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RESUMO

Introducdo: O cancer de mama afeta milh6es de mulheres em todo o mundo e é o
segunto tipo de cancer que mais acomete mulheres (atrds do cancer de pele néo
melanoma). Estima-se que mais de 600 mil novos casos de cancer ocorrerao
anualmente entre 2020 até 2022.0 uso de politerapia € comum no tratamento do
cancer e tem a vantagem de maior eficacia nas diferentes subpopula¢cées do tumor,
além de evitar resisténcia medicamentosa. A associacdo de quimioterapicos
padronizados com produtos naturais como isoflavonoides e terpenos s&o de grande
importancia, tendo em vista o potencial biolégico em seus derivados. Objetivos:
Avaliar a resposta celular a acdo de compostos citotoxicos da biodiversidade
Brasileira (propolis negra e Combretum Mellifluum) combinados ao quimioterapico
doxorrubicina usando modelos de culturas celulares 2D e 3D de células de cancer
de mama (MCF7). Métodos e Resultados: Os resultados de citotoxicidade em
modelo 2D na linhagem neoplasica MCF-7 mostram Glso de 4,089ug/mL para SBP
(isoflavonoide oriundo da prépolis negra) e 3,895ug/mL para SCM (triterpeno
originado da C. mellifluum). Avaliou-se a citotoxicidade destes compostos apos
metabolizacdo hepatica in vitro. Observou-se que n&do houve inativacdo da
substancia e a atividade antiproliferativa foi preservada. Ambos compostos foram
capazes de inibir a migracdo celular na linhagem potencialmente metastatica, além
de inibirem a formacéao de col6nias de células neoplasicas ao serem associados com
doxorrubicina. As amostras foram capazes de estimular o dano a membrana celular
representado através da elevacao dos niveis de TBARS e na resposta das defesas
antioxidantes. Na investigacao realizada em modelo 3D, percebe-se que o composto
SCM quando associado a doxorrubicina € capaz de penetrar mais no esferoide
formado. SBP e SCM foram capazes de fomentar o dano a membrana celular e
interromper o ciclo celular na fase G1, antes que a célula adentrasse a fase S
referente a sintese de material genético. Conclusdes: Ambas substancias tem
efeito antiproliferativo contra cancer de mama em modelos 2D e 3D, in vitro, com
potencial ainda a ser explorado no campo da biologia molecular.

Palavras-chave: Combretum mellifluum, prépolis negra, antiproliferativo, esferoides,
migracao celular, cultura celular



ABSTRACT

Introduction: Breast cancer affects millions of women worldwide and is the second
type of cancer that most affects women (behind non-melanoma skin cancer). It is
estimated that more than 600 thousand new cases of cancer will occur annually
between 2020 until 2022. The use of polytherapy is common in the treatment of
cancer and has the advantage of greater efficacy in the different subpopulations of
the tumor, in addition to avoiding drug resistance. The association of standardized
chemotherapy with natural products such as isoflavonoids and terpenes is of great
importance, considering the biological potential in their derivatives. Objectives: To
evaluate the action at the cellular level of cytotoxic compounds from Brazilian
biodiversity (black propolis and C. Mellifluum) combined with chemotherapeutic
agents doxorubicin in the Methodology and Results: The results of cytotoxicity in
2D model in the neoplastic lineage MCF-7 show an ICsy of 4.089ug/mL for SBP
(isoflavonoid from black propolis) and 3.895ug/mL for SCM (triterpene originated
from C. Mellifluum). The cytotoxicity of these compounds was evaluated after
mimicking hepatic metabolism in vitro, observing that there was no inactivation of the
substance and the cytotoxic activity was preserved. Both compounds were able to
inhibit cell migration in potentially metastatic language, in addition to inhibiting the
formation of colonies of neoplastic cells when associated with doxorubicin. The
samples were able to stimulate cell membrane damage represented by the elevation
of TBARS levels and the response of antioxidant defenses. In the investigation
carried out in 3D model, it is noticed that the SCM compound when associated with
doxorubicin can penetrate more into the formed spheroid. SBP and SCM were able
to promote damage to the cell membrane and interrupt the cell cycle in the G1
phase, before the cell entered the S phase related to the synthesis of genetic
material. Conclusions: The data found from the evaluation of the isolated
compounds corroborate with that described in the literature regarding cytotoxic
activity. It is necessary to advance the studies to better understand the mechanism of
inhibition of cell migration and how the compounds act in the cell cycle.

Keywords: Combretum mellifluum, black propolis, cytotoxicity, spheroids, cell
migration, cell culture
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1. INTRODUCAO

O cancer de mama € o segundo tipo de cancer de maior incidéncia no mundo.
Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de mama feminino
ocupa a primeira posicdo de mais frequente em todas as regides brasileiras.
Segundo as estatisticas da Organizacdo Mundial da Saude estima-se que mais de
2.770.000 pessoas desenvolverdo cancer de mama em todo o mundo até o ano de
2040. Isso significa 700.000 pessoas, ho minimo, a mais do que foi detectado em
2018, ano em que o numero de casos foram cerca de 2.000.000. No Brasil mais de
60 mil novos casos de cancer de mama ocorrerdao anualmente no triénio de 2020 -
2022 (INCA, 2019; Siegel et al.,2021).

Considerando a incidéncia do cancer de mama, embora existam terapias
gque possam ser utilizadas de forma (neo)adjuvante, como radioterapia,
imunoterapicos e remocdo do tumor por cirurgia, a quimioterapia ainda é a mais
utilizada como tratamento, constituindo o principal pilar na conducéo da patologia
(Sledge et al., 2014).

Mesmo com os intensos efeitos colaterais dos quimioterapicos eles
continuam em uso clinico pela sua eficacia. Em geral sédo utilizados em protocolos
de combinacao ou politerapia. Este esquema € interessante para reduzir a dosagem
dos medicamentos, diminuindo os efeitos colaterais, diminuindo a resisténcia
medicamentosa e alcangando maior eficacia nas subpopulacdes do tumor (Sledge et
al., 2014).

Para o desenvolvimento e obtencdo de compostos que possam funcionar
como suplementacao aos tratamentos medicamentosos e adjuvantes ja existentes, é
possivel recorrer ao potencial terapéutico de substancias encontradas na natureza
(Lin et al., 2020).

No contexto deste estudo, apés a avaliagdo de extratos, fases e substancias
isoladas da propolis negra e Combretum mellifluum, foi selecionada uma substéancia
de cada fonte natural para ser estudada in vitro como suplementacdo a terapia de
combate ao cancer de mama.

A propolis, de forma abrangente, possui rica atividade citotoxica e
antimicrobiana devido a diversidade de estruturas quimicas encontradas em sua

composicao, incluindo a presenca de flavonoides e outros compostos fendlicos



(Romero et al., 2019; Seyhan et al.,2019; Daikh et al., 2020). Destaca-se o fato que
a atual pesquisa trabalhou com substancia inédita obtida a partir da propolis negra.

A Combretum mellifluum possui os nomes populares como jacarezinho,
cipd, cipé-vermelho, dentre outros, pertence ao género Combretum, e a importancia
do estudo da espécie C. mellifluum estd no fato de que o préprio género
(Combretum sp.) apresenta resultados promissores, como antimicrobianos,
antileishmania e antioxidantes. Essas atividades sdo devidas a compostos como
triterpenos e flavonoides (Pettit et al., 1987; Mogashoa et al., 2019; Oluyemi et al.,
2020).

Portanto, o foco desta pesquisa foi investigar a atividade antiproliferativa e 0s
efeitos no ciclo celular de compostos derivados da propolis negra e do Combretum
Mellifluum em cultura de células de cancer de mama MCF-7 nos modelos 2D e 3D

guando associados, ou ndo, ao quimioterapico doxorrubicina.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Cancer: Definicéo, epidemiologia, tipos e etiologia

Embora a palavra cancer seja comumente utilizada para referir-se a
patologias associadas ao crescimento celular desordenado, este é, na verdade, um
conjunto de doencas neoplasicas malignas, capaz de originar-se em todo e qualquer
tecido do corpo humano (Strayer, 2015).

De acordo com as estatisticas do Instituto Nacional do Cancer, em conjunto
com a Organizacdo Mundial de Saude, estima-se que, no Brasil, mais de 60 mil
novos casos de cancer ocorrerdo anualmente entre 2020 até 2022. No topo da lista
de ocorréncias, em uma populacdo mista de homens e mulheres, estd o cancer de
pele ndo melanoma, seguido sequencialmente, em ordem decrescente, pelo cancer
de mama, préstata, célon e reto, pulméo e estbmago (INCA, 2020).

Conforme estatisticas o cancer de mama é classificado como o tipo de cancer
com maior incidéncia em mulheres, atrds apenas do cancer de pele do tipo néo-
melanoma (INCA, 2019) sendo topico de relevancia para estudo.

Estudos epidemiologicos demonstram alta taxa de mortalidade causada pelo
cancer de mama. Em 2015 foram registrados 13,68 6bitos/100 mil mulheres. Ja em
2019 tem-se uma taxa de mortalidade por cancer de mama, ajustada pela populacao
mundial, de 14,23 6bitos/100.000 mulheres. Esses indices indicam que o cancer de
mama e sua respectiva mortalidade ocupam o primeiro lugar no pais, representando
16,1% do total de Obitos (FEMAMA, 2019; INCA, 2019).

A partir dos 40 anos ha aumento na incidéncia do cancer de mama, bem
como da mortalidade (Figura 1) (INCA, 2019).



Figura 1 — Taxas de mortalidade por cancer de mama
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A classificacdo histolégica remete ao tipo de neoplasia. Quando originado em
tecido epitelial € denominado de carcinoma, podendo atingir as células epiteliais
basais da pele originando o carcinoma de células basal ou entdo originar o
carcinoma de célula escamosa quando a alteracdo € advinda do tecido epitelial
escamoso. De forma geral, os carcinomas sao os tipos mais comum de cancer. As
células epiteliais estdo presentes no revestimento interno e externo de 6rgaos, e sédo
de variados tipos, o que leva a uma subclassificagédo destes carcinomas (Strayer,
2015; Bogliolo, 2016).

Células epiteliais responsaveis pela producdo de muco ou fluidos originam os
adenocarcinomas. Majoritariamente 0s adenocarcinomas sdo predominantes em
o6rgdos como mama, célon e préstata. (Alam & Ratner, 2001; Rubin et al., 2005;
Strayer, 2015).

Se o tecido originario for conjuntivo, tal como musculo e 0ssos, 0 termo

adequado é sarcoma. (Ottaviani & Jaffe, 2009; Strayer, 2015).



Héa ainda as neoplasias de células sanguineas. Linfomas sdo aqueles que se
iniciam nos linfocitos (do tipo B ou T), e por consequéncia afetam os linfonodos
resultando em inchagco dos nodulos linfaticos. (Frigyesi, 2014; Strayer, 2015; Satou
et al., 2019)

Outro tipo de cancer que pode atingir nAo somente os glébulos brancos, mas
também os vermelhos e plaquetas € a leucemia. Subdividida em diversos tipos, € o
cancer gque atinge o sangue e medula 6ssea. A caracteristica principal € que nédo ha
a formacdo de tumor solido, mas sim desenvolvimento anormal das células
sanguineas, podendo ser aguda ou crbnica e do tipo linfoide ou mieloide (Strayer,
2015; Bain, 2017).

Quanto a etiologia destas alteragbes pode-se afirmar que sdo complexas,
percorrendo os fatores intrinsecos e extrinsecos (Figura 2).

O fator intrinseco refere-se a genética do individuo, o predispondo a
desenvolver alguma patologia. Porém a expressdo deste fator intrinseco €
dependente de fatores ambientais. Tem-se como fatores externos o habito de vida
(fumo, sedentarismo e alimentacéo), idade e exposicdo a fatores de risco (metais
pesados e poluicdo). Todos estes sdo gatilhos para perda da funcéo fisiologica
celular levando a disrupcéo do ciclo celular. (Cairns, 1975; Correa et al., 1983;
Murnane et al., 2015; Strayer, 2015; Bogliolo, 2016).

Figura 2 — Fatores intrinsecos e extrinsecos
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Por fim, € possivel abordar a tematica de cancer em relagdo a capacidade da
invasdo de células neoplasicas a outros 6rgaos, proximos ou ndo, do orgao de

origem. Essa capacidade de migracao e invasao é denominada metastase.

2.2. Metéastase

Para que ocorra a metastase € necessario que o tumor primario receba aporte
nutricional o qual é fornecido a partir dos novos vasos sanguineos criados
(angiogénese) exatamente para nutrir o tumor. Portanto em dado momento, o tumor
se torna tdo complexo que passa a ser permeado e irrigado por diversos vasos
sanguineos garantindo seu desenvolvimento (Meyer & Hart, 1998; Mego et al.,
2010).

E nesta etapa de grande irrigacdo sanguinea tumoral que as células mais
agressivas desenvolvem a capacidade invasiva. A partir do momento que as células
conseguem atingir a corrente sanguinea, ou até mesmo o0s vasos linfaticos
adjacentes, elas ganham a capacidade de atingir qualquer outro 6rgdo, mesmo que
este esteja saudavel (Meyer & Hart, 1998; Mego et al., 2010).

Estas células sdo transportadas primeiramente até o coracdo e a partir de
entdo tendem a migrar para o pulmdo através das artérias pulmonares (Morgan-
Parkes1995, Meyer & Hart, 1998).

2.2.1. Mamas — anatomia e fisiopatologia

O ser humano, homem ou mulher, possui duas mamas localizada na regiao
toracica superior, e, nas mulheres, sua principal funcdo € a producdo do leite
(Guyton et al., 2006; Moore, Dalley, Agur, 2014).

O 6rgédo se liga ao corpo através de musculos que os prendem as costelas.
Externamente a mama € possivel visualizar pele integra, e bem a frente as aréolas,
de coloracéo diferente da pele que recobre o restante do corpo. Bem ao centro da
aréola, localiza-se o mamilo, que é a regido onde os ductos lactiferos desembocam
(Moore, Dalley, Agur, 2014).

Os tecidos que compde a mama sao o epitelial glandular, conjuntivo, adiposo
e glandular. Compondo o tecido glandular ha os lobos e cada lobo é constituido por

I6bulos, que por sua vez sdo formados por acinos. Essa regido € onde ha producao



de leite, que é direcionado ao mamilo através dos ductos ou canais lactiferos. Os
tecidos sao irrigados pela veia e aorta toracica interna (Figura 3). (Gartner, 2007).

Localizado por todo o 0rgdo, encontram-se vasos linfaticos que sao
responsaveis por realizar a drenagem. Esses vasos, que contém pequenos lébulos,
sdo responsaveis por manter o equilibrio homeostaticos, bem como auxiliar no
processo de imunidade e conectam-se diretamente aos vasos linfaticos subaxilares
(Guyton et al., 2006; Moore, Dalley, Agur, 2014).

Figura 3 — Anatomia da mama e comprometimento celular
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tecidos. Por fim ilustracdo de um lobo mamério com aspecto saudavel (A) e outro acometido por
adenocarcinoma (B). Fonte: Adaptado de Terese Winslow, LLC; Medical and Scientific lllustration.

Uma vez determinado o tipo de neopldsica maméaria existe a possibilidade de
seguir trés caminhos a depender do momento clinico da paciente: Prevencao,
diagnostico/tratamento e por fim, prognaéstico.

Iniciando com a prevengao, mais importante do que atuar no tratamento do
cancer € encontrar maneiras de evita-lo ou ao menos realizar a detec¢do precoce,
de forma a melhorar o progndstico. Desta forma existem alguns marcadores
genéticos que auxiliam o clinico no manejo do paciente.

A nivel de prevencao, é possivel citar os genes BRCA 1 e 2 que séo genes
gue todo ser humano possui e sua principal funcdo € agir como supressores
tumorais (Miki et al., 1994; Wooster et al., 1995).

Embora ndo sejam especificos para neoplasias de mama, é possivel inferir
gue quando h& a presenca de alteracdo nestes genes, o risco para desenvolvimento
de tumor € maior (Miki et al., 1994; Wooster et al., 1995).

Outra maneira de atuar preventivamente é a realizacdo de exames de
imagem como mamografia e ressonancia magnética, associados também com o
autoexame (exame de toque da mama) (INCA, 2020).

Em sequéncia, uma vez estabelecido o diagnéstico de cancer de mama, €
importante caracteriza-los quanto a capacidade invasiva e ao fenotipo via expressao
de receptores, pois estas informacgdes guiam a terapia.

Quanto a sua origem, pode ser nos ductos lactiferos ou nos lobos, sendo as
denominacdes adenocarcnima ductal invasivo, adenocarcinoma ductal in situ,
carcinoma lobular invasivo e carcinoma lobular in situ. Mais raramente, quando se
origina no tecido conjuntivo dos seios, denomina-se doenca de paget (Bland et
al.,2009).

Quanto a caracterizacdo histoquimica da célula, ha os receptores: de
estrogénio (RE), de progesterona (RP) e negativos para amplificacdo ou
superexpressao de HER2 (receptor epidérmico humano tipo 2).

