DDP 10 pM+ Ver 10 uM, DDP 10 uM+ Ver 20 uM, DDP 20 uM+ Ver 20 uM, DDP 10 yM+
EB-PA 5 uM, DDP 10 uM+ EB-PA 10 uM, DDP 10 uM+ EB-PA 37 uM e DDP 20 yM+ EB-
PA 37 uM) observando a redugdo da viabilidade, densidade celular, diminui¢do na formacao de
colOnias e aumento da proteina pro-apoptdtica BAX na presenca de EB-PA e cisplatina. Além
disso, observou-se que EB-PA ndo afeta a expressao das proteinas MDR1, MRP1 e MRP2 de
forma isolada ou em combinac¢do. Resultados de ensaios in silico mostraram a interacao em
sitios de ligacdo de ATP na proteina MDR1 e na proteina MRP1 interagdes hidrofébicas e
ligacOes de hidrogénio de EB-PA e EB-PB.

Palavras-chave: Erythroxylum Bezerreae; Multirresisténcia; Alcaloide tropano, cancer de

pulmao



ABSTRACT

EVALUATION OF THE RESISTANCE MODULATING EFFECT OF TROPANE
ALKALOIDS EB-PA AND EB-PB ON CHEMOTHERAPY RESISTANT LUNG
CANCER CELLS
Multidrug resistance (MDR) is a phenomenon exhibited by lung cancer and represents a
fundamental obstacle to successful treatments. Tumor cells commonly achieve the MDR
phenotype through overexpression and/or increased activity of ABC transporters. The MDR1,
MRP1, and MRP2 transporters are a major cause of MDR and are therefore a valuable target in
reversing MDR. In this context, several generations of ABC efflux transporter inhibitors have
been developed, however, most of them have failed due to serious adverse effects. Considering
the above, the objective of this work was to develop an in vitro biological model resistant to
cisplatin from the parental line A549 to screen resistance modulating compounds and evaluate
the MDR modulating effects of isolated tropane alkaloids (EB-PA and EB-PB). of the species
Erythroxylum Bezerreae in combination with cisplatin against a resistant lung cancer cell line
(A549DDP20). The developed biological model A549DDP20 presents a multidrug resistance
phenotype showing cross-resistance to doxorubicin and paclitaxel, overexpression of MDR1,
MRP1 and MRP2 proteins, and showing changes in the cytogenetic profile after the end of
resistance induction. Cisplatin, when treated alone, presented ICso of 171.30 uM and 10.62 uM
in lines A549DDP20 and A549 respectively. Furthermore, it was observed that EB-PA showed
a medium resistance modulation effect after 3 and 24 hours of treatment, but EB-PB showed a
low modulation effect. Thus, the combination obtained with EB-PA's CompuSym software of
EB-PA and cisplatin, combination index values <1 were observed, showing a synergistic effect.
There is the possibility that this potentiation of cisplatin is due, in principle, to the blockade of
efflux pumps related to MDR by EB-PA. 7 different combinations were tested (DDP 10 uM+
See 10 uM, DDP 10 uM+ See 20 uM, DDP 20 uM+ See 20 uM, DDP 10 uM+ EB-PA 5 uM,
DDP 10 uM+ EB-PA 10 uM, DDP 10 uM+ EB- PA 37 uM and DDP 20 uM+ EB-PA 37 uM)
observing a reduction in viability, cell density, a decrease in colony formation and an increase
in the pro-apoptotic protein BAX in the presence of EB-PA and cisplatin. Furthermore, it was
observed that EB-PA does not affect the expression of MDR1, MRP1 and MRP2 proteins alone
or in combination. Results from in silico tests showed the interaction at ATP binding sites in
the MDRI1 protein and in the MRP1 protein hydrophobic interactions and hydrogen bonds of

EB-PA and EB-PB.

Keywords: Erythroxylum Bezerreae, Multiresistance; Tropane alkaloid, lung cancer
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Cancer

O cancer ¢ um dos principais problemas de satde publica no mundo, figurando como
uma das principais causas de morte € como consequéncia, uma das principais barreiras para o
aumento da expectativa de vida do paciente. O cancer e uma doenca caraterizada na qual
algumas células do corpo crescem de forma incontrolada (WHO, 2020), também ¢ definida
pelas alteragdes dinamicas no genoma dessas células, o que leva a formagao do tumor (NCI,
2021). Na carcinogénese, fatores indutores de cancer ou fatores carcinogénicos acontecem
durante a transformacdo de células tumorais, com a menc¢do de que o termo carcinogénese
define a iniciacdo de um tumor, e oncogénese sua manutencao e posterior evolugdo (Baba ai;

Bucharest (ro), 2007).

A carcinogénese ¢ a transformag¢do de uma célula saudavel em uma célula cancerosa.
Este processo comeca com uma Unica célula na qual os genes certos sofrem mutagdo, de modo
que a célula ndo morre adequadamente e comeca a proliferar de forma anormal(pré-cancer).
Entdo, ocorrem mutag¢des adicionais que selecionam células de crescimento mais rapido dentro
desta populagdo, levando a um tumor com crescimento rapido e malignidade. No momento em
que as células se tornam cancerosas, os proto-oncogenes sao ativados e os genes supressores de

tumor inativados (Figura 1).

Figura 1- Desenvolvimento da carcinogénese
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Fonte: propria do autor (Biorender.com)
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De acordo com estimativas da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) em 2019, o cancer
¢ a segunda causa de morte em 112 dos 183 paises e ocupa o terceiro ou quarto lugar em outros
23 paises no mundo (Sung et al., 2021). Em 2024, projeta-se que 2.001.140 novos casos de
cancer. A mortalidade por cancer continuou a diminuir até 2021, evitando mais de 4 milhdes
de mortes desde 1991 devido as reducdes no tabagismo, detecdo precoce de alguns tipos de
cancer e melhores opgdes de tratamento em cendrios adjuvantes e metastaticos. No entanto,
esses ganhos sdo ameagados pelo aumento da incidéncia de 6 dos 10 principais tipos de cancer.
As taxas de incidéncia aumentaram durante 2015-2019 em 0,6%—1% anualmente para canceres
de mama, pancreas e corpo uterino e em 2%—3% anualmente para canceres de prostata, figado
(feminino), rim e papilomavirus humano associados ao cancer oral (Siegel; Giaquinto; Jemal,

2024).

Para o Brasil, foram estimados para o ano de 2023-2025, 704 mil casos novos de cancer.
Excluindo o cancer de pele ndo melanoma, espera-se a ocorréncia de 483 mil casos novos,
sendo 49,5% em homens (239 mil casos novos) ¢ 50,5% (244 mil casos novos) em mulheres.
O cancer infantojuvenil (de 0 a 19 anos) representara 7.900 casos, com discreto predominio no
sexo masculino com 4.200 (53,2%) casos novos ¢ 3.700 (46,8%) no sexo feminino. Os dez
principais tipos de cancer representam mais de 60% do total de casos novos. O cancer de
pulmao, segundo as estimativas 2023, ¢ o terceiro mais comum em homens (18.020 casos
novos) e o quarto em mulheres no Brasil (Figura 2) sem contar o cancer de pele ndo melanoma.
E o primeiro em todo o mundo em incidéncia entre os homens e o terceiro entre as mulheres.
Em mortalidade ¢ o primeiro entre os homens e o segundo entre as mulheres segundo
estimativas mundiais de 2020, que apontou incidéncia de 2,2 milhdes de casos novos, sendo
1,4 milhdo em homens ¢ 770 mil em mulheres (INCA, [s.d.]). Além disso, o cancer de mama
feminina ¢ o mais incidente no mundo, com 2,3 milhdes (11,7%) de casos novos, seguido pelo
cancer de pulmao, com 2,2 milhdes (11,4%); coldn e reto, com 1,9 milhdo (10,0%); prostata,
com 1,4 milhdo (7,3%); e pele ndo melanoma, com 1,2 milhao (6,2%) de casos novos. Na figura
2, se observa as estimativas do cancer no Brasil por sexo, mostrando que o cancer de pulmao ¢
o mais frequente em homens, com 1,4 milhdo (14,3%) dos casos novos, seguido do cancer de
prostata, com 1,4 milhdo (14,1%); colon e reto com 1 milhdo (10,6%); pele ndo melanoma com
722 mil (7,2%) e estomago com 719 mil (7,1%) casos novos no mundo. Nas mulheres, o cancer
de mama ¢ o mais incidente, com 2,3 milhdes (24,5%) de casos novos, seguido pelos canceres
de coldn e reto, com 865 mil (9,4%); pulmao, com 771 mil (8,4%); colo do utero, com 604 mil

(6,5%); e pele ndo melanoma, com 475 mil (5,2%) casos novos no mundo (De et al., 2023)
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Figura 2 -Estimativa da distribuicio proporcional dos dez tipos de cincer mais incidentes no Brasil em 2023, por

sexo, exceto pele ndo melanoma.

Prostata 71.730 30,0% Homens Mulheres Mama feminina 73.610 30,1%
Colon e reto 21.970 9,2% Coélon e reto 23.660 9,7%
Traqueia, bronquio e pulmao 18.020 7,5% Colo do utero 17.010 7,0%
Estdmago 13.340 5,6% Traqueia, bronquio e pulmao  14.540 6,0%
Cavidade oral 10.900 4,6% Glandula tireoide 14.160 5,8%
Eso6fago 8.200 3,4% Estdmago 8.140 3,3%
Bexiga 7.870 3,3% Corpo do (tero 7.840 3,2%
Laringe 6.570 2,7% Ovério 7.310 3,0%
Linfoma nao Hodgkin 6.420 2,7% Pancreas 5.690 2,3%
Figado 6.390 2,7% Linfoma nao Hodgkin 5.620 2,3%

*Numeros arredondados para multiplos de 10.

Fonte: INCA, 2023

O ntmero estimado de casos novos de cancer de traqueia, bronquios e pulmao para o
Brasil, para cada ano do triénio de 2023 a 2025, ¢ de 32.560 casos, correspondendo ao risco
estimado de 15,06 casos por 100 mil habitantes, sendo 18.020 casos entre os homens e 14.540
casos entre as mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 17,06 casos novos

a cada 100 mil homens e de 13,15 a cada 100 mil mulheres (INCA,2023).

1.2 As caracteristicas fundamentais do ciancer

As caracteristicas do cancer (Hallmarks of cancer) foram propostas como um conjunto
de capacidades funcionais adquiridas pelas células humanas & medida que passam da
normalidade para estados de crescimento neopldsico, mais especificamente capacidades que
sdo cruciais para a sua capacidade de formar tumores malignos (Hanahan, 2022). Dessa forma

a amplitude do escopo de estudo dessas carateristicas ¢ abrangente.

Hallmarks of cancer foram propostas pela primeira vez em 2000 por Hanahan D. e
Weinberg R. A., e atualizadas por Hanahan D. no ano 2022. Hallmarks of cancer ¢ uma
ferramenta heuristica para a compreensao da vasta complexidade dos fendtipos e gendtipos do
cancer em um conjunto provisorio de principios subjacentes. A medida que o conhecimento
dos mecanismos do cancer progrediu, outras facetas da doenca surgiram como potenciais
refinamentos. Devido que, como observamos na época, essas caracteristicas marcantes iniciais,

por si sd, ndo conseguem abordar a complexidade da patogénese do cancer, ou seja, 0s
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mecanismos moleculares e celulares precisos que permitem que as células pré-neoplasicas em
evolucdo desenvolvam e adquiram essas capacidades fenotipicas aberrantes no decorrer do
processo, desenvolvimento tumoral e progressdo maligna (Hanahan, 2022). As ultimas
atualizagdes do 2022, foram descritas as plasticidades fenotipicas, reprogramacao epigenética,
os microbiomas polimérficos e células senescentes podem ser adicionadas a lista de tipos de

carateristicas funcionalmente importantes no microambiente tumoral (Figura 3).

Figura 3- Propriedades fundamentais do cancer.
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Fonte: Adaptado de Hanahan, 2022 (Biorender.com)

1.3 Cancer de pulméao

O cancer de pulmao ¢ a principal causa de morte por cancer entre os homens e a segunda

principal causa de morte por cancer entre as mulheres em todo o mundo. Apesar dos avangos
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importantes do conhecimento da biologia das células cancerigenas e das terapias
anticancerigenas, como a quimioterapia, a radioterapia e as terapias direcionadas, as taxas de
sobrevivéncia aos cinco anos permanecem baixas (<60%) (American cancer society, [2024. Os
principais fatores de risco para o cancer de pulmao sdo o uso de cigarros, ser fumante passivo,
dieta desregulada (com excesso de enlatados, embutidos, frituras e pimenta), ingestao de alcool,
a falta de exercicios ou atividades fisicas rotineiras, poluicao do ar, exposi¢do ocupacional e
suscetibilidade genica. Vale ressaltar que o surgimento ou niao do cancer de pulmado — assim
como de outros tipos de canceres - varia de individuo para individuo, podendo ser uma

combinacdo de varios desses fatores (Malhotra et al., 2016).

Os tumores pulmonares sdo amplamente classificados em cancer de pulmao de
pequenas células (CPPC, do inglés small cell lung cancer - SCLC) e cancer de pulmao nao
pequenas células (CPNPC, do inglés: non-small cell lung cancer- NSCLC). Os CPCPs sao
tumores malignos que compreendem aproximadamente 15% dos canceres pulmonares e podem
ser identificados por suas caracteristicas neuroendocrinas. J4 os CPCNP representam 80-85%
de todos os canceres de pulmao e incluem outros tipos de tumores que ndo sejam CPCPs. Tais
distingdes refletem a histopatologia da doenga, bem como o decurso dela, e se relacionam as
opcdes terap€uticas encontradas para tratar um tipo ou outro (Basumallik; Agarwal, 2023;

Lopez et al., 2023).

Geneticamente, mais do 60% dos casos de CPNPC caracterizam-se pela hiperexpressao
do gene do receptor do fator de crescimento epidérmico com atividade tirosina quinase
(epidermal growth fator receptor, EGFR), gene este localizado no braco curto do cromossomo
7 (7p11.2). Ademais, observou-se que, apesar de a maioria responder bem no inicio do
tratamento, uma grande porcentagem tem adquirido resisténcia a terapia dentro de um ano e
ocorre em 50% dos casos. Curiosamente, os tumores CPPC tendem a recorrer como variantes
quimiorresistentes e ocasionalmente mostram progressao para um fendtipo NSCLC(Abeloff et

al., 1979; Zullo et al., 2023).

1.4 Tratamento para o cancer de pulméo

O tratamento ao longo da histéria tem variado desde a remogdo de orgdos até o

direcionamento de marcadores especificos nas células cancerigenas com medicamentos
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moleculares. Hoje em dia, o tratamento do cancer de pulmdo ¢ ainda mais diversificado,
abrangendo desde terapias gerais, por exemplo irradiagdo, cirurgia e quimioterapia padrao até

terapias mais sofisticadas, por ex. terapia imunobiologica (Figura 4). Outras terapias

personalizadas estdo em desenvolvimento (Secli et al., 2023).

Dentre os tratamentos, a quimioterapia ¢ um pilar de longa data no tratamento do cancer
de pulmao, uma vez que a maioria dos diagndsticos ocorrem em estagios avangados da doenga.
Os principais objetivos da quimioterapia no estdgio avancado ou metastatico do cancer de
pulmdo sdo a melhoria da sobrevida e a atenuag¢do dos sintomas. A quimioterapia a base de
platina continua sendo a espinha dorsal do tratamento na maioria dos casos, sendo que a

cisplatina foi associada a uma melhora modesta na sobrevida(Misono et al., 2021) .

Figura 4- Opg¢des de tratamento para o cancer de pulmao sdo cirurgia, quimioterapia, radioterapia, imunoterapia e

terapia direcionada. !
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Fonte: adaptada de Ashrafi et al. 2022 (Biorender.com)

Existem quatro grandes categorias de medicamentos quimioterapéuticos mais utilizados
no cancer de pulmao: (1) agentes alquilantes; (2) medicamentos direcionados aos microtiibulos
(paclitaxel, docetaxel e vinorelbina); (3) antimetabolitos (pemetrexedo e gencitabina); e (4)
inibidores da topoisomerase (etoposideo) (Jordan; Wilson, 2004; Olaussen; Postel-vinay,
2016). Nesse contexto, a cisplatina (DDP) ¢ um composto de platina de molécula pequena que

foi acidentalmente descoberto por inibir o crescimento de Escherichia coli e mais tarde também
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matou células tumorais (Rosenberg, 1973). Os compostos de platina, incluindo cisplatina,
carboplatina e oxaliplatina, ainda sdo terapias clinicas de primeira linha e constituem parte do
regime de tratamento para pacientes com muitos tipos de cancer, incluindo cabega e pescoco,
testicular, ovariano, cervical, pulmonar, colorretal e linfoma redicivante. Dentro do seu
mecanismo de acdo as lesdes citotoxicas entrando dentro da célula por mecanismos de difusao
passiva e transporte ativo conhecidas como adutos de platina-DNA, que formam principalmente

ligagdes cruzadas intracadeias que ativam a via apoptoética, resultando em morte celular por

exemplo a DDP (Figura 5) (Siddik, 2003a).

Figura 5- Mecanismo de agdo de cisplatina (DDP) em células de cancer
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Fonte: Propria do autor (Biorender.com)

No entanto, o crescente interesse em agentes terapéuticos ndo citotoxicos, a
quimioterapia continua a ser a op¢ao de tratamento padrao para pacientes com cancer de pulmao
avancado. Apesar da resposta inicial aos quimioterapicos os pacientes com cancer de pulmao

desenvolvem rapidamente quimiorresisténcia, levando a progressao da doenca (Jordan; Wilson,
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2004; Olaussen; Postel-vinay, 2016). Portanto, compreender os mecanismos moleculares da
resisténcia terapéutica ¢ importante no desenvolvimento de novas estratégias para melhorar a
taxa de sobrevivéncia global de pacientes com cancer de pulmdo devido a heterogeneidade e
trans diferenciacdo Inter e intratumoral generalizada proporcionam multiplos mecanismos
pelos quais a resisténcia ao tratamento pode se desenvolver e, assim, representar ameacas ao

tratamento do cancer de pulmao (Ashrafi et al., 2022).

1.5 Quimiorresisténcia

No ano 1966, foi descrito que a quimioterapia quando utilizado um unico agente
antineoplasico, apresentava 20% mais chance de desenvolver resisténcia, quando comparado
com diferentes agentes quimioterapicos em conjunto. Os mecanismos de resisténcia ainda ndo
eram totalmente descobertos, porém se suspeitava que o mecanismo responsavel era a
expressao de resisténcia a multiplas drogas (siglas em inglés: MDR), ja que era identificada em
diferentes tecidos tumorais depois de serem tratadas com diferentes agentes quimioterapicos
como a vincristina e a doxorrubicina, entre outros. No entanto, na época também foi observado
que quando era utilizado bloqueadores do calcio, a concentragao intracelular do quimioterapico
aumentava. Entdo, para esse tempo ainda era um mecanismo confuso no qual sé se conhecia
como efluxo de drogas (Jaap verweij,Kees nooter, 1966). Em 1973, Dano foi o primeiro a
observar em dois tipos de células multirresistentes na qual daunomicina era efluxada. Depois
de mais de 40 anos de estudo, ja se sabe que essa resisténcia ¢ especialmente atribuida aos

transportadores MDR1 ou ABCC1(Wiese; Stefan, 2019).

Desde entdo, o conceito de quimiorresisténcia passou a estar associado também a outras
doengas, incluindo o cancer, j4 que mecanismos similares foram observados nas células de
pacientes que recebiam algum tipo de quimioterapia. Na ultima década, varios mecanismos
potenciais foram identificados por varios estudos como contribuintes para a MDR, que podem
ser categorizados de acordo com as suas caracteristicas. A resisténcia aos medicamentos pode
ocorrer devido a ativagdo de mecanismos intrinsecos (pré-existentes) ou adquiridos (induzidos
por medicamentos), e ambos os tipos de fatores desempenham papéis significativos no
desenvolvimento da resisténcia aos medicamentos como uma variedade de estratégias para

limitar ou contornar o processo de morte celular.



27

Alguns mecanismos que promovem ou possibilitam a resisténcia a fdrmacos, como
inativagdo de farmacos, alteracdo de alvo de farmacos, efluxo de fairmacos,, reparo de danos no
DNA, inibicdo de morte celular e transicdo epitelial-mesenquimal, bem como a
heterogeneidade inerente das células tumorais desempenha um papel na resisténcia as firmacos,
(Hanahan; Weinberg, 2011; Housman et al., 2014) ¢ de suma importancia na avaliagdo da

resposta a quimioterapia; portanto, sua relevancia ¢ inequivoca na pratica clinica.

A MDR desempenha um papel importante para o efeito reduzido da quimioterapia em
muitos tipos de cancer. Experimentalmente, as células tumorais in vitro expostas a um agente
citotoxico desenvolvem resisténcia cruzada a uma gama de compostos estrutural e
funcionalmente nao relacionados(Loria et al., 2022). Foi demonstrado que as células
cancerigenas podem desenvolver resisténcia a cisplatina através de: alteragdes no transporte
do farmaco levando a redug¢do da acumulacdo intracelular de cisplatina devido aos
transportadores ativos, um sistema melhorado de desintoxicagdo de medicamentos devido a
niveis elevados de eliminadores intracelulares, tais como glutationa e/ou metalotioneinas,
alteracdes na reparacao do DNA envolvendo aumento da reparagdo por excisao de nucleotideos,
reparo de reticulagdo entre cadeias ou reparo de perda de incompatibilidade, alteragdes nos
mecanismos de tolerancia a danos no DNA, e alteragdes nas vias de morte celular por apoptose

(Han et al., 2014).

E muito comum que as células cancerigenas sejam resistentes aos agentes
quimioterdpicos devido a um mecanismo multifatorial. No entanto, a superexpressdo dos
transportadores ABC dependentes de ATP (MDR1, MRP1 e BCRP) esta entre as mais razdes
importantes (Ke et al., 2013a; Li et al., 2009; Lu; Pokharel; Bebawy, 2015).

No cancer de pulmao, descobriu-se que amostras de tumor superexpressam MDRI e
essa superexpressdo demonstrou, em alguns casos, estar correlacionada com uma sobrevida
global baixa (Loria et al., 2022; Savaraj et al., 1997) . Além disso, no caso de linhagens celulares
o conceito deve ser alargado aos mecanismos de farmacorresisténcia ou MRPs para incluir a
falta de resposta a novas abordagens farmacolégicas, tais como medicamentos direcionados e
imunoterapéuticos. Esses MRPs sdo o resultado de uma rede complexa que envolve a expressao
dindmica de um grupo de algumas centenas de genes, responsaveis pelo chamado resistoma,
capazes de sinergizar entre si para reduzir a sensibilidade das células cancerigenas a

farmacoterapia. Incluem quantidades intracelulares diminuidas de farmacos ativos, reduzindo
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a sua captagdo ou aumentando o seu efluxo (MPR1); comprometimento dos processos de
ativacdo/inativagdo metabodlica (MPR2) (Cheng et al., 2018; Li et al., 2016, 2020; Marin;
Macias, 2021; Ren et al., 2015)

No aspecto genético do cancer de pulmao, uma vez que a resisténcia do cancer aos
medicamentos também pode ser devida a alteragdes na expressdo gé€nica, pois alteracdes em
certos genes reguladores podem levar ao aumento ou diminui¢do dos niveis de expressdo de
proteinas importantes na resisténcia e sobrevivéncia das células cancerigenas. Podem-se
mencionar, o efeito direto ¢ a funcado fisioldgica alterada dos transportadores de membrana, ou
seja, maior efluxo (MDR1 e MRPs) e o efeito indireto ¢ devido a alteragdes estruturais em
outras proteinas, por exemplo a BAX e Bcl-2, sdo proteinas envolvidas na via intrinseca do
apoptose, incluindo membros da familia Bcl-2 e o supressor de tumor p53, sdo comumente
desreguladas em canceres com MDR, que controlam a ativagdo de caspases, sdo
frequentemente superexpressas. Compreender os aspectos bioquimicos e genéticos que
contribuem para a MDR no cancer pode melhorar o desenvolvimento de novas opcdes de
tratamento para pacientes com cancer (Funk et al., 2020; Liu et al., 2016; Matsumoto et al.,

2016).

1.6 Transportadores ABC

A capacidade dos transportadores ABC de efluir diversos medicamentos antes de
atingirem os alvos pretendidos forneceu uma explica¢do para o fendmeno clinico da MDR.
(Emran et al., 2022a). No paciente, um dos principais mecanismos de quimiorresisténcia ¢ a
superexpressdo de multirresisténcia (MDRs) e Proteinas de multirresisténcia (MRPs),
adquiridas durante o tratamento, e ainda permanece um grande desafio na oncologia médica

(Halder et al., 2022).

Em humanos, existem pelo menos 48 membros da familia de proteinas dos
transportadores de cassete de ligacdo ao trifosfato de adenosina (ATP) (ABC), que sdo uma
classe de bombas de efluxo dependentes de energia envolvidas em diversas fungdes fisiologicas
(Dassa, 2003). Entre esses membros, trés transportadores foram caracterizados como os
principais responsaveis pela resisténcia a multiplas drogas: proteina de resisténcia ao cancer de
mama (BCRP ou ABCG2), proteina 1 associada a MRP (MRP1 ou ABCC1) e glicoproteina P

(Pgp-1 em resumo, também chamada de proteina 1 de resisténcia a multiplas drogas, MDRI1 ou
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ABCBI1) (Gottesman & Ling, 2006; Waghray & Zhang, 2018). Outro transportador ABC, o
MRP2, ¢ codificado pelo gene ABCC2 e demonstrou desempenhar um papel importante
também na quimiorresisténcia, através do comprometimento dos processos metabolicos de
ativagdo/inativagdo (Figura 6). Neste contexto, a exposi¢do a medicamentos anticancerigenos
causa superexpressdo de portadores, uma das principais razdes para a multirresisténcia na

quimioterapia do cancer (Marin & Macias, 2021; Z. Wang et al., 2017).

Os transportadores ABC sdo organizados em quatro dominios, a saber, dois dominios
ou subunidades de ligagdo a nucleotideos (NBD) bem conservados e dois dominios ou
subunidades transmembrana (TMD), que podem ser mais heterogéneos. Os transportadores
ABC sao frequentemente montados a partir de subunidades proteicas separadas compostas por
dois NBDs e duas TMDs, idénticas (homodiméricas) ou diferentes (heterodiméricas
(GENOVESE et al., 2017). As TMDs sdo predominantemente compostas por aminoacidos
hidrofébicos incorporados na bicamada da membrana e definem a via de translocag@o. No nivel
da sequéncia, as TMDs sdo estruturalmente diversas, o que reflete a diversidade quimica dos
substratos translocados. Os NBDs hidrofilicos estao localizados na superficie citoplasmatica da
membrana e estdo envolvidos na ligagdo e hidrélise de moléculas de ATP. Em contraste com a
TMD, os NBD sdo caracterizados por motivos de sequéncia central de regides altamente
conservadas, nomeadamente o A-loop (empilhamento de bases de ligacdo de ATP), Walker A
e Walker B (ligagdo de ATP e hidrolise) localizado no subdominio a-helicoidal, uma
caracteristica da superfamilia ABC, ndo presente em outras NTPases P-loop, como a F1-

ATPase (Gongalves; Cardoso; Ferreira, 2020).

