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Resumo

Introducdo: A elevada morbidade provocada pelo cancer justifica a busca de
novas drogas que possam atuar mais seletivamente sobre os mecanismos de
morte celular. Desde os tempos remotos, as plantas aparecem como potenciais
farmacos na quimioterapia e, neste ambito, os flavonoides apresentam
consideravel interesse cientifico e terapéutico, estando envolvidos na
prevencdo de tumores. Objetivo: Inicialmente este estudo visou avaliar a
atividade antiproliferativa de 25 flavonoides e, posteriormente, investigar a
atividade antitumoral do composto mais eficaz (FLAV5) no processo de
migracdo replicacdo e mecanismos de morte celular na linhagem mais
sensivel, denominada U251 (glioma). Metodologia: Ensaio antiproliferativo: as
linhagens tumorais (5000 céls/poco) foram semeadas em placas de 96
compartimentos e tratadas com os flavonoides (1.6—-100 pug/mL). Apds 48h, as
células foram coradas com MTT (0,25 mg/mL), sendo calculado o valor de Glsg
(concentracao que inibe 50% do crescimento celular) dos compostos. Migracdo
celular: as células (1x10° células/poco) foram semeadas em placa de 6
compartimentos. Apoés atingirem 100% de confluéncia, foi feita uma ranhura e
as células foram entdo tratadas com FLAV5 (3 pg/mL), sendo as placas
fotomicrografadas nos tempos O e 48h para observagdo do fechamento da
ranhura. Replicacdo celular: as células (5000 céls/poco) foram semeadas em
placas de 6 compartimentos em solu¢cdo agar+RPMI, tratadas com FLAV5 (3
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ug/mL) a cada trés dias, sendo que ao final de 21 dias as células foram fixadas
com formaldeido (0,005%) e coradas com cristal de violeta, sendo contadas as
colénias. Mecanismos de morte celular: As células foram tratadas (12 pg/mL-
24h) e avaliadas através de citometria de fluxo para ensaios de ciclo celular,
apoptose/necroptose e despolarizacdo da membrana mitocondrial.
Resultados: FLAV5 apresentou valores baixos de Glsy para as linhagens
tumorais avaliadas, sendo a U251 (glioma) a mais sensivel. Este composto foi
capaz de inibir a migracao celular, sendo que ao final de 48h apenas 27% da
largura da ranhura havia sido fechada (vs. 95% do controle). Além disso,
FLAVS reduziu em 82% o numero de colbnias formadas. Os mecanismos de
acdo sugerem que O composto é capaz de induzir despolarizacdo da
membrana mitocondrial, além de indicar morte por apoptose tardia/necroptose,
porém, ndo foi capaz de induzir uma parada do ciclo celular. Conclusdes:
FLAVS5 apresentou promissora atividade antiproliferativa in vitro.
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1. Introducao

1.1 Cancer

Céancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas, que tém em
comum o crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e
6rgéos, podendo espalhar-se para outras regides do corpo (INCA, 2016). E
uma doenca heterogénea multifatorial e uma das maiores causas de
mortalidade no mundo inteiro (SIEGEL et al., 2013). No Brasil, a estimativa
para o ano de 2015 aponta para a ocorréncia de aproximadamente 576 mil
casos novos de cancer, reforcando a magnitude do problema desta doencga no
pais. Estendendo-se as previsdes para 0 mundo todo, a Organiza¢cdo Mundial
de Saude (OMS) estima que, para o ano de 2030, sdo esperados 21,4 milhdes
de casos novos e 13,2 milhdes de mortes por cancer, em consequéncia do
crescimento e do envelhecimento da populacdo (INCA, 2016). O cancer se
desenvolve através de processos complexos de multiplos passos onde ocorrem
alteracdes celulares e que tem em sua origem um processo desordenado de
divisdo celular. Os danos causados ao DNA e as proteinas podem ser
considerados uma das principais causas da carcinogénese (SUTANDYO,
2010). Esses danos podem ser causados por agentes carcinégenos quimicos
encontrados na fumaca do cigarro e contaminantes da dieta, como a aflotaxina
B1; por agentes fisicos tais como radiagdo UV, raios X e raios gama; bem
como bioldgicos, incluindo virus e bactérias patogénicos, como: Helicobacter
pylori, o virus do papiloma humano (HPV) e os virus das hepatites B e C
(HBV/HCYV) (Freire e Alves, 2015).