A presengca ou auséncia destes receptores tem influéncia quanto ao
tratamento de escolha e ao progndéstico. Assim sendo, pacientes que apresentam
positividade para receptor de estrogénio (RE) ou receptor de progesterona (RP), e

negativos para amplificacdo ou superexpressdo de HER2 (receptor epidérmico
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humano tipo 2) conseguem utilizar de forma benéfica os farmacos tamoxifeno e
inibidores de aromatase (hormonioterapia) que sdo antiestrogénio, inibindo o
crescimento tumoral que necessita do horménio (Bland et al.,2009; Sotiriou &
Pusztai, 2009).

Quando ha superexpressdo de HER2 opta-se pela terapia alvo utilizando
trastuzumabe e terapia com inibidores de tirosina quinase (lapatinibe) (Bland et
al.,2009; Sotiriou & Pusztai, 2009).

O pior progndstico ocorre em pacientes que ndo expressam receptores de
estrogeno, progesterona e HER2, conhecidos como triplo negativo, pois as chances
de tratamento reduzem drasticamente, juntamente com a sobrevida da paciente
(Bland et al.,2009; Sotiriou & Pusztai, 2009).

Por fim, existe a necessidade de realizar o acompanhamento apés terapia da
paciente, para que seja desenhando o possivel progndstico. Além da clinica, existem
marcadores tumorais que auxiliam nesta avaliacdo. Embora existam outros
marcadores, que nem sempre sdo especificos, o principal na situacdo de cancer de
mama € o CA 15.3, justamente pela sua exceléncia no quesito especificidade e
sensibilidade (De Almeida et al., 2007).

CA 15.3 é uma glicoproteina produzida nas células epiteliais glandulares da
mama e tendem a ter seus niveis elevados na corrente sanguinea em pacientes em
estadiamento avancado da doenca, incluso processo metastaticos. Sendo assim,
uma vez estabelecida a terapia, sua dosagem faz-se necessaria para acompanhar a
resposta do organismo frente ao tratamento (De Almeida et al., 2007).

Existem outros acometimentos da mama, tais como cistos mamarios,
fiboroadenoma, hiperplasia dos seios, calcificagdo das mamas, mastite dentre outros,
porém sao classificados como neoplasias benignas, e possuem alta possibilidade de
cura (Bland et al.,2009).

2.2.2. Tratamentos e desafios

Pelo fato de os seios serem acometidos tanto por distdrbios malignos quanto
benignos € importante que, ao surgir qualquer situacdo anormal, haja a investigacao
para diagnostico.

Os primeiros exames a serem realizados sé&o ultrassonografia de mama e

mamografia. A presenca de alteracdes leva a/o paciente a realizacdo de biopsia



para confirmacdo e diagnodstico. Em algumas situa¢des, a fim de complementar
exames de imagem associa-se 0 exame de ressonancia magnética (FEBRASGO,
2017).

Os tratamentos atuais incluem a cirurgia, usualmente utilizada em situacdes
em que o cancer ndao disseminou para outros tecidos, podendo haver a retirada
apenas do tecido afetado ou até mesmo da mama por inteiro, porém tal tratamento
implica dentre alguns “efeitos” a baixa de auto-estima (Bland et al.,2009).

A radioterapia, em geral indicado para pacientes que ja realizaram a cirurgia,
consiste na aplicacdo de radiacdo no seio para inibir o crescimento de células que
possam ter restado no tecido mesmo apos a cirurgia (Bland et al.,2009; Sedlmayer
etal., 2013).

E ha também a quimioterapia, que traz consigo, efeitos colaterais,
especialmente pelo fato de que quimioterapicos ndo possuem especificidade para
celular cancerigenas apenas (Bland et al.,2009; Hassan et al., 2010).

A quimioterapia pode ser indicada como adjuvante, para paciente que
passaram pela cirurgia, como neoadjuvante, a ser realizada antes do processo
cirrgico e como terapia principal em casos de metastase (Kennedy, 1965; Bland et
al.,2009).

Outras opc¢Oes farmacoldgicas além da quimioterapia € a hormonioterapia e a
terapia alvo, esta dultima utilizando anticorpos com especificidade as células
danosas, reduzindo assim efeitos colaterais por ndo atingirem de forma agressiva os
tecidos saudaveis (Bland et al.,2009).

Os protocolos de tratamento sdo estabelecidos por cada servico de saude,
porém os medicamentos comumente utilizados na quimioterapia sdo doxorrubicina,
ciclofosfamida e paclitaxel, docetaxel, metrotexato, tamoxifeno, fluoruracila,
transtuzumabe, pertuzumabe, carboplatina, capecitabina, vinorelbina e gencitabina
(Rang, 2001; Bland et al.,2009).

Em algumas situacdes como em tumores que ndo expressam receptores
hormonais e o HER-2 (também chamados de tumores triplo-negativos) ou em
tumores com mutacdo dos genes BRCAl1 ou BRCA2, pode ser utilizada a
carboplatina. Esquemas de tratamentos mais antigos incluem medicamentos como
metotrexato e 5-fluoruracila, ainda usados em casos selecionados (Pritchard et al.,
2006; Bland et al.,2009).
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Uma alternativa para pacientes triplo-negativos € a imunoterapia. Essa op¢ao
de tratamento consiste em terapias-alvo utilizando medicamentos como
trastuzumabe e pertuzumabe. Além disso é possivel realizar o tratamento com
imunoconjugados ao combinar imunoterapicos com quimioterapicos (trastuzumabe-
entansina). Essa opcdo € usualmente utilizada em pacientes com sobre-expressao
de HER2 (FEMAMA, 2018).

Diante da dificuldade e agressividade dos tratamentos, € importante que haja
a continua pesquisa em busca de substancias que possam contribuir positivamente
com 0 prognostico e tratamentos ja existentes, mesmo que a nivel de

suplementagéo.

2.3. Produtos Naturais

Historicamente, a sociedade busca na natureza a cura para suas
enfermidades. Através do conhecimento etnoboténico € possivel evidenciar a
utilizacao de plantas no tratamento de doencas, sendo que cada povo e grupo traz
consigo tradicdes e crencas acerca de produtos derivados da natureza (Maciel,
2002).

Portanto, com o conhecimento disseminado de pessoa a pessoa, e relatos de
possiveis curas pelo uso de produtos naturais, a ciéncia e a pesquisa vestem-se de
essencialidade para que a informacao tida como algo cultural e informal, possa se
valer de seriedade técnica, e foi com Richard Evans Schultes, pioneiro no estudo de
plantas de utilizacdo popular, que a tematica juntou-se a ciéncia (Schultes, 1962).

Seja através de microrganismos, plantas ou animais, hd uma variedade de
medicamentos de utilizacdo na pratica clinica que se originaram direta ou
indiretamente da natureza. Alguns medicamentos utilizados na quimioterapia, que
possuem origem em plantas, com mecanismos de acdo variados, sdo os alcaloides
da vinca (vincristina, vimblastina, vinorelbina), os taxanos (paclitaxel e docetaxel), os
derivados de campotecina (topotecan e irinotecan) e os derivados de
epipodofilotoxinas (etoposideo e teniposideo) (Da Rocha et al., 2001; Branddo et
al.,2010; Prakash et al., 2013).

Alguns fatores do bioma influenciam para que 0s organismos Vvivos sejam
fonte de agentes farmacologicos, tais como fatores climaticos, nutricionais,

protetivos e reprodutivos. Vegetais e outros organismos vivos, possuem complexo
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sistema metabdlico, e fruto desse metabolismo sdo os metabdlitos que podem ser
classificados em primarios e secundérios (Kabera et al.,2014)

Tido como metabolitos primarios, compde este grupo o0s carboidratos,
aminoacidos, acidos graxos e organicos, que estdo envolvidos diretamente e
essencialmente no crescimento, desenvolvimento, respiracdo e sintese de proteinas
(Hounsome, 2008).

Existem também os metabdlitos secundarios, que s&o usualmente os

principais fornecedores de compostos ativos com atividade farmacoldgica.

2.3.1. Metabélitos secundarios

Metabolitos secundarios sdo compostos organicos que possuem a funcao de
auxiliar no crescimento, desenvolvimento, reproducédo e defesa contra o ambiente
externo. O contetdo de metabdlito secundario é variavel conforme o contexto em
gue o organismo vivo esta inserido. Isso significa que a mesma espécie que se
desenvolva em condicfes nutricionais e climaticas diferentes tera diferenca quanto
ao seu conteudo de metabolitos secundarios (Gobbo-Neto & Lopes, 2007; Pagare et
al., 2015).

Estes metabodlitos podem ser classificados de acordo com caracteristicas
guimicas, e sao assim diferenciados em variadas classes. A seqguir serao abordados
0S grupos majoritarios de metabélitos secundarios.

Chama-se atencédo para o grupo de terpenos e flavonoides, grupos estes aos
guais as substancias utilizadas no projeto pertencem.

2.3.1.1. Terpenos

A unidade basica que compde os terpenos é chamada de isopreno e possui a
férmula quimica de CsHg (Ruzicka, 1953).

O precursor desta unidade, através da via do mevalonato, € o &cido
mevalonico, o qual é originado a partir da reacdo de duas unidades de acetil-CoA
entre si. Outro precursor possivel € o metileritritol fosfato (MEP), oriundo de
unidades de piruvato e gliceraldeido-3P (Ruzicka, 1953; Dewick, 2002).

O produto, independente do precursor, € constituido por um esqueleto basico

de 5 carbonos, que em configuracbes diferentes podem se apresentar como
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pirofosfato de isopentenila (IPP) e como pirofosfato de dimetilalila (DMAPP) (Dewick,
2002).

Estas duas unidades de 5 carbonos podem reagir entre si e dar inicio a
terpenos de maior complexidade, como por exemplo os monoterpenos (10
carbonos), sesquiterpenos (15 carbonos), diterpenos (20 carbonos), triterpenos (30
carbonos) e até mesmo politerpenos com mais de 40 carbonos em sua estrutura
(Dewick, 2002).

Figura 4 — Estrutura DMAPP e IPP
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Estruturas quimicas dos precursores DMAPP e IPP Fonte: Adaptado Dewick, 2002.
Possui importancia farmacoldgica, pois compostos quimicos desta classe ja
possuem conhecida atividade biologica, tal como anticancerigenos, antioxidantes,

antibacteriano (Cox-Georgian et al., 2019; Guimaraes et al., 2019)

2.3.1.2. Fenois

Estruturas caracterizadas pela presenca de ao menos um anel aromatico
ligado a uma ou mais hidroxilas (OH). Os fendis sdo abundantes e por isso
subdividem-se em classes, a depender da complexidade de sua estrutura (Dewick,
2002).

A via de formacdo dos fendis depende da classe a qual o referido isolado
pertence. Algumas das classes mais usuais sao:

e Flavondides

Polifenois, com esqueleto basico composto pela ligagdo de Cs-C3-Cg (Uum anel
aromatico Cg ligado a 3 outros carbonos, que por sua vez liga-se a outro anel
aromatico Cg). Essa classe € presente em frutas, flores, mel e em vegetais, e com

comprovada acdo antioxidante, antibacteriana, anti-inflamatério e anticancerigena
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(Dewick, 2002; Escobar et al., 2019; Maleki et al., 2019; Sankaranarayanan,et al.,
2019).

Sua rota biossintética, de forma simplificada, chama-se de mista, variando
entre a via do chiguimato e via do acetato. A primeira originando o acido cinamico e
derivados, contendo a estrutura basica de C¢Cs. A segunda via, por sua vez, origina
os tricetideos, composto também por 6 atomos de carbono. Quando estes dois
produtos reagem, formam uma estrutura basica contendo 15 carbonos, chamada

chalcona, a qual € a precursora da classe dos flavonoides (Dewick, 2002).

e Lignanas e Neoligananas

Possuem como estrutura basica o esqueleto (CsCs3), e estdo presentes em
graos, sementes e no vinho. Trata-se de polifendis, cuja rota biossintética também

envolve a via mista (Dewick, 2002).

Outras classes de fendis, para mencdo, sdo as xantonas, estilbenos,

antraquinonas, dentre alguns outros (Dewick, 2002).

2.3.1.3. Alcaloides

Possuem como caracteristica a presenca do atomo de nitrogénio. Podem ser
classificados em alcaloides heterociclicos e ndo heterociclicos (Dewick, 2002).

Os precursores da maioria dos alcaloides sdo os aminoacidos e as rotas
envolvidas sao diversos e nem todas completamente elucidadas. O que se sabe é
gue ha envolvimento de uma base de Schiff e do mecanismo de Mannich (Dewick,
2002).

Amplamente estudados, principalmente pelo potencial anticancerigeno, tem
por destaque na medicina, como produto desta classe, 0s antineoplasicos vincristina
e vimblastina e os analgésicos morfina e codeina (Da Rocha et al., 2001; Brandao et
al.,2010; Prakash et al., 2013).

2.3.1.4. Glicosideos

Composta por acgucares ligados a grupos funcionais via ligacdo glicosidica. As
ligacbes podem ser via Oxigénio, Nitrogénio (glicosaminas), Sulfato e o préprio
Carbono (Dewick, 2002).
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Pela variedade de compostos de origem natural, uma vertente em
crescimento é a associacdo destes, usualmente in natura, através de folhas, raizes
e/ou frutos, junto aos medicamentos ja estabelecidos para terapias.

E importante atentar-se, no entanto, que a associacdo pode ser benéfica,
auxiliando direta ou indiretamente no progndstico; pode ser dispensavel, pois néo
interfere em nada na terapia principal, e pode até mesmo tratar-se de uma
associacdo prejudicial ao paciente, inibindo a acdo do medicamento principal, ou
trazendo interagbes indesejaveis (Frion-Herrera et al., 2019; Negrette-Guzman,
2019; Simonetti, et al, 2019).

Dentro deste propdésito, o trabalho enfoca em duas substancias puras obtidas
de duas fontes distintas:

2.4. Produtos naturais com potencial farmacoldgico
2.4.1. Propolis

Popularmente conhecido como prépolis (derivado da lingua Grega,
significando defesa (pr6) da cidade (polis)) o uso dessa substancia remonta os
tempos desde antes o0 nascimento de Cristo, justamente pelas acgles
farmacologicas.

Comumente presente no cotidiano das pessoas, algumas de suas funcdes
descritas sao cicatrizantes e anti-inflamatodrias. De origem animal, a propolis € uma
resina obtida a partir da coleta substancias produzidas pelas plantas (materiais
lipofilicos, latex, gomas, resinas, compostos balsamicos) de partes diversificadas de
plantas (brotos, flores e exsudatos), misturados ao pélen, cera e saliva da abelha
(Marcucci, 1995; Pefia, 2008).

Estudos apontam que propolis possui rica atividade citotoxica, antimicrobiana
dentre outras, que o torna um composto valido a ser estudado, principalmente pela
variabilidade da composicdo quimica, como a presenca de flavonoides e outros
compostos fendlicos com atividade biolégica (Romero et al.,, 2019; Seyhan et
al.,2019; Daikh et al., 2020).

Para as abelhas, a propolis é utilizada como forma de preservacdo da
colmeia. Por ser um produto tido como limpo, é capaz de manter integras as
paredes, evita invasao de outros insetos ou microrganismos, e caso exista algum
organismo morto que as abelhas ndo consigam retirar da colmeia, elas o envolvem

com a prépolis para evitar deterioracdo e consequente contaminacédo do ambiente.
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Nem todas as abelhas, da propria espécie, sdo responsaveis pela producéo e
transporte da resina. Aquelas que possuem esta funcdo sdo chamadas de abelhas
coletoras.

Estas abelhas utilizam sua mandibula para raspar a seiva e outras
substancias da planta de forma semelhante a coleta do pdélen e utilizando um par de
patas, alocam o material coletado numa estrutura anatdmica chamada corbicula

(também chamado de cesta de pdlen).

Figura 5 — Abelha e corbicula

Corbicula circulada em amarelo Fonte: Adaptado de <<

https://www.casadasciencias.org/imagem/9527 >>

Por depender das resinas coletadas no meio ambiente, a composi¢cdo da
propolis varia de regido a regido e é importante realizar a determinacdo da origem
boténica de cada um para que seja possivel aprofundar a investigacdo quanto aos
compostos quimicos encontrados (Park, 2002).

Os tipos mais usuais de propolis sdo: verde, vermelha e marrom. A coloragéo
da prépolis é grandemente influenciada por sua fonte botanica, devido ao fato que
diferentes espécies de abelhas optam por diferentes plantas para polinizacdo
(Huang et al., 2014).

A prépolis utilizada na presente pesquisa é referida como prépolis negra a
qual € mais dificil de ser encontrada quando comparada aos seus pares, tornando

desta forma, um trabalho diferenciado.
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2.4.2. Combretum mellifluum

A importancia do estudo desta espécie € o fato de que o género em Ssi
(Combretum sp.) ja vem sendo amplamente estudado e com resultados promissores,
como antimicrobiano, anti-leishmania e anti-oxidante, para diversas espécies. Tal
fato da-se aos isolados presentes no género, como os triterpenos e flavonoides
(Pettit et al., 1987; Mogashoa et al., 2019; Oluyemi et al.,2020).

