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RESUMO

O céncer esta entre as maiores causas de morte do mundo, sendo que o cancer de mama
é o tipo de cancer que mais acomete mulheres. O tratamento dessa doenca requer uma
cuidadosa selecdo de um ou mais métodos de intervencdo. A maioria das drogas usadas
em quimioterapia atualmente provoca danos no DNA, tanto das células tumorais, como
também das células normais, portanto o desenvolvimento de novos quimioterapicos é
um desafio, uma vez que esses quimioterapicos devem ser capazes de agir seletivamente
para matar ou inibir o crescimento apenas de células tumorais. Desde a antiguidade até
hoje as plantas e seus produtos vém sendo utilizados para o tratamento das doengas,
sendo assim 0s compostos naturais podem proporcionar novas oportunidades para o
desenvolvimento de medicamentos contra o cancer. A cedrelona é um limondide isolado
do extrato metandlico do arilo de Trichilia catigua, uma planta nativa da flora brasileira
que cresce abundantemente em varias regides do pais e que é popularmente conhecida
como ‘“cedrinho”, “catuaba” ou ‘“catigud”. Estudos demonstram que a cedrelona
apresenta atividade inseticida e antifingica, e em um estudo preliminar verificamos que
a cedrelona inibe a proliferacdo de células tumorais da linhagem MDA-MB-231 com
mais seletividade do que inibe a proliferacdo de fibroblastos humanos, inibe
significativamente a adesdo das células MDA-MB-231 ao colageno tipo I, e também
possui um potencial excelente contra a migracédo e a invasdo das células MDA-MB-231.
A cedrelona também € capaz de induzir a apoptose em células da linhagem MDA-MB-
231. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi identificar 0 mecanismo de acdo da
cedrelona em células tumorais de mama triplo negativas, da linhagem MDA-MB-231,
por meio de anélises da cedrelona, por meio do coeficiente de particdo e do ensaio de
atividade antioxidante e de ensaios de morfologia celular, formacdo de coldnia,
apoptose, como o de fragmentacdo de DNA e o de fragmentacdo nuclear, ciclo celular,
pcr em tem real e western blotting. Os resultados demonstram que a cedrelona possui
afinidade com membranas bioldgicas e ndo apresenta atividade antioxidante. Ainda, a
cedrelona € capaz de induzir modificagdes morfoldgicas, diminuir o nimero e tamanho
de colbnias e induzir a apoptose aumentando a expressdo génica da proteina pro-
apoptotica Bax e diminuindo a expressao génica da proteina anti-apoptética Bcl-2 nas
células tumorais de mama triplo negativas, da linhagem MDA-MB-231. Esses
resultados indicam que a cedrelona tem potencial na terapia contra o cancer com base
em sua acdo antiproliferativa e efeitos de inducdo da apoptose.

Palavras-chave: cancer, cancer de mama, cancer de mama triplo negativo, produto
natural, limondide, cedrelona, apoptose e ciclo celular.



ABSTRACT

Cancer is among the leading causes of death in the world and breast cancer is the type
of cancer that affects more women. The treatment of this disorder requires a careful
selection of one or more methods of intervention. The majority of drugs currently used
in chemotherapy causes DNA damage in tumor cells and also in normal cells, therefore
the development of new chemotherapeutic agents is challenging, since these
chemotherapeutic agents should be able to kill or inhibit the growth only of tumor cells.
From ancient times until today plants and their products have been used for the
treatment of diseases, thus the natural compounds may provide new opportunities for
the development of cancer drugs. Cedrelone is an isolated limonoid from methanol
extract of Trichilia catigua aryl, a native Brazilian plant that grows abundantly in
various regions of the country and is popularly known as “cedrinho”, “catuaba™ or
"catigua”. Studies have shown that cedrelone has insecticidal and antifungal activity and
previous studies performed by our research group have demonstrated that cedrelone is
able to inhibit proliferation, colony formation, cell adhesion, migration, invasion and
moreover, to induce apoptosis in triple negative breast cancer cells from the line MDA-
MB-231. Therefore, the aim of this study was to identify the mechanism of action of
cedrelone in triple negative breast tumor cells, MDA-MB-231, through cedrelone
analysis, and through cell morphology assay, colony formation, apoptosis assays such
as DNA fragmentation and nuclear fragmentation, cell cycle, gRT-PCR and western
blotting. The results demonstrate that cedrelone has an affinity for biological
membranes and no antioxidant activity. Furthermore, cedrelone is capable of inducing
morphological changes, reduce the number and size of colonies and induce apoptosis by
increasing the gene expression of pro-apoptotic protein Bax and decreasing gene
expression of anti-apoptotic Bcl-2 in MDA-MB-231. These results indicate that
cedrelone has immense potential in cancer therapy based on their antiproliferative and
apoptosis inducing effects.

Keywords: cancer, breast cancer, triple negative breast cancer, natural product,
limonoid, cedrelone, apoptosis and cell cycle.
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1 INTRODUCAO
1.1 Epidemiologia do Cancer

O céancer estd entre as maiores causas de morte do mundo. Essa doenca foi
responsavel por 8,2 milhdes de mortes no mundo em 2012, e 0 nimero de novos casos devera
aumentar de 14 milhdes em 2012 para 22 milhGes nas proximas duas décadas, influenciado,
em parte, pelo aumento da populacdo e pelo envelhecimento global. Os tipos que mais
causam mortes sdo o de pulméo, figado, estbmago, colorretal e mama (WHO, 2008; WHO,
2014).

No Brasil, para os anos de 2014 e 2015, as estimativas sugerem 576 mil novos
casos de cancer, evidenciando essa doenca como um grande problema de saude publica. O
tipo mais incidente € o de pele ndo melanoma para ambos os sexos, seguido em homens pelos
canceres de prostata, pulméo, célon e reto, estbmago e cavidade oral; e, nas mulheres, pelos
de mama, c6lon e reto, colo do Gtero, pulmdo e glandula tireoide (BRASIL, 2014a). A tabela
1 apresenta a distribuicéo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para

2014 e valido também para 2015 por sexo, exceto pele ndo melanoma.