1.2 Céancer e Compostos Naturais
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O crescente entendimento da biologia tumoral tem fornecido alvos moleculares
para a triagem orientada de quimioterapicos e de agentes quimiopreventivos,
geralmente de origem natural ou sintetizados com base em produtos naturais
que apresentem maior eficacia terapéutica e menor toxicidade para o
tratamento de tumores. Desde o0s tempos remotos, as plantas aparecem como
um excelente recurso para o desenvolvimento de potenciais farmacos,
principalmente contra o cancer (GANESAN, 2013). Visto que as fontes naturais
sao amplamente encontradas na natureza e muitas vezes suas substancias
sao de grande potencial terapéutico, existe um amplo campo de estudos com
enfoque em compostos naturais na busca de novos produtos anticancer.

1.3 Flavonoides e cancer

Neste contexto, flavonoides constituem uma ampla classe de compostos
naturais de consideravel interesse cientifico e terapéutico. Apresentam
estrutura fendlica variavel, podendo ocorrer como agliconas, glicosideos ou
como parte de outras estruturas que contenham flavonoides, como as
flavolignanas; porém frequentemente ocorrem como glicosideos (BEHLING et
al., 2004). Eles sdo um grupo amplamente distribuido de metabolitos
secundarios de plantas polifenélicas, normalmente encontrados em
gimnospermas, angiospermas. Estudos desenvolvidos nos ultimos anos tém
provado que os flavonoides sao capazes de inibir a proliferacao celular, o
crescimento tumoral e a carcinogénese. Tem sido amplamente reportado que
os flavonoides interferem na iniciagdo, promoc¢ao e progressao do cancer, por
modularem diferentes enzimas e receptores responsaveis pela proliferacédo
celular, diferenciacao, apoptose, inflamacéo, angiogénese, metastase e
reversao da resisténcia a multiplas drogas (RAVISHANKAR et al., 2013).

2. Materiais e Métodos

2.1 Obtencé&o dos compostos naturais

Inicialmente foram avaliados 25 flavonoides isolados de espécies vegetais,
quanto a sua potencial atividade antiproliferativa em cultura de células tumorais
humanas.

2.2 Ensaios de atividade antiproliferativa

2.2.1 Screening antiproliferativo

Para este ensaio, foi utilizado o método colorimétrico 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-

i)2,5-Difenil Brometo de Tetrazolium (MTT) descrito por MOSMANN (1983) que
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consiste em avaliar indiretamente a viabilidade celular pela atividade
enzimatica mitocondrial das células vivas. As linhagens tumorais (5000
céls/poco) foram semeadas em placas de 96 compartimentos e tratadas com
os 25 flavonoides (1.6—100ug/mL). Apés 48h, as células foram coradas com
MTT (0,25mg/mL), sendo calculado, através de regressdo néo linear pelo
programa Origin®, o valor de Glsp (concentragdo que inibe 50% do crescimento
celular) dos compostos. Uma vez determinado o composto com melhor
atividade antiproliferative (FLAV5) e a linhagem tumoral mais sensivel (U251),
0s estudos a seguir foram conduzidos:

2.2.2 Ensaio de migragéao cellular (Wound Healing)

Este ensaio é amplamente utilizado para o estudo das caracteristicas da
migracao celular, assim como para a validacao de moléculas, que podem
interferir no processo migratério. Como descrito por YUE (2010), as células da
linhagem U251 (1x10° céls/poco) foram semeadas em placa de 6
compartimentos. Apos atingirem 100% de confluéncia, foi feita uma ranhura no
centro dos pocos e as células foram entéo tratadas com FLAVS (3 pg/mL),
sendo as placas fotomicrografadas nos tempos O e 48h para observagéo do
fechamento da ranhura.

2.2.3 Ensaio de Formacgao de Colbnias (FCA)

Para avaliar a capacidade do composto em inibir a replicacédo das linhagens, foi
realizado o ensaio de formacao de colbnia, conforme descrito por RAFEHI et al.
(2011). As células da linhagem U251 (5000 céls/poc¢o) foram semeadas em
placas de 6 compartimentos em solucdo agar+RPMI, tratadas com FLAV5 (3
png/mL) a cada trés dias, sendo que ao final de 21 dias as células foram fixadas
com formaldeido (0,005%) e coradas com cristal de violeta, sendo contadas as
colénias em estereomicroscopio.

2.3 Citometria de Fluxo

Os estudos acerca do mecanismo de a¢ao do composto foram realizados no
citometro de fluxo BD Accuri™ C6. Foram coletados 10.000 eventos de cada
ensaio.