Pertencente ao género Combretum, a espécie Combretum mellifluum é
presente em quase todo territério brasileiro, incluso o estado de Mato Grosso do Sul

Popularmente conhecida por alguns nomes, sendo Sipauba, Mofumbo,
Jacarezinho, Caatinga-branca, Cip6-mofumbo, Pajal, e Cip6 vermelho, e apresenta-
se na forma de arbustos (De Farias et al., 2015; SiBBr, 2019).

A espécie C. mellifluum ainda ndo conta com grande extensdo de publicacdo
cientifica, permitindo desta forma, explorar seu potencial quimico e farmacoldgico
(Farias et al.,2015).

2.5. Cultura Celular como de modelo atividade biolégica e toxicidade

Foi com Harrison, em 1906, que a ciéncia da cultura celular se iniciou. Muito
se avancou deste entdo e a cultura celular se tornou uma ferramenta de aplicacéao
muito ampla, pois permite a pesquisa in vitro do metabolismo celular, produgéo de
vacinas e anticorpos, producdo hormonal, terapia celular, exames laboratoriais e
avaliacao toxicolégicas (Harrison, 1906; Freshney, 2015).

O primeiro passo na pesquisa para desenvolvimento de novos medicamentos,
€ realizar a analise da atividade bioldgica in vitro. O método se baseia no cultivo das
células em ambiente com temperatura e gas carbdnico controlado, para que

crescam em condi¢des adequadas (Freshney, 2015).

2.5.1. Cultura celular priméaria

As células podem ser originadas diretamente de um tecido, sendo chamadas
de cultura primaria, possuindo caracteristicas muito similares aos do tecido de
origem (Freshney, 2015).

Para obté-las, o material passa por desfragmentacdo fisica e enzimatica, é
entdo colocado em substrato (frasco de cultivo) enriquecido com nutriente (meio de

cultura) e suplementado (soro fetal bovino e antibiético).
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As células tendem a migrar do tecido para o novo ambiente. As primeiras

células a se manterem vivas e se desenvolverem in vitro seguirdo para as proéximas

geracdes. No entanto, possuem crescimento limitado in vitro, ndo sendo possivel

manté-las apdés algumas divisdes celulares. Sdo utilizadas especialmente em

processos de terapia celular, ao cultivar células-tronco, e na realizacdo de exames

de citogenética a partir de amostragem de sangue ou medula (Pollard, 1997; Howel

et al., 2014; Freshney, 2015).

2.5.2. Cultura celular imortalizada

As células primarias, originadas do tecido, que sobreviverem in vitro e
conseguirem se multiplicar compde a cultura celular continua. Carrel, em
1912, foi o responsavel por perceber que ao realizar a troca do meio de
cultivo, as células passavam a ter tempo de sobrevida maior (Carrel, 1912).

Com a possibilidade de extenséo de vida celular, iniciou-se o processo
de subcultivo celular. Através do subcultivo, ou repique (transferéncia das
células de um ambiente para outro) é possivel favorecer a imortalizacdo
celular (Pollard, 1997; Freshney, 2015).

Conforme o aumento do nimero de geracgdes, através dos repiques, e
o tecido de origem, as células expressam e/ou passam a expressar alteracdes
genéticas que as tornam resistentes as diversas divisdes celulares, sendo
possivel manté-las em in vitro longinqguamente. O primeiro tipo celular
imortalizado foi obtido, de forma historicamente controversa, do tecido tumoral
da cérvice uterina de uma paciente chamada Henrietta Lacks, batizada de
HelLa (Masters, 2002; Freshney, 2015).

As culturas imortalizadas tendem ser uma escolha inteligente quando
se refere a realizacdo de painéis de citotoxicidade, avaliacdo de processos
controlados, como resposta imune, producdo de anticorpos, avaliacao de ciclo
celular e correlatos de patdogenos (exemplo: virus) que dependam de
ambiente celular para desenvolvimento. Isto deve-se ao fato de que cada tipo
celular imortalizado possui suas caracteristicas descritas nos bancos de
células que as fornecem, sendo a principal referéncia a ATCC - American
Type Culture Collection. Algumas destas caracteristicas séao tecido de origem,

tipo de paciente-fonte e outros aspectos genéticos e moleculares relevantes.
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Independentemente de serem primarias ou secundarias, as células também
sdo classificadas quanto a capacidade de se aderirem ou ndo ao substrato onde
estdo sendo cultivadas.

As linhagens celulares aderentes possuem sua origem a partir de tecidos
considerados solidos. In vitro dependem de uma superficie de suporte para que
possam se desenvolver. Sendo assim, o frasco de cultura que recebera tal tipo de
linhagem deve possuir uma camada carregada negativamente (Freshney, 2015). A
carga negativa é importante, pois é ela que ir4 interagir com as proteinas de adesao
e proteoglicanos presentes na membrana celular, promovendo a adesdo ao fundo do
recipiente (Freshney, 2015).

A Figura 6 ilustra quatro tipos diferentes de células humanas aderentes
imortalizadas, crescendo em monocamada, sendo: HEPG-2 = hepatocarcinoma; HT-
29 = adenocarcinoma de célon; MCF-7 = adenocarcinoma de mama; K-562 =
eritroleucémica.

Figura 6 — linhagens celulares aderentes e ndo aderentes

Fonte: autora. Linhagens aderentes: HepG2, HT-29, MCF-7. Linhagem néo aderente: K562.

Em contrapartida, as linhagens ndo aderentes sdo obtidas de tecido que nédo
precisa de suporte para seu desenvolvimento. Ou seja, sdo células hematopoiéticas.
Por este motivo ndo necessitam de uma superficie tratada para se desenvolverem in
vitro. A sobrevivéncia delas depende da questdo nutritiva e de espaco para se

desenvolverem (Figura 6) (Freshney, 2015).

2.5.3. Modelos de cultivo celular

A cultura celular pode ser trabalhada de diversas formas, a depender do

proposito da pesquisa. A forma mais simples de utilizar as células sdo em
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monocamada (Figura 6), que consistem basicamente em um crescimento
bidimensional (2D) das células no recipiente.

Amplamente utilizado para o processo de triagem de avaliagdo da
atividade bioldgica, possui limitacdo por ndo produzir seu proprio ambiente
extracelular e desta forma né&o representar fielmente o ambiente in vivo (Ravi
et al., 2015; Duval et al.,2017).

Para superar essa barreira, iniciou-se o cultivo celular tridimensional
(3D), também chamado de esferoides. Esse modelo consegue mimetizar in
vitro a relagdo entre o microambiente e as células de forma mais fiel ao que
seria in vivo (Mueller-Klieser, 1997; Edmondson et al., 2014; Ravi et al.,2015).

A composigdo de um esferoide da-se da seguinte maneira (Figura 6):

De acordo com Edmondson (2014) a camada proliferativa é a camada
mais externa, rica em nutrientes do meio e oxigénio. Essa regido apresenta
contato direto com os compostos, e, portanto, se tornam mais suscetivel a
morte celular devido a acao destes. In vivo € ricamente abastecida devido ao
contato proximo a veias e capilares, que alimentam o tumor.

A proxima camada é chamada de quiescente. Nessa regido, as células
ja comecam a enfrentar certa privacdo de oxigénio, e seu ciclo celular ndo é
regular como da regido proliferativa.

A camada mais intima, chamada de zona necrética, € pobre em
oxigénio, rica em residuos metabdlicos, e € a regido que apresenta maior
desafio de tratamento, seja in vitro ou in vivo devido a dificuldade de
compostos penetrarem nas células. A quantidade que chega as células da
zona necrotica muitas vezes € insuficiente e acaba por estimular a resisténcia

celular ao tratamento.
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Figura 7 — Zonas celulares e estado nutricional de esferoide in vitro

Residuos metabdlicos, CO,

~ e

<P Zona Necrotica
<P ZOnaQuiescente

<€ 70na Proliferativa

Fonte: autora

A ferramenta de cultura em 3D (Figura 7) € amplamente utilizada devido seu
potencial para avaliar o comportamento celular tumoral tanto para tratamento quanto
para desenvolvimento tumoral. Algumas utilizacdes desta ferramenta séo avaliacao
do potencial de penetracdo de compostos no esferoide, potencial do esferoide
invadir outros tecidos e a criagdo destes proprios tecidos para pesquisas in vitro
mais avancadas (Ridder et al., 200; Fennema et al., 2013; Priwitaningrum et
al.,2016).

Unir as técnicas 2D e 3D de cultivo permitem que os resultados obtidos sejam
mais similares ao possivel resultado in vivo, refinando a pesquisa e poupando 0 uso
desnecessario de animais. Uma vez estabelecido o potencial citotéxico, o0 modelo de

cultura celular também permite a investigacdo de possiveis mecanismos de agao.

2.6. Caracteristicas moleculares

Um possivel mecanismo que leva as células a apoptose € o0 estresse
oxidativo que consiste no desbalanco patoldgico entre as espécies reativas de
oxigénio e as defesas antioxidantes. Para compreender o processo faz-se

necessario a abordagem de conceitos fisiol6gicos essenciais a vida celular.

2.6.1. Ciclo celular e residuos metabélicos
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O ciclo celular de células eucariontes (que sao as que possuem 0 nucleo
celular definido por envoltério como caracteristica principal diferenciando-as de

células procariontes) pode ser dividido em interfase, fase mitotica e citocinese.

2.6.1.1. Intérfase

Classificada em fase G1, Fase S e Fase G2.

2.6.1.1.1. Fase G1

Primeira fase da intérfase. Neste periodo ocorre intensa producdo de RNA
mensageiro (MRNA) e de proteinas que serdo de importdncia para as fases
subsequentes do processo. E, também, durante esse momento que a célula
aumenta de tamanho. Um fator determinante para essa etapa é o aporte nutricional
presente no meio, temperatura e espago para crescimento. Usualmente, a
temperatura ideal para o desenvolvimento, de células de origem humana, é 37°C
(Tyson et al., 2002).

Esta fase tem patrticular importancia pois é nela em que o rumo a ser tomado
pela célula sera decidido. Existe o caminho para continuar o processo de divisao
celular, e por consequéncia inicia-se a Fase S (sintese), ou a célula pode entrar em
estado de “dorméncia” (Fase Gop) e ndo se dividir (Tyson et al., 2002)

A regulacdo no momento de transitoriedade entre Fase G1 e Fase S é
delicado. Ocorre basicamente através de duas ciclinas (CDK4/6-cyclin D e CDK2-
cyclin E) e um complexo de transcricdo. Ao ocorrer a fosforilacdo das enzimas do
complexo de transcricdo e das ciclinas ocorre a transcricdo de genes de proteinas
gue permitem o andamento para a fase S (Sherr & Roberts, 1999; Bartek & Lukas,
2001).

Além disso, ocorrem os checkpoints que englobam possiveis danos ao DNA
(atraves da expressao de proteinas relativas ao dano deste), presenca de fatores de
crescimento de células vizinhas e até mesmo a presenca de uma matrix extracelular
gue fornece o suporte necessario para a divisdo celular. Qualquer falha nessa
regulacdo, que permita uma célula danificada prosseguir para a Fase S, significa um
risco ao equilibrio do micro-ambiente o qual estas células pertencem, e ja existem
evidéncias de que este € um ponto importante na prevencdo da proliferacdo de

células cancerigenas (Sancar et al., 2004; Wali et al., 2009; Ye et al., 2011).
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2.6.1.1.2. Fase S

Uma vez iniciada a Fase S (Fase de sintese) ndo ha possibilidade de retorno
a fase anterior e nem de entrar na fase Go, mesmo se nao existir todas as condi¢des
adequadas para o prosseguimento. Nesta etapa ha replicacdo do material genético
do DNA, dos filamentos de cromatina, dos centriolos e sintese de histonas (que sé&o
requeridas na producdo de nucleossomos, que por sua vez sdo a unidade basica de
DNA em seu formato espiral duplicado). Na Fase S ha novos checkpoints para
verificar a integridade do DNA (Tyson et al., 2002; Bartek et al., 2004; Bertoli et al.,
2013).

2.6.1.1.3. Fase G2

O ciclo segue para a Fase G2, sendo esta a terceira e Ultima fase da
intérfase. Nela, ocorre rapido crescimento celular e sintese proteica, uma vez que
antecede o inicio da mitose (Tyson et al., 2002).

A resposta da célula a um eventual dano ao DNA, neste momento, é atraves
de uma cadeia de sinalizacdo bioquimica. A presenca de dano celular (dano este
causado via luz ultra-violeta, acdo de produtos quimicos, estresse oxidativo e até
mesmo presenca de genes oncogénicos) leva a quebra de um complexo composto
pelas proteinas MDM2 e P53 (Maltzman Czyzyk, 1984; Toufektchan & Toledo,
2018).

Uma vez que o P53 se encontra fora do complexo, ou seja, ativado, a célula
segue o rumo de conserto ao dano do DNA, para a sua sobrevivéncia, e entrada na
fase mit6tica, ou entdo segue para a morte via apoptose. Estas duas opcdes ainda
ndo possuem o caminho totalmente elucidado, porém sabe-se que qualquer
disfuncdo nesta proteina (P53) leva ao desequilibro do ciclo celular, estando
envolvida também no processo cancerigeno (O’'Connel et al., 2000; Kurki et al.,
2003).

2.6.1.1.4. Fase Mitotica (Fase M) e Citocinese

A etapa subsequente é a MitGtica, que tem periodo de duracdo muito rapido,
especialmente se comparada a interfase. Caracteristica de células eucaribticas, a
mitose é subdividida em profase, metafase, anafase e teléfase (Nicklas, 1971).
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Na profase os fios de cromatina se condensam para a formagdo de
cromossomos. Os cromossomos Sa0 compostos por cromatides as quais Ssao
classificadas em “bragos” curtos e “bragos” longos. A conexao de duas cromatides &
pelo centrdmero e localizado nas extremidades dos bragos existem os teldmeros
gue sao constituidos de DNA né&o codificante cuja funcdo € preservar o material
genético do cromossomo (Hungerford, 1971; Nicklas, 1971).

Sendo assim, na préfase, microtibulos se ligam ao centrbmero de cada
Cromossomo, e estes cromossomos, seguindo para a fase de metafase irdo alinhar-
se medianamente na célula, em processo denominado placa equatorial. Ha o
surgimento de linhas do fuso entre os cromossomos. Para andlises cromossdmicas,
esta fase € a ideal (Hungerford, 1971; Nicklas, 1971).

Na anéafase, os centrdbmeros sao rompidos e cada cromatide € separada,
migrando para polos opostos da célula. Se houver erro nesta etapa, a célula pode
ficar como cromatide a mais em uma situacdo de Nao Disjuncdo Cromossdémica
(Hungerford, 1971; Nicklas, 1971; Lamb, 2004).

Por fim, na telofase, as linhas de fuso desaparecem e a célula se reorganiza
internamente, descondensando cromossomos, € iniciando, em paralelo, a ultima
etapa do ciclo celular: citoquinese. Nesse momento final do ciclo, as duas células
filhas sdo separadas, através da divisdo do citoplasma (Hungerford, 1971; Nicklas,
1971).

Como descrito, existe checagem de possiveis danos ao DNA em
diversos momentos do ciclo celular, e o dano causado a este pode ser por
motivos tais como o estresse oxidativo, tornando-se assim, um possivel modo
de levar a célula a morte.

2.6.2. Espécies Reativas de Oxigénio

O estresse oxidativo € caracterizado pelo desequilibrio entre a
producdo as espécies reativas de oxigénio (ERO), radicalares ou nao-
radicalares, prduzidas por via enddgena ou exogena, e as defesas

antioxidantes do organismo (Halliwell & Gutteridge, 2007).

2.6.2.1. Viaendbgena
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A respiracdo aerbbica requer como substrato o oxigénio e sdo as
mitocdndrias as responsaveis por metabolizar os substratos em ATP (adenosina
trifosfato) para o consumo energético celular (Ernster & Schatz, 1981).

A mitocéndria € uma organela composta por duas membranas fosfolipidicas.
Uma externa, com varias proteinas carregadas energicamente que permitem a
passagem de moléculas pela membrana, e outra interna, de forma irregular (crista),
gue forma uma matriz interna a membrana externa. A irregularidade permite uma
maior area de contato das enzimas localizadas na membrana para catalisarem as
reacdes (Ernster & Schatz, 1981).

Os compostos que conseguem atravessar a membrana externa sdo 0s
carboidratos, aminoacidos e acidos graxos. A principal forma de geracdo de energia
€ através da glicolise, embora seja possivel obter energia através da oxidacdo de
acidos graxos (Ernster & Schatz, 1981; Chen, 1988).

A glicose, no citoplasma celular, € quebrada em duas moléculas de piruvato,
e estes compostos, uma vez dentro da matriz mitocondrial, sob agédo do complexo
de piruvato desidrogenase é convertido em acetil-CoA, que por sua vez passa pelo
Ciclo de Krebs, resultando em duas enzimas de importancia, devido a capacidade
de carrear eletrons: NADH (Dinucleotideos de nicotinamida e adenina) e FADH»
(dinucleotideo de flavina adenina) (Ernster & Schatz, 1981; Chen, 1988)

Localizado na membrana interna ha a Cadeia Transportadora de Elétrons
(CTE) que € composta por varios complexos (NADH redutase, citocromo Q,
succinato redutase, citocromo redutase, critocromo C e citocromo oxidase) capazes
de realizarem a doacao e aceitacdo de elétrons por via redox. Portanto, NADH e
FADH, serdo oxidados (perda de elétrons (e’)) (Ernster & Schatz, 1981; Hatefi,
1985):

2NADH — 2NAD™ + 2H" + 2¢’

e

FADH,; — FAD" + 2H" + 2¢’

Os elétrons “perdidos” na reacao, irdo atravessar a CTE, enzima por enzima,
até que atinjam finalmente, a molécula de Oxigénio em seu estado radicalar (Oe), 0
gual é reduzido a agua (Ernster & Schatz, 1981; Hatefi, 1985).