Tabela 1 - Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2014 por sexo,
exceto pele ndo melanoma.*

Localizacdo primaria  casos % Localizagao primaria £asos %

Prostata 68.800  22,8% Homens Mulheres  Mama Feminina 57.120 20,8%

Traqueia, Bronquio e Pulmédo 16.400 5,4% Cdlon e Reto 17.530 6,4%

Cdlon & Reto 15.070 3,0% ‘ . Colo do Utero 15.580 5,7%

Estdmago 12.870 4,3% Traqueia, Brénquio e Pumdo  10.930 4,0%

Cavidade Oral 11.280 3,7% Glandula Tireoide 8.030 2,9%

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

Laringe 6.870 2,3% Corpo do Utero 2.900 2,2%

Bexiga 6.750 2,2% Ovdrio 5.680 2,1%

Leucemias 3.030 1,7% Linfoma ndo Hodgkin 4.850 1,8%

Sistema Nervoso Central 4.960 1,0% Leucemias 4320 1,6%

* Extraido e modificado de BRASIL, 2014a.

1.2 Cancer de mama

O cancer de mama € o tipo de cancer que mais acomete as mulheres em todo o
mundo. No Brasil, ele apresenta uma alta incidéncia, sendo que para os anos de 2014 e 2015
sdo esperados 57.120 novos casos em mulheres (BRASIL, 2014b). Esse tipo de cancer pode

ser definido como o cancer que se forma nos tecidos da mama (figura 1) e ocorre em homens
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e mulheres, embora o cancer de mama masculino seja raro. O tipo mais comum de cancer de
mama em mulheres é o carcinoma ductal, que comeca no revestimento dos ductos de leite,
outro tipo bastante comum é o carcinoma lobular, que comeca nos lobulos (glandulas do leite)
da mama (NCI, 2015).

Figura 1- Anatomia da mama feminina. O mamilo e aréola sdo mostrados no exterior da mama. Os ganglios
linfaticos, lobos, l6bulos, dutos e outras partes sdo mostrados no interior da mama. *

Chest wall
S —
Lymph nodes <@ @ :
{,\‘\“2 Ribs<
% q6, Fatty tissue
e
" ] \
= v 0 Muscle Lobe
\ 1) ‘ 2
“ \ R Ducts
- = 20N
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* Extraido e modificado de NCI, 2015.

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de mama séo:
idade avancada, idade da menarca, idade da menopausa, alimentacdo, histérico familiar, entre
muitos outros (MCPHERSON; STEEL; DIXON, 2000). Apesar de ser considerado um cancer
de relativamente bom prognostico, se diagnosticado e tratado oportunamente, as taxas de
mortalidade por cancer de mama continuam elevadas no Brasil, muito provavelmente porque
a doenca ainda ¢ diagnosticada em estagios avancados (BRASIL, 2014b).

Os canceres de mama mostram grande heterogeneidade, apesar da sua origem
tecidual comum. Décadas de pesquisa em patologia e genética molecular tém mostrado uma
série de subtipos distintos. Atualmente, apenas um ndmero limitado de fatores clinicos,
patologicos e moleculares auxiliam os médicos a tomarem decisdes sobre a sele¢do da terapia

e 0 prognostico da doenca. Os tumores de mama sdo classificados em trés principais grupos
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com base nos receptores de superficie das células tumorais que refletem as opcdes de
tratamento disponiveis. Assim sendo um cancer de mama pode ser: receptor de estrogénio
(RE) positivo ou negativo, receptor de progesterona (RP) positivo ou negativo e receptor
tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2) positivo ou negativo. O cancer de
mama que ndo apresenta nenhum tipo de receptor hormonal ou amplificacdo do HER2 é
chamado de cancer de mama triplo negativo (CMTN) (ENGEBRAATEN; VOLLAN;
BORRESEN-DALE, 2013).

O CMTN representa cerca de 15% dos canceres de mama que nao tém
expressao de RE e RP e nédo apresentam amplificacdo do HER2 (CRISCITIELLO et al., 2012)
Os CMTNSs formam um grupo heterogéneo de tumores, que exibem natureza agressiva com
maiores taxas de recidiva e menor sobrevida global em comparacdo com outros subtipos de
cancer de mama. Os beneficios da terapia direcionada para pacientes com cancer da mama
RE-positivo/RP-positivo e HER2-amplificado ndo podem ser aplicados a pacientes com
CMTN por causa da auséncia de alvos moleculares bem definidos. A quimioterapia citotoxica
¢ atualmente a Unica opcao de tratamento sistémico para CMTN (ABRAMSON et al., 2015).

1.3 Patologia do Cancer

O céancer é uma doenga extremamente heterogénea e complexa (MICHOR;
IWASA; NOWAK, 2004; PEDRAZA-FARINA, 2006). Esse termo é utilizado para um
conjunto de mais de 100 doencas nas quais células anormais se dividem sem controle e sdo
capazes de invadir outros tecidos e se espalhar por outros 6rgdos (WHO, 2014; BRASIL,
2014c).

As causas do cancer sdo muito diversas devido a complexidade da doenca e
estdo relacionadas a fatores externos e/ou internos ao organismo, como, por exemplo, 0s
fatores genéticos, estilo de vida, exposicdo a diferentes tipos de agentes quimicos e radiacao.
Esses fatores causais podem agir conjuntamente ou em sequéncia para iniciar ou promover o
cancer (ACS, 2014; BRASIL, 2014c).