2.3.1 Quantificacdo de células em estédgios de apopt ose

Este teste baseia-se na marcacao dupla por anexina V e 7-amino-actinomicina
D (7-AAD). As células da linhagem U251 foram inoculadas em placas de 6
compartimentos numa densidade de inoculacdo de 1x10° céls/mL, tratadas
com FLAVS5 (12 pug/mL) por 24h e, posteriormente, marcadas com anexina V e
7-amino-actinomicina D (7-AAD).
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2.3.2 Quantificacdo de células em fases do cicloce lular

Esse ensaio baseia-se na diferenciacéo de células nos diversos estagios do
ciclo celular pela marcacdo do DNA com iodeto de propidio (PI), um
intercalante de DNA. Essa analise soO € permitida ap0s a permeabilizacdo da
membrana com o etanol 70% a 4 °C. As células da linhagem U251 foram
inoculadas em placas de 6 compartimentos numa densidade de inoculacéo de
1x10° céls/mL, tratadas com FLAV5 (12 pg/mL) por 24h e, posteriormente,
marcadas com PI.

2.3.3 Determinagé&o do potencial transmembrénico mit  ocondrial

Este teste baseia-se na capacidade da mitocéndria em sequestrar o corante
fluorescente .Quando esta organela apresenta o potencial transmembranico
inalterado, as células sequestram o corante e emitem fluorescéncia. Alteracdes
nesse potencial transmembranico levam ao efluxo do corante de dentro da
mitoconcria, gerando eventos com menor fluorescencia quando comparados
com células que possuem mitocondrias intactas (Petit, 1992). As células foram
inoculadas em placas de 6 compartimentos numa densidade de inoculacéo de
1x10° céls/mL, tratadas com FLAV5 (12 pg/mL) por 24h e, posteriormente,
marcadas com MitoStatus Red.

2.4 Andlise estatistica

Os resultados dos testes in vitro foram expressos como médias + desvio
padrao das médias. As diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais
foram detectadas com andlise de variancia (ANOVA) seguida pelos pds testes
de Bonferroni, Tukey e teste T. Valores de p menores que 0.05 (p<0.05) foram
considerados estatisticamente significantes. Todos 0s experimentos foram
realizados em triplicatas biologicas e duplicatas técnicas.

3 Resultados

Primeiramente foram avaliados 25 flavonoides frente a um painel de células
tumorais, utilizando o método colorimétrico MTT, a TABELA 1 evidencia, 0s
valores de GI50 das linhagens tumorais em que 0s compostos foram mais
promissores, sendo o FLAV5 o mais eficaz e a linhagem U251 escolhida para
dar prosseguimento com 0s ensaios.

G150 2 M A 7 4 P H HaCaT

Doxo

0,21 - 5,53 3,36 7,53 84,72 64,56 2,90
FLayy 2970 2742 >100 i 29,13 i 66,94 >100
FLayp 1645 3462 63,56 i 20,94 i 19,97 74,36
Flayg 1189 2289 >100 i 11,42 i 14,04 >100
FLavq 1341 4344 >100 i 13,06 i 6,90 79,78
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FLAVS 2,60 - 4,26 16,94 2,48 7,43 17,31 2,18

TABELA 1. Atividade antiproliferativa dos flavonoides em cultura de células
tumorais humanas, apds 48h de incubacao, expressa em GI50,.

a-Método colorimétrico — MTT / b-Os valores de GI50 representam a
concentracdo minima necessaria (Jg/mL) para inibicdo de 50% do crescimento
celular. Os valores foram determinados através de analise de regressao nao-
linear usando o ORIGIN 7.5® (OriginLab Corporation). Os experimentos foram
realizados em triplicate experimental. / 2: U251 (glioma); M: MCF-7 (mama); A:
NCI/ADR-RES (ovario resistente a multiplos farmacos); 4: NCI-H460 (pulmao);
P: PC-3 (prostata); H: HT-29 (colon); HaCaT (queratindcito — linhagem néo
tumoral). — Linhagens em que as amostras nao foram avaliadas.

Para a avaliacdo da capacidade do composto em inibir a migracéo celular, foi
empregado o teste Wound Healing. Foi observado que, ao final de 24h de
tratamento com o composto FLAVS5, apenas 23% da largura da ranhura havia
sido fechada, ao passo que o tratamento com o controle DMSO induziu um
fechamento de 56% da mesma (FIGURAS 1 e 2). Ao final de 48h esta
diferenca foi ainda mais acentuada, uma vez que o tratamento com 0 composto
FLAVS5 reduziu a largura da ranhura em 27%, ao passo que o tratamento com o
controle DMSO induziu um fechamento de 95% da mesma (FIGURAS 1 e 2),
permitindo inferir que este composto é capaz de inibir a migracdo de células
U251.