Oe +2H" + 2e'— H,0
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A troca de elétrons, por entre as enzimas do CTE, gera um gradiente
de membrana, permitindo troca de protons entre a matriz mitocondrial e o
espaco intermembranas. Sendo assim, ha acumulo de H+ no espaco
intermembrana, tornando-o acido, enquanto a matriz torna-se mais basica
(Ernster & Schatz, 1981; Hatefi, 1985).

Para que os elétrons de Hidrogénio possam retornar a matriz
mitocrondrial, faz-se necessario que passem pela enzima de membrana
(interna) chamada ATP Sintase (Ernster & Schatz, 1981; Hatefi, 1985).

A ATP Sintase, possui anexada em sua estrutura, na regido da matriz
mitocondrial, moléculas de ADP e fdsforo. Para que o hidrogénio consiga
atravessar a ATP Sintase, ocorre uma alteragcdo espacial desta enzima,
fazendo com que o fésforo e ADP reajam entre si levando a formacéo de
ATP. Tal processo é conhecido por quimiosmose, resultando em fosforilagdo
oxidativa do ADP (devido a oxidacdo do CTE) (Ernster & Schatz, 1981; Hatefi,
1985).

Desta forma, evidencia-se que o0 oxigénio que estava, entdo, em forma
radicalar € incorporado tornando-se agua. No entanto, nem todo oxigénio
radicalar é incorporado a agua. Parte dele reage entre si formando o radical
superéxido O*,, o qual, por ser uma ERO precisa ser evitado, pois caso
contrario a célula pode sofrer morte programada (Ernster & Schatz, 1981;
Hatefi, 1985; Halliwell & Gutteridge, 2007).

Outra fonte enddgena de ERO € pela transferéncia de elétrons
mediada do NADH para o citocromo P450 em 6érgaos como ovarios e
testiculos, levando a formacdo de superdxido, que por sua vez € combatido
pela presenca de agentes antioxidantes (Hanukoglu et al.,1993).

Uma terceira forma de producdo de espécies reativas de oxigénio é
através da cadeia imunoldgica via proteinas de NADH oxidases (NOX). Esta
via é ativada quando entra em contato com fatores do crescimento, isquemia
e citocinas inflamatdrias, e através de processos quimicos ha a formacao de
superoxido. As EROs produzidas via proteinas NOX possui um papel
importante, quando ndo em excesso, na defesa do organismo, pois serve
como mediador anti-inflamatério (Bedard & Krause, 2007; Halliwell &
Gutteridge, 2007; Brown & Griendling, 2009).
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2.6.2.2. Viaexobgena

A producdo de EROs pode ter estimulo externo, a partir do contato com
metais pesados, poluentes, fumo e radiacdo. Fatores exdgenos, quando presentes
em concentracdes elevadas, se envolvem em reacdes redox nas células levando a
formacao de superoxido (Halliwell & Gutteridge, 2007).

O anion superoxido inicia uma cascata de formacéo de outras EROs_ O anion
€ convertido, através do superdxido dismutase (SOD), em peréxido de hidrogénio e
posteriormente em oxigénio (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Embora o superoxido seja mais reativo que o peroxido de hidrogénio, pelo
fato de ser uma estrutura radicalar, este ultimo é mais danoso, pois pela maior
estabilidade, consegue atravessar todas as camadas celulares chegando ao DNA
para reacdes (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Acima, foi abordado algumas das EROs mais comuns, devido a processos
biol6gicos e acdo externa ao organismo, sendo: anion superoxido e perdxido de
hidrogénio.

Porém, outra forma radicalar passivel de ser formada em reacfes redox € a
radical hidroxila. Este é formado através da reacao entre o superéxido ou peréxido
de hidrogénio com metais de transicdo, mais comumente cobre e ferro (reacéo de
fenton) ou até mesmo pela reacdo entre si (reacdo de Haber-Weiss). Altamente
reativo, pode interagir facilmente com carboidratos, acidos nucleiocos, lipidos e
aminoacidos e néo é possivel elimina-lo através da SOD ou outra reagdo enzimatica,
apenas através de seu sequestro para outra molécula, papel desempenhado
principalmente pela glutationa reduzida (GSH) (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Outras espécies reativas, nado necessariamente apenas de oxigénio,
relevantes ao organismo humano sdo os radicais peroxil e alcoxil, os quais se
formam, no decorrer, do processo de lipoperoxidacdo; Oxido Nitrico radicalar e o
acido hipocloroso, que embora nao radicalar, também possui potencial para reagir
com o DNA. E produzido em processos inflamatérios vias células de defesa
(Halliwell & Gutteridge, 2007).

2.6.3. Defesas antioxidantes

As principais defesas enzimaticas sdo o0 superoxido dismutase (SOD),

catalase e glutationa peroxidase.
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A SOD é a responsavel por dismutar o anion superoxido. Esta enzima pode
se apresentar na forma dependente de cobre e zinco ou de manganés. A forma
dependente de cobre e zinco esta presente em células eucariotas tanto de origem
animal quanto vegetal e comparativamente € mais resistente a variacbes de
temperatura e a desnaturacdo por substancias (exemplo cloreto de guanidina e
ureia) (Halliwell & Gutteridge, 2007).

A catalase, para agir, necessita de coadjuvantes como ferro e a vitamina E. E
capaz de converter o peroxido de hidrogénio (H202) em agua (H20) e oxigénio (O,)
molecular (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Por sua vez, a glutationa peroxidase pode se apresentar na forma
dependente ou ndo de selénio. A forma ndo dependente de selénio ndo € capaz de
reduzir o peroxido de hidrogénio, embora seja capaz de reduzir outros peréxidos,
enquanto a forma dependente de selénio ndo possui restricdes (Halliwell &
Gutteridge, 2007).

As defesas antioxidantes ndo enzimaticas s&o constituidas por nutrientes
advindo da dieta como as vitaminas hidrossoliveis ou n&do, sendo as principais a
vitamina E, vitaminas do complexo B e vitamina C, além de oligoelementos como
zinco, cobre, selénio dentre outros elementos. Constituindo antioxidantes advindos a
partir da alimentacéo também é possivel citar os metabolitos secundarios, como por
exemplo os flavonoides (Lopes-Torres et al., 1993; Halliwell & Gutteridge, 2007).

Além de fonte dietética, podem ser originados intrinsicamente ao organismo
como € o caso da glutationa reduzida e o &cido urico (Halliwell & Gutteridge, 2007).

O acido urico, embora associado com outras disfuncbes do organismo é
capaz de se complexar com metais pesados, reagir com a radical hidroxila e outras
EROs (Halliwell & Gutteridge, 2007; Nery et al.,2015).

A glutationa reduzida é a principal defesa antioxidante ndo enzimética, sendo
o tiol ndo proteico de maior destague em organismos vivos e pode ser encontrada
na forma reduzida ou oxidada. A razdo entre esses dois modos é um indicativo dos
estados redox dos sistemas biolégicos, pois usualmente a fragdo oxidada € muito
baixa comparada com a reduzida. (Lopes-Torres et al., 1993; Halliwell & Gutteridge,
2007).

E capaz de metabolizar o peréxido de hidrogénio e xenobioticos, e encontra-

se presente na mitocéndria como forma de controlar as espécies reativas de
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oxigénio que se formam naturalmente nesta organela (Lopes-Torres et al., 1993;
Halliwell & Gutteridge, 2007).
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3.

OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar a resposta celular a acdo de substancia originada de Combretum

mellifluum e prépolis negra de modo isolado ou de modo combinado ao

quimioterapico doxorrubicina no tratamento de céncer de mama em modelos de

culturas celulares 2D e 3D.

b)

f)

9)

h)

3.2. Objetivos especificos

Avaliar o potencial antiproliferativo de compostos obtido da propolis negra e
Combretum mellifluum frente as linhagens humanas de adenocarcinoma de
mama MCF-7 e ndo neoplasicas HFF-1 e NIH/3T3 em modelo 2D em 48
horas;

Determinar o indice de seletividade dos compostos para as linhagens
neoplasicas em relacdo as nao neoplasicas;

Analisar, in vitro, possivel processamento hepatico das amostras utilizando
como modelo a cultura celular com Hep G2;

Avaliar a sensibilizacdo celular via utilizacdo dos compostos antes da
aplicacdo do quimioterapico doxorrubicina;

Avaliar a capacidade dos compostos em interferir no processo de migracao
celular em 2D;

Avaliar a citotoxicidade em MCF-7, no modelo 3D, através de dose
selecionada a partir do ensaio em 2D, via integridade de membrana com
esferoides corados em Azul de Trypan e em laranja de acridina com brometo
de etidio;

Verificar possivel mecanismo de acdo a partir da avaliagdo do estresse
oxidativo, relacionando a presenca de espécies oxidativas e defesas
antioxidantes.

Investigar efeito dos compostos sobre ciclo celular por meio de citometria de

fluxo.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Obtencéo dos isolados
Os isolados foram obtidos e fornecidos a partir da parceria com o Instituto de
Quimica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (INQUI/UFMS) sob
supervisdo e orientagcdo da professora doutora Fernanda Rodrigues Garcez e
execucao do discente Patrick S. Mirowski.

4.1.1. Combretum mellifluum

A substancia obtida a partir da Combretum mellifluum passou pelos seguintes
processos: A coleta do material vegetal, extracdo, isolamento, purificacdo e
determinacdo estrutural do &cido 2,3-seco-lup-20(29)-eno-2,3-dioico foram
realizados por membros do Laboratorio de Pesquisa de Produtos Naturais Bioativos
do INQUI/UFMS.

As folhas de Combretum mellifluum foram coletadas na cidade de Campo
Grande, Mato Grosso do Sul, em julho de 2014. O material vegetal foi identificado
pelo botanico Dr. Arnildo Pott (Instituto de Biociéncias, Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul — INBIO/UFMS). Uma exsicata (n°49130) foi depositada no
Herbario CGMS-UFMS e cadastrada no Sistema Nacional de Gestédo do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob o numero
A5DBC20.

Apds secagem a temperatura ambiente, as folhas (5,2 kg) foram moidas e
extraidas com etanol a temperatura ambiente. Apds concentracdo sob pressao
reduzida, foi obtido o extrato etandlico (1,2 kg). Uma aliquota do extrato etandlico
(100,0 g) foi submetida a particbes liquido-liquido sucessivas com hexano,
diclorometano e acetato de etila.

A fase hexanica obtida (10,0 g) passou por diversos procedimentos
cromatograficos que resultaram no isolamento do triterpeno é&cido 2,3-seco-lup-
20(29)-eno-2,3-dioico (19,0 mg). A determinacdo estrutural da substancia foi feita
principalmente com base em dados espectrais de RMN de 1H e de 13C uni-e

bidimensionais.
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Figura 8 — Estrutura da substancia isolada a partir da Combretum mellifluum
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Fonte: INQUI — UFMS

A substéncia isolada a partir da C. mellifluum sera identificada como SCM no

decorrer do trabalho.

4.1.2. Propolis negra

A obtencdo da substancia isolada a partir da propolis negra deu-se da
seguinte maneira: Os procedimentos de coleta da propolis e de extracao,
isolamento, purificagdo e determinagéo estrutural da odoratina foram realizados por
membros do Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais Bioativos do
INQUI/UFMS.

A amostra de prépolis proveniente de abelhas da espécie Apis mellifera foi
obtida de um apiério localizado na cidade de Dois Irmdos do Buriti no estado de
Mato Grosso do Sul pelo método de raspagem

A amostra (50,0 g) foi armazenada sob refrigeragdo e em seguida, triturada
com nitrogénio liquido e extraida em etanol por um periodo de 7 dias em
temperatura ambiente. O extrato obtido foi filtrado e mantido em freezer por 24
horas. Em seguida, foi novamente filtrado para a remocéo de ceras e posteriormente
concentrado em evaporador rotativo sob presséo reduzida, seguido de liofilizacéo
por 24 horas, sendo obtidos 19,75 g de extrato etandlico bruto.

Parte do extrato etanodlico (19,1 g) foi submetida a particdes liquido-liquido
sucessivas com hexano, diclorometano e acetato de etila.

A determinacédo estrutural da substancia foi feita principalmente com base em

dados espectrais de RMN de *H e de **C uni-e bidimensionais.
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Figura 9 — Estrutura da substancia isolada a partir da propolis negra
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Fonte: INQUI — UFMS
A substancia isolada a partir da prépolis negra serd denominada, no decorrer

da dissertagédo como SBP.

A selecdo das duas substancias foi feita a partir de um screening
antiproliferativ em linhagem neoplasica de cancer de mama MCF-7. A substancia, de

cada fonte natural, com menor Glsp Seguiram para 0s ensaios posteriores.

4.2. Preparacao das amostragens

As amostras foram suspendidas em DMSO (Dimetilsulfoxido) na
concentracdo de 0,1 g/mL, aliquotadas e congeladas.

No momento de uso, foram descongeladas e diluidas em meio de cultivo
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) para que a maior concentracdo de
DMSO utilizada fosse no maximo 0,25%, de modo a nédo alterar a viabilidade celular
(lIwamoto et al., 2015).

Além disso, DMSO foi utilizado no controle negativo, na mesma concentracao
utilizada na diluicho da amostra para garantir que nao houvesse interferéncia do

diluente nos resultados.

4.3. Ensaios celulares in vitro
4.3.1. Linhagens utilizadas

MCF7: ATCC® HTB-22™, célula neoplasica epitelial do tipo aderente,
originada de adenocarcinoma de glandula mamaria humana (local metastatico).
Apresenta expressdo de receptores de estrogénio. Essa linhagem foi doada pelo
professor doutor Jodo Ernesto de Carvalho da Universidade Estadual de Campinas.

HepG2: ATCC® HB-8065™, célula neoplasica epitelial do tipo aderente,
originada de carcinoma hepatocelular humano. A aquisicdo da linhagem foi pelo

Banco de Células do Rio de Janeiro.
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HFF-1: ATCC® SCRC-1041™ fibroblasto humano, ndo neoplasica aderente,
isolado da pele (prepucio) de recém-nascido. Essa linhagem foi obtida no Banco de
Células do Rio de Janeiro.

NIH/3T3: ATCC® CRL-1658™, célula epitelial ndo neoplasica aderente
originada de fibroblasto murinho (tecido embrionario). Linhagem doada pelo
professor doutor Jodo Ernesto de Carvalho da Universidade Estadual de Campinas.

Todas as linhagens foram cultivadas em meio de cultivo (DMEM ou RPMI),
suplementado com 1% de antibiético (Penicilina e Estreptomicina) na concentracao
de 50ug/mL e 10% de SFB (Soro Fetal Bovino) para as duas linhagens neoplasicas
e 15% para a linhagem néo neoplasica.

O meio de cultvo (DMEM ou RPMI) suplementado, denomina-se meio

completo.

4.3.2. Descongelamento e repique celular

Os criotubos, contendo individualmente uma linhagem celular, armazenados
em botijdes de nitrogénio liquido (-196°C), foram levados ao banho-maria a 37°C,
até completo descongelamento.

O material do criotubo (1mL) foi transferido para um tubo conico de 15mL,
contendo 9mL de meio completo e entdo levado para centrifugacdo por 4 minutos a
1.000 RPM.

Apos centrifugacdo, aspirou-se o sobrenadante do tubo cénico, restando ao
fundo o pellet que foi suspendido em 5mL de meio completo e homogeneizado
delicadamente, evitando formacgéo de espuma.

A suspenséao celular transferida para 01 frasco de cultivo de 25cm? e incubado
a 37°C, em atmosfera umida, com 5% de CO, até formacdo da monocamada
(exemplificado na Figura 6) com aproximadamente 80% de confluéncia.

Uma vez obtida a confluéncia celular no frasco de cultivo, as células estavam
prontas para o processo de repique, etapa realizada com o proposito de aumentar o
namero de células até a obtencdo de quantidade necesséria para 0s experimentos.

Embora o repique se faca necessario, houve o controle da quantidade de
vezes que este processo foi realizado a fim de evitar que as células fossem

submetidas a uma quantidade exagerada de passagens/repiques, pois estudos
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demonstram que caso isso ocorra as células podem vir a perder suas caracteristicas
originais (Chang-Liu & Woloschak, 1997; Wenger et al.,2004).

O frasco de cultivo foi retirado da incubadora, aspirou-se o meio completo,
restando somente as células aderidas ao fundo. Adicionou-se ao frasco 0,5mL de
Tripsina-EDTA (Tripsina a 0,25% mais EDTA 1mM) que ficou em repouso na
incubadora entre 3 e 4 minutos até o total desprendimento celular.