Dentre as caracteristicas estruturais da Pgp-1 codificada pelo gene MDRI ou ABCBI, e
em um unico polipeptideo, ela compreende 1276-1280 aminoacidos com massa molecular de
aproximadamente 170 kDa e estrutura duplicada em tandem, com cada metade da molécula
contendo seis hélices transmembrana (TMH). De essa forma, duas DTMs formam um canal
grande e flexivel com 12 TMHs para ligagdo e efluxo de medicamentos (JONES; GEORGE,
1998). Por outro lado, o MRP1 de 190 kDa, codificado pelo gene ABCC1, possui uma estrutura
central que consiste em dois dominios transmembrana (TMD), cada um seguido por um
dominio de ligacdo a nucleotideos (NBD). Em comum com o MRP2 codificado pelo gene
ABCC2, contém uma terceira DTM (TMDO) com cinco segmentos transmembrana previstos e
um terminal NH2 extracitosolico conectado a estrutura central por uma regido ligante (LO)

(Rosenberg et al., 2001) .No entanto, 0 BCRP ¢ conhecido por um “meio de transporte” de 72
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kDa codificado pelo gene ABCG2; consiste em seis dominios transmembrana e funciona como
um homodimero ou homotetramero com um segmento transmembrana C-terminal e um sitio

de ligacdo de ATP N-terminal (Kage et al., 2002)

Figura 6-Transportadores ABC
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Essencialmente, quando estes transportadores de farmacos ABC sdo superexpressas em
células cancerigenas, podem conferir resisténcia cruzada a multiplos fairmacos de diferentes
classes quimicas através da extrusdo ativa de farmacos citotoxicos, reduzindo assim a
quantidade acumulada de foirmaco abaixo do nivel quimioterapéuticos eficaz e resultando em
MDR (Loria et al., 2022). Os substratos do MDR1 ¢ MRPs sdo principalmente compostos
hidrofébicos e anfipaticos que sdo transportados ativamente para fora das células por um

mecanismo dependente de ATP (Jaramillo et al., 2018).
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Os transportadores MDR1 e MRPs reconhecem substratos semelhantes no cancer de
pulmdo como a cisplatina, carboplatina, docetaxel, carfilzomibe (Kanintronkul et al., 2011; Li
et al., 2009; Liu et al., 2017; Savaraj et al., 1997). Além disso, alguns como os taxanos
(Paclitaxel e Docetaxel) sdo substratos preferiveis para MDRI1. Apesar da baixa homologia
estrutural e de sequéncia entre MDR1 e MRPs, ainda assim eles mostram especificidade de
substrato sobreposta, como ligacdo a uma ampla gama de substratos e utilizacao de hidrélise de
ATP para efluir os medicamentos quimioterapicos para fora das células cancerigenas (Figura

7) (Haque et al., 2022; Banerjee mustafi et al., 2016; Borst et al., 2000; Zhang et al., 2015)

Figura 7- Mecanismo de efluxo de substrato para fora da célula cancerigena pelos transportadores ABC
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Nesse contexto, a superexpressdo do transportador da familia ABC (MDR1, MPRI e
MRP2) faz com que a cisplatina seja bombeada da célula para o espago extracelular, reduzindo
a concentracdo intracelular de cisplatina por mostrar afinidade aos transportadores (Banerjee

mustafi et al., 2016; Borst et al., 2000; Zhang et al., 2015).
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Com base nas interagdes entre transportadores ABC e varios ligantes (modulares), os
ligantes podem ser classificados como inibidores, substratos, ativadores e indutores. Os
inibidores s3o descritos como compostos ou moléculas que se ligam direta ou indiretamente ao
transportador para prejudicar a sua atividade de transporte. Substratos sdo compostos que sao
expelidos pelo transportador. Ativadores sdo compostos que atuam para aumentar a atividade
de transporte desses transportadores, facilitando mudancas conformacionais que promovem o
transporte ou efluxo de um substrato. Os indutores sdo ligantes que regulam positivamente os
niveis de expressdo proteica do transportador. Além disso, os moduladores sdo conhecidos
como quimiosenzibiladores porque sdo usados quando as células tumorais nao respondem mais
a quimioterapia mostrando uma abordagem principal de contornar o mecanismo de

resisténcia(Gatouillat; Madoulet, 2014).

Ao aplicar a modulacdo bioquimica, a atividade do transportador pode ser inibida por
um modulador sem necessariamente influenciar o equilibrio normal das células saudaveis,
portanto, a necessidade de identificar moduladores ¢ muito essencial no tratamento do cancer.
Agentes terapéuticos que inibem a atividade do transportador poderiam ser usados em conjunto
com outros medicamentos anticancer que sao substratos conhecidos do transportador. Assim, o
inibidor identificado atenuaria a atividade de efluxo do transportador, permitindo que o fArmaco
anticancerigeno estivesse biodisponivel na concentracao intracelular apropriada para exercer o
seu efeito nas células cancerigenas. Consequentemente, potencializando a terapia
medicamentosa combinatéria (uso de dois ou mais agentes farmacologicos administrados
separadamente ou em dose fixa em formulacdo unica) em pacientes com cancer (Poku; Iram,

2022).

Além disso, existem diferentes mecanismos pelos quais alguns compostos podem
interagir com a modulag@o dos transportadores ABC, como a interagdo com os NBDs portanto,
podem regular a capacidade do MDR1 e MRPs na presenca de um moduladores o transportador
ABC estar preso em um ciclo de transporte do ATP como modulador, inibor competitivo,
inibidor ndo competitivo, perturbagdo do ambiente da membrana e interferéncia ao se ligar e
hidrolisar o ATP, modulando assim sua atividade de transporte (Figura 8) (Morris; Zhang,

20006).
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Figura 8- Possiveis mecanismos de quimiossensibilizadores naturais de transportadores ABC na resisténcia a

multiplas drogas no cancer
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1.7 Compostos moduladores da resisténcia a multiplas drogas (MDR)

A maioria dos moduladores de MDR1, MRP1 e MRP2 compartilham algumas
caracteristicas quimicas comuns, como estruturas de anéis aromaticos, um grupo amino
terciario ou secundario e alta lipofilicidade (Mo et al., 2013; Rogan et al., 1984; Tsubakl et al.,
2014a). No tratamento do cancer, o potencial uso terapéutico dos moduladores MDR1, MRPs
¢ muito importante, porque a coadministragdo com medicamentos quimioterapicos tem o
objetivo de reduzir a resisténcia multidrogas do cancer causada pelo transportadores. Devido
a natureza do transportadores ABC como bomba de efluxo para prote¢do celular contra uma
variedade de substincias estruturalmente nido relacionadas, seus substratos variam muito em
tamanho, estrutura e fungdo, desde moléculas pequenas, como cations organicos, carboidratos,

aminoacidos e alguns antibidticos, macromoléculas, como polissacarideos e proteinas.
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Nas ultimas décadas, foram feitos numerosos esforgos para resolver a resisténcia aos
medicamentos causada pelas proteinas transportadoras ABC. Muitos dos inibidores do
transportador ABC de primeira, segunda e terceira geracao exibem altos niveis de toxicidade
ou baixos efeitos inibidores potenciais (Adamska; Falasca, 2018). Os pesquisadores estdo
explorando inibidores mais potentes, concentrando-se principalmente em compostos sintéticos
e produtos quimicos de plantas naturais. As estruturas quimicas dos inibidores ABC

representativos sao mostradas na Figura 9.

Figura 9- As estruturas quimicas dos inibidores representativos dos transportadores ABC
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O verapamil, um bloqueador dos canais de calcio, € um quimiossensibilizador classico
que pode aumentar o efeito antitumoral da DDP em diversas células cancerigenas, incluindo
neuroblastoma e cancer de pulmao in vitro ou in vivo. Seus mecanismos relatados incluem a
inibicdo da funcdo de transporte do MDRI1 ou a estimulacdo do transporte de GSH pelo
MRPI(HILL, 1986; WANG et al., 2011). Frente a isso, o verapamil € geralmente usado como
controle positivo no teste de Rodamina 123 na reversao MDR de experimentos por citometria

de fluxo (ZENG et al., 2020; Zhang et al., 2018).

Por outro lado, embora os inibidores da MDR (verapamil, zosuquidar e ciclosporina) e
a terapia combinada de medicamentos anticancer tenham apresentado alguns resultados clinicos
promissores, atualmente nenhum medicamento de reversio de MDR foi aprovado para
sensibilizacdo significativa de células tumorais malignas devido aos seus efeitos colaterais
prejudiciais (Engle & Kumar, 2022). O enorme impacto da quimiorresisténcia leva a extensos
estudos de aspectos mecanisticos e estratégias para entender como a resisténcia se desenvolve
nas células tumorais, bem como propor novos compostos capazes de modular ou evadir a MDR,
especialmente no tratamento de pacientes com cancer metastatico resistente a terapias

tradicionais (Halder et al., 2022; Waghray & Zhang, 2018).

Em base nisso, varios compostos de fonte de produtos naturais estdo sendo denominados
como moduladores de quarta geracao dos trasnportdores ABC, uma vez que se procura produtos
naturais mais seguros € nao toxicos, a descoberta de inibidores da MDR1 a partir de recursos
naturais estd a ganhar cada vez mais interesse destacando os promissores como flavonoides,
fenotiazinas, clorpromazinas, estilbenos, di e triterpenos, carotenoides e alcaloides nos ultimos

30 anos (Xiao et al., 2021).
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2. CAPITULO 1
2.1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de linhagens celulares de cancer resistentes a medicamentos
quimioterapicos ¢ uma abordagem ha muito tempo estabelecida para investigar os mecanismos
de citotoxicidade e resisténcia a agentes quimioterapicos assim como triagem de novos
moduladores de resisténcia. Uma das primeiras publicagdes a descrever o desenvolvimento de
um modelo in vitro resistente a medicamentos anticancer, foi publicado em 1971 (Riehm;
Biedler, 1971). Posteriormente, linhagens celulares resistentes foram desenvolvidas a partir de
células parentais de hamster chinés usando um aumento gradual na dose de tratamento com
actinomicina D como resultado induziu uma resisténcia 2.500 vezes maior a droga do que a
observada nas células parentais. Estas linhas celulares resistentes também apresentavam
resisténcia cruzada a outros medicamentos quimioterapicos, como vimblastina e

daunorrubicina.

Os estudos na area geralmente ddo pouca énfase a forma como as linhagens celulares
resistentes aos medicamentos foram estabelecidas no laboratorio perdendo o foco de
compreender o problema de resisténcia e a reprodutibilidade do estudo. No entanto, o
desenvolvimento de linhagens celulares resistentes a medicamentos pode levar de 3 a 18 meses
em laboratorio levando em consideragdo desde o comeco a escolha da linhagem parental,
concentragdes que serdo utilizadas, intervalos de tratamentos e otimizagdo da concentragdo do
substrato para a linhagem parental. Em esse sentido, linhas celulares resistentes a medicamentos
como modelos bioldgicos in vitro podem ser desenvolvidas imitando as condi¢des que os
pacientes com cancer experimentam durante a quimioterapia e as linhas celulares apresentam
resisténcia entre duas e vinte vezes em comparacdo com sua linha celular parental. As
concentragdes de medicamento administradas sao baixas e uma estratégia de tratamento gradual
¢ frequentemente usada quando as células se recuperam em meio livre de medicamento. Por
outro lado, ¢ comum ter dificuldade em desenvolver linhagens celulares resistentes a
medicamentos estaveis para isso uma estratégia de selecdo comparativa de multiplas linhagens
celulares ou multiplos agentes quimioterapicos mitiga esse risco e fornece informagdes sobre
quais agentes ou tipos de linhagens celulares desenvolvem resisténcia facilmente (Fang et al.,

2017).
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Um modelo biologico de resisténcia in vitro ¢ informado por dados coletados da
administracdo clinica do medicamento e geralmente tem um escalonamento minimo da
concentragio de tratamento. E importante pesquisar como o agente quimioterapico ¢
administrado no tratamento clinico do cancer quantidade de quimioterapia administrada por via
intravenosa (IV mg/m?). Estes podem ser convertidos para microgramas por mililitro ou
micromolar consultando estudos farmacocinéticos do medicamento onde ¢ medida a
concentragdo alcancada na corrente sanguinea. A quimioterapia administrada por via
intravenosa ¢ frequentemente administrada em ciclos em que o paciente recebe o medicamento
semanalmente ou mensalmente. Uma estratégia de sele¢do gradual, onde as células sdo tratadas
com medicamento e depois a populagdo sobrevivente pode se recuperar em meio livre de
medicamento, imita esse cenario clinico. Isto d4 uma ampla faixa de dose para definir a
relevancia clinica da dose do medicamento utilizado no desenvolvimento de um modelo

resistente ao medicamento (Figura 10).

Figura 10-Indugdo de linhagens celulares resistentes a medicamentos (MDR)
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Cultivo continuo: Algumas linhas celulares sdo cultivadas continuamente na presenga de quimioterapia, a
quimioterapia precisa ser removida para uma subcultura antes de ser usada em experimentos. Cultivo gradual:
Alguns modelos sdo tratados com pulso repetido apds um certo nimero de passagens ou semanas em cultura, uma

vez que seu fendtipo resistente comega a desaparecer.
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Em nesse contexto, a escolha de uma linhagem celular parental ¢ muito importante, pois
¢ a base de todos os experimentos subsequentes. A linhagem celular parental deve ser muito
facil de manter em cultura celular, uma vez que as variantes resistentes geralmente se tornam
mais dificeis de crescer. Uma estratégia de selecao descrita anteriormente e a selecdo gradual e
continua que produz linhas celulares de cancer de pulmao de células grandes resistentes a

platina ou taxanos (H1299 e H460).

A cisplatina (DDP) ¢ um dos medicamentos quimioterapicos relativamente eficazes para
o tratamento do cancer de pulmao. No entanto, a recorréncia e a metdstase ainda ocorrem em
muitos pacientes com cancer de pulmao apds a quimioterapia inicial. A principal razdo para o
fracasso € que as células tumorais desenvolvem resisténcia a multiplos medicamentos (MDR).
Em base nisso, e importante desenvolver uma ferramenta laboratorial que ajude a compreender

o MDR in vitro para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

A linhagem celular A549 consiste em células epiteliais basais alveolares hipotriploides.
Esta linhagem celular foi desenvolvida pela primeira vez por D. J. Giard et al. em 1972,
removendo e cultivando tecido de carcinoma pulmonar do tumor de um homem caucasiano de
58 anos. As células A549 sdo de natureza escamosa e sdo responsaveis pela difusdo de agua e
eletrolitos através dos alvéolos. Quando cultivadas in vitro, estas células crescem como uma
monocamada, aderindo ao frasco de cultura mostrando uma morfologia tipo epitelial. Além
disso, a linha celular A549 ¢ uma linha celular humana hipotriploide com o nimero modal de
cromossomos de 66, ocorrendo em 24% das células. E comum ter nimeros modais de 64 ¢ 67
com ploidias mais elevadas ocorrendo com uma taxa pouco frequente (0,4%). Destaca-se que
a linhagem A549 expressa em baixos niveis os transportadores ABC o que facilita realizar a
sua inducdo de uma super expressdo deles o que se apresenta como vantagem da linhagem

celular.

Além disso, a heterogeneidade do modelo bioldgico in vitro resistente a DDP produzido
permite a exploracdo das proteinas MDR1, MRP1 e MRP2, refletindo a heterogeneidade que
pode ocorrer na resisténcia aos medicamentos por isso € importante avaliar e caracterizar a
linhagem resistente como base inicial dos experimentos subsequentes, tendo como base os

parametros farmacocinéticos de DDP.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver um modelo bioldgico in vitro resistente a cisplatina a partir da linhagem
parental A549 para triagem de compostos moduladores de resisténcia.

3.2 Objetivos especificos

1. Induzir o modelo biolégico in vitro da linhagem celular cancerigena resistentes a
Cisplatina (A549/A549DDP20) por meio de concentragdo gradiente a concentragcdo
continua para de triagem de moduladores de MDR in vitro e avaliar o indice de
resisténcia das linhagens celulares.

2. Investigar alteracdes morfoldgicas na linhagem A549DDP20 apds termino da indugdo
de resisténcia com cisplatina.

3. Determinar tempo de duplicacdo da linhagem resistente A549DDP20 comparada a
linhagem parental A549.

4. Avaliagdo da expressdao de proteinas MDR1, MPR1, MRP2 das linhagens celulares
A549 e A549DDP20.

5. Definir as mudancas no perfil citogenético da linhagem resistente comparada a
linhagem parental.
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4. MATERIAS E METODOS

4.1 Linhagens celulares e condi¢des de cultura

As linhagens tumorais e ndo tumorais utilizadas foram cultivadas em meio IMDM
suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibidticos, mantidas em estufa a 37
°C e atmosfera contendo 5% de CO». Acompanhando diariamente seu crescimento celular com

a utilizacdo do microscopio invertido. Células foram utilizas em confluéncia de 80-90%.

Para a avaliagdo da citotoxicidade in vitro foram utilizadas diferentes linhagem celulares

que estdo descritas na tabela 1.

Tabela 1-linhagens celulares utilizadas para ensaio de citotoxicidade in vitro

Linhagem Tipo Origem [] cél/mL Fonte
Celular histolégico
MRC-5 Nao tumoral de Humana 4,0x10* Banco do rio de
pulmao Janeiro
A549 Carcinoma de 7,5x10% NCI
pulmao

Tabela 1- Linhagens celulares permanentes do laboratdrio de oncologia experimental. [] =concentragdo, cél/mL

=C¢lulas/mililitro, Instituto Nacional de cancer-USA (NCI)

4.2 Controles positivos utilizados

Inicialmente, foi utilizado a Cisplatina (DDP) (Sigma aldrich) como substrato indutor
de quimiorresisténcia in vitro. O DDP foi dissolvido em solugdo salina 0,9% da mesma forma,
verapamil utilizado como agente sensibilizante. Por outro lado, carboplatina, gefinitib, Erlotinib
e taxol foram diluidos em DMSO. Os compostos foram preparados em uma concentragdo final

de 10 mM e permaneceu sob refrigeracao a 4 °C (Tabela 2).

Tabela 2- Quimioterapicos e controles positivos utilizados

No. Composto Veiculo [] mM
1 Cisplatina 10,00
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2 Verapamil solugdo salina
0,9%

3 Carboplatina DMSO

3 Gefinitib

5 Erlotinib

6 Taxol (Paclitaxel)

Tabela 2- [

—

concentragdo, mM=milimolar, dimetilsulfoxido (DMSO)

4.3 Desenvolvimento de linhagem resistente e condi¢oes de cultura

A linhagem celular de carcinoma de pulmdo (A549) foi mantida em Meio IMDM
(Sigma-aldrich) suplementado com 10% de soro bovino fetal (FCS) (Gibco BRL, Grand Island,
NY) e cultivadas a 37 © C em uma umidificada atmosfera contendo 5% de CO». A linhagem
celular de carcinoma de pulmao resistente a cisplatina (A549DDP20) foi induzida por co-
incubacao de longo prazo a partir de linhagem celular A549 parental em solucdo de cisplatina

(DDP) em concentracdes gradientes e continuas.

Inicialmente, as células A549 foram co-incubadas com 1 pM de DDP por 48 horas e,
em seguida, as células mortas foram removidas do meio de cultura. Posteriormente, as células
A549DDP foram cultivadas no meio de cultura de células fresco e deixadas 24-48 horas para
recuperar apOs tratamento até atingir a confluéncia de 80-90% na garrafa de 75cm?.
Posteriormente as células foram co-incubadas com 2uM de DDP e a concentracdo foi
acrescentada no dobro até chegar na suplementacdo de 20uM da mesma forma descrita

anteriormente.

A definic¢ao de tal dosagem na linhagem A549 foi baseada a partir da concentragao ICso
de DDP determinada previamente (10,62 pM) apds 72 horas de tratamento. Em contraste, o
DDP tem um perfil farmacocinético bifasico com mais de 90% do farmaco distribuicdo via
proteinas plasmaticas em questdo de poucas horas, mas a depuragdo leva aproximadamente 30
dias. Por esse motivo as concentragdes sao inicialmente em concentragdo gradiente. Em base
nisso, se designaram as concentragdes 1 pM como a ICs7; como concentragdo inicial
(Concentragao subletal) e a IC100 de 20uM que representa as concentragdes plasmaticas da DDP

na clinica 2pg/mL-6pg/mL respetivamente. Nesse contexto, receberam o nome de
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A549DDP20. A figura 11 apresenta de maneira esquematica, cada uma das suplementacdes de

tratamento com concentragdes de 1-20uM de cisplatina.

Figura 11-Esquema de indugao das células de cancer de pulmao resistentes a cisplatina (A549DDP20)
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Fonte: Propria do Autor (Biorender.com)

Durante este procedimento, algumas células sobreviventes proliferaram e recolonizaram
as culturas, produzindo uma cepa resistente cisplatina. A cultura repetida e a passagem de
células induziram a producdo de células resistentes em concentragdes gradualmente
aumentadas durante 6 meses, até obter células A549DDP20 posteriormente as células foram
mantidas em indu¢do continua com 20 uM DDP por 3 meses. Além disso, 20 uM DDP sera
utilizado para suplementag¢@o para manter sua resisténcia e estabilidade (Liu et al., 2017). As
células resistentes a DDP foram cultivadas sem DDP, congeladas e armazenadas. Decidiu-se,
entdo, avaliar as mudangas nos perfis de ambas as linhagens de forma a se verificar se realmente
as c¢lulas estavam mais resistentes do que quando comparadas a sua versao parental. As células

congeladas foram recuperadas e submetidas aos experimentos descritos abaixo.

Principio de teste
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O alamar Blue ¢ um reagente de ensaio de viabilidade celular que contém o corante
indicador azul permeével, ndo toxico e fracamente fluorescente chamado resazurina. Este ¢ um
reagente confiavel e estabelecido que estd disponivel desde 1993. E um método rapido, sensivel
e barato. A resazurina ¢ usada como um indicador de oxidac¢ao-reducao (REDOX) que sofre
alteracdo colorimétrica em resposta a redug¢ao metabolica celular. A forma reduzida, resorufina,
¢ rosa e altamente fluorescente, e a intensidade da fluorescéncia produzida é proporcional ao

numero de células vivas que respiram (Rampersad, 2012).

Procedimento experimental

As células A549 foram colhidas por tripsinizagdo e semeadas em 7,5x10* cél/mL em
placas de 96 pocos, apés 24 horas foram incubadas com DDP para determinagdo da ICso no
tempo de 72 horas. As células A549DDP20 foram colhidas por tripsinizagdo no final de
suplementagdes com a DDP e esperando 1-2 passagens para seu uso, em seguida, foram
semeadas em 7,5x10* cél/mL em placas de 96 pocos e incubadas durante a noite.
Posteriormente, foram incubadas 50-200 uM de DDP como concentragdo maior da curva
durante 72 horas sendo realizado ap6s cada suplementacgdo até o final da indugdo para poder
monitorar a quimioresisténcia induzida. O indice de resisténcia (IR) foi calculado pela razdo do
ICso de linhas celulares resistentes sobre ICso das linhas celulares parentais. Quimioresisténcia
¢ definida como IR >2(Govindan et al., 2015). Para o ensaio foi adicionado 20uL de solugdo
stock 10 mg/mL de alamar blue (31,2 pg/mL) em cada pogo da placa. As placas foram mantidas
em incubadora a 37 °C com 5% CO; durante 4 h. A leitura da fluorescéncia foi realizada no

leitor de microplaca PerkilElmer nivo num cumprimento de onda de 580/610nm.

Analise de dados

As substancias foram avaliadas em diluigdes seriadas, em trés experimentos
independentes, em triplicatas. A partir dos valores de fluorescéncia obtidos, as concentracdes
inibitérias médias (Clso) foram calculadas com intervalos de confianga de 95% (IC 95%) por
meio de regressao ndo linear, utilizando o software Prisma versao 9.0 (GraphPad Software, San

Diego, CA, EUA).
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4.4 Avaliacao da morfologia celular

A observacao das células A549 e A549DDP20 foi realizada por microscopio invertido
(Nikon Eclipse TS100) para mostrar se ha diferengas morfologicas entre os grupos da linhagem
parental e linhagem resistente no aumento 10X, observado sob microscopio de contraste de

fase.

4.5 Curvas de crescimento e o tempo de duplica¢io (Td)

Principio do teste

Para avaliar o se o crescimento celular da linhagem resistente foi alterado foram
realizados o ensaio de doubling time (Td) e curvas de crescimento sendo possivel verificar a
taxa de crescimento para que a popula¢do dobre sua quantidade. Para a determinacdo da
concentragdo de células foi utilizado o corante azul de tripan. Ele permite diferenciar células
viaveis de ndo vidveis, pois as vidveis sdo impermedveis a este corante, uma vez que sua

penetragdo na célula indica a perda da integridade de sua membrana (Esmeralda et al., 2002).

Procedimento experimental

Suspensdes de células foram preparadas a partir das células em fase de crescimento
exponencial. Aliquotas contendo 1x10* células A549 e A549DDP20 foram semeadas em placas
de 24 pocos (KASVI K12-024) com 1 mL de meio. Posteriormente foram incubadas a 37C e
5% de COz. Trés pogos foram usados para cada determinacao, e trés contagens de células para
cada poco de cada linha de células foram feitas a cada 24 horas durante 7 dias, utilizando o azul

de tripan contadas em camara de Neubauer.

Analise de dados

A partir dos dados obtidos foram analisados os valores de concentragdo de células por
mL. As curvas de crescimento celular foram tragcadas com o tempo de cultura no eixo X e as
contagens de células médias / por dia no eixo Y, utilizando o software Prisma versdo 9.0

(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). O tempo de duplicacdo (Td) de cada linha celular
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foi contado de acordo com o: Cite this website as following:Roth V. 2006 Doubling Time

Computing, Available from: http://www.doubling-time.com/compute.php

4.6 Avaliacao da expressdo proteica por Western Blot

Principio do teste

A expressao das proteinas MDR1, MRP1, MRP2 foi avaliada por ‘inmunobloting’ nas
células A549 e A549DDP20. Immunoblotting ou western blot, permite a deteccdo de um
antigeno de proteina imobilizado no suporte de membrana de reten¢do de proteina, como
fluoreto de polivinilideno (PVDF). A detec¢do da proteina de interesse depende da ligacao de
um anticorpo que reconhece especificamente a proteina de interesse exposta na membrana

(Litovchick, 2020).

Procedimento experimental

Extragdo de proteinas

As células A549 e A54PDDP20 foram plaqueadas e tratadas com o veiculo (Solucao
salina), com EB-PA 5, 10 e 37uM, verapamil 10 e 20uM e cisplatina 20uM (48 h) isolados por
24 horas e em combinagdes durante 72 horas de incubagdo em total. Posteriormente as células
foram utilizadas raspadores de células para as remocgdes e centrifugadas a 2000 rpm/4°C/5 min
e o pellet foi lavado duas vezes com PBS gelado. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 300 pL de tampao de lise(gelado) RIPA (Lise celular) (Milipore) 1X
acrescido de um coquetel de inibidores de protéases (1:100 v/v). As amostras foram colocadas
em gelo por 15 minutos e homogeneizados a cada 5 minutos (Up/down) e sonicadas por 1 min
3x com intervalo de 2 minutos no gelo. Ao final, as amostras foram centrifugadas a 14000 G
por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado, separado em aliquotas e armazenado a -

80°C.

Quantificacao de proteinas

A quantificagdo 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 Bradford. Para isso, uma curva padrdao de BSA (0,2-2 mg/mL; Sigma) diluida em tampao
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RIPA completo foi utilizada para determinar a concentragdo de proteina. O tampao RIPA
completo foi utilizado para marcar o branco experimental. Em seguida, 5 pL de cada amostra
foi adicionado 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 pL de reagente
B (BioRad Laboratories). As amostras foram incubadas por 10 minutos no escuro sob agita¢ao
leve e lidas em espectrofotdmetro no comprimento de onda na faixa de 650 nm. A curva de
BSA foi gerada por regressao linear no Excel, sendo plotado um grafico da absorbancia versus
quantidade de proteinas. Os valores de absorbancia obtidos de cada amostra foram aplicados a

equacao da reta para determinar a concentragdo de proteina de cada amostra.