O processo pelo qual uma célula normal adquire caracteristicas tumorais ocorre
por meio de mutacGes e mudancas epigenéticas que ativam oncogenes ou inibem a atividade
de genes supressores tumorais (PEDRAZA-FARINA, 2006). Durante o desenvolvimento do
tumor algumas alteragdes fisiologicas sdo comuns a todos os tipos de cancer, apesar da
heterogeneidade da doenca. Entre elas estdo a auto-suficiéncia em sinais de crescimento,
resisténcia a sinais inibitérios de crescimento e resisténcia a morte celular permitindo a
imortalidade replicativa e a inducdo de angiogénese (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Os
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tumores malignos, além das propriedades anteriores, possuem também a capacidade de
invadir tecidos e 6rgdos distantes, podem resultar em metastase (HANAHAN; WEINBERG,
2000; LAZEBNIK, 2010). Em uma publicacdo mais recente, duas caracteristicas adicionais
foram incorporadas como alteracGes relacionadas as células tumorais. A primeira envolve a
capacidade de tais células modificarem ou reprogramarem o metabolismo celular, a fim de
induzir a proliferacdo neoplasica. A segunda estd relacionada ao fato de que as células
tumorais podem passar despercebidas pelo sistema imune, em particular, por linfécitos T e B,
macrofagos e por células natural killers (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

A p53 é um elemento chave na manutengdo da estabilidade do genoma, na
regulacdo da morte celular e em outros varios processos celulares. Embora seja mais
conhecida pelo seu papel como supressora de tumor, a lista das suas fungdes inclui papéis
reguladores no metabolismo do substrato, senescéncia celular, autofagia, reparo do DNA,
estresse oxidativo e angiogénese (LIU et al., 2012; VOUSDEN; LANE, 2007; AGARWAL et
al., 1998). Nos tumores humanos essa proteina, comumente, sofre uma mutagdo e a perda da
sua funcdo original pode ser essencial para a tumorigénese (ELLIS et al.,1997). Mutacbes no
gene p53 resultam em um descontrole do ponto de checagem na fase G1 do ciclo celular e em
apoptose (YU; ZHANG, 2005; AGARWAL et al., 1998).

Pesquisas recentes demonstram que 0S tumores sdo estruturas complexas
(ONUCHIC; CHAMMAS, 2010). A maior parte dos tumores € mantida por uma
subpopulacdo de células que apresentam caracteristicas semelhantes as de células-tronco,
sendo capazes de mediar a metastase e contribuir para a resisténcia aos tratamentos contra o
cancer. Essas células-tronco tumorais (CTTs) sdo reguladas por complexas interacbes com 0s
componentes do microambiente tumoral. Este € formado por células inflamatorias, fatores de
crescimento sollveis, citocinas e pela matriz extracelular, que se comunica com as células
tumorais (figura 2). Os niveis elevados de citocinas e fatores de crescimento produzidos pelas
células tumorais aumentam a proliferacdo e sobrevivéncia das CTTs, induzem a angiogénese
e recrutam macrofagos associados a tumores, neutrofilos e mastocitos, que segregam fatores
de crescimento adicionais, formando um circuito fechado de realimentacdo positiva que
permite a célula tumoral invadir tecidos e 6rgédos distantes (KORKAYA; LIU; WICHA, 2011).
Embora varias células do sistema imune sejam recrutadas para o local do tumor, as suas
funcBes antitumorais estdo desreguladas, em grande parte, em resposta a sinais derivados de
tumores (KORKAYA et al., 2011; WHITESIDE, 2008).

Portanto, essas interacBes continuas no microambiente tumoral podem

contribuir para promover o aparecimento de cancer, sustentar o desenvolvimento do tumor,
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defender o tumor do sistema imune do hospedeiro, resistir a terapias e propiciar a metastase

(KORKAYA etal., 2011, WHITESIDE, 2008).

Figura 2 — O Microambiente Tumoral.*
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* Extraido e modificado de KORKAYA; LIU; WICHA, 2011.

A metastase tem sido estudada por mais de 100 anos, porém apenas
recentemente foram conhecidos os mecanismos pelos quais células metastaticas surgem a
partir de tumores primarios e as razdes pelas quais certos tipos de tumores tendem a
metastatizar para 6rgdos especificos. Um extenso conjunto de dados clinicos e de investigacédo
experimental confirmou a hip6tese "da semente e do solo™ proposta por Stephen Paget em
1889, a qual propde que a metéstase depende da interacdo entre células tumorais metastaticas
(as "sementes") e o microambiente de um o6rgdo especifico (o "solo") (FIDLER, 2003;
LANGLEY; FIDLER, 2011). A metéstase, a propagacao das células do tumor primario para
Orgdos distantes, e 0 seu crescimento rapido, é o aspecto mais temido do cancer. Apesar das
melhorias significativas no diagndstico, técnicas cirdrgicas, cuidados gerais do paciente e
terapias adjuvantes locais e sistémicas, a metéastase ainda é causa principal de morte no cancer
devido a resisténcia as terapias convencionais (FIDLER, 2003; WHO, 2014). Ela ¢é
decorrente de uma cascata molecular por meio da qual as células tumorais deixam o tumor



21

primario e migram para outros locais onde se proliferam dando origem a um tumor secundério
(BROOKS et al., 2010).

As etapas envolvidas na cascata metastatica, apresentadas na figura 3, podem
ser resumidas da seguinte forma: primeiramente ocorre o desenvolvimento de novos vasos
sanguineos para suprir as necessidades do tumor, processo denominado angiogénese; seguida
pela evasdo de células tumorais do tumor primario; invasdo e migragdo por meio da
membrana basal (MB) e da matriz extracelular (MEC) e disseminacdo para locais distantes
através da circulacdo sanguinea ou linfatica; adeséo das células tumorais as células endoteliais
do 6rgéo alvo; invasdo das células tumorais através da camada de células endoteliais e da MB;
por fim o crescimento do tumor secundario no 6rgdo alvo, seguido de novo processo
angiogénico (FIDLER, 2003; CHAMBERS et al., 2002 apud BROOKS et al., 2010). Na
cascata metastatica apenas uma pequena parte das células tumorais circulantes colonizam os
sitios secundarios. A maior parte das células tumorais € morta pelo sistema imune ou por
apoptose (SHUKLA; SINGH, 2007). A busca de novas moléculas que possam atuar em
diferentes pontos do processo metastatico e ativar a apoptose € de fundamental importancia
para o desenvolvimento de novos tipos de tratamento, mais eficazes e com menos efeitos

colaterais do que os observados na quimioterapia atual.

