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RESUMO

A extragdo supercritica visando extrair compostos bioativos da torta de sementes de
Passiflora edulis f. flavicarpa Degener (P. edulis) considerada como um dos residuos da
industria alimenticia demonstrou ser uma forma eficiente de aproveitamento deste tipo de
subproduto. As sementes de P. edulis sdo fontes promissoras de fitocompostos lipossoluveis,
tais como os acidos graxos. Estes apresentam diversas atividades farmacologicas,
nomeadamente atividade anti-inflamatodria, antimicrobiana e antitumoral. Além disso, estudos
anteriores relatam a presenca de alcaloides P-carbolinicos nas espécies de P. edulis,
especialmente o harmano e harmina, que também apresentam inimeras atividades
farmacologicas. Contudo, os provaveis mecanismos de acdo responsaveis pelo efeito
citotoxico e antitumoral da P. edulis ainda ndo estio totalmente elucidados. Neste contexto, a
primeira parte deste trabalho teve como objetivo avaliar comparativamente o potencial efeito
citotoxico e antitumoral dos extratos hidroalcodlico (HCE) e supercritico
(300bar/40°C/C0O,/5% etanol, SFEtOH) da torta de sementes da P. edulis, utilizando para isto
modelos in vitro (células MCF-7) e in vivo (camundongos Balb/c inoculados com células do
tumor ascitico de Ehrlich - TAE). Na segunda parte buscou-se analisar a citotoxicidade e o
efeito antitumoral dos alcaloides B-carbolinicos harmano e harmina, buscando os mecanismos
moleculares responsaveis por tais efeitos. Para tal foram utilizados os ensaios in vitro (células
MCF-7, HeLa, HepG2 e McCoy), moleculares (CT-DNA), in silico (ancoragem ¢ dinamica
molecular) e in vivo (camundongos Balb/c inoculados com células de TAE). Na terceira parte
avaliou-se a atividade antiproliferativa e antiangiogénica de ambos os alcaloides f-
carbolinicos, buscando também os mecanismos moleculares responsaveis por estes efeitos.
Neste caso, utilizaram-se as células MCF-7 para a realizagdo dos ensaios in vitro e os
camundongos Balb/c inoculados com células de TAE foram utilizados nos ensaios in vivo. O
extrato SFEtOH demonstrou ser mais ativo em termos de citotoxidade comparativamente ao
extrato HCE. De fato, o extrato SFEtOH apresentou maior citotoxicidade dose-tempo-
dependente sobre as células MCF-7 (ICsp em 72h = 264,6 ng/mL). Além disso, o extrato
SFEtOH inibiu o crescimento tumoral em 48,5% e aumentou a sobrevida dos animais tratados
(200 mg/kg/dia) em aproximadamente 42%. Nas células do TAE, o extrato SFEtOH
aumentou a atividade do ciclo redox da glutationa e diminuiu a atividade da TrxR, induzindo
assim o estresse oxidativo nestas células com consequente oxidacao de lipidios, proteinas e
DNA, o que resultou na parada do ciclo celular na fase G2/M e inducdo de apoptose via
mitocondrial. Estes resultados podem ser em parte atribuidos a presenga de acidos graxos de
cadeia média e longa, tais como os acidos laurico, palmitico, oleico, linoleico e miristico.
Adicionalmente, os resultados da segunda parte deste trabalho revelaram que ambos os
alcaloides (harmano e harmina) foram citotoxicos para as células tumorais MCF-7, HeLa e
HepG2 de maneira dose-tempo-depente. No entanto, a harmina demonstrou ser mais seletiva
que o harmano comparativamente as células normais (McCoy). As técnicas espectroscopicas
(UV-Visivel, fluorescéncia e dicroismo circular) e as simulacdes de ancoragem (AutoDock
Vina) e dinamica molecular (GROMACS), seguida do ensaio do cometa em células MCF-7,
demonstraram que a harmina foi capaz de intercalar-se entre os pares de bases do DNA nas
regides ricas em adenina e timina; e em consequéncia, causou danos irreparaveis que
determinaram a fragmentando do DNA. Concomitantemente, a harmina modulou
negativamente o mecanismo de reparo de DNA dependente de PARP1, cuja expressao foi
diminuida em células MCF-7. Isto resultou na parada do ciclo celular na fase G2/M e
apoptose via mitocondrial. Nos ensaios in vivo, a harmina diminuiu o crescimento tumoral em
aproximadamente 31% e aumentou a sobrevida dos animais tratados (20mg/kg/dia) em
68,25% quando comparado com o controle negativo. Ademais, os dados da terceira parte
deste trabalho demonstraram que, tanto o harmano quanto a harmina apresentaram atividade



antiproliferativa sobre as células MCF-7, porém a harmina exibiu um efeito antiproliferativo
mais eficaz que o harmano. Além do mais, a harmina diminuiu a expressdo e atividade de
Akt, por conseguinte diminuiu o contetido de HIF-1a independentemente do envolvimento de
mTOR, além de diminuir a geragdo de EROs, levando assim a inibi¢do da via de sinalizagao
PI3K/Akt. Por fim, a harmina também apresentou atividade antiangiogénica in vivo. A dose
de 20 mg/kg/dia de harmina inibiu a angiogénese em 42,72%, quando comparado com o
controle negativo. Tendo em consideragdao os resultados obtidos conclui-se que, compostos
isolados a partir da torta de sementes de P. edulis f. flavicarpa Degener e o alcaloide [-
carbolinico harmina sdo possiveis promissores agentes antitumorais que podem ser utilizados
futuramente como coadjuvantes aos quimioterapicos convencionais ja utilizados na clinica.

Palavras-chave: P. edulis; harmina; acidos graxos de cadeia média e longa; apoptose;
atividade antitumoral.



ABSTRACT

The application of supercritical extraction aiming to extract bioactive compounds from the
seed cake of Passiflora edulis f. flavicarpa Degener (P. edulis) considered as one of the
residues of the food industry has proven to be an efficient way of using this type of by-
product. P. edulis seeds are promising sources of fat-soluble phyto-compounds, such as fatty
acids. These have several pharmacological activities, namely anti-inflammatory, antimicrobial
and antitumor activity. In addition, previous studies have reported the presence of B-carbolinic
alkaloids in the species of P. edulis, especially harman and harmine, which also have several
pharmacological activities. However, the probable mechanisms of action responsible for the
P. edulis cytotoxic and antitumor effect are not yet fully understood. In this context, the first
part of this work aimed to comparatively evaluate the potential cytotoxic and antitumor effect
of hydroalcoholic (HCE) and supercritical (300bar/40°C/CO,/5% ethanol, SFEtOH) extracts
from seed cake of P. edulis, using in vitro (MCF-7 cells) and in vivo (Balb/c mice inoculated
with Ehrlich ascitic tumor cells - TAE) models. In the second part, we sought to analyze the
cytotoxicity and the antitumor effect of the B-carbolinic alkaloids harman and harmine,
researching for the mechanisms of action responsible for such effects. In which were used in
vitro (MCF-7, HeLa, HepG2 and McCoy cells), molecular (CT-DNA), in silico (docking and
molecular dynamics) and in vivo (Balb/c mice inoculated with TAE cells) assays. The
SFEtOH extract was shown to be more active in terms of cytotoxicity compared to the HCE
extract. In fact, the SFEtOH extract showed greater dose-time-dependent cytotoxicity on
MCF-7 cells (ICso in 72h = 264.6 pg/mL). In addition, the SFEtOH extract inhibited tumor
growth by 48.5% and increased the survival of the treated animals (200 mg/kg/day) by
approximately 42%. In TAE cells, the SFEtOH extract increased the activity of the redox
cycle of glutathione and decreased the activity of TrxR, thus inducing oxidative stress in these
cells with consequent oxidation of lipids, proteins and DNA, which resulted in the cell cycle
arrest in the phase G2/M and apoptosis via mitochondrial. These results can be partly
attributed to the presence of medium and long chain fatty acids, such as lauric, palmitic, oleic,
linoleic and myristic acids. Additionally, the results of the second part of this work revealed
that both alkaloids (harman and harmine) were cytotoxic to tumor cells MCF-7, HeLa and
HepG?2 in a dose-time-dependent manner. However, harmine proved to be more selective than
harman compared to normal cells (McCoy). The spectroscopic techniques (UV-Visible,
fluorescence and circular dichroism) and the simulations of docking (AutoDock Vina) and
molecular dynamics (GROMACS), followed by the comet assay in MCF-7 cells,
demonstrated that the harmine was capable of intercalated between base pairs of DNA in
regions rich in adenine and thymine; and as a result, it caused irreparable damage that
determined the DNA fragmentation. Concomitantly, the harmine negatively modulated the
PARPI1-dependent DNA repair mechanism, whose expression was decreased in MCF-7 cells.
This resulted in the cell cycle arrest in the G2/M phase and apoptosis via mitochondrial. In in
vivo assays, the harmine decreased tumor growth by approximately 31% and increased the
survival of the treated animals (20 mg/kg/day) by 68.25% when compared to the negative
control. In addition, the data from the third part of this work showed that both harman and
harmine showed antiproliferative activity on MCF-7 cells, but harmine exhibited a higher
antiproliferative effect. Furthermore, harmine decreased Akt expression and activity, therefore
it decreased the HIF-1a content regardless of mTOR and decreased also the generation of
EROs, thus leading to inhibition of the PI3K / Akt signaling pathway. Lastly, harmine also
showed antiangiogenic activity in vivo. Harmine (20 mg/kg/day) inhibited angiogenesis by
42.72%, when compared to the negative control. Taking into account the results obtained, it is
concluded that compounds isolated from the seed cake of P. edulis f. flavicarpa Degener and



harmine are possible promising antitumor agents that can be used in the future as adjuvants to
conventional chemotherapy drugs already used in the clinic.

Keywords: P. edulis; harmine; medium and long chain fatty acids; apoptosis; antitumor
activity.
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1 .INTRODUCAO

1.1 CANCER

O cancer ¢ considerado como um conjunto de mais de cem doengas que apresentam
em comum o crescimento desordenado de células, que tém a capacidade de invadir tecidos e
orgdos adjacentes, podendo alcangar vasos sanguineos e/ou linfaticos pelos quais podem
disseminar-se e causar metastases em tecidos distantes. O surgimento de tumores metastaticos
¢ uma das principais causas de morte em pacientes com cancer (COZZI, 2003; INCA, 2019).

Bioquimicamente, o cancer ¢ considerado uma doenca celular caracterizada pela
desregulacdo e/ou desvio dos mecanismos de controle do ciclo celular, diferenciagdo,
proliferacdo e morte, culminando na exacerbacdo da divisdo celular, surgimento de células
pouco diferenciadas e desenvolvimento de tumores, podendo estes serem benignos ou
malignos (neoplasias) (De NEIRA, 2003).

Dados recentes do Instituto Nacional de Cancer (INCA) estimaram que para o tri€nio
de 2020-2022 surgirdo aproximadamente 625 mil novos casos de cancer por ano no Brasil.
Isto suporta a proposi¢ao do cancer como um grave problema de saude publica (INCA, 2020).
Ainda, o Brasil acompanha o padrao mundial dos tipos de neoplasias mais incidentes, em que,
com exceg¢do de cancer de pele do tipo ndo melanoma, os tumores de prostata (65,84%), clon
e de reto (20,52%) seguidos de traqueia, bronquio e pulmao (17,76%) sdo as neoplasias mais
frequentes nos homens, enquanto que, os tumores de mama feminina (66,28%), célon e reto
(20,47%) e colo do utero (16,59%) sao as neoplasias mais frequentes nas mulheres. Deve ser
destacado que cerca de 60% dos casos de cancer diagnosticados no Brasil estdo nos estagios 3
e 4 dentro de uma escala em que a fase terminal desta doenca ¢ o estagio 5 (INCA, 2020).

Como estratégia para o tratamento do cancer em geral empregam-se terapias
combinadas, na qual sdo associados mais de um tipo de tratamento (excisdo cirdrgica,
radioterapia, terapia alvo, imunoterapia e quimioterapia). Entretanto, apesar do grande
progresso cientifico e tecnologico decorrente do avango das ciéncias bioldgicas e da satde, as
estratégias terapéuticas atuais ainda apresentam pontos criticos principalmente em termos de
seguranca, eficacia, eficiéncia terap€utica. Visto que, as terapias atuais estdo frequentemente
associadas a ndo erradicagdo total da patologia e/ou a elevada toxicidade e inespecificidade

dos farmacos. Adicionalmente, relatos destacam uma acentuada ocorréncia de
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multirresisténcia celular aos quimioterapicos (JENDIROBA et al., 2002; ALMEIDA et al.,
2005).

Desta forma, ¢ imperativa a busca constante de novas alternativas terapéuticas, com
maior seletividade, eficacia e eficiéncia, que possam modificar este panorama adverso. Com
isso, estratégias terapéuticas que utilizam as plantas medicinais, como fontes importantes de

compostos biologicamente ativos, tém despertado grande interesse no tratamento do cancer.

1.2 ASPECTOS BIOQUIMICOS RELACIONADOS AO CANCER

1.2.1 Bases moleculares do ciancer

Segundo Hanahan ¢ Weinberg (2000), as células tumorais apresentam um conjunto
de alteragdes em sua fisiologia e bioquimica que propiciam as condi¢des essenciais para o
crescimento maligno, especificamente a aquisi¢do de autonomia de sinais para a proliferacao
celular, insensibilidade aos sinais inibitérios de proliferacdo, resisténcia a morte celular
programada (particularmente a apoptose), capacidade ilimitada de replicagdo, angiogénese
sustentada, invasao tecidual e metastase.

Subjacentes a estas caracteristicas, estudos posteriores revelaram novas
caracteristicas do céancer ou ‘“hallmarks” nomeadamente a instabilidade do genoma, a
reprogramagdo do metabolismo energético, a inflamagdo como promotor tumoral e a evasao
da vigilancia imunologica. Estes, por sua vez, demonstraram também serem pontos criticos e
vantajosos no desenvolvimento e progressao de tumores (HANAHAN, WEINBERG, 2011).

Além das células tumorais, o ambiente tumoral exibe uma heterogeneidade de
células ndo tumorais (c€lulas do sistema imune, endoteliais e fibroblastos) que contribuem
também para a aquisi¢ao de caracteristicas tumorais marcantes, criando assim um ambiente
propicio para a progressdao do tumor, o chamado “microambiente tumoral" (ECKHARDT et
al., 2012).

Assim sendo, ¢ importante destacar-se que, um conhecimento detalhado de todas as
caracteristicas do cancer traz inimeras vantagens em relacdo ao desenvolvimento de fArmacos

antitumorais mais eficientes, eficazes e seletivos.
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1.2.1.1 Correlaciao entre cancer e proliferacio celular

1.2.1.1.1 Prolifera¢do sustentada

Em geral, as células normais requerem sinais mitogé€nicos para que possam sair do
estado quiescente e iniciar a proliferacdo e divisao celular, garantindo assim a homeostase
celular. Tais sinais provém da ligacao de classes distintas de moléculas de sinalizagdo com os
seus respectivos receptores transmembranares com atividade tirosina cinase expressos na
superficie das células, como por exemplo, os fatores de crescimento, componentes da matriz
extracelular e moléculas de adesdo/interagdo célula-célula (HANAHAN, WEINBERG, 2000).
Contudo, as células tumorais apresentam como caracteristica principal a sua capacidade de
sustentar a proliferacdo cronica, pois estas adquirem a habilidade de gerar muitos dos seus
proprios sinais de proliferacdo, liberando-se assim da dependéncia de sinais derivados do
meio externo (HANAHAN, WEINBERG, 2000-2011).

As células tumorais podem adquirir a capacidade de sintetizar fatores de crescimento
aos quais sdo responsivos por meio da expressdo de receptores cognatos, resultando assim em
uma estimulagdo proliferativa autocrina (FEDI, TRONICK, AARONSON, 1997;
HANAHAN, WEINBERG, 2011). Alternativamente, muitos dos sinais para proliferagdo sao
originados a partir das células do estroma em resposta aos sinais estimulatorios advindos das
células tumorais, ou seja, regulagdo pardcrina. Assim, as células do estroma tumoral
produzem e secretam varios fatores de crescimento que sinalizam para a proliferacdo e
sobrevivéncia celular (BHOWMICK, NEILSON, MOSES, 2004; CHENG et al., 2008).

Os receptores com atividade tirosina cinase também podem ser alvos de desregulagao
durante a tumorigé€nese, pois estes podem estar superexpressos na superficie celular, o que
torna essas células hiperresponsivas a quantidades limitadas de fator de crescimento (FEDI,
TRONICK, AARONSON, 1997, HANAHAN, WEINBERG, 2011). Ademais, alterag¢des
estruturais nos receptores de fatores de crescimento podem induzir a sinalizagdo independente
de ligante (HANAHAN, WEINBERG, 2011). Como ¢ o caso de mutacdes na subunidade
catalitica das isoformas de fosfoinositideo 3-cinase (PI3-cinase), o que culmina na
hiperativagdo da via PI3K/Akt e consequentemente no aumento da proliferacdo celular e
sobrevivéncia das células tumorais (YUAN, CANTLEY, 2008; JIANG, LIU, 2009).

Evidencias tém demonstrado que os mecanismos de feedback negativo também

regulam a proliferagdo celular, garantindo de certa forma a homeostase celular (AMIT et al.,
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2007; WERTZ, DIXIT, 2010). Um exemplo de feedback negativo bastante relevante envolve
a fosfatase PTEN, que desfosforila o fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) em
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2), inibindo assim a via PI3K/Akt. Assim sendo,
mutagdes com consequente perda de fun¢do da PTEN amplifica a sinalizagdo da via
PI3K/Akt, o que proporciona um descontrole no crescimento e proliferacdo celular, bem
como induz um “sinal de sobrevivéncia” que protege as células tumorais de estimulos
apoptoticos (YUAN, CANTLEY, 2008; JIANG, LIU, 2009).

Sendo assim, a desregulacdo dos mecanismos de feedback negativo também
contribui para com que as células tumorais alcancem a independéncia proliferativa. Além
disso, a perda dos mecanismos de feedback negativo pode promover o desenvolvimento de
resisténcia adaptativa a agentes antitumorais que visam a sinalizacdo mitogénica

(HANAHAN, WEINBERG, 2011).

1.2.1.1.2 Evasdo de supressores de crescimento tumoral

Os sinais de inibicdo da proliferacdo celular podem ser gerados a partir de dois
mecanismos distintos. As células em proliferagdo podem ser obrigadas a entrar no estado de
quiescéncia, do qual, apos sinais mitogénicos elas podem iniciar novamente a progressao do
ciclo celular; ou entdo, as células podem ser induzidas a entrar no estado pds-mitotico,
geralmente associado a aquisicdo de caracteristicas especificas de diferenciacdo celular
(HANAHAN, WEINBERG, 2000).

A nivel molecular, as duas proteinas supressoras tumorais mais relevantes com
atividade antiproliferativa s3o: 1) a proteina associada ao retinoblastoma ou proteina
retinoblastoma-1; e ii) a proteina p53 (cellular tumor antigen p53) (HANAHAN,
WEINBERG, 2011).

O retinoblastoma, um tumor maligno que se desenvolve na retina, mudou
drasticamente a forma como o cancer ¢ estudado e compreendido, pois a partir dele foi
identificado o primeiro gene supressor tumoral, o gene RB1 que codifica as proteinas
retinoblastoma-1 (LAPENNA, GIORDANO, 2009). A familia RB ¢ constituida por trés
1soformas que compreendem as proteinas retinoblastoma-1 (p105-Rb/p110-RB1/RB/pRb/Rb),
retinoblastoma-like 1 (p107; codificado pelo gene RBL1) e retinoblastoma-like 2 (p130;
codificado pelo gene RBL2) que compartilham homologia na sequéncia do dominio bipartido

conhecido como o “pocket domain”. Através desse “pocket domain” as proteinas da familia
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RB interagem com os membros da familia de fatores de transcri¢do E2F e com proteinas
contendo um motivo LXCXE, tais como ciclina D e histona desacetilases (GIACINTI,
GIORDANO, 2006; LAPENNA, GIORDANO, 2009). A familia de fatores de transcri¢ao
E2F forma complexos heterodiméricos com o fator de transcricio DPs (DP1 e DP2), e juntos
controlam a expressdo de varios genes envolvidos na regulagdo do ciclo celular (DICK,
RUBIN, 2013).

A fungdo da proteina Rb ¢ regulada através de alteracdes no seu estado de
fosforilagdo mediados pelos complexos CDKs/ciclinas, inibidores de CDKs e fosfatase
(GIACINTI, GIORDANO, 2006).

A agdo canonica da proteina Rb como supressora tumoral acontece quando a mesma
esta num estado hipofosforilado e ¢ baseado em sua capacidade de inibir a sintese de proteinas
essenciais para a progressdo do ciclo celular, tais como CDK2 e ciclina A. Visto que, a
proteina Rb se liga e bloqueia o dominio de transativacdo dos fatores de transcricdo da familia
E2F, formando assim, um complexo inibitério destes e impedindo, desta forma, a proliferagao
celular (GIACINTI, GIORDANO, 2006; DICK, RUBIN, 2013). Por outro lado, a fosforilagao
da proteina Rb ¢ iniciada pelo complexo CDK4/6/Ciclina D em resposta a sinais mitogénicos,
0 que permite a inativa¢ao da funcdo repressora da proteina Rb com consequente dissociagdo
do complexo RB1-E2F-DP (DICK, RUBIN, 2013). A dissociagdo do complexo RB1-E2F-DP
permite que as células proliferem, tornando assim as mesmas insensiveis aos sinais
antiproliferativos (HANAHAN, WEINBERG, 2000). A proteina Rb ¢ mantida num estado
hiperfosforilado at¢ o fim da progressio do ciclo celular pelos demais complexos

CDKs/Ciclinas (Figura 01) (DICK, RUBIN, 2013).
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Figura 01. Mecanismos de inativagdo da proteina Rb durante a progressao do ciclo celular.
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Nota: Onde G1: fase pré-sintese de DNA; S: fase de sintese de DNA; G2: fase de pré-divisdo do ciclo celular;
M: fase de mitose; GO: fase de quiescéncia; CDKs: cinases dependentes de ciclinas; CYCE: ciclina E; CYCA:
ciclina A; CYCB: ciclina B; RB: proteina retinoblastoma-1; E2F: fator de transcricdo E2F; INK4: inibidores de

CDKs da familia INK4; Cip-Kip: inibidores de CDKs da familia Cip/Kip. Fonte: LAPENNA, GIORDANO,
2009.

No entanto, embora classicamente a funcdo supressora tumoral atribuida a proteina
Rb seja em relacdo a inibi¢do do ciclo celular via repressdo da transcricdo génica mediada
pelos fatores de transcricdo E2F, evidéncias tém demonstrado que a proteina Rb também pode
controlar a progressdo do ciclo celular através de mecanismos independentes de E2F. Visto
que, tanto a proteina Rb como as isoformas pl07 e pl30 sdao capazes de regular
negativamente o ciclo celular através de mecanismos que envolvem a inibi¢do direta ou
indireta da atividade das cinases dependentes de ciclinas (CDKs) (MACALUSO,
MONTANARI, GIORDANO, 2006; DICK, RUBIN, 2013).

Além disso, a familia das proteinas RB esta envolvida em muitos outros processos

celulares, como preservagdo da estabilidade cromossdmica, indugdo da senescéncia, regulagao
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da diferenciagdo celular, angiogénese e apoptose, caracteristicas estas também implicadas na
sua funcdao como supressor tumoral (INDOVINA et al., 2012 - 2015).

A inativagdo da fun¢ao supressora tumoral da proteina Rb ocorre frequentemente nas
células tumorais, seja diretamente por meio de mutacdes ou indiretamente através de
desregulacdao da expressdo ou atividade dos reguladores upstream da proteina Rb (SHERR,
1996). Como ¢ o caso do fator de crescimento transformador beta (TGFB) que impede a
fosforilagao da proteina Rb pelos complexos ciclinas/CDKs através da indugao de sintese dos
inibidores de CDKs, p15™%8 ¢ p21“"' (HANNON, BEACH, 1994; DATTO et al., 1997).

O primeiro relato de p53 como um supressor de tumor foi em 1989 (BAKER et al.,
1989; HOLLSTEIN et al., 1991). Desde entdo, inimeros estudos relacionados a proteina p53
tém confirmado o seu papel essencial no controle do desenvolvimento e progressao do cancer.
A proteina p53 (codificado pelo gene TP53) ¢ frequentemente referida como o "guardido do
genoma" devido ao seu papel central na resposta a danos no DNA (HAFNER et al., 2019).
Sob uma condi¢do ndo estressante, os niveis intracelulares da proteina p53 sdo normalmente
baixos devido ao seu tempo de meia vida biologica curto, visto que a ubiquitina ligase E3 -
MDM2 liga-se e marca a proteina p53 para a degradacdo proteossomal (Figura 02) (HAUPT
et al., 1997, KUBBUTAT, JONES, VOUSDEN, 1997). No entanto, tanto os sinais de estresse
extracelulares como intracelulares induzem a estabilizagdo e ativacdo de p53 por mecanismos
que envolvem a fosforilagdo do dominio de transativacdo e a acetilacdo e fosforilagao do sitio
alostérico (HICKMAN, MORONI, HELIN, 2002). A fosforilagdo dos residuos de serina e
treonina presentes na regido amino-terminal da proteina p53, torna-a insensivel ao MDM2.
Com isso, a ligagcdo de p53 a MDM2 ¢ desfeita, levando-se assim, ao acimulo da proteina p53

nas células (HAFNER et al., 2019).
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Figura 02. Inibi¢ao da atividade transcricional da proteina p53.
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Nota: Onde p53: proteina supressora tumoral pS3; MDM2: ubiquitina ligase E3 - MDM2. Fonte: WANG et al.,
2017.

Como exemplo de estressores celulares que podem induzir a ativagdo da proteina p53
pode-se citar os danos induzidos no DNA, hipdxia, ativacdo de oncogenes e estresse
ribossdmico. Uma vez ativada, a proteina p53 regula transcricionalmente inimeros genes que
estdo envolvidos em varios processos biologicos, tais como, reparo de danos no DNA, parada
do ciclo celular, senescéncia, morte celular e alteragdes metabdlicas (HAGER, GU, 2014;
HAFNER et al., 2019). Notavelmente, a acao da proteina p53 ativada é complexa e altamente
dependente do microambiente, variando com o tipo de célula, assim como pela severidade e
persisténcia das condicoes de estresse celular e dano gendmico (HANAHAN, WEINBERG,
2011).

Os alvos mais conhecidos da proteina p53 sdo os genes que codificam as proteinas
DNA damage-binding protein 2 (DDB2), proteina XPC (p125), p21“?', GADD45A, PUMA,
Bax, frutose-2,6-bisfosfatase, aldeido desidrogenase-1A3 (ALDH1A3) e fosfatase-1 induzida
por p5S3 (HAFNER et al., 2019). Ademais, o proprio MDM?2 ¢ um alvo transcricional de p53,
formando assim um loop de feedback negativo chave no controle da expressdo e niveis
intracelulares dessa proteina (BARAK et al., 1993).

A proteina p53 esta frequentemente mutada nas células tumorais, o que esta
relacionado com o ganho ou perda de funcdo (KANDOTH et al., 2013; LAWRENCE, et al.
2014). Apesar disso, ainda ¢ de interesse que compostos antitumorais regulem positivamente
a funcdo supressora tumoral da proteina p53, particularmente o wild-type p53, através do

aumento da expressao génica ou diminui¢ao da degradagao proteossomal.
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1.2.1.1.3 Potencial replicativo

Hayflick reportou pela primeira vez em 1997 que células normais em cultura tinham
um potencial replicativo finito, uma vez que estas, apés um numero determinado de
duplicacdes paravam de se replicar e entravam em senescéncia (HAYFLICK, 1997). Com
isso, foi demonstrado que a maioria das células normais ¢ capaz de passar apenas por um
limitado numero de ciclos sucessivos de crescimento e divisdao celular. Em contrapartida, as
células tumorais apresentam um potencial replicativo ilimitado (HANAHAN, WEINBERG,
2011).

No geral, as células normais, ap6s atingirem o numero finito de replicagdo, t€ém dois
possiveis destinos: ou entram no estado de senescéncia ou entdo entram no estado de crise. A
senescéncia ¢ um processo irreversivel pelo qual células metabolicamente ativas perdem a
capacidade proliferativa ap6és um determinado numero de divisdes celulares. J4 o estado de
crise € caracterizado pela morte celular macica (HANAHAN, WEINBERG, 2000- 2011).

Ao longo dos sucessivos ciclos de replicacdo e divisdo celular os telomeros sofrem
progressivo encurtamento do seu comprimento. Assim sendo, os teldomeros perdem a
capacidade de proteger as extremidades do DNA cromossomico, gerando assim uma
desordem cariotipica associada a crise e levando, inevitavelmente, a célula afetada a morte
(HANAHAN, WEINBERG, 2011). Todavia, a manutengdo dos telomeros num comprimento
acima de um limiar critico ¢ um dos mecanismos pelo qual as células tumorais garantem a
replicacdo e proliferagao celular ilimitada (HANAHAN, WEINBERG, 2000).

A telomerase, a DNA polimerase especializada que adiciona segmentos repetidos de
hexanucleotideos as extremidades do DNA telomérico (Figura 03), estd superexpressa na
grande maioria (85 a 90%) das células malignas (SHAY, BACCHETTI, 1997; HANAHAN,
WEINBERG, 2000-2011). A superexpressdo com consequente aumento da atividade das
telomerases em células tumorais estd correlacionada com a resisténcia a inducdao de
senescéncia e crise/apoptose nestas células. Contudo, a inibi¢do da atividade das telomerases
resulta em um encurtamento dos telomeros e reducdo da proliferagdao celular (HANAHAN,

WEINBERG, 2011).
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Figura 03. Esquema representativo da fungdo canodnica da telomerase.
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Nota: Onde subunidade proteica TERC: componente RNA da telomerase; subunidade proteica TERT:
transcriptase reversa da telomerase. Fonte: CHATTERJEE, 2017.

Novas fungdes das telomerases (fungdes nao candnicas), em particular, da
subunidade proteica TERT (Transcriptase reversa da telomerase), foi correlacionada com a
capacidade desta em amplificar a sinalizagdo da via Wnt, servindo como cofator do complexo
de fator de transcri¢cdo P-catenina-TCF/LEF (fator de célula T/lymphoid enhancer factor)
(PARK et al., 2009). Ademais, a subunidade proteica TERT das telomerases também aumenta
a proliferacao celular e a resisténcia a apoptose através de mecanismos que envolvem o reparo
do dano ao DNA e a funcdo da RNA polimerase dependente de RNA (MASUTOMI et al.,
2005; MAIDA et al., 2009). Sendo assim, estudos estdo evidenciando que a manutencdo dos
telomeros pelas telomerases seria somente mais uma das diversas fungdes pelas quais esta

enzima contribui para a tumorigénese.

1.2.1.2 Correlacdo entre cincer e instabilidade genémica — mecanismos de

reparo do DNA

A instabilidade gendmica confere vantagem seletiva aos subclones de células
tumorais, proporcionando assim vantagem em termos de crescimento, proliferacdo celular e
sobrevivéncia (HANAHAN, WEINBERG, 2011). E importante notar que as células tumorais
sofrem sucessivas mutagdes/alteracdes genéticas e epigenéticas ao longo do processo de
tumorigénese/carcinogénese (PELLICANO, MUKHERJEE, HOLYOAKE, 2014).

Por conseguinte, a tumorigénese pode ser retratada como uma sucessao de expansoes
clonais desencadeadas pela aquisicdo aleatéria de mutagdes em genes especiais. Alteragdes

nos proto-oncogenes, genes supressores de tumor, genes reguladores de apoptose e genes de
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reparo do DNA podem levar a multiplicagdo e divisdo celular exacerbada, desvio de apoptose
e 0 ndo reparo dos danos nao letais no DNA, resultando na malignizagdo das células normais
(RIVOIRE et al., 2006). Além do mais, a inativacao de genes supressores tumorais também
pode ser adquirida através de mecanismos epigenéticos tais como metilacio de DNA e
modificac¢des de histonas (BERDASCO, ESTELLER, 2010).

A aquisicao de sucessivas mutagdes necessdarias para a malignizacdo das células
normais tais como mutagdes pontuais, dele¢des, insercdes, translocagdes e amplificacdes
cromossdmicas ocorrem devido a mutagdes genéticas herdadas ou devido a exposicdo a
agentes mutagénicos/carcinogénicos (DEVI, 2001; MARTINEZ et al.,, 2003). Como
exemplos de carcindgenos temos a radiag@o ionizante, a polui¢do, o tabagismo, o alcoolismo,
a excessiva exposi¢do ao sol, o tipo de alimentagdo, a exposicao a agentes infecciosos, o uso
de medicamentos, dentre outros (AUDIC, HARTLEY, 2004; SOTO, SONNENSCHEIN,
2004). Além do mais, o aumento da taxa de mutagdes pode ser resultado da desregulacdo dos
mecanismos responsaveis pela manuten¢do da integridade genomica (SIGAL, ROTTER,
2000; JACKSON, BARTEK, 2009), como ¢ o caso de mutacdes no gene TP53 que codifica a
proteina p53 (LANE, 1992).

Fisiologicamente, estima-se que uma unica célula normal pode adquirir diariamente
cerca de 10° lesdes no seu DNA. No entanto, quando o dano ¢ excessivo estas células sdo
submetidas a morte celular por apoptose (HOEIJMAKERS, 2009). Porém, as células
tumorais, com o intuito de sobreviverem e ndo entrarem em processo de morte, iniciam uma
série de mecanismos distintos e interligados para reparar os danos no DNA (LORD,
ASHWORTH, 2012; MAJIDINIA, YOUSEFI, 2017).

Os mecanismos de reparo do DNA s3o genericamente chamados de DNA damage
response (DDR); e sdo divididos em dois grupos distintos: os que reparam os danos induzidos
ao DNA que levam a quebra de fita simples e os que reparam os danos que promovem
quebras de fita dupla do DNA. Sao estes: o reparo de excisdo de base (BER), reparo de
excisdo de nucleotideos (NER), recombinacdo homologa (HR) e unido de extremidade ndo-
homologa (NHEJ) (CURTIN, 2012; GOLDSTEIN, KASTAN, 2015).

O reparo de excisdo de base (BER) ¢ responsavel principalmente pela identificacao e
substituicdo de bases (nucleotideos) especificamente danificadas (DAVID, O’SHEA,
KUNDU, 2007). As reagdes de oxidagdo, alquilacdo e desaminagdo induzem pequenas lesdes
as bases do DNA. Contudo, tais lesdes ainda ndo sdo capazes de levar a distor¢do da hélice

dessa macromolécula (KROKAN, BJORAS, 2013).
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A via de reparo de excisdo de nucleotideos (NER) ¢é responsavel pelo reparo de
danos induzidos ao DNA que levem inevitavelmente a distor¢ao da hélice do mesmo (LORD,
ASHWORTH, 2012) e ¢ dividida em duas sub-vias: NER acoplada a transcri¢ao (TC-NER ou
TCR) e NER genomica global (GG-NER ou GGR), nas quais a TC-NER ocorre quando a
transcri¢do ¢ bloqueada devido a danos no DNA, enquanto que, a via GG-NER funciona
independentemente do procedimento de transcricdo (SPIVAK, 2015). A TC-NER e GG-NER
diferem entre si somente em termos de como elas reconhecem os danos induzidos no DNA,
porém compartilham o mesmo processo de excisdo da lesdo (remogdao dos nucleotideos
danificados) e reparo (incorpora¢do de sequéncias de nucleotideos sem danos) (SPIVAK,
2015).

Diferentes insultos ao DNA, como por exemplo, agentes intercalantes e espécies
reativas de oxigénio podem levar a quebra de fita simples do DNA; e caso combinados a
disturbios nas forquilhas de replicacdo podem resultar em quebras de fita dupla do DNA
(RANJHA, HOWARD, CEJKA, 2018). A inibi¢ao da atividade das enzimas topoisomerases ¢
um dos mecanismos mais bem conhecidos que induzem quebras de fita dupla do DNA por
interferir nos processos de replicagdo e empacotamento de DNA (POMMIER et al., 2010).
Em resposta a quebra de fita dupla, as células respondem ativando uma das duas vias: a via de
recombinacdo homoéloga (HR) ou a via de unido de extremidade ndo-homologa (NHEJ)
(POMMIER et al., 2010; LORD, ASHWORTH, 2012).

A via de recombinagdo homoéloga (HR) propicia o reparo de danos no DNA que
acontecem no final da fase S e na fase G2 do ciclo celular. A HR utiliza uma cromatide-irma
homologa como molde/modelo para sintetizar o0 novo DNA, sendo assim este mecanismo €
amplamente preciso e acurado. Os genes RAD51, XRCC2, XRCC3, PRA BRCA1, BRCA2 e
PALB?2 codificam proteinas chave que estdo envolvidas no processo de reparo do DNA via
recombinacdo homodloga (MOYNAHAN, JASIN, 2010; RANJHA, HOWARD, CEJKA,
2018).

No entanto, a via de reparo de DNA unido de extremidade ndo-homodloga (NHEJ)
acontece independentemente da fase S e G2 do ciclo celular e ndo utiliza um modelo
homologo para sintetizar o novo DNA. Neste caso, a sintese do DNA ¢ realizada por
polimerases e por fim as ligases ligam as extremidades nao-homologas (LIEBER, 2010;
LORD, ASHWORTH, 2012; RADHAKRISHNAN, JETTE, LEES-MILLER, 2014). As
principais proteinas envolvidas neste processo sdo: o heterodimero Ku (Ku 70/ Ku 80), a

subunidade catalitica da proteina cinase dependente de DNA (DNA-PKcs), Artemis, XRCC4,
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DNA ligase IV e o0 XRCC4-like factor (XLF) (LIEBER, 2010, RADHAKRISHNAN, JETTE,
LEES-MILLER, 2014).

E importante destacar que os mecanismos de reparo do DNA (BER, NER, HR ¢
NHEJ) sdo cruciais para manter a integridade genética de células normais em condigdes
fisiologicas. Contudo, paradoxalmente, células tumorais utilizam estes mecanismos como
meio de escape dos processos de morte celular, o que culmina inevitavelmente na resisténcia a
quimioterapicos, principalmente os que tétm o DNA como alvo molecular. Para tanto,
abordagens terapé€uticas que tém como foco diminuir o reparo do DNA de células tumorais ¢

estratégico para a terapia do cancer.

1.2.1.2.1 Poli (ADP-Ribose) polimerases

Um dos pilares dos mecanismos de reparo do DNA ¢ a familia das Poli (Adenosina
difosfato-Ribose) polimerases (PARP), que desempenham um papel central no reparo do
DNA empregando a via de reparo de excisdo de base (BER) (ROULEAU et al., 2010; CSEH
etal., 2017).

De acordo com os dados estruturais atualmente disponiveis na literatura, existem 17
proteinas nesta familia. Com excecdo de PARP-4, todas as demais PARPs apresentam o
dominio catalitico C-terminal conservado (ANWAR, ASLAM, ANWAR, 2015; CSEH et al.,
2017). Dentre os membros da familia PARP, somente a PARP-1, -2 e -3 sdo ubiquamente
expressas pelas células e sdo as unicas isoformas desta familia ativadas por danos induzidos
ao DNA (LANGELIER, RICCIO, PASCAL, 2014).

A PARP-1 ¢ o membro melhor estudado e caracterizado da familia PARP. Esta ¢
uma proteina de 116 kDa composta por 6 dominios (dominio A - F), cada um com fungdes
distintas (KAMESHITA et al.,, 1984). O dominio A (dominio de ligagdo ao DNA) ¢
responsavel pelo reconhecimento de /oci do DNA danificado através de dois motivos de dedo
de zinco. O dominio B ¢é responsével pela localizacdo nuclear da PARP-1 e direciona-a para o
nucleo em caso de danos no DNA. Este também ¢ o sitio onde a caspase-3 cliva a PARP-1
(DECKER, ISENBERG, MULLER, 2000). J4 o dominio C ¢ responsavel pela conformacao
adequada da PARP-1 (TAO et al., 2008). O dominio D regula a atividade enzimatica da
PARP-1 através de um feedback negativo mediada por modificagdes pos-traducionais
autorreguladoras que envolvem os residuos de glutamato, aspartato e lisina, o que leva ao

relaxamento da ligagdo da PARP-1 com o DNA (DESMARALIS et al., 1991; ALTMEYER et
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al., 2009). O dominio E e F juntos constituem o sitio catalitico, onde se liga a nicotinamida
adenina dinucleotideo (NAD") e catalisa a PARilagio ou PARylation (LANGELIER et al.,
2011).