Eletroforese em gel de poliacrilamida

A separacdo das proteinas totais baseada no peso molecular foi realizada por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida em um sistema vertical (BioRad, modelo
miniPROTEAN® Tetra Cell) (Towbin; Stachelin; Gordon, 1979). O gel de resolugdo foi
confeccionado para uma concentragdo final de 8% em tampao Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8 (BioRad
Laboratories). O gel de empilhamento foi colocado sobre o gel de 8%, com concentragdo final
de 8% de poliacrilamida em tampao Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8 (BioRad Laboratories). O
marcador de peso molecular Full-Range Rainbow Marker (12-250 kDa; GE Healthcare) foi
usado sempre no primeiro pogo da esquerda para monitorar a separacdo das proteinas. Foi
aplicado nos pogos do gel de concentragdo 20 pg de proteina total de cada amostra, carregada
com o tampao de amostra 4X. A corrida de eletroforese foi realizada sob voltagem constante
de 120 V e amperagem livre (para duas placas; fonte elétrica PowerPacTM, modelo HCPower
Supply) a temperatura ambiente, utilizando um tampao de corrida para eletroforese. O tempo

de corrida variou entre 1:40 horas.

Eletrotransferéncia em semi-seco

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 solucdo de transferéncia. A

eletrotransferéncia foi realizada pelo método de transferéncia em semi-seco a 25 V e
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amperagem livre por 30 minutos a temperatura ambiente fonte elétrica PowerPac™, modelo

HCPower Supply).

Imunodetec¢do e Quimioluminescéncia:

Ap0s a transferéncia, as membranas foram incubadas em solucdo de leite desnatado 2%
em TBS-T por uma hora sob agitacdo constante, a fim de bloquear ligacdes proteicas
inespecificas. Apds o periodo de incubagdo, foram realizadas trés lavagens com TBS-Tween
0,2% (TBS-T) de 5 minutos. As membranas foram incubadas overnight a 4°C com os
anticorpos primarios diluidos em solu¢do de Leite 2% em TBS-T (anticorpos primarios, MDR1,
MRP1, MRP2, GAPDH e B-tubulina). Apdés o mesmo processo de lavagem realizada
anteriormente com TBS-T as membranas foram incubadas por uma hora com o anticorpo
secundario ligado a peroxidase (HRP) diluido em solucao de leite desnatado 2% em TBS-T sob
agitacdo. As membranas foram entdo novamente lavadas e a revelacdo foi realizada utilizando
peroxido de hidrogénio e luminol (kit Clarity and Clarity Max Western ECL Blotting Substrates
- BioRad). As membranas foram fotografadas por um captor de imagens (ibright) utilizado para
captagdo de Quimioluminescéncia gerado pelo método de dete¢ao de bandas. As imagens foram
editadas no proprio programa para sobreposi¢cao de imagem das bandas e do marcador e, em
seguida, foram quantificadas utilizando o programa Image J. Os valores de quantifica¢do foram
obtidos a partir da normaliza¢do dos dados com base na quantificagdo de GAPDH ou B-tubulina

(anticorpo de referéncia experimental).

4.7 Ensaio citogenético

Principio do teste

O teste citogenético ¢ o exame dos cromossomos para determinar anormalidades
cromossdmicas, como aneuploidia e anormalidades estruturais. E utilizado a coloracio de
Wright, uma colorag@o policromatica composta por uma mistura de eosina e azul de metileno.
Como a coloragdo de Wright ¢ a base de metanol, ndo requer uma etapa de fixagdo antes da
coloracdo. A eosina ¢ um corante anionico acido e o azul de metileno ¢ um corante catiénico
basico. Quando diluido em dgua tamponada, ocorre ionizagdo. A eosina cora os componentes

basicos. O azul de metileno cora componentes celulares acidos, como 4cido nucleico e granulos



48

basofilicos, em varios tons de azul. Os componentes neutros das células sdo corados por ambos

os componentes do corante, produzindo cores varidveis.

Procedimento experimental

A obtengdo de células metafasicas foi realizada de acordo com o procedimento padrao
como descrito por Castro-Gamero et al (2013). Apds o tempo de cultura, as células foram
expostas a uma concentracao final de colchicina de 5 ng/ml e incubadas a 37°C por 3 horas.
Apoés o tempo de incubacgdo, as células, quando aderentes, foram desprendidas usando uma
solucdo de tripsina/EDTA. Em seguida, a suspensdo obtida foi centrifugada por 10 minutos a

1200 rpm.

O tratamento hipotonico foi realizado com 0.075 M KCL por 15 minutos a 37°C.
Posteriormente foi realizado 3 lavagens com metanol:acido acético na concentracdo 3:1. As
laminas foram preparadas por 2-3 dias, expostas a digestdo enzimatica com 1% tripsina e
coradas com wrigth para a obtencdo de Bandas. A analise citogenética foi realizada de acordo

com os critérios da ISCN (2020).

Andlise de dados

Foram analisadas 20 metafases de cada células utilizando o sistema de captura de

imagem Cytovision para andlise cromossOmica.
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5. RESULTADOS

5.1 Ensaio de citotoxicidade alamar blue

Inducio e monitoramento da linhagem celular resistentes a Cisplatina A549DDP20.

O modelo de células resistentes a cisplatina desenvolvido no Laboratério de Oncologia
Experimental (LOE), foi realizado de acordo com os protocolos anteriormente mencionados
(Liu et al., 2017; Mcdermott et al., 2014). As células-filhas resistentes sobreviventes foram
comparadas com as células parentais sensiveis usando ensaio de proliferacdo celular alamar
blue ap6s 72 horas de tratamento como protocolo de monitoramento de indugdo de resisténcia

apds suplementagoes.

Uma sublinhagem resistente a cisplatina derivada da linhagem celular sensivel parental
A549 foi estabelecida com sucesso por inducdo gradual com cisplatina durante um periodo de
6 meses e indugdo continua por 3 meses, resultando na A549DDP20, que ¢ mantida em cultivo
utilizando meio completo com 20 pM de cisplatina. O Indice de resisténcia final da

A549DDP20 final calculado foi de 16,13. Resultados estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3- Valores de Clso de Cisplatina em linhagens de células de cancer de pulmao parental e resistente a

cisplatina.
Linhagem celular N°S Concentracio Clso IR
uM IC 95%
DDP pM
A549 - - 10,62 -
(9,525 -11,84)
A549DDP20 3° 4 31,32 2,95
(25,14 -39,03)
4° 6 35,23 3,32
(28,23 —43,98)
6° 10 42,09 3,96
(36,05 -49,15)
10° 18 72,55 6,83
(52,7-92,59)
11° 20 65,71 6,19

(46,95 — 99,99)
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12° 20 171,3 16,13
(137,9 -212,7)
Tabela 3- Ensaio de citotoxicidade de alamar blue. Valores de ICso (uM) cisplatina (DDP) apo6s 72 horas de
tratamento nas linhagens A549/A549DDP20. Foram calculadas com intervalos de confianca de 95% (IC 95%) por

meio de regressdo ndo linear, utilizando o software Prisma versdo 9.0. IR (indice de resisténcia) (ICso Linhagem

resistente/ ICso linhagem parental), * N ° S Numero de suplementagdo com o substrato.

Posteriormente as células A549DDP20 foram utilizadas para ensaios de citotoxicidade
para avaliar o valor de Clso pos-exposicao da resisténcia cruzada com outros quimioterapicos
in vitro apds 72 horas de tratamento para pode ser considerado como modelo de resisténcia a
multiplas drogas (MDR). Observou-se resisténcia cruzada com a doxorrubicina e paclitaxel
com um indice de resisténcia de 5,32 e 36,06 respetivamente. Além disso, ndo foi observada
resisténcia cruzada com carboplatina e gefinitib (IR< 2). Os resultados estdo apresentados na

tabela 4.

Tabela 4-Valores de Clso de quimioterapicos em linhagens de células de cancer de pulmao parental e resistentes a

Cisplatina ap6s 72 horas de tratamento.

Linha celular Amostra Clso pM IR
IC 95%
A549 DDP 10,62 -
(9,53 -11,84)
Dox 1,52 -
(1,12-2,06)
Tax 0,77 -
(0,41-1,45)
Carb >50 -
Gef 37,46 -
(32,62 -43,00)
A549DDP20 DDP 171,3 16,13
(137,9 -212,7)
Dox 6,97 5,32
(4,68-10,55)
Tax 27,77 36,06
(10,34-74,20)
Carb >50 -
Gef 35,79 0,95

(31,69- 40,42)
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Tabela 4. Valores de Clso (uM), DDP(Cisplatina), Dox (Doxorrubicina), Carb (Carboplatina), Gef (Gefinitib)tax
(paclitaxel), apos 72 horas de tratamento. IR (indice de resisténcia) (ICso Linhagem resistente/ ICso linhagem
parental). Valores de concentrag@o inibitoria média (ICso) com um intervalo de confianca de 95% obtido por
regressao nao-linear obtidos pelo Programa GraphPad Prisma versdo 9.0, a partir de 2 experimentos independentes

realizados em duplicata apds 72 h de incubagao.

Nesse contexto, quando as células cancerosas desenvolvem resisténcia aos
quimioterapicos, uns dos possiveis mecanismos frequentemente presente ¢ a glicoproteina P,
bomba de efluxo dependente de ATP (MDRI, P-gpl ou ABCB1). A Pgp-1 pode efluir uma
ampla gama de medicamentos contra o cancer; sua expressdo confere resisténcia cruzada,
denominada "resisténcia a multiplas drogas" (MDR). Na figura 12 observamos a comparagao
da viabilidade celular entre as linhagens celular parental e resistente observando 3 possiveis
substratos da bomba de efluxo, mostrando o nosso modelo clinico como um fendtipo para

estudo de novos compostos in vitro.

Figura 12-Viabilidade celular e de Clso nas linhagens A549 e A549DDP20 apos o tratamento de 72 h
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Figura 12. As células tumorais tratadas com DDP demonstraram maior resisténcia a trés quimioterapicos. Os
valores de Clso das células resistentes a DDP geradas a partir de células A549 parentais (a-d) apds tratamento
sequencial com a combinagdo das quimioterapicos, foram avaliados por ensaios alamar blue. A viabilidade destas
células foi avaliada contra o tratamento com (a-b) cisplatina, (c-d) Doxorrubicina, (d- f) g gefinitib e paclitaxel (g-
h). A linhagem celular resistente, A549DDP20, demonstraram um aumento significativo nos valores de ICso
conforme analisado pelo software GraphPad Prism 9.0. Os experimentos foram realizados em duplicata (P<0,05,
em comparagdo com as células parentais).; ICso, metade da concentrag@o inibitoria méaxima; IR, indice de

resisténcia.

5.2 Caracteristicas morfologicas das células A549 e A549DDP20

As células A549 (Figura 13 a) representa uma ilhota de células em contato com uma
morfologia intermediaria entre células epiteliais e fibroblastos. Essas células tém morfologia
classica de fibroblastos e aumentam a motilidade. A linhagem celular A549DDP20 em
diferentes campos (Figura 13 b, c e d), foram o tamanho das células A459DDP20 foi maior do
que as células A549. Especialmente, as células A549DDP20 a forma das células foi observada

para ser mais irregular o citoplasma e perder adesdo entre uma célula e outra. Além disso,
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observou-se uma populacdo heterogénea entre células proliferantes e células gigantes

poliploides paralisadas pela proliferacao.

Figura 13-Morfologia da linhagem celular A549 e A549DDP20

Figura 13- a) Linhagem celular parental (A549) e b, c, d) Linhagem celular resistente a Cisplatina (A549DDP20)
células mostradas sob ampliagdo de 10X por microscopia invertido.

5.3 Curvas de crescimento e tempo de duplicaciao (Td)

A curva de crescimento celular foi tragada com o tempo de cultura no eixo X e as
contagens de células médias / por dia no eixo Y (Figura 14a). Em seguida, foi determinado as
caracteristicas de proliferacdo de A549DDP20. A curva de crescimento demonstrou que a
linhagem A549DDP20 proliferou lentamente com o atraso do pico de divisdo e o tempo de
duplicacdo prolongado de 31,91+0,75 horas em comparagdo com a linhagem A549 19,24+0,37
horas, o que foi realmente consistente com as caracteristicas de proliferagao das linhas celulares

resistentes aos medicamentos (Figura 14b).
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Figura 14-Curvas de crescimento das células e o tempo de duplicacdo da populacdo de células A549 e células

A549DDP20.
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Figura 14- a) As curvas de crescimento celular foram tragadas com o tempo de cultura no eixo X e as contagens
de células médias / por dia no eixo Y. b) Valores de tempo de duplicacdo obtidos pelo programa Roth V. 2006
Doubling Time Computing. Dados obtidos pelo Programa GraphPad Prisma versdo 5.0, a partir de 2 experimentos

independentes realizados em duplicata apds 7 dias de incubagio.

5.4 Determinacio da expressio dos transportadores ABC nas linhagens AS549 e

AS549DDP20 por western blot

Os resultados anteriores sugeriram fen6tipo MDR para a linhagem A549DDP20 quando
comparada a sua linhagem parental (A549). Posteriormente, tentou-se elucidar se
transportadores da familia ABC estariam atuando no processo de resisténcia a multiplas drogas
na linhagem A549DDP20. Frente a isso, verificou-se a expressdo de proteinas relacionados a
resisténcia a drogas: P-glicoproteina (MDR1) e MRP1 e proteina relacionada a resisténcia a
multiplas drogas (MRP1e MRP2) Utilizando anticorpos anti-MDR1, anti-MRP1 e anti-MRP2
por Western blot. Foi observado que a linhagem A549DDP20 expressa as trés proteinas MDR1,
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MPR1 e MRP2 quando comparadas com a linhagem A549(Figura 15). Em contraste, o nivel
de expressdo MDR1 na linhagem celular resistente foi altamente expressa (6,039) e na linhagem
parental pouco detectavel (0,603) (Figura 15 a). Além disso, apresenta alta expressdo das
proteinas MRP1 e MRP2 com 6,332 e 4,821 correspondentemente. Por outro lado, na linhagem
parental observou-se uma menor expressao relativa para as proteinas MRP1 (2,596) e MRP2
(3,289). Os resultados sugerem que uns dos principais mecanismos de resisténcia adquirida a
DDP na linhagem celular A549DDP20 envolve a regulagdo positiva das proteinas MDR,

responsaveis por transportador de efluxo de drogas.

Figura 15-Expressdo dos transportadores ABC nas linhagens A549 e A549DDP20
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Figura 15- Expressdo dos transportadores ABC nas linhagens A549 e A549DDP20. Expressdo relativa MDRI1,
MRP1 e MRP2. O western blot foi marcado com anti-MDR1, anti-MRP1 e anti-MRP2 (1:1000), utilizando como
controle positivo a B-tubulina (B-tub, 40 kD). Os dados correspondem a média = E.P.M. de no minimo trés
experimentos independentes. * p<0,05, ** p<0,05, ***< 0.0001 comparado com o controle negativo utilizando

teste T, teste paramétrico no programa GraphPad Prisma 9.0.

5.6 Ensaio citogenético

A andlise citogenética foi realizada de acordo com os critérios da ISCN (2020), que
determina os critérios de alteragdes cromossomicas clonais (CCAs). As células A549
apresentam 0 cariétipo: (57~65<3n>,XY,-1,-3,-
4,del(6)(p22),der(6)t(1;6)(q21;q27),del(11)(q23),-13,+16,+17,-18[20cp]), sdo células
proximas a triploide de forma que cada cromossomo apresenta trés copias. Um cariotipo

proximo a tripldide apresenta de 58 a 80 cromossomos. As células A549 apresentaram um
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caridtipo proximo a triploide (3n) (“near-triploide”), com nimero de cromossomos variando
entre 57 e 65. O nimero de crossomosso mais frequente de n=65.Foram analisadas 20 células,
dentre elas foi observado alteragdes aneuploides varidveis com ganho ou perda de
cromossomos, como por exemplo, perda dos cromossomos 1,3,4,13,18, 21 e 22 e ganho dos
cromossomos 16 e 17. Dentre as alteragdes estruturais, essa linhagem apresentou 3 principais
alteracdes presentes em todas as células: (1) delecdo do brago curto do cromossomo 6, (2)
derivativo da translocacdo envolvendo o cromossomo 1 e 6 e (3) dele¢do do brago longo do

cromossomo 11. Essas alteragdes foram encontradas em todos as metafases (Figura 16).

Figura 16 — Principais alteragdes estrucutrais das células parentais A549
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figura 16. Imagem de uma metafase da célula A549 parental com as trés principais alteragdes estruturais em

destaque (setas) e as alteragdes aneuploides variaveis (perda ou ganho de cromossomos).

Além disso, foi observado na linhagem resistente A549DDP20 apresentam o caridtipo:
(59~62<3n>,XY,-1,del(2)(p10),-3,-4,-5,del(6)(p22),der(6)t(1;6)(q25;q927),
10,del(11)(g23),der(12)t(1;12)(q25;q24.3),-13,-18,add(19)(q13.2),-21,add(21)(p13),
22,del(22)(q12)[20cp]), apresentaram numero de cromossomos semelhantes as células
parentais variando entre 59 e 62 cromossomos. O numero de cromossomos mais frequente de

n=62. Também foram analisadas 20 células, com perda de cromossomos 1,3,4,13,18, 21 e 22,
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os mesmos encontrados nas células parentais, além disso o cromossomo 5 também apresentou
perda. Em relagdo as alteracdes estruturais essas células apresentaram mesmas 3 principais
alteracdes e mais 5 alteragdes ndo encontradas na linhagem A549: (1) dele¢do do brago curto
do cromossomo 2, (2) derivativo da translocagdo envolvendo o cromossomo 1 ¢ 12 ¢ (3)
material adicional no brago longo do cromossomo 19, (4) material adicional no cromossomo
21 e (5) delegdo do cromossomo 22. A dele¢ao do cromossomo 2 ¢ o derivativo (1;12) foram

observadas em todas as metafases (Figura 17).

Figura 17-Principais alteragdes estrucutrais das células parentais A549DDP20
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Figura 17. Imagem de uma metafase da célula A549 resistente com as trés principais alteragdes e mais outras
alteragdes estruturais (setas) adicionais encontradas apenas nessas células. Presenca das alteragdes aneuploides

variaveis (perda ou ganho de cromossomos).

6. DISCUSSAO

A resisténcia aos agentes quimioterapicos esta se tornando um grande impedimento para
o tratamento de pacientes com cancer de pulmio (SNLC e NSCLC) levando a ineficacia da
quimioterapia (Shen et al., 2014). Em geral, considerou-se que o fenétipo de resisténcia a
drogas ou multidrogas (MDR) estd associado, a mecanismos multifatoriais, mas a

superexpressao do transportadores de membrana como MDR1, MRP1 e MRP2 estédo entre as
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causas bem conhecidas de MDR (HALDER et al., 2022), sugerindo que as células tumorais
com fendtipo MDR eram mais resistentes aos quimioterdpicos do que as células tumorais sem

a superexpressao dos transportadores.

Frente a isso, o cancer de pulmdo € uma neoplasia agressiva com alta morbidade e
mortalidade (Hanke et al., 2018), apresentando a sua alta propensdo a metdstases em Orgaos
distantes. Além disso, o NSCLC € o principal (85%) subtipo histologico da doenca (Siegel;
Miller; Jemal, 2019), apds diagnostico a quimioterapia € uns dos principais tratamentos. A
cisplatina (DDP) € o agente quimioterapico de primeira linha para o tratamento de NSCLC
devido a sua efetiva atividade anticancerigena. O DDP reage com o DNA para induzir seus
efeitos bioldgicos caracteristicos, levando a danos no DNA ou ativacido do programa apoptotico
irreversivel (Siddik, 2003b). No entanto, o efeito antineoplasico do DDP € bastante prejudicado
pela resisténcia aos medicamentos que pode ser devida a alteragdes na expressdao gé€nica, pois
alteracOes em certos genes reguladores podem levar ao aumento ou diminui¢do dos niveis de
expressao de proteinas importantes na resisténcia e sobrevivéncia das células cancerigenas
(Galluzzi et al., 2012). Vérios mecanismos t€ém sido propostos na resisténcia ao DDP, como o
aumento da expressdo da glicoproteina-pl ou MDR1 “drug pump” e MRPs (Kanintronkul et

al.,2011).

O objetivo do primeiro capitulo foi desenvolver um modelo biolégico in vitro resistente
a cisplatina a partir da linhagem parental A549 para triagem de compostos moduladores de
resisténcia. Em este trabalho, foi induzido a resisténcia multiplas drogas utilizando o substrato
cisplatina (DDP) a partir de células parentais de cancer de pulmao humano A549, como modelo
bioldgico in vitro conhecendo que o fenétipo MDR € multifatorial e pode ser conferido pela
extrusdo dos quimioterdpicos, via transportadores ABC, ou por varios outros mecanismos

intrinsecos que afetam a via de inducao de morte celular.

Nesse contexto, apds uma indug¢do de 9 meses a linhagem celular A549DDP20
resistente o DDP foi desenvolvido com a finalidade de ser utilizada como modelo in vitro de
triagem para inibidores de MDR. Para poder ser considerado um modelo in vitro fidedigno foi
realizada a sua caracterizagdo como o monitoramento da indu¢do gradiente e continua realizada
nas células A549DDP20 partir das células parentais (A549) mostrando valores de indice de
resisténcia (IR) 16,13 vezes ao DDP, em comparacdo com as células A549. Vildan e

colaboradores (2012), estabeleceram uma linhagem resistente a cisplatina CR-A549 com uma
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indu¢do de concentracdes crescente (0,1-0,5 pg/mL) por um periodo de 6 meses, onde foi
observado um indice de resisténcia de 6,5 vezes. Além disso, apds 24 h de tratamento com
cisplatina foi observado um aumento da ICsy, nas células A549/DDP quando comparadas a

linhagem A549 (Cetintas et al., 2012; Fang et al., 2017b).

Essa caracteristica multirresistente das células resistentes A549 pode implicar na falha
quimioterapica do DDP com outras medicamentos anticancerigenas na pratica clinica(Karthika
et al., 2022). Para isso, nesse trabalho foi avaliado a resisténcia cruzada com outros substratos
ou quimioterapicos utilizados no tratamento no cancer de pulmao de segunda linha e observou-
se que apresentou resisténcia cruzada com doxorrrubicina e paclitaxel IR>2. Considerando que
ambos quimioterapicos sao descritos como substratos de transportadores ABC. Eles, podem
efluir em uma ampla gama de medicamentos contra o cincer e sua expressao confere resisténcia
cruzada, denominada "resisténcia a multiplas drogas" (MDR) (Lin et al., 2020; Takahashi et
al., 2013; Zahreddine; Borden, 2013). Uma linhagem resistente a etoposidio A549RT-eto
exibiu valores de resisténcia cruzada entre 3,09-27,7 com diferentes quimioterdpicos (Yodsoi
Kanintronkul, 2011). O gefinitib apresenta um efeito citotéxico em linhagens resistentes (Yang
et al., 2005), ao avaliar a citotoxicidade do gefinitib na linhagem A549DDP20 observou-se que
ndo apresenta alteracdo da ICs, na linhagem parental e resistente, mostrando valores de IR<1.
Esses resultados, indicam a obtencdo de um modelo bioldgico in vitro pelo nivel de resisténcia
baixo da linhagem resistente comparada a sua linhagem parental (Mcdermott et al., 2014;

Tippett et al., 2022).

Para entender os mecanismos de resisténcia das células do adenocarcinoma pulmonar,
e importante comparar a morfologia também entre as linhagens parentais e resistentes(Gao et
al., 2019). Uma linhagem A549RT-eto apresentou um aumento no tamanho das células, perda
de adesdo celular, formato fusiforme apds um periodo de 18 meses de inducdo(Yodsoi
Kanintronkul, 2011). Neste estudo, as células resistentes mostraram mudanga na morfologia
aumentando de tamanho com forma mais irregular o citoplasma e perderam adesao entre uma
célula e outra. Além disso, observou-se uma populagdo heterogénea entre células proliferantes
e células gigantes poliploides paralisadas pela proliferacdo. Também foram relatadas em varios
estudos de linhagens celulares resistentes que essas alteragdes estruturais podem facilitar a
sobrevivéncia de células resistentes a cisplatina apds a terapia (Mirzayans; Andrais; Murray,

2018).
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Maioritariamente na clinica, as células resistentes crescem mais rapidamente devido a
diferentes mecanismos de resisténcia que podem estar presentes(Gaglia et al., 2021). Em este
estudo, a linhagem celular resistente cresceu mais lentamente que a linhagem celular parental
e o tempo de duplicacdo das células A549DDP20 foi maior que o das células A549 (31,91+0,75
vs. 19,24+0,37 h). Pesquisadores descobriram que o menor crescimento de células resistentes
in vitro pode ser pela existéncia de células dormentes ndo ciclicas ou seja, representam o
equilibrio entre a proliferacdo celular e a morte celular. A dorméncia celular denota o estado
em que as células sofrem quiescéncia e € caracterizada por autofagia, sinalizagao de tolerancia
ao estresse, sinais microambientais € modificagdes epigenéticas(Min; Lee, 2023). Quando
comparado com nossos resultados que sugerem que apds o término da inducdo de resisténcia,
as células A549DDP20 mudaram suas carateristicas de proliferacdo lentamente com o atraso

do pico de divisao (Mirzayans; Andrais; Murray, 2018).

Por outro lado, a familia de transportadores cassete de ligagdo de ATP (ABC) de
proteinas transmembrana tem sido associada a resisténcia a quimioterapicos comumente
usados, promovendo o efluxo de drogas e a sua superexpressdo de mais de um transportador
ABC por uma mesma célula tumoral ja havia sido descrita anteriormente como a proteina 1 de
resisténcia a multiplas drogas (MDR1, ABCB1), proteina 1 associada a MDR (MRP1-ABCC1)
e proteina 2 associada a MDR (MRP2-ABCC2) (Li et al., 2009). Investigacdes mostraram que
exposicdes com cisplatina aumenta a expressao MDR1 e MRP2 concentracdo dependente em
linhagem como A549 e NCI-H446 (Ke et al., 2013b; Xin et al., 2022). Portanto, as linhagens
celulares foram caracterizadas utilizando western blot observando, alto nivel de expressao de
MDRI1(543) foi detectado na membrana das células A5S49DDP20, enquanto na linhagem
parental A549 como controle a sua expressdo de MDR1 foi pouco detectavel (0,02). Além
disso, apresenta alta expressio das proteinas MRP1 e MRP2 com 624 e 4,62
correspondentemente. Por outro lado, na linhagem parental, observou-se uma menor expressao
relativa para as proteinas MRP1 (2,31) e MRP2 (2,85). Em conjunto foi detectado a expressao
proteica MDR1, MRP1 e MRP2 localizada no citoplasma das células tumorais A5S49DDP20.
Expressao e a localizacao celular do produto dos genes de resisténcia que desempenha um papel

importante na quimioterapia contra o cancer(Januchowski et al., 2016).

Considerando que a superexpressdao de MRP também € um dos principais mecanismos

de resisténcia a cisplatina. Borst e colaboradores sugeriram que MRP1, MRP2, MRP3 e MRP5
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também medeiam algum grau de resisténcia a cisplatina aumentando a exportagdo de cisplatina
fora das células (Li et al., 2009).Por outro lado, o mecanismo de resisténcia a cisplatina nas
células A549DDP20 ainda ndo estd totalmente determinado, portanto, mais investigacdes sao
necessdrias. No entanto, a resisténcia € supostamente devida a um mecanismo multifatorial,
incluindo padrdes alterados de expressdao do transportador, reparo de incompatibilidade e
modificagdo de no pico de divisdo. Dessa forma, a heterogeneidade resultante com diversas
alteracOes fendtipicas também induz mudancas adaptativas que conferem propriedades de
quimiorresisténcia nas células cancerigenas e, portanto, prejudica o desenvolvimento de

estratégias terapéuticas eficazes(Ballestreri et al., 2018).