Figura 3 — Os principais passos da formacdo da metastase.*
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* Extraido e modificado de FIDLER, 2003.
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1.3.1 Apoptose

A homeostase celular nos tecidos ¢ mantida por trés mecanismos: proliferagéo,
diferenciacdo e morte celular. Entretanto, durante anos as pesquisas contemplaram apenas 0s
dois primeiros mecanismos, o de proliferacdo e de diferenciacdo celular, e pouca atencédo foi
destinada ao mecanismo de morte celular (ZHIVOTOVSKY, 2004). Pela primeira vez, em
1842, a observacdo de que a morte celular é parte de desenvolvimento normal foi realizada
pelo alemdo, Carl Vogt, mas o interesse nesta area permaneceu dormente por mais de um
século. A redescoberta do tema ocorreu mais tardiamente em 1965, quando pela primeira vez
o termo morte celular programada foi introduzido, por Lockshin e Williams, para se referir
especificamente & morte celular durante o desenvolvimento. A cunhagem do termo
“apoptose” ocorreu em 1972 por Kerr, Wyllie, e Currie que descreveram as mudancas
morfologicas relacionadas a esse tipo de morte e concluiram que ela desempenha um papel
complementar, mas oposto a mitose na regulacdo da populagdo de células animais
(LOCKSHIN; ZAKERI, 2001; KERR, WYLLIE; CURRIE, 1972; VOGT, 1842 apud
DEGTEREV; BOYCE; YUAN, 2003). Desde entdo, muitas pesquisas relacionadas a
apoptose foram desenvolvidas e por meio delas os genes e caminhos que controlam e
influenciam, positivamente ou negativamente, a progressdo da apoptose foram identificados
(HOLCIK; KORNELUK, 2001).

O termo "apoptose" é derivado de palavras gregas que significam "cair fora" e
referem-se a queda das folhas das arvores no outono (KERR; HARMON, 1991 apud WONG,
2011). A apoptose ou morte celular programada é essencial para a manutencao da homeostase
e para a sobrevivéncia de organismos multicelulares. A desregulacdo desse processo pode
levar a consequéncias catastroficas, e esta envolvida em muitas doengas, tais como cancer,
doencas neurodegenerativas e autoimunes. Portanto, o rigido controle do processo de
apoptose é critico para a sobrevivéncia celular (DANIAL; KORSMEYER, 2004,
DEGTEREV; BOYCE; YUAN, 2003; HOLCIK; KORNELUK, 2001).

Durante a apoptose, as células adquirem formato esférico, perdem o contato
com as células vizinhas, a cromatina sofre condensacdo e se concentra junto a membrana
nuclear, que se mantém intacta. Entdo, a membrana comeca a formar saliéncias, referidas
como “blebs”, e o ntcleo se fragmenta. Essas saliéncias da membrana celular culminam em
pequenas vesiculas, conhecidas como corpos apoptéticos (SARASTE; PULKKI, 2000;
TAYLOR; CULLEN; MARTIN, 2008; ZIEGLER; GROSCURTH, 2004). Os corpos
apoptoticos sdo rapidamente fagocitados por macréfagos (HENSON; BRATTON, 2013). A
fagocitose de celulas apoptoticas por macrofagos suprime ativamente a inflamacdo pela
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inibicdo da producdo de citocinas inflamatorias e indugdo da producdo de fatores anti-
inflamatorios (FADOK et al., 1998).

A externalizacdo de fosfatidilserina em células apoptdticas, mas ndo em células
necroticas, é considerado como um marcador de apoptose (ZHIVOTOVSKY, 2004). As
células que sofrem apoptose diferem daqueles que morrem por meio de necrose, que é
sinalizada por mudancas irreversiveis no nucleo e no citoplasma. As células necroticas sdo
geralmente reconhecidas pelo sistema imune como um sinal de perigo resultando em
inflamacéo; em contraste, a morte por apoptose é tranquila e ordenada (MAJNO; JORIS,
1995; XU; SHI, 2007).

Outra caracteristica marcante da morte celular por apoptose é a fragmentacdo
do DNA, sendo os responsaveis por essa fragmentacdo, uma série de substratos de caspases
(SARASTE; PULKKI, 2000; TAYLOR et al., 2008; ZIEGLER; GROSCURTH, 2004). As
caspases (cysteine aspartic acid-specific proteases) pertencem a uma familia de proteases que
apresenta uma cisteina no sitio ativo e sdo responsaveis pela clivagem de substratos que
contenham residuos especificos de acido aspartico. Para manter o programa apoptotico sob
controle, as caspases inicialmente sdo expressas nas células na forma de precursores inativos,
as pré-caspases e necessitam de oligomerizagdo e/ou clivagem para sua ativacdo (OKADA,;
MAK, 2004; TAYLOR et al., 2008). Essas enzimas estdo presentes no citosol de todos os
animais e a ativacdo da cascata de caspases € o passo central da apoptose (STENNICKE;
SALVESEN, 1998; ZIEGLER; GROSCURTH, 2004). A familia das caspases pode ser
dividida em iniciadoras, que sdo ativadas em resposta a certos estimulos, e em efetoras, que
sdo essenciais para a desmontagem ordenada de estruturas celulares vitais por meio da
clivagem de substratos (TAYLOR et al., 2008). As caspases clivam um grande numero de
diferentes substratos no citoplasma ou ndcleo que levam a muitas das caracteristicas
morfologicas da apoptose (DEGTEREV; BOYCE; YUAN, 2003).

A ativacdo da apoptose pode ser iniciada de duas principais maneiras: pela via
extrinseca (citoplasmatica) ou pela via intrinseca (mitocondrial) (figura 4). A via extrinseca é
ativada pela ligacdo de ligantes especificos a receptores de morte celular de superficie, tais
como Fas e receptores ligantes de necrose tumoral (TRAIL) (DANIAL; KORSMEYER,
2004). Essa ligacdo promove a agregacao de proteinas adaptadoras que se ligam ao dominio
intracelular do receptor, que entdo se liga ao pro-dominio de caspases iniciadoras, resultando
na formacédo do complexo DISC (Death Inducing Signalling Complex), onde ocorre a ativacdo

da prd-caspase-8, que pode clivar caspases efetoras, como a caspase-3, 0 que leva a apoptose
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(ALGECIRAS-SCHIMNICH et al., 2002; BUDIHARDJO et al., 1999; PARRISH; FREEL,;
KORNBLUTH, 2013).