A PARP-1 ativada cliva NAD" em nicotinamida e ADP-ribose. Em seguida a PARP-
1 sofre uma reagdo de “auto-PARila¢cdo” por meio do qual cerca de 50 a 200 unidades de
ADP-ribose sdo ligadas covalentemente aos residuos de glutamato, aspartato ou lisina,
formando assim cadeias longas e ramificadas de poli (ADP-ribose) denominadas de cadeia
PAR (SATOH, LINDAHL, 1992; ALTMEYER et al., 2009). A cadeia PAR tem uma carga
liquida negativa que promove o recrutamento de proteinas de reparo envolvidas na via da
BER para o local do dano ao DNA e facilita a remocdo da PARP-1 dos locais de dano,
permitindo o acesso a outras proteinas de reparo (HUBER et al., 2004; KUMMAR et al.
2012).

O término da PARilagdo e dissociagdo de PARP-1 do DNA danificado sdo pontos
criticos que determinam o inicio do reparo do DNA pelas proteinas de reparo. Para tanto, a
PARP-1 adiciona unidades de ADP-ribose no dominio D, o que resulta na dissociagdao de
PARP-1 do DNA e finaliza¢do da PARilacdo. Um da reguladora chave desta etapa ¢ o fator-1
de PARila¢do de Histona (HPF1) que determina o tempo reten¢do da PARP-1 no DNA
através da regulacdo da ADP-ribosilagdo de histonas e automodificacdo da PARP-1 (GIBBS-
SEYMOUR et al., 2016). A liga¢do de poli (ADP-ribose) glicohidrolase (PARG) a PARP-1
leva ao encurtamento da cadeia PAR através da remocdo sucessiva de unidades de ADP-
ribose, impedindo que a PARP-1 se ligue novamente ao DNA danificado (SATOH,
POIRIER, LINDAHL, 1994). Por fim, a PARP-1 ¢ ubiquitinada pela Ring finger protein 146
(RNF146) e marcada para a degradacao proteossomal (Figura 04) (KANG et al., 2011).
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Figura 04. O papel de PARP-1 na resposta ao dano no DNA.

Nota: Onde 1) DNA intacto; 2) Reconhecimento do loci de DNA danificado; 3) Recrutamento de proteinas de
reparo; 4) Dissociagdo de PARP-1 do DNA. PARP: poli (adenosina difosfato-ribose) polimerase-1; HPF1: fator
de PARilagdo de histona 1; PARG: poli (ADP-ribose) glicohidrolase; RNF146: Ring finger protein 146. Os
polimeros verde e amarelo representam a cadeia PAR e cadeia de poliubiquitina, respectivamente. Fonte: CSEH

etal., 2017.

Além de seu papel na via de reparo BER, a PARP-1 tem sido implicada nas vias de
reparo HR e NHEJ, o que sugere um papel mais amplo da PARP-1 nos mecanismos gerais de
reparo do DNA (HUBER et al. 2004; KUMMAR et al. 2012). Além do mais, a PARP-1 ¢
superexpressa em uma variedade de canceres e tem sido relacionada com o mal progndstico
dos pacientes, principalmente os diagnosticados com cancer de mama (ROJO et al., 2012).
Logo, com base no seu papel central nos mecanismos de reparo do DNA, a PARP-1 tem sido
considerada como um potencial alvo molecular nas terapias antitumorais.

Assim sendo, com o intuito de interromper o reparo do DNA nas células tumorais
visando inibir a atividade das PARPs surgiram os inibidores de PARP, que mimetizam a
por¢do nicotinamida do NAD" e ligam-se ao dominio catalitico da PARP, inibindo a sua
atividade enzimatica com subsequente libertagdo da PARP do DNA (KUMMAR et al. 2012;
AKTAS et al., 2019). Como consequéncia, ha um bloqueio no recrutamento de proteinas de
reparo para o loci do DNA danificado, ocorrendo assim a inibi¢do do reparo do DNA
(KUMMAR et al. 2012). A olaparibe, veliparibe, rucaparibe, niraparibe e talazoparibe sdo
exemplos de inibidores de PARP-1/2 (ANWAR, ASLAM, ANWAR, 2015).
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1.2.1.3 Correlacao entre cancer e ciclo celular

A divisao celular ¢ um processo pelo qual uma célula ¢ dividida em duas células-
filhas, processo este altamente regulado. A progressdo do ciclo celular, propriamente dita, ¢
regulada por fosforilagdo de proteinas especificas pelas cinases dependentes de ciclinas
(CDKs) e desfosforilagdo por fosfatases seguida de degradagdo proteossomal (BAI, LI,
ZHANG, 2017).

O ciclo celular ¢ classicamente dividido em duas fases distintas: a interfase, que
compreende as fases G1 (pré-sintese de DNA), S (sintese de DNA) e G2 (pré-divisdo) do
ciclo celular; e mitose, que compreende fase M, na qual as células sofrem a divisao celular.
Ap6s a interfase, as células podem retornar para a fase de quiescéncia caso ndo haja estimulos
mitogénicos (G0/sub-G1) (NORBURY, NURSE, 1992).

Cada fase do ciclo celular ¢ estritamente regulada pelas ciclinas e CDKs, que
pertencem a uma familia bem conservada de proteinas serina/treonina cinases. As ciclinas se
ligam e regulam positivamente as CDKs, ativando-as. Uma vez ativadas, as CDKs fosforilam
substratos chave que promovem a progressdao do ciclo celular (Figura 05) (MALUMBRES,
2011; BAIL LI, ZHANG, 2017).

Figura 05. As fases do ciclo celular e os respectivos complexos CDK/ciclina.
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Nota: Onde G1: fase pré-sintese de DNA; S: fase de sintese de DNA; G2: fase de pré-divisao do ciclo celular;
M: fase de mitose; GO: fase de quiescéncia; CDKs: cinases dependentes de ciclinas. Fonte: VERMEULEN,
VAN BOCKSTAELE, BERNEMAN, 2003.
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A atividade das CDKs varia ao longo do ciclo celular dependendo do nivel de
expressao das ciclinas, pois diferentes ciclinas sdo expressas em diferentes fases do ciclo
celular. Assim, diferentes complexos CDKs/ciclina funcionam em fases distintas do ciclo
celular, como por exemplo, o complexo CDK2/ciclina E regula a progressao da fase G1 para
S, e CDKl1/ciclina B est4 associada a entrada das células na fase M (BAYLISS et al., 2012;
BAI LI, ZHANG, 2017).

Todavia, as CDKs também sao reguladas negativamente pelos inibidores de CDKs,
comumente referidos como “CKIs” (BESSON, DOWDY, ROBERTS, 2008). Existem duas
familias distintas de CKIs: a familia INK4 e a familia Cip/Kip (CHIM et al., 2006). CDK4 ¢
CDKG6 sio inibidas especificamente pelos inibidores pl6™ -+, p15™K® p1gMKde ¢ p1ghNKad
impedindo assim a formacdo dos complexos CDK4/6/ciclina D (CANEPA et al., 2007).
Enquanto que, os inibidores p21P!, p275iP! ¢ p57Xip?
com as CDKI1 e CDK2 complexados com as ciclinas B, E ¢ A (ULLAH, LEE,
DEPAMPHILIS, 2009).

formam complexos heterotriméricos

Apbs estimulos mitogénicos, as células quiescentes (fase GO) sdo sinalizadas para
iniciar o ciclo celular, entrando assim na fase G1, onde CDK4 ¢ CDK6 formam complexos
ativos com ciclina D e iniciam a fosforilagdo da proteina Rb (p105-Rb), o que inativa sua
fun¢do como repressor transcricional e permite que os fatores de transcricdo da familia E2F
aumentem a expressdo génica de proteinas necessarias para a transicao de fase G1 para S. Isso
inclui a expressdo de CDK2, ciclina E e A. O complexo CDK2/ciclina E assim como os
subsequentes complexos CDK1/2/ciclina A e CDK1/ciclina B continuam mantendo a proteina
Rb num estado hiperfosforilado até o final da mitose, garantindo assim a progressao do ciclo
celular (LAPENNA, GIORDANO, 2009; DICK, RUBIN, 2013).

No caso de danos induzidos ao DNA, as proteinas sensores de dano ao DNA,
proteinas serina-treonina cinases ATM e ATR e seus efetores downstream (CHK1: checkpoint
kinase 1; CHK2: checkpoint kinase 2), induzem a parada do ciclo celular e/ou morte celular
via apoptose, dependendo da extensdo do dano (SHILOH, 2003; LAPENNA, GIORDANO,
2009). Tanto ATM como ATR podem fosforilar e ativar o fator de transcricdo p53,
diretamente ou por meio de ativacdo prévia do CHK2. Por sua vez, a proteina p53 induz a
expressdo do inibidor de CDK2, a p21“"! cuja atividade impede que as células danificadas
entrem na fase S. Contudo, caso as células danificadas consigam passar pelo primeiro
checkpoint e entrar na fase S, estas sdo for¢adas a parar o ciclo celular por meio de um

mecanismo que envolve outro efetor ATM-ATR, o CHKI1. O CHKI1 fosforila a fosfatase
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CDC25C, fornecendo assim um sinal que leva a sua migracao para o citoplasma, impedindo
desta forma a remog¢ao de dois fosfatos inibitorios da CDK1, o que impede a entrada das
células na fase de mitose (SHILOH, 2003).

Embora haja crosstalk entre as vias de sinalizagdo ATM-CHK2 ¢ ATR-CHKI, a via
ATM-CHK2 regula predominantemente o checkpoint da fase G1, enquanto que, a via ATR-
CHKI1 regula os checkpoints da fase S e G2 (SHILOH, 2003).

Frequentemente, os genes relacionados com o ciclo celular estdo mutados nas células
tumorais, 0 que resulta na desregulagdo dos mecanismos que controlam a progressao do
mesmo, culminando assim na proliferacdo celular exacerbada (BAI, LI, ZHANG, 2017).
Estudos demonstram que, a superexpressao de ciclinas e/ou CDKs estdo relacionadas com o
surgimento de alguns tipos de canceres (HANAHAN, WEINBERG, 2011). Dado que, a
desregulacdo da expressdo tanto das ciclinas como das CDKs estimulam a proliferacao celular
independente de sinais mitogénicos ou simplesmente provocam o desvio dos checkpoints
essenciais para prevenir a propagacao do ciclo celular em caso de danos no DNA
(SHANKLAND, WOLF, 2000; DANESH et al., 2002).

Por exemplo, a superexpressao de CDK2, ciclina E e ciclina A, ou entdo, a perda de
seus inibidores enddgenos da familia Cip/Kip estdo relacionados com o desenvolvimento e
progressao de diferentes tipos de neoplasias malignas, incluindo sarcoma, melanoma,
osteossarcoma e carcinomas de pancreas, ovario, mama, pulmdo e tireoide (LAPENNA,
GIORDANO, 2009). Da mesma forma, a superexpressdo de ciclina B com consequente
aumento da atividade de CDKI1 ¢ frequentemente encontrada numa variedade de tumores, tais
como carcinomas de mama (AALTONEN et al., 2009), colon (BONDI et al., 2005), prostata
(LIU, KAO, HUANG, 2008) e tireoide (NAR et al., 2012).

1.2.1.4 Correlacao entre cincer e Morte celular

A morte celular ¢ um processo fisiologico necessario para remover células indesejadas
ou danificadas e estd interligada com a sobrevivéncia e a proliferacdo celular (PRADELLI,
BENETEAU, 2010; CHAABANE et al, 2013). Os distintos tipos de morte celular
apresentam caracteristicas morfologicas e bioquimicas especificas, o que os diferencia entre
si. Assim sendo, as células podem ser levadas a morte por diferentes mecanismos de morte

celular, tais como a apoptose e necrose (SUROVA, ZHIVOTOVSKY, 2013). E importante
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destacar que, qualquer descontrole sobre tais processos pode resultar na promogao,
desenvolvimento e progressao de tumores (RICCI, ZONG, 2006).

A apoptose ¢ ativada em resposta ao estresse celular, particularmente devido a
inducdo de danos irreparaveis ao DNA; e ¢ controlada tanto por reguladores upstream como
por efetores downstream (ADAMS, CORY, 2007; SUROVA, ZHIVOTOVSKY, 2013). Os
reguladores upstream sao divididos em duas vias interconectadas parcialmente: i) a via
extrinseca, que recebe e processa sinais indutores de morte extracelulares; e ii) a via
intrinseca, que detecta e integra uma variedade de sinais de origem intracelulares (OUYANG
et al.,, 2012; CHAABANE et al., 2013). Cada uma das vias culmina na ativacao de proteases
normalmente latentes, que iniciam uma cascata de protedlise envolvendo caspases efetoras
responsaveis pela fase de execugdo da apoptose propriamente dita (HANAHAN,
WEINBERG, 2011).

A via extrinseca ¢ desencadeada pela ativacdo de receptores de morte expressos na
superficie celular, como o receptor de Fas. A ligagdo do Fas ao seu receptor forma um
complexo de morte, recruta a proteina contendo o dominio de morte (FADD) e a pro-caspase-
8, formando um complexo sinalizador indutor de morte (DISC), que consequentemente, ativa
a caspase-8 que, por sua vez ativa a prd-caspase-3, levando a morte celular (DEWSON,
KLUCK, 2009; OUYANG et al., 2012).

Na via intrinseca, os sinais que interligam os reguladores upstream como os efetores
downstream sdo controlados pelo desbalanco da expressdo e atividade das proteinas pro e
antiapoptoticas da familia Bcl-2 (ADAMS, CORY, 2007). Consta na familia Bcl-2 as
proteinas pro-apoptdticas Bax, Bak, Bad, Bcl-XS, Bid, Bik, Bim e HRK, além das proteinas
antiapoptoticas Bcl-2, Bel-xL, Bcl-W, Bfl-1 e Mcl-1 (OUYANG et al., 2012).

Ap0s a sinaliza¢do para a ocorréncia de apoptose via mitocondria (via intrinseca), as
proteinas pré-apoptoticas Bax e Bak expdem os dominios de interagdo proteina-proteina,
denominados de dominios BH3, e ligam-se umas as outras através desses dominios, formando
assim o poro de transicdo da permeabilidade mitocondrial (MPT), o que interrompe a
integridade da membrana mitocondrial externa e causa a liberagdo de proteinas soltiveis de
sinalizacdo pro-apoptoéticas, tais como citocromo ¢ e fator indutor de apoptose, além de
contribuir para a perda ou redu¢do do potencial de membrana mitocondrial (WILLIS,
ADAMS, 2005; ADAMS, CORY, 2007). O citocromo ¢, por sua vez, liga-se ao Apaf-1(fator
ativador de proteases pro-apoptoticas 1), trifosfato de desoxiadenosina (dATP) e pro-caspase-

9, formando um complexo de ativacdo de caspases (apoptossomo), com a consequente
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ativacdo de caspase-9, que recruta e cliva as caspases efetoras (-3, -6, e -7), ativando-as. Em
seguida, as caspases efetoras clivam as suas proteinas alvo resultando na morte celular (Figura

06) (WANG, LIU, CUI, 2005; DEWSON, KLUCK, 2009).

Figura 06. As vias extrinseca e intrinseca da apoptose.
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Nota: Onde Apaf-1: fator ativador de proteases pro-apoptdticas 1; Cyt ¢: citocromo c¢. Casp-3: caspase-3; Casp-
7: caspase-7; Casp-8: caspase-8; Casp-9: caspase-9. Fonte: MCARTHUR, CHAPPAZ, KILE, 2018.

Como consequéncia da ativacao das vias de apoptose, as células sofrem alteragdes
morfologicas e bioquimicas especificas culminando no encolhimento citoplasmatico
(shrinkage celular), condensacdo de cromatina (picnose), fragmentagdo do nucleo,
desestruturacdo da membrana celular (membrane blebbing), formacao de corpos apoptoticos,
externalizacdo das fosfatidilserinas e perda de adesdo célula-célula e célula-matriz
(OUYANG et al., 2012). Em seguida, os corpos apoptoticos sdo fagocitados pelas células do
sistema imune e degradados dentro dos fagolisossomas, o que impede que os constituintes
celulares sejam extravasados para o tecido intersticial adjacente e cause uma inflamacao local
(ELMORE, 2007).

Uma vez ativada, a proteina p53 pode regular tanto a via intrinseca como a via

extrinseca através da regulacdo positiva de proteinas pro-apoptoticas como a PUMA,
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pS3AIP1, Bax e Apaf-1, bem como os receptores 1 e 2 de TRAIL (ligante indutor de apoptose
relacionado ao fator de necrose tumoral -TNF), além de regular também os receptores Fas e
os ligantes Fas (HOCK, VOUSDEN, 2012).

Os homologos de p53, p73 e p63, também estdo envolvidos na indugdo de apoptose
em resposta a danos induzidos no DNA. A proteina p73 induz apoptose via mitocondrial
através da regulacdo da expressao de PUMA e Bax. Ademais, ele compartilha muitos dos
genes-alvo de p53, que codificam proteinas pro-apoptoticas tais como Noxa, caspase-6 e Fas.
A p73 pode induzir apoptose mesmo na auséncia da p53, demonstrando assim um mecanismo
de morte celular independente desta ultima (FLORES et al., 2002). Ou seja, dependendo do
tipo de dano, bem como do tipo de célula, tanto os mecanismos dependentes de p53 como os
independentes podem ser ativados por danos induzidos no DNA e desencadear a morte por
apoptose (SUROVA, ZHIVOTOVSKY, 2013).

As células tumorais normalmente desenvolvem uma variedade de estratégias que
evitam o desencadeamento da apoptose. Uma das estratégias mais comuns ¢ a mutagdo no
gene supressor tumoral TP53 com subsequente perda da atividade da proteina p53.
Adicionalmente, as células tumorais podem aumentar a expressao de proteinas
antiapoptoticas, tais como a Bcl-2 e Bcel-xL, regulando assim negativamente as proteinas pro-
apoptoticas Bax, Bim e PUMA; além de conseguirem também interferir na via de morte
induzida por ligante extrinseco (HANAHAN, WEINBERG, 2011).

Estudos pré-clinicos in vivo demonstraram que, a inibi¢do de PARP-1, RIPI,
calpainas e catepsinas inibiram ou minimizaram a ocorréncia de necrose (KROEMER,
MARTIN, 2005). Todavia, ¢ de conhecimento que muitos dos quimioterapicos convencionais
utilizados na clinica induzem a morte celular por necrose, porém, sendo a apoptose
considerada uma morte celular "limpa", por ndo promover a inflamagdo, a torna um dos

objetivos primordiais que se busca alcangar com uma quimioterapia mais seletiva.

1.2.1.5 Correlacio entre cincer e Angiogénese

O oxigénio e os nutrientes sdo essenciais para as fungdes celulares e sobrevivéncia,
Estes, por sua vez, sao fornecidos aos tumores pela neovasculaturizagdo associada ao tumor,
gerada pelo processo de angiogénese (HANAHAN, WEINBERG, 2000- 2011). Este processo
¢ caracterizado pelo surgimento e crescimento de novos vasos sanguineos, sendo este

regulado positivamente ou negativamente pelos sinais pro-angiogénicos ou antiangiogénicos,
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respectivamente (BERGERS, BENJAMIN, 2003; BAERISWYL, CHRISTOFORI, 2009).
Alguns desses reguladores angiogénicos sao proteinas sinalizadoras (fatores soluveis) que se
ligam a receptores de tirosina cinase transmembranares exibidos na superficie das células
endoteliais (FEDI, TRONICK, AARONSON, 1997; VEIKKOLA, ALITALO, 1999). Como
exemplo de fatores pro-angiogénicos tém-se: o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) e os fatores de crescimento de fibroblastos (FGF1/2) (BAERISWYL,
CHRISTOFORI, 2009). Como exemplo de fatores antiangiogénicos tém-se: a
trombospondina-1 (TSP-1) (KAZEROUNIAN, YEE, LAWLER, 2008).

A angiogénese ¢ induzida j& nos estagios iniciais da tumorigénese, o que contrapdem
a ideia inicial de que este processo seria importante apenas nos estdgios mais avangados da
tumorigénese (HANAHAN, FOLKMAN, 1996; RAICA, CIMPEAN, RIBATTIL 2009).
Durante o desenvolvimento e progressdo do tumor, hd ocorréncia do processo chamado de
“angiogenic switch” caracterizado pelo surgimento continuo de novos vasos sanguineos a
partir de vasos quiescentes, 0 que contribui para crescimento do tumor em expansido
(HANAHAN, FOLKMAN, 1996).

Os tumores parecem ativar a “angiogenic switch” alterando o equilibrio entre os
fatores pro-angiogénicos e antiangiogé€nicos através de estratégias que envolvem a transcri¢ao
génica. Frequentemente, os tumores superexpressam a VEGF e/ou FGFs, enquanto que, a
expressdo de trombospondina-1 ¢ regulada negativamente (HANAHAN, FOLKMAN, 1996;
VOLPERT, DAMERON, BOUCK, 1997). Ademais, muitos tumores também tém os niveis
da citocina antiangiogénica interferon-p reduzidos (VOLPERT, DAMERON, BOUCK,
1997).

Evidéncias demonstram que, alguns tumores que, por exemplo, superexpressam o0s
oncogenes Ras e Myc regulam positivamente a expressdo de fatores pro-angiogénicos,
enquanto que em outros tumores, tais sinais pro-angiogénicos sdo produzidos indiretamente
por cé¢lulas do sistema imune inato presentes no microambiente, como macrofagos,
neutrofilos, mastdcitos e progenitores mieloides associados ao tumor. Portanto, as células
inflamatorias nao s6 contribuem para a “angiogenic switch” como também ajudam a sustentar
a angiogénese associada ao crescimento do tumor, além de facilitarem a invasdo local
(VOLPERT, DAMERON, BOUCK, 1997, HANAHAN, WEINBERG, 2011).

Sendo que a angiogénese tumoral ocorre em quase todos os tipos de cancer, este
processo trata-se de um alvo molecular excepcionalmente atrativo. Contudo, alguns pontos

precisam ser levados em consideragdo, pois existem evidéncias que indicam que diferentes
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tipos de células tumorais usam estratégias moleculares distintas para ativar a “angiogenic
switch” (HANAHAN, WEINBERG, 2000). Neste sentido, a abordagem mais adequada seria
utilizar farmacos com atividade antiangiogénica que foram desenvolvidos especificamente

para um determinado tipo de tumor humano.

1.2.1.6 Correlacao entre cancer e via PI3K/Akt/mTOR

O microambiente tumoral ¢ conhecido por ser um ambiente intrinsecamente
estressante (caracterizado pelo limitado suprimento de nutrientes e oxigénio, bem como pelo
baixo pH) (PORTA, PAGLINO, MOSCA, 2014). A via PI3K/Akt ¢ conhecida por ser uma
reguladora chave da sobrevivéncia durante o estresse celular (DATTA, BRUNET,
GREENBERG, 1999). Assim sendo, tal via tem um papel crucial no desenvolvimento do
cancer (Figura 07) (PORTA, PAGLINO, MOSCA, 2014).

Figura 07. Representacdo esquematica da via PI3K/Akt/mTOR.
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Nota: Onde PIP2: fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato, PIP3: fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato; PI3K:
fosfatidilinositol-3-cinases; p110: subunidade catalitica de PI3K; p8S5: subunidade reguladora de PI3K; PTEN:
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fosfatase PTEN; PH: dominio de homologia de pleckstrina; PDK1/2: cinases ativadoras de Akt; TSC1:
hamartina; TSC2: tuberina; RHEB-GTP: proteina RHEB com atividade GTPase; mTOR: serina/treonina-
proteina cinase; TORC1: mTORC1; TORC2: mTORC2; p70S6K: proteina ribossomica S6; 4E-BP1: proteina
de ligag¢do ao fator de iniciagdo da traducdo 4E; SGK: cinase regulada por soro e glicocorticoide (serum and
glucocorticoid-regulated kinase); pS3: proteina supressora tumoral p53; MDMZ2: ubiquitina ligase E3 - MDM2;
NFxkB: fator nuclear kB; FKHR: fatores de transcricdo forkhead (FKHR/AFX/FOX); BAD: proteina pro-
apoptotica; GSK-3: glicogénio sintase cinase-3. Fonte: PORTA, PAGLINO, MOSCA, 2014.

A ativacao continua da via PI3K/Akt/mTOR resulta em uma profunda desregulacao
dos mecanismos de crescimento e sobrevivéncia celular, o que promove vantagem
competitiva de crescimento, capacidade metastatica, além da inducdo de angiogénese e
resisténcia a quimioterapia. Ademais, a atividade da PI3K tem sido associada a uma variedade
de tumores humanos, incluindo cancer de mama, cancer de pulmao, melanomas, leucemia,
entre outros (PORTA, PAGLINO, MOSCA, 2014).

As fosfatidilinositol-3-cinases (PI3Ks) constituem uma familia de lipase cinase
caracterizada pela capacidade de fosforilar o grupo 3'-OH do anel inositol em
fosfatidilinositois, gerando assim segundos mensageiros que controlam atividades e
propriedades celulares como a proliferacdo, sobrevivéncia, motilidade e morfologia
(FRUMAN, MEYERS, CANTLEY, 1998; BADER et al., 2005). A familia de proteinas PI3K
¢ dividida em trés classes (classe I, 1T e III), que diferem entre si em estrutura, preferéncia por
substrato, distribui¢dao tecidual, mecanismo de ativagdao e funcdo (VANHAESEBROECK,
WATERFIELD, 1999).

Na regulacao da proliferacdo e tumorigénese, as proteinas PI3K mais relevantes sao
aquelas que pertencem a classe I, que ¢ constituida por heterodimeros compostos por uma
subunidade catalitica (p110) e uma subunidade adaptador/reguladora (p85). As PI3Ks de
classe I estdo divididas em duas subclasses: 1) a subclasse IA (PI3Ka, B e 8), que € ativada por
receptores com atividade de proteina tirosina cinase, e ii) a subclasse IB (PI3Ky), que ¢
ativada por receptores acoplados a proteina G (FRUMAN, MEYERS, CANTLEY, 1998;
BADER et al., 2005).

Nas células em quiescéncia, a subunidade reguladora p85 estd associada a
subunidade catalitica p110, efetuando assim uma agao inibidora sobre esta. No entanto, apos
os receptores com atividade de proteina tirosina cinase serem ativados por fatores de
crescimento ocorre uma autofosforilagdo dos residuos de tirosina. Em seguida, os dominios

SH2 da subunidade reguladora p85 se ligam a tirosina fosforilada destes receptores,
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revertendo assim a inibi¢do da subunidade catalitica p110. Isso leva a ativagdo alostérica da
subunidade pll0 com subsequente recrutamento para a membrana plasmatica
(OKKENHAUG, VANHAESEBROECK, 2001).

A subunidade p110 apresenta alta afinidade para o substrato fosfatidilinositol-4,5-
bisfosfato (PIP2). Este ¢ fosforilado e convertido no segundo mensageiro fosfatidilinositol-
3.,4,5-trifosfato (PIP3), que entdo recruta proteinas de sinalizagdo com dominios de homologia
de pleckstrina (PH) para a membrana. Entre estes se encontra a serina-treonina cinase Akt,
bem como as suas cinases ativadoras PDK1/2 (cinase dependente de 3- fosfoinositideo)
(CORVERA, CZECH, 1998; FRESNO-VARA et al., 2004).

O PIP3 também ¢ substrato da fosfatase PTEN (homoélogo de fosfatase e tensina
deletado no cromossomo 10), que desfosforila o PIP3 e gerar novamente o PIP2. O PTEN
atua como um regulador negativo da sinalizacdo PI3K/Akt e funciona como um supressor
tumoral, inibindo o crescimento celular e aumentando a sensibilidade celular a apoptose (LU
et al., 1999; WISHART, DIXON, 2002). Assim, a perda da atividade da PTEN leva a ativacao
constante da via PI3K/Akt (PORTA, PAGLINO, MOSCA, 2014).

A PDKI1 fosforila a Akt, tornando-a ativa. A Akt ativada ¢ o principal mediador da
sinalizacdo iniciada por PI3K e possui varios substratos, por exemplo: mTOR, Bad, pro-
caspase-9, cinase I-kB (IKK), CREB, familia de fatores de transcri¢ao forkhead (FKHR /
AFX / FOX), glicogénio sintase cinase-3 (GSK-3) e os inibidores de cinase dependentes de
ciclina p21Cipl e p27Kipl, dentre outros. O IKK e CREB sdo ativados diretamente pela
fosforilagdo de Akt, enquanto que, Bad, pro-caspase-9, FOX e GSK-3 sdo inativados
(CHANG et al., 2003; PORTA, PAGLINO, MOSCA, 2014).

Virios fatores de transcrigdo que regulam a proliferacdo e crescimento celular sdo
controlados pela via PI3K/Akt, particularmente as proteinas FOXO (forkhead box) e o fator
nuclear kB (NFkB) (BADER et al, 2005). Os fatores de transcrigdo FOXO, uma das
subclasses da familia de proteinas FOX, regulam o ciclo celular, a apoptose, o reparo do DNA
e a protecdo contra danos oxidativos. Faz parte dessa subclasse os fatores de transcrigdo
FOXO1 (FKHR), FOXO3A (FKHRLI1), FOX0O4 (AFX) e FOXO6 (VOGT, JIANG, AOKI,
2005). Um dos papeis de destaque das proteinas FOXO nucleares ¢ a indugdo de parada do
ciclo celular na fase Gl através da reducdo da expressao de ciclina D1/2 e aumento da
expressdo dos inibidores de cinase dependentes de ciclina p21°*' e p27"' (MEDEMA et al.,
2000).
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A Akt inibe a transcri¢do génica mediada pelas proteinas FOXO nucleares através de
fosforilagdo, interrompendo assim a associagdo das proteinas FOXO nucleares com os
coativadores p300-CBP (proteina de ligagdo a CREB), o que interfere com a ligagdo dos
complexos FOXO-p300-CBP ao DNA. Ademais, a fosforilagdo das proteinas FOXO
nucleares pela Akt medeia a sua interacdo com as proteinas 14-3-3 (BRUNET et al., 1999;
BROWNAWELL et al.,, 2001). Uma vez fosforilada, as proteinas FOXO nucleares sao
exportadas para fora do nacleo e sao marcadas para degradagao proteossomal (HUANG et al.,
2005).

Enquanto que, as proteinas FOXO sao inativadas pela sinalizagdo de Akt, o fator de
transcricdo NFkB ¢ ativado pela mesma. No contexto do cancer, o fator NFkB regula
positivamente a proliferagdo, sobrevivéncia, angiogénese, invasao celular e quimiorresisténcia
(AGGARWAL, 2004; NAKANISHI, TOI, 2005). O fator NFkB ¢ regulado negativamente
pelo inibidor IkB através do qual ¢ mantido no citosol onde ¢ incapaz de regular a transcricao
génica. A regulacdo positiva de NF«kB ocorre através das cinases IkB (IKKs), que fosforilam
IxB e a marcam para degradacao proteossomal. As IKKs sdo fosforiladas e ativadas pela Akt.
O fator de transcricdo NF«kB, agora dissociado do inibidor kB, migra do citosol para o nucleo
onde se dimeriza com REL-A (p65) e promove a transcri¢ao de varios genes esséncias para o
desenvolvimento do cancer (AGGARWAL, 2004).

Outros reguladores transcricionais cujas atividades sdo afetadas direta ou
indiretamente pela Akt incluem o MIZ1 (Myc interacting zinc-finger protein 1), p53, proteina
ativadora 1 (AP1), c-myc, B-catenina e o fator-1a induzido por hipdxia (HIFla) (BADER et
al., 2005).

A Akt inibe a atividade da p53 por meio de um mecanismo que envolve a proteina
MDM2, o que consequentemente aumenta a degradagdo proteossomal desta proteina
supressora tumoral (MAYO, DONNER, 2001).

O GSK-3 ¢ um dos substratos da via PI3K/Akt que esta constitutivamente ativada em
células quiescentes. A GSK-3 fosforila e inativa inimeras proteinas, tais como o glicogénio
sintase, ciclina D, c-myc e B-catenina (CANTLEY, 2002). Contudo, a atividade de GSK-3 ¢
inibida pela fosforilagao mediada por Akt (WEI et al., 2005).

Datta e colaboradores em 1997 demonstraram que a Akt também ¢ capaz de modular
a atividade de Bad, um dos membros da familia de proteinas Bcl-2 com atividade pro-

apoptotica, ao fosforilar a serina 112 (S112), o que resulta na dissocia¢do do complexo Bad-
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Bcl-2 e subsequente ligagdo de Bad a proteina 14-3-3. A dissociacdo do complexo Bad-Bcl-2
estd associada a sobrevivéncia celular.

A atividade de mTOR ¢ regulada por reguladores upstream. Sinais transmitidos por
meio da via PI3K/Akt regulam positivamente a atividade da mTOR. No entanto, o PTEN e o
complexo de esclerose tuberosa (TSC) regulam negativamente a sua atividade (HAY,
SONENBERG, 2004).

A TSC ¢ um complexo heterodimérico, composto por TSC1 (hamartina) e TSC2
(tuberina), que funciona como um complexo proteico que inibe a atividade GTPase da
pequena proteina RHEB (INOKI et al., 2003). O TSC2 ¢ diretamente fosforilado e inativado
pela Akt, o que resulta no aumento da atividade de RHEB-GTPase, que por sua vez, fosforila

e ativa mTOR (Figura 08) (INOKI et al., 2002-2003).

Figura 08. Esquema representativo da ativagdo da mTOR pela proteina RHEB-GTPase.
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Nota: Onde PI3K: fosfatidilinositol-3-cinases; TSC1: hamartina; TSC2: tuberina; RHEB-GTP: proteina RHEB
com atividade GTPase; mTOR: serina/treonina-proteina cinase; S6K1: proteina ribossomica S6; 4E-BP1:
proteina de ligag@o ao fator de inicia¢do da traducdo 4E; elF4E: Fator de iniciagdo da traducdo eucariotica 4E.

Fonte: TEE et al., 2013.

Existem dois complexos distintos de mTOR, o mTORC1 e mTORC2. O complexo
mTORCI1 ¢ composto por mTOR, Raptor, mLST8 e PRAS40, enquanto que, o complexo
mTORC2 ¢ composto por mTOR, Rictor, Sinl e mLST8 (HAY, SONENBERG, 2004,
MEMMOTT, DENNIS, 2009).

O mTORCI1, quando ativado por fosforilagdo mediada pela pequena proteina RHEB,

regula a sintese de proteinas através da fosforilagdo e ativacdo da proteina ribossdmica S6
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(cinase p70 S6) e inativagdo do 4EBP (proteina de ligagdo ao fator de iniciacdo da tradugdo
4E) (INOKI et al., 2002; HAY, SONENBERG, 2004). As proteinas 4EBP sdo reguladores
negativos da sintese proteica, pois interagem com o fator de iniciagdo da traducdo 4E,
impedindo assim a formac¢do do complexo de inicia¢do traducional 4F, que depende da
disponibilidade de 4E. A fosforilagdo de 4EBP por mTORC1 promove a dissociagdo do
complexo 4EBP-4E. Uma vez livre, o 4E recrute a proteina scaffold 4G e a RNA helicase 4A,
construindo assim um complexo de iniciacao da traducao e dando inicio a sintese de diversas
proteinas, tais como, a ciclina D1 e o HIF1 (GINGRAS et al., 1998; ABRAHAM, 2004).

A resposta celular a hipoxia é mediada principalmente pelos fatores induzidos por
hipoxia (HIFs), que desempenha a fungdo de fatores de transcri¢do que regulam a expressao
génica de varias proteinas envolvidas nos processos de adaptagdo e progressdo tumoral
(WIGERUP, PAHLMAN, BEXELL, 2016).

Os fatores de transcrigdo HIF sdo compostos por duas subunidades: a subunidade a ¢
a subunidade P, ambas pertencentes a familia de proteinas hélice-alga-hélice basica (HLH)-
PER-ARNT-SIM (bHLH-PAS). A subunidade a ¢ sensivel ao oxigénio, enquanto a
subunidade B (HIF-1B), sendo menos sensivel ao oxigénio, ¢ ubiquamente expressa
(BERSTEN et al., 2013). Em relagdo a subunidade o, existem trés isoformas distintas: HIF-
la, HIF-2a e HIF-3a (WANG et al., 1995).

Na presenca de oxigénio, os residuos de prolina conservados na subunidade o sdo
hidroxilados pelos prolil-4-hidroxilases (PHDs) pertencentes a superfamilia da oxigenase
dependente de 2-oxoglutarato. A hidroxilagdo da subunidade o, a torna alvo da proteina
supressora de tumores von Hippel-Lindau (pVHL), que subsequentemente marca a
subunidade o para degradag¢do proteossomal via adi¢do de ubiquitina (JAAKKOLA et al.,
2001; SCHOFIELD, RATCLIFFE, 2004).

Em contrapartida, no estado de hipoxia, as proteinas PHDs nao conseguem hidroxilar
a subunidade o, que consequentemente ¢ estabilizada, translocada para o nucleo onde se
dimeriza com o HIF-1f, formando assim o fator de transcricdo HIF que se liga aos elementos
responsivos a hipoxia (HREs) nas regides promotoras dos genes e promove a transcricdo de
genes relevantes para o desenvolvimento e progressdo tumoral (Figura 09) (JAAKKOLA et

al., 2001; SEMENZA, 2003).
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Figura 09. Regulagdo do fator de transcricao HIF-1a em condigdes de normodxia e hipdxia.
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Nota: Onde HIF-la: fator induzido por hipoxia - subunidade o; HIF-1P: fator induzido por hipoxia -
subunidade ; PHD: proteina prolil-4-hidroxilase; VHL: proteina supressora de tumores von Hippel-Lindau;
p300/CBP: proteinas de ativagdo transcricional;, CBP: CREB-binding protein; HRE: elemento responsivo a
hipoxia. Fonte: LIN et al., 2014.

A hipoxia promove a glicolise aerdbica aumentando tanto a captacdo de glicose
quanto a expressdo de enzimas glicoliticas (IYER et al., 1998). O fator HIF-la atua
diretamente no gene que codifica a piruvato desidrogenase cinase 1 (PDK1), enzima esta
responsavel pela inibicdo da piruvato desidrogenase (PDH) que catalisa a conversdao do
piruvato & acetil-CoA. Portanto, o aumento da expressao de PDKI1 contribui para a glicolise
aerdbica (KIM et al., 2006). Ademais, o fator HIF-1a regula a expressdo e atividade dos
transportadores de glicose (GLUT-1 e GLUT-3) e enzimas glicoliticas tais como hexocinases
e fosfofrutocinases (BRAHIMI-HORN et al., 2011; SEMENZA, 2003).

Em resposta a hipdxia, os fatores pré-angiogénicos VEGF, fator de crescimento
derivado de plaquetas f (PDGF-f), angiopoietina-2 e fator-1a derivado do estroma (SDF-1a)
sdo secretados no microambiente tumoral, promovendo assim a neoangiogénese (FORSYTHE
et al., 1996; KELLY et al., 2003; CERADINI et al., 2004).

Estudos tém demonstrado que, os fatores HIFs medeiam a quimiorresisténcia através

de mecanismos que envolvem a ativagdo do gene multirresisténcia 1 (MDR1), que codifica a
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glicoproteina-P pertencente a familia dos transportadores de cassetes de ligagdo de ATP
(ABC) e funciona como uma “bomba de efluxo” para farmacos e xenobidticos no nucleo
celular. Logo, a expressao da glicoproteina-P pode diminuir a concentracao intracelular de
varios farmacos antitumorais e contribui para a quimiorresisténcia induzida por hipdxia
(COMERFORD et al., 2002).

Desta forma, a hipoxia tumoral e os fatores HIFs contribuem para a proliferacao
celular exacerbada, evasdo de apoptose, reprogramacao metabolica, imunossupressao,
instabilidade gendmica, angiogénese, invasdo e metastase. Para além de favorecerem o

surgimento da resisténcia a quimioterapia (WIGERUP, PAHLMAN, BEXELL, 2016).

1.2.1.7 Correlacio entre cancer e reprogramacao metabdlica

A reprogramacao metabolica refere-se a alteragdes no metabolismo energético de
c¢lulas tumorais, com o intuito de atender as necessidades energéticas e de anabolismo destas
células (SINGH et al., 2018).