A heterogeneidade tumoral, por exemplo, a coexisténcia de subpopulacdes distintas de
células que abrigam também gendétipos diferentes, poderia ser a explicagdo para diferentes
comportamentos bioldgicos de tumores semelhantes. Considerando o cancer como uma doenga
heterogénea associada a anomalias cromossomicas, o entendimento do comportamento do
cancer deve abordar alteracOes citogenéticas especificas tornando a anélise citogenética uma
abordagem essencial para identificar os genes envolvidos na patogénese do cancer (Ribeiro;

Melo; Carreira, 2019).

Uma compreensao dos mecanismos genéticos subjacentes a sensibilidade e resisténcia
das células tumorais aos agentes quimioterdpicos € importante do ponto de vista bioldgico e
clinico. Nesse contexto, evidéncias anteriores de andlise citogenética de linhas celulares
estabelecidas em NSCLC revelou um padrao de aberragdes cromossdmicas recorrentes, ou seja,
ganhos de 5p, 7 e perdas de 3p, 9p, 17p, sendo o cromossomo Y mais frequentemente relatado
(Lukeis et al., 1990). Além disso, perdas alélicas detectadas por estudos de perda de
heterozigose (LOH) em mais de 600 NSCLC identificaram vdrias regidoes de delecao
cromossOmica consistente, nomeadamente em 2q, 3p, 5q, 8p, 9p, 11p, 13q, 17p, 17q,
18q. e 22q, que potencialmente contém genes supressores de tumor. Por outro lado, as
regides cromossOmicas que foram frequentemente afetadas pelos ganhos de DNA incluiram 1q,

3q, 5p, 8q, 11q, 15q, 19q e 20q (Pei et al., 2001).

Estudos da andlise citogenética da linhagem AS549 realizado pela técnica CGH
descrevem alteracdes com mais perdas do que ganhos, especificamente a perda de todos ou da

maioria dos cromossomos 4, 6 e 13. Os ganhos foram restritos as regides em 2p, 11p, 15q e



62

17(Luk et al., 2001). Park e colaboradores (2000) observaram sondas de pintura especificas,
usando a técnica de FISH, para os cromossomos 1,2, 11,15 e 19, e sondas de pintura especificas
para bandas de 6q23, 15922 e 19q13 na linhagem celular A549. Além disso, A549 teve delegdes

de 3p com pontos de interrup¢ao na banda 3p13.

Relatos anteriores demonstraram regioes do genoma envolvidos na quimiorresisténcia
em diferentes linhagens celulares. Em alguns desses estudos, houve elevados niveis de
amplificacdo em certos cromossomos. Knutsen et al. (1998) mostraram amplificacdo do gene
MDRI1 em 7921 em uma linhagem celular de cincer de mama resistente ao paclitaxel, e em
linhas celulares de carcinoma do cdlon resistentes a adriamicina e a actinomicina. Outro estudo
mostrou dois locais potenciais como em 4q € 6p com importancia para analogos de platina em

pacientes com carcinoma de ovario que ndo respondem a cisplatina (Kudoh et al., 1999).

No presente estudo foi observado na linhagem parental A549 alteracdes perda de
cromossomos € ganho de cromossomos, esses achados foram relatados anteriormente na
literatura. Além disso, foi observado alteragdes estruturais como delecdo do braco curto do
cromossomo 6, derivativo da translocacdo envolvendo o cromossomo 1 e 6 e a delecao do braco
longo do cromossomo 11 que sdo também relatadas na literatura. Além disso, a linhagem
A549DDP20 resistente, mostrou alteracOes mais complexas ndo relatas anteriormente,
destacando a delecdo do cromossomo 2p que relatos anteriores evidenciam ganho do brago 2p
ou perda em outro braco. Assim, a delecdo do cromossomo 2p € uma alteracdo nova descrita,
incluido alteracdo estrutural do cromossomo 12q. Adicionalmente, a alteracdo do cromossomo
19 na linhagem A549DDP20 ¢é relatada como uma alteragdo comum da linhagem A549. Por
fim, a delecdo do cromossomo 6p esta presente nas duas linhagens celulares analisadas e dados
relatados na literatura descrevem dele¢do do cromossomo 6q na linhagem A549 (Park et al.,
2001).

Cabe ressaltar que a linhagem A549 € uma linhagem com mais alteragdes numéricas do
que alteracdes complexas. Apesar disso, foi observado maior complexidade estrutural na
linhagem AS549DDP20 do que alteracdes numéricas levando a uma maior dificuldade na
avaliagdo citogenética. Ao analisar os dois perfis citogenéticos de ambas as linhagens foi
possivel evidenciar as alteragdes da linhagem AS549DDP20 resistente apds tratamento com
cisplatina. Em conclusdo, no nosso estudo foi utilizado a técnica de coloragdao em bandas G que
consegue analisar alteracdes genéticas de grande escala, em comparacdo com as técnicas CGH

array ou FISH, também conhecidas como citogenética molecular. Estas ultimas permitem
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avaliar alteragdes menores como microdelecdes ou microamplificagdes tendo como principal
limitacdo o preco. Assim, a citogenética classica consegue mostrar uma imagem unica e global
do material genético de uma célula e conseguiu, nesse estudo, mostrar diferencas nitidas entre
as duas linhagens estudadas, porém podem ser utilizadas como técnicas

complementares(Struski et al., 2001).

Esses achados citogenéticos representam multiplas lesdes genéticas, que podem estar
associadas ao desenvolvimento da resisténcia no cancer de pulmao apds o tratamento com
cisplatina e, portanto, essas podem ser as possiveis regides candidatas dos genes relacionados

a resisténcia de multiplas drogas no cancer de pulmao.

7. CONCLUSAO

Inicialmente no estudo se desenvolveu o modelo bioldgico in vitro de células de cancer
de pulmao resistentes a cisplatina (A549DDP20) para triagem de novas moléculas que
moduladoras de resisténcia, mostrando alteracdes citogenéticas novas ndo relatadas
anteriormente destacando a dele¢do do cromossomo 2p que relatos anteriores evidenciam ganho
do braco 2p ou perda em outro brago. Assim, a delecdo do cromossomo 2p, incluido alteracao

estrutural do cromossomo 12q.

8. CAPITULO 2

8.1 INTRODUCAO

O género Erythroxylum apresenta mais de 230 espécies, ¢ o género principal e mais
representativo da familia Erythoxylaceae, difundido nas regides tropicais da América do Sul,
Africa, Sudeste Asiatico e Madagascar, com principais centros de diversidade e endemismo no
Brasil e na Venezuela(LOIOLA et al., 2007). Para a flora brasileira, o género Erythroxylum foi
atualizado recentemente, passando de 118 para 128 espécies onde suas principais ocorréncias
estdo na floresta amazdnica e na “caatinga”, bioma tipico do semiarido do nordeste

brasileiro(CORDEIRO; Loiola, 2018).
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Os alcaloides tropano (AKTs) sdo os principios metabolitos ativos das plantas
medicinais mais antigas do mundo (Figura 19), cujas principais aplicagdes etnofarmacoldgicas
incluem analgesia, alucindgenos e envenenamento. Cocaina, atropina e escopolamina,
compostos de aplicagcdes médicas inestimaveis, sdo os exemplos mais conhecidos de alcaloides
tropano (O’connor, 2010). A atropina ¢ um medicamento anticolinérgico utilizado para
problemas oftalmologicos e cardiacos, além de antidoto contra intoxicagdes por agrotdxicos. A
escopolamina, que também ¢ um agente anticolinérgico, tem sido utilizada como antiemético,
além de apresentar indicagdes off-label para espasmos gastrointestinais e depressdo (Thiessen;

Acbisher; Bartusik-Aebisher, 2023)

Figura 18- Estruturas quimicas a partir do esqueleto tropano com diferentes atividades biologicas
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Ha muitas décadas a industria farmacéutica conhece o potencial farmacologico dos
alcaloides tropanos (ATKs) que sdo definidos mais especificamente como todas as moléculas
que possuem um sistema de anéis de tropano e nitrogénio na sua estrutura quimica (Figura 9).
Os AKTs podem ser encontrados na familia Solanaceae (Kohnen-Johannsen; Kayser, 2019) e
em diferentes géneros como Moraceae, Erythrocylaceae e Brassicaceae (Driager, 2004). Além
disso, podem ser encontrados em diferentes espécies, enquanto ao género, por exemplo

Erythroxylum: Erythroxylum caatingae Plowman, Erythroxylum subrotundum A. St.- Hil,
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Erythroxylum revolutum Mart, Erythroxylum zeylanicum O.E. Schulze e Erythroxylum pervillei
entre outros (Bringmann et al., 2000; De oliveira et al., 2011) sendo descritos mais de 200

diferentes ATks.

Os AKTs, diferem imensamente em suas propriedades bioldgicas, quimicas e
farmacoldgicas, por exemplo como agentes farmacoldgico para o tratamento da ndusea, vomito,
enjoo, bem como espasmos musculares lisos (Kohnen-Johannsen; Kayser, 2019). Além disso,
diferentes estudos mostraram metabolitos secundarios com potencial inibidor sobre
mecanismos de resisténcia in vitro (MI et al., 2002b). Destaca-se as espécies
Erythroxylum pervillei Baillon e Erythroxylum rotundifolium Lunan realizando um estudo de
isolamento como resultando de mais de 12 AKTs mostrando atividade com células de
carcinoma epidermoide oral multirresistente (MI et al., 2002a). Assim, ésteres de tropano deste
tipo podem reverter o fendtipo de resisténcia a multiplas drogas, presumivelmente interagindo

com a glicoproteina-P.(Chavez et al., 2002)

No Brasil existe a espécie Erythroxylum Bezerreae, ¢ uma planta endémica da regido

Nordeste, que ndo apresenta estudos como moduladores ou inibidores de resistencia a multiplas

drogas, ou seja, ¢ inédita. Seis alcaloides tropanos descritos por Brito e colaboradores (2020),

designados como eritrobezerrinas A-F (Figura 19), foram isolados do extrato EtOH da casca do caule

de Erythroxylum bezerrae Plowman mostraram citotoxicidade dos compostos isolados foi avaliada

contra as linhagens celulares de cancer L.929, PC-3, HCT-116, SNB-19 e NCI-H460, mas apenas a

eritrobezerrina C apresentou atividade moderada com valores de ICso de 3,38 e 5,43uM para HCT-

116 e NCIH-460, respectivamente.

Figura 19- Estruturas dos alcaloides tropanos (1-8) isolados de Erythroxylum bezerrae
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Fonte: Brito e colaboradores (2020)

De fato, ¢ necessario o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas e levara a
melhores resultados para os pacientes. O paradigma atual afirma que, a terapia combinada deve
ser a melhor op¢do de tratamento, pois deve impedir o desenvolvimento de resisténcia a
medicamentos e ser mais eficaz do que qualquer medicamento isoladamente. Nesse contexto a
U.S Food and Drug Administration (FDA) oferece orientacdes para a indistria para avaliagao
de metabolismo in vitro e transportador droga-droga. Ressalta os efeitos relevantes dos
transportadores de membrana e seus efeitos na farmacocinética e farmacodinamica. Por outro
lado, um composto ativo pode modulara expressao ou atividade do transportador resultando na
disposicao da alteragdo enddgena. Diferentes transportadores com relevancia clinica podem
interagir com compostos por exemplo: MDR1, MRPs, BCRP, OAT1/OAT3. Por isso, a
determinag¢do de substratos ou inibidores de transportadores MDR e MRPs podem ser expressos
em diferentes tecidos como trato gastrointestinal, figado, rim, cérebro e pulmao ou que pode
afetar a viabilidade dos compostos. Nesse contexto a FDA (FDA, 2017)menciona parametros
para conduzir estudos in vitro ou in vivo como:

e Utilizagdo de linhagens celulares que expressem as proteinas de interesse
e Determinagdo a poténcia de inibi¢ao (ICso o Ki)
e [nvivo, a administracdo oral da dose do inibidor ICso >25uL

e Indice de resisténcia (IR)

Além disso, atualmente e considerado os estudos in silico para obter uma predicao de
ligacdo do transportador. Nesse contexto, neste estudo tentou-se avaliar os AKTs baixo alguns

parametros mencionados anteriormente.



67

9.0BJETIVOS

9.1 Objetivo general

Avaliar os efeitos modulador de resisténcia a multiplas drogas dos alcaloides tropanos
EB-PA e EB-PB da espécie Erythroxylum Bezerreae € sua combinagdo com cisplatina
in vitro na linhagem A549DDP20.

9.2 Objetivos especificos

10.

. Determinar dos efeitos citotoxicos de compostos EB-PA e EB-PB da espécie

Erythroxylum Bezerreae em linhagens celulares tumorais (A549 e A549DDP20) e ndo
tumorais (MRC-5) in vitro.

Avaliar tedrica de alvos farmacoldgicos dos compostos EB-PA e EB-PB utilizando o
software: Swiss Target Prediction.

Avaliar o efeito hemolitico dos compostos EB-PA e EB-PB em eritrécitos em
camundongos Swiss Mus musculus.

Avaliar a atividade moduladora MDR nas células A549 e AS49DDP20 apds a incubagdo
de 3 e 24 horas com a EB-PA e o EB-PB in vitro.

Determinar a percentagem de acumulacdo de rodamina 123 intracelular apds incubagdo
de 1:30, 3,6, 12 e 24 horas com a EB-PA

Determinar o modo de interacdo de EB-PA e cisplatina pelo método de isobolograma
de indice de combinacdo (CI) de Chou-Talalay em células A549 e A549DDP20.
Avaliar a densidade celular das células A549 e A549DDP20 ap6s incubacido de EB-PA
e cisplatina isolados e em diferentes combinagdes.

Avaliar a la sobrevivéncia celular apds os tratamentos isolados e em combinagdo pelo
ensaio clonogenico.

Avaliar expressao da proteina Bax, MDR1, MRP1 e MRP2 células apds os tratamentos
isolados e em combinagdo nas células A549 e A549DDP20.

Investigar a interagdo molecular com as proteinas MDR1 e MRP1 da EB-PA e o EB-

PB.

10. MATERIAS E METODOS
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Desenho experimental geral capitulo 1 e 2

A figura 20 apresenta o desenho experimental onde esta descrito as etapas que foram

realizadas deste trabalho de forma geral como as metodologias que foram empregadas.

Figura 20-Desenho experimental
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Fonte: propria do Autor (Biorender.com)

10.1 Obtencao dos Alcaloides tropanos (AKTSs)

Neste estudo, foram avaliados 2 alcaloides tropanos (AKTs), foram isoladas do extrato
etandlico da casca do caule de Erythroxylum Bezerreae uma planta endémica da regido
Nordeste do Brasil, foram cedidos pelo Departamento de Quimica, da Universidade Federal do
Ceard, dirigido pela Profa. Otilia Deusdénia Pessoa Loiola e a discente de doutorado Luana San

de Oliveira Brito como atividade de colaboragao entre projetos de pesquisa conjuntos (Brito et
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al., 2020). As amostras foram dissolvidas em solugdo salina 0,9% em uma concentragao de
5mM e realizados varias aliquotas e guardada no nitrogénio liquido para evitar degradacgao ou

perda de atividade.

10.2 Avaliacao da atividade citotoxica pelo ensaio Alamar blue in vitro

Principio de teste

O alamar Blue ¢ um reagente de ensaio de viabilidade celular que contém o corante
indicador azul permeével, ndo toxico e fracamente fluorescente chamado resazurina. Este ¢ um
reagente confiavel e estabelecido que estd disponivel desde 1993. E um método rapido, sensivel
e barato. A resazurina ¢ usada como um indicador de oxidac¢ao-reducao (REDOX) que sofre
alteracdo colorimétrica em resposta a redug¢ao metabolica celular. A forma reduzida, resorufina,
¢ rosa e altamente fluorescente, e a intensidade da fluorescéncia produzida é proporcional ao

namero de células vivas que respiram (Rampersad, 2012).

Procedimento experimental

As células A549 foram colhidas por tripsiniza¢do e semeadas em 7,5x10* cél/mL em
placas de 96 pocos, apds 24 horas foram incubadas com DDP, verapamil, EB-PA e EB-PB para
determinag@o da ICso no tempo de 24, 48 e 72 horas. As células A549DDP20 foram colhidas
por tripsinizacdo no final de suplementacdes com a DDP e esperando 1-2 passagens para seu
uso, em seguida, foram semeadas em 7,5x10* cél/mL em placas de 96 pogos e incubadas
durante a noite para determinar a resisténcia relativa. Células A549DDP20 foram incubadas
50-200 uM de DDP como concentracdo maior da curva. Além disso, foi testado a citotoxicidade
de EB-PA e EB-PB para obter ICso e realizar a comparagdo com a linhagem parental
(concentracdo maior da curva 50 uM) apos 24,48 e 72 horas. Foi utilizado o verapamil como
controle positivo (100uM) em todos os tempos testados. O indice de resisténcia (IR) foi
calculado pela razdo do ICso de linhas celulares resistentes sobre ICso das linhas celulares
parentais. Quimioresisténcia ¢ definida como IR >2(Govindan et al., 2015). Apos 24,48 ¢ 72
horas de tratamento. Finalmente, o reagente Resazurin 31,2 pg/mL (sigma Aldrich-R7017) foi
adicionado a cada poco e incubado por 4 horas. A fluorescéncia foi medida a 560/590 nm no
espectrofotometro (Perkinelmer Victor nivo TM). A viabilidade celular relativa para cada grupo

foi calculada por comparagdo com a das células de controle utilizando o Prisma 9.0.
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Analise de dados

As substincias foram avaliadas em diluigdes seriadas, em trés experimentos
independentes, cada um com duplicatas ou triplicatas. A partir dos valores de absorbancia
obtidos, as concentracdes inibitérias médias (Cls)) foram calculadas com intervalos de
confianca de 95% (IC 95%) por meio de regressdao ndo linear, utilizando o software Prism

versao 9.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

10.3 Avaliacdo da atividade hemolitica em eritrécitos em camundongos Swiss Mus

musculus

Principio do teste

A hemolise ¢ comumente utilizada como a avaliacdo inicial de toxicidade. A atividade
hemolitica ¢ um requisito padrao para qualquer composto que tenha contato com o sangue. Este
teste ¢ fundamentado na lise dos eritrocitos induzida por fatores como ions metélicos, carga
superficial, ou outras causas que levam a ruptura dos eritrocitos (Greco, 2020). Esta
metodologia possibilita a avaliagdo do potencial da substincia em teste para causar lesdes na
membrana plasmatica da célula, seja por meio da formacdo de poros ou pela ruptura total.
Utilizam-se hemacias de camundongos devido a grande semelhan¢a com as hemécias humanas,

especialmente em relagdo a sensibilidade (Dresch et al., 2005).

Procedimento experimental

Os alcaloides tropanos EB-PA e EB-PB foram avaliados quanto ao potencial em causar
lesdes na membrana plasmatica das células, seja pela formacao de poros ou pela ruptura total,
para isso o sangue foi coletado de camundongos Swiss (Mus musculus), previamente
anestesiados, por punc¢do cardiaca (n=9). Os eritrocitos foram lavados 3X em solu¢do salina
estéril e centrifugados (1500 rpm/5 min), os sobrenadantes foram descartados e a partir do pellet
(100%) foi elaborada uma solugdo de eritrocitos 2% (SE). Posteriormente foi elaborada uma
curva de diluicdo seriada a partir de uma concentragdo de 170uM de cada composto e incubados
com eritrocitos em placa de 96 pogos. Apos 1 hora de incubagdo sob agitacdo constante e

temperatura ambiente, apds o periodo de incubacao as placas foram centrifugadas (2000 rpm/10
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min), a o sobrenadante foi analisado. A leitura 6tica foi realizada em leitor automético de placas
(450 nm) para determinacdo da absorbancia. Foi analisado o % de hemolise normalizado ao
controle negativo (DMSO 10%) e foi utilizado o Triton-100x 1% como controle positivo. Este
experimento foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Nicleo de
Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (CEUA — NPDM), com o numero de protocolo

41111022-0. O certificado de aprovacdo encontra-se anexado no Anexo A.

10.4 Citotoxicidade e sinergismo da combinacio de cisplatina e EB-PA

Principio do teste

O indice de combinagdo (IC) e a fracdo afetada (Fa) foram propostos para avaliar o
sinergismo. A equag¢do do CI ¢ baseada na equacdo de efeitos multiplos de drogas do método
Chou-Talalay que poderia fornecer o indice de combinacao (IC) para avaliar quantitativamente
as interagdes de drogas: sinergismo (IC <1), efeito aditivo (IC = 1) e antagonismo (IC > 1)
(CHOU, 2010a). Para cada nivel de Fa, os valores de IC foram calculados pelo software

CompuSyn de acordo com a seguinte equacao:

ICHD)1/(DX)1+(D)2/(DX)2

Procedimento experimental

Nesta equagdo, D1 e D2 indicam as doses do composto 1 (EB-PA) e do medicamento 2
(DDP) em combinagdo que leva a inibi¢do do crescimento de Fa x 100% no experimento real,
enquanto (DX)1 e (DX)2 sdo as doses do composto 1 e do composto 2 isoladamente que
resultam em Fa x 100% de inibi¢do do crescimento. As células foram semeadas em placas de
96 pogos e posteriormente tratadas com a EB-PA e a DDP isoladamente por 72 horas ou em
combinagdo pre-tratadas (24 h) com a EB-PA na presenca de DDP. Foram determinados com
concentragdes fixas de EB-PA (5,4-72uM) e DDP (2,5- 40uM). Resumidamente as células
A549 e A549DDP20 (7,5x10%*el/mL) foram pre-tratadas por 24 horas com a EB-PA e
verapamil (controle positivo), posteriormente as placas foram centrifugadas a 2000 rpm/5 min

e retirado o meio com compostos e colocado meio novo com as diferentes concentragdes de
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DDP durante 48 h, obtendo um tempo final de 72 horas dos grupos em combinagdo. As
concentragdes das curvas foram construidas utilizando as propor¢des Verapamil+DDP (razao

nao constante 20uM), EB-PA+DDP (10:18) (tabela 5).

Tabela 5-Curva de concentragdes utilizadas de EB-PA, DDP e em combinagdo apds 24 horas de pré-tratamento e

48 horas com DDP.

nM
(D1) EB-PA (D2) DDP Combinacio
4,50 2,50 7,00
9,00 5,00 14,00
18,00 10,00 28,00
36.00 20,00 56,00
72,00 40,00 112,00

Tabela 5- *uM (micromolar), DDP (cisplatina)

Analise de dados

Os compostos foram avaliados em diluicdes seriadas, em trés experimentos
independentes, em duplicatas. A partir dos valores de fluorescéncia obtidos, foi calculado a
fracao afetada (Fa) dos compostos isolados e em combinagdo. Foi determinado o indice de

combinacdo pelo CompuSym Software.

10.5 Avaliaciao da densidade e viabilidade celular por citometria de fluxo

Principio do teste

Iodeto de propideo (PI) ¢ um corante fluorescente conhecido por se ligar a 4cidos
nucleicos (DNA E RNA) das células e citoplasma. E relativamente excluido pelas células vivas,
porém penetra rapidamente nas células com membranas danificadas, tornando-as
brilhantemente fluorescentes, por sua capacidade de penetrar na célula cuja membrana esteja
rompida por ser hidrofilico. A célula com a membrana integra emite baixa fluorescéncia. Deste
modo, este método permite avaliar a viabilidade celular através da avaliacao de integridade de
membrana plasmatica das células. O iodeto de propideo ¢ excitado pelo laser de argdnio (488

nm) (RICCARDI; Nicoletti, 2006).
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Procedimento experimental

Para determinar o efeito de EB-PA em combinacdo com DDP na viabilidade e
densidade celular foi feito um experimento nas linhagens celulares A549 e A549DDP20, na
presenca e auséncia dos moduladores, verapamil (controle positivo 10 e 20uM) e EB-PA (5,
10 e 37uM) por 24 horas de pré-tratamento e associados ao quimioterapico DDP (20uM) em
diferentes combinagdes durante 48 horas. As células foram incubadas a 37°C por 10 minutos
no escuro com solugdo de PI (50 yg/mL). A integridade da membrana celular foi avaliada pela

exclusio de PI.

Analise de dados

A fluorescéncia celular foi determinada por citometria de fluxo em citometro Guava®
EasyCyteTM Mini System (Guava Technologies Inc. Industrial Blvd. Hayward, CA, EUA).
Dez mil eventos foram avaliados por experimento e os debris celulares foram omitidos da
andlise. Os dados foram analisados a partir da média = E.P.M. de 3 experimentos
independentes. Para verificagdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes
grupos, os dados foram comparados por anélise de varidncia (ANOVA) seguida de pos-teste de
Tukey (p<0,05) utilizando o programa Prism versdo 9.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,
EUA).

10.6 Ensaio de efluxo Rodamina 123 por citometria de fluxo

Principio do teste

A atividade da Pgp-1 das linhagens A549 e A549DDP20 foi medida por ensaio de
efluxo com Rhodamina-123 (Rho-123). Utilizamos o teste funcional descrito por Altenberg e
colaboradores., para medir os fluxos unidirecionais de rodamina 123 (Rho-123, Sigma-Aldrich,
St Louis, MO). A Rho-123 ¢é um substrato fluorescente da Pgp-1 cuja intensidade de
fluorescéncia pode ser mensurada por meio de citometria de fluxo. De tal forma, uma célula

que ndo expressa P-gpl ou que esteja com a P-gpl inibida ndo realiza a extrusdo da Rho-123
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em uma taxa superior a sua difusdo na membrana plasmadtica, gerando um aciimulo intracelular

de Rho-123 ¢ aumento da intensidade de fluorescéncia (ALTENBERG et al., 1994).

Procedimento experimental

Resumidamente, as células A549/A549DDP20 foram plaqueadas na concentragdo de
3x10* € 9x10* células/mL respetivamente em placa de 24 pogos. As células foram incubadas
durante 3 e 24 horas com EB-PA e EB-PB candidatos como moduladores Pgp-1, o verapamil
10 e 20 uM foi utilizado como controle positivo inibidor Pgp-1 (MDR1) e DMSO como
controle negativo. Posteriormente, foram incubadas por 30 minutos com Rho-123 (5 uM) a
37°C e com 5% COz para que ocorresse o acumulo do substrato na célula. Posteriormente as
células foram coletadas, centrifugadas e lavadas com meio IMDM 4°C gelado duas vezes. As
células foram resuspedidas em meio IMDM pré-aquecido e deixadas na estufa a 37°C e 5%
CO; para que ocorresse a extrusdo parcial da Rho-123 durante 1 hora. Posteriormente foi
centrifugado e lavado com buffer PBS duas vezes e resuspedidas em volume final de 200 pL.
Foi analisado por citometria de fluxo no GUAVA. Os dados de fluorescéncia de intensidade
mediana (MFI) foram normalizados ao verapamil 10 uM e foi calculado a razao de atividade

de fluorescéncia (FAR) entre linhagem parental e resistente com células tratadas.

Analise de dados

A fluorescéncia celular foi determinada por citometria de fluxo em citometro Guava®
EasyCyteTM Mini System (Guava Technologies Inc. Industrial Blvd. Hayward, CA, EUA).
Dez mil eventos foram avaliados por experimento. Os dados foram analisados a partir da média
+ E.P.M. de 3 experimentos independentes. Para verificagdo da ocorréncia de diferencas
significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por analise de variancia
(ANOVA) seguida de pds teste Dunnett's Multiple Comparison. Utilizando o programa Prism
versao 9.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

10.7 Ensaio da percentagem de acumulacio de Rodamina 123 por espectrofluorometria
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Principio do teste

A atividade da MDR e MRPs foi determinada medindo o actimulo intracelular de
rodamina 123 em células A549 e A549DDP20 na auséncia ou presenca do controle positivo
verapamil 10 e 20 uM utilizando a teoria de Altenberg e colaboradores mencionada

anteriormente (Altenberg et al., 1994).