Fechamento de ranhura (%)

Figuras 1 e 2. Porcentagem de inibicdo de migracao celular. Ensaio realizado
com linhagem U251, relacionando fechamento da ranhura versus tempo de
tratamento (24 e 48h). O programa ImageJ foi utilizado para o tamanho da
ranhura das amostras controle DMSO (A) e composto FLAVS5 (B) pelas
fotomicrografias adquiridas em microscopio Zeiss (aumento 20x). Andlise
estatistica ANOVA: teste tukey (**p<0,1, ***p<0,001).
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Para a avaliagdo da capacidade do composto em inibir a replicagéo celular, foi
empregado o teste FCA. Foi observado que, ao final de 21 dias de tratamento
com o composto FLAV5, este reduziu em 82% o numero de colbnias U251
formadas em comparacao ao controle (FIGURA 3). A FIGURA 4 evidencia
claramente a diferenca do numero de col6nias entre os pogos controle DMSO
(A) e o tratado com FLAVS (B). Por meio deste resultado é possivel inferir que
FLAVS apresenta acao sobre os mecanismos de replicacdo celular em U251.

200+

124

Namero de colénias formadas

DMSO FLAV5

Figuras 3 e 4. Numero de colbnias de células U251 (%) formadas. Analise
estatistica ANOVA: teste t (*** p<0,001).

A avaliacdo dos niveis de apoptose por citometria de fluxo € geralmente
utilizada com marcador Anexina, que se associa aos residuos de
fosfatidilserina, externalizados no inicio do processo apoptotico. A utilizacdo
conjunta do marcador nuclear 7AAD, por sua vez, torna possivel verificar as
alteracdes nucleares caracteristicas dos estégios tardios da apoptose, como
resultado do aumento da permeabilidade de membrana sinalizando processo
de morte celular. Apos 24h de tratamento, a concentragdo de 12 ug/mL de
FLAVS foi capaz de induzir apoptose tardia/necroptose de forma significativa
(46,2% das células tratadas versus 12,7% do controle) (FIGURAS 5 e 6)
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Figuras 5 e 6. Porcentagem de células U251 em diferentes estagios. Viaveis: (-

) anexina (-) 7-AAD; apoptose inicial: (+) annexin (-) 7-AAD; apoptose
tardia/necroptose: (+) anexina (+) 7-AAD; células ndo vidveis: (-) anexina (+) 7-
AAD. Tratamento: FLAV5 12ug/mL / TMZ 3000 uM /24h. Analise estatistica

two-way ANOVA: Bonferroni (** p<0,01 *p<0,05).

Estudos apontam que o aumento da geracao de espécies reativas de oxigénio

mitocondriais pode levar a danos oxidativos no DNA, lipidios e proteinas

(Kowaltowski e Vercesi, 2001); além disso a perda do potencial de membrana
mitocondrial é uma caracteristica de apoptose, sendo assim a avaliacdo do
potencial transmembranico é essencial para avaliar os mecanismos de morte
celular. O composto FLAV5 também foi capaz de induzir a despolarizacéo da
membrana mitocondrial em 28,4% das células versus 8,1% do controle

(FIGURAS 7 e 8).
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Figuras 7 e 8. Porcentagem de células despolarizadas e polarizadas apos o
tratamento com FLAVS5 (12 pg/mL /24h). Andlise estatistica two-way ANOVA:
Bonferroni (*p<0,05).
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A perda do controle do ciclo celular € uma das principais caracteristicas de
células tumorais. Muitos agentes quimioterapicos atuam modulando o ciclo

celular, porém o composto FLAV5 nas concentracdes utilizadas (6 e 12
png/mL/24h) néo foi capaz de levar a parada do ciclo celular (FIGURAS 9 e 10).
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Porcentagem de Células (%)
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Figuras 9 e 10. Porcentagem de células U251 em diferentes estagios do ciclo
celular: SubGO, GO/G1, S e G2/M. Tratamento: FLAV5: 6 e 12 ug/mL e TMZ
1500 uM / 24h. Andlise estatistica two-way ANOVA: Bonferroni (** p<0,01
*

p<0,05).

G2/M

4 Conclusao

Os resultados obtidos com o composto FLAV5 demonstram sua efetiva
atividade antiproliferativa em linhagem tumoral de glioblastoma e estimulam a
continuidade dos estudos no processo de investigagdo do mecanismo de agao.
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