Na presenca de oxigénio, cé€lulas normais ou diferenciadas preferencialmente
metabolizam a glicose gerando acetil-CoA que ¢ entdo submetida a oxidagdo no ciclo de
acido tricarboxilico (TCA). Os elétrons extraidos das reagdes oxidativas do ciclo TCA sao
transportados através de NAD'/NADH e FAD/FADH2 para a cadeia de transporte de
elétrons, criando assim um gradiente eletroquimico que resulta na produgdo de energia
(adenosina trifosfato - ATP) (PAVLOVA, THOMPSON, 2016). Somente uma pequena
quantidade de acido lactico ou lactato ¢ produzida durante os processos metabolicos que
culminam na fosforilagdo oxidativa. No entanto, células normais ou diferenciadas em
condi¢do de hipdxia produzem grandes quantidades de lactato por via da glicélise anaerdbica
(DAR et al., 2017).

No inicio da década de 1920, o famoso “efeito Warburg” ou “glicolise aerdbica” foi
proposto pela primeira vez pelo bioquimico e fisiologista alemao Otto Warburg (KATO et al.,
2018). Ainda que na presenca de oxigénio, as células tumorais preferencialmente utilizam a
glicolise para o metabolismo de glicose e obtencdo de energia (ATP), em vez de utilizar a
fosforilagdao oxidativa via mitocondria (KATO et al., 2018). Destacando-se que, o excesso de
piruvato € convertido pelas células tumorais em lactato, que, por sua vez, ¢ secretado para o

microambiente extracelular (Figura 10) (PAVLOVA, THOMPSON, 2016).



55

Figura 10. Esquema representativo da reprogramac¢ao metabdlica da glicose.
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Nota: Onde (A) O metabolismo energético das células normais; B) O metabolismo energético das células

tumorais - Efeito Warburg; Oxi-Fosfo: Fosforilagdo oxidativa; Fonte: PAVLOVA, THOMPSON, 2016.

Presumindo que, o principal uso de glicose nas células seria para gerar ATP,
Warburg e muitos outros pesquisadores interpretaram erroneamente o “efeito Warburg” como
sendo um “dano irreversivel da respiragdo”, deixando as células tumorais com uma forma
consideravelmente menos eficiente de gerar ATP (WARBURG, 1956). No entanto, estudos
posteriores demonstraram que, em geral, as células tumorais possuem mitocondrias funcionais
e mantém a sua capacidade de realizar a fosforilagdo oxidativa (CAVALLI, VARELLA-
GARCIA, LIANG, 1997; TAN et al., 2015). De fato, ao invés de ser uma adaptacdo a um
defeito na respiragdo celular, o “efeito Warburg” ¢ um estado metabolico regulado e pode
trazer beneficios durante um periodo de demanda aumentada da biossintese (PAVLOVA,
THOMPSON, 2016).

A glicolise ¢ classicamente descrita como uma cadeia unica de eventos moleculares
que leva a geracdo de piruvato. Contudo, varios intermedidrios glicoliticos podem ser
desviados para vias adjacentes, gerando diversos precursores biossintéticos. Destacando-se

desta forma a via das pentoses-fosfato, na qual a glicose-6-fosfato ¢ parcialmente oxidada
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para gerar NADPH e ribose-5-fosfato, um componente estrutural dos nucleotideos. A
transcetolase 1 (TKTL1) e transaldolase (TALDO) sdo enzimas chave da via das pentoses-
fosfato e estdo frequentemente superexpressas em células tumorais (XU et al., 2009; WANG
etal., 2011).

A atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), enzima limitante da via das
pentoses-fosfato, ¢ regula negativamente pela wild-type p53. Tal inativagao inibe a via das
pentoses-fosfato com consequente diminui¢do da sintese de nucleosideos trifosfato, o que
influéncia diretamente o reparo do DNA, for¢ando assim a parada do ciclo celular e
possivelmente desencadeando a morte celular (JIANG et al., 2011).

Recentemente, estudos tém demonstrado que a elevagdo acentuada do consumo de
glicose pelas células tumorais esta relacionada a regulacdo da proliferagdo celular, o ciclo
celular, reparo do DNA e mecanismo de resisténcia a quimioterapia (VALLEE et al., 2018;
SU et al., 2018).

Quando células tumorais metabolizam mais glicose do que o necessario para o
suporte bioenergético, parte dessa glicose ¢ convertida em acetil-CoA, substrato essencial
para enzimas que acetilam as histonas e outras proteinas. A acetilagdo da histona aumenta a
acessibilidade dos complexos transcricionais ao DNA gendmico, permitindo assim a
ocorréncia da transcricdo génica (CAI et al., 2011). Além disto, a Akt constitutivamente
ativada aumenta a acetilacdo total de histonas, intensificando ainda mais a expressdo génica
(LEE et al., 2014). Adicionalmente, muitos genes envolvidos na regulagdo do metabolismo da
glicose contribuem para o reparo do DNA. Mutagdes no gene que codifica PFKFB3 (6-
fosfofruto-2-cinase/frutose-2,6-bisfosfatase 3) aumentam significativamente a glicolise, que
por sua vez, aumenta o reparo do dano ao DNA induzido por quimioterapia e/ou radioterapia,
contribuindo assim para o surgimento de resisténcia a terapia. Além disso, o aumento da
glicolise induzida pela PFKFB3 ativa a via PI3K/Akt, o que favorece a proliferacdo e
sobrevida das células tumorais (SHI et al., 2018).

A estabilizagdo do HIF-la (fator-la induzido por hipoxia) pelo microambiente
tumoral em hip6xia aumenta a expressdo de piruvato desidrogenase cinase-1 (PDK1) e do
transportador monocarboxilato-1 (MCT1) (KIM et al., 2006; PAPANDREOU et al., 2006).
Este, por sua vez, facilita o efluxo de lactato para o espaco extracelular, o que contribui para a
adaptacdo metabolica das células proliferativas (WAHLSTROM, HENRIKSSON, 2015;
PATE et al., 2014).
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A secregdo de lactato para o microambiente tumoral através do MCT1 ¢ acoplada ao
co-transporte de H', o que contribui para a acidificacdo do mesmo. Ademais, o didxido de
carbono (CO,) gerado a partir das reagdes de descarboxilagdo mitocondrial refor¢a ainda mais
a acidificagdo do microambiente tumoral. Visto que, o CO, é convertido pelas anidrases
carbonicas em H' e bicarbonato (HCO3") (SWIETACH et al., 2007). O microambiente
tumoral em estado de hipoxia aumenta a expressao das anidrases carbonicas, em particular a

isoforma anidrase carbonica IX (CAIX) (Figura 11) (SVASTOVA et al., 2004).

Figura 11. O papel do anidrase carbonica IX (CAIX) na regulagdo do pH em células tumorais

durante hipoxia.
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Nota: Onde MCT: Transportador monocarboxilato; NBC: Transportador de bicarbonato; CAIX: Anidrase
carbonica IX; CAII: Anidrase carbonica II; pHi: pH intracelular; pHe: pH extracelular; Fonte:
PASTOREKOVA, GILLIES, 2019.

O aumento da acidificagdo do microambiente tumoral estimula a atividade
proteolitica das metaloproteinases da matriz (MMPs) e das catepsinas, promovendo assim a
degradacdo dos componentes da matriz extracelular e aumentando a invasdo tumoral
(MARTINEZ-ZAGUILAN et al., 1996; ROTHBERG et al., 2013).

O acumulo de lactato extracelular também ¢ fundamental para a promocdo da
angiogénese. Dado que, o lactato promove a estabilizacdo do HIF-1a, ativa a via PI3K/Akt e o
fator de transcricdo NF«kB, bem como induz a secre¢do de VEGF (CONSTANT et al., 2000;
VEGRAN et al., 2011; SONVEAUX et al., 2012).
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A alta produgdo de lactato, como consequéncia da intensa ativagdo da glicolise
aerobica, contribui ainda com a imunossupressao, culminando na exacerbagao da proliferacao
celular, invasdo, migracao e resisténcia a terapia (WANG et al., 2018). Adicionalmente, o
metabolismo aberrante da glicose tem sido correlacionado com o mau progndstico de paciente
com cancer (LIN et al., 2019).

Os inibidores metabolicos reduzem os niveis de metabolitos da via glicolitica, via das
pentoses e via de biossintese de nucleotideos, o que diminui a resisténcia das células tumorais
ao impedir o reparo de danos induzidos ao DNA, aumentando assim a resposta ao
quimioterapico e a radioterapia (FURUKAWA et al.,, 2018). Contudo, embora alguns
inibidores metabodlicos tenham sido aprovados para uso clinico, a maioria destes inibidores

carece de especificidade, além de apresentarem problemas em nivel de eficacia (LIN et al.,

2019).

1.2.1.8 Correlacdo entre ciancer e Estresse oxidativo - sistema de defesas

antioxidantes

O conceito de "estresse" foi proposto pela primeira vez por Hans Selye em 1936 num
estudo que investigava as respostas adaptativas da glandula adrenal (ou glandula suprarrenal)
(SELYE, 1936). Em 1976, Hans Selye definiu o estresse como sendo uma resposta
inespecifica do corpo a qualquer demanda (SELYE, 1976). Contudo, somente em 1985 foi
criado pela primeira vez o conceito de “estresse oxidativo”, sendo este descrito como um
disturbio no equilibrio pro-oxidante-antioxidante em favor do primeiro (SIES, 1985). Assim,
no estresse oxidativo existe um desbalanco entre a produgdo de espécies reativas e as defesas
antioxidantes. O quadro 01 apresenta as chamadas espécies reativas, ilustrando a enorme
gama de reatividade e natureza quimica das mesmas.

O estresse oxidativo paradoxalmente apresenta dois lados, que compreende: i) o
estresse oxidativo mantido em nivel fisiologico (eustresse) que € crucial para o controle de
varios processos biologicos vitais através da sinalizagdo redox; e, ii) o estresse oxidativo em
niveis toxicos (distress) que causa danos as biomoléculas, como lipidios, proteinas € 0 DNA
(LUSHCHAK, 2014; SIES, BERNDT, JONES, 2017).

As espécies reativas em elevadas concentragdes foram associadas ao surgimento de

muitas patologias, como o cancer, distirbios neurologicos, doengas cardiacas e pulmonares,
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dentre outros (ASAMI et al., 1997, DHALLA, TEMSAH, NETTICADAN, 2000; JENNER,
2003).
Geralmente, o estresse oxidativo ocorre principalmente em condigdes de deplecao

dos niveis de antioxidantes ou devido ao acimulo de espécies reativas de oxigénio (EROs)

intracelular (BIRBEN et al., 2012).

Quadro 01. Reatividade e natureza quimica de espécies reativas.

Radicais Livres Nao Radicais

Espécies reativas de oxigénio (EROs)

Anion superéxido (O, ") | Perdxido de hidrogénio (H,0,)

Radical hidroxil (HO") Hidroperoxido organico (ROOH)

Radical peroxil (ROO") Oxigénio molecular singlete (O,'Ag)
Radical alcoxilo (RO Carbonilo eletronicamente excitado (RCO)
Oz6nio (03)

Espécies reativas de nitrogénio

Oxido nitrico / monéxido | Nitrito (NOy)

de nitrogénio (NO") Anion nitroxil (NO")

Dioxido de nitrogénio | Peroxinitrito (ONOO )

(NOy) Peroxinitrato (0O,NOQO")
Nitrosoperoxicarbonato (ONOOCO;")

Espécies reativas de enxofre
Radical Thiyl (RS") Tiol (RSH), tiolato (RS") [por exemplo,
glutationa (GSH), tiorredoxina (Trx)]
Dissulfeto (RSSR) [por exemplo, GSSG e
proteina-SSG]
Sulfenato (RSO")
Sulfinato (RSOy")
Sulfonato (RSO53")
Sulfeto de hidrogénio (H,S)
Polissulfeto (H2Sx), x >2; RSSH
Fonte: Adaptado de SIES, BERNDT, JONES, 2017.
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As EROs sdo geradas continuamente por organismos aerdbicos vivos como resultado
do metabolismo celular normal. As EROs sdo moléculas ou ions altamente reativos formados
a partir da redugdo incompleta do oxigénio. Quando em altas concentragdes, as EROs podem
causar danos a macromoléculas importantes, tais como os carboidratos, acidos nucleicos,
lipidios e proteinas, podendo resultar em alteragdes estruturais e perda de fungdes (BIRBEN
etal., 2012).

As EROs podem ser classificadas em radicais livres e em espécies reativas nao
radicalares. Os radicais livres sao moléculas contendo um ou mais elétrons desemparelhados
em seus orbitais mais externos, o que confere reatividade a tais moléculas e permite a
transferéncia de elétrons para moléculas vizinhas. S@o exemplos de radicais livres: o anion
superoxido (O,*—), o radical hidroxil (OH"), radical peroxil (ROQO") e o radical alcoxil (RO)
(BIRBEN et al., 2012; SIES, BERNDT, JONES, 2017). Em contrapartida, as espécies
reativas ndo radicalares ndo possuem elétrons livres, sendo assim sdo quimicamente menos
instaveis que os radicais livres, mas também podem reagir com moléculas vizinhas, como
exemplo tém-se o perdxido de hidrogénio (H,0,) e o acido hipocloroso (HOCI) (CAROCHO,
FERREIRA, 2013; SIES, BERNDT, JONES, 2017). A tabela 01 apresenta resumidamente as

equacdes das reagdes quimicas das principais espécies reativas endogenas.

Tabela 01. As principais espécies reativas endogenas e as respectivas reagdes quimicas.

Oxidante Equacao de Reacao
Anion superéxido (0, ") NADPH + 20, <> NADP" +20, "+ H"
Peroxido de hidrogénio (H,0;) 20, "+ H™ — 0, + H,0,

Hipoxantina + H,O + O, «» xantina + H,0O,

Xantina + H,O + O, « acido urico + H,O»,

Radical hidroxil (HO") Fe’" + H,0, » Fe'" + OH + HO'
Acido hipocloroso (HOCI) H,0, + CI' - HOCl + H,O
Radical peroxil (ROO") R+ 0, —» ROO’

Radical hidroperoxil (HOO") 20, "+ H,0 <> HOO" + OH
Fonte: Adaptado de BIRBEN et al., 2012.

Dentre as EROs, ha um destaque especial para o anion superoxido (O,*—), radical

hidroxil (OH") e o peréxido de hidrogénio (H,O,) (BIRBEN et al., 2012). Nota-se que, o
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peroxido de hidrogénio (H,0O,) sendo uma espécie reativa ndo radicalar, reage de forma
relativamente lenta com as biomoléculas, enquanto que, o anion superoxido (O,*—) e o radical
hidroxil (OH’) sendo radicais livres sdo notavelmente mais reativos (Tabela 02)
(WINTERBOURN, 2013). Por este motivo, o perdxido de hidrogénio (H,O;) consegue se
difundir do local de sua geracdo e alcangar um alvo mais reativo a certa distancia, ao passo
que espécies mais reativas ndo conseguem. Assim, o peroxido de hidrogénio (H,O,) ¢
considerado o principal segundo mensageiro da sinalizacdo redox (RECZEK, CHANDEL,
2015).

Tabela 02. Taxa de reatividade de algumas espécies reativas com a metionina. Reac¢do de

segunda ordem realizada em 4gua e pH neutro.

Oxidante Taxa constante
(L mol ™’ s ~ 1)
Radical hidroxil (HO") 7% 10°
Acido hipocloroso (HOCI) 4 %107
Anion superéxido (02" <0,3
Radical peroxil (ROO") <5x 10"
Peroxido de hidrogénio (H,0,) 2x 1077

Fonte: Adaptado de SIES, BERNDT, JONES, 2017.

Estudos demonstraram uma integragdo no metabolismo celular frente ao estresse
oxidativo em niveis toxicos. Tal integracdo visa minimizar a ocorréncia de danos as
macromoléculas. Para tanto, as c€lulas tém sistemas moleculares que incluem antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos (BIRBEN et al., 2012).

Dentre as enzimas antioxidantes, hd um destaque especial para aquelas responsaveis
pela remocgao do anion superoxido (O,—), do perdxido de hidrogénio (H,0O;) e dos peroxidos
lipidicos gerados como resultado da peroxidacdo lipidica de membranas. Neste sistema
encontram-se as enzimas catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), glutationa redutase
(GR), glutationa peroxidase (GPx), tiorredoxina (Trx), tiorredoxina (TrxR) redutase e
peroxirredoxina (tiorredoxina peroxidase, Prxd) (Figura 12) (BUETTNER; WAGNER;
RODGERS, 2013).
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Figura 12. Esquema representativo da integracdo dos sistemas antioxidante enzimatico.

03
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Nota: Onde CAT: catalase; GSSG: glutationa dissulfeto; GSH: glutationa reduzida; GR: glutationa redutase;
GPx: glutationa peroxidase; PS2: ligacdo dissulfeto de proteina; Prxd: peroxiredoxina; PSH: proteina reduzida;
SOD: superoxido dismutase; TrxR: tiorredoxina redutase; Trx-S2: tiorredoxina-(S-S); Trx-(SH2):
tiorredoxina-(SH)2. Fonte: BUETTNER; WAGNER; RODGERS, 2013.

Para a modulagao do estresse oxidativo as células também utilizam os antioxidantes
ndo enzimaticos exdgenos que incluem compostos de baixo peso molecular, tais como as
vitaminas (vitaminas C e E) e o B-caroteno. Além destes, existem os antioxidantes enddgenos
como o acido Urico e a glutationa reduzida (GSH), um tripeptideo (L-y-glutamil-L-cisteinil-L-
glicina) que contém um grupo tiol (sulfidrila, -SH) (BIRBEN et al., 2012; BUETTNER;
WAGNER; RODGERS, 2013).

A glutationa reduzida (GSH) ¢ encontrada em altas concentragdes em todos os
compartimentos celulares, por esta razao ¢ considerada o principal antioxidante soluvel em
células normais. De fato, o ciclo redox da glutationa (GSH/GSSG) ¢ considerado como um
dos principais reguladores do estresse oxidativo (MASELLA et al., 2005).

A GSH promove a redugdo de espécies oxidantes, tais como o peroxido de
hidrogénio e os peroxidos lipidicos, por meio da acdo da enzima glutationa peroxidase (GSH-
Px ou GPx). A GSH doa seu elétron para H,O,, reduzindo-o a H;O e O,, o que leva a
formagdo de sua forma oxidada a glutationa dissulfeto (GSSH). Esta forma, por sua vez, pode

ser convertida novamente a GSH pela glutationa redutase (GR). Neste caso, trata-se de uma
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reacdo dependente de NADPH (CHANCE et al, 1979; CURELLO et al., 1985).
Adicionalmente, a GSH tem uma acao protetora sobre a membrana celular. Dado que, através
da acdo da GPx, a GSH doa protons aos lipidios de membrana, protegendo-os assim de
ataques dos oxidantes e, desta forma, impede a peroxidacao lipidica (CURELLO et al., 1985).

Além da glutationa redutase (GR), as enzimas tiorredoxina (Trx), tiorredoxina
redutase (TrxR) e peroxirredoxina (Prxd) também requerem o NADPH como equivalente
redutor, ou seja, cofator. O NADPH intracelular, por sua vez, ¢ gerado pela reducdo de
NADP" pela glicose-6-fosfato desidrogenase, enzima limitante da velocidade da via das
pentoses fosfato. Portanto, a glicose-6-fosfato desidrogenase ao gerar NADPH tornar-se um
determinante critico do ciclo redox da glutationa (GSH/GSSG) e da atividade das demais

enzimas antioxidantes (Figura 13) (DICKINSON, FORMAN, 2002).

Figura 13. Modelo dos ciclos redox da glutationa e tiorredoxina, dependentes de NADPH.

CICLO REDOX CICLO REDOX
DA GLUTATIONA DA TIORREDOXINA

) GR TrxR
7

NADP NADPH NADP

N

GSH GSSG Trx (oxidado)  TIX {reduzido)

AN,

Trx peroxidase

Hz20:2 H202

Nota: Onde GR: glutationa redutase; TrxR: tiorredoxina redutase; GPx: glutationa peroxidase; GSSG:
glutationa oxidada; GSH: glutationa reduzida; e Trx: tiorredoxina. Fonte: HOJO et al., 2002.

A oxidacdo do DNA ¢ um dos principais responsaveis pela ocorréncia da
instabilidade do genoma. Adicionalmente, a hidrolise e a metilagdo do DNA também
contribuem para a instabilidade genomica (SIES, BERNDT, JONES, 2017). Estudos tém
demonstrado que altas concentracdes de EROs podem induzir: a) a quebra de fita simples ou
quebra de dupla fita do DNA; b) modificagdes nas purinas e pirimidinas; c) a degradacao de
bases; d) a ocorréncia de mutacdes, delegdes e translocagdes; sendo que a maioria destas
modifica¢cdes do DNA sdo altamente relevante para o processo de carcinogénese (BIRBEN et
al., 2012).

Entre as bases do DNA, a mais suscetivel a danos oxidativos € a guanina. A
formagdo de 8-oxo0-7,8-di-hidroguanina, também chamada de 8-oxoguanina (8-0xo0-G) ou 8-

hidroxiguanina (8-OH-G), tem sido considerada como o principal dano mutagénico que
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ocorre devido ao estresse oxidativo. Visto que, a 8-OH-G se parea normalmente com a
adenina e ndo com a citosina como ocorre em condigdes normais durante a replicacdo do
DNA (FREUDENTHAL et al., 2012).

O estresse oxidativo também causa danos aos carboidratos. E importante destacar-se
que, a inducdo de danos oxidativos na estrutura molecular da ribose, um dos constituintes dos
acidos nucleicos, resulta em clivagem/fragmentacdo do DNA, ou seja, quebras das fitas do
DNA (SIES, BERNDT, JONES, 2017).

Ademais, a geragdo de EROs também pode induzir a peroxidagdo
lipidica/lipoperoxidacdo, o que leva ao rompimento do arranjo da bicamada lipidica da
membrana celular e consequentemente pode inativar receptores e enzimas ligados a
membrana, para além de aumentar a permeabilidade tecidual (GIROTTI, 1985). Como
exemplo de produtos da oxidacdo de lipidios tém-se os hidroperdxidos lipidicos (LOOH),
hidroxidos lipidicos (LOH), epoxidos (incluindo produtos de oxida¢do do colesterol),
isoprostanos e malondialdeido (MDA), dentre outros (NIKI, 2014).

E de conhecimento que, o estresse oxidativo pode causar uma maior quantidade de
danos as membranas celulares onde existir uma maior prevaléncia de acidos graxos poli-
insaturados formando a porg¢ao apolar dos fosfolipidios na bicamada lipidica. Visto que, os
acidos graxos poli-insaturados apresentam grupos metilénicos (-CH2-) entre as duplas
ligagdes, o que os tornam mais susceptiveis a ataques de oxidantes (Figura 14) (LOUREIRO

et al., 2002).
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Figura 14. Lipoperoxidacdo de membranas celulares que apresentam maiores quantidade de

acidos graxos poli-insaturados; Reagao em cadeia (beer).
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Fonte: Adaptado de LOUREIRO et al., 2002.

As EROs também podem causar a fragmentagdo das cadeias polipeptidicas,
alteragdes na carga elétrica das proteinas e oxida¢do de aminoacidos especificos, aumentando
assim a suscetibilidade destes a proteodlise. As proteinas que contém residuos de cisteina e/ou
metionina € as enzimas que t€ém metais nos seus sitios ativos ou perto dos seus sitios ativos
sdo especialmente mais suscetiveis a oxidagdo. Como consequéncia, tais proteinas e enzimas
podem sofrer alteragdes conformacionais, culminando em seu desdobramento (desnaturagdo),
perda de funcdo e degradacdo (DEAN, ROBERTS, JESSUP, 1985; BIRBEN et al., 2012).

Atualmente, diversos farmacos anticancerigenos tém como estratégia primordial a
geragdo intracelular de EROs acima do limite maximo tolerado pelas células tumorais, o que
inevitavelmente leva tais células a morte. Tém-se como exemplo de antitumorais que utilizam
o estresse oxidativo como estratégia terapéutica: a bleomicina, doxorrubicina, cisplatina e
etoposideo (WONDRAK, 2009).

Curiosamente, muitos compostos considerados como antioxidantes quando usados
em altas doses agem como agente pro-oxidante e ndo como um antioxidante, como € o caso
do ascorbato (vitamina C) (RECZEK, CHANDEL, 2015). Portanto, na maioria das vezes o
que determina o efeito pro-oxidante ou antioxidante de um composto € a concentragao ou

dose utilizada.



66

1.3 EXTRACAO COM O FLUIDO SUPERCRITICO E SEMENTES DE PASSIFLORA
EDULIS F. FLAVICARPA DEGENER

A extragdo com fluido supercritico (ESC) ¢ considerada uma tecnologia de extragdo
verde que se baseia no uso de solventes acima das condi¢des criticas de pressdo e
temperatura. Nestas condi¢des, os solventes utilizados na ESC ganham caracteristicas fisico-
quimicas peculiares entre gases e liquidos, transformando-se num fluido supercritico que
possui densidade maior que a dos gases, mas mantém a viscosidade similar a dos gases e
difusividade intermediaria (SANCHEZ-CAMARGO et al., 2014). A figura 15 representa um

diagrama esquematico do processo e equipamento de ESC.

Figura 15. Diagrama esquematico do equipamento e processo de extragcdo supercritica.
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Nota: Onde C1: Condensador; P1: Bomba de alta pressdo; W1: Pré-aquecedor; B1: Vaso de extracdo; B2: Vaso
de separacdo; VC1: Valvula de expansdo micrométrica; TC: Controlador de temperatura; V1 a V6: Valvulas;

Fonte: CASSEL et al., 2010.

Apesar de poder empregar-se uma variedade de solventes em condigdes
supercriticas, o dioxido de carbono (CO;) ¢ o principal solvente utilizado na ESC. O CO,
apresenta algumas vantagens, tais como ser barato e facilmente disponivel, ndo téxico, nao
inflamavel e explosivo (HERRERO et al., 2015).

O fato do CO; ser considerado um solvente ndo toxico permite que o extrato obtido
possa ser utilizado sem necessidade de outras etapas de purificacdo, o que € o oposto da
extracdo com solventes organicos (REVERCHON, DE MARCO, 2006). Além do mais, o
CO; ¢ reconhecido como seguro pela FDA (Food and Drug Administration) e pela EFSA
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(European Food Safety Authority). De acordo com a pressdo e temperatura, o CO; apresenta
alta difusividade que combinada a sua eficacia de arraste permite a recuperacdo de analitos
mais simples e sem contaminagao por solventes organicos (HERRERO et al., 2009).

A ESC por utilizar baixas temperaturas e um meio de extracdo ndo oxidante (CO;)
permite a extragdo de compostos termicamente ldbeis e/ou facilmente oxidados, evitando
assim a degradacdo dos mesmos (HERRERO et al., 2009). Levando em consideracao a
natureza e as propriedades fisicas do CO; em condig¢des supercriticas, a ESC com CO, extrai
principalmente compostos nao polares, como dacidos graxos, esterdis, carotenodides e
tocoferdis (HERRERO et al., 2015).

Contudo, essa técnica também tem sido aplicada na extracao de compostos bioativos
mais polares, tais como compostos fenolicos (SANJAYA et al., 2014) e alguns alcaloides
(XIAO et al., 2010). Porém nesse caso, ¢ inevitavel o uso de pequenas quantidades de
modificadores de polaridade organicos (co-solventes) que alteram a polaridade do fluido
supercritico e aumentam o seu poder de solvatagdo para obter o analito de interesse. O etanol
e a mistura etanol/agua sdo exemplos de co-solventes frequentemente utilizados nesse tipo de
extragdo (HERRERO et al., 2009-2015).

Portanto, a ESC ¢ limitada principalmente pela solubilidade dos compostos-alvo no
solvente. Contudo, os mecanismos de transferéncia de massa e o local onde o analito de
interesse estd localizado na matéria-prima também sdo de extrema importancia
(REVERCHON, DE MARCO, 2006). Neste sentido a ESC ¢ uma alternativa valiosa para as
técnicas de extracdo convencionais, tendo em consideracdo todas as vantagens apresentadas
pela propria técnica, principalmente a alta seletividade e pureza, além da economia de tempo
e de solventes, para além de possibilitar a analise de pequenas quantidades de material vegetal
(MICIE et al., 2011).

A ESC tem sido amplamente utilizada para o reaproveitamento de subprodutos da
industria alimenticia que normalmente nao tém qualquer valor comercial. Como ¢ o caso das
sementes do maracuja-amarelo pertencentes a espécie Passiflora edulis forma flavicarpa
Degener (P. edulis), género Passiflora e familia Passifloraceae. Sendo assim, a ESC tem sido
usada com sucesso na recuperacdo e concentragao de compostos de alto valor agregado
extraidos a partir das sementes de maracuja (VIGAN et al., 2016).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) sdo cultivadas cerca

de 700 toneladas de maracuja-amarelo por ano no Brasil, sendo este usado principalmente na
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producdo industrial de suco e adogcantes, o que gera uma grande quantidade de
subprodutos/residuos, incluindo as sementes (DOS SANTOS et al., 2019).

As sementes de P. edulis sao fontes promissoras de 6leos vegetais constituidos
principalmente de triacilglicerdis (acidos graxos) e fitocompostos lipossoluveis, sendo que, os
acidos oleico (C18:1) e linoleico (C18:2) sdo geralmente os principais acidos graxos
encontrados em tais sementes (ORSAVOVA et al., 2015). Adicionalmente, outros estudos
também reportaram a presenga dos acidos laurico (C12:0), miristico (C14:0), palmitico
(C16:0), palmitoleico (C16:1), estearico (C18:0) e a-linolénico (C18:3), entre outros. Nota-se
que, com exce¢do do acido laurico (cadeia média) os demais acidos graxos sdo de cadeia
longa (BARRALES, REZENDE, MARTINEZ, 2015; KADOCHI et al., 2017). Dado que, os
acidos graxos sao classificados de acordo com o niimero de dtomos de carbono. Os acidos
graxos de cadeia curta contém de 4 4 6 carbonos, os dcidos graxos de cadeia média de 8 4 12
carbonos, os acidos graxos de cadeia longa de 14 4 18 carbonos e por fim, os acidos graxos de
cadeia muito longa s3o acidos graxos com mais de 20 atomos de carbono (AKOH, MIN,
2008).

Além disso, os acidos graxos também podem ser classificados de acordo com a
presenga e o numero de ligagdes duplas em sua cadeia de carbono, sendo assim classificados
como saturados ou insaturados. Os acidos graxos saturados apresentam somente ligacdes
simples entre os atomos de carbono, enquanto que, os acidos graxos insaturados possuem
duplas ligagdes entre os atomos de carbono e sdo subdivididos em: 1) &4cidos graxos
monoinsaturados, que possuem uma unica ligagdo dupla; e ii) acidos graxos poli-insaturados,
que contém mais de uma ligagao dupla (AKOH, MIN, 2008).

Os 4cidos graxos saturados e os monoinsaturados sdo sintetizados endogenamente a
partir de acetil-CoA, enquanto que, os acidos graxos poli-insaturados sdo necessariamente
obtidos da dieta, sendo assim considerados acidos graxos essenciais, uma vez que nao podem
ser sintetizados pelos humanos (DIERGE, FERON, 2019).

Nos ultimos anos, os acidos graxos tém despertado a atengdo dos pesquisadores.
Visto que, estes além de serem um dos componentes de membrana, participam do
metabolismo energético e sdo precursores de varias moléculas de sinalizagdo (DIERGE,
FERON, 2019). Além disso, ¢ importante destacar que inumeros estudos tém apontado
diversos efeitos biologicos dos acidos graxos, por exemplo, o acido laurico e o acido
palmitico apresentam atividade antitumoral (ENGELBRECHT et al., 2008; TAKAYAMA et
al., 2009; KADOCHI et al., 2017).
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Segundo Lappano e colaboradores (2017), o acido laurico apresenta atividade
antiproliferativa e pré-apoptotica contra cé€lulas de cancer de mama (SkBr3) e células de
cancer de endométrio, uma vez que o acido laurico induziu nestas células a geragao de EROs,
além de regular positivamente o inibidor de cinase dependente de ciclina p21“P"WA™! Este
estudo confirmou os resultados reportados por Fauser e colaboradores (2013), onde
demonstraram que o acido laurico também aumentou significativamente as EROs, causou a
parada do ciclo celular nas fases S e G2/M e induziu a apoptose em células de cancer de colon
(Caco-2) e de intestino delgado (IEC-6).

O 4acido palmitico inibiu a proliferacao celular de maneira dose-dependente e induziu
a apoptose em células MDA-MB-231 ao diminuir a atividade de fosfatidilinositol 3-cinase
(PI3-K) (HARDY, LANGELIER, PRENTKI, 2000). Adicionalmente, estudo realizado em
células de carcinoma do c6lon humano (HCT116) demonstrou que o 4cido palmitico teve a
capacidade de induzir a geragdo de EROs ¢ ativar a p53 de maneira dose-tempo-dependente, o
que culminou no aumento da expressdao de p21 e Sesn2. O p21 contribuiu para a parada do
ciclo celular, enquanto que, o Sesn2, mesmo funcionando como um fator antioxidante em
resposta as EROs induzidas pelo 4cido palmitico, ndo conseguiu impedir que as células
entrassem em morte celular por apoptose e houvesse fragmentacdo de DNA (YU, QIAN,
2014).

O 4cido o-linolénico [C18:3 (w—3)] e o 4acido linoleico [C18:2 (w—6)] sdo
considerados 4cidos graxos poli-insaturados essenciais. Visto que, a enzima delta-6
desaturase (D6D), que adiciona a ligagdo dupla na posi¢ao n-3 ou n-6 desses acidos graxos,
esta ausente nos mamiferos. Ademais, os acidos a-linolénico e linoleico ndo sdo
interconversiveis entre si. No entanto, ao longo do processo de metabolismo do acido
linoleico as enzimas elongase, delta-5 desaturase (D5D) e delta-6 desaturase (D6D) sao
responsaveis pelas reagdes sequencias que introduzem as ligacdes duplas e estendem a cadeia
de carbono, convertendo o &cido linoleico em &cido y-linolénico [C18:3 (w—6)] e &cido
dihomo-y-linolénico; em seguida estes sdo convertidos em dacido araquidonico e acido
docosapentaendico (Figura 16). Ao passo que, o acido a-linolénico é convertido nos acidos

eicosapentaendico (EPA) e docosahexaenodico (DHA) (DIERGE, FERON, 2019).
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Figura 16. Esquema representativo da biossintese dos acidos graxos poli-insaturados (®-6s).
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Fonte: Adaptado de DIERGE, FERON, 2019.

Estudos tém relatados os efeitos benéficos dos 4cidos eicosapentaendico e
docosahexaendico na sautde humana, com destaque especial para o efeito antitumoral. De
acordo com Chamras e colaboradores (2002), estes dois acidos graxos poli-insaturados (®—3s)
inibiram significativamente a proliferacdo de células MCF-7 através da modulacdo dos
processos celulares envolvidos no crescimento e diferenciagcdo celular. Adicionalmente, tais
acidos graxos demonstraram ter um potencial efeito imunomodulatério. Dado que, o
tratamento com os acidos eicosapentaendico e docosahexaendico realizado em camundongos
inoculados com células de cancer de prostata culminou na diminuigdo do nimero de
macrofagos associados ao tumor (tipo M2) presentes no tecido tumoral. Além disso, a
expressao génica de marcadores de M2 nos macrofagos isolados também foi reduzida
(LIANG et al., 2019).

Evidéncias crescentes sugerem que, os acidos linoleico, y-linolénico e dihomo-y-
linolénico possuem certa atividade antitumoral, sendo capazes de induzir a morte celular por
apoptose e inibir a proliferacao celular. Portanto, estes dcidos graxos podem ser considerados
uma fonte alimentar promissora para a prevengao e terapia do cancer (YU, QIAN, 2014). No
entanto, os acidos linoleico, y-linolénico e dihomo-y-linolénico sdo efetivamente convertidos

em acido araquiddnico por uma série de enzimas do metabolismo de 4acidos graxos (DIERGE,
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FERON, 2019); e estudos tém correlacionado o 4cido araquiddnico a promog¢ao tumoral (YU,
QIAN, 2014).

Portanto, uma possivel estratégia eficaz para desencadear a atividade antitumoral do
acido dihomo-y-linolénico seria impedir a conversdo deste em &cido araquidonico. Sendo
assim, o controle do metabolismo de 4cidos graxos favorecendo a sintese dos acidos y-
linolénico e dihomo-y-linolénico e limitando a geracdo de acido araquidonico, tornar-se-ia
crucial. Dessa forma, segundo Yu e Qian (2014), a regulagdo da atividade da enzima D5D
com o intuito de favorecer a sintese e acumulo do acido dihomo-y-linolénico seria uma
estratégia terapéutica bastante promissora.

Paradoxalmente, ha evidéncias na literatura que relatam o efeito citotoxico e
antiproliferativo do acido araquidonico, onde este foi citotoxico e pode inibir a proliferagao de
células de cancer de mama (MCF-7) e células de carcinoma cervical humano (KB-3-1 ¢ KB-
Ch (R) -8-5) (CHAMRAS et al., 2002; DAS, MADHAVI, 2011).

Por meio de uma peroxidacdo lipidica mediada por radicais livres, as cicloxigenases
(COXs) catalizam uma serie de reacdes que convertem os acidos graxos poli-insaturados (-
6s) em dois tipos de prostaglandinas, as da série 1 e 2. Estes, por sua vez, possuem inimeras
atividades bioldgicas. Diversos estudos tém proposto que os acidos graxos poli-insaturados
(w-6s) sdo capazes de regular a proliferacdo e crescimento de células tumorais, dependendo
do nivel de COX (YU, QIAN, 2014). Tendo como exemplo, o acido linoleico e o acido
araquidonico, os quais diminuiram de maneira dose-dependente a proliferacdo celular em
linhagens de células que supreexpressam a COX (por exemplo, células Caco), enquanto que,
ndo possuiram efeito em células com baixa expressdo desta enzima (por exemplo, HT-29)
(DOMMELS et al., 2003).

Além das prostaglandinas, uma série de metabolitos intermediarios reativos
derivados do 4cido dihomo-y-linolénico ¢ gerada durante a peroxidacao lipidica catalisada por
COX. Evidéncias indicam que estes metabolitos reativos, de certa forma, sdo responsaveis
pela atividade antitumoral dos 4cidos graxos poli-insaturados (w-6s) (YU et al., 2009; GU et
al., 2013). Segundo Xu e colaboradores (2014), os metabolitos reativos gerados a partir do
acido dihomo-y-linolénico provocaram a inibi¢ao da proliferacdo e crescimento celular por
meio do bloqueio do ciclo celular e inducdo de apoptose em células de cancer de colon
humano (HCA-7). Assim, este trabalho forneceu pela primeira vez evidéncias de que os
metabolitos reativos derivados do 4cido dihomo-y-linolénico sejam muito provavelmente os

principais responsaveis pela atividade antitumoral dos &cidos graxos poli-insaturados (®-6s).
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Estes metabolitos reativos contribuem muito mais que as prostaglandinas para a atividade
antitumoral dos acidos graxos poli-insaturados (w-6s) (YU, QIAN, 2014).

Evidéncias tém demonstrado que, o acido y-linolénico exibe atividade antitumoral,
tanto in vitro como in vivo. O acido y-linolénico demonstrou ser citotdoxico e altamente
seletivo para as células tumorais, incluindo as células de cancer de mama humano (ZR-75-1),
cancer de pulmao (A549) e cancer de prostata (PC-3). Em contrapartida, pouco afetou a
proliferagcdo das células normais (fibroblastos humanos) (BEGIN et al., 1986).

Além dos acidos graxos, ha relatos da presenca de esterdis, compostos fenolicos,
carotendides e tocoferdis nas sementes de P. edulis (PIOMBO et al., 2006; DE SANTANA et
al., 2015), sendo estes também citados na literatura como compostos bioativos com atividade
antioxidante, antiproliferativa e antitumoral (DE NEIRA, 2003; ROWE et al., 2004).
Adicionalmente, os carotenoides, principalmente do tipo B-caroteno (precursor essencial do
retinol e da vitamina A), ativam o sistema imunolédgico (LAI et al., 2014).

Em vista disso, o uso da ESC com o intuito de extrair compostos de interesse, que
apresentam atividade farmacoldgica importante, pode ser uma forma eficiente de se utilizar as
sementes do maracuja-amarelo desperdicadas durante as atividades industriais (HERRERO et
al., 2009; MATSUTI et al., 2010).