Procedimento experimental

As células foram cultivadas em placas de 96 pogos e incubadas a 37 © C 5%CO,, 24
horas depois foram colocada tanto o controle positivo como EB-PA na concentragdo de 5 e
10uM nos tempos de 1:30, 3:00, 6:00, 12:00 e 24 horas. Posteriormente as placas foram
incubadas com rodamina 123 em uma concentra¢ao de 5,00 pM por 30 min. Apos 2 lavagens
em solu¢do PBS gelado, as células foram lisadas em 4gua destilada e os niveis intracelulares de
rodamina 123 foram quantificados por espectrofluorometria usando um espectrofluorimetro
(Perkinelmer Victor nivo TM). (os comprimentos de onda de excitagdo e emissdo foram 485 e
535 nm, respetivamente). Os dados foram expressos como percentagem (%) de acimulo de

rodamina 123 em células de controle ndo expostas a inibidores de MDRI, arbitrariamente

fixados em 100%.

Andalise de dados

As substancias foram avaliadas em diluigdes seriadas, em trés experimentos
independentes, em triplicatas. A partir dos valores de Unidade fluorescéncia arbitraria obtidos
os dados foram comparados por andlise de variancia (ANOVA) seguida de pos teste Tukey

Multiple Comparison. Utilizando o programa Prism versdo 9.0 (GraphPad Software, San

Diego, CA, EUA).

10.8 Analise de teste de sobrevivéncia através do ensaio clonogenico

Principio do teste
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O ensaio clonogenico ¢ uma ferramenta versatil e frequentemente usada para quantificar
a sobrevivéncia de células cancerigenas in vitro. Este processo envolve a capacidade de células
cancerosas individuais proliferarem e darem origem a um aglomerado visivel de células
conhecido como colonia. A proliferacio de uma unica célula em colonia, que pode ser

visualizada no olho nu, e a prova que ela manteve a capacidade de se dividir.

Nesse contexto, a perda da carateristica reprodutora e a incapacidade de células
proliferarem indefinidamente e formarem coldnias, podem ser observados no ensaio
clonogenico, como consequéncia torna-se o ensaio confidvel para a avaliacdo da toxicidade in
vitro, permitindo poder avaliar a sensibilidade das células cancerigenas resistentes aos

medicamentos frente aos tratamentos (Brix et al., 2020).

Procedimento experimental

Inicialmente, as células A549 e A549DDP20 foram plaqueadas 400 células por pogo
em uma placa de seis pogos contendo 3 mL de meio IMDM completo por pogo. Apds 24 horas
de plaqueamento, as células foram incubadas nas seguintes concentragdes tanto da Cisplatina
(DDP) e EB-PA isoladas, utilizando o Verapamil (Ver 20uM) como controle positivo, EB-PA
10 uM e 37 uM, DDP 10uM e 20uM por um tempo de 72 horas de incubagdo, além disso as
células foram incubadas com diferentes combina¢des: DDP 10uM + Ver 20uM, DDP 20uM +
Ver 20uM , DDP 10pM + EB-PA 10pM, DDP 10uM + EB-PA 37uM , DDP 20uM + EB-PA
37uM, sendo uma pré-tratamento de 24 horas com Ver e EB-PA, posteriormente foi retirado o
meio e colocado meio novo para fazer a incubagdo com DDP por 48 horas, obtendo um tempo
de 72 horas. Enquanto o controle negativo as células foram expostas a solucao salina 0.9%.
Posteriormente ao tempo de 72 horas, o meio de cada poco foi trocado por meio novo, e dessa
vez, as moléculas ndo foram adicionadas. A placa foi mantida em estufa a 5% de CO; a 37 °C
e permaneceu em observacao por 7 dias, periodo em que as células comegaram a se aproximar
e o teste foi parado. Para a contagem, as células foram coradas com 0,25% de cristal violeta em
3% de formaldeido, deixou-se 30 minutos sob agitacdo, em seguida foram feitas 2-3 lavagens
com agua destilada até obter o total de remog¢ao do excesso do corante, posteriormente as placas

foram deixadas a temperatura ambiente para sua secagem total.

Analise dos dados
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O ntmero de colonias foi contado com auxilio de uma lupa estereoscopica,
considerando uma colonia a partir de 50 células. Placas triplicadas foram configuradas para
precisdo. Os dados obtidos foram colocados no programa GraphPad Prisma 9.0 para verificar

a diferencga entre os grupos.

10.9 Avaliaciao do racionamento dirigido por bioensaio in silico

A ferramenta SwissTargetPrediction, fornece 376342 compostos e 3068 alvos
macromoleculares no banco de dados que previram os alvos proteicos mais provaveis de
moléculas pequenas para avaliagdo dos possiveis alvos terapéuticos na espécie Homo sapiens.
O software: Swiss Target Prediction updated data and new features for efficient prediction of

protein targets of small molecules, Nucl. Acids Res. (2019).

O servidor utiliza os codigos de SMILES de cada molécula. A tabela abaixo mostra os

codigos de SMILES empregados para esta analises (Tabela 6).

Tabela 6-Moléculas analisadas no servidor SwissTarget com sua formula molecular e SMILES

Composto SMILES

EB-PA (COc1c(OC)ec(cc10C)
/C=C/C(=0)OC1CC2N(C(C1)C(C20)OC(=0)clcc(0OC)c(c(c1)OC)OC)C)

EB-PB COclcc(\C=C\C(=0)

0C2CC3CC(OC(=0)c4cc(0C)e(OC)c(OC)ed)C(C2)N3C)ec(OC)cl

10.10 Simulacio de docking molecular

A estrutura quimica da EB-PA e EB-PB foram desenhadas e os confomeros de menor
energia foram salvos em pH fisiologico utilizando o software MarvinSketch (Csizmadia,
1999)e otimizados utilizando o cédigo Avogadro (Hanwell et al., 2012), configurado para
utilizar algoritmo steepest descente com ciclos de 50 interagdes, aplicando o campo de forga
MMFF94 (Merck Molecular Force Field) (Batista de andrade neto et al., 2021; Halgren,
1996).
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Para investigar o mecanismo de a¢do de EB-PA frente & Human multidrug resistance
protein 1 (MRP1) e human P-glycoprotein in the ATP-bound (MDR1), a estrutura do alvo foi
obtida no repositorio Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/), PDB ID: 2CBZ PDB ID:

6COV respetvamente (Kim; Chen, 2018). Na etapa de preparagdo do receptor foram
removidas as moléculas de 4gua, mantido o ATP e Mg?*, visto que MRP1 é uma bomba de
efluxo dependente de ATP, foram adicionados os hidrogénios polares, cargas Kollman e
cargas Gasteiger (Yan et al., 2014)utilizando o software Autodocktools ™ (Huey; Morris;

Forli, 2012).

As simulacdes de docking molecular foram realizadas utilizando o software
AutodockVina (Trott; Olson, 2010), Lamarkian Genetic Algorithm (LGA) e Exhaustiveness
64 (Marinho et al., 2020). O grid de simulagdo gerado foi centralizado de maneira a envolver
toda a estrutura da enzima utilizando os eixos (-12.852 x, 46.180 y, 10.644 z) e size (116 x,
116y, 118 z) para MRP1 e MDR1 O grid de simulagdo gerado foi centralizado de maneira a
envolver toda a estrutura da enzima utilizando os eixos (162.664 x, 172.872 y, 150.508 z) e
size (72 x, 104y, 126 z). Também foram realizadas simula¢des com o controle Verapamil para
obtenc¢do de dados comparativos. Foram realizadas 50 simula¢des independentes, gerando 20
poses por simulagdo. Para sele¢do da best pose foram utilizados como critérios, o parametro
estatistico RMSD (Root Mean Square Deviation) com valores até 2.0 A (YUSUF et al., 2008)
e a energia de afinidade, considerada ideal quando apresenta valores iguais ou inferiores a -
6.0 kcal/mol (Shityakov; Forster, 2014; Silva et al., 2021).utilizada também para avaliar a

estabilidade dos complexos formados.

10.11 Avaliagao da expressao da proteina BAX, MDR1, MRP1 e MRP2 por western blot.

Principio do teste

Os principios do western blotting sdo carga igual de proteinas, separacdo de proteinas
por peso molecular, transferéncia eletroforética para uma membrana adequada e sondagem de
anticorpos

Bax, um regulador central da morte celular, ¢ uma porta de entrada indispensavel para
a disfun¢do mitocondrial e um importante membro pré-apoptotico das proteinas da familia Bel-

2 que controlam a apoptose em células normais e cancerosas. A ativacdo de Bax induz a



79

permeabilizacdo da membrana mitocondrial, levando assim a liberagdo do fator apoptdtico

citocromo C e, consequentemente, & morte das células cancerigenas (Liu et al., 2016).

A proteina Bax foi analisada apds as combinagdes para poder confirmar a existéncia do
processo de morte celular na parecenca de EB-PA 5, 10 e 37 uM com cisplatina 20uM. Foi
utilizado verapamil como controle positivo em 10 e 20uM.

Procedimento experimental

Foi utilizado o mesmo protocolo de western blot detalhado no item 4.5 do capitulo 1.

Bax (cell signaling 1:1000).
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11. RESULTADOS

11.1 Atividade citotoxica dos alcaloides tropanos (AKTs)

A atividade citotoxica dos alcaloides tropanos (Figura 21) da espécie Erythroxylum
Bezerreae, planta endémica da regido Nordeste, foi avaliado frente a quatro linhagens de células
tumorais (prostata, sistema nervoso, pulmao e cancer colorretal) e uma nao tumoral (fibroblasto
murinho) pelo ensaio do MTT 72 horas de incubagdo (Tabela 7). doxorrubicina foi utilizado

como controle positivo, experimentos realizados por Brito e colaboradores no ano 2020.

Figura 21-Estrutura quimica dos alcaloides tropanos da espécie Erythroxylum Bezerreae.

Hiﬁ)—f’woﬂ" Hﬂ: \ ‘ e

I . “ i '
o A - 0 P

oh J

wdo | [ ]

H,C HC P

1. EB-PA e 2.EB-PB

o—CHs

HO. o
oy S »
(o) CHs 1 o

‘/gg {’ 4.PAF6 HEC/J‘

‘ 3.PAG7 :

5
/

s

0o
(o) o]
5.P4

6. Pl



Tabela 7-Avaliagao citotoxica dos alcaloides tropanos (AKTs) ap6s 72 horas de incubagio

81

IC 50
(INTERVALO) *
Amostra L.929 PC-3 HCT-116 SNB -19 NCIH-460
(Fibroblasto (cancer de (cancer (cancer do sistema (cancer
prostata) colorretal) nervoso) Pulmio)
murino)
EBCPA 30,58 >40 19,26 31,37 17,33
G7 (25,29 - (17,75-20,91) (25,92-31,99) (15,74-19,08)
30,80)
EBCPA >40 >40 28,07 21,23 21,95
F-6 (25,58-30,81) (17,60-25,63) (18,80-25,63)
EBCP4 >40 17.14 28,95 36,67 15,45
(15,11-19.46) (26,21-31,97) (21,81-61,66) (12,60-18,93)
EBCP1 >40 >40 38,88 >40 >40
(36,50-41,42)
P6 >40 >40 17,75 28,41 29,81
(15,52-20,31) (25,38-31,80) (26,30-33,79)
EB-PA 19,40 10,56 16,45 13,89 10,55
(14,699 — (9,75- 11,45) (14,15-17,87) (12,65-15,26) (9,43-11,80)
25,89)
EB-PB 20,71 15,02 3,38 10,47 5,43
(18,42 - (13,36 -16,89) (3,05 —4,205) (9,64-11,37) (4,88-6,04)
23,31)
DOX 1,72 0,76 0,21 0,15 2,06
(1,58-1,87) (0,59-0,93) (0,16-0,29) (0,13-0,18) (1,73-2,45)

Tabela 7- Os valores de ICs 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 dois experimentos independentes realizados em duplicata. DOX (Doxorrubicina) controle

positivo.

Os resultados mostram que os AKTs apresentam uma citotoxicidade significativa apos
72 horas, em diferentes linhagens tumorais como PC-3, HCT-116, NCIH-460 e SNB-19 e uma
linhagem ndo tumoral L929, apresentando concentracdes IC 5o entre intervalos de 3,38-40,00
uM. Mostrando concentragdes ICso frente a linhagem nao tumoral L929 entre intervalos de
19,40-40 uM. Na tabela 8 observa-se que o composto EB-PB apresentou melhor citotoxicidade
contra as linhagens celulares de cancer HCT-116 (ICso 3,38 uM) e NCI-H460 (ICs0 5,43 uM)
(BRITO et al., 2020).

Consequentemente neste trabalho, foi calculado o indice de seletividade dos AKTs para
determinar se os compostos sdo mais seletivos ou ndo a célula normal, ou as células tumorais
no qual os valores >2 sdo considerados significativos. Os resultados mostram que tem uma

maior seletividade par a linhagem de HCT-116 e NCIH-460 para o composto EB-PB, e para o
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composto EB-PA os indices de seletividade foram menores que 2 nas linhagens testadas (Tabela
8).

Tabela 8-Tabela de indice de seletividade dos alcaloides tropanos apo6s 72 horas de incubagio.

Linhagem IS*
Celular EBCPAG7 EBCPAF-6 EBCP4 EBCP1 P6 EB- EB- DOX
PA PB
PC-3 0,76 1,00 2,33 1,00 1,00 1,84 1,38 2,26
(Prostata)
HCT-116 2,00 1,43 1,38 1,03 2,25 1,18 6,13 8,19
(colorretal)
SNB-19 0,97 1,88 1,09 1,00 1,41 1,40 1,98 11,45
(sistema
nervoso)
NCIH-460 2,23 1,82 2,59 1,00 1,34 1,84 3,81 0,83
(Pulmao)

*IS=IC50 linhagem ndo tumoral IC5( linhagem tumoral

11.2 Avaliacio do potencial hemolitico em eritrocitos de camundongos Swiss Mus

musculus

A fim de verificar se a atividade citotoxica esta relacionada com o dano causado na
membrana plasmatica das células, os compostos EB-PA e o EB-PB que apresentaram melhor
efeito citotoxico frente as linhagens tumorais foram testadas quanto a sua capacidade de induzir
lise em eritrocitos de camundongos. Os resultados do ensaio hemolitico da EB-PA e o EB-PB
estdo representados na Tabela 9. Foram testados em diluicdo seriada, sendo a maior

concentragdo de 170uM.

Tabela 9-Porcentagem de hemolise dos compostos EB-PA e EB-PB determinada em eritrocitos de camundongos

Mus musculus

Composto % Hemolise
Controle negativo 0,00
Controle positivo 100,00

EB-PA 0,46
EB-PB 0,17

Tabela 9. Controle positivo foi utilizado o Triton X-100 1%. Controle negativo foi utilizado o DMSO 10% em

solucdo salina. Os dados estdo normalizados com o controle negativo.
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Considerando com valor de hemolise <10% como ndo hemoliticas, enquanto valores >
25% apresentam risco de hemolise(Amin; Dannenfelser, 2006). Frente a isso, de acordo com
os dados obtidos os alcaloides tropanos EB-PA e EB-PB ndo apresentaram a¢do hemolitica
mostrando valores de 0,46% e 0,17% respetivamente na concentragdo maxima testada de
170uM e em nenhuma das outras concentragdes da diluicdo seriada realizada, mostrando ser
>10 vezes superior as ICso dos compostos, quando comparados ao Triton 1% utilizado como
controle positivo mostrando valores de 100 %. Desta forma, os resultados negativos obtidos
neste modelo sugerem que a citotoxicidadeade dos compostos ndo esta relacionados aos danos

da membrana (Figura 22).

Figura 22-Avali¢@o de hemolises por metodologia in vitro nos alcaloides tropanos EB-PA e EB-PB
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Figura 21- Controle negativo DMSO 10% (C-), Controle positivo Triton 1% (C+), alcaloides tropanos testados na
concentragdo maior de 170uM (EB-PA e EB-PB). Considerando com valor de hemolise <10% como ndo
hemoliticas, enquanto valores > 25% apresentam risco de hemolise. Foi realizado andlise de estadistica descritiva

utilizando o programa Prisma versdo 9.0 (GraphPad Software).
11.3 Avaliacao tedrica de alvos farmacoldégicos

Frente aos resultados iniciais obtidos, foi avaliado de forma teodrica os alvos
farmacologicos, dos compostos com melhor atividade citotoxica EB-PA e EB-PB (Figura 23)
utilizando o software :Swiss Target Prediction update data and new features for efficient
prediction of protein targets of small molecules, Nucl. Acids Res. (2019), para avalia¢do dos

possiveis alvos terapéuticos na espécie Homo sapiens.
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Figura 23-Alcaloides tropanos EB-PA ¢ EB-PB
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Figura 23. Nomenclatura IUPAC: EB-PA (65-(3,4,5-trimethoxybenzoyloxy)-3o-(E)-(3,4,5-
trimethoxycinnamoyloxy)-7p-hydroxy-tropane) e EB-PB (653-(3,4,5-trimethoxybenzoyloxy)-3o-(3,4, 5-

trimethoxycinnamoyloxy)-tropane) .

Nesse contexto, ao avaliar a EB-PA tem probabilidade de interagir com diferentes
classes alvo como quinasse (40,00%), familia A acoplados a proteina G (33,30%) e um 13,30%
para transportadores eletroquimicos e transporte ativo primdrio. Por outro lado, quando
comparado com a EB-PB apresentam mais classes alvos como familia A acoplados a proteina
G (40,00%) e um 46%,00 para alvos com atividade enzimatica, (13,30% enzimas
Fosfodiesterases 6,7% e oxidorectasas e 6,7% para quinasses, enzimas modificadoras 13,3 %).
Para transporte ativo um 6,7%. Observando que os compostos diferem estruturalmente no anel

de alcaloide na posi¢do 7, o que provavelmente modifica sua interacdo com as classes alvos

(figura 25).

Figura 24-Predi¢do de classe alvo dos AKts EB-PA e EB-PB
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Figura 23-A) Predigdo de alvo terapéutico de EB-PA SMILES
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SMILES

Nesse sentido, um das classes alvos importantes na predi¢@o foi o transporte ativo o qual

¢ importante para o funcionamento da resisténcia a multiplas drogas (MDR), observando na
predicdo que a probabilidade maior como alvo terapéutico e a Glicoproteina-pl
(ABCB1/MDR1), com valores 0,43 com depdsitos de 67 estruturas 9 apresentam ligagdo com
em MDRI depositadas em ChEMBL para EB-PA, observando o mesmo comportamento para
o EB-PB com uma menor probabilidade de ligagdo ao MDRI1 de 0,27 mostrando semelhanca

com 25 estruturas de 60 depositadas no ChEMBL. Além disso, ambos compostos apresentam

probabilidades mais baixas (0,07-0,08) para outros alvos terapéuticos (Tabela 10-11).

Tabela 10-Predigdo alvos terapéuticos do AKTs EB-PA

Alvo Nome Classe-alvo Probabili  Ativos
comum dade * conhecidos
(3D/2D)
Glicoproteina P-1 ABCBI Transportador ativo 0,4336 9/67
Oxido nitrico sintase, NOS2 Enzima 0.0822215 3/0
induzivel (por homologia) 17
EZH2/SUZ12/EED/RBBP7/R  EZH2 enzimas modificadoras 0.0822215 1/0
BBP4 17
Receptor adrenérgico beta ADRB2  Receptor acoplado a 0.0822215 56/0
proteina G da familia A 17

Tabela 10- Dados obtidos do Swiss Target Prediction updated data and new features for efficient prediction of
protein targets of small molecules, Nucl. Acids Res. (2019).

Tabela 11-Predigdo alvos terapéuticos do AKTs EB-PB

Alvo Nome Classe-alvo Probabili  Ativos
comum dade * conhecidos
(3D/2D)
Glicoproteina P-1 ABCB1  Transportador ativo 0.270412 25760
527
Receptor alfa-2a adrenérgico ADRA2  Receptor acoplado a 0.074392 23/0
A proteina G da familia A 272
Receptor de serotonina 2a (5- HTR2A 0.074392 32/0
HT2a) (por homologia) 272
Receptor adrenérgico alfa-1d ADRAI1 0.074392 19/0
D 272
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Tabela 11-Dados obtidos do Swiss Target Prediction updated data and new features for efficient prediction of
protein targets of small molecules, Nucl. Acids Res. (2019).

Como foi observado anteriormente EB-PA e EB-PB mostraram ter efeito citotoxico em
diferentes linhagens celulares (Brito et al., 2020). Portanto, o presente estudo teve como
objetivo investigar frente aos resultados obtidos da avaliagdo in silico sua atividade como
quimiossensibilizadores no modelo biologico A549DDP20 in vitro, o qual apresenta
superexpressdo de MDR e MRP para verificar o possivel alvo terapéutico dos compostos que
apresentaram melhor atividade citotoxica no estudo de Brito e colaboradores, assim como, a
probabilidade de inibicdo do MDR neste modelo de resisténcia in vitro. O modelo A549DDP20
foi escolhido como a linhagem celular para avaliar a sensibiliza¢do das células e ndo atividade

citotdxica dos alcaloides tropanos.

10.4 Avaliacao da citotoxicidade celular de EB-PA ¢ EB-PB

A citotoxicidade celular da EB-PA e o EB-PB foi avaliada utilizando a metodologia de
alamar blue nas linhagens A549 parental, A549DDP20 resistente ¢ MRC-5 nao tumoral, apos
24, 48 e 72 horas de tratamento. Inicialmente, EB-PA ¢ EB-PB foram testados nas linhagens
celulares e foi observado que EB-PA ndo apresentou efeito citotoxico apos 24 horas de
tratamento. Por outro lado, EB-PB apresentou uma ICso de 43,43 uM na linhagem MRC-5
(fibroblasto de pulmao ndo tumoral), porém ndo apresentou efeito citotoxico nas linhagens
celulares A549 e A549DDP20. Além disso, o Verapamil foi utilizado como controle positivo e

a Cisplatina (DDP) e ndo apresenta efeito citotoxico apos 24 horas de incubagdo (Tabela 12).

Tabela 12-Valores de ICso (uM) dos substratos e compostos candidatos como moduladores ou inibidores de

resisténcia in vitro apds 24 h de tratamento em linhagens ndo tumoral, parental e resistentes.

ICso pM

CI195%
Amostra MRC-5 A549 A549DDPP20 IR

Fibroblasto de pulmao Carcinoma de pulmao Carcinoma de pulméo
Nao tumoral Parental Resistente

DDP >50 >50 >200 n.d
VER >100 >100 >100 n.d
EB-PA >50 >50 >50 n.d
EB-PB 43,43 >50 >50 n.d

(34,87- 69,03)
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Tabela 12-IR= indice de resisténcia (ICso linhagem resistente / ICso linhagem parental), DDP (Cisplatina), VER
(Verapamil), CI 95% (Intervalo de confianga), n.d = ndo determinado

Posteriormente, o DDP apresentou efeito citotdxico na linhagem ndo tumoral MRC-5
com uma ICso de 8,77 uM, sem apresentar citotoxicidade nas linhagens A549 e A549DDP20.
Além disso, o controle positivo verapamil ndo apresentou efeitos citotdxicos ao igual que a EB-
PA. Por outro lado EB-PB, apresentou efeito citotoxico 11,10 e 21,95 uM nas linhagens nao
tumoral MRC-5 e resistente A549DDP20 respectivamente. No entanto, na linhagem A549

parental ndo apresentou efeito citotoxico apos 48 horas de tratamento (Tabela 13).

Tabela 13-Valores de ICso (uM) dos substratos e compostos candidatos como moduladores ou inibidores de

resisténcia in vitro apds 48h de tratamento em linhagens ndo tumoral, parental e resistentes.

ICso pM
CI95%
Amostra MRC-5 A549 A549DDPP20 IR
Fibroblasto de pulmao Carcinoma de pulmao Carcinoma de pulmao
Nao tumoral Parental Resistente
DDP 8,77 20,95 >200 n.d
(7,72 -9.93) (11,88-35,77)
VER >100 >100 >100 n.d
EB-PA >50 >50 >50 n.d
EB-PB 11,10 >50 21,95 n.d
(8,681 -13.88) (16,43 - 28,35)

Tabela 13-IR= indice de resisténcia (ICso linhagem resistente / ICso linhagem parental), DDP (Cisplatina), VER
(Verapamil), CI 95% (Intervalo de confianga), n.d = ndo determinado

Ao avaliar a citotoxicidade no tempo de 72 horas, o DDP apresentou efeito citotdoxico
com ICso de 8,32, 10,62 e 171,30 puM nas linhagens MRC-5, A549 e A549DDP20
respetivamente, exibindo um indice de resisténcia de 16,13. Por outro lado, o verapamil ndo
apresentou efeito citotoxico em nenhuma das linhagens celulares testadas. Além disso, EB-PA
apresentou citotoxicidade apresentando valores de ICso de 28,10, 17,65 e 15,16 uM nas
linhagens MRC-5, A549 e A549DDP20 respetivamente, exibindo um indice de resisténcia de
0,89. Além disso, EB-PA mostrou um comportamento concentracdo dependente do tempo

(Tabela 14).

Tabela 14-Valores de IC50 (uM) dos substratos e compostos candidatos como moduladores ou inibidores de

resisténcia in vitro apds 72 h de tratamento em linhagens ndo tumoral, parental e resistentes.
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ICso pM
CI95%
Amostra MRC-5 A549 A549DDPP20 IR
Fibroblasto de pulmao Carcinoma de pulmao Carcinoma de pulmao
Nao tumoral Parental Resistente
DDP 8,32 10,62 171,3 16,13
(7,03-9,85) (9,53- 11,84) (137,9 -212,7)
VER >100 >100 >100 n.d
EB-PA 28,10 17,65 15,66 0,89
(23,35-33,80) (15,32 -20,33) (13,73-17,85)
EB-PB 12,42 31,98 17,55 0,55
(10,13-15,23) (29,48 -34,70) (15,06-20,46)

Tabela 14-IR= indice de resisténcia (ICso linhagem resistente / ICso linhagem parental), DDP (Cisplatina), VER
(Verapamil), CI 95% (Intervalo de confianga), n.d = ndo determinado

No entanto, o EB-PB observou-se ter efeito mais seletivo frente a linhagem resistente
exibindo ICso de 17,55 uM e para a linhagem A549 foi de 31,98uM, mostrando ter efeito
concentragcdo dependente um comportamento tempo dependente. Ademais observou-se que o
indice de resisténcia foi de 0,55. Além disso, mostrou ter efeito citotoxico nas linhagens MRC-
5 com uma ICso de 12,42 observando um comportamento concentragao e tempo dependente.
Além disso, o Verapamil foi utilizado como controle positivo quimiosencibilizante in vitro e

ndo apresenta efeito citotoxico nenhum dos tempos testados (Tabela 14).

Nesse contexto, o Indice de resisténcia (IR) foi calculado para o DDP, EB-PA ¢ EB-PB
(AKTs), para avaliar o comportamento de cada composto nas linhagens A549 e A549DDP20.
Nesse contexto, quando os compostos com IR < 1 matam as células MDR de forma mais eficaz
do que as células parentais e, quando exibem um IR < 0,50, tém um efeito colateral de
sensibilidade. Por outro lado, um IR > 2,0 expressa um composto que tem resisténcia a um
farmaco e simultaneamente resisténcia cruzada (Ramalhete et al., 2018). Em base nisso, o DDP

apresentou um IR de 16,13 observando resisténcia ao tratamento apds 72 horas (Tabela 14).