Por outro lado, a morte celular pela via intrinseca é ativada por uma grande
variedade de sinais, incluindo radiacdo, dano ao DNA, calor, medicamentos citotdxicos,
estresse celular e a retirada dos fatores de crescimento. Em resposta a esses estresses, vias de
sinalizacdo sdo transduzidas e convergem, principalmente, para a mitocondria, que sofre
modificagdes de potencial de membrana interna e de permeabilidade de membrana. A
permeabilizacdo da membrana mitocondrial é mediada por alguns membros da familia Bcl-2
que regulam a apoptose coordenadamente. Essa permeabilizacdo permite a liberagcdo de
proteinas em condicdes apopoticas, sendo que a primeira proteina mitocondrial a ser liberada
para o citoplasma pela mitocéndria € o citocromo ¢, que forma um complexo com o fator de
ativacdo associado a apoptose-1 (APAF-1) e com a pro-caspase-9, o que leva a ativacdo da
caspase-9, desencadeando a ativagdo das caspase-3, -6 e -7, 0 que resulta na apoptose
(KANG; REYNOLDS, 2009; OKADA; MAK, 2004; SAELENS et al., 2004; XU; SHI,
2007).

A familia das proteinas Bcl-2 regula a permeabilidade da membrana
mitocondrial e pode determinar se a célula iniciard ou abortard o processo de apoptose.
Acredita-se que o principal mecanismo de acdo da familia Bcl-2 é a regulacdo da liberagdo de
citocromo ¢ das mitocondrias da alteracdo da permeabilidade da membrana mitocondrial
(ELMORE, 2007). Esta familia de proteinas é constituida por 25 membros pré-apoptoticos,
como Bax, Bak, Bok, Bim, Bad, e Bid, e anti-apoptéticos, como Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-
1, Bfl/A-1, que interagem para manter o equilibrio entre as células recém-formadas e as
células que estdo morrendo (SPIERINGS et al., 2005).
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Figura 4— Apoptose: via intrinseca e extrinseca. *
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A compreensdo dos mecanismos e das alteracbes nos componentes das vias
apoptéticas e sua correlagdo com a ocorréncia do cancer sdo importantes para o
desenvolvimento de novas terapias para o cancer (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).

1.3.2 Ciclo Celular

O ciclo celular é o mecanismo pelo qual as células se dividem e seu controle é
um processo fundamental em eucariotas. Este mecanismo é dividido em duas principais fases:
a intérfase e a mitose, processo de divisdo nuclear. A intérfase é o periodo que precede a
divisdo celular com intensa atividade metabdlica ¢ ¢ dividida em trés fases: fase G1 (“Gap
17), S (Sintese) e G2 (“Gap 2”). Na fase Gl a célula esta se preparando para a sintese de
DNA, que ocorre na fase seguinte, a fase S. Depois a célula segue para fase G2, na qual a
célula se prepara para a mitose (M). A progressao ordenada de G1 para S e de G2 para a fase
M ¢é controlada por pontos de checagem. Em resposta a danos ao DNA, o ciclo celular pode
parar nestes pontos de checagem para que a célula possa tentar repara-lo (NIGG, 2001;
PAULOVICH; TOCZYSKI; HARTWELL, 1997; SCHAFER, 1998; VERMEULEN; VAN
BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003).
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As células humanas estdo equipadas com mecanismos de controle da divisdo
celular, como a apoptose. MutacBes no contetido genético das células podem perturbar estes
mecanismos regulatorios e contribuir para a formacéo de doencas, como o cancer (RIVOIRE
et al., 2001). Portanto, tratamentos que possam induzir a parada do ciclo celular nos pontos de

checagem e/ou induzir a apoptose podem ser muito eficazes.

1.4 Tratamento do Céncer

No comeco do século XX, apenas tumores pequenos e sem metastases eram
curaveis por meio de cirurgias. Com 0 avango nas pesquisas e tecnologia, a radiagdo comegou
a ser utilizada ap6s a remocdo cirdrgica do tumor. Mais tarde, a quimioterapia passou a ser
empregada com a finalidade de destruir células tumorais que se espalharam a partir do tumor
primario para outros locais (AMERICAN CANCER ASSOCIATION, 2014). Atualmente, o
tratamento do céncer requer a escolha de intervengdes, como cirurgia, radioterapia e
quimioterapia com o objetivo de curar a doenga ou prolongar a vida, melhorando a qualidade
de vida do paciente (WHO, 2014).

A cirurgia € um dos principais tratamentos para o cancer. Ela é um
procedimento local que pode eliminar completamente o tumor se ele néo tiver espalhado pelo
corpo (CANCER RESEARCH UNITED KINGDOM, 2014a). A radioterapia & um tratamento
no qual sdo utilizadas radiacbes para destruir um tumor ou impedir que suas células
aumentem (BRASIL, 2014d). J& a quimioterapia € o tratamento com uma ou uma combinacéo
de drogas que pode ser administrado via oral, intravenosa, intramuscular, subcutanea,
intracraneal ou tdpica. No século XX, a quimioterapia foi dominada pelo desenvolvimento de
drogas genotdxicas, iniciada pela descoberta das propriedades antitumorais da mostarda de
azoto e da aminopterina, analoga do &acido félico, na década de 1940 (BAGULEY, 2002).
Atualmente existem mais de 100 diferentes tipos de drogas disponiveis e muitas estdo em
processo de desenvolvimento. Apesar da grande quantidade de medicamentos disponiveis 0s
efeitos adversos desse tipo de tratamento sdo muito intensos e comprometem a qualidade de
vida do paciente (CANCER RESEARCH UNITED KINGDOM, 2014b; BRASIL, 2014e).