Todavia, ¢ importante notar-se que varias partes da P. edulis sdo biologicamente
ativas onde o extrato do fruto tem demonstrado atividade anti-inflamatdria, antitumoral,
citotoxica, antiproliferativa, antioxidante, antimicrobiana, antiviral, antifingica, anti-
hipertensiva, hipoglicémica, hipolipidémica, hipocolesterolémica, cicatrizante, anticoagulante,
ansiolitica, anticonvulsivante, sedativa, hipnotica, antidepressiva, antiespasmatica e
antitussigena (MONTANHER et al., 2007; LAM, NG, 2009; INGALE, HIVRALE, 2010;
MATSUI et al., 2010; DEVAKI et al., 2011; SATO et al., 2012).

1.4 ALCALOIDES B-CARBOLINICOS

Nas ultimas décadas, muitos estudos tém-se focado em identificar e investigar os
efeitos bioldgicos e farmacoldgicos de compostos biologicamente ativos encontrados em
plantas medicinais. Neste contexto, os alcaloides tém sido relatados como um dos principais
grupos de fitocompostos obtidos de fontes naturais (BOUAYAD et al., 2011). Os alcaloides

sdo compostos naturais nitrogenados de carater basico, farmacologicamente ativos,
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classificados de acordo com as vias biossintéticas e estruturas quimicas. Estes podem ser
classificados em alcaloides esterdidais, indodlicos, aporfinicos, tropanicos e isoquinolinicos,
entre outros. Destacando-se que, a estrutura quimica basicamente determina a atividade
bioldgica desses compostos (LU et al., 2013).

Os alcaloides da Vinca, vincristina e vimblastina, derivados de vinca rosea -
Catharanthus roseus, sao dois bons exemplos de compostos alcaloides com propriedades
antineoplésicas utilizados amplamente na pratica clinica (NOBLE, BEER, CUTTS, 1958;
SHAMS et al., 2009). Tanto a vincristina quanto a vimblastina sdo normalmente utilizadas em
terapia combinada com outros quimioterapicos para o tratamento de varios tipos de cancer.
Assim, a vincristina ¢ usada no tratamento de alguns mielomas, linfomas e leucemias
(SAJJAD, 2012), enquanto que, a vimblastina ¢ usada no tratamento do cancer de mama
(OSPOVAT, 2009) e do linfoma de Hodgkin (SOUZA et al., 2010).

As PB-carbolinas pertencem ao grupo dos alcaloides inddlicos, que além de
apresentarem um nucleo inddlico, possuem um anel piridinico (PIECHOWSKA,
ZAWIRSKA-WOJTASIAK, MILDNER-SZKUDLARZ, 2019). Os primeiros alcaloides
indolicos foram descobertos e identificados a partir de sementes de Peganum harmala e foram
denominados como alcaloides indolicos de harmala, sendo estes a harmalina, harmano,
harmol, harmalol, harmina e harmalano. Adicionalmente também foram identificados os
alcaloides quinazolinicos, incluindo vasicina e desoxvasicina (DIWAN, 2013). Estudos
relatam que, os alcaloides da semente de Peganum harmala apresentam diferentes tipos de
atividades farmacologicas, tais como a atividade antibacteriana, antiparasitaria e antitumoral
(ZAKER, ODY, ARJIMAND, 2008; DIWAN, 2013).

Os alcaloides B-carbolinicos sdo caracterizados por apresentarem ampla atividade
biologica, possuindo propriedades farmacoldgicas importantes. Inicialmente, inumeros
pesquisadores investigaram os efeitos dos alcaloides [B-carbolinicos no sistema nervoso
central. No entanto, recentemente o interesse nestes alcaloides e seus derivados tém-se focado
majoritariamente nas demais atividades bioldgicas, nomeadamente as atividades
antimicrobiana, antiparasitaria, antiviral e antitumoral, entre outras (ZHENG et al., 2000;
BOUAYAD etal., 2011).

Contudo ¢ importante ressaltar que, os alcaloides B-carbolinicos exibem efeitos
psicofarmacologicos pela ligacdo a receptores de benzodiazepinicos, imidazolina, serotonina e
opidceos, bem como pela inibicdo das monoamina oxidases (MAQO) (GLENNON et al., 2000;
HERRAIZ et al., 2010). Além do mais, alguns alcaloides B-carbolinicos facilitam a
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transmissdo dopaminérgica e interagem com os receptores dopaminérgicos D1 e D2 no
estriado (FARZIN et al., 2011).

Os alcaloides B-carbolinicos possuem uma distribuicao bastante diversificada. Sao
encontrados principalmente em plantas das familias Zygophyllaceae, Malpighiaceae,
Passifloraceae, Leguminosae, Myristicaceae e Elaeagnaceae (TSUCHIYA, SHIMIZU,
IINUMA, 1999). Nota-se que, tanto na Passiflora incarnata L. ¢ como na Passiflora edulis f.
flavicarpa Degener foram verificadas a presenca de alcaloides [-carbolinicos, mais
especificamente o harmano, harmina, harmol e harmalina. Estes alcaloides foram encontrados
em todas as partes da planta, exceto nas raizes (DHAWAN, DHAWAN, SHARMA, 2004;
ZERAIK et al., 2010).

Nos vegetais, a biossintese dos alcaloides -carbolinicos se da pela via do chiquimato
(forma anidnica do 4cido chiquimico), em que o chiquimico ¢ gerado a partir dos precursores
fosfoenolpiruvato e eritrose-4-fosfato derivados da glicolise e da via das pentoses fosfato
(NIKAM, NITNAWARE, AHIRE, 2013). O chiquimato, por sua vez, é convertido no
aminoacido aromatico triptofano, que ¢ descarboxilado e convertido em triptamina. Por
intermédio da reacdo de Mannich, a triptamina sofre uma reagao de condensagao com aldeido
ou a-cetoacido, gerando o intermediario 1-metil-1,2,3,4-tetraidro-p-carbolina-1-acido
carboxilico. Em seguida, este aminoacido sofre uma reagdo de descarboxilagdo, originando o
harmalano, o precursor direto dos alcaloides harmalina, harmano, eleagnina
(tetrahidroharmano). Por fim, a harmalina pode ser convertida em harmina e

tetrahidroharmina (Figura 17) (HUSSON, 1985; NIKAM, NITNAWARE, AHIRE, 2013).
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Figura 17. Principais etapas da biossintese dos alcaloides B-carbolinicos - Reagdo de

Mannich.

Reaciio de Mannich
utilizando o-cetoacido

oxidativa
Mnm]_. @Q“"“H_.@fQ — ﬁ@l\[
NN ‘ N NN NN
H i H \ H

L

Descarboxilagdo

Eleagnina
! ! H A M
— — N N | \ {
N N N N
Me( ~ Me( : Me( : :
- H ’ H g H H
Harmina Harmalina Tetraharmina Harmano

Fonte: Adaptado de HUSSON, 1985.

Os alcaloides B-carbolinicos, testados no presente estudo, harmano e harmina sio
constituidos pelo sistema triciclico pirido (3,4-b) indol, que consiste nos anéis de benzeno,
pirrol e piridina. Ambos apresentam uma metila na posi¢ao 1 e apenas se diferem, uma da
outra, devido a presenca de um grupo metdxi na posi¢do 7 da harmina (ZHENG et al., 2000).

As propriedades fisico-quimicas de harmano e harmina estido apresentadas no quadro 02.
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Quadro 02. Propriedades fisico-quimicas dos alcaloides -carbolinicos harmano e harmina.

Composto

Harmano

Harmina

Estrutura quimica

CH.

N Y/ 7

HyC

7-metoxi-1-metil-9H-

CH,

CH,

Distribui¢do: 4%

Nome I[UPAC 1-metil-9H-pirido

[3.,4-b] indol pirido [3,4-b] indol
Formula molecular C2H N, C3HuN,O
Peso molecular 182,23 g/mol 212,25 g/mol
LogP 2,00 1,85
Log D 1,99 1,82
Equilibrio hidrofilico-lipofilico (HLB) 4,21 5,84
Solubilidade (LogS) -2,99 -3,02
Tautémeros Distribui¢do: 96% Distribui¢do: 95%

HC

Distribui¢do: 5%

Area de superficie polar 28,68 37,91
Interagdes de Hidrogénio Doador =1 Doador =1
Aceptor = 1 Aceptor =2
Area de superficie de Van der Waals 263,08 311,13
Polarizabilidade molecular 24,11 26,53

Eletronegatividade orbital

Fonte: MarvinSketch 18.16

Estudos realizados ao longo dos anos demonstraram que, os alcaloides f-

carbolinicos, harmano e harmina, apresentam varios efeitos farmacologicos, tais como anti-

inflamatério, antimicrobiano,

antiparasitario,

antifiingico,

antiplasmodial,

antiviral,
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antioxidante, citotdxico e antitumoral (ZAKER, OODY, ARIMAND, 2007; PATEL et al.,
2012; Ll et al., 2016; ZHANG et al., 2016).

Outros estudos demonstraram que, mais especificamente a harmina apresenta
atividade contra Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi através de mecanismos que
envolvem a fragmentagdo do DNA, alteracdo do potencial da membrana mitocondrial,
inibicao da biossintese de proteinas e polimerizagao de microtiibulos, além de afetar a fluidez
das membranas (ABE et al., 2002; ROSENKRANZ, WINK, 2008). Ademais, a harmina
apresentou atividade anti-inflamatoria por inibir a expressao do TNFa e suprimir a produgao
de interleucina-6 (YAMAZAKI, KAWANO, 2011).

A harmina também possui atividade antidepressiva e ansiolitica por inibir as
monoamina oxidases (MAO) e por atuar como agonista dos receptores de serotonina (5-
hidroxitriptamina receptor 2A, 5-HT2A) e imidazolina (I1 e 12) (GLENNON et al., 2000;
REUS et al., 2010-2012). Ademais, a harmina é um potente inibidor da cinase de dupla-
especificidade regulada via fosforilagao da tirosina (DYRK), o que demonstra uma atividade
anti-Alzheimer para este alcaloide (FROST et al., 2011; FILALI et al., 2014).

Estudos in vitro demonstraram que, os alcaloides B-carbolinicos sdo agentes
intercaladores de DNA, pois estes apresentam caracteristicas estruturais essenciais (pequeno,
planar e aromatico) que proporcionam a sua intercalagdo entre os pares de bases do DNA e
consequentemente induzem a fragmentagdo dessa macromolécula (ROBERTS, WINK, 1998;
BOEIRA et al., 2002; WINK, 2007). Diferentes tipos de alcaloides B-carbolinicos apresentam
variacdo na afinidade deste de se ligar ao DNA; e estdo na ordem de harmina> harmalol>
harmalina> harmano (NAFISI et al., 2010). Além disso, a harmina, harmalina e harmano
inibem direta ou indiretamente o reparo de excisdo de base (BER), o que leva a alteragdo na
replicacdo do DNA e na atividade das proteinas envolvidas nos processos de reparo do DNA
(REMSEN, CERUTTI, 1979). Adicionalmente, o harmano e a harmina inibem a atividade das
topoisomerases € telomerases, o que contribui de certa forma para a atividade citotoxica e
antiproliferativa exibida por esses dois alcaloides em estudos realizados com células tumorais
(SOBHANI, EBRAHIMI, MAHMOUDIAN, 2002, SONG et al., 2004; ZHAO, WINK,
2013).

Por outro lado, dependendo do tipo de dano induzido as macromoléculas e do tipo de
células, os alcaloides B-carbolinicos podem induzir a apoptose tanto pela via intrinseca como
pela via extrinseca, o que contribui para a inibicdo do crescimento e progressdo tumoral

(HAMSA, KUTTAN, 2011; ZHANG et al., 2015).
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Nos ultimos anos, os alcaloides B-carbolinicos tém despertado a atengdo dos
pesquisadores por causa de sua atividade antiangiogénica. Estudo in vivo realizado em
camundongos C57BL/6 inoculados com as células de melanoma B16F-10 (que induzem
angiogénese) demonstrou que a harmina apresenta uma forte atividade antiangiogénica. Visto
que, a harmina diminuiu significativamente os fatores pro-angiogénicos, como fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), 6xido nitrico (NO) e citocinas pro-inflamatérias. Em
contrapartida, a harmina aumentou os fatores antitumorais interleucina-2 (IL-2) e o inibidor
tecidual de metaloproteinase (tissue inhibitor metalloprotease - TIMP). Além disso, os fatores
de transcri¢do NFxB, CREB, ATF-2 (activating transcription factor 2) que estdo envolvidos
na progressdo tumoral e angiogénese também foram inibidos pela harmina (HAMSA,
KUTTAN 2010).

Posto isso, ainda assim, os mecanismos de agdo responsaveis pelos efeitos
antitumorais dos alcaloides B-carbolinicos (harmano e harmina) ndo estdo totalmente
elucidados. Sendo assim, ¢ necessario investigar mais detalhadamente estes dois alcaloides,
podendo estes virem a ser possiveis promissores compostos lider com atividade tumoral

usados na clinica como coadjuvante na terapia do cancer.

1.5 DOCKING E DINAMICA MOLECULAR

O uso de estudos in silico permite a triagem virtual de milhdes de compostos em um
curto periodo de tempo, reduzindo assim os custos iniciais da identificacdo de compostos-
prototipos (compostos-lider), além de aumentar as chances de encontrar possiveis promissores
compostos com atividade farmacologica de interesse. Atualmente, inumeras técnicas de
modelagem molecular visando facilitar o processo de descoberta e desenvolvimento de
farmacos ja sao conhecidas, sendo estas classificadas em abordagens baseadas em estrutura de
biomoléculas e abordagens baseadas em ligantes (PINZI, RASTELLI, 2019).

O docking/ancoragem molecular ¢ um dos principais métodos in silico baseados em
estruturas e tornou-se uma etapa imprescindivel no desenvolvimento de novos farmacos
através da identificacdo de potenciais novos compostos-lider de interesse terapéutico (PINZI,
RASTELLI, 2019). Embora tenha sido originalmente desenvolvido devido a caréncia de
informagdes mais concisas em relagdo a biologia molecular estrutural que viesse ajudar a

elucidar os mecanismos de reconhecimento molecular entre pequenas moléculas e
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macromoléculas, os usos e aplicacdes da ancoragem molecular no desenvolvimento de
farmacos mudaram bastante ao longo dos anos (HENDLICH, 1998; BERMAN et al., 2000).

A evolugao do mundo tecnologico computacional e a crescente facilidade de acesso a
bancos de dados de pequenas moléculas e proteinas impulsionaram ainda mais o uso da
ancoragem molecular (MORRIS, LIM-WILBY, 2018). Atualmente, a ancoragem molecular
tem uma ampla variedade de usos e aplicacdes na descoberta e desenvolvimento de farmacos,
tais como nos estudos de relagdo estrutura-atividade (SAR), identificacdo e otimizacao de
moléculas ou composto-lider, reposicionamento de farmacos, identificacdo de alvos a
posteriori (reverse screening) ¢ design de ligante multialvo (KINNINGS et al., 2009; LEE,
LEE, KIM, 2016; MORRIS, LIM-WILBY, 2018). Adicionalmente, a ancoragem molecular
propicia uma melhor compreensdao em relagcdo aos diferentes alvos moleculares envolvidos
numa determinada doenga, o que também ¢ crucial para a farmacologia e o desenvolvimento
de farmacos em geral (ANIGHORO, BAJORATH, RASTELLI, 2014).

Geralmente, a ancoragem molecular ¢ realizada entre uma pequena molécula
(ligante) e uma macromolécula-alvo; e tem como objetivo predisser/prever com precisdo a
interagcdo/ligacdo mais favoravel (de menor energia) entre o composto quimico ligante e a
macromolécula-alvo, além de estimar corretamente a for¢a de ligacdo, levando em
consideragdo os provaveis modos de ligagdo (ligacao de hidrogénio, interacdes hidrofobicas,
interagdo de van der Waals, dentre outras) e a afinidade de ligagio (WASZKOWYCZ,
CLARK, GANCIA, 2011; MORRIS, LIM-WILBY, 2018). A figura 18 apresenta um
fluxograma com as etapas gerais do procedimento de ancoragem molecular entre composto

quimico ligante e a macromolécula-alvo.
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Figura 18. Fluxograma de ensaio de ancoragem molecular.
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Fonte: Adaptado de MORRIS, LIM-WILBY, 2018.

De fato, algumas bases de dados de acesso livre fornecem as estruturas de
macromoléculas previamente depositadas nas mesmas. Entre estas se destacam a RCSB
Protein Data Bank (PDB) (BREMAN et al., 2000) e/ou na Word ide Protein Data Bank (pRb)
(BERMAN et al., 2007, BERMAN; BURLEY; KLEYWEGT, 2016) e a UniProt
Knowledgebase (UniProtKB) (HOLLIDAY et al. 2015; THE UNIPROT CONSORTIUM,
2017).

Os dados fisico-quimicos de farmacos e compostos (naturais ou sintéticos) podem ser
obtidos a partir de bases de dados de livre acesso como PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov); ZINC.docking.org (http://zinc.docking.org) (IRWIN et
al., 2012; STERLING, IRWIN, 2015); DrugBank (http://www.drugbank.ca) (WISHART et
al.,, 2018) e Base de dados Integrity da Clarivate com acesso através do portal CAPES
(https://integrity-clarivate.ez46.periodicos.capes.gov.br). Além disto, informagdes estruturais
dos ligantes também podem encontradas nas bases de dados PDB e ChEMBL Database
(Chemical Biology) (compound report card)
(https://www.ebi.ac.uk/chembl/compound_report card).

Em relagdo aos programas de simulacdo de ancoragem molecular mais
frequentemente utilizados tém-se: a) AutoDock (GOODSELL, OLSON, 1990; MORRIS et
al., 1998) http://autodock.scripps.edu; b) DOCK (KUNTZ, 1982; EWING, KUNTZ, 1997)
http://dock. compbio.ucsf.edu/; C) FlexX (RAREY et al., 1996)


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
http://zinc.docking.org/
http://www.drugbank.ca/
https://integrity-clarivate.ez46.periodicos.capes.gov.br/
https://www.ebi.ac.uk/chembl/compound_report_card
http://autodock.scripps.edu/
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http://www.biosolveit.de/FlexX; d) GOLD (JONES et al., 1997) http://www.ccdc.cam.ac.uk/
products/life sciences/gold/; e, ¢) ICM (ABAGYAN, TOTROV, KUZNETZOV, 1994)
http://www.molsoft.com/docking.html.

E importante destacar que, os dados tedricos gerados a partir da ancoragem
molecular devem ser complementados com a dindmica molecular, a fim de validar e refinar
ainda mais os resultados/dados obtidos a partir dos complexos modelados in silico durante a
ancoragem molecular (SALMASO, MORO, 2018). Segundo Sant’Anna (2002), as
simulagdes de dinamica molecular sdo procedimentos de simulacdo computacional do
movimento de atomos de uma molécula ou de moléculas em meio liquido onde devem ser
consideradas as leis de movimento de Newton aplicando campos de forca que permitam
efetuar calculos das for¢as atuantes.

Geralmente, a dindmica molecular explora os mecanismos pelos quais a molécula
ligante interage com as macromoléculas (FRENKEL, SMIT, 2001). Por outro lado, sabe-se
que tendo conhecimento da posi¢do do ligante dentro do pocket da macromolécula-alvo ¢
possivel investigar-se através da dindmica molecular o processo reverso a ancoragem,
processo este denominado de desacoplamento do ligante (DE VIVO, CAVALLLI, 2017).

Durante as simulagdes de dindmica molecular, as metodologias ¢ os procedimentos
realizados normalmente levam em consideracdo quatro principais fatores: a) a flexibilidade
total da macromolécula-alvo, que € livre para se mover durante a simulacdo; b) a solvatacao
completa da molécula ligante, que ¢ essencial para avaliar as interagdes mediadas pela agua
que ocorrem durante a ancoragem do ligante; ¢) a temperatura do sistema, que normalmente ¢
mantida em 37°C; e, por fim, d) a imagem em nivel atdmico da ancoragem e desacoplamento
do ligante, o que permite revelar as interagdes transitdrias entre o ligante e os residuos da
macromolécula-alvo (DE VIVO et al., 2016). A dindmica molecular nitidamente leva em
consideragdo todos esses fatores, o que permite analisar e quantificar o equilibrio entrépico,
que por sua vez, define a termodinamica e a cinética das interagdes entre o ligante e a
macromolécula-alvo (DE VIVO et al., 2016).

Em termos de termodindmica, a energia livre de Gibbs (AG®) é a grandeza de maior
relevancia na dindmica molecular; e estd associada a constante de dissociacdo experimental

K4 através da seguinte equagao (GILSON et al., 1997):

AG®% = kz T In (Kg/C°)


http://www.biosolveit.de/FlexX
https://pt.wikipedia.org/wiki/Termodinâmica
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Onde: KB = constante de Boltzmann; T = temperatura (°C); K4 - constante de dissociagdo; C°

= concentragao padrao.

No decorrer da simulagdo de dindmica molecular ¢ obtido também outro parametro
de alta relevancia, a cinética relacionada a ancoragem e desacoplamento do ligante, onde sdao
estimadas as taxas de associagdo (k,,) e dissociacdo (k,;) da ligacdo do ligante a
macromolécula (COPELAND, POMPLIANO, MEEK, 2006). O equilibrio entre as taxas de
associacdo e dissociacao indicam o tempo no qual o ligante provavelmente permanecera
ligado a macromolécula, gerando assim o seu efeito farmacoldgico. Desta forma, valores
menores de dissociacdo significam um efeito farmacoldgico mais prolongado. Contudo
dependendo do contexto € do alvo molecular, valores baixos de k., podem culminar no
almejado aumento da eficacia de possiveis novos farmacos, ou paradoxalmente, levar ao
aumento de efeitos adversos de certos compostos (PAN et al., 2013).

Em condigdo de equilibrio, a constante de dissociacdo Kq Kq = kog/k,n) correlaciona
os parametros de cinética e termodinamica (LU, TONGE, 2010). Um composto com alto
poder de ligagdao apresenta um Ky considerado “6timo”, normalmente em nivel nanomolar,
onde a razdo k,;/k,, demonstra que o desacoplamento do ligante ¢ mais lento que a ligagdo em
si. Contudo, nos estudos in vivo ndo € possivel manter-se a condi¢ao de equilibrio. Com isso,
a razdo kyy'k,, ndo pode ser mantida. Assim sendo, nos estudos in vivo a cinética torna-se
mais relevante do que a termodindmica em relagdo a prever com precisao a eficacia do efeito
do composto in vivo (COPELAND, POMPLIANO, MEEK, 2006). Nesses casos, deve-se
combinar a otimiza¢do do constante K4 com o k. (tempo de residéncia da ligacdo) a fim de
melhor prever a eficacia do composto. Por outro lado, um composto com fraco poder de
ligagdo apresenta um K, considerado sub-6timo (micromolar). Nesses casos, deve-se otimizar
0 ko« fim de superar a potencial falta de eficacia do composto (DE VIVO, CAVALLI, 2017).

Recentemente, o “unbiased” dindmica molecular ¢ a abordagem mais bem
estabelecida para simular a ligagdo de um ligante ao seu alvo molecular. Esta abordagem
reconstroi toda a trajetoria de ligagdo do ligante, totalmente solvatado em dagua, até a sua
posicdo final de ligagdo na macromolécula-alvo (Figura 19). Nota-se que, durante essas
simulagdes de dinamica molecular, o ligante fica livre para se difundir na caixa de simulacao
e encontrar seu proprio caminho até o pocket da macromolécula-alvo (DE VIVO, CAVALLI,

2017).
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Entretanto ja ¢ de conhecimento que, a probabilidade de uma pequena molécula se
ligar ao pocket de uma macromolécula pode ser bem baixa, sendo entdo considerado um
evento raro, especialmente quando se trata de ligantes com baixas taxas de k,,. Portanto, a
abordagem mais adequada para resolver tal obstaculo foi colocar mais de uma molécula de
ligante dentro da caixa de simulagdo, aumentando desta forma a probabilidade de ocorréncia

de uma ligacao entre o ligante e a macromolécula-alvo (GIOIA et al., 2017).

Figura 19. Esquema representativo da abordagem “unbiased” dinamica molecular.

e

Nota: Onde (X): posi¢do incorreta; (v'): posi¢do correta de ligagdo do ligante no pocket da macromolécula-alvo

(posicdo de menor energia de ligacdo). Fonte: GIOIA et al., 2017.

Os avancos nas tecnologias computacionais, principalmente dos clusters baseados
em GPU (Graphics Processing Unit - GPU) e o surgimento de melhores algoritmos para
calculos de alto nivel, permitiram que as simulagdes de dindmica molecular pudessem
programar estratégias de descoberta de medicamentos baseada na estrutura que levassem em
consideracdo a flexibilidade estrutural dos sistemas ligante-macromolécula-alvo. Uma vez
que, mudangas conformacionais nas macromoléculas, por exemplo, proteinas e DNA estdo
frequentemente associadas a ligacao destes ao ligante (DE VIVO et al., 2016).

Atualmente, € possivel a realizacdo de simulacdes de dindmica molecular de até
alguns milissegundos (LANE et al., 2013). No entanto, durante a simulacdo de dindmica
molecular ¢ normalmente necessaria a avaliagdo de varias trajetorias diferentes (movimento

do ligante) a fim de adquirir uma estatistica adequada a ponto de fornecer previsdes precisas
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da simulacdo, o que demonstra a acuridcia deste tipo de estudo in silico (DE VIVO,
CAVALLI, 2017).

Previamente a simulacdo de dinamica molecular ¢ imprescindivel a realizagao da
ancoragem molecular (docking) para prever e identificar a posi¢do correta (melhor pose) de
ligacdo do ligante no pocket da macromolécula-alvo, o que reflete diretamente no calculo da
energia livre de Gibbs (AG®) e cinética associada a formagio do complexo entre o ligante € a
macromolécula-alvo, determinando assim a afinidade desta interagdo. O uso da melhor pose
de ligacdao ligante-macromolécula-alvo na dindmica molecular proporciona alcancar uma
previsao mais acurada e precisa da cinética de ligagdo (DE VIVO, CAVALLI, 2017). Esta
abordagem, combinacdo sequencial de ancoragem molecular e dindmica molecular, ja esta
bem estabelecida nas fases iniciais dos estudos que investigam possiveis e promissores novos
compostos-lider com atividade terapéutica de interesse, diminuindo dessa forma os custos e
tempo dispensados nas pesquisas laboratoriais (AMARO et al., 2018).

As simulagdes de dindmica molecular que se iniciam com os resultados da
ancoragem molecular sdo normalmente utilizadas para validar ou refinar os resultados
teoricos da ancoragem molecular. Principalmente do ponto de vista estrutural, as simulagdes
de dinamica molecular podem revelar modos de ligacdo instaveis, apontando ligagdes do
ligante que sdo fisicamente invidveis, além de possivelmente identificar novos modos de
ligacdo (SAKANO et al., 2015). Adicionalmente, o pds-processamento através da dinamica
molecular também pode ser usado para refinar a energia estimada pela ancoragem molecular,
processo este denominado de re-scoring. Tém-se como exemplo de métodos de re-scoring a
Energia de interagdo linear (Linear Interaction Energy - LIE) (DECHERCHI et al., 2015),
Perturbacdo de energia livre (Free-Energy Perturbation - FEP) (ZWANZIG, 1954),
Integragdo termodinamica (Thermodynamic Integration - TI) (KIRKWOOD, 1935), Area de
Superficie de Poisson-Boltzmann de Mecanica Molecular (Molecular Mechanics Poisson-
Boltzmann Surface Area - MM-PB) e Area de Superficie Generalizada de MecAanica
Molecular (Molecular Mechanics-Generalized Born Surface Area - GB-SA) (DECHERCHI
etal., 2015).

Atualmente, os codigos de simulacdo de dindmica molecular mais utilizados sao
AMBER (CASE et al., 2012), CHARMM (BROOKS et al., 2009), GROMACS (HESS et al.,
2008), NAMD (NELSON et al., 1996), ACEMD (HARVEY, GIUPPONI, FABRITIIS,
2009), Desmond (GUO et al., 2010), DL POLY (TODOROV, SMITH, TRACHENKO,
2006) e LAMMPS (PLIMPTON, 1995).
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Nos dias atuais, ainda ha algumas questdes em relagdo a dindmica molecular que
precisam ser resolvidas, como a falta de padrdes de representagdo e a dificuldade em
armazenar ¢ transmitir a enorme quantidade de dados de trajetéria gerados durante as
simulagdes, o que normalmente exige a utilizagdo de supercomputadores. Apesar disso, a
dindmica molecular ¢ uma ferramenta de pesquisa bastante valiosa que ajuda a entender os
diversos processos bioldgicos envolvidos em determinadas doengas, além de ser altamente
relevante no desenvolvimento de novos farmacos (HOSPITAL et al., 2015).

E importante salientar-se que, por mais que as simula¢des de ancoragem e dinimica
molecular nos fornecam previsdes precisas das interagdes entre o composto quimico ligante e
a macromolécula-alvo, ainda assim se faz necessario combinar os estudos in silico com
resultados experimentais, para que dessa forma se tenha informagdes mais acuradas e

compativeis com 0s processos biologicos.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo geral avaliar o potencial efeito
antitumoral de extratos da torta de sementes de P. edulis f. flavicarpa Degener rico em éacidos
graxos de cadeia média e longa, além de avaliar a atividade antitumoral de alcaloides [3-

carbolinicos utilizando modelos in vitro, in silico € in vivo.

2.2. Objetivos especificos

Utilizando os extratos da torta de sementes de P. edulis f. flavicarpa Degener,
buscou-se avaliar:
> A citotoxicidade sobre a linhagem celular de cancer de mama MCF-7,
selecionando o mais citotdxico;
> A atividade antitumoral in vivo em camundongos Balb/c, inoculados com
células do tumor ascitico de Ehrlich (TAE);
> Os biomarcadores de defesas antioxidantes e de estresse oxidativo nas células

do TAE;
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A fragmentacdo do DNA das células do TAE;
A capacidade de interferir e/ou induzir a parada do ciclo das células do TAE;

O tipo de morte celular induzida (apoptose/necrose) nas células do TAE;

YV V V V

A expressdo de proteinas envolvidas nos processos de dano ao DNA (YH2AX),

bloqueio do ciclo celular (p53) e morte celular (Bax e Bcl-xL) nas células do TAE.

Utilizando os alcaloides B-carbolinicos harmano e harmina, buscou-se avaliar:
> A citotoxicidade sobre as linhagens de células tumorais (MCF-7, Hela,

HepG2) e ndo tumorais (McCoy), selecionando o mais citotoxico e seletivo;

> A atividade antiproliferativa sob as células tumorais MCF-7;

> A interacdo com o DNA de timo de vitelo (CT-DNA);

> A fragmentacdo do DNA das células MCF-7;

> A capacidade de interferir e/ou induzir a parada do ciclo celular nas células
MCF-7;

> O tipo de morte celular induzida (apoptose/necrose) sob as células MCF-7;

> O potencial de membrana mitocondrial;

> A captagdo de glicose nas células MCF-7;

> A expressao de proteinas envolvidas nos processos de reparo do dano induzido

ao DNA (PARPI), proliferacdo celular e sobrevivéncia (via PI3K/Akt), controle do
ciclo celular (pRb, CDK2, ciclina A e Bl) e indu¢do de apoptose (Bcl-xL, Bax e p53)
em células MCF-7;

> A atividade antitumoral in vivo em camundongos Balb/c, inoculados com
células do tumor ascitico de Ehrlich;

> O efeito antiangiogénico in vivo em camundongos Balb/c, inoculados com

células do tumor ascitico de Ehrlich.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para facilitar a apresentacdo e discussao dos dados obtidos os resultados foram

apresentados em trés etapas, a saber:
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Etapa 1 - Resultados sobre o efeito antitumoral do extrato supercritico e convencional da torta
de sementes de Passiflora edulis f. flavicarpa Degener associados a indugdo do estresse
oxidativo por acidos graxos de cadeia média e longa, apresentados na forma de artigo

publicado no periddico Food Chemistry and Toxicology (Anexo A).

Etapa 2 - Resultados sobre o efeito citotdoxico e antitumoral de alcaloides B-carbolinicos
associados a inducao de danos ao DNA, culminando no bloqueio do ciclo celular e apoptose
mitocondrial. Tais resultados foram apresentados na forma de artigo enviado e aceito para

publicagdo no periddico International journal of functional nutrition (Anexo B).

Etapa 3 - Resultados sobre o efeito citotdxico, antiproliferativo e antiangiogénico de
alcaloides B-carbolinicos associados a inibigdo da via de sinalizacdo PI3K/Akt. Os resultados
foram apresentados na forma de artigo a ser enviado para apreciagdo pelo periddico

International journal of oncology.

3.1 ETAPA 1 - ATIVIDADE ANTITUMORAL DE EXTRATOS DA TORTA DE
SEMENTES DE Passiflora edulis f. flavicarpa Degener E SUA CORRELACAO COM A
INDUCAO DE ESTRESSE OXIDATIVO

Inicialmente, os extratos hidroalcodlico (convencional) e supercriticos da torta de
sementes de Passiflora edulis f. flavicarpa Degener foram submetidos a triagem de
citotoxicidade através do ensaio MTT, utilizando-se a linhagem de células de cancer de mama
MCF-7. Do qual, foi selecionando o extrato mais citotoxico (300bar/40°C/CO,/5% de EtOH -
SFEtOH) para dar continuidade aos demais ensaios, comparando o efeito deste com o extrato
convencional (HCE) e doxorrubicina. Os extratos foram quimicamente caracterizados e foram
avaliados quanto a atividade antitumoral in vivo utilizando camundongos Balb/c, inoculados
com células do tumor ascitico de Ehrlich (TAE). Além disso, buscou-se investigar os

possiveis mecanismos responsaveis pela atividade antitumoral apresentado por estes extratos.
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3.1.1 Materiais e métodos

3.1.1.1 Reagentes e anticorpos

A agarose, iodeto de propidio (PI), laranja de acridina, sal de tetrazélio (MTT),
dimetilsulfoxido (DMSO), albumina sérica bovina (BSA), acido 5,5'-dithiobis-(2-
nitrobenzoico) (DTNB), 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH), 4cido tiobarbitirico (TBA) e o
coquetel inibidor de proteases foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). Os antibioticos,
meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), solug¢ao salina tamponada com fosfato
(PBS) e o soro fetal bovino (FBS) foram adquiridos da Gibco (EUA). O kit de iodeto de
propidio (PI)/ribonuclease A (RNAse) foi adquirido da Immunostep (Salamanca, Espanha). O
coquetel inibidor de fosfatases foi adquirido da Calbiochem (Merck Biosciences). Os
anticorpos policlonais de coelho criados contra yYH2AX (Cat. Sc-101696), p53 (Cat. Sc-6243)
a actina (Cat. Sc-7210); e os anticorpos monoclonais de camundongo criados contra Bax (Cat.
Sc-7480) e Bcl-xL (Cat. Sc-8392) foram adquiridos da Santa Cruz Biotechnology (EUA). O
anticorpo policlonal de cabra anti-IgG de coelho (Cat. AP132P) e anticorpo policlonal de
cabra anti-IgG de camundongo (Cat. API81P), para além do kit de detec¢do de
quimioluminescéncia para anticorpos acoplados a HRP vieram da Merck Millipore (EUA).
Todos os demais reagentes quimicos foram usados com grau de pureza atendendo as normas

da American Chemical Society (ACS).

3.1.1.2 Preparagdo dos extratos

As sementes da P. edulis f. flavicarpa Degener (P. edulis), fornecidas pela empresa
Extrair Oleos Naturais, Rio de Janeiro, Brasil, foram moidas e submetidas & extragao de 6leo
por prensagem, obtendo assim, a torta de sementes (subproduto). A torta de sementes foi
submetida & maceragdo a temperatura ambiente numa propor¢do de amostra-solvente 1:5,
durante sete dias ao abrigo da luz (frasco de vidro ambar), agitando-se 0 mesmo uma vez por
dia. Como solvente foi utilizado uma mistura de etanol/H,O (1/1, v/v). Apds a extragdo, o
sistema foi filtrado e o solvente evaporado utilizando-se um rotaevaporador sob a pressdo
reduzida e 45°C de temperatura, obtendo-se assim o extrato bruto/convencional (extrato
hidroalcoolico, HCE). O rendimento do procedimento de extragdo por maceracao foi de cerca

de 6%, considerando a massa do material de partida (OLIVEIRA et al., 2016).
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As extragdes com fluido supercritico foram realizadas usando o CO, 99,9% puro
entregue na pressao desejada (White Martins, Brasil). O procedimento experimental consistiu
na deposicao de 10g da torta de sementes da P. edulis, usadas para formar o leito fixo para a
extracdo de alta pressdo, em condi¢des controladas de temperatura, pressdo e taxa de fluxo de
solvente. As condi¢des de extracdo foram realizadas a 250 e 300 bares de pressdo a 40°C de
temperatura, com ou sem adi¢do de co-solvente (etanol 5%), a uma taxa de fluxo constante de
0,5 kg CO»/h em 3h de extragdo. Em seguida, o solvente foi evaporado utilizando-se um
rotaecvaporador sob pressao reduzida e 45°C de temperatura. Foram obtidos quatro extratos
supercriticos diferentes e os rendimentos de extragdo ficaram em torno de 5%. O
procedimento foi repetido até a obtengdo de extratos suficientes para a execucao de ensaios de
atividade bioldgica (MICHIELIN et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2016).

Os extratos hidroalcoodlico e supercriticos da torta de sementes da P. edulis foram
produzidos e gentilmente cedidos pela equipe da Prof* Dra. Sandra R.S. Ferreira do
Laboratério de Termodinamica e Extragdo Supercritica (LATESC), situado no Departamento

de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos do Centro Tecnologico (CTC) da UFSC.

3.1.1.3 Avaliacgado da citotoxicidade pela redu¢do do MTT

A atividade citotdxica dos extratos foi avaliada por meio do ensaio de viabilidade
celular pelo método de coloragdo do sal de tetrazdlio (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio, MTT) (MOSMANN, 1983). As células de cancer de mama MCF-7 foram
obtidas a partir do banco de células de Rio de Janeiro, Brasil. As células MCF-7 foram
cultivadas em DMEM (meio de Eagle modificado por Dulbecco) suplementado com 10% de
soro bovino fetal (FBS), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL); e mantidas a
37°C na presenca de 5% de CO, e 95% de umidade. As células foram semeadas (10*
células/poco) em placas de 96 pocos e apos atingirem 80% de confluéncia, as mesmas foram
expostas 4 concentracdes de 10-500 pg/mL dos extratos da P. edulis por 24h, 48h e 72h. O
veiculo de dissolug@o dos extratos (meio DMEM com 1% de dimetilsulfoxido — DMSO) foi
utilizado como controle. Apods finalizar o tratamento, o meio foi removido e as células foram
lavadas com PBS e incubadas por 2h com uma solucdo de MTT (100 pl/poco; 0,5 mg/mL).
Em seguida, o MTT excedente foi removido e adicionou-se 100 pl/poco de DMSO para
solubilizar os cristais de formazan. Por fim, efetuou-se a leitura das absorbancias no

comprimento de onda de 550nm, empregando o leitor de microplacas (TECAN Infinity
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M200). Nota-se que, a densidade optica (absorbancia) observada era diretamente proporcional
ao numero de células vivas (MOSMANN, 1983).

Com os valores de absorbancia obtidos foi possivel calcular a percentagem de
viabilidade celular (percentual de reducdo do MTT), de acordo com a seguinte formula:

Viabilidade celular (%) = Abs. teste X 100/AbS. controle

Onde os valores dos controles negativos foram considerados como sendo 100% de
reducao do sal de tetrazolio. Os valores de concentragdo efetiva CEsy foram calculados

usando o software Graph Pad Prism 6 (San Diego, EUA).