Por outro lado, os compostos EB-PA e EP-PB mostraram valores de IR < 1 de 0,89 e
0,55 respetivamente, apos 72 horas de tratamento, mostrando sensibilizagdo celular com niveis
proximos aos das células parentais originais. Frente a isso, posteriormente foi avaliado o seu
possivel potencial de modulagdo de MDRI1 na linhagem A549 e A549DDP20 para

compreensdo do seu mecanismo em concentragdes nao toxicas (Tabela 14).
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Consequentemente, foi avaliado ICso de todas as amostras testadas na linhagem de
fibroblasto de pulmao nao tumoral (MRC-5) para determinar o comportamento dos possiveis
inibidores e do substrato Cisplatina (DDP), enquanto a sua seletividade nas 3 linhagens de
pulmao testadas, no qual os valores >2 sdo considerados significativos. Na tabela 15 os
resultados observados foram que o substrato DDP ¢ mais seletivo para a linhagem ndo tumoral
de fibroblasto de pulmao quando comparada a linhagem A549 parental (0,78). Por outro lado,
observou-se um efeito mais seletivo para a linhagem nao tumoral também quando comparado
a linhagem A549DDP20 resistente (0,05), mostrando uma hipotese que provavelmente quando

acontecer efluxo seja mais toxico para células normais.

Além disso, foi calculado o indice de seletividade dos AKTs observou-se que EB-PA
apresenta uma seletividade melhor na linhagem resistente A549DDDP20 de 1,9 e para a
linhagem A549 1,5 do que para a linhagem nao tumoral. Por outro lado, EB-PB apresentou ser
mais seletivo para a linhagem ndo tumoral do que para a linhagem A549 (IS 0,39) quando
comparado a linhagem ndo tumoral e a linhagem resistente observou-se o mesmo
comportamento anterior (IS 0,71) mostrando ser mais citotéxico do que EB-PA no tempo de
incubagdo de 72 horas. No tempo de 48 horas EB-PB mostrou o mesmo comportamento de

seletividade para a linhagem nao tumoral (IS 0,51) Dados apresentados na tabela 15.

Tabela 15-Tabela de indice de seletividade das amostras avaliados frente a linhagem nio tumoral de fibroblasto

de pulmao (MRC-5) ap6s 48 ¢ 72 horas de incubagio.

Amostra *IS48 h *IS72 h

A549 A549DDP20 A549 A549DDP20
DDP 0,50 n.d 0,78 0,05
VER n.d n.d n.d n.d
EB-PA n.d n.d 1,60 1,90
EB-PB n.d 0,51 0,39 0,71

Tabela 15-*IS= IC;s, linhagem nao tumoral ICs, linhagem tumoral, DDP (Cisplatina), VER (Verapamil), CI 95%
(Intervalo de confianga), n.d = ndo determinado

Frente a isso, observou-se que a EB-PA apresenta menos efeito citotéxico quando
comparado ao EB-PB ap6s 72 horas de tratamento. Com finalidade de conhecer o possivel alvo
dos AKTs em concentragdes ndo toxicas serdo testadas em tempos de incubacdo menor (3 e

24h) tempos de referéncia do controle positivo (verapamil).
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11.5 Ensaio de extrusao de rodamina 123 (Rho-123)

Este teste, baseado nos trabalhos de Neyfakh (1988) foi utilizado para verificar a
atividade funcional da MDR e MRPs (Neyfakh; Dmitrevskaya; Serpinskaya, 1988), para
avaliar o potencial inibitorio sobre as bombas de efluxo MDR e MRP da EB-PA ¢ o EB-PB,
foi utilizado o ensaio de efluxo Rodamina 123 (Rhol23) por citometria de fluxo. Nesse
contexto, foi realizada para evitar uma escolha arbitraria de limiar para positividade. Foram
analisadas as linhagens A549 (MDR e MRP menor expressdao) e A549DDP20 (MDR ¢ MRP
maior expressdo), posteriormente foram calculadas concentragdes ndo toxicas de 5 e 10 uM dos
compostos candidatos em diferentes tempos de incubacdo (3 e 24 h). Além disso, foi utilizado
o verapamil como controle positivo em concentragdes de 10 e 20uM permitindo realizar o teste
sem efeito citotoxico significativo nas células, de acordo com os dados publicados para o

verapamil (inibidor MDR1 de primeira geracao)(Rogan et al., 1984).

No gréfico 1, observa-se na linhagem A549DDP20 o efluxo de Rhol23 de 0,48
mostrando uma diferenga estatisticamente significativa quando comparado ao controle positivo
verapamil 10 e 20 pM nos tempos de 3 e 24 h. Da mesma forma, a EB-PA ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa quando comparada ao controle positivo. Por outro lado,
o EB-PB apresentou diferenga estatisticamente significativa exibindo valores 0,13 e 0,15 nas
concentragdes de 5 e 10 uM no tempo de 3 h. Da mesma forma, no tempo de 24 horas 0,20 e
0,18 nas concentragdes de 5 e 10 pM com tudo isso EB-PB observou-se um efluxo de Rho-123

nos tempos e concentragdes testadas.

Grafico 1-Graficos de MFI normalizados ao verapamil nas linhagens A549 e A549DDP20 apds 3 e 24 horas de

incubacio.
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Grafico 1- Graficos de MFI normalizados ao verapamil 20uM nas linhagens A549 (parental) e
A549DDP20(resistente) apos 3 e 24 horas de incubagdo. MFI (Intensidade Mediana de fluorescéncia), VER
(verapamil) utilizado como controle positivo. Dados analisados no Prisma 9.0 one way anova e p0s teste Dunnett's

Multiple Comparison. *diferenga estatistica significativa (<0.01).

Além disso, observou-se que a EB-PA 5 e 10 uM apo6s incubacdo de 3 horas mostrou
uma possivel inibi¢cao do efluxo de Rho-123 quando comparado ao controle positivo de 0,98 e
0,92 respetivamente sem apresentar diferenca estatistica significativa quando comparada ao
controle positivo, exibindo um comportamento concentragdo ndo dependente. Além disso, no
tempo de 24 horas observou-se que a EB-PA 5 e 10 uM apresentaram o mesmo comportamento

mostrando valores normalizados de 1,0 e 0,95 respectivamente, concentragcdo nao dependente.

Por outro lado, EB-PB na concentracdo de 5 uM apresentou diferenga significativa no
tempo de 3 e 24 horas, mostrando diminui¢do da reten¢do do substrato Rho-123 de 0,13 ¢ 0,20
respectivamente quando comparado ao verapamil. Além disso, observou-se o mesmo
comportamento na concentracdio de 10 pM nos tempos avaliados, mostrando que

provavelmente ndo tem efeito sobre a inibigdo MDR ou MRP.

11.6 Avaliaciao da densidade celular por citometria de fluxo

Foi avaliado a densidade celular comparado ao controle negativo tratado com veiculo

DMSO, para conferir as concentracdes ndo toxicas utilizadas. Nesse contexto, os grupos
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tratados com Rho-123 5uM, Verapamil (10 e 20 uM) e EB-PA (5 e10 uM) nos tempos de 3 e
24 horas nas linhagens A549 e A549DDP20 nao apresentaram diferenca significativa ao
controle negativo, conferindo dessa forma a probabilidade da sua modulagio MDR e MRP.
Além disso, EB-PB 5uM nio apresentou diminui¢do da densidade celular. No entanto, o grupo
tratado com EB-PB mostrou diminui¢do da densidade celular na concentragdo de 10 uM
mostrando diferenga significativa nas linhagens testadas nos tempos de incubagdo de 3 e 24 h.
O que pode indicar que a diminui¢do da densidade celular é proporcional a quantidade de efluxo

da Rho-123. Dados estdo representados no grafico 2.

Grafico 2-Graficos de densidade celular nas linhagens A549 e A549DDP20 apds 3h e 24h de incubagdo
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Grafico 2- Grafico de densidade celular (%) em células A549(A) e A549DDP20 (B) apos 3h e 24 de incubagdo
com o veiculo DMSO como controle negativo (C-), Rodamina 123 (Rho123) e tratamento com verapamil 10 e
20uM (controle positivo) e alcaloides tropanos EB-PA e EP-PB (5 e 10 uM) apds 3 e 24 horas de incubagao. (b)
Viabilidade celular. Todos os dados sdo mostrados como média = s.d. de 3 experimentos individuais e

normalizados para o verapamil. Estatistica foi realizada o teste one-way ANOVA seguido do pos teste Tukey.

Além disso, as atividades de EB-PA e EB-PB podem ser correlacionadas com seus
valores de iLogP calculados de acordo com o software on-line: Diana, A. et al. SwissADME: a
free web tool to evaluate pharmacokinetics, drug-likeness and medicinal chemistry friendliness
of small molecules(DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). Ao analisar a correlagao do efeito
inibitorio MDR/MRP e os valores de iLogP observou-se uma regressao linear entre os valores
da EB-PA (iLogP 4,63), EB-PB (iLogP 4,89) € o verapamil (iLogP 4,5) (R>=0.8909), exibindo
os valores de iLogP para a melhor inibigdo em torno de 4-5. Foi utilizado o melhor ajuste de
tendéncia linear para todos os compostos (EB-PA, EB-PB e verapamil), utilizando regressao

polinomial com ordem 2 (R?>=1) (Gréfico 3).

Grafico 3-Grafico de iLogP dos alcaloides tropanos e verapamil frente aos dados normalizados MFI no tempo de

24 h na linhagem A549DDP20
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Grafico 3- A inibicdo de MDR/MRP para compostos AKTs no ensaio de efluxo de Rodamina 123 foi
correlacionada com os valores de ilogP. Ajuste de regressdo linear para AKTs (linha azul) e ajuste de regressao
polinomial para todos os compostos (ordem 2, linha verde). Os valores de R? sdo indicados em linhas de tendéncia

em cores complementares.
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Esta maior eficiéncia sugere que, para inibir a MDR ou MRP de forma eficaz, a EB-PA
apresenta possivelmente uma lipofilicidade 6tima para entrar na membrana celular e uma
plasticidade conformacional adicional para entrar aos locais de ligagdo da MDR e MRP, quando

comparado ao controle positivo.

Além disso, a razdo da atividade de fluorescéncia (FAR) foi calculada utilizando a
equacdo 2, para os tempos de pré-incubacao de 3 e 24 horas da EB-PA e o EB-PB foram
avaliados de acordo com os critérios de classificagdo descritos como, o FAR<1 o efeito baixo,
o FAR>1,1 apresenta efeito médio e FAR>5 o efeito e alto (KARS et al., 2006). Observou-se
que no tempo de 24 horas EB-PA apresentou o FAR de 1,45 e 1, 37 nas concentracdes de 5 e
10 uM respetivamente, mostrando um efeito médio. Por outro lado, no tempo de 3 horas na
concentragcdo maior testada também apresentou efeito médio, porém na concentragdo de SpM
o FAR<] mostrando um efeito baixo, com isso os efeitos de EB-PA sdo concentracdo

dependente (Tabela 16).

FAR= (MDRtratado/MDRcontrol)/ (Parentaltratado/Parentalcontrol). [Equacio 2]

Tabela 16-Tabela de razdo da atividade de fluorescéncia (FAR) na linhagem A549DDP20 nos tempos de 3 e 24

horas de incubagao.

FAR
Linhagem celular AMOSTRA 3H 24H
A549DDP20 VER 10 uM 0,92 0,98
VER 20 uM 1,00 1,00
EB-PA 5 uM 0,90 1,45
EB-PA 10 uM 1,11 1,37
EB-PB 5 uM 0,15 0,20
EB-PB 10 uM 0,19 0,18

Tabela 16- FAR= razdo da atividade de fluorescéncia. FAR= (MDRtratado/MDRcontrol) /

(Parentaltratado/Parentalcontrol).

Ao avaliar os dados do FAR do EB-PB no tempo de 3 e 24 horas observou-se um FAR
de 0,15 e 0,20 respectivamente, mostrando um efeito baixo na concentracdo de 5 uM e na
concentragdo de 10 uM. além disso, os valores de 0,19 e 0,18 nos de 3 e 24 h respectivamente
mostrando valores de FAR<I como efeito ndo significativo quando comparado ao controle

positivo.
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11.7 Percentagem de acumulacio de Rodamina 123 (Rho-123) nas células AS549 e

A549DDP20

Foi realizado uma curva de tempo de 1:30, 3, 6, 12 e 24 horas, e conforme ao observando
na figura 25b (1:30h), as células A549DDP20 apresentam maior acumulagcdo de Rho-123
quando comparadas as células parenterais A549, mostrando assim o efluxo mediado pelas
proteinas MDR ou MRP do corante fluorescente das células resistentes. Por outro lado, na
presenca do controle positivo o verapamil nas concentragcdes de 10 e 20uM, o actiimulo de
Rho123 foi restaurado ao nivel encontrado nas células parenterais A549 (Figura 25 a). Além
disso, 0 mesmo comportamento € observado em todos os tempos de 6, 12 e 24 horas, tanto nas
células A549 e A549DDP20. No tempo de 3 horas observou-se a maior acumulacdo de Rho-

123 concentracao dependente do verapamil (Figura 25 c-j).

Nesse contexto, ao avaliar o comportamento temporal da EB-PA nas concentragdes de
5 e 10uM observou-se um comportamento similar ao do controle positivo aumentado
acumulacdo de Rho-123 na linhagem A549DDP20 sendo restaurada a acumulagao de Rho-123
presente nas células A549 em todos os tempos testadas. No entanto, conforme observado na
figura 25d no tempo de 3 horas apresentou maior atividade de acumulagdo do corante

fluorescente concentra¢cdo nao dependente entre as concentragdes testadas.

Figura 25-Acumulagdo de Rodamina 123 (Rho-123) nas células A549 e A549DDDP avaliado nos tempos de 1:30,
3,6, 12 e 24 horas de pré-incubagdo
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Figura 25-Acumulag@o de Rodamina 123 (Rho-123) nas células A549 e A549DDDP avaliado nos tempos de 1:30,
3,6, 12 e 24 horas de pré-incubagdo. As células foram incubadas com 5pM de Rodamina 123 por 30 mins a 37 °C
na auséncia ou presenga de verapamil (10 e 20uM) e a EB-PA (5 e 10uM), apos lavagem, o acimulo de Rho-123



97

quantificado por espectrofluorimetria. Os dados sdo expressos como unidade arbitraria de fluorescéncia (FAU) e

sdo0 as médias + SEM de 2 experimentos independentes. *, p < 0,05, *, **p < 0,001, ***p < 0,0001.

Além disso, os dados foram representados em graficos como percentual (%) de
acumula¢do de Rho-123 separadamente de cada concentracdo tanto do controle positivo como
do tratamento com EB-PA mostrando o comportamento temporal nos tempos testados
mencionado anteriormente na linhagem controle A549DDP20. Conforme a figura 26 a-b,
observou-se que o verapamil na concentracdo de 10uM e 20uM comeca a aumentar o % de
Rodamina 123 partir de 1:30 hora mostrando seu maior % de acumulagao no tempo de 3 horas,
com uma diminui¢do a partir do tempo de 6 horas sem apresentar diferenca estatisticamente
significativa entre os tempos de 6, 12 e 24 horas quando comparado a tempo de 3 horas. Além

disso, e possivel observar comportamento concentragcdo dependente do verapamil (Figura 26).

Figura 26-Porcentagem de acumulagdo de Rodamina 123 (Rho123) nas células A549DDDP avaliado nos tempos
de 1:30, 3, 6, 12 e 24 horas de pré-incubagio.

a) b) i
VER 20 yM
*
VER 10 pM o
sk | ook
400 400
*k *
< 3004 1 < 3004
« <
£ £
< 200 < 200~
(=} (=}
2 2
g g
5 100 5 100
< 2
0 T T T T T h 0 T T T T T h
1:30 300 600  12:00  24:00 1:30 300 600  12:00  24:00
EB-PA SuM EB-PA 10 pM
¢) *ok d)

400~ *kkk  dokk 400-

*%k
*kk *%k
300+ £ 3004
200+

100+

a (%

Acumulagido Rodamina (%)
N
=]
o
L

Acumulagio Rodamin:
-
o
o
L

T T T T h T T T h
1:30 3:00 6:00 12:00  24:00 1:30 3:00 6:00 12:00  24:00



98

Figura 26- Porcentagem de acumulagdo de Rodamina 123 (Rho-123) nas células A549DDDP avaliado nos tempos
de 1:30, 3, 6, 12 e 24 horas de pré-incubagdo. as células foram incubadas com SpM de Rodamina 123 por 30 min
a 37 °C na auséncia ou presenca do verapamil (10 e 20uM) e a EB-PA (5 e 10uM). Apods a lavagem, o acumulo
de Rho-123 celular foi quantificado por espectrofluorimetria. Os dados s@o expressos como % de acumulo de
corante fluorescente em células A549DDP20 de controle expostas apenas a rodamina 123, arbitrariamente fixadas
em 100%, e sdao as médias £ SEM de 2 ensaios independentes. *, p < 0,05, *, **p < 0,001, ***p <0,0001 quando

comparado as células controle.

Nesse contexto, o tratamento com EB-PA apresenta também seu maior % de
acumulagdo no tempo de 3 horas quando comparadas aos outros tempos testadas, mostrando
diferenca estatisticamente significativa quando comparado ao tempo de 3 horas, no entanto ao
observar os tempos de 6, 12 e 24 horas o % de acumulacdo de rodamina vai diminuindo sem
apresentar diferenca estatisticamente significativa entre os ultimos tempos testados. Mostrando

entre a concentracdo da EB-PA de SuM e 10 uM.

Tomando em conjunto todos os testes realizados com a Rho-123, esses dados
demostraram que o uso do ensaio de Rho-123 foi adequado para observar especificamente a
atividade MDR e sua possivel inibi¢ao pelo inibidor de referéncia (Verapamil). Ressalta-se o
tratamento com o composto da EB-PA nas células A549DDP20 resistentes tanto no teste de
Status funcional MDR e % de acumulac¢dao de Rho-123, quando comparado ao composto EB-

PB que ndo apresentou efeitos significativos.

Frente aos resultados promissores obtidos anteriormente, foi escolhida a EB-PA para
realizar os testes posteriores. Inicialmente foram realizados testes de indice de combinagao
utilizando um pré-tratamento com a EB-PA para avaliar o possivel efeito de sinergismo com a
cisplatina nas células A549 e A549DDP20 apos 24 horas, tempo apresento melhor FAR para
EB-PA.

11.8 Avaliacio do efeito sinérgico de EB-PA em combinacio com cisplatina na linhagem

A549 e AS49DDP20 in vitro

A atividade citotoxica da EB-PA e cisplatina (DDP) foi determinada primeiro utilizando
o ensaio de alamar blue descrito anteriormente tanto a EB-PA e o DDP apresentaram atividade

citotoxica na linhagem A549 e A549DDP20 no tempo de 72 horas. A partir de desses
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paramentos foi construida as curvas para avaliar o potencial de sinergismo de EB-PA e DDP
(Tabela 5) contra a proliferacdo celular de A549 e A549DDP20, com um pré-tratamento do
controle positivo em uma razao nao constante (verapamil) e EB-PA com uma razdo constante
de 10:18 em 24 horas tempo que se observou melhor FAR (efeito médio) enquanto a modulagao
MDR e MRP. Foi investigado o efeito combinatdrio usando o método de isobolograma de

indice de combinagdo (CI) de Chou-Talalay (Chou, 2010b).

Inicialmente observou-se na figura 27a e b, tanto para verapamil como para EB-PA
respetivamente, apresentam um efeito de antagonismo com CI>1 para EB-PA com valores de
entre 1,07818-1,43596 na linhagem A549. Foi observado um aumento da ICso do DDP na
linhagem A549 quando esta na presenga de verapamil e EB-PA mostrando valores de 57,31 e
108,72 uM respetivamente, quando comparado isoladamente o DDP tem ICso de 24,27 uM
apos 48 horas de tratamento (Tabela 17).

Figura 27-Representagdes graficas obtidas do Relatério CompuSyn para combina¢des de DDP e EB-PA
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Figura 27- a e b) Curvas dose-efeito em A549. c e d) Curvas dose-efeito em A549DDP20. O indice de combinacdo
(CI) foi determinado usando andlise de isobolograma em ICsy Fa= Fracdo afetada, dose =concentragdo. DDP
(Cisplatina), VER (Verapamil) e PA (EB-PA). Os dados sdo a média + DP de dois experimentos independentes,

graficos gerados no CompuSyn.

Por outro lado, na linhagem A549DDP20 a curva de dose efeito do DDP ¢ deslocada
para a esquerda mostrando maior efeito na presenca de EB-PA (figura 27d). Ao observar
valores de CI revelaram interagdo sinérgica entre EB-PA e DDP com valores de CI (0.04015-
7.27E-4) ou seja, valores CI <1 concentragdes entre EDso-EDgo. Nesse contexto, observou-se
uma redugdo da ICso de DDP passando de 274,9 uM para uma combinagdo de 58,16 na
propor¢do de 10:18. Além disso, ao observar o controle positivo na linhagem A549DDP20
observe-se que ao trabalhar na razdo nao constante (20:20) por ndo ter efeito citotéxico o
verapamil ndo apresenta CI ndo aplica (NA) porém ao observar a figura 27¢ observamos um
deslocamento para esquerda da combina¢@o do DDP e o verapamil mostrando um aumento do

efeito citotoxico.

Tabela 17-indice de Combinagao de Cisplatinas (DDP) com o verapamil e EB-PA contra o crescimento de células

A549 e A549DDP20 in vitro.

Linhagem celular Indice de combinacao (CI)
A549 EDs ED;ss EDy
VER+DDP NA NA NA
EB-PA+DDP 1,43596 1,24225 1,07818
A549DDP20
VER+DDP NA NA NA
EB-PA+DDP 0,04015 0,00526 72710*

Tabela 17-. indice de Combinagao de Cisplatinas (DDP) com o verapamil e EB-PA contra o crescimento de células

A549/A549DDP20. NA (Nao aplica).

Nossos dados sugerem que o verapamil e a EB-PA sensibilizaram as células
A549DDP20, mostrando duas possiveis combinagdes sinérgicas ligeiras com redu¢ao de dose
favoravel. Além disso, foi recalculado novamente o indice de resisténcia (IR) das combinagdes
na linhagem A549DDP20 observando que o DDP apresenta 11,36 vezes resisténcia apos 48

horas de tratamento, mas na presenca do verapamil e a EB-PA o IR foi reduzido para 0,69 e
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0,53 respetivamente. Em outras palavras, teve uma reversdo de 16,46 e 21,43 do verapamil e a

EB-PA respetivamente (Tabela 18).

Tabela 18-Avaliacdo de reversao multipla apds pré-incubagdo com Verapamil e EB-PA em combinagdo com DDP

Combinacio ICsuM IR Reversao
muiltipla
AS549 A549DDP20
DDP 2427 2749 11,36
DDP+VER 57,31 39,64 0,69 16,46
DDP+EB-PA 108,72 58,16 0,53 2143

Tabela 18-IR=Indice de resisténcia, Reversdo multipla= IR substrato (DDP)/IR Combinagdo, DDP (cisplatina),
VER (verapamil).

Nesse contexto, como foi observado na tabela 18, na combinacdo de ICso para a
linhagem A549DDP20 com um pré-tratamento de 24 horas com verapamil a somatdria e de
39,64 ou que indica no reporte obtido no CompuSym indica que para obter uma EDsg foi 19,82
e 19,82 de DDP e verapamil, respetivamente. Além disso, para a EB-PA a predigdo sugere que
a somatoria da combinacdo e de 58,17 uM com tempos de 24 horas de pré-tratamento

mostrando uma parte de 20,77 para a DDP e para a EB-PA de 37,39 uM.

Nesse contexto, decidiu-se testar as concentragdes para a DDP 20uM, o verapamil de
20uM e a EB-PA de 37,00 uM, utilizando pré-tratamento de 24 h e posteriormente mais 48
horas com a DDP tentando uma reducdo tanto da concentracio de DDP na linhagem
A549DDP20 e do tempo de tratamento. Além disso, foram avaliadas outras concentragdes em
combinagdes para ter outros pardmetros de comparagdo além da predigdo gerada pelo

CompuSym.

11.9 Avaliacio da viabilidade e densidade celular nas linhagens A549 e A549DDP2(0 em
combinacoes com cisplatina, verapamil e a EB-PA apés 24 horas de pré-tratamento e pos

tratamento da cisplatina (48 h)
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Para determinar o efeito dos reversores da MDR1 e da MRP1-2 na viabilidade celular
foi feito um experimento com as linhagens A549 e A549DDP20, na presenca e auséncia dos
dois reversores, verapamil e a EB-PA, associados ao quimioterdpico DDP. O reversor
verapamil na concentracdo de 10 e 20 uM foi utilizado como controle positivo. A viabilidade

foi determinada apds 72h de cultura.

Ao realizar a predi¢do para obter a melhor concentracdo do possivel reversor MDR e
MRPs, avaliou-se 7 combinagdes tanto do controle positivo (verapamil) e o composto EB-PA
no melhor tempo de 24 horas de pré-tratamento das células, por citometria de fluxo utilizando
o corante iodeto de propideo para avaliar a viabilidade e densidade celular. Desta forma,
compostos isolados nos tempos de 24 horas, 48 horas para DDP e em combinacdo um tempo

final de 72 horas.

Observou-se na linhagem parental A549 que a DDP na concentracido de 10 e 20 uM
teve uma diminuicdo da viabilidade celular apresentando diferenca estatisticamente
significativa quando comparada ao controle negativo. Ao observar o controle positivo (10 e
20uM) observou-se que ndo apresentou diminui¢do da viabilidade celular, apresentando o
mesmo comportamento a EB-PA nas concentragdes de 5, 10 e 37uM apods incubacgdo de 24
horas. Nas combinacdes com o controle positivo mais DDP observou-se uma diminuicdo da
viabilidade celular (DDP 10yM+ Ver 10uM, DDP 10uM+ Ver 20uM e DDP 20uM+ Ver
20uM) de forma que, na combinagdo DDP 20uM+ Ver 20uM observou-se maior diminui¢ao
da viabilidade celular (Figura 28)

Por outro lado, quando pré-incubadas as células com a EB-PA 5uM e posteriormente
DDP 10xM nao apresentou diferenca estatisticamente significativa. Além disso, observou-se
que nas combinacdes DDP 10y M+ EB-PA 10uM e DDP 20uM+ EB-PA 37uM mostraram uma
diminui¢do da viabilidade celular, porém o efeito foi mais evidente na predi¢do realizada DDP

20uM+ Ver 37uM (Figura 28a, b).

Deve se ressaltar que o efeito de antagonismos previsto na predi¢do na linhagem
parental ndo foi observado de uma forma pronunciada ji que decidiu-se padronizar as

concentragdes para a linhagem resistente.
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Figura 28-Avaliagdo da viabilidade celular na linhagem A549 e A549DDP20 de 24 horas de pré- incubagao e 48

horas pos incubagdo com cisplatina in vitro
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Figura 28- A e B avaliagdo da viabilidade celular nas linhagens A549 e A549DDP20 respetivamente por citometria
de fluxo com iodeto de propideo. O grupo controle negativo recebeu a mesma quantidade de veiculo cuja
concentragdo foi mantida constante (solugdo salina 0.9%). A DDP (Cisplatina 10 e 20uM), o Ver (Verapamil 10
e 20uM) e a EB-PA 5, 10, 37 uM. O Ver ¢ a EB-PA foram pré-incubados 24 horas e posteriormente DDP foi
adicionada por 48 horas. Os dados foram apresentados como média + SEM de dois experimentos independentes
realizados em triplicata calculados pelo Prism 9.0. As analises estatisticas para comparagdes multiplas foram
realizadas utilizando ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Dunnet. * p < 0,05, ** p < 0,004 ¢ *** p <

0,0005 foram considerados estatisticamente significativos.