O desenvolvimento de novos quimioterapicos € um desafio, pois esses
quimioterapicos devem ser capazes de agir seletivamente para matar ou inibir o crescimento
apenas de células tumorais. Porém, a maioria das drogas usadas em quimioterapia atualmente
provoca danos no DNA, tanto das células tumorais, como também das células normais,
levando a morte das células de réapida divisdo e caracterizando os indesejaveis efeitos

adversos associados (queda de cabelo, cansaco, enjoos, fraqueza, perda de peso, entre outros).
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Além disso, as técnicas quimioterépicas utilizadas atualmente ndo sdo capazes de erradicar
todas as células neoplésicas do tumor, mas apenas destroem uma propor¢do das células que
foram expostas ao tratamento. Outra caracteristica das drogas quimioterapicas € que muitas
agem somente em estagios especificos do ciclo celular da celula tumoral, fazendo com que,
em outros estagios, as células ndo respondam ao tratamento (CHAKRABORTY, 2007,
CANCER RESEARCH UNITED KINGDOM, 2014b; BRASIL, 2014e).

O principal obstaculo para o tratamento de metéstases é a heterogeneidade
bioldgica das celulas tumorais no tumor primario e nas metéstases. Além disso, o
microambiente de um oOrgdo especifico pode modificar a resposta de uma célula tumoral
metastatica ao tratamento. Portanto, a compreensdo da patogénese da metastase nos niveis
sistémicos, celulares e moleculares sdo metas importantes de pesquisas sobre o cancer
(FIDLER, 2003).

Dentre os quimioterdpicos mais importantes para o cancer, a vimblastina e a
vincristina (extraidas de Catharrantus roseus), o etoposideo, o teniposideo e o taxol sdo
respeitaveis farmacos introduzidos na terapéutica nos ultimos 20 anos, fundamentais para o
renascimento do interesse nos produtos naturais por parte da indastria farmacéutica
(VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, 2007).

1.4.1 Produtos naturais no tratamento do cancer

Desde a antiguidade até hoje as plantas e seus produtos vém sendo utilizados
para o tratamento das doencas. A busca por alivio e cura de doencas pela ingestdo de parte
diversas de plantas foi uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais. As
plantas produzem moléculas organicas que estdo envolvidas na protecdo contra bactérias,
virus e fungos, insetos, animais, ou outra planta que pode vir ameacar sua sobrevida. Muitos
destes compostos quimicos sdao biologicamente ativos quando isolados e, portanto, as plantas
sdo fontes muito ricas de agentes quimicos com atividade farmacoldgica que podem ser
considerados medicamentos em potencial (PAGE et al., 2004; VIEGAS; BOLZANI,;
BARREIRO, 2007).

Entre os anos de 1785 e 1928, a descoberta de produtos de origem natural, tal
como a penicilina, extraida de um fungo, como fontes de drogas para o tratamento de
doencas, corroboraram o surgimento da industria farmacéutica (RISHTON, 2008). Na
literatura, ha referéncias de varios produtos naturais testados em células tumorais, como o
Paclitaxel, nome comercial é Taxol®. Na década de 1970, o medicamento Taxol®, cujo

principio ativo é extraido da casca do teixo do pacifico (Taxus brevifolia), foi testada em
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roedores que apresentavam cancer, verificando-se uma alta eficicia deste composto na
inibicdo da proliferacdo de células tumorais. Feitos mais alguns testes com decorrer dos anos
constatou-se que o Taxol® interfere nas funcdes normais necessarias para 0 aumento da
proliferacdo das células tumorais e atuam sobre os microtibulos, estabilizando-os no estado
polimerizado (KINGSTON, 2007; RANG; DALE; RITTER, 2001).

Estudos demonstram que diversos compostos naturais, como o resveratrol, a
genisteina, o &cido betulinico e os analogos da vitamina E tem suas atividades antitumorais
mediadas pela modulacdo das vias de morte celular, incluindo a apoptose, em células tumorais
(DHANDAYUTHAPANI et al., 2013; FULDA, 2010). Portanto, 0os compostos naturais
podem proporcionar novas oportunidades para o desenvolvimento de medicamentos contra o
cancer, uma vez que podem modular as vias da apoptose, que sdo frequentemente bloqueadas
em células tumorais. Logo, € crescente o interesse da industria farmacéutica no
desenvolvimento de novos farmacos derivados de compostos (FULDA, 2010; DIMASI,
GRABOWSKI, 2007). A quimioprevencdo do cancer utilizando compostos naturais ou
sintéticos para inibir o desenvolvimento de cancer também é uma area de investigacdo ativa
(RAFFOUL et al., 2012).

1.4.1.1 Limonoides

O termo limondide € derivado de limonin, que foi identificado pela primeira
vez como o constituinte amargo de sementes de frutas citricas em 1841. Os limonoides séo
encontrados nas familias de plantas da familia Rutales e também mais abundantemente nas
familias Meliaceae e Rutaceae. Os limonodides representam um grupo de metabdlitos
secundarios, o qual exibe uma ampla gama de propriedades bioldgicas, incluindo
antitumorais, agentes antibacterianos, antifingicos, antimalaricos e antivirais (ROY; SARAF,
2006; TUNDIS; LOIZZO; MENICHINI, 2014).

1.4.1.1.1 Cedrelona

O Brasil é um pais de proporgdes continentais ocupando quase a metade da
América do Sul e abrangendo varias zonas climaticas. Estas diferencas climéticas levam a
diversidade ecoldgica, formando zonas biogeogréaficas distintas, como a Floresta Amazonica,
o Pantanal, o Cerrado, a Caatinga, os Pampas e a Mata Atlantica. A variedade de biomas
reflete a enorme riqueza da flora e da fauna brasileiras, sendo que o Brasil abriga a maior

biodiversidade do planeta (BRASIL, 2015f). Portanto, uma multiplicidade de compostos
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ativos pode ser utilizada como modelos na busca de novas moléculas antitumorais
(SUFFREDINI; VARELLA; YOUNES, 2006).