3.1.1.4 Caracterizagdo fitoquimica dos extratos - Cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas — GC-MS.

A constituicdo fitoquimica dos extratos foi avaliada por cromatografia gasosa,
utilizando um sistema de cromatografia (modelo 7820A), acoplada a um espectrofotometro de
massa (modelo 5975 MSD) (Agilent Technologies, EUA). O procedimento experimental usou
como solvente de extragdo o hélio sob pressao (5 psi) e temperatura (280°C) controlada. A
separacdo dos compostos foi feita através do modo de injecdo Split de amostras dos extratos
(1 pL; 1T mg/mL) no interior de uma coluna capilar HP5 MS (25 m x 250 pm x 25 pum,
Agilent, EUA), onde foi utilizada uma taxa de fluxo constante do solvente de extracdo na
propor¢ao de 5:1 (5 mL/min). A temperatura do forno da coluna foi programada para
aumentar de 50°C a 260°C, com taxa de incremento de 4°C por minuto (4°C/min). A
aquisicdo dos dados espectrais foi efetuada através de um modelo de varredura, considerando
intervalos previamente estabelecidos (30—750 Da). Levando em consideragdao os tempos de
reten¢do (TR) e comparando os espectros de massa com a biblioteca de espectros de massa
Wiley 6.0 (EUA) e a literatura (ADAMS, 2007) foi possivel identificar os compostos
presentes nos extratos. A quantificagdao dos fitoconstituintes foi realizada a partir dos perfis
dos cromatogramas, usando para tal as areas de picos relativos (%).

Estas andlises foram realizadas pela pos-doutoranda Lizandra C. Bretanha no
LABEC - Laboratério de Eletroforese Capilar situado no Departamento de Quimica do Centro
de Ciéncias Fisicas e Matematicas (CFM) da UFSC, sob a coordenagao do Prof. Dr. Gustavo
A. Micke.
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3.1.1.5 Estudo da atividade antitumoral in vivo, usando o modelo do tumor ascitico

de Ehrlich (TAE)

A atividade antitumoral in vivo dos extratos foi avaliada usando camundongos
isogénicos Balb/c (Mus muscullus), machos (20 £ 2 g), obtidos por reproducdo controlada
pelo Biotério Setorial do Laboratorio de Bioquimica Experimental- LABIOEX. Os
camundongos foram mantidos sobre condi¢des ideais controladas (ciclo claro-escuro de 12h,
25 + 2°C, aproximadamente 60% umidade do ar), recebendo racdo comercial padrdo e dgua
ad libitum. Todos os procedimentos com os animais foram realizados em conformidade com
0s principios internacionalmente aceitos para uso e cuidados com animais de laboratério
(publicacao NIH # 85-23, revisada em 1985). Este protocolo experimental foi aprovado pelo
Comité de ética da Universidade Federal de Santa Catarina, Brasil (CEUA-PP00784).

Para a determinagdo das doses a serem utilizadas no experimento, primeiramente, foi
realizada uma triagem de doses usando camundongos saudaveis. Doses dos extratos acima de
200 mg/kg/dia causaram sintomas de toxicidade, como erecdo dos pelos, inatividade e perda
de apetite. Portanto, as doses de 100 e 200 mg/kg/dia foram escolhidas para dar seguimento
aos experimentos.

O dia da indugao do tumor foi considerado dia zero e, nesta data, todos os animais
foram pesados (g) e a circunferéncia abdominal (cm) foi medida. Os camundongos foram
inoculados com células do TAE (linhagem celular murina derivada de carcinoma ascitico de
Ehrlich, 5x10°élulas/mL; 200 pL) via intraperitoneal. Apos 24h, os camundongos foram
divididos em seis grupos (n = 12): um grupo controle negativo tratado somente com salina
contendo 1,0% de DMSO, um controle positivo tratado com doxorrubicina (1,2 mg/kg/dia),
conforme anteriormente reportado por Hossain e colaboradores (2012) e quatro grupos de
teste que foram tratados com os extratos HCE ou SFEtOH nas doses de 100 e 200 mg/kg/dia,
respectivamente. Os tratamentos foram administrados por via intraperitoneal (50 pl) durante
nove dias consecutivos. Vinte e quatro horas apo6s as ultimas doses de tratamento, os
camundongos foram pesados e as circunferéncias abdominais foram medidas novamente.

A inibicdo do crescimento tumoral foi calculada usando a equagdo reportada por
Felipe e colaboradores (2014): Inibicdo do crescimento do tumor (%) = [(variagdo na
circunferéncia abdominal do grupo tratado x 100) / varia¢@o na circunferéncia abdominal do

grupo controle] - 100.



92

Posteriormente, os camundongos foram anestesiados e sacrificados por deslocamento
cervical, retirando-se o liquido ascitico para a realizacdo de analises bioquimicas e
citologicas.

Nota-se que, o tratamento foi repetido novamente a fim de avaliar a sobrevida dos
camundongos tratados, para isso usou-se o método de Kaplan-Meier (KAPLAN, MEIER,
1958), complementado com o teste de Log-rank (PETO, PETO, 1972).

3.1.1.6 Biomarcadores de defesas antioxidantes e danos oxidativos nas células do

TAE

Nestas determinagdes foram empregadas amostras de liquido ascitico coletado da
cavidade intraperitoneal dos animais inoculados com células do tumor ascitico de Ehrlich e
tratados com os extratos HCE e SFEtOH (200 mg/kg/dia) por 9 dias consecutivos.

Nota-se que, para as determinacdes de peroxidacdo lipidica (TBARS), proteina
carbonilada (PC), glutationa peroxidase (GPx) e tiorredoxina redutase (TrxR), as amostras do
liquido ascitico foram diluidas no tampao de homogenato universal (0,2M Tampao fosfato,
pH = 7.4; 0,1% de Triton X-100 e 150 mM de NaCl). Enquanto que, para a determinagao do
conteudo de glutationa reduzida (GSH), as amostras do liquido ascitico foram diluidas em
acido tricloroacético (TCA; 12%), sendo a diluicdo feita na propor¢do de 1:5 (v/v).

Previamente as analises propriamente ditas, as amostras ja diluidas nos tampodes
foram centrifugadas (5 min a 5000rpm) e somente o sobrenadante foi usado para a realizagao
das medidas dos biomarcadores de estresse oxidativo.

A peroxidagao lipidica foi estimada através da medida do contetido de substancias
reativas (malondialdeido, MDA) ao 4cido tiobarbitiurico (TBA) (BIRD; DRAPER, 1984).
Neste ensaio, as amostras foram mantidas em banho maria por 1h a 100 °C, no qual cada
molécula de MDA presente nas amostras pode formar aduto com duas moléculas de TBA
preparado em tampao Tris-HCI (60 mM; pH = 7,4), formando, dessa forma, um pigmento de
coloragdo rosa que ¢ mensuravel no comprimento onda de 535 nm.

O dano oxidativo as proteinas foi quantificado avaliando-se os niveis de proteina
carbonilada (LEVINE et al.,, 1990). Durante a ocorréncia do estresse oxidativo, grupos
carbonil (R-C=0) sdo introduzidos nos residuos de aminoédcidos de proteinas. Tais
modificacdes podem ser detectadas usando-se o reagente 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH)

(10 mM). Visto que, os grupos carboxilicos das proteinas reagem covalentemente com os
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grupos amina (-NH2) do reagente DPNH, resultando na formagdo de 2,4-dinitrofenil-
hidrazona que pode ser mensurada espectrofotometricamente no comprimento onda de 370
nm.

A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi determinada através do ensaio de
redugio de terc-butil-hidroperoxido (FLOHE, GUNZLER, 1984). A GPx dismuta o terc-butil-
hidroperéxido, gerando a glutationa dissulfeto (GSSG), que por sua vez, ¢ convertida
novamente ao seu estado reduzido (2GSH) pela agdo da glutationa redutase (GR) que oxida o
NADPH. A diminui¢ao do conteido de NADPH foi registrada espectrofotometricamente a
340 nm.

O contetudo de glutationa reduzida (GSH) foi estimado através da reagdo de grupos
tidis presentes nas amostras com o acido 2-ditionitrobenzéico (DTNB) (BEUTLER et al.,
1963). A formagdo do anion tiolato correspondente ¢ proporcional ao contetido de GSH e
pode ser determinado por espectrofotometria no comprimento de onda de 412 nm.

A atividade da tiorredoxina redutase (TrxR) foi avaliada através do ensaio de
redug¢do do acido 5,5’-ditiobis (2-nitrobenzoico) (DTNB) com NADPH, o que resulta na
formagao do 4cido 5-tio-2-nitrobenzdico (TNB) (ARNER et al., 1999). O contetido de TNB
livre derivado de tiois livres foi determinado por espectrofotometria no comprimento de onda
de 412 nm.

Todas as dosagens foram normalizadas com o contetido proteico utilizando o método

de Bradford (BRADFORD, 1976).

3.1.1.7 Fragmentagdo do DNA das células do TAE

Os efeitos dos extratos HCE e SFEtOH (200 mg/kg/dia) sobre o DNA das células de
TAE foram avaliados através do ensaio do cometa realizado em condig¢des alcalinas (SINGH
et al., 1988). As células foram ressuspensas em agarose de baixo ponto de fusdo (0,75%),
depositadas em laminas histologicas pré-cobertas com uma fina camada de agarose (1,5%) e
incubadas por 10 min a -8°C. As laminas foram imersas por 2h em uma solugdo de lise (2,5 M
NaCl; 10 mM Tris; 100 mM EDTA; 1% Triton X-100 e 10% DMSO; pH = 10,0) e depois
submetidas a eletroforese horizontal (25V e 300mA) por 20 min a 8 °C em um tanque
contendo o tampao alcalino (300 mM NaOH; 1 mM EDTA; pH = 13,0). Logo apos, as
laminas foram lavadas com uma soluc¢do neutralizante (0,4 M Tris HCI; pH = 7,5), seguida

por agua, repetindo este processo por trés vezes em intervalos de cinco minutos. Uma solucdo
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de fixacao (15% TCA ou acido tricloroacético; 5% ZnSOs4; 5% glicerol) foi adicionada por 10
minutos. A seguir, as laminas foram novamente lavadas com agua e secas em temperatura
ambiente. Por fim, as laminas foram coradas (0,1% NH4NOs3, 0,1% AgNO;, 0,25% acido
tungstossilico, 0,15% formaldeido, 5% Na,COs, v/v) e visualizadas no microscopio Olympus,
modelo BX41 (Japao). O dano no DNA foi expresso como indice de dano, levando em
consideragao um escore de 0 a 4 (0 - ntcleos ndo danificados; 4 - ntcleos danificados ao

maximo) (ROSS et al., 1995).

3.1.1.8 Avaliagao do ciclo celular por citometria de fluxo

O efeito dos extratos sobre o ciclo celular das células de TAE foi analisado por
citometria de fluxo, em que a intensidade de fluorescéncia do iodeto de propidio ¢ diretamente
proporcional ao conteudo de DNA das células em cada fase do ciclo celular (GO, GI, S,
G2/M) (DE NEIRA, 2003).

As células do fluido ascitico dos animais tratados com os extratos HCE e SFEtOH
(200 mg/kg/dia, 9 dias) foram coletadas, lavadas com solug¢do salina e centrifugadas (10 min a
1000rpm). A seguir, as células de TAE foram fixadas durante a noite em 200 pL de etanol
(70%) a -20 °C, para aumentar a permeabilidade da membrana celular ao iodeto de propidio,
um fluorocromo que interage com DNA por intercalacdo entre as bases do DNA. No dia
seguinte, as células de TAE foram lavadas novamente com tampao fosfato (PBS) contendo
2% de albumina e incubadas por 15 min em temperatura ambiente com uma solu¢do de iodeto
de propidio/RNAse (ribonuclease A 0,2 mg/mL, iodeto de propidio 50 pg/mL). O citdmetro
de fluxo BD FACS Canto I (BD Biosciences, EUA) foi utilizado para a mensuracdo da
fluorescéncia e o percentual de células em cada fase do ciclo celular. De acordo com o
conteudo de DNA, as células foram categorizadas em cada fase do ciclo celular. Os dados

foram processados usando o Flowing Software 2.5.0 (Finlandia).

3.1.1.9 Avaliagdo do tipo de morte celular induzida em células do TAE

A deteccao citologica do tipo de morte celular foi avaliada através do método de
coloragao usando o brometo de etidio e a laranja de acridina. O método permite diferenciar as
células vidveis (verde), células apoptoticas (laranja) e células necréticas (vermelho escuro), de

acordo com as alteragdes morfoldgicas nucleares e citoplasmaticas. Apds nove dias de



95

tratamento com os extratos HCE e SFEtOH (200 mg/kg/dia), aliquotas do liquido ascitico dos
animais foram coletadas, centrifugadas (10 min a 1000rpm) e ressuspensas em 500 uL de
PBS. Em seguida, as células de TAE (25 uL, 5 a 10° células) foram coradas com uma solugio
(5 pL) de brometo de etidio (250 uM) e laranja de acridina (200 pM) (1: 1 v/v).
Posteriormente, as células foram visualizadas usando o microscopio Olympus, modelo BX41
(Japao). Para cada amostra, trezentas células foram contadas e fotografadas para registro
visual. Foram feitas triplicatas das laminas de cada amostra a ser analisada. Os resultados
foram expressos como percentagem de células vidveis, apoptoticas e necroticas (MCGAHON

et al., 1995).

3.1.1.10 Ensaios de Imunodeteccdo

Avaliou-se a expressao de proteinas relacionadas com o dano ao DNA, controle do
ciclo celular e inducdo de apoptose através de imunoeletroforese do lisado completo de
células de TAE retiradas dos animais tratados com os extratos HCE e SFEtOH (200
mg/kg/dia). As células foram lisadas em tampao RIPA (50 mM Tris-HCI, pH = 7,4; 150 mM
NaCl; 1% do surfactante NP40; 0,25% do detergente desoxicolato de s6dio; 1 mM fluoreto de
fenilmetilsulfonil) suplementado com o coquetel de inibidores de protease (1%) e inibidores
de fosfatase (3%). As proteinas foram desnaturadas em tampao laemmli (60mM Tris-HCI, pH
= 6,8; 2% de dodecilsulfato de sodio (SDS); 10% glicerol; 5% [-merca mercaptoetanol;
0,01% de azul de bromofenol). Quantidades iguais de proteina (25 pg) do homogenatos de
células foram submetidas a eletroforese em gel de dodecilsulfato de sédio (SDS) de
poliacrilamida (SDS - PAGE), seguida por eletrotransferéncia para membranas de fluoreto de
polivinilideno (PVDF) (LAEMMLI, 1970). Apods o bloqueio e a lavagem, as membranas
foram incubadas durante a noite com os anticorpos primarios, sendo estes: os anticorpos
policlonais de coelho contra YH2AX (1:1000, v/v) e p53 (1:500, v/v); e anticorpos
monoclonais de camundongo contra Bax (1:500, v/v) e Bel-xL (1:500, v/v). Posteriormente,
as membranas foram lavadas novamente e incubadas com anticorpos secundarios (1h), sendo
estes: o anticorpo policlonal de cabra anti-IgG de coelho (1:10000, v/v) e anticorpo policlonal
de cabra anti-IgG de camundongo (1:10000, v/v), ambos conjugados com peroxidase. A
imunodeteccao foi realizada usando um kit comercial de deteccdo de quimioluminescéncia
para anticorpos acoplados @ HRP. A actina (1:10000, v/v) foi usada como controle de carga de

proteinas. As imagens das bandas foram obtidas com o sistema fotodocumentador ChemiDoc
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MP (Bio Rad, EUA) e as medi¢des foram realizadas empregando o programa ImagelJ versao
1.49 (National Institute of Health, Bethesda, MD, EUA). Os valores obtidos para as amostras

dos tratamentos foram normalizados com a actina.

Figura 20. Estratégia experimental adotada para a investigacdo do potencial citotoxico,
antiproliferativo, pro-apoptético e antitumoral dos extratos hidroalcodlico e supercritico de P.

edulis f. flavicarpa Degener.
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3.1.1.11 Analise estatistica

Os ensaios in vitro foram realizados em triplicata técnica, enquanto os experimentos
in vivo foram realizados em replicata biologica (n = 12; a = 0,05; Poténcia (1 - ) = 0,90; t
critico = 1,81; df (grau de liberdade) = 10; Tamanho do efeito | p | = 0,67). O célculo do
tamanho de amostra (n amostral) dos ensaios in vivo foi realizado empregando o software
G*Power 3.1.9.4. Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo ou como
porcentagem. Os dados foram analisados pelo teste de analise de variancia ANOVA one-way,

complementado pelo teste de Bonferroni ou teste de Log-rank, quando apropriado. As
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comparagdes foram realizadas usando o software Graph Pad Prism 6 (San Diego, EUA).

Valores de p <0,05 foram considerados como estatisticamente significativos.

3.1.2 Resultados e discussao

3.1.2.1 Efeito citotoxico dos extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener

Os resultados obtidos demonstraram que apenas os extratos supercriticos preparados
com etanol foram considerados citotoxicos para células MCF-7, apresentando uma CEsy <
500 pg/mL apos 48h e 72h de tratamento (Tabela 3). O extrato supercritico obtido nas
condi¢cdes de pressdo a 300bar, temperatura a 40°C e com adi¢do de 5% etanol (SFEtOH) foi
considerado o extrato mais citotoxico, apresentando uma CEsy de 264,6 pg/mL apos 72h de

tratamento, demonstrando assim um efeito citotéxico dependente de tempo e da dose.

Tabela 3. Citotoxicidade dos extratos da torta de sementes de P. edulis f. flavicarpa Degener
(10 a 500 pg/mL) contra as células MCF-7, ap6s 24h, 48h e 72h de incubacgdo, avaliada pelo
ensaio de MTT.

Extrato Extracao MCF-7 CEs, (ug/mL)
24h 48h 72h
HCE Agua/Etanol (1/1, v/v) >500 >500 >500
SFE 250bar/40°C/CO, >500 >500 >500
300bar/40°C/CO, >500 >500  >500

250bar/40°C/CO; + 5% EtOH > 500 461,0 286,8

300bar/40°C/CO, + 5% EtOH > 500 441,2 264,6
Os valores de CEjsy foram obtidos usando o Software GraphPad Prism 6.0 (San Diego, EUA). Os dados

representam as medias de trés experimentos independentes. CEs), Metade da concentragdo efetiva maxima;

HCE: extrato hidroalcoodlico; SFE: extrato supercritico.

Os dados do ensaio de MTT indicaram que a adi¢do de etanol (5%) como co-
solvente na extragao supercritica proporcionou um aumento da citotoxicidade dos extratos.

Michelin e colaborados (2011), obtiveram resultados similares ao estudarem a
atividade antimicrobiana de extratos supercriticos de Cordia verbenacea, obtidos aplicando as

mesmas condigdes de extragdo. Os autores relataram que a adi¢do de 5 - 8% de etanol como



98

co-solvente aumentou a citotoxicidade dos extratos. O que sugere que o uso de modificadores
de polaridade organicos (co-solvente) no processo de extracdo supercritica pode aumentar o
poder de extragdo de compostos citotoxicos encontrados no material vegetal (HERRERO et
al., 2010). Além disso, a extra¢do supercritica por empregar o CO, como solvente de extragao
¢ considerado um procedimento ndo oxidante e, quando aplicado a baixas temperaturas, pode
permitir a extracdo de compostos termolabeis e oxidaveis (HERRERO et al., 2010).

A partir dos dados do MTT, apenas o extrato SFEtOH (300bar/40°C/CO,/5% de
EtOH) foi escolhido para dar seguimento aos ensaios subsequentes, comparando o efeito deste

com o extrato HCE (extrato hidroalcoo6lico) e doxorrubicina.

3.1.2.2 Correlagdo entre a constitui¢do fitoquimica dos extratos da P. edulis f.

flavicarpa Degener e a citotoxicidade

A fim de caracterizar fitoquimicamente os extratos da torta de sementes de P. edulis
(HCE e SFEtOH) foi realizada a andlise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas e os dados obtidos sdo apresentados na tabela 4 e figura 21.

A andlise de GC-MS indicou a presen¢a do acido 9-octadecendico (Z) -, éster
metilico (4cido oleico, éster metilico); adcido hexadecanodico, éster metilico (acido palmitico,
éster metilico) e acido hexadecanoico, éster etilico (acido palmitico, éster etilico) no extrato
HCE. Enquanto que, a andlise de GC-MS no extrato SFEtOH indicou a presenga
predominantemente do acido 7-octadecendico, éster metilico; 4cido 9,12-octadecadiendico (Z,
Z) -, éster metilico (acido linoleico, éster metilico); dcido dodecandico, éster etilico (4cido
laurico, éster etilico); acido 9-octadecenoico (Z) -, éster etilico (acido oleico, éster etilico);
acido hexadecandico, éster etilico (acido palmitico, €ster etilico) e acido tetradecandico, éster
etilico (4cido miristico, éster etilico). E em menores proporcdes foi detectado no extrato
SFEtOH a presenca do 4cido hexadecandico, éster metilico (acido palmitico, éster metilico);
9,12-octadecadien-1-ol, (Z, Z) (alcool linolilico); acido heptadecandico, 16-metil-, éster
metilico (dcido margarinico, 16-metil-, éster metilico) e acido octadecandico, éster etilico
(acido estearico, éster etilico).

Nota-se que, o acido graxo predominante encontrado no extrato HCE foi o 4cido
oleico (17,99%), enquanto que, o principal acido graxo identificado no extrato SFEtOH foi o

acido laurico (16,89%).



Figura 21. Cromatogramas representativos de cromatografia gasosa acoplada

espectrometria de massa (GC-MS) dos extratos (A) HCE e (B) SFEtOH.
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Tabela 4. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) representada
como tempos de retengdo (TR) por minutos e area de pico (%) de compostos bioativos

presentes em HCE e SFEtOH.

Area de pico (%)
Nome quimico (TR/min) HCE SFEtOH
Acido 7-octadecendico, éster metilico (41,816) - 10,45
9,12-Octadecadien-1-ol, (Z, Z) - (43,169) - 2,89
Acido 9,12-octadecadiendico (Z, Z) -, éster metilico (41,648) - 8,13
Acido 9-octadecendico (Z) -, éster metilico (41,815) 17,99 -
Acido dodecandico, éster etilico (28,782) - 16,89
Acido 9-octadecenoico (Z) -, éster etilico (43,328) - 12,55
Acido heptadecanoico, 16-metil-, éster metilico (42,444) - 2,09
Acido hexadecandico, éster etilico (39,339) 5,12 8,18
Acido hexadecandico, éster metilico (37,675) 8,01 4.86
Acido hexadecanoico, éster metilico (43,949) - 1,95
Acido tetradecandico, éster etilico (34,307) - 11,12

Nota: Onde HCE: extrato hidroalcodlico; SFEtOH: extrato supercritico (300bar/40°C/CO»/5% de EtOH).

Entre os compostos identificados, ¢ importante destacar os acidos graxos de cadeia
média e longa com relatos de atividades anti-inflamatoria, antimicrobiana e antitumoral, como
acido laurico, acido palmitico, acido linoleico, acido oleico e d4cido miristico
(ENGELBRECHT et al., 2008, TAKAYAMA et al., 2009, KADOCHI et al., 2017; CHEN et
al., 2019).

Evidéncias tém demonstrado que, o d4cido laurico apresenta atividade
antiproliferativa e pré-apoptotica contra varias linhagens de células tumorais por induzir a
geragdo de EROs e aumentar a expressdo da proteina p21, além de causar parada do ciclo
celular nas fases S e G2/M e induzir a morte celular por apoptose (FAUSER et al., 2013;
LAPPANO et al., 2017).

Do mesmo modo, o 4cido palmitico apresenta atividade antiproliferativa e pro-
apoptotica por meio de mecanismos que envolvem a inibigdo da atividade da cinase PI3-K,
aumento da geracdo de EROs, ativagdo da proteina p53, aumento da expressdo de p21 e

inducdo de apoptose (HARDY, LANGELIER, PRENTKI, 2000; YU, QIAN, 2014).
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Adicionalmente, o 4cido linoleico e os seus metabolitos, principalmente os acidos y-
linolénico e dihomo-y-linolénico, também possuem atividade antitumoral por inibir a
proliferagdo celular e induzir a morte celular por apoptose (YU, QIAN, 2014). Como exemplo
tem-se o estudo realizado por Colquhoun e Schumacher (2001), no qual foi demonstrado que
o acido y-linolénico induziu a peroxidacao lipidica por aumentar os niveis de peroxidos
lipidicos e EROs; e desencadeou a apoptose via mitocondrial através da liberagdo do
citocromo c e ativagao da caspase 3. Além disso, nos ultimos anos foi identificada uma série
de metabolitos intermedidrios reativos derivados do acido dihomo-y-linolénico que sao
gerados no decorrer da peroxidacdo lipidica catalisada pelas cicloxigenases. Estes, por sua
vez, também apresentam atividade antitumoral por induzir a parada do ciclo celular e
desencadear a morte celular por apoptose (YU et al., 2009; GU et al., 2013).

De acordo com Jiang e colaboradores (2017), o acido oleico apresenta atividade
antitumoral tanto in vitro e como in vivo contra as células de carcinoma espinocelular de
lingua (TSCC). A atividade antiproliferativa e pré-apoptdtica do acido oleico advém da sua
capacidade de aumentar a expressao de p53 e diminuir a expressao de ciclina D1, induzindo a
parada do ciclo celular na fase G1; além de causar a apoptose por via da diminui¢do da
expressao de Bcl-2 e aumento da ativagdo da caspase-3. Além disso, o acido oleico reduziu a
fosforilagdo das proteinas Akt, mMTOR, S6K, 4E-BP1 e ERK1/2.

E importante salientar-se que, por mais que o acido margarinico ou 4cido margarico
esteja presente no extrato SFEtOH em menor propor¢do (2,09%), este também pode ter
contribuido para o efeito citotoxico e antitumoral deste extrato. Dada que, segundo
Saravanakumar e colaboradores (2015), o dcido margarico apresentou atividade citotoxica in
vitro contra células de carcinoma epidermdide de boca (KB) e carcinoma epidermdidede pele
(A431) através de mecanismos que envolviam a regulacdo negativa da proteina de choque
térmico de 90 kDa (heat shock protein 90 kDa - HSP90) e inducao de apoptose em
consequéncia de fragmentacdo do DNA mediada por EROs.

Por fim, dados apresentados por Chen e colaboradores (2019), demonstraram que o
acido miristico apresentou atividade antibacteriana contra a Listeria monocytogenes (L.
monocytogenes), uma vez que este inibiu o crescimento bacteriano e induziu a morte celular
por apoptose.

Nota-se que, os dados apresentados anteriormente por outros autores corroboram os
resultados encontrados neste presente trabalho. Sendo assim, o efeito -citotoxico,

antiproliferativo, pro-apoptotico e antitumoral exibido pelos extratos HCE e SFEtOH muito
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provavelmente estejam correlacionados com a presenca dos acidos graxos de cadeia média e
longa. Todavia ndo se deve descartar o fato que, os acidos graxos podem estar juntamente
com outros fitocompostos presentes no extrato exercendo um efeito sinérgico, contribuindo
simultaneamente para o efeito antitumoral in vitro e in vivo apresentado pelos extratos da torta

de sementes de P. edulis.

3.1.2.3 Atividade antitumoral in vivo dos extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener

Com o intuito de avaliar-se o efeito antitumoral in vivo, os camundongos foram
tratados por nove dias consecutivos com os extratos HCE e SFEtOH nas doses de 100 e 200
mg/kg/dia. No qual, foi avaliado a inibi¢do do crescimento tumoral e a sobrevida dos animais
tratados, comparando os resultados deste com o controle negativo e doxorrubicina (controle
positivo).

De acordo com os resultados apresentados na figura 22, ambos os extratos foram
capazes de inibir significativamente o crescimento tumoral, quando comparados com o
controle negativo (Figura 22A). Nota-se que, o extrato SFEtOH usado na dose de 200
mg/kg/dia demonstrou uma atividade superior aos demais tratamentos, inibindo o crescimento
tumoral em 48,5 + 7,2%, enquanto que, o extrato HCE utilizado na mesma dose causou uma
inibigcdo de apenas 27,3 + 5,2%. Os animais tratados com a doxorrubicina (1,2 mg/kg/dia)
particamente ndo apresentaram crescimento tumoral.

Outro critério altamente relevante utilizado para julgar o potencial e a eficicia de
qualquer farmaco antitumoral ¢ o prolongamento do tempo de vida util dos animais
(CLARKSON, BURCHENAL, 1965). A probabilidade de sobrevivéncia dos animais tratados
com os extratos HCE e SFEtOH foi estimada utilizando o método de Kaplan-Meier,
complementado com o teste de Log-rank (Figura 22B). Observando os resultados obtidos €
possivel verificar que os animais que receberam o extrato HCE ndo apresentaram diferenca
em relagdo ao controle negativo. Por outro lado, apenas o extrato SFEtOH utilizado na dose
de 200 mg/kg/dia foi capaz de aumentar significativamente a probabilidade de sobrevivéncia
dos animais tratados, aumentando a sobrevida destes animais em 41,9%, quando comparado

com o controle negativo. Nao houve mortalidade em animais tratados com a doxorrubicina.



103

Figura 22. Atividade antitumoral dos extratos HCE e SFEtOH (100 e 200 mg/kg/dia, 9 dias)

em camundongos Balb/c inoculados com células do tumor ascitico de Ehrlich (TAE).
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Nota: Onde (A) Inibigao do crescimento tumoral com base na variagao da circunferéncia abdominal. (B) Taxa de
sobrevivéncia de camundongos tratados com HCE e SFEtOH, de acordo com o método de Kaplan-Meier. Os
resultados sdo expressos como a média + desvio padrio de replicata bioldgica, n = 12. Os dados foram
analisados pela analise de variancia one-way ANOVA, complementado com o teste de Bonferroni ou teste de
Log-rank, quando apropriado. Controle: controle negativo; HCE: extrato hidroalcodlico; SFEtOH: extrato
supercritico (300bar/40°C/CO,/5% de EtOH). AUC: area sob a curva. (***) denotam diferengas estatisticas
comparadas aos dados do controle negativo quando p <0,001. (***

extrato HCE com o extrato SFEtOH (p <0,001).

) denotam diferengas estatisticas comparando o

O extrato que demonstrou maior potencial de inibicdo sobre o crescimento tumoral
foi 0 que mais aumentou a sobrevivéncia dos animais, especialmente quando usado na dose de
200 mg/kg/dia. Com isso, ¢ possivel sugerir que o extrato SFEtOH apresentou um efeito
antitumoral mais significativo e eficaz que o extrato HCE.

Alguns estudos relataram que o aumento da geragdo intracelular de EROs, inducao

de danos ao DNA, bloqueio do ciclo celular e indu¢ao de morte celular por apoptose sdao os
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principais mecanismos de a¢do responsaveis pelo efeito citotéxico dos acidos laurico,
palmitico, linoleico, oleico e miristico (ENGELBRECHT et al., 2008, TAKAYAMA et al.,
2009, FAUSER et al., 2013, KADOCHI et al., 2017). Assim, devido a presenca destes acidos
graxos de cadeia média e longa nos extratos tornou-se imprescindivel avaliar estes
parametros. Para os subsequentes ensaios foram utilizados apenas a dose de 200 mg/kg/dia,

visto que, esta foi a dose que demonstrou ter uma atividade antitumoral mais pronunciada.

3.1.2.4 Biomarcadores de estresse oxidativo e danos oxidativos em células do TAE

Os biomarcadores de estresse oxidativo e defesas antioxidante foram avaliados em
amostras do liquido ascitico de Ehrlich coletados de camundongos tratados com os extratos
HCE e SFEtOH na dose de 200 mg/kg/dia por nove dias consecutivos.

Os resultados apresentados na figura 23 demonstram que ambos o0s extratos
induziram o estresse oxidativo nas células do TAE. No qual, foi constatado que o extrato
SFEtOH aumentou significativamente a peroxidacao lipidica (Figura 23A) e a carbonilacdo de
proteinas (Figura 23B), quando comparado com o controle negativo, enquanto que, o extrato
HCE aumentou apenas o nivel de peroxidagdo lipidica. Contudo, nota-se que, quando se
compara os dois extratos em relagdo a peroxidacao lipidica, estes ndo apresentaram diferenca
estatistica entre si. No entanto, ambos os extratos foram estatisticamente diferentes em relagao
a carbonilagdo de proteinas.

Em relacdo a atividade das enzimas antioxidante (GPx e TrxR) e o conteudo de GSH
avaliados, observou-se que o extrato SFEtOH promoveu um aumento significativo na
atividade GPx (Figura 23C) e no conteudo de GSH (Figura 23D). Por outro lado, o extrato
HCE apenas causou um ligeiro aumento na atividade da GPx.

Sabe-se que, o ciclo redox da glutationa (GSH/GSSG) tem um papel intracelular
crucial na defesa contra o estresse oxidativo. Considerando que, a GPx usa o GSH como
cofator, levando a formagdo de sua forma oxidada glutationa dissulfeto (GSSG) e o GSH, por
sua vez, pode ser regenerado a partir de GSSG pela enzima glutationa redutase (GR), uma
reacdo dependente de NADPH (CHANCE et al., 1979). Logo, uma atividade exaustiva do
ciclo redox da GSH, devido a um intenso insulto oxidativo, pode levar a uma deplecao
excessiva de NADPH (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007), comprometendo desta forma a
atividade de enzimas dependentes de NADPH.
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Tanto a GR como a TrxR pertencem a familia das flavoproteinas com atividade
piridina nucleotideo-dissulfeto oxidorredutases. Estes tém como caracteristicas, a presenca de
um centro redox composto por um par de cisteinas (dissulfeto), além de conter um dominio
ligacdo de FAD (flavina-adenina-dinucleotideo) (HOJO et al., 2002). Estas enzimas (GR e
TrxR) quando ativas transferem os elétrons do NADPH para a molécula de FAD, deste para o
centro redox que contém o grupo dissulfeto e por fim para os substratos correspondentes que
consequentemente sao reduzidos (HOJO et al., 2002). Assim sendo, o NADPH ¢ um cofator
altamente relevante para a atividade de GR e TrxR, bem como para a regeneragdo de GSH
através da redugdo de GSSG (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007).

O sistema redox da tiorredoxina, um dos principais sistemas antioxidantes de defesa
contra o estresse oxidativo, € frequentemente superexpresso em muitos tumores
(BERGGREN et al., 1996). Recentemente, a TrxR se tornou um alvo promissor no
desenvolvimento de novos farmacos antitumorais. Dado que, a inibi¢do da atividade de TrxR
provoca um desbalanco no equilibrio redox que leva ao acumulo intracelular de EROs nas
células tumorais, causando assim um efeito citotoxico (Al et al., 2016).

Observando os resultados obtidos nota-se que, ambos os extratos exibiram uma
potente atividade inibidora de TrxR, quando comparados com o controle negativo (Figura
23E). Contudo ¢ importante salientar que, os resultados obtidos sugerem que os extratos HCE
e SFEtOH demonstram ter diferentes mecanismos de atividade pré-oxidante. Visto que, o
extrato SFEtOH diminuiu significativamente a atividade de TrxR, provavelmente devido a
intensa atividade do ciclo redox da GSH que causou uma deplecio de NADPH, e
consequentemente levou a danos oxidativos a lipidios e proteinas. Enquanto que, a atividade
pro-oxidante do extrato HCE se baseou quase que totalmente na inibi¢do da atividade de
TrxR, levando apenas a ocorréncia de danos oxidativos a lipidios. Além disso, € possivel
constatar que o extrato SFEtOH apresenta uma atividade pré-oxidante mais eficiente que a do

extrato HCE.
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Figura 23. Biomarcadores de estresse oxidativo e atividade de enzimas antioxidantes
medidas em células do tumor ascitico de Ehrlich (TAE) tratadas com os extratos HCE e

SFEtOH (200 mg/kg/dia, 9 dias).
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Nota: Onde (A) Niveis de peroxidagdo lipidica (TBARS: Substancias reativas ao acido tiobarbittrico) (B)
Marcador de danos as proteinas (Proteina carbonilada). (C) Atividade da GPx (glutationa peroxidase). (D)
Contetido de glutationa reduzida (GSH). (E) Atividade de TrxR (tiorredoxina redutase). Os resultados sdo
expressos como a média + desvio padrdo, n = 12. Controle: controle negativo; HCE: extrato hidroalcodlico;
SFEtOH: extrato supercritico (300bar/40°C/CO,/5% de EtOH). (*), (**) e (***) denotam diferengas estatisticas
comparadas aos dados do controle negativo quando p <0,05, p <0,01 e p <0,001, respectivamente. (*) e (")

denotam diferengas estatisticas comparando o extrato HCE com o extrato SFEtOH (p <0,05 e p <0,001).
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3.1.2.5 Efeito dos extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener sobre o DNA de células
do TAE

O efeito dos extratos HCE e SFEtOH (200 mg/kg/dia) sobre o DNA das células de
TAE foi avaliada pelo ensaio do cometa. Observando os resultados obtidos, ¢ possivel
verificar-se que ambos os extratos tiveram a capacidade de causar danos no DNA das células
do TAE, levando assim a fragmentagao do mesmo. Os extratos HCE e SFEtOH causaram um
indice de dano ao DNA de 108,3+£26,5 e¢ 146,3+18,5, respectivamente. Enquanto que, o
controle negativo somente apresentou um indice de dano ao DNA de 47,0+4,2 (Figura 24A).

A partir destes resultados, a fosforilagdo da histona YH2AX na serina 139 foi entdo
avaliada por imunoeletroforese uma vez que esta histona tem sido amplamente utilizada como
um marcador sensivel de danos no DNA (YUAN et al., 2010). Os dados apresentados nas
figuras 24B e 24C indicam que o tratamento realizado com os extratos HCE e SFEtOH
causou uma inducdo significativa da fosforilagdo de yH2AX nas células de TAE. Estes
resultados estdo em concordancia com o resultado obtido pelo ensaio do cometa (Figura 24A),

confirmando assim a indu¢do de danos ao DNA por ambos os extratos.
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Figura 24. Avaliacdo do efeito dos extratos HCE e SFEtOH sobre o DNA das células do
tumor ascitico de Ehrlich (TAE) e avaliagao da fosforilacao da histona yH2AX.
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Nota: Onde (A) Indice de dano a0 DNA analisado pelo ensaio do cometa e (B) Western blots da proteina-chave
usada como biomarcadora do dano no DNA (yH2AX) avaliado em células TAE tratadas com HCE e SFEtOH
(200 mg/kg/dia, 9 dias) (C) Fosforilagao da histona YH2AX na serina 139 quantificada por densitometria. Os
resultados sdo expressos como a média + desvio padrdo, n = 12. Controle: controle negativo, HCE: extrato
hidroalcodlico; SFEtOH: extrato supercritico (300bar/40°C/CO,/5% de EtOH). (*), (**) e (***) denotam

diferencas estatisticas comparadas ao controle negativo quando p <0,05, p <0,01 e p <0,001, respectivamente.

A fragmentacdo do DNA induzida pelos extratos HCE e SFEtOH muito
provavelmente esta relacionada ao aumento da geragdo de EROs. Sabe-se que, o perdxido de
hidrogénio (H,0,), uma espécie reativa ndo radicalar altamente difusivel e estavel, quando
presente nas células em altas concentracdes (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007), causa
danos ao DNA levando a sua fragmentacdo (SUN-YEE et al., 2000). Contudo, o principal
responsavel pelo dano induzido ao DNA ¢ o radical hidroxil (OH) gerado a partir da redugio
de H,O, na presenca de metais de transicdo como o ferro na reagdo de Fenton. O radical
hidroxil (OH) provoca quebras de fita simples e de fita dupla no DNA (COLLINS, 1999).
Assim sendo, o resultado do ensaio do cometa (Figura 24A) sugere que a fragmentagdo do
DNA estd provavelmente associada ao estresse oxidativo causado pelos extratos HCE e

SFEtOH, levando desta forma a indu¢ao de danos oxidativo ao DNA.
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3.1.2.6 Efeito dos extratos da P. edulis f. flavicarpa Degener sobre o ciclo celular

E de conhecimento geral que, muitas das estratégias terapéuticas que sdo capazes de
bloquear o ciclo celular e inibir a proliferacdo da célula sdo utilizadas como tratamento
complementar a quimioterapia citotoxica convencional (DICKSON, SCHWARTZ, 2009).
Desta forma, o efeito dos extratos HCE e SFEtOH (200 mg/kg/dia) sobre o ciclo celular das
células de TAE foi avaliado a fim de classificar as células de acordo com a fase do ciclo
celular.