A suspenséo de células em tripsina foi transferida para outro tubo coénico de
15mL contendo meio completo no triplo de volume em comparacdo a tripsina. O
material foi centrifugado por 4 minutos a 1.000 rpm. O sobrenadante foi aspirado,
restando apenas o pellet que foi suspenso em volume adequado para ser transferido

a outros novos frascos de cultivo, conforme demanda.

4.3.3. Ensaio em modelo 2D

A avaliacdo da citotoxicidade em células neoplasicas e ndo neoplasicas
seguiu protocolo adaptado conforme Mosmann, 1983 e Skehan et al., 1990

Para a contagem do numero de células, procedeu-se conforme a etapa do
repique descrito no item 4.3.2, porém ao invés de devolver as células a um novo
frasco, o pellet foi suspenso em 2mL de meio completo, homogeneizado e uma
aliquota de 100uL foi transferida a outro recipiente (exemplo: outro tubo cénico ou
criotubo) ja contendo 400uL de Azul de Trypan (corante que evidencia as células
nao viaveis corando-as de azul, permitindo a exclusao destas da contagem).

Material foi homogeneizado e transferido para camara de Neubauer para que

a contagem celular fosse realizada.

4.3.3.1. Atividade antiproliferativa por Sulforrodamina B (SRB)- 24 e

48h

Para o ensaio de citotoxicidade preparou-se duas placas de 96 pocos. A
primeira identificada como TO (Tempo Zero) e a segunda como Teste. As células
foram transferidas para ambas placas na concentracéo de 5.000 células/poco.

Na TO foi adicionado em trés pocos distintos 0 meio completo e em outros trés
pocosS semeou-se a suspensdo celular na concentracdo informada. Esta placa foi
incubada por 24 horas em incubadora a 37°C e serviu como forma de controle do
experimento, para que as células semeadas pudessem ser quantificadas quanto ao

crescimento desde o momento do semeio até o momento da adigdo das amostras.
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Em relacéo a placa Teste, aos pocos das linhas A e H acrescentou-se apenas
meio completo, equivalendo ao branco do experimento, tendo em vista que a leitura
do material é através de espectrofotometria, e aos pocos das linhas intermediarias
(B a G) semeou-se as células. Esta placa também foi incubada por 24 horas a 37°C.

Apés 24 horas de incubacdo, a placa teste adicionou-se 0s compostos
analisados em quatro diferentes concentracdes (0,25 ; 2,5 ; 25 ; 250 ug/mL), sendo
cada concentracdo em triplicata, além de adicionar a amostragem nas linhas do
branco (A e H).

Como controle negativo, reservou-se alguns pogos que, ao contrario de todos
0s outros, ndo recebeu acréscimo de nenhum composto analisado, apenas meio
completo e DMSO na mesma concentragdo maxima utilizada na diluicdo das
amostras, permitindo livre crescimento celular durante o periodo de 48 horas. Em
contrapartida, para controle positivo, utilizou-se o quimioterapico doxorrubicina
(Sigma-Aldrich) nas concentracdes 0,025 ; 0,25 ; 2,5 ; 25 pg/mL, também em
triplicata.

Incubou-se a placa teste por mais 48 horas a 37°C, e ao completar este
periodo, seguiu para o processo de leitura colorimétrica com SRB (Sulforodamina B
— corante gque possui afinidade por proteinas de células vivas — Sigma Aldrich). A
placa TO seguiu para a leitura apés as primeiras 24 horas de incubacéo, citada
anteriormente, sem passar pela adicdo dos compostos.

A leitura compds-se das seguintes etapas:

O sobrenadante de cada cavidade da placa foi aspirado, permanecendo
apenas as células aderidas ao fundo. Adicionou-se 100uL de TCA (Acido
tricloroacético) diluido em &gua destilada na concentragcdo de 20% para que as
células aderidas fossem fixadas a placa. Para proteger da acdo luminosa, as placas
foram envoltas em papel aluminio e acondicionas em geladeira por 30 minutos.

Em seguida o sobrenadante foi descartado, a placa foi lavada em agua
corrente e seca sob temperatura ambiente. Assim que completamente seca,
adicionouse 50uL de SRB 0,1% diluido em &cido acético 1%. A placa foi envolta
novamente em papel aluminio e repousou por mais 30 minutos, desta vez, em
temperatura ambiente.

Apés decorrido o segundo intervalo de 30 minutos, desprezou-se o

sobrenadante de SRB e utilizou-se acido acético 1% (diluido em agua destilada)

36



para lavagem do excesso de corante. Apds cinco lavagens com acido acético, a
placa foi lavada novamente com &agua corrente e seca a temperatura ambiente.
Assim que secas, 100uL de Trizma-Base (10mM, pH 10,5) foram adicionados em
todos 0s poc¢os para que ocorresse a solubilizacdo das células coradas.

A leitura foi realizada em espectrofotometro no comprimento de onda de
540nm.

Para a realizacdo da citotoxicidade de 24 horas, realizou-se 0 mesmo
processo descrito, com a diferenca que a incubacao com os isolados foi de 24 horas,
e ndo mais 48 horas. Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em duplicata e

cada experimento em triplicata intraexperimento.

4.3.3.2. Citotoxicidade ap0s exposicdo a HepG2

Realizou-se outro ensaio de citotoxicidade frente a MCF7, contando desta
vez, com possivel metabolismo hepatico in vivo dos compostos quimicos estudados.

Para simular a acdo metabdlica do figado in vitro, utilizou-se a linhagem
HepG2, que expressa proteinas e enzimas metabolizadoras, sendo capaz de
biotransformar compostos, conforme evidenciados em estudos (Yoshitomi et al.,
2001; Wilkening, Stahl & Bader, 2003; Asai et al., 2004; Milller et al., 2018). E,
portanto, um modelo indicado para verificar metabolizagdo hepatica e saber se o
composto permanece com atividade citotoxica relevante.

O ensaio citotoxico com HepG2 seguiu 0 mesmo procedimento descrito no
item 4.3.3.1. quanto ao semeio, aplicacdo e concentracado (ug/mL) das amostras e
controle positivo e incubacao por 48 horas da placa. A concentracdo celular também
foi de 5.000 células por cavidade.

A diferenca é que apés o periodo de incubacdo por 48 horas, a placa foi
centrifugada de modo que todas as células, inclusive as desprendidas no meio,
ficassem ao fundo e ao invés de descartar o sobrenadante, esse foi transferido para
outra placa teste contendo MCF7, que ja havia sido incubada pelas 24 horas iniciais,
juntamente a sua TO (MCF7).

Uma vez transferido o sobrenadante, a placa teste da MCF7 seguiu para um
periodo de incubacgdo por 48 horas e posteriormente foi lida em espectrometro a
540nm. A placa TO da MCF7 deste ensaio de citotoxicidade foi lida apds a primeira

incubagdo de 24 horas, conforme descrito em item 4.3.3.1. O ensaio de
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citotoxicidade foi realizado em duplicata e cada experimento em triplicata
intraexperimento.

4.3.3.3. Associacdo ao quimioterapico doxorrubicina

As células MCF-7 foram semeadas na concentracdo de 5.000 células por
cavidade da placa de 96 pocos e incubadas inicialmente por 24 horas. Apoés
incubacédo acrescentou-se os compostos testes nas concentragdes de (0,25, 2,5, 25,
e 250 ug/mL) seguindo para mais 24 horas de incubacao.

Ao final deste periodo a placa foi centrifugada e o sobrenadante retirado. Em
seu lugar, acrescentou-se doxorrubicina na concentracdo de 2,5ug/mL em um
volume de 200uL/pogo. Uma nova incubacdo de 24 horas foi realizada, e ao fim
procedeu-se com a leitura pelo método colorimétrico SRB.

O ensaio de citotoxicidade foi realizado em duplicata e cada experimento em

triplicata intraexperimento.

4.3.3.4. Migracao celular

Também conhecido por scratch assay ou wound healing assay este ensaio
tem por objetivo avaliar a migracdo celular apdés exposicdo aos compostos
(Rodriguez et al.,2005; Liang et al., 2007). Utilizou-se, de forma adaptada, o
protocolo de Pinto et al., 2019.

As células MCF7 foram semeadas em placa de 12 pocos a uma densidade de
10.000 células/poco e incubadas em incubadora a 37°C com 5% de CO, até a
obtencdo de aproximadamente 95% de confluéncia. Conforme necessario, eram
realizadas trocas peridédicas do meio completo de cada pog¢o para manter aporte
nutritivo as células até obter a confluéncia desejada.

Uma vez obtida o crescimento desejado, descartou-se o sobrenadante de
cada cavidade da placa e utilizando uma ponteira (do tipo universal de 20 - 200uL)
apos centrifugacdo de placa e foi feito um “risco” em linha reta de forma continua na
camada celular, formando assim, um espaco vazio no meio do po¢o, margeado
pelas células confluentes.

Para retirar o0 excesso de células, agora soltas no microambiente, devido a
acdo mecanica recém performada, lavou-se a cavidade, delicadamente, com meio

de cultura, evitando qualquer disrupcéo para com as células aderidas.
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Aos pocos foram acrescentados os isolados da seguinte maneira:

Poco A: SBP na mesma concentracdo da Glsp obtida no ensaio de
citotoxicidade, incubado por periodo total de 48 horas.

Poco B: SBP na mesma concentracdo da Glsp obtida no ensaio de
citotoxicidade, incubado por 24 horas. Decorrido este tempo, acrescentou-se
doxorrubicina na concentracao da Glsp obtida no ensaio de citotoxicidade e incubado
por mais 24 horas.

Poco C: SCM na mesma concentracdo da Glsp obtida no ensaio de
citotoxicidade, incubado por periodo total de 48 horas.

Poco D: SCM na mesma concentracdo da Glsp obtida no ensaio de
citotoxicidade, incubado por 24 horas. Decorrido este tempo, acrescentou-se
doxorrubicina na concentracao da Glsp obtida no ensaio de citotoxicidade e incubado
por mais 24 horas.

Poco E: Controle positivo — quimioterapico doxorrubicina — na mesma
concentracdo da Glsp obtida no ensaio de citotoxicidade, incubado por periodo total
de 48 horas.

Todos os pogos foram visualizados em microscopio invertido e tiveram
registros fotograficos no periodo 0 hora (“risco” recém realizado), 24 horas e 48
horas. As imagens foram avaliadas, no software Image J desenvolvido pelo National
Institute of Health, quanto a migracéo celular ao espacgo vazio criado (Rasband et
al.,1997).

4.3.3.5. Ensaio clonogénico

Este ensaio objetiva analisar a capacidade das células em formarem col6nias
sob acdo dos compostos que estdo sendo estudados. O protocolo utilizado foi
adaptado de Franken et al., 2006.

Utilizando placa de 06 pocos, semeou-se em cada pogco a linhagem
neoplasica de MCF-7 na concentracdo de 500 células/poco. Esta placa foi incubada
a 37°C com 5% de CO, tempo suficiente para que as células aderissem ao poco,
mas que nao tivesse iniciado o processo de replicacdo. O tempo ideal neste
momento foi de 24 horas.

Apos a incubacdo inicial de 24 horas, o meio, no qual as células estavam

inseridas, foi aspirado, e 0 poc¢o lavado, cuidadosamente, trés vezes com PBS, para
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gue entdo fosse recolocado o novo meio de cultura contendo os compostos e
doxorrubicina na concentracdo da Glsp obtida no ensaio antiproliferativo. A placa foi
reincubada por 48 horas nas mesmas condi¢coes de CO, e temperatura.

Finalizada as 48 horas de incubagbes, o meio foi hovamente aspirado, 0s
pocos foram lavados com PBS por trés vezes, cuidadosamente, evitando
desprendimento celular, e no lugar do meio retirado foi adicionado meio completo
(DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiotico) para que
as células pudessem se desenvolver livremente. Nesta etapa, a placa foi incubada
por um periodo de 12 dias, nas mesmas condicdes de CO, e temperatura.

Ap6s o ultimo periodo de incubacdo o meio completo foi aspirado, as células
foram novamente lavadas com PBS, também por trés vezes e aos pog¢os adicionou-
se uma mistura de glutaraldeido (6%) e cristal violeta (0,5%) por 30 minutos. A placa
descansou em temperatura ambiente neste periodo.

Utilizando uma pipeta pasteur, retirou-se a mistura de glutaraldeido com
cristal violeta, e os pocos foram lavados com agua corrente, com auxilio, também, de
pipeta pasteur, para remover o exceco do corante.

O registro fotografico foi realizado diretamente com camera fotografica, sem o
intermédio de microscopio, e as colénias foram contadas e analisadas quanto a

guantidade de col6nias formadas apds o periodo total de incubacao.

4.3.4. Ensaio em modelo 3D

Utilizou-se o micro molde MicroTissues® 3D Petri Dish® para esferoides, da
Sigma-Aldrich (Figura 10), para a formacdo de moldes em gel agarose, em placa de
6 pocos, que serviram de base para a formacdo do modelo 3D, sob protoco
embasado e adaptado de Przyborski, capitulo 05, 2017.

O molde em agarose foi transferido para pocos individuais de placa de 12
pocos e umedecidos em meio de cultura por cerca de 30 minutos, para que nao
absorvesse posteriormente o meio completo, quando as células fossem semeadas.
Cada molde foi semeado com 2 milhdes de células.

Realizou o registro fotografico nos periodos de zero horas (células recém
semeadas ao molde), 24, 48, 72 e 96 horas, sendo este Ultimo periodo o inicio do
ensaio, quando o esferoide se apresentou compacto e bem formado.
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Figura 10 — Micromolde MicroTissues® 3D Petri Dish® para esferoides

Fonte: Przyborski, Capitulo 05, 2017. (a) micro molde, (b) micro molde preenchido com agar gel; (c)

remocgao do agar gel solidificado do molde; (d) agar gel solidificado pronto para uso.

Os esferoides, do molde de cada poco da placa, foram tratados com os
isolados e controle positivo, nas mesmas concentracdes e tempo de incubacgao
conforme descrito no item 4.3.3.4. pocos A a E.

Os registros fotograficos ocorreram no tempo 24 horas e 48 horas utilizando o
corante Azul de Trypan (1:5), e no tempo de 48 horas utilizando laranja de acridina
(Sigma-Aldrich, USA ) e brometo de etidio (Invitrogen, USA) na concentracdo 1:1
para verificacdo da integridade celular e regides de apoptose por fluorescéncia,
respectivamente em microscopio Olympus BX41 através do uso de luz ultravioleta.

Doxorubicina (Eurofarma, Brasil) foi utilizado como controle positivo.

4.3.5. Estresse oxidativo

Os ensaios de estresse oxidativo em modelo 3D de cultura de células foram
realizados conforme Gomes e colaboradores (2019).

Para a analise do estresse oxidativo na cultura in vitro, foi utilizado o modelo
celular tridimensional. As células foram cultivadas até obter-se a concentracdo de 2
milhdes de células por molde. Para cada amostra foram utilizados 24 moldes, sendo
esta a quantidade necessaria de célula para o andamento dos ensaios, garantindo
um minimo de 2mg/mL de proteinas totais, as quais foram dosadas em sistema
automatizado em equipamento Dimension EXL 200 da Siemens.

Os esferoides uma vez formados foram tratados da seguinte forma:

- Amostra SBP e SCM: 25ug/mL

- Doxorrubicina: 2,5ug/mL

O tempo de incubacao, a partir do momento em que células foram tratadas,

foi de 48 horas. Apos este periodo determinado, os esferoides foram recolhidos dos
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moldes e transferidos para tubo conico de 15mL e centrifugados por 5 minutos a
2.400 RPM e lavados com PBS.

Ao final das duas centrifugacdes, o sobrenadante foi descatado, restando
apenas o pellet de células, ao qual foi adicionado 600uL de solucdo de lise
constituida por tampao fosfato de potassio 20 mM, pH 7,4, 0,1% triton X-100, 150
mM de NaCl. A solucéo de lise junto as células foi homogeneizada e centrifugada, e

o sobrenadante foi utilizado para os ensaios.

4.3.5.1. Marcador de dano oxidativo
4.3.5.1.1. TBARS - Substancia que reagem ao 4&cido
tiobarbiturico
As EROs, em especial as radicalares, possuem facilidade em reagir com

acidos graxos poli-insaturados que constituem as membranas celular.

Um dos marcadores possiveis de avaliar o dano causado as membranas é a
medida substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). O dano a membrana é

causado devido a peroxidacao lipidica.

Para a realizacao deste ensaio, 150uL do sobrenadante obtido da lise celular
foi adicionado em 500 pL de TCA 12% e a mistura foi homogeneizado.
Posteriomente, foi adicionado 450uL de Tris-HClI 60mM em pH 7,4 e a mistura foi
novamente homogeneizada, e em seguida, 500uL de acido tiobarbitdrico. Toda esta
solucéo foi incubada a 98°C por uma hora.

Uma vez decorrido o tempo determinado, as amostras foram levadas ao
banho de gelo por dez minutos e em seguida foram centrifugadas por 5 minutos a 10
mil RPM.

O sobrenadante obtido a partir desta centrifugacao foi transferido para placas
de 96 pocos e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 535nm, conforme
descrito por Bird e Draper (1984).