Ao observar a viabilidade celular das células resistentes A549DDP20 observou-se que
os compostos isolados (DDP 10uM e 20uM, VerlOuM e 20uM, EB-PAS, 10 e 37uM ndo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa ao controle negativo, destacado a falta
resposta da cisplatina frente a linhagem resistente. No entanto ao sensibilizar as células com o
controle positivo em combinag¢des (DDP 10uM+ Ver 10uM, DDP 10uM+ Ver 20uM e DDP
20uM+ Ver 20uM) de forma que na combinacdo DDP 20uM+ Ver 20uM observou-se maior

diminui¢do da viabilidade celular restaurando a resposta da DDP frente a linhagem resistente.
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Nesse contexto, ao avaliar o composto EB-PA nas combinagdes DDP 10uM+ EB-PA
5uM DDP 10uM+ EB-PA 10uM e DDP 20uM+ Ver 37uM apresentou-se diferencia
estatisticamente significativa quando comparada aos grupos isolados de DDP, mostrando uma
sensibilizacdo por parte do composto EB-PA. Além disso, a predicdo gerada pelo CompuSyn
demostrou ter o maior sinergismo de obter uma EDs, proporcional as concentracdes testadas.
De fato, a queda da viabilidade celular na linhagem A549DDP20 foi mais efetiva na presenca

de EB-PA 37 uM.

Além disso, ao analisar os resultados de densidade celular das linhagens A549 e
A549DDP20 (Figura 29a, b) observou-se diferenca entre a linhagens parental que a DDP (10
uM e 20 uM) teve uma diminui¢@o no crescimento celular e quando comparado com a linhagem
resistente ndo foi observado diferenga estatisticamente significativa quando comparada ao
controle negativo. Além disso, os compostos isolados em pré-tratamento de 24 horas de
verapamil 10uM e 20uM, EB-PA 5, 10 e 37uM em ambas as linhagens ndo apresentaram

diminui¢do do crescimento celular.

Ao analisar as 7 combinagdes na linhagem parental A549 observou-se que nado teve
alteracdo da densidade celular quando pre-tratadas com os compostos moduladores (verapamil
10uM e 20uM, EB-PA 5, 10 e 37uM) no tempo total de 72 horas, exibindo o mesmo

comportamento como se a DDP (10 uM e 20 uM) estivesse isolada.

No entanto, ao observar o comportamento das 7 combinagdes observou-se que teve uma
diminuicdo da densidade celular quando pre-tratadas 24 horas antes com os compostos
moduladores quando comparado ao grupo controle negativo e os grupos de DDP na linhagem
resistente sugerindo que EB-PA nas concentragdes de 5, 10 e 37 uM sensibilizam as células
resistentes concentracdo dependente. Ao mesmo tempo o controle positivo verapamil 10 e 20

UM apresenta um comportamento concentra¢do dependente.
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Figura 29-Avaliacao da densidade celular nas linhagens A549 e A549DDP20 respetivamente por citometria de

fluxo com iodeto de propideo.
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Figura 29- A e B avaliagdo da densidade celular nas linhagens A549 e A549DDP20 respetivamente por citometria
de fluxo com iodeto de propideo. O grupo controle negativo recebeu a mesma quantidade de veiculo cuja
concentragdo foi mantida constante (solugdo salina 0.9%). DDP (Cisplatina 10 e 20pM), Ver (Verapamil 10 e
20uM) e EB-PA 5, 10, 37 uM. Ver e EB-PA foram pré-incubados 24 horas e posteriormente DDP foi adicionada
por 48 horas. Os dados foram apresentados como média + SEM de dois experimentos independentes realizados
em triplicata calculados pelo Prisma 9.0. As analises estatisticas para comparagdes multiplas foram realizadas
utilizando ANOV A unidirecional seguida pelo teste de Dunnet. * p < 0,05, ** p < 0,004 ¢ *** p < 0,0005 foram

considerados estatisticamente significativos.

11.10 Avaliacdo da sobrevivéncia através do ensaio clonogenico

Inicialmente foram escolhidas as melhores concentragdes do controle positivo
verapamil 20uM e para o composto teste 10 e 37 uM para serem realizadas 5 combinagdes que
apresentaram melhores resultados frente a viabilidade celular para a linhagem A549DDP20,
para dar continuidade aos proximos experimentos, comecando pela avaliagdo da sobrevivéncia

do ensaio clonogenico.

Os resultados obtidos no ensaio de sobrevivéncia sio mostrados na figura 30. Observou-

se que apds de 7 dias de incubacdo, EB-PA na linhagem A549 ndo teve alteracdo na
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sobrevivéncia células nas concentragdes testadas de 10 e 37 uM apds o pré-tratamento de 24
horas. O mesmo ocorreu na parecenga do controle positivo verapamil 20uM. Por outro lado, a
Cisplatina (DDP 10 e 20uM) foi capaz de impedir a capacidade das células formarem coldnias
mostrando diferenca estatisticamente significativa. Além disso, houve crescimento celular
quando os compostos foram incubados em combinac¢des sem diferenca estatistica quando
comparado ao controle negativo (solugdo salina 0.9%), mostrando uma leve redu¢do na forma

das colonias e espacamento entre elas (Figura 30 A e B).

Na figura 30C, observa-se os resultados obtidos da linhagem resistente A549DDP20,
novamente que a EB-PA ndo teve alteragdo na sobrevivéncia células nas concentragdes
testadas, da mesma forma o controle positivo verapamil e o DDP 10 e 20 uM sem apresentar
diferenga estatisticamente significativa. Porém, ao analisar as combinagdes dos compostos EB-
PA e verapamil com o DDP observou-se uma reducdo estatisticamente significativa da
sobrevivéncia celular, impedindo o crescimento de coldnias destacando maior atividade por
parte do DDP em combinagdo com os compostos moduladores (Verapamil e EB-PA) do que

isolado (Figura 30A e B).
Figura 30-avaliagdo da sobrevivéncia das células tumorais parentais (A549) e resistentes (AS49DDP20) in vitro

através do ensaio clonogenico.
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Figura 30- Avaliacao da sobrevivéncia das células tumorais parentais (A549) e resistentes (A549DDP20) in vitro
através do ensaio clonogenico. A-C) Pocos de placa de cultura com células A549 e A549DDP20 incubadas por 7
dias ap6s os tratamentos de 72 horas in vitro. Grupos: C- (controle negativo solucdo salina 0.9%), Verapamil
20uM (controle positivo), cisplatina DDP 10 e 20 uM (controle positivo), EB-PA 10 e 37 uM, grupos foram
testadas de forma isolada e em combinagdes. B-D) Graficos com o numero de coldnias relativo aos pogos com
células incubadas com todos os grupos teste. Os dados foram apresentados como média + SEM de dois
experimentos independentes realizados em triplicata calculados pelo Prism 9.0. As analises estatisticas para
comparagdes multiplas foram realizadas utilizando ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Dunnet. * p <

0,05, ** p < 0,004 e *** p < 0,0005 foram considerados estatisticamente significativos.

11.11 Avaliag¢io do processo de morte celular apos o tratamento com EB-PA e cisplatina

nas linhagens A549 e AS49DDP20 por western blot

Para investigar melhor o papel funcional do composto EB-PA na sensibilizacdo da
resisténcia da linhagem A549DDP20, foram incubados por 24 horas de pré-tratamento o
verapamil 20uM e EB-PA 10 e 37uM, seguido da incubagdo da DDP 10 e 20 uM para poder
avaliar apoptose celular pela presenca da proteina BAX utilizando western blot. Na detecc¢do
de western blot da expressao proteica relacionada a apoptose, descobrimos que na presenca dos
compostos sensibilizantes na linhagem a A549 ndo apresentaram diferenga estatisticamente
significativa, no entanto na presenca da DDP 10 e 20 uM aumentou significativamente a

expressdao de BAX (Figura 31 A).

Além disso ao analisar o processo de morte celular na linhagem A549DDP20 observou-
se que o controle positivo (verapamil 20 uM) e EB-PA (10 e 37 uM) e o quimioterapico DDP
10 e 20 puM ndo apresentaram alta expressdo relativa de BAX, porém quando estdo em

combinac¢do observou-se um aumento da expressao proteica de BAX apo6s o tratamento final de
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72 horas (Figura 31 B).Tomando em conjunto, estes resultados apoiaram fortemente que a
presenga dos reversores de MDR e MRPs aumentou a sensibilidade das células A549/DDP ao
DDP.

Figura 31-Expressdo da proteina BAX nas linhagens A549 e A549DDP20 foram medidos por western blot ap6s

72 horas de tratamento.
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Figura 31- Expressdo da proteina BAX nas linhagens A549 e A549DDP20 foram medidos por western blot ap6s
o tratamento na presencia ¢ auséncia dos reversores de resisténcia Verapamil (Ver) 20 uM e EB-PA 10 ¢ 20 uM,
com o quimioterapico Cisplatina 10 e 20 uM (DDP) ap6s 72 horas de tartatemtno final. C- (controle negativo
solugdo salina 0.9%). Os dados foram apresentados como média = SEM de trés experimentos independentes
realizados em triplicata calculados pelo Prisma 9.0. As andlises estatisticas para comparagdes multiplas foram
realizadas utilizando ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Dunnet. * p < 0,05, ** p < 0,004 ¢ *** p <

0,0005 foram considerados estatisticamente significativos.
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Em seguida, investigamos se a expressdo das proteinas de resisténcia MDR1, MRP1 e
MRP?2 estava sendo afetada pelos moduladores ou inibidores EB-PA e verapamil como controle
positivo. Nesse contexto, observou-se inicialmente na linhagem parental que apos o pré-
tratamento de 24 horas com verapamil 20uM e EB-PA 10 e 37uM ndo apresentaram diferenga
estatisticamente significativa quando comparada ao controle negativo, da mesma forma os
tratamentos de cisplatina (DDP) ndo apresentou alteracdo na expressao da proteina MDR1 apos
48 horas de tratamento, apresentado o mesmo comportamento nas combinagdes com DDP+Ver
e DDP+EB-PA ap06s o tratamento final de 72 horas. Na linhagem A549DDP20, observou-se o
mesmo comportamento, ndo teve alteracdo ndo expressdo de proteina MDR1 nenhum dos
tratamentos, ndo apresentando diferenca estatisticamente significativa. Nesse contexto a
regulagdo positiva de BAX e a ndo regulagdo MDRI1 apds as combinagdes com Cisplatina e
EB-PA pode estar relacionada a reversdo da resisténcia as drogas das células A549DDP20

(Figura 32 A e C).

Figura 32-Combinagdo de cisplatina e EB-PA ndo altera significativamente a expressdo da proteina MDR1 nas

células A549 e A549DDP20 apos 72 horas por western blot.
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Figura 32 - Combinagao de cisplatina e EB-PA nio altera significativamente a expressdo da proteina MDR1 nas
células A549 e A549DDP20 apos 72 horas por western blot. Células A549DDP20 foram cultivadas em DMEM
com cisplatina, EB-PA (24 h) ou a combinagdo de cisplatina (48h) e EB-PA conforme indicado durante 72 h. (A)
As células A549 e A549DDP20 foram coletadas e submetidas a analises de western blot com anticorpos
especificos contra proteina MDR1, e GPDH. (B linhagem parental e C linhagem resistente) Graficos da analise de
Western blot. DDP (Cisplatina), Ver (Verapamil) utilizando como controle positivo de reversao a resisténcia a
multiplas drogas, C-(Controle negativo solugdo salina 0,9%). Os dados foram apresentados como média + SEM
de trés experimentos independentes realizados em triplicata calculados pelo Prisma 9.0. As analises estatisticas
para comparagdes multiplas foram realizadas utilizando ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Dunnet. * p
< 0,05 foi considerado estatisticamente significativos.

Continuamente, as mesmas células A549 e A549DDP20 cultivadas da mesma forma
com EB-PA por 24 h como pré-tratamento (10 e 37 uM) ndo apresentaram alteracdo na
expressdo da proteina MRP1 quando comparado a controle negativo, da mesma forma,
mostrando um comportamento similar ao controle positivo (Ver 20uM). Além disso, enquanto
a cisplatina isolada ndo teve efeito sobre a expressdo da proteina estatisticamente significativo
apos a incubagdo de 48 horas nas concentracdes de 10 e 20 uM. Dessa forma, ao observar as
combinagdes tanto com verapamil e EB-PA mais o DDP também ndo apresentaram diferenca

estatisticamente significativa apos de 72 horas de tratamento final (Figura 33 A e C).

Figura 33- Combinagao de cisplatina ¢ EB-PA ndo altera significativamente a expressdao da proteina MRP1 nas

células A549 e A549DDP20 apods 72 horas por western blot
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Figura 33- Combinagao de cisplatina e EB-PA ndo altera significativamente a expressdo da proteina MRP1 nas
células A549 e A549DDP20 apos 72 horas por western blot. Células A549DDP20 foram cultivadas em DMEM
com cisplatina, EB-PA (24 h) ou a combinagdo de cisplatina (48h) e EB-PA conforme indicado durante 72 h. (A)
As células A549 e AS549DDP20 foram coletadas e submetidas a analises de western blot com anticorpos
especificos contra proteina MRP1, e GPDH. (B linhagem parental e C linhagem resistente) Grafico da analise de
Western blot. DDP (Cisplatina), Ver (Verapamil) utilizando como controle positivo de reversdo a resisténcia a
multiplas drogas, C-(Controle negativo solugédo salina 0,9%). Os dados foram apresentados como média + SEM
de trés experimentos independentes realizados em triplicata calculados pelo Prism 9.0. As analises estatisticas para
comparagdes multiplas foram realizadas utilizando ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Dunnet. * p <

0,05, foram considerados estatisticamente significativos.

Além disso, ao analisar o mecanismo através da proteina MRP2 observou-se que EB-
PA na concentragdo de 10 e 37 uM isolado no pré-tratamento de 24 horas nao teve alteracao
estatisticamente significativa na linhagem AS549DDP20, da mesma a cisplatina ndo teve
alteracao da expressdo da proteina MRP2 (Figura 34 C). Por outro lado, ao observar o controle
positivo (Ver 20 uM) apresenta uma regulagdo negativa na expressdo da proteina MRP2, de
forma que em tratamento combinado com o quimioterapico DDP (10 e 20uM) apresenta o

mesmo comportamento.

Ao avaliar o comportamento molecular do quimioterapico DDP (10 e 20uM) na
linhagem A549 apds 48 horas de tratamento, observa-se uma regulagdo positiva da proteina
MRP2, quimioterapico considerado como o substrato com maior afinidade pela proteina MRP2,
além disso, ao avaliar o comportamento das combinagdes com o substrato teste, tanto do
controle negativo (Ver 20uM) e a EB-PA (10 e 20 uM) observou uma regulacao positiva da
proteina MRP2 quando comparada ao controle negativo, possivelmente pela presenca

considerada com xenobioticos ativando a extrusao fora da célula.

Figura 34- Combinagdo de cisplatina e verapamil altera significativamente a expressdo da proteina MRP2 nas

células A549 e A549DDP20 apos 72 horas por western blot
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Figura 34- Combinagao de cisplatina e verapamil altera significativamente a expressao da proteina MRP2 nas
células A549 e A549DDP20 apds 72 horas por western blot. Células A549DDP foram cultivadas em DMEM com
cisplatina, EB-PA (24 h) ou a combinagdo de cisplatina (48h) e EB-PA conforme indicado durante 72 h. (A) As
células A549 e A549DDP20 foram coletadas e submetidas a analises de western blot com anticorpos especificos
contra proteina MRP2, e GPDH. (B linhagem parental e C linhagem resistente) Grafico da analise de Western
blot. DDP (Cisplatina), Ver (Verapamil) utilizando como controle positivo de reversao a resisténcia a multiplas
drogas, C-(Controle negativo solucdo salina 0,9%). Os dados foram apresentados como média + SEM de trés
experimentos independentes realizados em triplicata calculados pelo Prism 9.0. As analises estatisticas para
comparagdes multiplas foram r realizadas utilizando ANOVA unidirecional seguida pelo teste de Dunnet. * p <

0,05, ** p < 0,004 e *** p <0,0005 foram considerados estatisticamente significativos.
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11.12 Avaliacio da modelagem por docking molecular das proteinas MDR1 e MRP1 em

complexo com verapamil, EB-PA e EB-PB.

Inicialmente, os complexos formados apresentaram valores RMSD na ordem de 0.759
A (EB-PA), 1.890 A (EB-PB) e 1.010 A (verapamil). Com relagdo a energia de afinidade
(kcal/mol), observamos valores na ordem de -6.0 (MRP1/EB-PA), -6.6 (MRP1/EB-PB) e -5.0
(MRP1/verapamil). Analisando os padrdes de interagdo observamos que o complexo
MRP1/EB-PA apresentou trés ligagdes de hidrogénio envolvendo os residuos Ser 689A (2.46
A), Gln 713A (3.20 A), Gln 714A (2.22 A), uma interacdo hidrofobica com Trp 716A (3.98
A), uma n-Stacking com Trp 716A (4.09 A) e uma Salt Bridges com Glu 694A (5.38 A).

O complexo MRP1/EB-PB apresentou trés interagdes hidrofobicas com os residuos Tyr
710A (3.82 ¢ 3.93 A), Pro 712A (3.87 A) e quatro ligagdes de hidrogénio envolvendo os
residuos Tyr 710A (1.84 ¢ 2.70 A), Gln 713A (3.45 A) e GIn 714A (2.56 A). O complexo
MRP1/verapamil apresentou sete interagdes hidrofobicas envolvendo os residuos Tyr 737A
(3.75 A), Tyr 747A (3.30,3.78 ¢ 3.87 A), Leu 750A (3.53 ¢ 3.71 A), Glu 751A (3.88 A) e uma
ligacdo de hidrogénio com o residuo e Arg 723A (2.75 A) (Figura 35)

Figura 35-Complexo de interagao entre EB-PA (A), EB-PB (B) e controle Verapamil (C) contra MRP1 humana.
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Figura 35- Complexo de interagdo entre EB-PA (A), EB-PB (B) e controle Verapamil (C) contra MRP1 humana.
A analise dos dados foi realizada utilizando os softwares UCSF Chimera ™ (KIM; CHEN, 2018)2, Discovery

studio visualizer ™ viewer e Pymol. As interacdes moleculares e ligacdes de hidrogénio foram calculadas

utilizando o Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP) (ADASME et al., 2021; SALENTIN et al., 2015).

Além disso, os complexos formados apresentaram valores RMSD na ordem de 1.859
A (EB-PA), 0.489 A (EB-PB) e 1.113 A (verapamil). Com relagdo a energia de afinidade
(kcal/mol), observamos valores na ordem de -9.4 (Pgp/EB-PA), -9.5 (Pgp/EB-PB) ¢ -8.1
(Pgp/verapamil). Analisando os padrdes de interagdo observamos que o complexo Pgp/EB-PA
apresentou seis ligacdes de hidrogénio envolvendo os residuos Arg-905A (2.86, 2.92 e 3.06
A), Asp-1171A (3.00 A), Thr-1174A (2.69 A), Lys-1181A (2.82 A) e uma Salt Bridges com
Arg-905A (4.54 A) (Figure 36).

O complexo Pgp/EB-PB apresentou cinco interagdes hidrofobicas com os residuos Gln-
475A (3.69 A), Val-478A (3.66 A), Arg-905A (3.75 A), Asp-1171A (3.78 A), Thr-1174A
(3.80 A), nove ligacdes de hidrogénio envolvendo os residuos Gln-475A (2.90 A), Glu-476A
(2.22 A), Arg-905A (2.10 e 2.55 A), Thr-906A (3.05 A), Asp-1171A (2.92 ¢ 3.27 A), Gln-
1175A (3.59 A), Gly-1178A (2.69 A) e uma Salt Bridges com Lys-1172A (5.41 A) (Figure
2B).0 complexo Pgp/verapamil apresentou duas interagdes hidrofébicas com os residuos Glu-
476A (3.55 A), Arg-905A (3.84 A), quatro ligagdes de hidrogénio envolvendo os residuos Gln-
438A (3.03 A), Ser-474A (3.19 A), Arg-905A (2.47 A), Thr-1174A (2.10 A), uma interagio
n-Cation com Lys-1181A (4.43 A) e uma Salt Bridges com Asp-555A (5.47 A) (Figure 36).

Figura 36-Complexo de interagdo entre EB-PA (A), EB-PB (B) e controle Verapamil (C) contra Pgp-1 (MDR1)
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Figura 36- Complexo de interagao entre EB-PA (A), EB-PB (B) e controle Verapamil (C) contra Pgp-1 (MDR1)
humana. Os dados foram analisados utilizando os softwares UCSF Chimera ™ (ADASME et al., 2021;
SALENTIN et al., 2015)6, Discovery studio visualizer ™ viewer MENDELEY CITATION PLACEHOLDER 17
e Pymol MENDELEY CITATION PLACEHOLDER 18. As interacdes moleculares e ligagdes de hidrogénio

foram visualizadas utilizando o servidor Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP) (Adasme et al., 2021;

Salentin et al., 2015).
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12. DISCUSSAO

O objetivo principal do trabalho foi uma vez caraterizado o modelo in vitro, avaliar os
efeitos citotoxicos dos AKTs derivados da espécie Erythroxylum Bezerreae e seu possivel
efeito na resisténcia a drogas (MDR) em uma linhagem de cancer de pulmao humano resistente
a cisplatina (A549DDP20 modelo para triagem) comparando seus efeitos também com a
linhagem parental de cancer de pulmao (A549) assim como, avaliar sua combinacdo com o
substrato cisplatina. Nesse contexto, apds a caraterizagdo do modelo bioldgico in vitro de
triagem para inibidores de MDR continuou-se com a segunda fase de avaliacdo de

quimiosencibiliazacdo.

No ano 2020, foram avaliadas a citotoxicidade dos AKTs derivados da espécie
Erythroxylum Bezerreae em linhagens tumorais € uma linhagem celular ndo tumoral in vitro.
Observando que os AKTs apresentam citotoxicidade significativa frente as linhagens PC-3,
HCT-116, NCIH-460 e SNB-19 com valores de ICs, <40uM (Brito et al., 2020).Dentre os
compostos testados destacam-se o EB-PB com valores de ICs, 5,43 M na linhagem NCIH-460
de cancer de pulmao e uma ICs, de 3,38 M para a linhagem de cancer colorretal HCT-116 ap6s
72 horas de incubagdo. Posteriormente, com os resultados de Brito e colaboradores, foram
realizados mais experimentos a fim de avaliar os possiveis alvos dos AKTs com melhor efeito
citotoxico. Nesse contexto foi realizado o indice de seletividade (IS) frente a linhagem nao
tumoral 1L.929 (Fibroblasto murino) mostrando valores de IS de 3,81 e 6,13 respetivamente
mostrando mais seletividade para as linhagens tumorais quando comparada com a linhagem
nao tumoral. Por outro lado, o composto EB-PA mostrou valores de ICs, mais altos nas
linhagens NCIH-460 e HCT-116 de 10,55 e 10,56 uM apés 72 horas de tratamento

respetivamente, mostrando valores de IS <2.

As células mais abundantes do corpo humano sdo os eritrcitos, que possuem
abundantes caracterfsticas biologicas e morfoldgicas, por isso t€ém sido amplamente explorados
no transporte de drogas, como consequéncia interrup¢ao desse processo inviabiliza o uso de
compostos em ensaios posteriores (Greco, 2020). Consequentemente, verificou-se o potencial
hemolitico de ambos compostos testados numa concentragdao >10 vezes maior do que a ICspe
nao apresentaram atividade hemolitica, ou seja, sem dano na membrana plasmadticas dos

eritrocitos de camundongos Swiss (Mus musculus).
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Os AKTs sdo uma classe especifica de alcaloides e podem ser definidos mais
especificamente como todas as moléculas que possuem um sistema de anel tropano(HUANG
et al., 2021). Entdo, ao analisar estruturalmente as duas moléculas na sua estrutura quimica
observa-se que na posi¢cdo 7 do anel do alcaloide tropano o composto EB-PA apresenta uma
hidroxila (-OH) quando comparado ao composto EB-PB que nio o apresenta, ou que pode
oferecer ligacdes importantes de hidrogénio com outra molécula (BHAT et al., 2023;

BOOBBYER et al., 1989).

Nesse contexto, vdrias moléculas do tipo AKTs derivados do género Erythroxylum
foram descritas anteriormente para prevenir a resisténcia a drogas e multiplas drogas no cancer
(BRINGMANN et al., 2000; CHAVEZ et al., 2002). Na procura dos possiveis alvos
terapéuticos da EB-PA e EB-PB foi realizado um andlise tedrico na espécie Homo sapiens,
mostrando uma probabilidade para a EB-PA para classe de alvo de 13,3% para transportadores
ativos, porém para o EB-PB mostra uma probabilidade de 6,7%. Além disso, uma das classes
alvos importantes na predicao foi o transporte ativo o qual é importante para o funcionamento
da resisténcia a multiplas drogas (MDR)(LI et al., 2009; REN et al., 2007), observando na
predicdo que a probabilidade maior como alvo terapéutico e a Pg-pl (ABCBI/MDRI),
mostrando diferentes probabilidades para EB-PA e EB-PB de 0,43 e 0,27 respetivamente.

No ano 2001, Mi e colaboradores demostraram que os AKTs pervilleine A obtidos do
extrato cloroférmico das raizes de Erythroxylum pervillei apés a incubagdo de células
multirresistentes KB-V1 e CEM/VLB apresentaram concentracdes de até 45 yM por 72 h(MI
et al., 2001). Posteriormente os mesmos pesquisadores isolaram dois novos €steres aromaticos
de AKTs da mesma espécie, os Pervilleines B e C restauraram a sensibilidade a vimblastina
(VLB) de KB-V1 (MDR). Além disso, observaram que o Pervilleine F mostrou restaurar a
sensibilidade a vimblastina de células KB-V1 multirresistentes cultivadas, com um ICs, valor
de 0,40 uM, também foi capaz de reverter parcialmente a resisténcia cruzada de células KB-V'1
aos agentes anticancerigenos experimentais ou usados clinicamente. Além disso, os
pesquisadores avaliaram os compostos mais ativos nas células KB-V1 com 1 ou 3-6 aumentou
a acumulacgdo intracelular de corante fluorescente (rodamina 123, Rho-123), confirmando a
visualiza¢do por microscopia confocal a acumulacio intracelular de Rho123 em células KB-
V1 resistentes foi significativamente menor do que em células KB-3 sensiveis a farmacos,
enquanto o tratamento de células KB-V1 com 10 microM aumentou significativamente a

acumulacdo intracelular (Mi et al., 2002, 2003).
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Nesse contexto, frente aos resultados obtidos da avaliacdo in silico e a sua possivel
atividade como quimiossensibilizadores MDR, teve como objetivo avaliar a capacidade de
reverter quimioresisténcia nas células A549DDP20 in vitro. Inicialmente partimos para
investigacdo do efeito na proliferacio celular, sobre as linhagens de cancer de pulmao parental
(A549) e resistente (AS49DDP20). Inicialmente, para os tempos de 24 horas, a EB-PA e EB-
PB ndo apresentaram efeito citotoxico tanto nas linhagens parental e resistente, porém o EB-
PB apresentou uma ICs, de 43,43 uM na linhagem nao tumoral (MRC-5) quando comparadas
a verapamil e o DDP. Por outro lado, ap6s 48 horas de incubagdo o DDP apresentou efeito
citotoxico na linhagem MRC-5 sem apresentar efeito citotoxico nas linhagens tumorais. Da
mesma forma, o EB-PB apresentou efeito citotoxico na linhagem MRC-5 e na linhagem
A549DDP20 DE 11,10 e 21,95 pm respetivamente sem apresentar citotoxicidade na linhagem

A549. O controle positivo e EB-PA nao apresentaram efeito citotoxico.