Segundo Sagar e Green (2009), as células que estdo na fase Gl ndo apresentam
duplicacdo de DNA, enquanto que, as células que estdo na fase G2/M possuem o DNA
duplicado. As células em fase S exibem um contetido intermedidrio de DNA e na fase Sub-G1
estdo os detritos e células mortas. Neste contexto, os dados apresentados nas figuras 25A e
25B indicam que o controle negativo apresentou 67,1 + 1,2% de células na fase G1, 13,6 £
2,9% de células na fase S e 18,8 £ 2,3% de células na fase G2/M. Enquanto que, os extratos
HCE e SFEtOH provocaram uma diminui¢ao no numero de células presentes na fase G1 para
61,6 £ 3,9 ¢ 54,1 £ 5,9%, respectivamente; €, a0 mesmo tempo, causaram um aumento no
numero de células presentes na fase G2/M para 21,5 5,4 ¢ 27,7 £ 5,4%, respectivamente. No
entanto, apenas o extrato SFEtOH foi1 estatisticamente diferente do controle negativo, o que
indica que o extrato SFEtOH foi capaz de causar um bloqueio do ciclo celular na fase G2/M.
Visto que, ele diminuiu o nimero de células na fase G1 e aumentou na fase G2/M, o que
sugere um provavel efeito antiproliferativo do extrato SFEtOH.

A proteina supressora tumoral p53 ¢ conhecida como sendo o “guardido do genoma”
e atua bloqueando o ciclo celular quando o DNA celular ¢ danificado. Além disso, a proteina
p53 ¢ capaz de mediar & morte celular por apoptose (HERCEG, WANG, 1999). Nesse
sentido, a expressao de p53 foi avaliada por imunoeletroforese.

Ambos os extratos induziram o aumento da expressdo de p53 nas células de TAE
(Figura 25C/D). Assim, os resultados apresentados sugerem que a parada do ciclo celular em
G2/M induzido pelo extrato SFEtOH (Figura 25A/B) ocorreu devido ao aumento da
expressdo da proteina p53 em resposta ao dano induzido ao DNA. Curiosamente, por mais
que o extrato HCE tenha aumentado a expressdo de p53, este ndo foi capaz de induzir a

parada do ciclo celular nas células de TAE.
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Figura 25. Avaliacdo do efeito dos extratos HCE e SFEtOH sobre o ciclo celular das células

do tumor ascitico de Ehrlich (TAE) e avalia¢ao da expressao da proteina p53.
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Nota: (A) Histograma e (B) Porcentagem de células TAE em cada fase do ciclo celular (Sub-G1, G1, S e G2/M)
tratadas com os extratos HCE e SFEtOH (200 mg/kg/dia, 9 dias) analisados por citometria de fluxo. (C) Western
blots da proteina-chave usada como biomarcadora de bloqueio do ciclo celular (p53). (D) Expressdo de p53
quantificada por densitometria. Os resultados sdo expressos como a média + desvio padrao, n = 12. Controle:
controle negativo; HCE: extrato hidroalcodlico; SFEtOH: extrato supercritico (300bar/40°C/CO,/5% de EtOH).
Sub-G1: células em quiescéncia; G1: células que ndo apresentam duplicacdo de DNA; S: células com conteudo
intermediario de DNA; G2/M: células com DNA duplicado. (*) e (**) denotam diferengas estatisticas
comparadas ao controle negativo quando p <0,05 e p <0,01, respectivamente. (*) denotam diferengas estatisticas

comparando o extrato HCE com o extrato SFEtOH (p <0,05).

3.1.2.7 Tipo de morte celular induzido pelos extratos da P. edulis f. flavicarpa

Degener em células do TAE

O tipo de morte celular induzido pelos extratos HCE e SFEtOH (200 mg/kg/dia) foi
determinado através da coloracdo das células do TAE com brometo de etidio e laranja de
acridina, ambos agentes intercaladores de DNA. Sabe-se que, a laranja de acridina tem a
capacidade de permear todas as células, sendo células viaveis ou ndo vidveis, emitindo desta

forma uma fluorescéncia de cor verde a partir do niicleo. Enquanto que, o brometo de etidio ¢
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excluido das células vivas e s ¢ absorvido pelas células quando a integridade da membrana
citoplasmatica ¢ perdida. As células apoptdticas incorporam tanto a laranja de acridina quanto
o brometo de etidio e, portanto, o nicleo ¢ corado de laranja. O ntcleo das células necroticas
¢ corado apenas pelo brometo de etidio, emitindo assim uma fluorescéncia de coloragao
vermelha. Deste modo, este método permite diferenciar células vidveis daquelas em processo
de morte celular por apoptose e necrose (MCGAHON et al., 1995).

Através da realizagdo deste ensaio, observou-se que ambos os extratos foram capazes
de aumentar o numero de células apoptdticas em comparagdo com o controle negativo,
enquanto que diminuiam o numero de células viaveis (Figura 26A). O controle negativo
apresentou um numero de células apoptdticas de 20,3 + 2,8%, enquanto que, os extratos HCE
e SFEtOH apresentaram uma frequéncia de células apoptoticas de 30,6 + 4,1 e 48,2 + 1,5%,
respectivamente. Além disso, ao comparar os dois extratos, o SFEtOH demonstrou uma
eficiéncia pro-apoptdtica maior que a do extrato HCE. Visto que, o SFEtOH aumentou o
numero de células apoptoticas em aproximadamente 18%, em comparacdo com o extrato
HCE. Curiosamente, nenhum dos tratamentos, incluindo o controle negativo, observou-se a
presenca de células necroticas.

A apoptose que ocorre pela via mitocondrial ¢ controlada por proteinas-chave da
familia Bcl-2. As proteinas antiapoptoticas como Bcl-2 e Bcl-xL previnem a apoptose,
enquanto que, as proteinas pro-apoptoticas como Bax e Bak promovem a apoptose (BROWN,
1997). Assim, as proteinas Bax e Bcl-xL foram avaliadas por imunoeletroforese e observou-se
que a razdao Bax/Bcl-xL aumentou significativamente quando os animais foram tratados com
os extratos HCE e SFEtOH na dose de 200 mg/kg/dia por nove dias consecutivos (Figura
26B/C). Deste modo, este resultado sugere que ambos os extratos induziram a morte celular

por apoptose pela via mitocondrial nas células de TAE.
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Figura 26. Tipo de morte induzido pelos extratos HCE e SFEtOH nas células do tumor
ascitico de Ehrlich (TAE).
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Nota: Onde (A) Morfologia das células TAE e o tipo de morte celular induzida por HCE e SFEtOH (200
mg/kg/dia, 9 dias) avaliados pelo método de coloracdo com brometo de etidio/laranja de acridina e visualizados
por microscopia de fluorescéncia (Aumento de 400x); Mancha vermelha, laranja e verde denotam células
necroéticas, apoptoticas e viaveis, respectivamente. (B) Western blots das proteinas-chave utilizadas como
biomarcadora de apoptose (Bax, Bcl-xL). (C) Razdo de Bax/Bcl-xL quantificada por densitometria. Os
resultados sdo expressos como a média + desvio padrdo, n = 12. Controle: controle negativo; HCE: extrato
hidroalcodlico; SFEtOH: extrato supercritico (300bar/40°C/CO,/5% de EtOH). (**) e (***) denotam diferengas

Hi#

estatisticas comparadas ao controle negativo quando p <0,01 e p <0,001, respectivamente. (") denotam

diferencas estatisticas comparando o extrato HCE com o extrato SFEtOH (p <0,001).

Os dados obtidos mostraram que a apoptose induzida pelo extrato SFEtOH (Figura
26A) pode estar relacionada com a parada do ciclo celular em G2/M (Figura 25A/B). Estas
evidéncias sdo sustentadas pelo fato que o tratamento com o extrato SFEtOH causou ativagao
da proteina p53 nas células do TAE (Figura 25C/D). Em contrapartida, o extrato HCE por
mais que tenha modulado a expressdo de p53 e induzido a apoptose, este ndo foi capaz de
bloquear a progressdo do ciclo celular nestas células. Portanto, estes dados refor¢am o

indicativo de que os extratos HCE e SFEtOH apresentam diferentes mecanismos de
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citotoxicidade e efeito antitumoral. Isto, possivelmente, ocorre em virtude da composi¢ao de
acidos graxos presentes em ambos os extratos ser diferente (Tabela 4 e Figura 21), sendo o
extrato HCE basicamente composto de acidos graxos de cadeia longa, nomeadamente o acido
oleico e 4cido palmitico. Enquanto que, o extrato SFEtOH demonstrou ser rico em acidos
graxos de cadeia média e longa, com destaque especial para os acidos laurico, linoleico,

oleico, palmitico e miristico.

3.1.3 Conclusées parciais

Os extratos da torta de sementes de P. edulis f. flavicarpa Degener apresentaram
citotoxicidade in vitro e atividade antitumoral in vivo. O provavel mecanismo responsavel por
estes efeitos seria o aumento da geragdo intracelular de espécies reativas de oxigénio devido a
danos mitocondriais, levando a danos oxidativos de lipidios, proteinas e DNA, parada do ciclo
celular na fase G2/M e apoptose via mitocondrial. Além disso, o extrato supercritico
(SFEtOH) apresentou uma maior eficiéncia antitumoral quando comparado ao extrato
convencional (HCE), provavelmente devido a presenca de acidos graxos de cadeia média e

longa.

Como mencionado anteriormente, estes resultados foram condensados em um artigo

que foi publicado na revista Food Chemistry and Toxicology (ANEXO A):

Nadia S.R.S. Mota, Maicon R. Kviecinski, Rodrigo C. Zeferino, Daniela A. de Oliveira,
Lizandra C. Bretanha, Sandra R.S. Ferreira, Gustavo A. Micke, Danilo Wilhelm Filho,
Rozangela C. Pedrosa, Fabiana Ourique. In vivo antitumor activity of by-products of
Fassiflora edulis f. flavicarpa Deg. Rich in medium and long chain fatty acids evaluated

through oxidative stress markers, cell cycle arrest and apoptosis induction. Food and

Chemical Toxicology, 118, 557-565, 2018. https://doi.org/10.1016/1.fct.2018.06.010.
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3.2 ETAPA 2 — ATIVIDADE CITOTOXICA E ANTITUMORAL DE ALCALOIDES -
CARBOLINICOS E SUA CORRELACAO COM A INDUCAO DE DANOS AO DNA,
BLOQUEIO DO CICLO CELULAR E APOPTOSE.

Esta etapa do presente estudo foi realizada em trés principais fases. Na primeira fase
foi avaliada a atividade citotoxica in vitro dos alcaloides B-carbolinicos harmano e harmina,
através do ensaio de viabilidade celular, do qual foi selecionado o composto mais seletivo
(harmina) para dar continuidade aos demais ensaios. Assim, foi avaliado o efeito citotoxico,
antiproliferativo e pré-apoptdtico deste alcaloide através da analise do tipo de morte celular,
despolarizagdo da membrana mitocondrial, parada do ciclo celular, ensaio do cometa e
ensaios de imunodetec¢do. Na segunda fase avaliou-se a capacidade deste alcaloide em
interagir com o DNA, através da execucdo de ensaios moleculares (espectroscopia UV-
Visivel, espectroscopia de fluorescéncia e dicroismo circular) e de abordagens in silico
(ancoragem molecular e dindmica molecular). Por fim, na terceira fase buscou-se avaliar a
atividade antitumoral in vivo, observando a inibi¢ao do crescimento tumoral ¢ a sobrevida dos

animais tratados.

3.2.1 Materiais e métodos

3.2.1.1 Reagentes e anticorpos

A agarose, iodeto de propidio (PI), laranja de acridina, DNA de timo de vitelo (CT-
DNA), sal de tetrazolio (MTT), dimetilsulféoxido (DMSO), albumina sérica bovina (BSA),
éster etilico de tetrametil-rodamina (TMRE), acido 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) e
o coquetel inibidor de proteases foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). Os antibioticos,
meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS) e o soro fetal bovino (FBS) foram adquiridos da Gibco (EUA). O kit de iodeto de
propidio (PI)/ribonuclease A (RNAse) foi adquirido da Immunostep (Salamanca, Espanha). O
coquetel inibidor de fosfatases foi adquirido da Calbiochem (Merck Biosciences). Os
anticorpos policlonais de coelho criados contra CDK2 (Cat. Sc-163), Ciclina A (Cat. Sc-596),
Ciclina B1 (Cat. Sc-752), PARP1 (Cat. Sc-7150), Actina (Cat. Sc-7210 ) e os anticorpos
monoclonais de camundongo criados contra Bax (Cat. sc-7480), Bcl-xL (Cat. sc-8392) e p53
(Cat. sc-126) vieram da Santa Cruz Biotechnology (EUA). O anticorpo policlonal de coelho
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criado contra fosfo-Rb (Cat. 9308) foi adquirido da Cell Signaling Technology (Danvers,
EUA). O anticorpo policlonal de cabra anti-IgG de coelho (Cat. AP132P) e o anticorpo
policlonal de cabra anti-IgG de camundongo (Cat. AP181P), bem como o kit de detecg¢ao de
quimioluminescéncia para anticorpos acoplados a HRP foram provenientes da Merck
Millipore (EUA). O harmano (1-metil-9H-pirido [3,4-b] indol) e a harmina (7-metoxi-1-metil-
9H-pirido [3,4-b] indol) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). Todos os demais
reagentes quimicos foram usados com grau de pureza atendendo as normas da American

Chemical Society (ACS).

3.2.1.2 Cultura de células

As células de carcinoma de mama humano (MCF-7), adenocarcinoma de colo do
utero (HeLa), carcinoma hepatocelular hepatico (HepG2) e fibroblastos normais (McCoy)
foram adquiridos no banco de células do Rio de Janeiro, Brasil. As células foram mantidas a
temperatura constante (37 °C) sob uma atmosfera de 5% de CO, com 95% de umidade do ar.
O meio de cultura utilizado foi o0 meio DMEM, suplementado com 10% de FBS, penicilina

(100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL).

3.2.1.3 Ensaio de viabilidade celular

A citotoxicidade dos alcaloides B-carbolinicos harmano e harmina foram avaliadas
através do ensaio de MTT (sal de tetrazolio) (MOSMANN, 1983). As células descritas acima
foram plaqueadas a uma densidade de 1x10* células/pogo em placas de 96 pogos. Apds
atingirem 80% de confluéncia, as células foram tratadas com diferentes concentracdes de
harmano e harmina (0,1 a 1000 uM) por 48h e 72h. O controle negativo foi tratado apenas
com o meio de cultura padrdo contendo dimetilsulféxido a 0,1% (DMSO) e a doxorrubicina
foi utilizada como controle positivo. Apds o tratamento, as células foram lavadas com PBS e
incubadas por 2h com uma solu¢do de MTT (100 ul/poco; 0,5 mg/mL). Os cristais de
formazan foram solubilizados por meio da adicdo de DMSO (100 puL/pogo); e em seguida,
efetuou-se a leitura das absorbancias no leitor de microplacas (TECAN Infinity M200),
empregando um comprimento de onda de 550nm. Foram realizados trés experimentos
independentes e os resultados foram apresentados como a metade da concentragdo efetiva

maxima (CEs), calculada usando o software Graph Pad Prism 6 (San Diego, EUA).
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O indice de seletividade (IS) dos compostos em estudo foi calculado usando a
equagao reportada por Koch e colaboradores (2005):

IS (indice de seletividade) = CEso do composto em linhagem de célula normal / CEsg
do mesmo composto em linhagem de célula tumoral.

Onde se considera um composto como seletivo quando seu IS é maior ou igual a 2.

3.2.1.4 Avaliacao do tipo de morte celular induzida nas células MCF-7

O tipo de morte celular induzida por harmina foi avaliado através do método de
coloracdo com iodeto de propidio e laranja de acridina (MCGAHON et al., 1995). Este
método permite diferenciar as células viaveis (verde) daqueles em processo de morte por
apoptose (laranja) ou necrose (vermelho intenso).

As células MCF-7 foram plaqueadas (2x10°/pogo) em placas de seis pogos. Apos
atingirem a confluéncia, as mesmas foram tratadas com a harmina nas concentragdes que
correspondiam ao CEjz (27,88 uM) e CEsy (46,47 uM) por 72h. O controle negativo foi
tratado apenas com o meio de cultura contendo 0,1% de DMSO. Apoés o tratamento, as células
foram coradas com iodeto de propidio (100 mg/mL) e laranja de acridina (100 mg/mL) (5 ul;
1:1 v/v). Em seguida, as células foram visualizadas usando o microscopio Olympus, modelo
BX41 (Japao). Os resultados foram expressos como as porcentagens de células vidveis,

apoptdticas ou necroticas.

3.2.1.5 Ensaio de potencial de membrana mitocondrial

A despolarizagdo da membrana mitocondrial foi determinada usando um corante
fluorescente, éster etilico de tetrametil-rodamina (TMRE), que se acumula na matriz
mitocondrial de acordo com o potencial da membrana mitocondrial (A¥Ym) (O'REILLY et al.,
2003). As células MCF7 foram plaqueadas a uma densidade de 1x10° células/pogo em placas
de seis pocos. Apds o atingirem a confluéncia, as células foram tratadas com a harmina nas
concentragoes de 27,88 uM e 46,47 uM por 48h. A seguir, as células foram incubadas no
escuro com TMRE (25 nM) por 20 minutos a 37°C. A fluorescéncia celular foi determinada
usando o citometro de fluxo BD FACS Canto II (BD Biosciences, EUA) e os resultados

foram apresentados como porcentagem de células com alta fluorescéncia de TMRE.
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3.2.1.6 Avaliagao do ciclo celular por citometria de fluxo

O efeito do alcaloide B-carbolinico harmina sobre o ciclo celular de MCF-7 foi
analisado por citometria de fluxo usando um kit de solugdo de iodeto de propidio (IP, 50
ng/mL) e ribonuclease A (RNAse, 0,2 mg/mL). As células foram plaqueadas (2x10°/pogo) em
placas de seis pocos. ApoOs atingirem a confluéncia, as células foram sincronizadas com
nocodazol (30 ng/mL) por 14h e, em seguida, tratadas com harmina (27,88 uM) por 72h.
Posteriormente, as células foram fixadas durante a noite com etanol (70%) a -20 ° C, lavadas
com PBS contendo 2% de albumina e incubadas com a solu¢do de iodeto de propidio/RNAse
por 15 min em temperatura ambiente. A seguir, as cé¢lulas foram avaliadas usando o citdmetro
de fluxo BD FACS Canto II (BD Biosciences, EUA) e classificadas em cada fase do ciclo
celular, de acordo com o contetido do DNA. Os dados foram processados usando o Flowing

Software 2.5.0 (Finlandia).

3.2.1.7 Avalia¢do da interagdo do alcaloide p-carbolinico harmina com o DNA de

timo de vitelo (CT-DNA)

O monitoramento da interacdo de harmina com o CT-DNA foi avaliada por meio da
titulagdo espectrofotométrica de varredura UV-Visivel (NAVARRO et al. 2003). No qual,
concentragdes crescentes de harmina (0 - 250 uM) foram tituladas sobre uma concentragao
fixa de CT-DNA (150 uM). As solugdes foram previamente preparadas em tampao HEPES
(10 mM, pH = 7,0). Os espectros das amostras foram obtidos no espectrofotometro Hitachi U-
2910®; e a varredura UV- Visible foi realizada de 200 a 800 nm. Foram determinadas as
alteracdes na absorvancia de CT-DNA, apds a incubacdo com harmina, bem como o
deslocamento do comprimento de onda de absor¢cao maxima.

A fim de determinar a potencial intercalacdo de harmine entre as bases de DNA, foi
realizado o ensaio de intercalagdo empregando o agente intercalante iodeto de propidio (IP),
de acordo com Silveira e colaboradores (2011). Ensaios preliminares foram realizados a fim
de obter-se uma curva de saturagdo, no qual o CT-DNA (150 uM) foi saturado com iodeto de
propidio (300 uM). Em seguida, concentragdes crescentes de harmina (0 - 250 uM) foram
incubadas com concentracdes fixas de CT-DNA (150 uM) e iodeto de propidio (300 uM) por
10 minutos em temperatura ambiente. A doxorrubicina, um antitumoral padrao intercalante de

DNA, foi utilizada como controle positivo. As solucdes foram preparadas em tampao fosfato
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50 mM contendo 0,1M de NaCl (pH = 7,4). O SpectraMax Paradigma® Multileader foi usado
para medir a variagdo da fluorescéncia das amostras. Foram utilizados comprimentos de onda
de excitacao e emissao de 492 nm e 620 nm, respectivamente.

O ensaio de dicroismo circular (DC) foi realizado como descrito por Bertoldo e
colaboradores (2011). Os espectros de dicroismo circular foram mensurados no
espectropolarimetro JASCO-810 (JASCO, Easton, MD). Uma concentragdo fixa de CT-DNA
(150 uM), preparada no tampao fosfato (50 mM) contendo 0,1M de NaCl (pH = 7.,4), foi
titulada com concentragdes crescentes de harmina, alcancando uma razdo molar de
DNA/harmina de 0,04, 0,05 e 0,07. Todos os espectros de dicroismo circular foram
adquiridos nos intervalos de 220 a 350 nm e os dados finais foram expressos em millidegrees

(mdegs).

3.2.1.8 Estudo in silico: Simulagdo de ancoragem molecular e dindmica molecular

A sequéncia da estrutura modelo de B-DNA d (CGTGAATTCACG) (PDB ID1G3X)
foi obtida a partir da base de dados de acesso livre Protein Data Bank (PDB) (MALININA et
al., 2002). O ligante-harmina (INE), salvo como arquivo (.mol2), veio do banco de dados

ZINC (http://zinc.docking.org/substance/18847046). Apos a remocao do ligante co-

precipitado original e de moléculas de dguas, a ligante harmina (INE) foi minimizado com o
software UCSF Chimera 1.13 (PETTERSEN et al., 2004), usando o campo de forca
AMBER99bscl (HORNAK et al.,, 2006). A ferramenta ACPYPE, baseada em Python
(SOUSA DA SILVA, VRANKEN, 2012), foi utilizada como Antechamber para gerar a
topologia da ligante harmina (INE) que seria utilizada posteriormente nas simulagdes de
ancoragem e dindmica molecular (WANG et al.,, 2006). As simulacdes de ancoragem
molecular foram realizadas utilizando o software AutoDock MGLTools 1.5.6rc3, do qual foi
gerado o complexo DNA-INE, salvo como arquivo (. pdbqt) (FORLI et al., 2016). As
geometrias e as energias de afinidade de ligacdo foram calculadas através do algoritmo
AutoDock Vina 1.2.2, usando os parametros padrdo (TROTT, OLSON, 2010). As ligacdes de
hidrogénio e/ou as interagdes hidrofobicas previstas entre os nucleotideos de DNA e o ligante
harmina (INE) foram visualizadas com o software livie PyMOL 1.8.7.0 para o Python 3.6
(SCHRODINGER, 2015) e com o software LigPlot+ 2.1 (LASKOWSKI, SWINDELLS,
2011). No entanto, para as simula¢des de dindmica molecular foi usada apenas a pose do

ligante (. Pdbqt) que possuia a menor energia de afinidade de ligacdo e RMSD (root-mean-
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square deviation). O Avogadro (HANWELL et al., 2012), um editor e visualizador de
moléculas, foi utilizado para converter esse arquivo no formato .pdb, antes das simulagdes de
dinamica molecular com o GROMACS versao 2018.4 (VAN DER SPOEL et al., 2005;
ABRAHAM et al., 2018) usando o campo de forca AMBER99bscl (HORNAK et al., 2006).
As simulagdes de dindmica molecular foram realizadas dentro de caixas de simula¢do com
formato octaedro; e o modelo de agua TIP3P (Potencial Intermolecular Transferivel com 3
pontos) foi aplicado para solvatar e neutralizar o sistema com dois ions sodio (Na')
(JORGENSEN et al., 1983). Previamente, o sistema de simulacdo de dinamica molecular foi
estabilizado efetuando corridas para minimizagdo de energia e equilibrio de solvente,
mantendo desta forma o espaco da grade (caixa) sob as condi¢gdes dos conjuntos candnicos
NVP e conjuntos isotérmicos isobaricos NPT (T = 37 °C; P = 1 bar). Todas as simulacdes
usaram o mesmo intervalo de tempo de 10 picossegundo (ps). Nota-se que, as posigcdes
restritas dos atomos pesados de DNA ficaram acessiveis ao solvente, sem que isto perturbar-

se a estrutura complexa desta macromolécula.

3.2.1.9 Calculos de energia MM-PBSA

Os calculos da area de superficie de Poisson — Boltzmann de mecanica molecular
(MM-PBSA) realizados apds as simulacdes de dindmica molecular mostraram algumas
flutuagdes conformacionais e contribui¢des de energia residual para a energia de ligacdo livre
(KUMARI, KUMAR, 2014). O método de MM-PBSA calculou as energias e trajetorias
relacionadas a formacao do complexo de DNA com a ligante harmina (INE). Este método
usando os parametros padrao e solvente explicito, também permite o célculo de potenciais ndo
ligados tais como interagdes de Van Der Waals e interagdes eletrostaticas. Os resultados
foram visualizados com Visual Molecular Dynamics (VMD) (HSIN et al., 2008) para
LINUXAMD®64, versao 1.9.4a12 (2017). Os calculos das trajetorias usaram Verlet através da
pesquisa de vizinhos de dindmica molecular e do esquema de corte vdW (VERLET, 1967).
Nota-se que, o programa "readHBmap.py" (Python 2) mostrou frames com ligagdes de
hidrogénio. Além disso, os graficos de ocupacao de ligagdes de hidrogénio mostraram frames
(1 frames = 2 ps) em que esta interacdo contribuiu para a estabilidade do complexo
macromolécula-ligante (LEMKUL; ALLEN; BEVAN, 2010). Por fim, os frames

selecionados foram visualizados utilizando os softwares Quimera e LigPlot+ 2.1; e as
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principais interagdes intermoleculares entre o DNA e o ligante-harmina (INE) foram

avaliadas.

3.2.1.10 Ensaio do cometa - Fragmentagdo do DNA das células MCF-7

O efeito do alcaloide B-carbolinico harmina sobre o DNA das células MCF-7 foi
avaliada pelo ensaio de cometa, de acordo com Singh e colaboradores (1988). As células
MCEF-7 foram plaqueadas (2,5x10*poco) em placas de 24 pocos. Apéds atingirem a
confluéncia, as células foram tratadas com a harmina nas concentragdes de 27,88 uM e 46,47
uM por 72h. Posteriormente, as células foram ressuspensas em agarose de baixo ponto de
fusdo (0,75%), depositadas em ldminas histoldgicas pré-cobertas com agarose (1,5%) e
incubadas por 10 min a -8°C. As células foram lisadas por sete dias usando a solucdo de lise
(2,5 M NaCl; 10 mM Tris; 100 mM EDTA; 1% Triton X-100 ¢ 10% de DMSO; pH = 10,0) e
depois submetidas a eletroforese horizontal (25V e 300mA) em tampao alcalino (300 mM
NaOH; 1 mM EDTA; pH = 13,0) por 20 min a 8§ °C. Em seguida, as laminas foram
neutralizados e fixados com as respectivas solugdes; solu¢ao neutralizante (0,4M Tris HCI;
pH = 7,5) e solucdo de fixagdo (15% TCA; 5% ZnSOy; 5% glicerol). Esses procedimentos
foram intercalados com lavagem com &agua. Apds secagem em temperatura ambiente, as
laminas foram coradas (0,1% NH4NOs, 0,1% AgNOs3, 0,25% de acido tungstossilico, 0,15%
de formaldeido, 5% Na,COs;, v/v), lavadas com acido acético (0,01%) e visualizadas no
microscopio Olympus, modelo BX41 (Japdo). Os cometas foram classificados de acordo com
Ross e colaboradores (1995), em que a pontuagdo zero (0) representa os nucleos nao

danificados e uma pontuacdo de quatro (4) representa nucleos danificados a0 maximo.

3.2.1.11 Ensaios de Imunodetec¢do

As células MCF7 foram tratadas com a harmina (27,88 M) por 48h e depois lavadas
com PBS e lisadas em tampao RIPA (50 mM Tris-HCI, pH = 7,4; 150 mM NaCl; 1% do
surfactante  NP40; 0,25% do detergente desoxicolato de so6dio; 1 mM fluoreto de
fenilmetilsulfonil) suplementado com o coquetel de inibidores de protease (1%) e inibidores
de fosfatase (3%). As proteinas foram desnaturadas em tampao Laemmli (60mM Tris-HCI,
pH = 6,8; 2% de dodecilsulfato de soédio (SDS); 10% glicerol; 5% [-merca mercaptoetanol;

0,01% de azul de bromofenol). Posteriormente, 25 pg de proteina desnaturada foram
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submetidos a eletroforese em gel de dodecilsulfato de s6dio (SDS) de poliacrilamida (SDS -
PAGE), seguida por eletrotransferéncia para membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF)
(LAEMMLI, 1970). Ap6s o bloqueio e a lavagem, as membranas foram incubadas com os
anticorpos primarios durante a noite a - 8 © C (anticorpos policlonais de coelho criados contra
fosfo-Rb (1:1000, v/v), CDK2 (1:1000, v/v), Ciclina A (1:1000, v/v), Ciclina B1 (1:1000, v/v)
e PARP1 (1:1000, v/v); e anticorpos monoclonais de camundongo criados contra Bax (1:200,
v/v), Bel-xL (1:200, v/v) e p53 (1:200, v/v)). Por fim, as membranas foram lavadas e
incubadas com anticorpos secundarios por pelo menos 1h. O anticorpo policlonal de cabra
anti-IgG de coelho (1:5000, v/v) e o anticorpo policlonal de cabra anti-IgG de camundongo
(1:3000, v/v) sdao ambos conjugados com peroxidase. Um kit de deteccdo de
quimioluminescéncia para anticorpos acoplados a HRP foi utilizado para imunodetecgdo. A
actina (1:1000, v/v) foi usada como controle de carga. As imagens adquiridas (ChemiDoc MP
System; Bio Rad, EUA), foram analisadas no programa Imagel] versdo 1.49 (National
Institute of Health, Bethesda, MD, EUA) e os valores obtidos para as amostras tratados com

harmina foram normalizados com a actina.

3.2.1.12 Atividade antitumoral in vivo do alcaloide f-carbolinico harmina

A atividade antitumoral in vivo da harmina foi avaliada usando camundongos
Balb/com machos (20 + 2 g) mantidos em condi¢des controladas (12h ciclo claro-escuro, 22 +
2°C, 60% de umidade do ar), recebendo agua e comida ad libitum. Todos os procedimentos
com animais foram realizados de acordo com os principios internacionalmente aceitos para
uso e cuidados com animais de laboratorio (publicacdo do NIH # 85-23, revisada em 1985).
O protocolo experimental recebeu aprovacdo do comité de ética da Universidade Federal de
Santa Catarina, Brasil (CEUA-PP00784).

Previamente, testes foram realizados com o intuito de selecionar a dose maxima
segura de harmina com a dilui¢do ideal e as doses de 10 e 20 mg/kg/dia foram escolhidas para
dar seguimento aos experimentos. Antes da inducdo do tumor (dia zero), todos os
camundongos foram pesados (g) e suas circunferéncias abdominais foram medidas (cm). Os
camundongos foram inoculados intraperitonealmente com células do TAE (5x10° células, 200
pL). Apos 24h, os camundongos foram divididos em quatro grupos (n = 12). O grupo controle
negativo foi tratado apenas com solug@o salina contendo 1% de DMSO. O grupo controle

positivo recebeu doxorrubicina (0,6 mg/kg/dia) (HOSSAIN et al.,, 2012). O grupo teste
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receberam harmina nas doses de 10 e 20 mg/kg/dia, respectivamente. Os tratamentos foram
administrados por via intraperitoneal (50 ul) durante nove dias consecutivos. Vinte e quatro
horas depois, todos os camundongos foram pesados e suas circunferéncias abdominais
medidas novamente. Utilizando a foérmula relatada por Felipe e colaboradores (2014), a
inibicdo (%) do crescimento tumoral foi calculada da seguinte forma:

Inibicdo do crescimento do tumor (%) = [ (variacdo na circunferéncia abdominal do
grupo tratado x 100) / variagdo na circunferéncia abdominal do grupo controle] - 100.

Por fim, os camundongos (n = 12) foram mantidos vivos ¢ monitorados diariamente
para avaliar a sobrevida (expectativa de vida), segundo Kaplan e Meier (1958).
Adicionalmente, usou-se o teste de Log-rank para avaliar comparativamente a distribui¢cdo da

sobrevida dos animais tratados com harmine, em compara¢do com o grupo controle negativo

(PETO, PETO, 1972).


https://en.wikipedia.org/wiki/Richard_Peto
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Figura 27. Estratégia experimental adotada para a investigacdo do potencial citotdxico,

antiproliferativo, pro-apoptético e antitumoral dos os alcaloides B-carbolinicos harmano e

harmina.
Alcaléides
¥ | p-carbolinicos | €
EMSAIOS CELULARES
[Farmano | 1
CITOTOMICIDADE « MTT
[MCERAMNN, 1583)
|
C E 50 = I 5
| | | ]
ENSAIQS ENSAIOS ESTUDOD ENSAIOS
in witro moleculares in silica in vive
TIVIDADE . I
A B
: INTERACAD COMDNA DOCAGEM MOLECULAR
Pﬁﬁ“"m'_ OTICA L DESPOLARIZACAD DE UALAISIVEL, [AUTODOCK VIMA)
FLUORESCENCIA —| MEMBRANA MTOCONDRIAL FLUCHRESCENCLA, DIMAMICA MOLECULAR
[MoGAHOMN A, 19595) {O°REILLY Et al., 2003) DICROISMOD CIRCLILAR [GROMALS)
[MAVARRO Et al. 2003;
ATIVIDADE SORRE SILVEIRA Et al. 2011;
O CICLO CELULAR memm_qin o0 DNA BERTOLDOEt al. 2011) ATIVIDADE ANTITUMORAL
CITOMETRIA EMSAICHCOMETA -} CRESCIMENTEO TUMORAL E SOBREVIDA
. .
{DE NEIRA, 2003) [SINGH Etal. 1563) [FELIPE Et al. 20104; KAPLAN AND MEIER, 1953)

IMUNOBLOT DE PROTEINAS WESTERN BLOT
{LAEMBALIL, 1970)

3.2.1.13 Analise estatistica

Todos os ensaios in vitro foram realizados em triplicata técnica, enquanto os
experimentos in vivo foram realizados em replicata bioldgica (n = 12; a = 0,05; Poténcia (1 -
B) = 0,90; t critico = 1,81; df (grau de liberdade) = 10; tamanho do efeito | p | = 0,67). O
software G*Power 3.1.9.4 foi usado para calcular o n amostral dos ensaios in vivo. Os
resultados foram apresentados como média + desvio padrao ou como porcentagem. Os dados
foram analisados pelo teste de analise de varidancia ANOVA one-way, complementado pelo
teste de Bonferroni ou teste de Log-rank, quando apropriado. As comparagdes foram
realizadas usando o software GraphPad Prism 6 (San Diego, EUA). Valores de p <0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.
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3.2.2 Resultados e discussao

3.2.2.1 Avaliagdo do efeito citotoxico e a seletividade dos alcaloides p-carbolinicos

harmano e harmina

Inicialmente, o efeito citotdéxico e o potencial seletivo de dois alcaloides B-
carbolinicos, harmano e harmina, foram avaliados contra trés linhagens de células tumorais
nomeadamente as células MCF-7, HeLa e HepG2; e contra uma linhagem de células normais
(McCoy). Os valores obtidos para a CEsy (metade da concentragdo efetiva maxima) e IS
(indice de seletividade) dos alcaloides B-carbolinicos em estudo e da doxorrubicina estdo

apresentados na tabela 5.

Tabela 5. Citotoxicidade e seletividade dos alcaloides B-carbolinicos harmano e harmina
contra as células MCF-7, HeLa, HepG2 e McCoy apo6s 48h e 72h de tratamento (0,1 a 1000

uM), avaliada pelo ensaio de MTT e realizada em triplicata.

MCF-7 HeLa HepG2 McCoy
CEs IS CEs IS CEs IS CEs
48h 72h 72h 48h 72h 72h 48h 72h 72h  72h
Harmano 203,6 78,19 3,23 138,7 51,04 4,95 - 158,70 1,59 252,60
Harmina 117,8 46,47 4,44 1303 75,10 2,75 - 82,03 2,51 206,17
Doxorrubicina - 0,025 7,2 -— 0,18 1,0 -- - -— 0,18

Os dados representam as medias de trés experimentos independentes. Os valores de CE s, foram obtidos usando o
Software GraphPad Prism 6.0 (San Diego, EUA). CEs,. Metade da concentragao efetiva maxima; IS: indice de

seletividade.

Observando os resultados, ¢ possivel verificar-se que ambos os alcaloides [-
carbolinicos apresentaram um efeito citotoxico dependente de tempo e da dose. Entretanto, o
tempo de exposicdo de 72h foi onde se obteve os melhores valores de CEsy. No qual, o
harmano apresentou valores de CEsyde 78,19 uM, 51,04 uM e 158,70 uM para células MCF-
7, HeLa e HepG2, respectivamente. Enquanto que, a CEs para a harmina foi de 46,47 uM,
75,10 uM e 82,03 uM, respectivamente. O quimioterapico doxorrubicina, utilizado como
controle positivo, mostrou alta citotoxicidade contra as células MCF-7 (0,025 uM), HeLa

(0,18 uM) e HepG2 (0,59 uM).
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Alguns estudos relataram resultados semelhantes, nos quais ambos os alcaloides -
carbolinicos, harmano e harmina, induziram citotoxicidade e inibiram o crescimento de
diferentes linhagens de células tumorais de maneira dependente de tempo e da dose (Liu et al.,
2016; Zhang et al., 2016). Nota-se que no presente estudo, os efeitos citotoxicos apresentados
por harmano e harmina sobre as células MCF-7 e HepG2 foram muito semelhantes. No qual,
a harmina demonstrou ter um efeito citotoxico (2x) mais eficaz que o do harmano. Contudo,
um efeito oposto foi observado nas células HeLa.

Este perfil de citotoxicidade apresentado por ambos os alcaloides pode ser explicado
pela presenca de genes importantes, com ou sem mutacdes, presentes nestas células. De

acordo com o banco de dados COSMIC (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic), as células

tumorais MCF-7 e HepG2 conservaram alguns genes relacionados ao reparo do DNA e a
progressao do ciclo celular sem mutagdes, tais como o gene ERCC2 (codifica o fator de
reparo do DNA IIH - TFIIH), o gene ERG (codifica o regulador transcricional ERG) e o gene
FANCC (codifica Proteina do grupo C da anemia de Fanconi - Proteina FACC). No entanto,
estas células apresentam mutacdes nos genes PIK3CA (codifica a subunidade alfa da cinase
PI3K), TP53 (codifica o supressor de tumor p53), CDKN2A (codifica o inibidor da cinase
dependente de ciclina 2A ou pl16-INK4) e ATM (codifica a ataxia telangiectasia mutada -
ATM). Assim sendo, com excecao das células HeLa, as células tumorais MCF-7 ¢ HepG2
exibem similaridade genética. Isto sugere que, a resposta das células MCF-7 e HepG2,
quando expostas a harmano e harmina, poderia ser muito semelhante, explicando desta forma
o perfil de citotoxicidade apresentado por estes dois alcaloides B-carbolinicos.

De acordo com Badisa e colaboradores (2009), o indice de seletividade (IS)
demonstra o potencial de um composto preferencialmente atingir linhagens de células
tumorais, em vez de linhagens de células normais. Portanto, quanto maior o valor de IS, mais
seletivo € o composto. Além disso, um valor de IS superior a dois indica baixa toxicidade para
c¢lulas normais e alta toxicidade para as linhagens de células tumorais.

Em rela¢do ao potencial seletivo dos compostos em estudo, a harmina demonstrou
ser mais seletivo que o harmano (Tabela 5). Visto que, a harmine demonstrou seletividade
para todas as linhagens de células tumorais testadas no presente estudo, enquanto que, o
harmano foi seletivo apenas para as células tumorais MCF-7 e HeLa. A doxorrubicina foi
seletiva apenas para as células MCF-7.

E importante salientar que, a harmina apresentou a maior seletividade para as células

MCF-7, no qual apresentou um indice de seletividade (IS) de 4,44. Assim, o valor de IS foi


https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic
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utilizado como o principal critério de escolha para dar seguimento ao nosso estudo apenas
com o alcaloide B-carbolinico harmina e a linhagem de células tumorais MCF-7.

As andlises realizadas posteriormente tiveram como objetivo elucidar melhor os
efeitos citotoxicos da harmine contra as células MCF-7, buscando possiveis mecanismos de

acao responsaveis por estes efeitos.