O ensaio foi realizado em triplicata, a quantidade de TBARS foi determinada
utilizando coeficiente de extingdo molar de 153/mM/cm e o resultado foi expresso em
nmol/mg de proteinas.

4.35.2. Defesas antioxidantes enzimaticas
4.3.5.2.1. Catalase
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A catalase € uma enzima que tem por funcdo de converter o peréxido de
hidrogénio (H,0,) em agua (H,0O) e oxigénio (O2) e por esse motivo funciona como
defesa antioxidante de organismos vivos. O ensaio foi realizado conforme descrito
por Aebi (1984).

Assim, 20 pL do sobrenadante obtido do lisado celular foi adicionado a placa
de 96 pocos. Em seguida, foi adicionado 200uL da solucéo reagente (tampéao fosfato
de potassio 50mM, pH 7,0 e 10 mM de peréxido de hidrogénio).

A cinética enzimatica foi realizada espectrofotbmetricamente em 240nm por
um tempo total de 5 minutos com registro de absorbancia a cada 10 segundos. O
ensaio foi realizado em duplicata e o resultado foi emitido em mmol/min/mg de

proteina.

4.3.5.2.2. SOD - Superoxido dismutase

A enzima superoxido dismutase tem por fungcdo dismutar o anion superéxido
(02*) em perdoxido de hidrogénio (H20y), interrompendo desta forma, reacGes

radicalares do superéxido e protegendo o organismo.

O ensaio foi realizado de acordo com Misra & Fridovich (1972), adaptado por
Boveris el al. (1983), no qual o principio baseia-se na oxidacdo da adrenalina

formando o croméforo adrenocromo e o anion superoéxido.

O ensaio é baseado na construgdo de uma curva de oxidagéo, utilizando
diferentes concentracdes do sobrenadante da lise celular (0, 5, 10, 20 e 40uL de
sobrenadante).

Portanto, em uma placa de 96 pocos, adicionou-se a cada po¢o um volume
especifico do sobrenadante. A este volume adicionou-se o complementar para
atingir 200pL de glicina 50nM em pH 10,2 e 50uL de adrenalina 60nM. A reacao foi
lida em espectrofotbmetro a 480 nm por 10 minutos com leitura da absorbancia
sendo realizada a cada 10 segundos.

O ensaio foi realizado em duplicata e o resultado foi emitido em unidades de
SOD/mg de proteina.

4.3.6. Ciclo Celular
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O ensaio de ciclo celular foi realizado utilizando esferoides na concentracao
de 2 milhdes de células por molde. Foi utilizado um molde por amostra.

Os moldes foram tratados utilizando a concentracdo de 25ug/mL de amostra-
teste e 2,5ug/mL de doxorrubicina. Os moldes foram incubados por tempo total de
48 horas a 5% de CO%a 37° C.

No caso dos moldes em que houve associacdo entre 0S compostos e
doxorrubicina, esta foi adicionada ao molde, contendo j& a amostra-teste, apos as
primeiras 24 horas de incubacgéo.

Apbs término do periodo de incubacgéo os esferoides foram retirados do molde
e transferidos para tubo conico de 15mL para serem lavados com PBS e
centrifugadas a 1500 rpm durante 10 min.

O pellet foi ressuspenso com 1 mL de solugcédo fixadora (previamente
preparado 70% de etanol) e incubado a 4°C durante a noite. As células foram entéo
lavadas em PBS frio e ressuspensas em 300 uL de PBS, 45 uL de solugao de lise e
5 uL de 7AAD, protegidas da luz, em a 4 ° C durante 20 minutos.

A andlise foi por citometria de fluxo (Cytoflex) que representa o nimero de
células versus o conteudo de DNA indicado pela intensidade de fluorescéncia.

Foram coletados 30 mil eventos para a analise.

4.3.7. Analise de dados
4.3.7.1. Glsg

Aplicavel aos itens 4.3.3.1, 4.3.3.2. € 4.3.3.3.

A leituras das absorbéancias, obtidas em triplicata para cada concentracao, foi
usada para calcular a média e o desvio padrdo das porcentagens de crescimento de
cada linhagem, a fim de obter a dose que inibe 50% do crescimento celular (Glsp).

As formulas utilizadas para calcular, em software Origin (versao 6.0) foram
obtidas em Monks et al. (1991) associadas aos conceitos citostaticos (inibicdo de

crescimento celular) ou citocida (morte celular).

Se Controle Negativo > Teste = TO = efeito citostatico, portanto a formula utilizada

foi:

Glso = 100x [(T-TO)/(C-TO)]
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Se Teste < TO = efeito citocida, portanto a férmula utilizada foi:
Glso = 100 X [(T-T0)/(TO)]

4.3.7.2. indice de Seletividade (adaptado de Suffness & Pezzuto,
1990)
O indice de seletividade (IS) € uma medida que verifica a seletividade do
composto analisado frente a linhagens neoplasicas e ndo neoplasicas.
E araz&o da Glsg do composto-teste em linhagem celular ndo neopléasica com
a Glsp da linhagem neoplasica. Considera-se que ha seletividade significativa
guando o resultado obtido é superior a 2.

4.3.7.3. Analise estatistica

Para comparar os valores in vitro utilizou-se o software GraphPad Instat 3 e
foi usado o ANOVA one-way com pos teste de Turkey.

Em todos os métodos, as diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas quando o valor de p obtido for menor que 0,05 (p < 0,05).

45



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Citotoxicidade
5.1.1. Ensaio de citotoxicidade 24 e 48 horas

A classificacéo de efeito citotoxico € bastante complexa e pouco padronizada.
Ha citacdes referentes a efeito antiproliferativo de extratos, que consideram o limite
de 30ug/mL para acdo com potente efeito citotoxico (Suffness & Pezzuto, 1990).
Para substancias, esse valor de GI50 é cerca de 10 vezes menor podendo ser
considerado potente até 5ug/ml, seguindo NCI (ITO et al., 2000). Ha ainda revistas
internacionais que orientam que o efeito citotoxico seja considerado potente quando

a acao for até 4ug/ml (Guideline da revista Journal of Natural Products).

Tabela 1 — Atividade antiproliferativa das amostras SBP e SCM nos tempos 24 e 48
horas expressa em Glso (ug/ml)

MCF-7 (24h) MCF-7 (48h)  HFF-1* (48h)  NIH/3T3* (48h) 1.S. * [ **
SBP 0,243 £ 0,050 4,089+0,038 0,210+0,009 23,960 +1,58  0,051*/5,85*
SCM 0,244 + 0,080 3,895+0,438  0,210+0,006 24,580 +0,69  0,053*/6,31*

Cp? 0,024 £ 0,017 0,235+0,011 0,012 + 0,008 2,510+0,021 0,052*/10,68**

Atividade antiproliferativa (Glsg =+ DP pg/mL) dos compostos SBP, SCM e CP! (Controle Positivo —
Doxorrubicina) na linhagem celular de adenocarcinoma de mama MCF-7 e nas linhagens néo
neoplasicas de fibroblasto humano HFF-1 e fibroblasto murino NIH/3T3 nos tempos de 24 e 48 horas

de ensaio antiproliferativo. I.S. (indice de Seletividade) relevante quando >3,0 (Bézivin et al., 2004)

A discussédo, baseada na Tabela 1, inicia-se com a andlise da SBP e em
sequéncia da SCM.

Para SBP encontrou-se a Glsp de 4,089ug/mL, significando atividade
citotoxica potente em 48 horas de tratamento. Esta substancia é uma isoflavona
dimetoxilada, denominada odoratina.

N&do é comum encontrar isoflavonas em prépolis, porém ha relato de
identificacdo de isoflavonas em prépolis vermelha na regido nordeste do Brasil que
apresentou atividade citotéxica contra células de cancer pancreatico (Awale et al.,
2008).

Ha apenas uma descricao na literatura da obtencao de odoratina em propolis,
no Nepal (Shrestha, Narukawa, Takeda, 2007). Sobre a atividade biol6gica desta

substancia, é conhecida apenas atividade antioxidante (Yoshiaki et al., 1997) e agéo
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como agonista em receptores PPARYy.relacionado com metabolismo de acidos
graxos e energia (Zhang et al., 2012).

Um estudo (Wang et al., 2020) utilizando isoflavonas avaliada em MCF-7, na
mesma concentracdo celular por poco (5.000células/poco), por 24 e 48 horas, e
apresentou atividade citotoxica além de alteracdes morfolégicas como perda da
integridade celular, diminuicdo do volume da célula e aumento do espaco por entre
as celulas.

Por sua vez, a amostra SCM, advinda da espécie Combretum mellifluum,
apresentou Glsp de 3,895ug/mL, potente atividade antiproliferativa. A SCM é um
triterpeno e sua atividade citotdéxica corrobora com outras pesquisas relacionadas ao
género Combretum, como abordadas a seguir.

Em reviséo realizada por Chairez-Ramirez et al., 2016 reforca que triterpenos
do tipo lupeno possuem atividade antineoplasica em diversos tipos de céncer,
incluso o composto lupeol no cancer de mama ao induzir apoptose na linhagem de
MCF7. Evidéncias recentes da atividade de triterpenos com acgdo citotOxica em
MCF7 incluem triterpenos isolados de G. sessiliflora, analogos de betulina com acéao
dose tempo-dependente (dosados em 24 horas e 48 horas) e triterpenos isolados
do género Bursera (Myszka et al., 2020; Sanchez-Monroy et al., 2020;
Thanasansurapong et al., 2020).

Apés a identificacdo da potente atividade antiproliferativa das substancias
SBP e SCM, foi analisado o perfil antiproliferativo (figuras 11 e 12) destas amostras
a fim de determinar a concentracdo ideal para ser estudada no ambiente

tridimensional.
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Figura 11 — Grafico de viabilidade celular de SBP nos tempos 24 e 48 horas
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Gréfico de atividade antiproliferativa apresentando o percentual de crescimento celular (com desvio
padrdo em pg/mL) ponto a ponto das concentragfes 0,25; 2,5; 25 e 250ug/mL para SBP e 0,025;
0,25, 2,5 e 25ug/mL para doxorrubicina (controle positivo) na linhagem de adenocarcinoma de mama
(MCF-7) nos tempos 24 e 48 horas.
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Figura 12 — Gréfico de viabilidade celular de SCM nos tempos 24 e 48 horas
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Gréfico de atividade antiproliferativa apresentando o percentual de crescimento celular (com desvio
padrdo em pg/mL) ponto a ponto das concentracdes 0,25; 2,5; 25 e 250ug/mL para SBP e 0,025;
0,25, 2,5 e 25ug/mL para doxorrubicina (controle positivo) na linhagem de adenocarcinoma de mama
(MCF-7) nos tempos 24 e 48 horas.

A partir da analise dos graficos de crescimento celular (Figuras 11 e 12), tanto
nos ensaios de 24 horas quanto o de 48 horas, é possivel averiguar qual
concentracdo é mais viavel utilizar nos ensaios em 3D, considerando que a cultura
em modelo tridimensional apresenta uma relagdo mais complexa com o meio o qual
esta inserido (producédo de metabdlitos e absorcdo de nutrientes).

Em ambos graficos apresentados € possivel identificar ao eixo Y o
crescimento celular (apresentada em porcentagem) e ao eixo X a concentracéo da
substancia testada (apresentada em pg/mL).

Na viabilidade celular, todo valor acima de zero, ou seja, valores positivos,
estdo relacionados com a atividade citostatica (interrupcdo do ciclo sem causar a

morte celular). Em relacdo aos valores abaixo de zero porcento, ou seja, os valores

49



negativos de viabilidade celular, equivalem ao momento em que a amostra analisada
apresenta efeito citocida (morte celular naquela determinada concentragéo).

Portanto para ambos compostos testes, escolheu-se a concentracdo de
25ug/mL  para dar andamento os ensaios no modelo tridimensional. Esta
concentracdo equivale aos pontos de viabilidade celular de maior sensibilizacdo, ou
seja, que nao houve recuperacdo celular entre 24 e 48 horas de tratamento. Além
disso, foi observado que a partir desta concentracdo a célula ficava inviavel e para
avaliar as vias de morte celular € necessério avaliar a célula na fase de
sensibilizacdo e ndo de morte.

A mesma logica foi aplicada para a escolha da melhor concentracdo de
doxorrubicina a ser utilizada nos ensaios posteriores em modelo 3D, no entanto em
concentragdo 10 vezes menor (2,5 pg/mL).

Por fim, tem-se o indice de Seletividade (IS) o qual foi significativo (>3,0)
guando comparado aos resultados obtidos em linhagem NIH/3T3 para ambas
substancias. O IS tem importancia para que seja identificado um composto o qual
nao seja citotoxico em linhagem normal, e a0 mesmo tempo ativo em linhagem
neoplasica (Henriksson et al., 2006) mas néo € de se descartar o potencial uso em
futuras pesquisas das amostras que ndo se mostraram seletivas para alguma
linhagem neoplasica especificamente, tendo em vista que mesmo os medicamentos
utilizados atualmente na terapéutica do cancer sao agressivos referente a toxicidade
(Komarov et al., 1999)

5.1.2. Metabolismo hepatico HepG2

Devido, principalmente, ao citocromo P450, 0s xenobioticos, incluindo
diversas drogas e medicamentos sdo metabolizadas no figado. Algumas se tornam
ativas apenas ap0s 0 processamento enquanto outras sdo inativadas devido ao
metabolismo (Wrighton & Stevens, 1992; Miners & Birkett, 1998; Rang, 2001).

Este modelo de metabolizacdo hepatica foi realizado pela primeira vez no
laborat6rio do grupo deste estudo e foi padronizado a partir da adaptacdo de Asai,
2004.

Asai, 2004 investigou a metabolizacao hepéatica do composto fucoxantinol em

amarouciaxantina A in vivo utilizando a linhagem celular HepG2 para o modelo in
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vitro e in vitro. Com a pesquisa foi constatado que houve conversdo do composto
inicial naquele desejado.

ApoOs o tratamento por 48 horas das células HepG2, o sobrenadante foi
utilizado para tratar as células alvo — MCF7 e assim avaliar indiretamente o tipo de
metabolizacdo. A doxorrubicina foi usada como controle de teste uma vez que a
doxorrubicina precisa ser metabolizada no figado para ser convertida em seu
metabolito majoritario, doxorubicinol, que apresenta efeito citotoxico potencializado
(Cusak et al.,1993; Rang, 2001; Hilmer et al.,2004).

Como resultado deste estudo observamos que o0 modelo proposto tem
aplicabilidade, pois houve metabolizacdo da doxorrubicina apds o ensaio apresentou
Glso inferior ao do ensaio citotoxico com aplicagdo direta em MCF-7 (Tabela 2).

Tabela 2 — Atividade antiproliferativa apés exposicao a HepG2

MCF-7 (antes da exposicdo a HepG2) MCF-7 (ap6s exposicdo a HepG2)
SBP 4,089 + 0,038 81,015 + 0,086
SCM 3,895 + 0,438 24,810 + 0,157
CpP* 0,235+ 0,011 0,025 £ 0,097

Atividade citotéxica (Glsp = SD pg/mL) das substancias SBP e SCM em ensaio de 48 horas na
linhagem celular de neoplasia de mama MCF-7 antes e apds exposicdo prévia por 48 horas dos

compostos a linhagem hepatica neoplasica HepG2. CP* = Controle Positivo (doxorrubicina).

Diferente do observado no perfil de metabolizacdo da doxorrubicina, as
substancias SBP e SCM apresentaram maior valor de GI50 ap0s expostas pela
HepG2. Para SBP a Glsp foi de 4,089 pug/mL para 81,015 pg/mL enquanto para SCM
foi de 3,895 pg/mL para 24,810 pg/mL.

As figuras 13 e 14 trazem a curva de citotoxicidade das substancias antes e
apés estarem em contato com HepG2. A SBP perdeu a caracteristica de ser dose
dependente e ficou inativa até proximo da concentragdo de 25 pg/mL, mostrando-se
potencialmente ativa ap0s esta concentracdo, confirmando a importancia de
continuar os estudos com esta concentragao.

A substancia SCM apresentou perfil diferente, e apds exposta ao modelo de
metabolizacdo, ndo ocorre recuperacdo celular apos a dosagem de 25ug/mL,

conforme evidenciado na figura 14.
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Esta torna-se uma oportunidade futura de investigar eventuais alteragées na

estrutura quimica das substancias apdés estarem em contato com a linhagem

hepatica neoplasica através de ensaios complementares.

Figura 13 — Grafico de viabilidade celular da amostra SBP ap0s exposicao prévia a
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Gréfico apresentando o crescimento celular (com desvio padrdo) ponto a ponto das concentracdes

0,25; 2,5; 25 e 250ug/mL para SBP e 0,025; 0,25, 2,5 e 25ug/mL para doxorrubicina (controle
positivo) na linhagem de adenocarcinoma de mama (MCF-7) no tempo 48 horas, comparativamente

antes (pre) e ap0s (post) exposicao a linhagem de carcinoma hepatocelular (HepG2).
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Figura 14 — Gréfico de viabilidade celular da amostra SCM apOs exposi¢ao prévia a
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0,25; 2,5; 25 e 250ug/mL para SBP e 0,025; 0,25, 2,5 e 25ug/mL para doxorrubicina (controle
positivo) na linhagem de adenocarcinoma de mama (MCF-7) no tempo 48 horas, comparativamente

antes (pre) e apo6s (post) exposicao a linhagem de carcinoma hepatocelular (HepG2).