A Trichilia catigua (figura 5) é uma planta nativa da flora brasileira que cresce
abundantemente em varias regides do pais, tendo sua maior ocorréncia de Sao Paulo até o Rio
Grande do Sul. Ela é popularmente conhecida como “cedrinho”, “catuaba” ou “catigud” e ¢
amplamente utilizada na medicina tradicional como um tonico para o tratamento da fadiga,
estresse, impoténcia, depressao, inflamacéo e contra os déficits de memoria, sendo também
utilizada como substancia digestiva e purgante. Algumas inddstrias farmacéuticas e de
bebidas no Brasil utilizam a casca desta planta para preparar bebidas tonicas (MATOS et al.,
2009; VIANA etal., 2011).

Figura 5- Flores, frutos e arilos e sementes da Trichilia catigua. *

* Disponivel em: http://www.colecionandofrutas.org/trichiliacatigua.htm .

A cedrelona é um limonoide isolado do extrato metandlico do arilo de Trichilia
catigud (Meliaceae) (MATOS et al., 2009; VALMORBIDA et al., 2008; VIANA et al.,
2011), cuja estrutura molecular estd demonstrada na figura 6.

Figura 6- Estrutura molecular da cedrelona. *
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* Extraido de Cazal et al. (2010).
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Estudos demonstram que a cedrelona apresenta atividade inseticida relevante e
apresenta mortalidade larval moderada em Spodoptera frugiperda (MATOS et al., 2009). Em
outro estudo, a cedrelona, isolada da espécie Toona cilliata, mostrou atividade antifingica
contra Puccinia arachidis, um patogeno da ferrugem (GOVINDACHARI et al., 2000). Cazal
et al. (2010) avaliaram o efeito citotoxico de produtos isolados de membros das familias
meliaceae e rutaceae em células tumorais das linhagens MCF-7 (cancer de mama), NCI-H460
(cancer de pulmdo) e A375-C5 (melanoma). Nesse estudo, a cedrelona mostrou-se o inibidor
mais ativo do crescimento celular, apresentando valores de Gls abaixo de 4,20uM, em todas
linhagens testadas (CAZAL et al., 2010).
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2 RESULTADOS PRELIMINARES

Em experimentos anteriores realizados no Laboratério de Biologia do
Envelhecimento, LABEN, verificamos que a cedrelona inibe a proliferacdo de células
tumorais de mama da linhagem MDA-MB-231 (ICsp de 21,81%1,34uM) com maior
especificidade do que inibe a proliferacdo de fibroblastos humanos (FH) (ICso de 39,13 +
1,59uM). A cedrelona também inibe a formagdo de coldonias de células MDA-MB-231 em
quase 50% em concentragdes tdo baixas quanto 1uM; maiores concentragdes impedem
totalmente a capacidade de formacdo de coldnias pelas células de tumor de mama (FUZER et
al., 2013).

A cedrelona inibe significativamente a adesdo das células MDA-MB-231 ao
colageno tipo I, um componente da matriz extracelular com ICs de 35,10 + 6,25uM. Foram
realizados outros experimentos que demonstraram que a cedrelona possui um potencial
excelente contra a migracdo e a invasdo das células MDA-MB-231, com efeitos a partir de
10uM, em parte por inibir a atividade da MMP-9, como demonstrado por ensaios de
zimografia. Por fim, a cedrelona foi capaz de induzir apoptose em células da linhagem MDA-
MB-231, sendo que na concentragdo de 100uM ela foi capaz de induzir significativamente a
apoptose e a necrose em, aproximadamente, 95% das células MDA-MB-231 (FUZER et al.,
2013).
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3 JUSTIFICATIVA

O avango nas pesquisas com objetivo de detectar, diagnosticar e tratar o cancer
foi significativo nos Gltimos anos, segundo a Associacdo Americana para Pesquisas do Cancer
(2013). Felizmente, o nimero de sobreviventes ao cancer nos Estados Unidos esta crescendo
desde 1971, nesse ano apenas 1 em cada 69 americanos sobrevivia ao cancer, mas hoje gragas
as pesquisas biomédicas, 1 em cada 22 americanos sobrevive ao cancer (AACR, 2014). Este
fato pode ser observado no grafico abaixo (figura 7). Apesar desse aumento da sobrevivéncia,
nos Estados Unidos, o cancer esta perto de se tornar a doenga que mais matara americanos e €
considerado um problema de salde publica, visto que o tratamento é caro para o Estado.
Segundo a associagéo, pesquisas diversas e de alta qualidade precisam ser desenvolvidas para

continuarmos avancando contra o cancer (AACR, 2013).

Figura 7 - Sobrevivéncia ao cancer nos Estados Unidos entre os anos de 1971 e 2012. *
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*Extraido e modificado de AACR, 2014.

A natureza heterogénea do cancer de mama tem implicagcdes para os médicos e
seus pacientes. Cada vez mais, os tratamentos séo direcionados para marcadores moleculares
(DENT et al., 2007). Portanto, a auséncia de alvos especificos em CMTN é um grande desafio
no tratamento de pacientes com este tipo subtipo de cancer de mama. Neste sentido, ha uma
necessidade urgente de novas moléculas especificas para CMTN.

Na literatura ainda séo escassos os relatos sobre a cedrelona, sendo que ao
realizar uma busca no banco de dados National Center for Biotechnology Information (NCBI)

com a palavra-chave cedrelone séo encontrados apenas 8 artigos, sendo um do nosso grupo de
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pesquisa, demonstrando que esse composto foi pouco estudado e pode ter propriedades
importantes ainda desconhecidas.

Portanto, de acordo com os dados anteriormente expostos cada vez mais faz-se
necessario desenvolver pesquisas com o objetivo de buscar novas moléculas que possam atuar
bloqueando diferentes pontos do processo metastatico e induzir a apoptose. E de fundamental
importancia o desenvolvimento de novos tipos de tratamento, mais eficazes, mais baratos e

com menos efeitos adversos do que 0s observados na quimioterapia atual.
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4 OBJETIVO

4.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi identificar o mecanismo de acdo da
cedrelona, extraida da Trichilia catigua, em células tumorais de mama triplo negativas, da
linhagem MDA-MB-231.