3.2.2.2 Avaliagdo da atividade pro-apoptotica do alcaloide p-carbolinico harmina

nas células MCF-7 e analise dos mecanismos de agdo responsaveis por esta atividade

As células MCF-7 foram tratadas com a harmina nas concentragdes de 27,88 uM
(CE3p) € 46,47 uM (CEsp) por 72h. Em seguida, o tipo de morte celular foi avaliado através do
método de coloracdo com o iodeto de propidio e laranja de acridina, ambos agentes
intercaladores de DNA. Os resultados apresentados na figura 28 demonstram que, a harmina
foi capaz de induzir significativamente a morte celular nas células MCF-7 de maneira
dependente da dose.

Ambas as concentracdes utilizadas de harmina (27,88 uM e 46,47 uM) aumentaram
significativamente o nimero de células apoptoticas. No entanto, apenas a concentragdo de
46,47 uM de harmina causou aumento do nimero de células necroticas (8,67 = 3,47%),
quando comparado com o controle negativo (1,81 = 0,70%). Além disso, a harmina na
concentragdo de 46,47 uM diminuiu o nimero de células vidveis em aproximadamente
32,88%, enquanto, aumentava o numero de células apoptoticas (82,28%) e necroticas
(79,14%), em comparacdo com o controle negativo. Portanto, levando em considera¢do os
dados apresentados, nota-se que, a harmina induziu preferencialmente a morte celular por

apoptose em células MCF-7.
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Figura 28. Morfologia das células MCF-7 e o tipo de morte celular induzida pela harmina
(27,88 uM e 46,47 uM, 72h), avaliado pelo método de coloracdo com iodeto de propidio e

acridina laranja e visualizado por microscopia de fluorescéncia (Aumento de 400x).
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As manchas vermelhas, laranja e verdes denotam células necrdticas, apoptoticas e viaveis, respectivamente. Os
resultados sdao expressos como a média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. Os dados foram
analisados pela andlise de varidncia one-way ANOVA e teste de Bonferroni. (*) e (**) denotam diferencas
estatisticas em comparagdo com dados de controle negativos, quando p <0,05 e p <0,01, respectivamente. (°)

denota diferenga estatistica comparando a concentragdo de 27,88 uM a 46,47 uM de harmina, quando p <0,05.

O potencial da membrana mitocondrial (A¥Ym), que € estabelecido pelas bombas de
protons da cadeia de transporte de elétrons, € crucial para a fungdo mitochondrial. A perda do
A¥m pode diminuir a geragio de ATP e a captagdo de calcio (Ca®"). Além disso, a perda do
A¥Ym pode desencadear a morte celular por apoptose por estar relacionado com a ativagao
transitoria do poro de transi¢do da permeabilidade mitochondrial, pelo qual diversas proteinas
pro-apoptdticas sao liberadas do mitocondria para o citoplasma incluindo o citocromo c € a
Bax (DUCHEN, 1999; TAN et al., 2009; NAKAGAWA et al.,, 2010). Neste contexto, a
despolarizagao da membrana mitocondrial de células MCF-7 tratadas com harmina (27,88 uM
e 46,47 uM, 48h) foi avaliada utilizado um corante cationico lipofilico fluorescente (TMRE).

A harmina foi capaz de diminuir o potencial da membrana mitocondrial (A¥'m) nas

células MCF-7 de maneira dependente da dose (Figura 29).
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Figura 29. Efeitos da harmina (27,88 uM e 46,47 uM, 48h) no potencial da membrana
mitocondrial (A¥m) das células MCF-7.
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Os resultados sdo expressos como a média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. Os dados foram
analisados pela analise de variancia one-way ANOVA e teste de Bonferroni. (*) e (*¥**) denotam diferencas
estatisticas em comparagdo com dados de controle negativos, quando p <0,05 e p <0,001, respectivamente. (*?)

denota diferenga estatistica comparando a concentragdo de 27,88 uM a 46,47 uM de harmina, quando p <0,01.

As células MCF-7, quando expostas as concentragdes de 27,88 uM e 46,47 uM de
harmina, obtiveram um A¥m de 79,65 £+ 1,85 e 72,26 + 2,41%, respectivamente. Enquanto
que, o controle negativo, tratado apenas com o meio de cultura contendo 1% de DMSO,
obteve um A¥Wm de 85,45 + 3,08%. Assim, harmina na concentragdo de 46,47 uM foi capaz
de diminuir o AWYm das células MCF-7 em 15,43%, quando comparado com o controle
negativo.

Assim sendo, os resultados de despolarizacdo da membrana mitocondrial estdo em
concordancia com os resultados obtidos pelo ensaio do tipo de morte celular (Figura 28). Isto
sugere que, a harmina causou uma disfun¢do mitocondrial, acompanhada pela perda do
potencial da membrana mitocondrial e induziu a apoptose em células MCF-7.

As proteinas da familia Bcl-2 sdo proteinas-chave reguladores de apoptose via
mitocondrial. No qual, as proteinas antiapoptdticas como Bel-2 e Bel-xL previnem a apoptose
e as proteinas pro-apoptoticas como Bax e Bak promovem a apoptose (BROWN, 1997).
Neste sentido, o efeito modulador da harmina (27,88 uM, 48h) sobre as proteinas pré e
antiapoptoticas em células MCF-7 foi avaliado por imunoeletroforese.

Os resultados obtidos (Figura 30A/B) demonstram que a harmina aumentou a
expressdo da proteina pro-apoptotica Bax, enquanto que, diminuia a expressdo da proteina
antiapoptotica Bcl-xL. Consequentemente, a harmina aumentou significativamente a razao

Bax/Bcl-xL, o que sugere que a harmina induziu a morte celular por apoptose pela via
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mitocondrial nas células MCF-7. Estes dados confirmam os resultados anteriores sobre o tipo
de morte celular (Figura 28) e a despolarizagao mitocondrial (Figura 29).

No entanto, a harmina induziu a apoptose independentemente da proteina p53
(Figura 30A/C). Luo e colaboradores (2008) obtiveram resultados semelhantes em uma
linhagem de células de cancer de célon (HCT116) tratadas com o composto antitumoral
metoxi-1-estiril-9H-pirido-[3,4-b]—indole (JKA97), um analogo da harmina. Neste caso, o
composto em estudo também induziu a morte celular por apoptose de maneira dependente de

Bax e independente de p53.

Figura 30. Efeito modulador da harmina (27,88 uM, 48h) sobre as proteinas pro e

antiapoptoticas nas células MCF-7.
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Nota: (A, B e C) Imagem da eletroforese e dados quantitativos de proteinas que modulam a apoptose (Bcl-xL,
Bax e p53) em células MCF-7 tratadas com harmina (27,88 uM, 48h). Os resultados sdo expressos como a média
+ desvio padrio de trés experimentos independentes. Os dados foram analisados pela analise de varidncia one-

way ANOVA e teste de Bonferroni. (***) denota diferenga estatistica em comparagdo com dados de controle

negativos, quando p <0,001.



130

3.2.2.3 Efeito do alcaloide [-carbolinico harmina sobre o ciclo celular das células

MCF-7

O efeito de harmina (27,88 uM, 72h) sobre o ciclo celular de MCF-7 foi analisado
por citometria de fluxo com o objetivo de classificar as células de acordo com a fase do ciclo
celular, com base no seu contetido de DNA.

Segundo Bai, Li e Zhang, (2017), estimulos mitogénicos desencadeiam uma cascata
de eventos que levam a progressao do ciclo celular e consequentemente a divisao celular.
Sendo que, a fase G1 ¢ a primeira etapa da progressao do ciclo celular. Nesta fase as células
ndo possuem o DNA duplicado. No entanto, as células na fase S sintetizam o DNA e as
células na fase G2 apresentam o seu DNA duplicado e estdo sendo preparadas para entrar na
fase M (mitose), na qual as células sofrem a divisdo celular. Normalmente, os detritos e
células mortas aparecem na fase Sub-Gl1.

Os dados apresentados nas figuras 31A e 31B demonstram que, a harmina foi capaz
de induzir alteragdes no ciclo celular das células MCF-7. As células tratadas com harmina
(27,88 uM) por 72h apresentaram 67,70 = 0,85% de células na fase G1, 3,53 + 0,58% de
células na fase S e 26,12 + 0,38% de células na fase G2/M. Enquanto que, as células do
controle negativo apresentaram 65,5 + 0,96% de células na fase G1, 13,41 = 1,03% de células
na fase S € 21,01 = 1,59% de células na fase G2/M.

Nota-se que, a harmina teve a capacidade de promover uma diminui¢ao significativa
(73,68%) no numero de células na fase S, enquanto que, aumentava significativamente
(19,56%) o numero de células na fase G2/M, quando comparado com o controle negativo.
Contudo, as células presentes na fase G1 ndo apresentaram diferenca estatistica em relagdo as
células ndo tratadas. Desta forma, estes resultados sugerem que a harmina induziu um
bloqueio do ciclo celular na fase G2/M nas células MCF-7, o que indica o seu efeito
antiproliferativo.

Além disso, apoOs o tratamento com harmina observou-se um aumento de células na
fase sub-G1 (2,67 = 0,11%), quando comparado com o controle negativo (0,08 + 0,08%). Isto
¢ um indicativo de morte celular por apoptose, o que confirma o resultado anterior sobre o
tipo de morte celular induzido pela harmina (Figura 28).

A capacidade da harmina em causar a parada do ciclo celular na fase G2/M pode ser
um indicativo de seu efeito inibitorio sobre as proteinas que regulam o ciclo celular. Sabe-se

que, cada fase do ciclo celular ¢ fortemente regulada pelas cinases dependentes de ciclina
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(CDKs) e seus parceiros reguladores, as ciclinas, que sdo expressas de maneira periddica. As
CDKs, quando ativadas pelas ciclinas, fosforilam varios substratos-chave que promovem a
progressao do ciclo celular (BAI, LI, ZHANG, 2017).

Neste sentido, o efeito modulador da harmina (27,88 uM, 48h) sobre as proteinas Rb,
CDK2, ciclina A e ciclina B1 foram avaliadas por imunoeletroforese.

Observando os resultados apresentados nas figuras 31C e 31D, ¢ possivel verificar-se
que a harmina inibiu totalmente a fosforilagdo da proteina Rb. Além disso, o tratamento com
harmina causou uma diminuig¢do significativa nas proteinas do ciclo celular, CDK2, ciclina A
e ciclina Bl (Figura 31C/E/F e 31G). Estes dados confirmam os resultados referentes a
reducdo significativa de células presentes na fase S e a parada do ciclo celular na fase G2/M

(Figura 31A/B).



132

Figura 31. Avalia¢do do efeito de harmina sobre o ciclo celular de MCF-7 e modulagdo da

expressao de proteinas reguladoras do ciclo celular (pRb, CDK2, ciclina A e ciclina B1).
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Nota: Onde (A) Histograma e (B) Porcentagens de células MCF-7 em cada fase do ciclo celular (Sub-G1, G1, S
e G2 /M). As células foram tratadas com harmina (27,88 uM, 72h) e analisadas por citometria de fluxo. (C, D, E
e F) Imagem da eletroforese e dados quantitativos de proteinas reguladoras do ciclo celular (pRb, CDK2, ciclina
A e ciclina B1) em células MCF-7 tratadas com harmina (27,88 uM, 48h). Sub-G1: Detritos e células mortas;

G1: células que ndo apresentam duplicacdo de DNA; S: células com contetido intermedidrio de DNA; G2/M:
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células com DNA duplicado. Os resultados sdo expressos como a média + desvio padrio de trés experimentos
independentes. Os dados foram analisados pela analise de variancia one-way ANOVA e teste de Bonferroni. (**)
e (***) denotam diferengas estatisticas em relagdo ao controle negativo, quando p <0,01 e p <0,001,

respectivamente.

Nota-se que, a capacidade de harmina de inibir totalmente a fosforilagdo da proteina
Rb, sugere que esta proteina estaria totalmente ativa; e que, por sua vez, estaria inibindo a
acao dos fatores de transcri¢ao da familia E2F, culminando dessa forma na diminuicdo da
expressdo de varias proteinas reguladoras do ciclo celular, o que demonstra a funcao
antiproliferativa da proteina Rb. Este resultado estd em concordancia com o resultado
referente a diminui¢do da expressdo das proteinas CDK2, ciclina A e ciclina Bl (Figura
31C/E/F e 31QG).

Além disso, ¢ importante ressaltar que a harmina foi capaz de provocar uma intensa
inibi¢do da fase S (73,68%) nas células MCF-7. Este efeito inibitorio da fase S provavelmente
vem do efeito sinérgico da fun¢do antiproliferativa da proteina Rb, que diminuiu a expressao
de CDK2; juntamente com o fato de que a harmina seja um inibidor ATP-competitivo de
CDKs. Visto que, segundo Song e colaboradores (2004), a harmina ¢ um inibidor ATP-
competitivo especifico das proteinas CDK1, CDK2 e CDKS.

Estudo realizado por Hilgendorf e colaboradores (2013) relataram outras funcdes
para a proteina Rb, além da sua funcdo canonica de proteina supressora tumoral com atividade
antiproliferativa. Segundo estes autores, a proteina Rb pode promover a apoptose em resposta
a danos induzidos ao DNA de células tumorais altamente proliferativas por meio da co-
ativacgdo transcricional de genes que codificam proteinas pro-apoptoticas, como a caspase 7 €
p73. Adicionalmente, a proteina Rb também pode se ligar diretamente na proteina pro-
apoptdtica Bax, ativando-a. Estes dados indicam que tanto as fungdes pro-apoptoticas
mitocondriais quanto a funcdo transcricional da proteina Rb ocorrem independentemente da
proteina p53. Sendo assim, estes dados estdo em concordancia com os resultados do tipo de

morte celular induzido pela harmina (Figura 28 e Figura 30).

3.2.2.4 Interagdo do alcaloide p-carbolinico harmina com o DNA

Os danos induzidos ao DNA, dependendo da sua gravidade, podem fazer com que os

mecanismos moleculares basicos de resposta contra o dano alternem entre a parada do ciclo

celular (dando tempo para a célula tentar reparar a lesio do DNA) e a indugdo de programas
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de morte, tais como a apoptose e necrose (SUROVA, ZHIVOTOVSKY, 2013). Por
conseguinte, o DNA ¢ um importante alvo molecular de muitos agentes antitumorais
(HURLEY, 2002).

Com o intuito de alcancar uma maior compreensao da ligacdo de harmina ao DNA, a
interagdo DNA-harmina foi investigada por espectroscopia UV-Visivel, espectroscopia de
fluorescéncia e dicroismo circular, seguida pelas simulacdes de ancoragem e dinamica
molecular e o ensaio de cometa.

Primeiramente, a interagdo entre a harmina e o CT-DNA foi analisada por meio da
titulacdo espectrofotométrica de varredura UV-Visivel. No qual, a harmina causou um efeito
hipocrémico e batocromico (Figura 32), o que sugere que este alcaloide se ligou ao CT-DNA
por intercalagao.

Segundo Villanueva e colaboradores (2018), os efeitos hipocrdmicos e batocrdmicos
observados nos maximos da absorbancia UV-Visivel sdo evidéncias de interacdes de
empilhamento entre sistemas aromaticos conjugados que se intercalam entre os pares de bases
do DNA. A estrutura quimica da harmina ¢ constituida por um anel de piridina fundido a um
anel indodlico (PAGANO et al., 2017). Sendo assim, a geometria molecular da harmina

(pequena, planar e triciclica) pode ter facilitado a sua ligagdo ao DNA por intercalagao.

Figura 32. Efeito de harmina sobre o DNA de timo de vitelo (CT-DNA, 150 uM) avaliado

por espectroscopia UV-Visivel.
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Nota: Onde DNA: CT-DNA (DNA de timo de vitelo); Harmina: CT-DNA + Harmina.

Com o proposito de confirmar que a harmina interagiu e intercalou-se entre os pares
de bases do DNA, foram realizadas titulagdes espectrofotométricas usando o agente
intercalante de DNA, iodeto de propidio (IP). Quando intercalado ao DNA o iodeto de

propidio emite fluorescéncia. Substancias capazes de intercalarem no DNA podem competir
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com o iodeto de propidio intercalado, deslocando o mesmo e, como consequéncia hd uma
redu¢do na quantidade de iodeto de propidio ligado ao DNA, resultando na diminui¢do da
intensidade de fluorescéncia deste agente intercalante (SREEDHARA, COWAN, 2001).

A figura 33 demonstra que concentragdes crescentes de harmina levaram a uma
diminui¢ao da fluorescéncia do iodeto de propidio, o que sugere que a harmina intercalou-se

entre os pares de bases do DNA, deslocando o iodeto de propidio ligado a macromolécula.

Figura 33. Efeito de harmina sobre o DNA de timo de vitelo (CT-DNA, 150 uM) avaliado

por espectroscopia de fluorescéncia.
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Nota: Onde UA: unidades arbitrarias; IP: CT-DNA + lodeto de propidio; Doxo: CT-DNA + Doxorrubicina,
Harmina: CT-DNA + Harmina.

A fim de obter mais informagdes sobre as alteragdes conformacionais que ocorrem
no DNA apo6s a ligagdo da harmina, foi realizado o ensaio de dicroismo circular (DC). O
espectro tipico de dicroismo circular de DNA em sua forma B (B-DNA) apresenta uma banda
positiva com um maximo em 275 nm, devido ao empilhamento de bases, e uma banda
negativa com um minimo em 248 nm, devido a conformacdo helicoidal do DNA (FOX,
1977). Portanto, alteracdes na estrutura secundaria do B-DNA acarretam em alteracdes no
espectro de dicroismo circular (VILLANUEVA et al., 2018).

A harmina foi capaz de induzir alteragdes no espectro de dicroismo circular (Figura
34). Visto que, aumentou a intensidade tanto das bandas negativas como das bandas positivas
do CT-DNA. Assim, os resultados do espectro de dicroismo circular do complexo DNA-
harmina s3o consistentes com os dados de intercalagdo. Logo, estes resultados corroboram os
resultados anteriores de espectroscopia UV-Visivel (Figura 32) e espectroscopia de
fluorescéncia (Figura 33), sugerindo que o efeito citotoxico e antiproliferativo da harmina

esteja relacionado a sua intercalagdo no DNA.
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Figura 34. Efeito de harmina sobre o DNA de timo de vitelo (CT-DNA, 150 uM) avaliado

por espectroscopia de dicroismo circular.
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Nota: Onde DC: dicroismo circular; DNA: CT-DNA (DNA de timo de vitelo).

3.2.2.5 Resultados do estudo in silico

Para melhor elucidar as possiveis interagdes de harmina com sequéncia especificas
do DNA e reunir mais detalhes estruturais do complexo DNA-harmina foram realizados
simulagdes de ancoragem e dindmica molecular.

A simulagdo de ancoragem molecular foi realizada utilizando a versdao automatizada
do programa AutoDock denominada como AutoDock Vina disponibilizada por Trott e Olson
(2010). Enquanto que, as simulagdes de dinamica molecular foram realizadas utilizando o
GROMACS versao 2018.4 (VAN DER SPOEL et al., 2005; ABRAHAM et al., 2018).

A pose que apresentou a menor energia de afinidade de ligacdo (kcal/mol) predita
pelo AutoDock Vina (-7,6 kcal/mol; RMSD 0,00000) foi em seguida submetida as simulag¢des
de dindmica molecular (1 ns). No qual, foi demonstrado que a harmina pode intercalar entre
as porcdes hidrofobicas dos residuos de nucleotideos dt620 e dt619 da fita B do DNA (Figura
35A).

O frame correspondente ao intervalo de tempo de 10 ps demonstrou a presenca de
uma ligacdo de hidrogénio entre o atomo doador nitrogénio 14 (N14) de harmina que
compartilha o atomo hidrogénio 15 (H15) com o 4tomo aceptor oxigénio 4 (0O4’) do residuo
dt620 do DNA (2,007 A) (Figura 35A). Contudo, a taxa de ocupacio desta ligacio ¢ de
apenas 2,8%. A figura 35B (em baixo) demonstra a presenca de outras ligagdes de hidrogénio
entre a harmina e os nucleotideos dt619 e da606, possuindo taxas de ocupacdo de 0,4% e

0,2%, respectivamente.
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Apesar do valor baixo da taxa de ocupacao de ligagdo de hidrogénio, ainda assim ¢
possivel verificar que as variagdes no RMSD da harmina (Figura 35B, inser¢do) indicaram
uma estabilidade inicial do complexo DNA-harmina que foi brevemente mantida por ligagao
de hidrogénio.

A continuidade da estabilidade do complexo DNA-harmina, com varia¢cdes no
RMSD em torno de 5A, provavelmente tenha vindo das interagdes hidrofobicas estabelecidas
entre a harmina e os residuos de nucleotideos da605, da606, dt619 e dt620 do DNA (Pose 1),
inicialmente preditas pelo AutoDock Vina (Figura 36A), onde se obteve o maior valor de
contribuicdo de intera¢des hidrofobicas (11.78219). Estas mesmas intera¢des hidrofobicas

aparecem apos as simulagdes de dindmica molecular (Figura 35C).

Figura 35. Simulag¢des de dinamica molecular entre harmina e os nucleotideos de DNA (PDB

1G3X).

Energy (klmol)

Nota: Onde (A) Harmina intercalada (destacada em verde) entre as bases de DNA. Formou-se uma ligagdo de
hidrogénio entre harmina e a molécula de DNA (PDB 1G3X) através do nucleotideo (dt620). (B) A taxa de
ocupagdo das ligagdes de hidrogénio (cada frame = 2 ps) para cada nucleotideo reflete as variagoes de RMSD da
harmina. (C) As linhas vermelhas tracejadas representam as interagdes hidrofobicas e as linhas verdes tracejadas
representam uma ligacdo de hidrogénio formada entre harmina e o nucleotideo timina (dt620) do DNA. (D) Cada

nucleotideo de DNA (1-24) e o ligante (harmina) (25) tiveram contribui¢des especificas para a energia total. A
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imagem complexa inserida mostra a pontuagdo de cores relacionada as energias de contribuigdo de cada residuo,
no qual a menor contribuicdo vem da harmina (vermelho) ligada pelo atomo de hidrogénio ao nucleotideo timina

(dt620) do DNA (azul). da: adenina; dt: timina; INE: Harmina.

Figura 36. Predi¢des de interacdes entre harmina e os nucleotideos de DNA (PDB 1G3X),
usando o AutoDock Vina e o GROMACS.
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Nota: Onde (A) AutoDock Vina ¢ GROMACS (10 ps) previram as interagcdes entre harmina e a molécula de
DNA (PDB 1G3X). (B) AutoDock Vina previu a Pose 1 (pose com a menor energia de ligagcdo) do ligante
harmina que foi ancorado dentro da molécula de DNA. Nao ha formagdo de ligacdes de hidrogénio entre a
harmina e os nucleotideos DNA, apenas interagdes hidrofobicas. (C) Interagdes hidrofobicas e ligacdes de
hidrogénio formadas entre o ligante original 9-acridina-peptideo (acridina-tetra arginina; 9ac) e os nucleotideos
de DNA. RMSD: Distancia da raiz quadrada média entre a posi¢do de docagem e a configuragdo de ligagdo no

modelo cristalografico; da: adenina; dt: timina; INE: Harmina.

As simulacdes de dinamica molecular com 0 GROMACS consideram apenas as
ligagdes com distancias de até 3,5A como sendo ligacdes de hidrdgenio. Portanto, ligacdes
com distancias maiores que 3,5A correspondem a outros tipos de interacdes. Observando o

resultado da figura 37, nota-se uma predominancia de ligagdes com distancias superiores a
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3,5A, o que confirma o resultado da progressio de distancia da ligacdo de hidrogenio. Visto
que, a média da progressdo de distancia das ligacdes estabelecidas entre harmina e os

nucleotideos de DNA ¢ superior a 3,5A (Figura 38).

Figura 37. Numero de ligagcdes de hidrogénio formadas entre harmina e os nucleotideos de

DNA (PDB 1G3X).
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Nota: Onde INE: Harmina; 1G3X-INE: complexo DNA-harmina; ps: picosegundos.

Figura 38. Progressdo distancias de ligagdo de hidrogénio formada entre harmina e o

nucleotideo timina (dt620) do DNA (PDB 1G3X).
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Nota: Onde INE: Harmina; 1G3X(dt620)-INE: complexo DNA-harmina; ps: picosegundos.

Para ligagdes de hidrogenio, o valor de 150° para a distribui¢do do angulo de ligagdo
¢ considerada o ideal. Contudo, a média da distribuicdo do angulo das ligacdes entre harmina

e os nucleotideos do DNA foi de 49,4175° (Figura 39). Portanto, os resultados das figuras 37,
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38 ¢ 39 além de estarem em concordancia, confirmam o fato de que as ligagdes de hidrogenio

ndo sdao as principais ligagdes responsaveis por manter a harmina no interior da cavidade

hidrofébica do DNA.

Figura 39. Progressdo do angulo da ligacdo de hidrogénio formada entre harmina e o

nucleotideo timina (dt620) do DNA (PDB 1G3X) (angulo médio = 49,4175°).
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Nota: Onde INE: Harmina; 1G3X(dt620)-INE: complexo DNA-harmina; ps: picosegundos.

O método de MM-PBSA permite calcular algumas das energias de ligacdo do
complexo DNA-harmina. O potencial ndo ligado correspondente a energia de van der Waals
foi de -121,927 + 0,809 kJ/mol, enquanto que, a energia eletrostatica foi de 14,545 + 0,276
kJ/mol.

O valor da energia de ligagdo do complexo (-106,423 + 0,824 kJ/mol) corresponde a
energia de solvatacdo polar (14,545 + 0,276 kJ/mol) e energia de solvatacio ndo polar
relacionada a éarea de superficie acessivel por solvente (SASA) (-10,555 £ 0,059 kJ/mol) mais

a energia de mecanica molecular (Figura 40).
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Figura 40. Energia de ligagdo (AE) do complexo DNA-harmina, calculada pelo método
MM-PBSA.
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Nota: Onde Energia de ligacdo do complexo = energia de mecanica molecular + energia de solvatagdo polar +

energia de solvatag@o ndo polar. INE: Harmina; 1G3X-INE: complexo DNA-harmina; ps: picosegundos.

Além disso, o método de MM-PBSA calculou os potenciais ndo ligados que
contribuiram para a energia mecanica molecular total calculada no vacuo. No qual, a energia
de van der Waals representou a principal contribui¢do para a energia molecular do complexo
no vacuo (Figura 41). No interior do complexo DNA-harmina, o ligante-harmina apresentou o

menor valor de energia, o que contribuiu também para a energia total (Figura 35D).
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Figura 41. Calculos de potenciais ndo ligados (interagcdes de Van der Waals e interagdes

eletrostaticas) que contribuem para a Energia Mecanica Molecular total calculada no vacuo.
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Nota: Onde Linha azul: energia das interagdes de Van der Waals; Linha verde: energia das interagdes

eletrostaticas; Linha vermelha: energia mecanica molecular total calculada em vacuo.

Segundo Konig, Bruckner e Boresch (2013), a fim de conferir maior precisdo a uma
simulagdo de um processo bioldgico, como por exemplo a ocorréncia de interagcdes entre
pequenas moléculas ligantes e as biomoléculas, ¢ importante considerar o papel funcional do
solvente. A 4gua de solvatacdo tem um papel importante tanto na formacao de ligacdes entre a
molécula-ligante e a macromolecula-alvo (JANIN, 1999), bem como na seletividade destas
interagdes (PALOMER et al., 2000). O resultado apresentado na figura 35C demonstrou que
harmina também interagiu com moléculas de dgua de solvatacdo presentes no interior da
cavidade hidrofébica do DNA.

Além disso, o modelo de solvente TIP3P aplicado nas simulagdes com o
GROMACS, permitiu que o método de MM-PBSA calculasse 4 energia livre de solvatacdo
relacionada a SASA (AGsolv) do complexo DNA-harmina.

Ao longo de todo o ensaio de simulagdo de dinamica molecular, o AGsolv foi
mantido em torno de -44 kJ/mol (Figura 42), o que confirma que a energia necessaria para
mover o ligante harmina do solvente aquoso para o ambiente ndo polar (DNA) foi muito baixa

e isto favoreceu a ocorréncia de interagdes entre a harmina e o DNA.
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Figura 42. Energia livre de solvatacdo (AGsey) do complexo DNA-harmina relacionada ao

SASA, calculada com a MM-PBSA.
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Nota: Onde INE: Harmina; 1G3X(dt620)-INE: complexo DNA-harmina; AGgqy. energia livre de solvatagao;

ps: picosegundos.

Os resultados da ancoragem molecular seguida de dindmica molecular indicaram
que, as interacdes hidrofobicas, interacdes de Van der Waals ¢ interagdes da harmina com a
agua de solvatagdo contribuiram para a intercalagdo do ligante-harmina entre os pares de
bases do DNA, especificamente nas regides ricas em adenina e timina.

Desta forma, as simulacdes moleculares confirmaram os resultados referentes aos
efeitos hipocrdmicos e batocromicos da harmina no espectro UV-Visivel (Figura 32),
diminuicdo da fluorescéncia do agente intercalante iodeto de propidio (Figura 33) e as
alteragdes no espectro de dicroismo circular (Figura 34), demonstrando assim a natureza
complementar das técnicas espectroscopicas com as simula¢des moleculares utilizadas neste

presente estudo.

3.2.2.6 Efeito do alcaloide [-carbolinico harmina sobre o DNA das células MCF-7 e

analise dos mecanismos de reparo do DNA

A capacidade da harmina (27,88 uM e 46,47 uM, 72 h) de induzir danos ao DNA em
células MCF-7 foi avaliada através do ensaio do cometa. Observando os resultados obtidos, ¢
possivel verificar-se que a harmina teve a capacidade de causar danos significativos ao DNA

das células MCF-7 (Figura 43A), levando assim a fragmenta¢ao do mesmo.
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A harmina nas concentracdes de 27,88 uM e 46,47 uM causou um indice de dano ao
DNA de 140,62 + 28,66 e¢ 184,35 + 23,66, respectivamente. Enquanto que, o controle
negativo apenas apresentou um indice de dano ao DNA de 72,26 + 27,72.

Além disso, as concentragdes de 27,88 uM e 46,47 uM da harmina aumentaram os
danos no DNA das células MCF-7 em 94,60 e 155,12%, respectivamente, quando comparado
com o controle negativo. Estes resultados sugerem que a harmina foi capaz de intercalar-se
entre os pares de bases do DNA causando danos e consequentemente levando a fragmentacao
do DNA danificado. Sendo assim, estes resultados confirmam aqueles obtidos pelas técnicas
espectrofotométricas e simulagdes de ancoragem e dinamica molecular.

Sabe-se que, danos induzidos a estrutural do DNA desencadeia uma série de
mecanismos de reparo do DNA (CSEH et al.,, 2017). A proteina poli (ADP-ribose)
polimerase-1 (PARP1), um dos membros mais bem estudados da familia das polimerases poli
(ADP-ribose), ¢ superexpressa em uma variedade de células tumorais e a sua expressdo tem
sido associada ao mau progndstico de pacientes com cancer, principalmente em pacientes com
cancer de mama (ROJO et al. 2012). Neste sentido, a expressdo da proteina PARP1 nas
c¢lulas MCF-7 tratadas com harmina (27,88 uM, 48 h) foi avaliada por imunoeletroforese.

A harmina diminuiu significativamente a expressdo da proteina PARP1 (Figura
43B/C), quando comparado com o controle negativo. Isto sugere que além da harmina induzir
danos ao DNA, ela tem a capacidade de diminuir os mecanismos de reparo de DNA

dependente de PARP1.
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Figura 43. Avaliagdo do efeito da harmina sobre 0 DNA das células MCF-7 e analise dos

mecanismos de a¢ao responsaveis por este efeito.
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Nota: Onde (A) indice de dano ao DNA analisado pelo ensaio do cometa. (B e C) Imagem da eletroforese e
dados quantitativos da proteina PARP1, envolvida no reparo do DNA, avaliado em células MCF-7 tratadas com
harmina (27,88 uM, 48h). Os resultados sdo expressos como a média = desvio padrdo de trés experimentos
independentes. Os dados foram analisados pela analise de varidncia one-way ANOVA e teste de Bonferroni. (*),
(**) e (***) denotam diferencas estatisticas em comparagdo com os dados do controle negativo, quando p <0,05,

p <0,01 e p <0,001, respectivamente.

Segundo Cseh e colaboradores (2017), a proteina PARP1 tem outras funcgdes além da
sua fung¢do candnica de proteina envolvida no reparo do DNA. A proteina PARP1 controla a
integridade e a fungdo das mitocondrias, uma fonte critica do cofator NAD". A PARP1 ¢ uma
enzima que utiliza o cofator NAD" para produzir as modificagdes pos-traducionais (cadeia
PAR) ligadas a propria PARP1 ou a outras proteinas-alvo envolvidas no reparo do DNA
(SATOH, LINDAHL, 1992; ALTMEYER et al., 2009).

No estudo realizado por Cseh e colaboradores (2017), os autores relatam que a

proteina PARP1 contribui para a transativagdo de genes que codificam componentes criticos

da cadeia transportadora de elétrons, tais como o citocromo ¢ e a proteina NADH
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desidrogenase 2 (ND2) (subunidade do complexo I). Desta forma, € possivel que a perda do
potencial da membrana mitocondrial (A¥m) observada nas células MCF7 tratadas com
harmina (Figura 29) esteja, pelo menos em parte, correlacionada com a diminuicdo da
expressdo da proteina PARP1, o que contribuiu também para a morte celular por apoptose

(Figura 28). Contudo, ¢ necessario mais estudos para melhor elucidar esta hipotese.

3.2.2.7 Atividade antitumoral in vivo do alcaloide [-carbolinico harmina

Apds & avaliagdo da atividade citotoxica in vitro e in silico da harmina, foi
investigado a sua atividade antitumoral in vivo, utilizando camundongos Balb/c inoculados
com células do TAE. Os camundongos foram tratados (via intraperitoneal, 50 pl) com a
harmina nas doses de 10 e 20 mg/kg/dia por nove dias consecutivos.

Foi avaliada a inibi¢do do crescimento tumoral ¢ a sobrevida dos animais tratados
com harmina, comparando os resultados deste com o controle negativo e doxorrubicina. E
importante salientar-se que, tanto o crescimento tumoral como o prolongamento do tempo de
vida util dos animais tratados sao critérios altamente relevantes na avaliacdo do efeito
antitumoral de qualquer composto candidato a agente anticancerigeno (CLARKSON,
BURCHENAL, 1965; GUNTHER et al., 2011).

De acordo com os resultados apresentados na figura 44, harmina foi capaz de inibir
significativamente o crescimento tumoral quando comparado com o controle negativo (Figura
44A). A dose de 10 mg/kg/dia de harmina inibiu o crescimento tumoral em 16,77 + 3,88%,
enquanto que, a dose de 20 mg/kg/dia apresentou um efeito inibitério significativamente
maior, inibindo o crescimento tumoral em 31,10 + 4,19%. A doxorrubicina (0,6 mg/kg/dia),
usada como controle positivo, foi capaz de inibir o crescimento tumoral em 53,20 £ 5,02%.

A harmina utilizada na dose de 10 mg/kg/dia aumentou em 41,99% a probabilidade
de sobrevivéncia dos animais tratados, quando comparado com o controle negativo. Nota-se
que, os animais que receberam 20 mg/kg/dia de harmina apresentaram um prolongamento do
tempo de vida ttil significativamente maior (68,25%), quando comparado com o controle

negativo (36,73%). Nao houve mortalidade em animais tratados com a doxorrubicina.
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Figura 44. Atividade antitumoral da harmina (10 e 20 mg/kg/dia, 9 dias) em camundongos

Balb/c inoculados com células do tumor ascitico de Ehrlich.
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Nota: Onde (A) Inibi¢do do crescimento tumoral, com base na variagdo da circunferéncia abdominal. (B) Taxa
de sobrevivéncia de camundongos tratados com harmina, de acordo com o método de Kaplan-Meier. Os
resultados sdo expressos como a média + desvio padrio de replicata bioldgica, n = 12. Os dados foram analisados
pela analise de varidncia one-way ANOVA | complementado com o teste de Bonferroni ou teste de Log-rank,
quando apropriado. AUC: area sob a curva. (*), (**) e (***) denotam diferengas estatisticas em comparagdo com
os dados do controle negativo, quando p <0,05, p <0,01 e p <0,001, respectivamente. ("*) denotam diferengas
&y

estatisticas comparando a dose de 10 mg/kg/dia com a dose de 20 mg/kg/dia de harmina (p <0,01). (

denotam diferencas estatisticas em comparagdo com o controle positivo (p <0,001).

Os resultados obtidos na avaliagdo da inibi¢do do crescimento tumoral e
sobrevivéncia dos animais tratados com a harmina estdo em concordancia entre si. Dado que,
a harmina foi capaz de inibir significativamente o crescimento tumoral de maneira dependente
da dose, o que consequentemente aumentou a probabilidade de sobrevivéncia dos animais
tratados. Estes resultados sugerem que a harmina pode induzir uma diminui¢@o na viabilidade

das células de TAE, o que conferiu a ela um efeito antitumoral in vivo.
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Deve-se notar que, com base em nossa pesquisa na literatura, este ¢ o primeiro relato
do efeito antitumoral in vivo do alcaloide B-carbolinico harmina, utilizando o modelo do

tumor ascitico de Ehrlich.

3.2.3 Conclusdes parciais

Os alcaloides B-carbolinicos harmano e harmina apresentaram citotoxicidade contra
as linhagens de células tumorais testadas neste estudo. Contudo, a harmina demonstrou ser
mais seletivo que o harmano. Os resultados obtidos no presente estudo indicam que a harmina
intercalou entre os pares de bases do DNA nas regides ricas em adenina e timina, causando
danos ao DNA com consequente fragmentacdo do mesmo. Além disso, a harmina diminuiu os
mecanismos de reparo do DNA dependentes da PARP1, induziu a parada do ciclo celular na
fase G2/M devido a inibicao da fosforilagdo da proteina Rb e redugdo da expressao de CDK2,
ciclina A e ciclina B1, o que culminou na indu¢do de apoptose via mitocondrial por meio da
diminui¢do do potencial da membrana mitocondrial ¢ modulagao da expressdao das proteinas
da familia Bcl-2. Confirmando estes dados, a harmina apresentou atividade antitumoral in
vivo em camundongos Balb/c inoculados com células do tumor ascitico de Ehrlich. Posto isto,
concluimos que o alcaloide B-carbolinico harmina possivelmente pode vir-a-ser utilizado

futuramente como um promissor coadjuvante a terapia antitumoral convencional.

Como citado anteriormente, estes resultados foram condensados em um artigo que foi
enviado e aceito para publicacdo na revista International journal of functional nutrition

(Anexo B).

Nadia S.R.S. Motal, Maicon R. KViecinskiz, Karina B. Felipe3, Valdelucia M.A.S.
Grinevicius', TAmila Siminski', Gabriela M. Almeida', Rodrigo C. Zeferinol, Claus T. Pich®,
Danilo W. Filho’ and Rozangela C. Pedrosa'. p-carboline alkaloid harmine induces DNA
damage and triggers apoptosis by a mitochondrial pathway: study in silico, in vitro and in
vivo. INTERNATIONAL JOURNAL OF FUNCTIONAL NUTRITION 1:1, 2021. DOLI:
https://doi.org/10.3892/ijfn.2020.1.
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33 ETAPA 3 - ATIVIDADE CITOTOXICA, ANTIPROLIFERATIVA E
ANTIANGIOGENICA DE ALCALOIDES B-CARBOLINICOS E SUA CORRELACAO

COM A VIA DE SINALIZACAO PI3K/Akt

Esta etapa do presente estudo foi dividida em duas principais fases. A primeira fase
incluiu a avaliagdo da atividade antiproliferativa dos alcaloides B-carbolinicos (harmano e
harmina) sobre a linhagem de células de cancer de mama MCF-7, analisada por meio do
ensaio clonogénico. Do qual, foi selecionando o alcaloide que apresentou maior efeito
antiproliferativo (harmina) para dar seguimento aos ensaios subsequentes, em que foram
investigados os efeitos deste alcaloide na via de sinalizagdo PI3K/Akt, geragdo de EROs e
captacdo de glicose em células MCF-7. Na segunda fase foi avaliada a atividade
antiangiogénica in vivo da harmina. Para tal, foram utilizados camundongos Balb/c,

inoculados com células do tumor ascitico de Ehrlich (TAE).