5.1.3. Sensibiliza¢&o celular

A sensibilizacdo celular refere-se ao processo de injuria celular leve que deixa
a célula com menos potencialidade para responder ao segundo e mais potente
estimulo de injuria (tratamento com doxorrubicina) objetivando-se diminuir a

concentracdo da doxorrubicina e obter mesmo efeito antiproliferativo.

Ja conhecendo o perfil citotoxico das amostras estas foram usadas para
sensibilizar as células MCF-7 aplicando os compostos por 24 horas antes da
utilizacdo da doxorrubicina. Os valores encontrados (tabela 3) foram considerados
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ativos e a avalicdo desta associacao foi aprofundada nos ensaios de migracéo,

clonogénico e esferoides (cultura 3D).

Tabela 3 — Atividade antiproliferativa de compostos associados a doxorrubicina

MCF-7*
SBP 24,031 + 0,155
SCM 29,182 + 0,124
Cp** 0,235+ 0,011

Atividade citotéxica (Glsp = SD pg/mL) das substancias SBP e SCM na linhagem celular de neoplasia
de mama MCF-7 *em associacéo (por 24 horas) a doxorrubicina na concentracdo de 2,5ug/mL. CP**

= controle Positivo (doxorrubicina).

As avaliacbes de citotoxicidade podem ir além do conhecimento da GI50,
avaliando o comportamento celular em cada concentracdo com o objetivo de
encontrar um possivel composto que quando associado ao medicamento de
escolha, resulte em sinergismo ou que ao menos sensibilize as células a acdo do
medicamento. (Singh et al., 2012; Sun et al., 2013; Chandrika et al., 2016; Minaei et
al., 2016).

Abaixo (figura 15) é possivel avaliar o comportamento do tratamento das células
MCF7 com SBP (0,25; 2,5;25 e 250 pg/mL) em associagdo com a doxorrubicina (2,5
pHg/mL). Observa-se que a associacao influenciou negativamente no efeito da
doxorrubicina, uma vez que a resposta da combinacdo foi menor do que a resposta
da doxorrubicina a 2,5 ug/mL, isoladamente. Nao é possivel identificar qual foi a
interacdo entre a doxorrubicina e a substancia, sendo necessario outros estudos
para esta avaliagdo, como o uso de isobologramas para caracterizar o tipo de efeito,
conforme Chou, 2006. Ou ainda estudos analises através de HPLC para detectar a

possivel formacédo de compostos intermediarios.
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Figura 15 - Grafica de viabilidade celular da amostra SBP associada a

doxorrubicina
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Gréfico apresentando o crescimento celular (com desvio padrdo em upg/mL) ponto a ponto das

concentracdes 0,25; 2,5; 25 e 250ug/mL para SBP e 0,025; 0,25, 2,5 e 25ug/mL para doxorrubicina
(controle positivo) na linhagem de adenocarcinoma de mama (MCF-7) no tempo 48 horas,
comparativamente entre amostra SBP atuando isoladamente em MCF-7 e atuando em associa¢ao

com quimioterapico doxorrubicina (plusDOX) na concentracdo de 2,5ug/mL.

A avaliacdo da resposta celular ao tratamento da associagéo entre a SCM e a
doxorrubicina foi positiva na concentracéo de 250 pg/mL de SCM, pois impediu a

recuperacao celular (Figura 16).
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Figura 16 - Grafico de viabilidade celular da amostra SCM associada

doxorrubicina
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Grafico apresentando o crescimento celular (com desvio padrdo em pg/mL) ponto a ponto das
concentraces 0,25; 2,5; 25 e 250ug/mL para SBP e 0,025; 0,25, 2,5 e 25ug/mL para doxorrubicina

(controle positivo) na linhagem de adenocarcinoma de mama (MCF-7) no tempo 48 horas,

comparativamente entre amostra SBP atuando isoladamente em MCF-7 e atuando em associa¢ao

com quimioterapico doxorrubicina (plusDOX) na concentracdo de 2,5ug/mL.
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5.2. Migracdo celular (via scratch assay)

O ensaio de migracdo celular, do inglés scratch assay ou até mesmo wound
healing assay, € um método de relativo baixo custo e facil execugdo, capaz de ser
performado em modelo de culturas celulares de monocamada. Atraves deste ensaio
€ possivel inferir a capacidade migratoria celular e obter informa¢des das interacdes
celulares de unidades vizinhas e até mesmo das interagbes com o meio no qual
estdo inseridas (Liang et al., 2007).

A importancia no estudo da capacidade migratéria celular abrange uma série
de processos, sejam estes fisiologicos ou patoldégicos. Pontualmente no caso de
processos neoplasicos, como o cancer de mama, este ensaio € uma ferramenta
importante no auxilio da investigacdo de metastase. Este pode ser um dos
momentos em que a pesquisa in vitro comeca a encontrar-se com definicbes
clinicas.

Ao tratar de cancer de mama é inevitavel a abordagem de metastase.
Brevemente, em processos malignos, as células alteradas crescem de forma
desenfreada. A tendéncia é que quando nao tratado, ou quando resistente ao
tratamento, o tumor cresca de tal forma que seja capaz de atingir vasos sanguineos
ou vasos linfaticos.

As células que apresentem capacidade de se desprender da massa tumoral
conseguem atingir outros tecidos através do fluxo sanguineo ou linfatico iniciando,
assim, a metastase.

Objetiva-se que as células, sob acdo das substancias, se comportem,
minimamente, de forma similar aguelas células sob presenca de quimioterapico ja
conhecido, mesmo que as causas para tal ndo sejam necessariamente as mesmas.

O resultado do ensaio de migracao celular é possivel de ser observado nas
figuras 17 e 18, para SBP e SCM, respectivamente.

O espaco entre as margens criadas na monocamada foi mensurado em 3
campos distintos obtendo-se a média e o desvio padrdo, no tempo total de 48 horas
de incubacéo

Em todos os casos, no tempo O (zero) hora percebe-se a total auséncia de
células desprendidas no meio permitindo inferir que nenhuma célula restou apos a
correta lavagem do poc¢o. Nota-se, também, que com o decorrer do tempo (24 e 48h)

ndo houve a formagdo de nenhuma coldnia ao centro do poco, onde ha o vazio
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criado pelo risco na camada celular. Desta forma, tem-se que nenhuma célula se
desprendeu das margens ou entdo que caso tenha se desprendido ndo conseguiu
manter-se viavel a ponto de aderir novamente ao fundo do pog¢o da placa para
formar nova col6nia.

Faz-se interessante observar que com o decorrer do tempo, as células,
especialmente aquelas encontradas as margens, se apresentaram com bordas mais
irregulares, menores e com maior espaco por entre elas, diminuindo, portanto, a

confluéncia.

5.2.1. SBP

A acao de SBP sobre o processo de migracdo celular apresentou diferenca
significativa quando comparada ao controle negativo.

Quando se associa este mesmo composto a propria doxorrubicina, tem-se a
presenca de um comportamento similar.

Sugere-se, portanto que o SBP, sozinho ou associado, nesta concentracao, €
capaz de deter que células neoplasicas escapem da massa tumoral, e criem

colénias em localizac¢des distintas (in vitro).
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Figura 17 — Imagens e graficos representativos do ensaio de ranhura (scratch

assay) antes e ap0s o tratamento com a amostra SBP e doxorrubicina
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Acima: grafico apresentando efeito de SBP (25 upg/mL) associado ou ndo com doxorrubicina
(2,5pug/mL) na migracdo celular na linhagem MCF-7. *** p < 0,001, ** p<0,01, * p <0,05; Abaixo:
compilado de imagens apresentando efeito de SBP isoladamente e associada com doxorrubicina em
MCF-7. Registro fotograficos foram feitos nos tempos 0, 24 e 48 horas em microscépio 6ptico comum
em aumento de 40x.
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5.2.2. SCM

Figura 18 — Imagens e graficos representativos do ensaio de ranhura (scratch

assay) antes e ap0s o tratamento com a amostra SCM e doxorrubicina
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Acima: grafico apresentando efeito de SCM (25 pg/mL) associado ou ndo com doxorrubicina
(2,5ug/mL) na migragdo celular na linhagem MCF-7. *** p < 0,001, ** p<0,01, * p <0,05; Abaixo:
compilado de imagens apresentando efeito de SCM isoladamente e associada com doxorrubicina em
MCF-7. Registro fotograficos foram feitos nos tempos 0, 24 e 48 horas em microscopio 6ptico comum

em aumento de 40x.

SCM, isoladamente e quando associado com a doxorrubicina, apresentou
significativa diferenca em comparacdo ao proprio controle negativo e positivo.
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Significando, portanto, que h& um potencial de acdo diferenciado para este

composto.

5.3. Ensaio Clonogénico

O ensaio clonogénico permite avaliar a capacidade de formag&o de colbnias
mesmo apos a acdo dos compostos nas células. Este ensaio permite realizar a
ponte do in vitro, atraves da fracdo sobrevivente, com o conceito clinico de recidivas
tumoral (Franken et al.,2006).

Este conceito representa a capacidade de um tumor, mesmo apds o
tratamento, voltar a ocorrer no mesmo individuo, pois de alguma forma, houve a
presenca de células que foram resistentes ao tratamento de escolha, e conseguiu
manter a capacidade de replicacao (Peres et al., 2015).

Ao controle negativo evidencia-se 0 crescimento de coldnias, enquanto ao
controle positivo ndo houve formacdo de colbnias. Reforca-se que se considera
colébnias quando existe mais de 50 células agrupadas. Isso indica que células sob
acao do quimioterapico nao conseguem se recuperar e formar colénias. Resultado
este corroborado com outras pesquisas que também utilizaram MCF-7 e tratamento
com doxorrubicina (Zhou et al.,2007; Khan et al., 2017).

5.3.1. SBP

Evidencia-se, conforme Figura 19, que SBP em associacdo com
doxorrubicina apresentou comportamento similar ao préprio controle positivo. Esta
informacédo faz-se importante pelo fato de que é bom indicativo de que a substancia
analisada em conjunto com o quimioterapico continua apresentando atividade
biologica.

Em relacio a SBP isolada nota-se um possivel comportamento de
recuperacdo celular, o qual abre portas para futuras investigacbes para tentar

compreender o comportamento celular frente ao composto-teste.
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Figura 19 - Imagens representativas do teste clonogénico, com as colénias
analisadas apés tratamento com SBP, doxorrubicina e controles
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Acima: Registro fotografico, sem intermédio de microscopio, apds os 12 dias finais de incubagao pos

contato com os compostos-teste. Utilizada a Glsg da amostra e da doxorrubicina obtida no ensaio de
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citotoxicidade de 48 horas. Controle Negativo: meio completo com DMSO; Abaixo: Grafico
apresentando o numero de coldnias formadas em cada pogo.

5.3.2. SCM

Figura 20 — Imagens representativas do teste clonogénico, com as colénias
analisadas apoés tratamento com SCM, doxorrubicina e controles
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Acima: Registro fotografico, sem intermédio de microscépio, apds os 12 dias finais de incubacgdo pos
contato com os compostos-teste. Utilizada a Glsy da amostra e da doxorrubicina obtida no ensaio de
citotoxicidade de 48 horas. Controle Negativo: meio completo com DMSO; Abaixo: Grafico

apresentando o nimero de col6nias formadas em cada poco.
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A amostra SCM apresentou comportamento (Figura 20) ao descrito em SBP.
Ao se associar com doxorrubicina comportou-se de forma similar ao controle
positivo, enquanto ao atuar isoladamente na linhagem neoplasica apresentou

recuperacao celular e formacéo de colonias.

5.4. Esferoides
5.4.1. Formacéao dos esferoides
A figura 21 demonstra a formacéo dos esferoides em uma janela de tempo de
96 horas totais, com registros fotograficos a cada 48 horas em microscépio invertido,

campo claro, lente objetiva de 40x.

o

Figura 21 — Fotomicrografias dos esferoides nos tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas
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Fotografias realizadas em campo claro com lente objetiva de 40x em microscoépio invertido. A area foi
mensurada em pixels utilizando o software ImageJ.

No primeiro momento (Figura 21 - A) ndo ha delimitacdo da area, e as células
estdo ainda dispersas na cavidade do molde. Evidencia-se, no decorrer do tempo, a
compactacado do esferoide, traduzido pela area total (em pixels) e pela delimitacédo
visivel deste.

Quando os esferoides atingiram 96 horas, momento de maior compactacao

celular, estes seguiram para os ensaios descritos (Figura 21 — E).

5.4.2. Area dos esferoides

Os esferoides foram avaliados quanto a sua éarea total para que fosse

determinado se houve ou nao reducéo da estrutura tridimensional.
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Figura 22 — Area do esferoide de acordo com tratamento
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Area dos esferoides, mensurada em pixels, no tempo final de incubacéo de 48horas.
Area medida utilizando software ImageJ. Houve diferenca estatistica quando * p< 0,05, *** p<

0,001, *** p< 0,0001.

Os resultados que indicam aumento da area do esferoide podem ser justificados
pelo fato de que as células que compunham os esferoides em questdo deixaram de
estar tAo compactadas como inicialmente.

A perda da compactacdo celular indica que as substancias conseguiram
adentrar o interior do esferoide. Situacao fica evidente ao realizar a coloragdo dos

esferoides com laranja de acridina e brometo de etidio.
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5.4.3. Azul de Tripan

O Azul de Tripan permite evidenciar as células ndo viaveis, corando-as de
azul, enquanto as células viaveis, em campo claro, permanecem com coloracdo
neutra (Tennant, 1964).

Verifica-se que todos os esferoides, sob acdo de SBP, SCM e/ou
doxorrubicina, com excecao do controle negativo, perderam a integridade de sua
forma, e as células encontradas na zona quiescente foram coradas de azul,
indicando a né&o viabilidade celular.

Os padrbes analisados sao: células inviaveis que se desprendem da matrix
extracelular; dismorfismo e tamanho do esferoide.

Na figura 24 é possivel notar que o esferoide sob acdo de SCM perdeu
completamente a compactacdo celular, evidenciando-se que até mesmo a zona

necrética se desfez.

Figura 23 — Fotomicrografia dos esferoides sob acdo de SBP (coloracdo azul de
tripan)

24h

48h

SBP 3 . :
DOX . 2 :

Capturas fotograficas realizadas em microscdépio invertido de campo claro no aumento de 40x. SBP:

25pg/mL; Doxorrubicina: 2,5pg/mL
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Figura 24 — Fotomicrografia dos esferoides sob acdo de SCM (coloragédo azul de
tripan)
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Capturas fotograficas realizadas em microscépio invertido de campo claro no aumento de 40x. SCM:

25upg/mL; Doxorrubicina: 2,5pg/mL

5.4.4. Laranja de Acridina/Brometo de Etidio (LA/BE)

Os esferoides também foram avaliados na coloracdo LA/BE. Essa coloracdo
permite que seja evidenciado, em microscopio de fluorescéncia, a viabilidade do
nucleo celular.

O corante laranja de acridina pode ser absorvido tanto por células viaveis
guanto nao viaveis, e ao se intercalarem ao DNA emitem cor verde em
fluorescéncia. Da mesma forma ocorre com o brometo de etideo, porém permanece
apenas nas células com alteracdo na integridade de membrana e emitird coloracao
alaranjada, marcando células inviaveis.

Associado a LA utilizou-se o brometo de etidio que é capaz de permanecer
apenas nas células que apresentem alteracdo de membrana (canais de efluxo
prejudicados), seja por apoptose ou por necrose assumindo coloracao avermelhada
(Kasibhatla et al., 2006).

Sendo assim, células viaveis serdo coradas de verde. Células em apoptose
inicial coram-se em verde com pontos alaranjados no nucleo. Células em processo
de apoptose tardia conseguem absorver o brometo de etidio, devido a perda da
integridade de membrana, e irdo corar de alaranjado. Células necroticas tendem a
apresentar a coloracédo avermelhada (Kasibhatla et al., 2006).
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Corroborando com o que foi evidenciado na coloragdo por azul de Trypan,
todos os esferoides, com excecdo do controle negativo, apresentaram células néo
viaveis.

E importante diferenciar o processo de apoptose e necrose. A primeira ocorre
de forma programada, e ndo ha necessariamente alteracio de membrana. E um
processo comum na fase S durante a checagem do DNA e pode ocorrer devido agao
de medicamentos, como por exemplo, agueles utilizados na quimioterapia.

A necrose por sua vez é causada pela acdo de enzimas lisossémicas, e ao
causar a morte celular, sua membrana sofre desintegracdo. No entanto ndo é
possivel fazer esta distingdo com esta metodologia.