Além disso, a EB-PA e EB-PB apresentaram atividade citotéxica frente as duas
linhagens, mostrando que EB-PA ndo apresenta alteracao significativa na sua ICs,. No entanto,
o EB-PB demostrou ter efeitos mais seletivos para a linhagem resistente, mostrando valores
1,82 vezes de 1Cs, menor quando comparada com a linhagem parental no tempo de 72 horas,

quando comparado ao DDP apresentou um indice de resisténcia (IR) de 16,13.

Com tudo isso, também se calculou o IR para os compostos EB-PA e EB-PB mostrando
valores IR<1 significando que matam as células MDR de forma mais eficaz do que as células
parentais (Ramalhete et al., 2018), mostrando sensibiliza¢do celular com niveis proximos aos
das células parentais originais. Consequentemente foi calculado o indice de seletividade frente
a linhagem nao tumoral MRC-5, observando um comportamento mais seletivo para a linhagem
A549DDP20 do que a sua linhagem parental no tempo de 72 horas. Porém, o EB-PB parece

apresentar melhores efeitos citotdxicos de acordo com a sua ICs, em todas as linhagens testadas.

Alguns estudos evidenciam que a Quimiorresisténcia pode ser atribuida a expressao da
proteina MDR1, MRP1 e MRP2 (MRPs), que reduz a captacdo intracelular de quimioterapicos
ou substratos do transportador. Com a finalidade de avaliar a possivel modula¢do sobre o status
funcional MDR1 e MRPs foi utilizado o substrato fluorescente Rodamina 123 (Rho-123), tanto

a EB-PA e EB-PB tem semelhanca estrutural com o verapamil, um protétipo de agente de
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reversao bem conhecido de primeira geracao (Rogan et al., 1984).Estudos comparativos foram

realizados com os dois compostos.

Os resultados do ensaio de efluxo da Rho-123 na linhagem A549 revelaram que a fungdo
da MDR1 e MRPs na linhagem parental ndo teve alteracdo da Intensidade Mediana de
fluorescéncia (MFI) significativa de efluxo de Rho-123 nos tempos testadas de 3 e 24 horas na
presenca da EB-PA e EB-PB, exibindo o mesmo perfil do Verapamil (20uM). Por outro lado,
quando comparado com a linhagem resistente AS549DDP20 observou-se um efluxo
estatisticamente significativo de Rho-123 quando comparada ao verapamil nos tempos testados,
da mesma forma a EB-PA (5 e 10uM) mostrou valores de MFI sem diferenca quando
comparado ao controle positivo. No entanto, o comportamento de EB-PB apresentou valores
similares ao controle negativo, mostrando uma perda da densidade celular nas concentracdes
testadas (5 e 10uM). Também se observou que o verapamil, inibe o transporte de Rho-123, o
que indica que Rho-123 e verapamil se ligam a P-gp em locais diferentes. Os dados sugerem a
possibilidade de a EB-PA poder modular a proteinas MDR1 ou MRPs em concentracdes nao

toxicas testadas.

Compostos testados tem demostrado que alteram o efluxo Rho-123 mediado pelo
MDR1 ou MRPs das células MDR, ao contrério do que se observa quando um inibidor classico
da atividade como o verapamil, levar ao actiimulo de Rho-123 no interior das células sugerindo
que ndo sdo inibidores direto nem um substrato competitivo dessa bomba de efluxo (Huang et

al., 2013, Guberovi¢ et al., 2018).

Nesse contexto, com o objetivo de investigar mais a fundo, foram consideradas as
carateristicas de lipofilicidade dos compostos descrita pelo iLogP dos AKTs. Pesquisadores
anteriormente demostraram como um descritor molecular para atividade bioldgica sendo um
iLogP 6timo de 4,5-5,0 (estimativa Ghose-Crippen LOGP)(Supek et al., 2011). Por tanto
calculamos a correlacdo dos valores do iLogP para os compostos candidatos como modulares
MDR determinando sua importancia. Com isso, a relagdo entre os valores MFI e iLogP foi
polinomial, mostrando um pico de atividade de 4,5, mostrando que a EB-PA apresenta
possivelmente uma lipofilidade para entrar na membrana celular e uma plasticidade
conformacional para ter ligacdo com proteinas MDR, porém o EB-PB nio apresentou valores
significativos. Além disso, ao analisar a razdo da atividade de fluorescéncia (FAR) da EB-PA

apresentou um efeito médio nas concentracdes de 5 e 10xM no tempo de 24 horas de pre-
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incubacdo (>1,1-5), observando perfil similar na concentracdo de 10xM no mesmo tempo, mas
com 3 horas o FAR<1 mostrou um efeito baixo. Ao analisar os dados de EB-PB observou-se
que o FAR<1 mostrando valores ndo significativos em nenhum tempo testado. Os valores de

FAR poder varias dependendo da linhagem testada(Kars et al., 2006).

Uma vez que foi avaliada a inibi¢ao do efluxo de rodamina 123 também e importante e
crucial avaliar quanto de rodamina 123 como substrato pode ser acumulado. Nesse contexto,
foi avaliado o percentual de acumulagdo de Rho-123 em diferentes tempos, observando que o
controle positivo no tempo de 3 horas apresentou o maior percentual de acimulo de Rho-123
intracelular quando comparado ao controle negativo (Rho-123 5 uM). Além disso, mostrando
um comportamento concentracao dependente nesse tempo testado, porém ao observar os outros
tempos ndo apresentam diferenca estatisticamente significativa da diminui¢do do acimulo de
Rho-123 intracelular. Ao observar o comportamento de EB-PA nas concentracdes de 5 e 10uM
apresentam também maior acimulo intracelular de Rho-123 mostrando ter seu maior efeito no
tempo de 3 horas, no entanto ao observar os tempos de 6, 12 e 24 horas o % de Rho-123 vai
diminuindo sem apresentar diferenca estatisticamente significativa entre os ultimos tempos
testados. Frente a isso, escolheu-se o composto EB-PA para continuar sua combinagdo com
cisplatina devido que o composto EB-PB ndo apresentou efeitos moduladores significativos

nos tempos e concentragoes testadas.

Jouan e colaboradores em 2016, reforcam o fato de que a Rho-123 néo é um substrato
para o citocromo P-450 3A, ao contrdrio de muitos outros substratos da MDR, descartando
assim a hipétese de que a modulacdo da Rho-123 celular ou o acimulo de Rho-123 por alguns
inibidores da MDR pode ser devido a interferéncia com a atividade do citocromo P-450 3A. No
entanto, ter em mente ao interpretar os dados do ensaio de transporte de Rho-123 que o corante
pode ser parcialmente metabolizado em rodamina 110 por meio de desacetilagdo seguida por
sua glicuronidagdo. Além disso, o fato de que o potencial de membrana mitocondrial é um fator
adicional que contribui para o actimulo de Rho-123, também deve ser formalmente levado em
consideracdo. Neste contexto, no entanto, € digno de nota que as drogas que interferem com as
mitocOndrias geralmente diminuem, € ndo aumentam, o potencial transmembrana mitocondrial,
permitindo assim uma facil discriminagcdo de drogas que inibem a MDR (que aumentam o
acumulo celular de Rho-123 na MDR expressando células através da inibi¢ao de seu efluxo) de
drogas que interagem com as mitocOndrias (que reduzem o acimulo intracelular de Rho-123

através da reducdo do potencial transmembrana mitocondrial)(Jouan et al., 2016).
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Nos ultimos anos, as principais pesquisas estdo concentradas na exploracao direta do
segundo uso de farmacos, ou seja, ativos farmacéuticos que sdo utilizados em funcio de uma
atividade farmacoldgica principal, mas que tem como propriedade secundaria a capacidade de
reverter o fendmeno MDR(Zhang et al., 2019). Nesse contexto, em frente aos experimentos
preliminares foi escolhido a EB-PA como o composto a ser testado na presenca de cisplatina
(DDP) para avaliar a nossa hipdtese de que ao bloquear a extrusdo de DDP com inibidores ou
moduladores MDR, este adentre nas células livremente e realizem seu mecanismo de acgdo,
induzindo as células A5S49DDP20 ao processo de morte celular. A maioria dos quimioterapicos
apresentam eficacia quando sdo administrados de forma isolada na maioria dos pacientes com
cancer. Porém efeitos aditivos o de sinergismo podem aumentar os efeitos de multiplex agentes
mostrando melhores efeitos e beneficios clinicos(Duarte; Vale, 2022). Pesquisadores tem
investigado diferentes moléculas e diferentes alvos terapéuticos em cancer de pulmao resistente
a terapia aproveitando dos avancos tecnoldgicos para obter melhores beneficios para os
pacientes. Os compostos combinados com quimioterdpicos nao somente pode ser utilizado em
combinagdo se ndo também para intervir a progressao do crescimento da resisténcia celular ou

patogéneses no paciente promovendo mais tempo de sobrevida(Narayan et al., 2020).

O DDP exibe favoraveis efeitos contra o cancer de pulmio, porém, os pacientes
devolvem resisténcia ao DDP, mas quando o DDP e utilizado em combina¢do com outros
compostos sensibilizadores apresenta efeitos anticancer favoraveis(Ozerkan, 2023;
Ranasinghe; Mathai; Zulli, 2022). Além disso, o DDP, tem sido utilizada em diferentes
combinagdes in vitro, com diferentes compostos para obter uma diminuicao do crescimento
celular, diminuindo a ativacdo de sinalizacOes e evitar as infiltragdes celulares (Liu et al., 2021).
Também, vdrios relatérios avaliaram a eficdcia de verapamil e agentes quimioterdapicos na
terapia combinatdria de varios tipos de cancer observando um aumento da sensibilidade das
células ao quimioterdpico in vitro (Tsubaki et al., 2014b; Wong et al., 2020). No entanto, o
verapamil apresenta efeitos toxicos em estudos pré-clinicos e clinicos assim como outros

inibidores ou moduladores MDR, impedindo a continuidade do uso em pacientes.

Garcia e Singh, reportaram que bevacizumab em combinacdo em baixas doses de
quimioterapicos descressem o crescimento tumoral. Por outro lado, os alcaléides inddlicos, a
antofina apresentou efeitos sinérgicos com PTX em células A549-PA e superou a resisténcia

ao PTX (Kim et al., 2003). Em este estudo, cisplatina exibe atividade antiproliferativa in vitro,
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frente a linhagem A549. Para poder observar efeitos aditivos o de sinergismo, foi utilizado o
software CompuSym, quando o DDP foi combinado com EB-PA (DDP+EB-PA) o grupo
apresentou efeitos CI>1 na linhagem A549. Por outro lado, quando o grupo DDP+EBPA foi
testado na linhagem AS549DDP20 se obteve um CI<I(EDs,-EDyy), revelando possiveis
combinagdes para obter forte efeitos de sinergismo. Ademais, na ED50 observou-se valores de

reversao multipla de 16,46 e 21 43 para o verapamil e EB-PA respetivamente.

Além disso as concentracOes testadas mais baixas de DDP+EB-PA apresentaram
diminui¢do da viabilidade e densidade celular observando que DDP teve efeito antiproliferativo
nas células A549DDP20 apds a pré-incubagdo com verapamil (10-20uM) e EB-PA (5,10 e
20uM) mostrando um comportamento de concentracdao dependente, quando comparado a DDP
isolada na linhagem parental A549. Observando que o DDP+EB-PA € uma combinacdo efetiva
em baixas concentragdes na linhagem A549DDP20. Por outro lado, no ensaio clonogenico na
linhagem A549 que EB-PA nio teve efeito na sobrevivéncia das células apds incubagao quando
comparado ao controle negativo mostrando o efeito similar com verapamil. No entanto, 0 DDP,
foi capaz de impedir que as células formassem coldnias, observando também uma reducdo nas
combinagdes testadas. Ao avaliar o DDP nas células A549DDP20 observou-se que ndo teve
alteracdo na formacgdo de coldnias, porém quando foi pré-incubado com o verapamil como
controle positivo e a EB-PA observou-se uma diminui¢do na formacgdo de coldnias apds o
tratamento final de 7 dias. E importante notar que a formagio de colonias é apenas uma medida

indireta do potencial de crescimento e proliferacao celular.

O Bax, um membro da familia Bcl-2, desempenha um papel importante na regulacio do
apoptose (morte celular programada), sua expressao pode influenciar a formagdo de colonias
no cancer. Se a expressao de Bax estiver reduzida nas células cancerosas, isso pode levar a
supressao da apoptose (El-sisi et al., 2020; Funk et al., 2020). No contexto das células
cancerosas, observou-se que a superexpressdao de proteinas MDRI1, MRP1 e MRP2 esta
associada a resisténcia a multiplos medicamentos. Em alguns estudos, foi sugerido que a
expressao de MDR poderia estar inversamente relacionada a expressao de genes pro-
apoptdticos como o Bax. Ou seja, quando as células cancerigenas superexpressam proteinas
MDR ou MRPs para serem resistentes a medicamentos, a capacidade de ativar a apoptose

através de genes como o Bax também pode ser afetada (Wu et al., 2011).
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Matsumoto e colaboradores (2016), sugerem que a inducdo de Bax pela cisplatina é
importante para a indugdo de apoptose em células SCLC e NSCLC. Por outro lado, a
desregulacdo das vias reguladoras do crescimento através da aquisicdo de independéncia do
fator de crescimento, supressao do sistema imunitario, inducdo de sinais anti-apoptoticos para
contrariar a acao de farmacos, ativagdo de varios mecanismos de reparacdo do DNA e conducao
do efluxo ativo de drogas do citoplasma celular levam o desenvolvimento de varios mecanismos
celulares para aumentar a sua sobrevivéncia e progressao, bem como a sua resisténcia a terapia

antineoplasica (Kryczka et al., 2021).

Em este estudo, ao observar uma diminui¢@o no crescimento celular nas combinagdes
tem como consequéncia maior apoptoses em combina¢do do que o DDP isolado. Nesse
contexto, foi observado que nas combinacOes na linhagem na A549DDP20 apresentam
expressao do BAX nos grupos DDP+VER e DDP+EB-PA quando comparado ao controle
negativo € quando o DDP foi incubado isolado. Por outro lado, o DDP apresenta maior
expressao de BAX na linhagem A549 quando comparado ao controle negativo, porém nos
grupos DDP+VER e DDP+EB-PA observou-se um aumento da expressdao do BAX. Os grupos
isolados VER e EB-PA ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa em ambas as

linhagens.

A inibicdo MDR pode ser categorizada em inibi¢do direta e indireta, referindo-se aos
mecanismos pelos quais os agentes atuam no sentido de restaurar a sensibilidade das células
tumorais a medicamentos que originalmente eram ineficazes devido a resisténcia desenvolvida.
A inibi¢do direta da MDR: Neste caso, os compostos ou agentes sdo capazes de direta e
especificamente bloquear as proteinas de resisténcia para que os medicamentos possam
permanecer dentro das células cancerosas, aumentando sua eficdcia. A inibi¢do indireta da
MDR, atua de maneira mais abrangente e pode ndo ser especifica para as proteinas de
resisténcia. Ela pode envolver diferentes mecanismos, como a modulagdo do microambiente
tumoral, a regulacdo de vias de sinalizacdo celular ou a inducdo de apoptose nas células
tumorais resistentes. Isso pode aumentar a sensibilidade das células tumorais aos

medicamentos, tornando a resisténcia menos eficaz (Emran et al., 2022b; Mansoori et al.,2017).

O bloqueador dos canais de calcio verapamil inibe a fun¢do de transporte do MDRI1.
Uma hipétese sugere que o verapamil leva a um ciclo ineficaz de hidrdlise de ATP;

consequentemente, o gasto energético ndo estd sendo acoplado a translocacdo do substrato.
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Outra hipétese é que o verapamil compete com o transporte de outras drogas. Embora o
verapamil atue para reverter a MDR nas células cancerigenas, o mecanismo subjacente
permanece obscuro(Kryczka et al., 2021). Tsubaki e colaboradores (2014) demostraram que o

verapamil e o dasatinib inibem as expressdes de MDR1 em células de mieloma resistentes.

Nos estudos de Mi e colaboradores nos anos 2001 e 2002 observaram que os alcaloides
tropanos da familia Erytrocilxaceae ndo afetaram a expressao das proteinas MDR1 carcinoma
epidermoide oral multirresistente, propondo que os ésteres de tropano deste tipo podem reverter
o fendtipo de resisténcia a multiplas drogas, presumivelmente interagindo com a glicoproteina
P. Além disso, os alcaloides como Tetrametilpirazina (TMP) modulam a glicoproteina P na
linha celular de cancer de mama humano MCF-7/DOX(ZHANG et al., 2012). Além disso, foi
observado que o TMP poderia aumentar a sensibilidade das células de céancer retal

multirresistentes aos quimioterapicos quando combinado com 5-FU(HU et al., 2016).

Neste estudo, foi observado que a EB-PA apds o tempo de incubacdo nas células A549
e A549DDP20 nao teve alteragdo da expressao das proteinas MDR1, MRP1 e MRP2 quando
comparada ao controle negativo de forma isolada e em combina¢do com o DDP. Além disso, o
controle positivo verapamil apresentou regulagdo negativa da expressao proteica de MRP2 nas
células resistentes, no entanto, na linhagem A549 apresentou uma regulacdo positiva na
proteina MRP2. Além disso, ao avaliar o comportamento das combinagdes com o substrato
teste na linhagem parental, tanto do controle negativo (Ver 20uM) e a EB-PA (10 e 37 uM)
observou-se uma regulacio positiva da proteina MRP2 quando comparada ao controle negativo,
possivelmente pela presenca considerada com xenobioticos ativando a extrusao fora da célula
ou mostrando uma maior afinidade a proteina MRP2 pelo DDP. Ke e colaboradores (2013)
demostraram que a cisplatina tem um papel de regulacdo positiva da proteina MRP2 nas células
NCIH-446. No entanto, o papel de MRP2 na formacao de MDR associado ao cancer do pulmao
ainda € incerto e isto € importante para lidar com a resisténcia a multiplos farmacos associados
ao cancer do pulmao(Ke et al., 2013a). Korita e colaboradores relataram que a expressao de
MRP?2 determina a eficdcia da quimioterapia a base de cisplatina em pacientes com carcinoma

hepatocelular(Pv et al., 2010).

Muitos estudos sugeriram que a expressao de proteinas de resisténcia esta associada a
diversas vias de sinalizagdo celular(Mansoori et al., 2017). Proteinas quinases, acompanhantes,

enzimas relacionadas a ubiquitina e fatores de transcri¢do regulam a sensibilidade das células
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aos medicamentos anticancer, controlando a expressao proteica, assim como varios microRNAs
também demonstraram modular a transcricdo do mRNA do MDR1, MRP1 e MRP2. Em base
a isso, diversas analises moleculares estdo em andamento em muitos laboratdrios, em um
esforco para compreender seu controle e regulacdo bioldgica e para estabelecer novas
estratégias para aumentar a eficdcia clinica de agentes anticancer(Katayama; Noguchi;

Sugimoto, 2014).

Frente aos resultados obtidos neste estudo, observou-se a possibilidade do alcaloide
tropano EB-PA apresentar efeitos na reversdo de multiplas drogas na linhagem resistente
A549DDP20, porém e necessario aprofundar os possiveis mecanismos moleculares que
induzem a modulacdo de mecanismos de resisténcia. Existem alternativas promissoras que
dependem de técnicas computacionais para fornecer novos insights sobre os principais aspectos
que sdo determinantes para entender como o efluxo de MDR pode ser efetivamente revertido.
Com a contribuicio de métodos computacionais baseados em ligantes ou baseados em
estruturas, o efluxo de drogas P-gp 1 (MDR1) e MRP1 esté lentamente se tornando um processo
dinamico e reativo, em vez de uma simples resposta a ligacdo de drogas, com a complexa
arquitetura dos transportadores ABC desempenhando um papel determinante ndo apenas em
reconhecimento de drogas (Ferreira; Ferreira; dos santos, 2015). Os experimentos in Silico sao
métodos promissores para fazer previsdes sobre as interacdes de moléculas com o local de
ligacdo ao medicamento de um alvo como P-gp-1, BCRP e MRPI. Estudos de docking
molecular podem ajudar a encontrar os fitoquimicos com melhor afinidade para o local de
ligacdo do medicamento que devem ser usados como moléculas lideres para estudos
posteriores. Os dominios de ligacdo a nucleotideos (NBD) desses transportadores ABC sdo
partes proteicas hidrofilicas (Jones e George, 2002). Além das ligacdes de hidrogénio essenciais
que desempenham um papel crucial na manutencao da estabilidade e fun¢do das biomoléculas,

os moduladores com por¢des hidrofébicas mostram frequentemente afinidades com os NBDs.

Liao e colaboradores confirmaram que o alcaloide benzolisoquinolina tetrandrina tem
capacidade inibitoria e sua afinidade de ligacdo € proxima ao verapamil e suas posi¢Oes de
acoplamento sdo semelhantes. A maior parte da tetrandrina € fixada em uma bolsa lipofilica
formada pelos aminodcidos Ala729, Ala987, Ileu306, lleu340, Leu339, Leu65, Leu975, Met69,
Met986, Phe303, Phe336, Phe343, Phe728, Phe732, Phe983, Tyr307, Tyr310 (LIAO et al.,
2019). Outro subtipo de alcaldides, como a piperina, foi examinada por Syed e colaboradores

(2016) revelando que as interagdes hidrofébicas com a P-gp ocorreram nas seguintes posi¢oes:
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Leu339, Met69, Met986, Phe72, Phe336, Phe728, Phe983, Tyr953 e Val982. Além disso, foi
estabelecida uma ligagdo H com Tyr307. Posteriormente foram desenvolvidos dois analogos
de piperina que apresentaram melhor interagdo hidrofébica com a maioria dos aminoécidos

mencionados (Basha syed; Selvaraj Coumar, 2016; Syed et al., 2017)

Neste estudo, residuos conservados na estrutura de uma enzima sdo importantes para
dobramento adequado, atividade catalitica e estabilidade (Kragelund et al., 1999; Nezhad et al.,
2023). Através da andlise das interagdes observamos que EB-PB interagiu com GIn-475, um
residuo altamente conservado no Q loop do NBD1 (nucleotide-binding domain) da Pgp-1, além
disso, GIn-475 ¢ um dos residuos que compde o sitio de ligagdo do ATP, logo, EB-PB pode ser
capaz de inibir a ligacdo do ATP, e, desse modo, pode atuar frente a Pgp inibindo a expulsdo
de medicamentos para fora da célula cancerigena (Dhasmana et al., 2018). Comparando ao
controle verapamil, a EB-PA e o EB-PB apresentaram melhores valores de energia de afinidade,
também apresentaram ligacdo de hidrogénio com o residuo Gln 713A do sitio de liga¢do do
ATP logo, EB-PA e EB-PB podem ser capazes de inibir a ligacdo do ATP na proteina MRP1,
desse modo, podem impedir a expulsdo de medicamentos para fora da célula cancerigena,

hipotese que precisa ser confirmada (Dhasmana et al., 2018).
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13. CONCLUSAO

Principalmente observou-se que a cisplatina (DDP) em combinag¢do com o alcaloide
tropano EB-PA inibe a proliferacdo celular e se potencializa a apoptose celular em células
A549DDP20 in vitro. Nesse contexto, o efeito do tratamento da combinacdo do DDP e a EB-
PA nas células A549DDP20 foi melhor do que o do quimioterapico isolado, mostrando a EB-
PA ndo ter efeito citotoxico no tempo de 24 nas concentracdes testadas, mostrando ser o
responsavel pelo efeito citotéxico o DDP. No entanto, também foi observado que o EB-PB
apresenta efeitos citotoxicos com alto potencial para posteriores estudos de mecanismo de agao,
no entanto neste estudo ndo apresentou efeitos de modulagdo MDR. Através dos resultados
obtidos de docking molecular inferimos que a EB-PA apresentou melhores valores de energia
de afinidade frente as proteinas MRP1 e MDR1 comparando ao controle verapamil, interagindo
com o residuo do sitio de ligagdo do ATP, ou que possibilita a hipdtese que a EB-PA inibe a
funcao de transporte das proteinas MDR1 e MRP1.Tomadas em conjunto, a terapia combinada
poderia servir como base tedrica para compreender a MDR e melhorar o tratamento do cancer

de pulmao.
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ANEXO B

1. MATERIAIS E REAGENTES PARA WESTERN BLOT

A) TAMPAO DE LAVAGEM WESTERN BLOT (TBS)
1000mL de TBS 10X

Reagentes Quantidade
Tris base 242 ¢

NaCl 88 ¢

H0 1000

Ajuste o pH para 7,6 com HCL 1N
* Armazenar na geladeira

1000mL de TBS-T

Reagentes Quantidade [ ] Final
TBS 10 x 100 mL 10 mM
H0 900mL 0.9% (w/v)
Tween 20 (10% v/v) 2mL 0.02% (v/v)

B) ANTICORPO PRIMARIO EM LEITE 2%

Reagentes Quantidade

Anticorpo primario (1:1000)** 10 uLL

Leite em p6 02¢g

H20dd Para um volume final de 10mL*

*Dissolver bem para nao deixar grumos de leite
**depende do anticorpo a concentracao

C) SOLUCAO DE BLOQUEIO DE LEITE PRIMARIO DE 2%*

Reagentes Quantidade
Leite em p6 10g
TBST 1X Para um volume final de 50mL*

*Dissolver bem para nao deixar grumos de leite

D) PONCEAU S STAIN

Reagentes Quantidade

Ponceau S 0,10 ¢

Acido acético 5 mL

H20dd Para diluir em 100 mL

Obs : utilizado apds a transferéncia das proteinas na membrana por 1 hora, para retirar
a coloragdo lavar com dgua destilada sub-agitacao

E) BUFFER DE TRANSFERENCIA 10X EM SEMI SECO ou SEMY DRY
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1000mL buffer de transferéncia 10X em semi seco

Reagentes Quantidade 10x Conc.
Tris base 121.1g M
Glycine 144¢g 1.92M
SDS g 0.10%
H20 diluir para 1L volume final *

OBS >PH: 8.3 SDS: dodecilsulfato de s6dio* Armazenar na geladeira

1000mL buffer de transferencia 1X em semi seco

Reagentes Quantidade
10X buffer de transferéncia 100mL
Metanol 200mL
H20 Diluir para 1L Volume final

F) BUFFER DE ELECTROFORESE TGS 10X
1000mL de tampao de eletroforese TGS 10X

Reagentes Quantidade

Tris base 30,285 g (250mM)

Glicina 144,13 (1920mM)

SDS 10 g (1%)

H20 Diluir para 1L Volume final *

* Armazenar na geladeira, pH: 8.3
G) BUFFER DE ELECTROFORESE TGS 1X
1000mL de tampao de eletroforese TGS 1X

Reagentes Quantidade [ 1 Final
TGS 10X 100 ml 1X
H20 Diluir para 1L Volume final

*TGS(Tris-glycine-SDS)

H) TAMPAO DE AMOSTRA Laemmli 4X

Reagentes Quantidade 10X
Concentracao

TRIS-HCL pH 6.5 1.5mL 1M
DTT 3 mL 1M
SDS 06¢g
Azul de bromofenol 30 mg
Glicerol 24 mL
H20mgq Diluir para 7.5 mL final

volume

OBS> dependendo do tamanho molecular das proteinas (>200kDa) e recomendével

Utilizar B-mercapto 0.8ml para cada 100 ml na amostra final.

I) ACRILAMIDA-BISACRILAMIDA 30%
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Reagentes Quantidade Concentraciao
Acrilamida 29¢ 29w/v
Bis-acrilamida lg Iw/v
H20dd Diluir para 100uL Volume

final

*Filtrar solu¢do com filtro de seringa 0.45um *pH=7 ou < 7, armazenar geladeira 4-8

°C