3.3.1 Materiais e métodos

3.3.1.1 Reagentes e anticorpos

A 14C—desoxi—D—glicose, solucdo salina de Hank, 2’,7'-diacetato de
diclorofluoresceina (DCFH-DA), dimetilsulfoxido (DMSO) e o coquetel inibidor de proteases
foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). Os antibitticos, meio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM), solucao salina tamponada com fosfato (PBS) e o soro fetal bovino (FBS)
foram adquiridos da Gibco (EUA). O coquetel inibidor de fosfatases foi adquirido da
Calbiochem (Merck Biosciences). O anticorpo policlonal de coelho criado contra fosfo-
mTOR (Cat. 2971), o anticorpo policlonal de camundongo criados contra pAkt (Cat. Sc-
514032); e os anticorpos monoclonais de coelho criados contra Akt (Cat. C67E7) e mTOR
(Cat. 2983) foram provenientes da Cell Signaling Technology (Danvers, EUA). O anticorpo
policlonal de coelho criado contra HIF1a (Cat. Sc-10790) veio da Santa Cruz Biotechnology
(EUA). O anticorpo policlonal de cabra anti-IgG de coelho (Cat. AP132P) e anticorpo
policlonal de cabra anti-IgG de camundongo (Cat. AP181P), para além do kit de deteccdo de
quimioluminescéncia para anticorpos acoplados &8 HRP vieram da Merck Millipore (EUA). O

harmano (1-metil-9H-pirido [3,4-b] indol) e a harmina (7-metoxi-1-metil-9H-pirido [3,4-b]
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indol) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). Todos os demais reagentes quimicos foram

usados com grau de pureza atendendo as normas da American Chemical Society (ACS).

3.3.1.2 Cultura de células

As células de carcinoma de mama humano (MCF-7) foram obtidas a partir do banco
de células de Rio de Janeiro, Brasil. As células foram cultivadas em meio DMEM
suplementado com 10% de FBS, penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL); e
mantidas a 37°C na presenca de 5% de CO; e 95% de umidade do ar.

3.3.1.3 Ensaio de proliferac¢do celular

O efeito dos alcaloides B-carbolinicos (harmano e harmina) sobre a proliferagao
celular de células MCF-7 foi analisado pelo ensaio de formagao de colonias (FRANKEN et
al., 2006). As células MCF-7 foram plaqueadas a uma densidade de 500 células/pogo em
placas de 6 pocos. Neste ensaio foram utilizadas concentragdes que correspondiam ao CEj,
Assim, as células foram tratadas por 72h com os alcaloides harmano e harmina nas
concentragdes de 46,90 uM e 27,88 uM, respectivamente. O controle negativo foi tratado
apenas com o meio DMEM contendo 0,1% de DMSO. Apds os 72h de tratamento, as células
foram lavadas duas vezes com PBS aquecida a 37°C. Em seguida, foi adicionado meio
DMEM completo e as células foram incubadas por 15 dias, com renova¢do do meio a cada 3
dias. Ao término deste periodo o meio foi removido, as células foram lavadas com PBS e
fixadas com metanol por 10 min a temperatura ambiente. A seguir, as células foram coradas
com cristal violeta (0,2 %; m/v em agua destilada) por 10 min e lavadas novamente com PBS.
ApoOs secagem em temperatura ambiente, as placas foram fotografadas e as colonias com mais
de 50 células foram contadas para determinar o nimero de unidades formadoras de colonias.
Posteriormente, foi adicionado acido acético glacial a 10% por 15 min a temperatura ambiente
e as placas foram mantidas sob agitagdo. Aliquotas de 200 ul foram transferidas para placas
de 96 pogos em triplicata e foi efetuada a leitura das absorbancias no leitor de microplacas
(TECAN Infinity M200), empregando um comprimento de onda de 590nm. Os dados foram
processados usando o software Graph Pad Prism 6 (San Diego, EUA). Os dados finais foram
expressos como porcentagem de formacao de colonias e nimero de colonias formadas. Foram

realizados trés ensaios independentes com cada concentracao testada em duplicata.
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3.3.1.4 Ensaios de Imunodetec¢do

Avaliou-se a expressao de proteinas relacionadas com a via de sinalizagdo PI3K/Akt
por meio de imunoeletroforese do lisado completo de células MCF7 tratadas com a harmina
na concentragdo de 27,88 uM por 48h. As células MCF7 foram lisadas em tampao RIPA (50
mM Tris-HCI, pH = 7,4; 150 mM NaCl; 1% do surfactante NP40; 0,25% do detergente
desoxicolato de sodio; 1 mM fluoreto de fenilmetilsulfonil) suplementado com o coquetel de
inibidores de protease (1%) e inibidores de fosfatase (3%). As proteinas foram desnaturadas
em tampao laemmli (60mM Tris-HCI, pH = 6,8; 2% de dodecilsulfato de soédio (SDS); 10%
glicerol; 5% p-merca mercaptoetanol; 0,01% de azul de bromofenol). A seguir, 25 ng de
proteina desnaturada foram submetidos a eletroforese em gel de dodecilsulfato de sodio
(sodium dodecyl sulphate - SDS) de poliacrilamida (SDS - PAGE), seguida por
eletrotransferéncia para membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) (LAEMMLI, 1970).
Apo6s o bloqueio e a lavagem, as membranas foram incubadas com os anticorpos primarios
durante a noite a - 8 ° C (anticorpos policlonais de coelho criados contra fosfo-mTOR
(1:1000, v/v), HIFla (1:1000, v/v); anticorpos policlonais de camundongo criados contra
pAkt (1:1000, v/v); anticorpos monoclonais de coelho criados contra Akt (1:1000, v/v) e
mTOR (1:1000, v/v)). Por fim, as membranas foram lavadas e incubadas com anticorpos
secundarios (1h); sendo estes: o anticorpo policlonal de cabra anti-IgG de coelho (1:5000,
v/v) e anticorpo policlonal de cabra anti-IgG de camundongo (1:3000, v/v), ambos
conjugados com peroxidase (Merck Milipore, EUA). A imunodeteccdo foi realizada usando
um kit de deteccdo de quimioluminescéncia para anticorpos acoplados a HRP (Merck
Millipore, EUA). A actina (1:1000, v/v) foi usada como controle de carga. As imagens
adquiridas (ChemiDoc MP System; Bio Rad, EUA) foram analisadas no programa ImageJ]
versdo 1.49 (National Institute of Health, Bethesda, MD, EUA). Os valores obtidos para as

amostras dos tratamentos foram normalizados com a actina.

3.3.1.5 Niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio (EROs) em células

MCF7

O conteudo intracelular de EROs foi mensurado por citometria de fluxo, utilizando o
reagente 2’,7’'-diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) (GLORIEUX et al., 2011). A

oxidagdo do DCFH-DA ¢ quantitativamente proporcional & concentracdo de perdxido de
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hidrogénio (H,0O;) gerado (HIRABAYASHI, TANIUCHI, KOBAYASHI, 1985). As células
MCEF-7 foram plaqueadas (1,5x10*poco) em placas de 12 pocos. Apés atingirem a
confluéncia, as células foram tratadas com a harmina nas concentragdes de 27,88 uM e 46,47
uM por 48h. Em seguida, o meio contendo o tratamento foi removido e as células foram
incubadas com uma solu¢do de DCFH-DA (2 uM; 500 pl) preparada em solugdo salina de
Hank (Hank’s Balanced Salt Solution — HBSS) por 30 min a 37°C. Apos este periodo, os
pogos foram lavados com o tampao HBSS para remover o excesso de DCFH-DA. A seguir, as
células foram tripsinizadas, centrifugadas (5 min a 2000 rpm), lavadas e resuspensas em 300
ul de tampao HBSS. A intensidade da fluorescéncia do DCFH-DA foi medida no citometro de
fluxo BD FACS Canto II (BD Biosciences, EUA). Os dados foram analisados utilizando o
Flowing Software 2.5.0 (Finlandia). Os resultados foram apresentados como intensidade

média de fluorescéncia de DCFH-DA.

3.3.1.6 Ensaio de captagdo de glicose em células MCF7

O efeito do alcaloide B-carbolinico harmina sobre a captagdo de glicose em células
MCF7 foi analisado por cintilagdo liquida, utilizando o 14C—de:soxi—D—glicose (CAZAROLLI
et al., 2009). As células MCF-7 foram plaqueadas (8x10°/pogo) em placas de 6 pogos. Apos
atingirem a confluéncia, as células foram tratadas com a harmina nas concentracdes de 27,88
UM e 46,47 uM por 48h. Posteriormente, as células foram incubadas por 1h com o '*C-
desoxi-D-glicose (0,1 uCi/mL). Em seguida, as células foram centrifugadas (8 min 1000
rpm), lavadas (2x) com PBS e foi adicionado 200 pl de hidroxido de s6dio (NaOH) a 0,5 M.
A seguir, a radioatividade foi mensurada por cintilagdo liquida usando um espectrometro de
cintilacdo liquida LKB rack beta (modelo LS 6500, Beckman Coulter®). Por fim, os valores
obtidos para as amostras dos tratamentos foram normalizados com a quantidade total de
proteina, determinadas pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951). Os resultados foram

expressos como nmol de unidades de glicose por mg de proteina.
3.3.1.7 Avaliagado da atividade antiangiogénica in vivo
A atividade antiangiogénica in vivo da harmina foi realizada utilizando camundongos

Balb/c machos (20 + 2 g) mantidos em condigdes controladas (ciclo claro-escuro de 12h, 22 +

2°C, 60% de umidade do ar), recebendo racdo comercial padrao e dgua ad libitum.
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Todos os procedimentos com animais foram realizados de acordo com os principios
internacionalmente aceitos para uso e cuidados com animais de laboratorio (publicagdo do
NIH # 85-23, revisada em 1985). O protocolo experimental recebeu aprovagao do comité de
ética da Universidade Federal de Santa Catarina, Brasil (CEUA-PP00784).

Os camundongos foram inoculados com células do tumor ascitico de Ehrlich (TAE;
5x10° células; 200 pL) via intraperitoneal (dia zero). Apds 24h, os camundongos foram
divididos em trés grupos (n = 12). O grupo controle negativo foi tratado apenas com solugao
salina contendo 1% de DMSO. Os grupos de teste receberam harmina nas doses de 10 e 20
mg/kg/dia, respectivamente. Os tratamentos foram realizados intraperitonealmente (50 pl) por
nove dias consecutivos. No décimo dia, os camundongos foram anestesiados com uma
solugdo de xilazina (15 mg/kg) e cetamina (90 mg/kg) administrado via intraperitoneal e
sacrificados para o estudo da atividade antiangiogénica da harmina. Os microvasos do tumor
na regido subcutanea do peritonio dos camundongos foram fotografados. Posteriormente, a
area, densidade e o nimero dos microvasos foram quantificados usando o programa Image J
versdo 1.49 (National Institute of Health, Bethesda, MD, EUA). Os resultados foram

expressos como numero total de microvasos formados (AGRAWAL et al. 2011).

Figura 45. Estratégia experimental adotada para a investigagdo do potencial citotoxico,

antiproliferativo e antiangiogénico do alcaloide -carbolinico harmina.
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3.3.1.8 Andlise estatistica

Os ensaios in vitro foram realizados em triplicata técnica, enquanto os experimentos
in vivo foram realizados em replicata biologica (n = 12; a = 0,05; Poténcia (1 - ) = 0,90; t
critico = 1,81; df (grau de liberdade) = 10; Tamanho do efeito | p | = 0,67). O n amostral dos
ensaios in vivo foi calculado pelo software G¥*Power 3.1.9.4. Os resultados foram apresentados
como média + desvio padrdo ou como porcentagem. Os dados foram analisados pelo teste de
analise de variancia ANOVA one-way, complementado pelo teste de Bonferroni. As
comparagdes foram realizadas usando o software Graph Pad Prism 6 (San Diego, EUA).

Valores de p <0,05 foram considerados como estatisticamente significativos.

3.3.2 Resultados e discussao

3.3.2.1 Avaliagdo do efeito antiproliferativo dos alcaloides [-carbolinicos harmano

e harmina em células MCF-7

Inicialmente, os alcaloides B-carbolinicos harmano e harmina foram submetidos a
uma triagem de efeito antiproliferativo em células MCF-7, avaliado pelo ensaio de formagao
de colonias.

Com base nos resultados apresentados nas figuras 46A/B e 46C, ¢ possivel observar-
se que ambos os alcaloides B-carbolinicos exibiram um efeito antiproliferativo. Apods o
tratamento das células por 72h com o harmano e a harmina nas concentra¢des de 46,90 uM e
27,88 uM, obteve-se um percentual de formacao de colonias de 72,05 £ 9,45% e 70,51 +
8,75%, respectivamente. O controle negativo foi considerado como sendo 100% de formacao
de colonias (Figura 46A/B). Além disso, tanto o harmano (46,90 uM) quanto a harmina
(27,88 uM) diminuiram o numero de colonias formadas para 32,50 + 13,92 e 34,25 + 13,22,
enquanto que, o controle negativo apresentou o niumero de colonias formadas de 72,28 =+
14,13 (Figura 46A/C). Estes resultados demonstram que, os dois alcaloides B-carbolinicos
utilizados neste estudos tiveram a capacidade de diminuir significativamente a proliferacao
celular de células MCF-7, quando comparados com o controle negativo.

No entanto, quando se comparam os dois alcaloides em relacdo ao efeito

antiproliferativo, estes ndo apresentam diferenca estatistica entre si. Contudo, ¢ importante
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salientar-se que, a harmina demonstrou ter um potencial antiproliferativo mais eficaz que o do
harmano. Dado que, a harmina em uma concentra¢ao aproximadamente 1,7x menor que a do
harmano, exibiu o mesmo efeito antiproliferativo do harmano.

Assim sendo, a harmina foi escolhida para dar seguimento aos demais ensaios,
comparando o efeito deste com o controle negativo tratado apenas com o meio DMEM

contendo 0,1% de DMSO.

Figura 46. Atividade antiproliferativa de harmano e harmina sobre as células MCF-7.
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Nota: Onde (A) Imagem da formagdo de colonias de células MCF-7 tratadas com o harmano (46,90 uM) e
harmina (27,88 uM) por 72h, em comparagdo com o controle negativo. (B e C) Dados quantitativos da atividade
antiproliferativa de harmano e harmina em células MCF-7. Os resultados sdo expressos como a média = desvio
padrdo de trés experimentos independentes. Os dados foram analisados pela andlise de variancia one-way
ANOVA e teste de Bonferroni. (***) denota diferenga estatistica em comparagdo com dados de controle

negativos, quando p <0,001.

3.3.2.2 Avaliagdo do efeito modulatorio do alcaloide p-carbolinico harmina sobre a

via PI3K/Akt em céelulas MCF-7

Uma vez que harmina exibiu efeito antiproliferativo, foi avaliado se a mesma afetaria
a via de sinalizacdo da PI3K/Akt. Visto que, esta via regula varios processos biologicos

cruciais para o desenvolvimento do cancer, nomeadamente a sobrevivéncia, proliferacdo e
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diferenciagdo celular. Além disso, a ativagdo continua da via PI3K/Akt tem sido associada ao
surgimento de uma variedade de tumores humanos (PORTA, PAGLINO, MOSCA, 2014).
Neste sentido, o efeito modulatorio da harmina (27,88 uM, 48 h) sobre a via PI3K/Akt em
c¢lulas MCF-7 foi avaliada por imunoeletroforese.

Como demonstrado na figura 47A, a harmina diminuiu tanto a expressdo da Akt
quanto a fosforilagdo da mesma. No entanto, nota-se que, a harmina também diminuiu
significativamente a razado pAkt/Akt (Figura 47B), o que sugere que este alcaloide [-
carbolinico foi capaz de inibir de forma significativa a atividade desta proteina. Em
contrapartida, a harmina inibiu a via de sinalizacdo PI3K/Akt independentemente do
envolvimento da proteina mTOR (Figura 47A/C).

Apesar da harmina ndo ter apresentado efeito sobre a expressdo e atividade da
proteina mTOR, ainda assim houve uma redugdo significativa no conteido do fator de
transcri¢do HIF-1la (fator-1a induzido por hipéxia) em células MCF-7 (Figura 47A/D). Estes
resultados sugerem que a harmina possivelmente estaria diretamente ou indiretamente
regulando outras proteinas envolvidas na via de sinalizagdo da PI3K/Akt, como por exemplo,

a glicogénio sintase cinase-3 beta (GSK-3p).
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Figura 47. Efeito de harmina sobre a via PI3K/Akt/mTOR em células MCF-7.
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Nota: Onde (A) Imagem da eletroforese ¢ (B, C e D) dados quantitativos de proteinas associadas a via
PI3K/Akt/mTOR (Akt, pAkt, mTOR, pmTOR, HIF-1a) em células MCF-7 tratadas com a harmina (27,88 uM,
48h). Os resultados sdo expressos como a média + desvio padrao de trés experimentos independentes. Os dados
foram analisados pela analise de varidncia one-way ANOVA e teste de Bonferroni. (***) denotam diferencas

estatisticas em relagdo ao controle negativo, quando p <0,001.

Ja é de conhecimento que, a proteina GSK-3f fosforila o fator HIF-1a, marcando-o
para a ubiquitinagdo e degradagdo proteossomal de maneira independente da proteina
supressora de tumores Von Hippel-Lindau (pVHL) (YEE, SPIVAK-KROIZMAN, POWIS,
2008). Todavia, a proteina GSK-3f ao ser fosforilada diretamente pela Akt ¢ inativada
(PORTA, PAGLINO, MOSCA, 2014).

Contudo, os dados apresentados neste presente estudo sugerem que, o fato da
harmina diminuir a expressao e atividade da Akt, isto provavelmente influenciou a atividade
da proteina GSK-3f. Uma vez a GSK-3f ativa, esta por sua vez, aumentou a degradacao do
fator HIF-la independentemente da proteina pVHL, diminuindo desta forma os niveis

intracelulares de HIF-1a nas células MCF-7, o que consequentemente diminuiu a proliferagao
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destas células tumorais. Entretanto, ¢ necessario mais estudos para melhor elucidar esta

hipotese.

3.3.2.3 Indugdo intracelular de espécies reativas de oxigénio (EROs) em células

MCF7 tratadas com o alcaloide [-carbolinico harmina

Para elucidar a relagdo entre a atividade antiproliferativa da harmina, seu efeito
modulatdrio sobre a via de sinalizacdo PI3K/Akt e a geracao de EROs, células MCF-7 foram
tratadas com a harmina (27,88 uM e 46,47 uM) por 48h e foi realizado o ensaio do DCFH.

A harmina diminuiu significativamente a geracao intracelular de EROs em células
MCF-7 de maneira dependente da dose (Figura 48). No qual, harmina nas concentragdes de
27,88 uM e 46,47 uM apresentou uma geracao intracelular de EROs de 77,07 + 1,55 e 59,63
+ 2,62, respectivamente. O controle negativo, por sua vez, apresentou uma geracao
intracelular de EROs de 83,61 + 1,65. Assim, harmina na concentragdo de 27,88 uM e 46,47
uM foi capaz de diminuir a geracdo intracelular de EROs em 7,83% e 28,68%, quando

comparado com o controle negativo.

Figura 48. Inducdo da geragdo de EROs em células MCF-7 apos 48h de tratamento com a
harmina (27,88 uM a 46,47 uM).
0 Controle

E Harmina 27 88 pM
E&l Harmina 46 A7 pM

[

e

]

R

*

558

Intensidade média de
fluorescéncia de DCFH-DA
g

=
!

Os resultados sdo expressos como a média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. Os dados foram
analisados pela analise de varidncia one-way ANOVA e o teste de Bonferroni. (*) e (***) denotam diferengas
estatisticas em comparagdo com os dados do controle negativo, quando p <0,05 e p <0,001, respectivamente.
(") denota diferenca estatistica comparando a concentragio de 27,88 uM a 46,47 uM de harmina, quando p
<0,001.
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Sabe-se que, a via de sinalizagdo PI3K/Akt regula positivamente a geracdo de EROs
através da modulacdo direta do metabolismo energético mitocondrial (KOUNDOUROS,
POULOGIANNIS, 2018). Visto que, a proteina GSK-3 mitocondrial, quando inibida por
fosforilagdo pela Akt, perde a sua capacidade de regular negativamente o complexo I
mitocondrial e as proteinas piruvato desidrogenase e o-cetoglutarato desidrogenase,
aumentando assim a atividade mitocondrial, como resultado ocorre um aumento na produgao
de superdxido (027) e perdxido de hidrogénio (H,0,) (STARKOV et al. 2004). Além disso,
altos niveis de EROs intracelular aumentam a translocagdo do fator HIF-1a para o nucleo, o
que resulta no aumento da expressdo génica de proteinas importantes envolvidas nos
processos de sobrevivéncia e proliferacdo celular (KOUNDOUROS, POULOGIANNIS,
2018). Por outro lado, as proprias EROs podem aumentar a atividade da via PI3K/Akt por
mediar a hiperfosforilagdo de PI3K com subsequente fosforilagao e ativagao de Akt pela
PDK1 (piruvato desidrogenase cinase 1), aumentando assim a expressdo gé€nica de proteinas
essenciais a progressdo do ciclo celular, culminando no aumento da proliferacdo celular
(OKOH et al. 2013).

Portanto, os dados apresentados sugerem que, a harmina ao inibir a via PI3K/Akt
diminuiu a geragdo de EROs em células MCF-7. A vista disso, ocorreu uma diminuicdo da
translocacdo do fator HIF-la para o ntcleo e como resultado houve uma redugdo na
proliferagdo destas células. Entretanto, ndo se deve descartar o fato de que, a diminuicao da
geracdo de EROs nas células MCF-7 também pode ter contribuido para a inibicdo da
atividade da proteina Akt, colaborando assim para a inibicao da via PI3K/Akt.

Deste modo, os dados referentes a atividade antiproliferativa da harmina (Figura
46), o seu efeito modulatorio sobre a via de sinalizagao PI3K/Akt (Figura 47) e a geracdo de

EROs (Figura 48) corroboram entre si.

3.3.2.4 Avaliagdo do efeito do alcaloide [-carbolinico harmina sobre a captagdo de

glicose em células MCF-7

Consta-se que, modificagdes no metabolismo glicolitico ¢ provavelmente a alteragdo
metabdlica mais comum que distingue as células tumorais das demais células (células
normais), no qual ocorre um aumento da taxa de captacdo de glicose e sua conversdo em
lactato, mesmo em condigdes ricas em oxigé€nio, efeito este conhecida como “glicélise

aerdbica” ou “Efeito Warburg” (KATO et al., 2018, HOXHAJ, MANNING, 2020). Além
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disso, o aumento no metabolismo glicolitico fornece intermedidrios metabdlicos que
contribuem para a sintese de proteinas, lipidios e nucleotideos, favorecendo assim o
crescimento e proliferacao celular (HOXHAJ, MANNING, 2020). Ademais, o aumento da
captagdo de glicose ¢ refletido pelo aumento da expressdo e atividade de transportadores de
glicose (GLUT) e enzimas glicoliticas, sendo estes regulados positivamente pelo fator de
transcricao HIF-1a (BRAHIMI-HORN et al., 2011).

Desta forma, levando em consideracdo os resultados obtidos anteriormente, foi
avaliado se a diminuicao do conteudo do fator HIF-la em células MCF-7 foi capaz de
interferir também na captagdo de glicose. Neste contexto, o efeito da harmina (27,88 uM a
46,47 uM, 48h) sobre a captacdo de glicose em células MCF-7 foi avaliada e os resultados
deste experimento estdo apresentados na figura 49.

Apds o tratamento das células MCF-7 com a harmina nas concentragdes citadas
acima, ndo foi observado diferenga estatistica em relagdo as células do controle negativo. Isto
sugere que, apesar da harmina reduzir os niveis intracelulares de HIF-1a em células MCF-7,
ainda assim este alcaloide B-carbolinico ndo afetou a captagdo de glicose nestas células,
indicando deste modo que provavelmente a atividade citotoxica e antiproliferativa da harmina

advém da regulagdo de outras vias de sinalizag¢do a excecdo da via glicolitica.

Figura 49. Captacdo de glicose em células MCF-7 apo6s 48h de tratamento com a harmina

(27,88 uM a 46,47 uM).
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Os resultados sdo expressos como a média + desvio padrao de trés experimentos independentes. Os dados foram

analisados pela andlise de varidncia one-way ANOVA e teste de Bonferroni.
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3.3.2.5 Atividade antiangiogénica in vivo do alcaloide p-carbolinico harmina

Sabe-se que, a supressdo da disponibilidade de oxigénio e nutrientes para as células
tumorais através da reducdo ou inibi¢do da angiogénese afeta o crescimento e proliferacao
celular, além de contribuir para a ocorréncia de morte celular e diminuicdo da probabilidade
de invasao e metastases (HANAHAN, WEINBERG, 2000- 2011). Por outro lado, t€ém-se o
conhecimento que, a via de sinalizagdo PI3K/Akt por intermédio do fator de transcricdo HIF-
lo promove a neoangiogé€nese por regular positivamente a expressao de fatores pro-
angiogénicos, tais como o VEGF (CERADINI et al., 2004).

Assim sendo, apds 4 avaliacdo da atividade citotoxica e antiproliferativa in vitro da
harmina, foi investigado a sua atividade antiangiogénica in vivo, utilizando camundongos
Balb/c inoculados com células do TAE. Os camundongos foram tratados com a harmina (10 e
20 mg/kg/dia, 50 pul) por nove dias consecutivos.

De acordo com os resultados apresentados na figura 50, nota-se que, apenas harmina
utilizada na dose de 20 mg/kg/dia foi capaz de inibir significativamente a angiogénese, onde
este diminuiu o nimero total de microvasos formados para 35,80 + 12,02, ao passo que, 0O
controle negativo apresentou um numero total de microvasos formados de 62,50 + 11,72.
Desse modo, a harmina (20 mg/kg/dia) inibiu a angiogénese em 42,72%, quando comparado
com o controle negativo. Entretanto, a dose de 10 mg/kg/dia de harmina apresentou um
nimero total de microvasos formados de 62,0 + 14,18, por conseguinte ndo apresentou
diferenca estatistica em relagdo ao controle negativo.

No entanto, quando se comparam as duas doses de harmina (10 e 20 mg/kg/dia) em
relacdo ao efeito angioinibitdrio, observa-se uma diferenca estatistica significativa entre eles.
Isto sugere que a harmina apresentou uma atividade antiangiogénica dependente da dose.

Além do mais, os dados obtidos indicam que, provavelmente, a atividade
antiangiogénica in vivo da harmina advém da sua capacidade de inibir a via de sinaliza¢do

PI3K/Akt com consequente diminui¢@o dos niveis intracelulares de HIF-1a.
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Figura 50. Atividade antiangiogénica de harmina (10 e 20 mg/kg/dia, 9 dias), em

camundongos Balb/c inoculados com células do tumor ascitico de Ehrlich (TAE).
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Os resultados sdo expressos como a média + desvio padrdo de replicata bioldgica, n = 12. Os dados foram
analisados pela andlise de variancia one-way ANOVA e o teste de Bonferroni. (*) denotam diferencgas estatisticas
em comparagdo com os dados do controle negativo, quando p <0,05. (*) denotam diferengas estatisticas

comparando a dose de 10 mg/kg/dia com a dose de 20 mg/kg/dia de harmina (p <0,01).

3.3.3 Conclusdes parciais

Os alcaloides P-carbolinicos harmano e harmina apresentaram atividade
antiproliferativa contra a linhagem de células tumorais MCF-7. Entretanto, a harmina exibiu
um efeito antiproliferativo mais eficaz que o harmano. Os resultados obtidos neste presente
estudo indicam que a harmina diminuiu a expressdo e atividade da proteina Akt, como
consequéncia reduziu os niveis intracelulares do fator HIF-la independentemente do
envolvimento de mTOR e diminuiu também a geragdo de EROs, culminando assim na
inibicdo da via de sinalizagdo PI3K/Akt. Além disso, a harmina apresentou atividade
antiangiogénica in vivo. Portanto, concluimos que, o alcaloide B-carbolinico harmina
possivelmente pode vir-a-ser utilizado futuramente como um agente antitumoral promissor

para o tratamento do cancer de mama.



163

4. CONCLUSAO DA TESE

Com base nos objetivos propostos e nos resultados obtidos com o presente trabalho,

pode-se concluir que:

» O estudo do efeito citotoxico dos extratos da torta de sementes de P. edulis f.
flavicarpa Degener contra as células MCF-7, demonstrou claramente que a
adicdo de 5% etanol como co-solvente aumentou a citotoxicidade dos
extratos supercriticos de maneira dependente de tempo e da dose. Com
destaque para o extrato supercritico obtido nas condigoes de 300bar de
pressdo, 40°C de temperatura ¢ 5% etanol (co-solvente) que apresentou uma
atividade citotoxica in vitro superior as demais.

»Tanto o extrato hidroalcodlico quanto o extrato  supercritico
(300bar/40°C/CO,/5% de EtOH) da torta de sementes de P. edulis f.
flavicarpa Degener exibiram atividade antitumoral in vivo. No qual, ambos os
extratos aumentaram o estresse oxidativo em células do tumor ascitico de
Ehrlich (TAE), o que levou a danos oxidativos nos lipidios, proteinas e DNA,
culminando na morte celular por apoptose via mitocondrial. Contudo, os
mecanismos responsaveis pelos efeitos pro-oxidantes de ambos os extratos
sdo diferentes.

» Apenas o extrato supercritico (300bar/40°C/CO,/5% de EtOH) induziu parada
do ciclo celular na fase G2/M em células de TAE.

»O extrato supercritico (300bar/40°C/CO,/5% de EtOH) apresentou uma
atividade citotoxica, antiproliferativa, pro-apoptdtica e antitumoral mais
eficiente que a do extrato hidroalcodlico, provavelmente devido a presenga
dos acidos graxos de cadeia média e longa, especialmente o &cido laurico,
acido palmitico, 4cido linoleico, &cido oleico e d4cido miristico, que
apresentam atividade anti-inflamatoria, antimicrobiana e antitumoral.

» Os alcaloides B-carbolinicos harmano e harmina apresentaram efeito citotoxico
e seletividade sobre as células tumorais testadas no presente estudo. No

entanto, a harmina demonstrou ser mais seletivo que o harmano.
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» O alcaloide B-carbolinico harmina tem a capacidade de interagir com o DNA e
intercalar-se entre os pares de bases do DNA nas regides ricas em adenina e
timina.

»Por ser um composto intercalante de DNA, a harmina foi capaz de induzir
danos a0 DNA com consequente fragmentacdo do mesmo. Além disso, a
harmina diminuiu os mecanismos de reparo do DNA dependentes da PARP1,
o que levou a parada do ciclo celular na fase G2/M e morte celular por
apoptose via mitocondrial.

» Ambos os alcaloides P-carbolinicos (harmano e harmina) apresentaram
atividade antiproliferativa sobre as células MCF-7. Contudo, a harmina exibiu
um efeito antiproliferativo mais eficaz que o harmano.

» O alcaloide B-carbolinico harmina diminuiu a expressdo ¢ atividade de Akt,
como resultado houve uma redugdo no contetido intracelular de HIF-1a e de
EROs, culminando assim na inibicdo da via de sinalizagdo PI3K/Akt.
Destacando-se que, a inibicdo da via de sinalizagdo PI3K/Akt ocorreu
independentemente do envolvimento de mTOR.

» O alcaloide B-carbolinico harmina também apresentou atividade antitumoral in
vivo com consequente aumento da sobrevida dos animais tratados.

» O alcaloide B-carbolinico harmina apresentou atividade antiangiogénica in

vivo, o que contribuiu também para a sua atividade antitumoral in vivo.

Desta forma, os resultados deste estudo demonstram que, os
compostos isolados a partir da torta de sementes de P. edulis f.
flavicarpa Degener e o proprio o alcaloide B-carbolinico harmina
podem vir-a-ser utilizados futuramente como moléculas protdtipos
para a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos antitumorais,
podendo possivelmente virem a ser utilizados como promissores
coadjuvantes a terapia antitumoral convencional ja utilizado na

clinica.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

5.1 PERSPECTIVAS

O desenvolvimento desse estudo abre novas perspectivas de trabalho que possam
servir de complemento aos resultados ja obtidos ou, até mesmo, abrir novas possibilidades ou

rumos para estudos futuros mais aprofundados, tais como:

» O efeito citotoxico deve ser avaliado sobre outras linhagens de células tumorais
para melhor caracterizagdo do efeito citotoxico e a seletividade dos
compostos presentes nos extratos da torta de sementes de P. edulis f.
flavicarpa Degener;

» O extrato hidroalcoolico e supercritico (300bar/40°C/CO,/5% de EtOH) da
torta de sementes de P. edulis f. flavicarpa Degener devem ser melhores
avaliados fitoquimicamente (LC-MS, CLAE), para assim, permitir fazer
correlagdes mais aproximadas sobre a estrutura dos constituintes quimicos
dos extratos e suas atividades bioquimicas. Salientando que, o estudo
fitoquimico deve-se embasar principalmente na busca de alcaloides B-
carbolinicos;

» Avaliar os biomarcadores de defesas antioxidantes e de estresse oxidativo em
linhagens de células tumorais e células normais cultivadas in vitro tratadas
com os extratos da torta de sementes de P. edulis f. flavicarpa Degener;

» Avaliar a toxicidade sistematica nos animais tratados com os extratos da torta
de sementes de P. edulis f. flavicarpa Degener, avaliando os marcadores
bioquimicos de citotoxicidade hepatica (enzimas aspartato aminotransferase,
alanina aminotransferase e lactato desidrogenase), cardiaca (creatina cinase
total e isoenzimas — CK) e renal (ureia e creatinina);

» Avaliar o potencial efeito sinérgico dos extratos da torta de sementes de P.
edulis f. flavicarpa Degener com quimioterapicos convencionais ja usados na
clinica;

» Avaliar a citotoxicidade in vitro e o efeito antitumoral in vivo dos acidos
graxos de cadeia média e longa isoladamente, empregando os modelos

experimentais usados neste presente estudo;
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» O efeito citotoxico dos alcaloides B-carbolinicos harmano e harmina devem ser
avaliados sobre outras linhagens de células tumorais a fim de melhor
caracterizar o potencial efeito seletivo destes alcaloides;

» Avaliar o efeito do alcaloide B-carbolinico harmina na cadeia respiratoria
mitocondrial isolada (complexo I, II e III) de células MCF-7;

» Investigar o mecanismo de morte celular induzido pelo alcaloide B-carbolinico
harmina em células MCF-7, através da andlise da expressao do marcador de
apoptose citocromo ¢, comparando o contetido de citocromo ¢ mitocondrial e
citosolico;

» Investigar o mecanismo de morte celular induzido pelo alcaloide B-carbolinico
harmina em células MCF-7, através da avaliagdo da atividade de caspase-3 e
caspase-8;

» Avaliar o efeito do alcaloide P-carbolinico harmina sobre a expressdo e
atividade de glicogénio sintase cinase-3 beta (GSK-3B) e proteina Von
Hippel-Lindau (pVHL) em células MCF-7;

» Analisar o efeito do alcaloide B-carbolinico harmina sobre os biomarcadores de
estresse oxidativo e atividade de enzimas antioxidantes em células MCF-7;

» Avaliar o potencial efeito inibitorio do alcaloide B-carbolinico harmina sobre a
migracdo e invasdo de células MCF-7, buscando investigar os possiveis
mecanismos responsaveis por tal efeito;

» Investigar os mecanismos de interagdo entre o alcaloide B-carbolinico harmina
e a proteina Aktl através de simulagdes de ancoragem (AutoDock Vina) e
dinamica molecular (GROMACS);

»0O potencial efeito sinérgico do alcaloide [-carbolinico harmina com
quimioterdpicos convencionais ja usados na clinica, deve ser investigado
empregando modelos in vitro € in vivo;

»Os marcadores bioquimicos de citotoxicidade hepatica, cardiaca e renal
(aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase, lactato desidrogenase,
creatina cinase total e isoenzimas — CK, ureia e creatinina), devem ser
avaliados em animais tratados com o alcaloide B-carbolinico harmina;

» Avaliar a captacdo de glicose e expressdo do transportador GLUT1 em

animais tratados com o alcaloide B-carbolinico harmina;



167

» Analisar a expressao do fator pré-angiogénico VEGF (fator de crescimento
endotelial vascular) em animais tratados com o alcaloide B-carbolinico

harmina.
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7. ANEXOS

7.1 ANEXO A

Primeira pagina do artigo publicado no periddico Food and Chemical Toxicology,
volume 118, paginas 557-565, 2018, sob o titulo: In vivo antitumor activity of by-products of
Passiflora edulis f. flavicarpa Deg. Rich in medium and long chain fatty acids evaluated
through oxidative stress markers, cell cycle arrest and apoptosis induction.
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Keywords: Antiinflammatory and antitumor activity has been reported in Passiflon sdois (yellow pasion frit) neve rnheless
Focdfiorn edulic {. flvicwpa Deg the intringie mechanisms of action are not fully elucidated. The present study aimeds to perform a companison
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SFELOH exhibited higher antitumor sctivity companesd to HOE. Whersin, SFEIOH showed an EC,, of 2646 ug/
mil against MCE7 cells aswell asan increased inhibition of tumor growth of 485% (p < 0.001) in male Balb/e
mice, thereby promaoling an increased mice lifspan o approdmately 42% Moreover, SFELOH caused lipid
{p = 0.001) and protein (p < Q001) aeidation by increasing glutathione redox cycle activity while decreased
the thioredosdn reductise activity (p < 00001). SFEIOH ako induced oxidative DNA damage in Ehrlich seites
carcinama (EAC) cells leading 1o G2/M cycle amest and has increased apoptotic cells up (o 48.2%. These data
sugges thal the proballe mechanisms of antilumor effect are asociated o the lipid, protein and DNA danags,
leading to cell cycle amest and triggering apoptosis via mitochondrial pathway, should be probable due 1o the
presence of medivm and long chain fatty acids such as lauric acid.



https://doi.org/10.1016/j.fct.2018.06.010

203
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Abstract. Harmine, 2 mmicyclic f-carboline alkaleid 15 an
important metabolite present in Passifiora incarnata L. and
Passiflora edulls £ flavicarpa Degener. Fruits of these plants
are hizhly consumed in mopical couniries and are popularly
kmowmm as passion frudt, a namral produect with potential andi-
mmouwr activity. The cytotozicity and selectiviry effects were
evalnated in vire using tumour cell lines (MCE-7, Hel 3) and
normal mouse fbroblasts (MeCoy cells). Molecular assays
were performed nsing CT-DMNA analysed by UV-Visible
spectroscopy, floorescence spectroscopy and ciremlar
dichroism, followed by in silice simmlatdon (AnteDock Vima
amd GROMACS) and Comet assay. In vive anfifumour activity
was assessed in Balbve mice beaning Ehrlich ascitic mmour.
Harmine presented cytotoxicity and selectivity to tumour
cells. Spectrometry, molecnlar simulations and Comet assay
snzgested that harmine binds onte DXA nucleo base pairs
by intercalation, consequently inducing DMNA frapmenta-
tion. Furthermore, harmine decreased the PARP]-dependent
DA repair mechanism, cansing cell cycle armest m the G/
phase through inhibmon of pRb phosphorylation and reduced
expression of CDE2, cyclin A and cyclin Bl. Moreowver,
harmine decreased mitochondrial membrane potenmial and

caused mitochondrial-related cellnlar Bax-dependent and
p33-mdependent apoptesis in MCF-T cells. This j-carboline
alkaloid also decreased mmour growth, body weight, vohime
of ascitic fluid and volume of packed tumour cells, while
increased the mon-viable/viable mmour cells rato, which
consequently increased the lifespam of animals bearing
tumonts. Mechanistically, our findings indicate a putative
anttumor effect of harmme, which asseciates DA damage,
LA repair repression, cell cycle arrest and mpgperme apop-
tosis through mitechondrial pathway. The results suzpest that
harmine, present in the pulp and seed of the passion fruit,
could be used in fumre as a promising coadjutant anticancer
azenit and we suppest 0 address this frit as a fonctonal food.

Introduction

Despite advances in technolegy and medicine in terms of
diagnosis and therapy, cancer is now the leading canse of
death worldwide and thus remains a serious health issue and
an economic burden (1). With the exception of non-melanoma
skin cancer, prostate mmour is the most frequent cancer
in men, while breast tumour is the most frequent cancer in
WOIIETL.
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