5441. SBP

Figura 25 — Fotomicrografia dos esferoides apds tratamento com SBP (coloracdo
LA/BE)
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Capturas fotogréficas realizadas em 48 horas de incubagdo no aumento de 40x m microscopio de
fluorescénia. Gréafico gerado em software ImageJ quantificando a coloracdo de cada estrutura, que
por sua vez indica o dano celular causado: Em verde s&o células viaveis e em vermelho sdo células

ndo viaveis. Concentracdo de amostras: SBP: 25ug/mL; Doxorrubicina: 2,5ug/mL

A SBP, apresenta um perfil de efeito superficial e de penetracdo na massa
celular, semelhante ao controle positivo, com células coradas em verde fluorescente
e laranjadas tanto na superficie em maior propor¢do quanto nos pontos visualizados
na regiao interna. De fato, a substancia derivada da prépolis negra, ao agir sozinha
na linhagem MCF-7 conseguiu penetrar ao esferoide e descompactar as células que
o formava.

Nota-se na associagdo de SBP com doxorrubicina que a zona necrotica foi
acessada pelos compostos, de desfazendo quase que por completo sobrando
espacos em vazios no meio do esferoide.

Sendo assim, por avaliacdo qualitativa e colorimétrica, se fez importante

investir na pesquisa de mecanismos de acao de SBP.
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544.2. SCM

Figura 26 — Fotomicrografia dos esferoides apds tratamento com SCM (coloracéo
LA/BE)
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Capturas fotograficas realizadas em 48 horas de incubagcdo no aumento de 40x m microscopio de
fluorescénia. Gréafico gerado em software ImageJ quantificando a coloracdo de cada estrutura, que
por sua vez indica o dano celular causado: Em verde séo células viaveis e em vermelho sdo células

ndo viaveis. Concentragédo de amostras: SBP: 25ug/mL; Doxorrubicina: 2,5pug/mL

Agindo sozinho, SCM resultou em coloracéo verde fluorescente na regiao
interna do esferoide, indicando que ndo houve injuria celular nesta regido apds o
tratamento com a amostra. A acado da amostra foi sobre as células da superficie do
esferoide.

Chama-se atencdo para SCM associado a doxorrubicina que apresentou
elevada presenca de células invidveis em comparativo com seus pares.
Visualmente, a associacdo das substancias contribuiu para maior penetracdo no
esferoide.

Triterpenos sdo usualmente hidrofébicos, o que facilita sua passagem pela
membrana celular, incluindo a membrana mitocondrial, facilitando sua chegada ao
nacleo celular (Molnar et al., 2006). Sendo assim é possivel teorizar que SCM tenha
capacidade de sensibilizar a célula ao interagir e atravessar as membranas
fosfolipidicas, facilitando o acesso do quimioterapico.

5.5. Avaliagdo dos marcadores de Estresse Oxidativo e defesas

antioxidante

Espécies reativas de oxigénio sdo extremamente instaveis, dificultando a sua
mensuracgao direta. A estratégia para avaliar o dano causado pelo estresse oxidativo
€ analisar outros marcadores que indiguem esse processo.

O primeiro indicador de dano oxidativo foi a medida das substancias que
reagem ao acido tiobarbitirico, abreviada como TBARS. O ensaio de TBARS
permite mensurar a quantidade de acido malondialdeido (MDA), um dos principais
produtos da lipoperoxidacéo.

Peroxidacao lipidica € o processo em que radicais livres reagem com &cidos
graxos poli-insaturados, incluso os de membrana celular, de modo a formar produtos
denominados radicais lipidicos (Esterbauer et al., 1991).

Esta reacdo ocorre em trés etapas distintas, sendo a iniciacdo, propagacao e
finalizacao:
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Iniciacdo é a etapa em que um acido graxo é atacado por uma espécie reativa
de oxigénio. Os iniciadores mais comuns desta rea¢ao sado o radical hidroxila (e OH)
e hidroperoxila (HO;) que reagem tomando um hidrogénio de um grupo metileno
vizinho a uma ligacdo insaturada (por isso a preferéncia por poli-insaturados)
formando agua e um radical lipidico (Esterbauer et al., 1991).

A etapa de propagacado € o momento em que o radical de &cido graxo (o qual
nao é uma molécula estavel) reage prontamente com oxigénio, criando assim um
radical peroxilalipidico. Este radical também € instavel reagindo com outro &acido
graxo livre formando um novo radical livre, um peroxido lipidico ou um peréxido
ciclico (reacao intra molecular) (Barbin et al., 1981; Esterbauer et al., 1991).

Ao fim, tem-se a etapa de finalizagdo em que dois radicais reagem produzindo
um ndo radical. Isso s6 acontece quando a concentracao de espécies reativas é alta
o suficiente para haver a probabilidade de dois radicais interagirem entre si (Barbin
et al., 1981; Esterbauer et al., 1991).

Os produtos da peroxidacdo lipidica sdo aldeidos reativos, como
malondialdeido e 4-hidroxinonenal. Ambos produtos podem apresentar efeitos
mutagénicos e carcinogénicos. Sabe-se que o aldeido MDA reage com
desoxiadenosina e desoxiguanosina no DNA formando adutos de DNA,
principalmente M1G (Esterbauer et al., 1991; Cerbone et al., 2007).

Com isso, a partir dos resultados obtidos no ensaio de TBARS (figura 27 e 29)
tem-se no controle negativo o menor indice de dano a membrana celular. Como
esperado, o controle positivo apresentou diferenca significativa quando comparado
ao controle negativo, indicando que as células que estavam sob acdo da
doxorrubicina foram danificadas, tendo como resposta a producéo, dentre outros, de
MDA.

Na avalicdo dos resultados é visivel que a amostra SBP, estando ou nédo
associado ao quimioterapico de escolha, instigou dano celular de forma significativa

guando compara ao controle negativo.
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Figura 27 — Marcadores de estresse oxidativo e defesas antioxidantes apos

tratamento dos esferoides com SBP
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Marcador de dano oxidativo e defesas antioxidantes em esferdides (modelo 3D) de células MCF-7
(tumor de mama). Células em 3D foram tratadas com 25ug/mL de amostra SBP e 2,5ug/mL de
doxorrubicina (também utilizada como controle positivo). O tratamento causou dano celular resultando
alteracdo no conteddo de TBARS, bem como na atividade da catalase e SOD. As diferencas
estatisticas, em relagdo ao controle negativo, foram consideradas quando p < 0,05, sendo ***p <
0,001, **p <0,01, *p<0,05.

Reforca-se que SBP, derivado da propolis negra, € um flavonoide e a
estrutura quimica de um composto desta classe pode ser definida da seguinte forma,

conforme anéis e liga¢des (Figura 28):

Figura 28 — Estrutura quimica de flavonoides
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Fonte: Teixeira et al., 2013

Justamente pelo arranjo quimico, flavonoides podem atuar ndo somente como
antioxidantes, mas como pro-oxidantes. A presenca de grupos hidroxilas no anel B
pode promover processos reagdo com radicais livres ao doarem hidrogénio para os
radicais, estabilizando-os, através da seguinte reacdo: F-OH + Re — F-Oe + RH
(Heim et al., 2002; Eghbaliferiz & Iranshahi, 2016).

Ao realizar esta doacao, a propria molécula torna-se um radical livre, podendo
interagir com lipideos, proteinas e até mesmo o DNA, da mesma forma que faria
uma ERO, justificando o aumento de MDA ap0s exposi¢cdo ao composto SBP.

Outros estudos corroboram com os dados encontrados. Asgharpour et al.,
2018 também detectou atividade pré-oxidante de extrato etandlico de prépolis na
linhagem MCF-7. Outro flavonoide com potencial de estimular estresse oxidativo néo
somente em MCF-7 mas também em MDA MB-231 é apigenina, flavonoide com
grupo hidroxila no anel B, conforme descrito por Madunic et al., 2017.

Tsai et al.,, 2011 também demonstrou a capacidade de diversos flavonoides
(pinocembrina, crisina, and galangina) em induzir o estresse oxidativo in vivo através
da formagéo de H;0..

A atividade antiproliferativa estimulada pelo SBP apresentou producdo de
EROs, o que ficou evidenciado pelos valores elevados da atividade da catalase. Os
valores elevados de catalase sugerem elevada producéo de peréxido de hidrogénio,
uma importante ERO envolvida na sinalizacdo de morte celular, quando em
elevadas concentracfes. Apesar disso, a atividade superoxido dismutase (SOD),
nao mostrou aumento nos esferoides tratados com doxorrubicina, SBP ou ambos.
Somado a isso, o conteudo de TBARS ndo mostrou aumento significativo nos
tratamentos, quando comparado ao controle negativo.

Em relacdo a analise do estresse oxidativo da substancia SCM (figura 29) os
resultados mostraram que a amostra foi capaz de induzir dano oxidativo a
membrana celular (lipoperoxidacdo) conforme verificado no ensaio de TBARS.
Novamente, isso pode ser explicado pela elevada producdo de EROS
(particularmente peroxido de hidrogénio), o que pode ser verificado por elevacdo da
atividade da CAT. Apesar disso, curiosamente ndo houve alteragdo na atividade da
SOD.
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Figura 29 — Marcadores de estresse oxidativo e defesas antioxidantes apoés
tratamento dos esferoides com SCM
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Marcador de dano oxidativo e defesas antioxidantes em esferdides (modelo 3D) de células MCF-7
(tumor de mama). Células em 3D foram tratadas com 25ug/mL de amostra SCM e 2,5ug/mL de
doxorrubicina (também utilizada como controle positivo). O tratamento causou dano celular resultando
alteracdo no conteddo de TBARS, bem como na atividade da catalase e SOD. As diferengas
estatisticas, em relagdo ao controle negativo, foram consideradas quando p < 0,05, sendo ***p <
0,001, **p <0,01, *p<0,05..

Tem-se registrado na literatura a capacidade antioxidante dos triterpenos
(Allouche et al., 2011) porém estes também s&o capazes de incentivar, sob
determinadas situacfes, a producdo de espécies reativas de oxigénio como forma
de causar dano celular.

Comparativamente, reforcando-se os dados encontrados, existem triterpenos
de diferentes estruturas moleculares, que apresentaram agéo oxidante em linhagem
neoplasica MCF-7 (Cen et al., 2017; Feng et al., 2020)

Portanto, tem-se que a estrutura triterpenoide estudada no presente trabalho
possui a caracteristica de induzir ao dano celular através da producéo de espécies
reativas de oxigénio e que tal capacidade possa estar vinculada a sua estrutura

quimica.

5.6. Avaliagao do ciclo celular

O ensaio de ciclo celular faz-se importante para compreender o modo o qual o

composto age no processo de divisao celular.
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Com os resultados obtidos é possivel verificar que as células ndo tratadas
(controle negativo) tiveram a maior porcentagem de células paradas na etapa G1 do
ciclo celular.

A doxorrubicina (controle positivo) ndo é ciclo-celular especifico e intercala-se
com a dupla fita de DNA. Além disso é capaz de influir na producéo de radical livre e
na quebra do DNA através da enzima topoisomerase Il (Dobson et al., 2008).

A linhagem de adenocarcinoma de mama MCF-7 tratada com doxorrubicina
(controle positivo) apresentou parada predominante de ciclo celular na etapa G2/M.

Corroborando com o encontrado na literatura em que a mesma linhagem
celular foi submetida a doxorrubicina (Bar-On et al.,2007; Ku et al., 2015).

A Figura 30 traz o grafico de porcentagem de células versus a fase do ciclo
celular das células sob acédo de SBP.

Evidencia-se que a substancia SBP promoveu arraste significativo na fase G1
do ciclo celular quando aplicado isoladamente as células. Isso se assemelha ao
Controle negativo, apontando que ndo houve boa penetracdo da substancia no
esferoide.

O comportamento dos flavonoides no ciclo celular é relativamente variado.
Evidenciado por Hsu et al., (2009), a tricetina (flavonoide) arrastou células na fase
G2/M, enquanto que outros estudos mostram a acéo de isoflavonas (sub-classe de
flavonoides a qual SBP é classificada) atuando no arraste da fase GO/G1 do ciclo
celular (Ying et al.,2002; Tsuboy et al., 2014).

Diante do explanado entende-se que o comportamento da substancia no ciclo
celular possa vir a ser influenciado pela concentracdo da amostra e até mesmo pela
sub-classe de flavonoides.

Em contraste, SBP associado com doxorrubicina fomentou o arraste da fase
S do ciclo, deixando as trés etapas do ciclo celular mais igualitarias, embora ainda

com predominio da fase G1.
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Figura 30 — Acao de SBP sobre o ciclo celular de MCF-7
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Ciclo celular em esferéides (modelo 3D) de células MCF-7 (tumor de mama). Células em 3D foram
tratadas com 25ug/mL de amostra SCM e 2,5ug/mL de doxorrubicina (também utilizada como
controle positivo). As diferencas estatisticas, em relagdo ao controle negativo, foram consideradas
quando p < 0,05, sendo ***p < 0,001, **p <0,01, *p<0,05.
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Voltando-se ao composto SCM, tem-se na figura 31 o seguinte cenério: SCM
ao agir isoladamente na linhagem MCF-7 promoveu arraste celular na fase G1/GO.

Conforme Sowemimo et al (2012) que também estudou substancias isoladas
do genénero Combretum, foi identificado que estas substancias ao agirem em MCF-
7 promoveram o mesmo perfil de arraste, ou seja na fase G1/GO do ciclo celular.
Complementar a esta pesquisa, tem-se Shamsee et al (2019) que verificou a parada
do ciclo celular em MCF-7 na mesma etapa (G1/G0) ao utilizar substancias da
classe de triterpenos.

Tem-se na literatura o relato de triterpenos de esqueleto lupano com acgao
sobre o ciclo celular em linhagens tumorais de neoplasias mamarias. Foo et al
(2015) ao estudar uma fracdo rica em acido betulinico (triterpeno de esqueleto
lupano) verificou que este também promoveu o arraste do ciclo celular na linhagem
MCF-7 na fase G1/GO.

Ao associar o composto SCM com doxorrubicina o0 comportamento altera-se e
a célula passa a ter seu ciclo interrompido na fase G2. Essa resposta fica
predominante pelo mecanismo de acdo da doxorrubicina de inibir a enzima
topoisomerase alfa 2. No entanto ha uma elevada concentracéo celular em G1. Isso
pode vir a indicar a possibilidade que o composto SCM consiga sensibilizar de forma

positiva a célula neoplasica ao quimioterapico.
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Figura 31 — Acdo de SCM sobre o ciclo celular de MCF-7
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Ciclo celular em esferéides (modelo 3D) de células MCF-7 (tumor de mama) realizada em citdmetro
de fluxo com leitura de 30.000 eventos. Células em 3D foram tratadas com 25ug/mL de amostra SCM
e 2,5ug/mL de doxorrubicina (também utilizada como controle positivo). As diferengas estatisticas, em
relacdo ao controle negativo, foram consideradas quando p < 0,05, sendo ***p < 0,001, **p <0,01,
*p<0,05.
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que a substancia isolada da prépolis negra (SBP) da classe das
isoflavonas metoxiladas e a substancia isolada da Combretum mellifluum (SCM)
pertencente a classe dos triterpenos, ambas oriundas da regido centro-oeste do
Brasil, apresentaram atividade antiproliferativa e citotoxica (alteracdo de membrana,
ciclo celular e estresse oxidativo) nas células da linhagem de adenocarcinoma de
mama (MCF7).

Os resultados da atividade antiproliferativa foram promissores em modelo 2D
na linhagem neoplasica MCF-7 com Glsy de 4,089ug/mL para SBP e 3,895ug/mL
para o0 SCM. Apresentaram significativa seletividade para a linhagem neoplasica
guando comparadas a linhagem de fibroblasto murinho. Além disso, os compostos
mantiveram atividade biol6gica mesmo apds a possivel metabolizacao hepética.

Ambos compostos foram capazes de inibir a migragdo celular na linhagem
potencialmente metastatica.

Referente ao ensaio clonogénico tem-se que as substancias ao agirem
isoladamente na linhagem MCF-7 ndo foram capazes de inibir a formacédo de
colbénias, porém ao associa-las ao quimioterapico doxorrubicina o efeito foi 0 oposto,
evidenciando-se a inibicdo de novas col6nias. Este € um ponto importante e que
abre portas para aprofundamento nas investigacbes sobre a interacdo da
doxorrubicina com cada uma das substancias analisadas.

Na investigacao realizada em modelo 3D, tanto SBP quanto SCM, de forma
isolada ou associada a doxorrubicina, inviabilizaram as células formadoras dos
esferoides.

Ressalta-se que SCM quando associado a doxorrubicina € capaz de penetrar
mais no esferoide formado, atingindo a zona necrética. Tal capacidade pode ser em
decorréncia da sua polaridade.

Possivel mecanismo de acdo destas substancias na linhagem neoplasica
MCF-7 € através da producdo de espécies reativas de oxigénio que levam a morte
celular por parada do ciclo celular.

Observa-se no estudo de estresse oxidativo que ambas substancias foram
capazes de incentivar o dano a membrana celular devido o aumento do marcador
TBARS, que por sua vez estimulou as células a tentarem se defender através da

producédo das defesas antioxidantes (SOD e CAD).
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Por fim, ao avaliar o ciclo celular, evidencia-se que SBP e SCM pararam o
ciclo, majoritariamente, na fase G1, impedindo que a célula avancasse para a fase
de sintese de material genético.

Muitas oportunidades ainda existem para avancar na pesquisa referente as
substancias aqui apresentadas, valendo a pena, desta forma, o investimento de

novas pesquisas na area.
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