4.2 Objetivos Especificos
o Avaliar a cedrelona por meio da determinacao do seu coeficiente de particao e
da determinacéo da sua atividade antioxidante, por meio do método do DPPH;
. Avaliar a capacidade da cedrelona modificar a morfologia das células tumorais
de mama triplo negativas, da linhagem MDA-MB-231.
. Avaliar a capacidade da cedrelona em inibir a formacdo de coldnias de células
tumorais de mama triplo negativas, da linhagem MDA-MB-231, por meio do ensaio
de formacao de coldnias;
o Avaliar o potencial de inducdo da apoptose da cedrelona nas células tumorais
de mama triplo negativas, da linhagem MDA-MB-231, por meio dos ensaios de
apoptose: fragmentacdo nuclear e fragmentacdo do DNA — método de TUNEL;
o Avaliar a influéncia da cedrelona no ciclo celular das células tumorais de
mama triplo negativas, da linhagem MDA-MB-231, por meio da analise por
citometria de fluxo;
. Avaliar o efeito da cedrelona em proteinas relacionadas a apoptose, por meio

dos ensaios de PCR em tempo real e western blotting.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Material
5.1.1 Extracdo, fracionamento e isolamento da cedrelona

A cedrelona foi isolada pela aluna de doutorado Vanessa Domingues e
disponibilizada pelo Laboratério de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Séo Carlos (UFSCar), sob responsabilidade do Prof. Dr. Jodo Batista
Fernandes.

Brevemente, para extracdo, fracionamento e isolamento da cedrelona,
inicialmente os arilos dos frutos de Trichilia catigua foram secos em estufa de circulacéo de
ar a 40°C, por aproximadamente 120 horas e pulverizados. Seus extratos foram obtidos por
meio da extracdo dos pulverizados a temperatura ambiente com 900mL de solvente em ordem
crescente de polaridade (hexano, diclorometano e metanol), de 3 a 5 vezes (ultra-turrax,
repouso, filtragdo). Em seguida, o solvente foi evaporado sob presséo reduzida, obtendo-se 0s
extratos brutos que foram analisados por ressondncia magnética nuclear (RMN) e
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA). Devido a similaridade dos extratos
hexano e diclometano, estes precisaram ser reunidos e submetidos a cromatografia em coluna
de silica gel 60 (70-230 mesh) no modo gradiente (hexano-diclorometano-metanol). A fragéo
8 forneceu o limondide cedrelona (FUZER et al., 2013).

5.2 Métodos
5.2.1 Andlise da cedrelona
5.2.1.1 Determinacéo do Coeficiente de Partigéo

Para analisar a tendéncia da cedrelona interagir com membranas biolégicas ou
permanecer na fase aquosa foi realizado o ensaio para a determinacdo do coeficiente de
particdo. Para tal, a cedrelona (1uM) foi adicionada a mistura de 1mL de n-octanol (fase
organica) e 1mL de agua (fase aquosa), a mistura foi mantida sob agitacdo durante 24 horas a
200rpm. As amostras foram centrifugadas durante 10 minutos a 200rpm, as duas fases foram
separadas e as concentracdes da cedrelona determinadas por espectroscopia de absorgcdo na
regido do ultravioleta visivel com auxilio do espectofotébmetro HP 2780. O log P foi obtido

por meio da seguinte equag&o:
logP =1 S

Onde, C, equivale a concentra¢do do complexo na fase organica e C, equivale a concentracao
do complexo na fase aquosa (BAKA; COMER; TAKACS-NOVAK, 2008).
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5.2.1.2 Avaliacdo da Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante da cedrelona foi examinada utilizando o método do
DPPH (MHADHEBI et al., 2014). Para tal, a cedrelona foi diluida em DMSO (1, 10, 50 o
100uM), as concentracBes foram plaqueadas em placa de 96 pocos, e em seguida foi
adicionada uma solucdo de 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) (200uM) (Sigma, St.
Louis, Mo., USA) em metanol (0,5mg/mL) e incubada, na auséncia de luz e em temperatura
ambiente, por 15 e 30 minutos. O &cido galico foi utilizado como controle, j& que é uma
substancia antioxidante. Entdo a medida da absorbancia foi realizada com auxilio de um

espectrofotometro (Labtech LT4000) em comprimento de onda de 517nm.

5.2.2 Ensaios in vitro com a cedrelona e células tumorais de mama da linhagem MDA-
MB-231
5.2.2.1 Cultura celular

As celulas foram obtidas do Laboratério de Biologia do Envelhecimento
(LABEN) sob responsabilidade da Profa. Dra. Marcia Regina Cominetti. As células humanas
tumorais de mama triplo negativas, da linhagem MDA-MB-231, foram cultivadas em meio de
cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) contendo 10% de soro fetal bovino
(FBS), penicilina (100U1/mL), estreptomicina (100 mg/mL) e L-glutamina (2mM).

A linhagem celular foi mantida em um incubador Umido com 5% de CO; e
95% de O, a 37°C para ser utilizada nos ensaios ou para ser cultivada em garrafas de cultura.
As passagens celulares foram realizadas por tripsinizacdo das células, que ocorre por
incubacdo com 1mL de solucdo de tripsina (Sigma, St. Louis, Mo., USA) em estufa Umida
com 5% de CO; e 95% de O a 37°C durante 5 minutos. A reacdo foi parada com a adicéo de
1mL de meio de cultura e seguida por centrifugacdo a 1000rpm por 5 minutos. As células

foram homogeneizadas em meio de cultura e utilizadas para a finalidade desejada.

5.2.2.2 Ensaio de Morfologia Celular

Para analisar a capacidade da cedrelona modificar a morfologia das células
tumorais de mama, as mesmas foram plaqueadas (1x10° células/poco) em placas de 12 pogos
e mantidas a 37°C e 5% CO, por 24 horas em estufa de cultura de células. No dia seguinte, o
meio de cultura foi retirado dos pocos e diferentes concentragdes (1, 10, 50 e 100uM) de
cedrelona foram adicionadas. As células foram incubadas por 2, 4, 6 e 24 horas nas mesmas

condicBes descritas acima e imagens foram capturadas com o auxilio de um microscépio
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invertido (Nikon Eclipse TS100) acoplado a uma cadmera fotografica (Moticam 1000 — 1.3MP
Live Resolution) em quatro campos diferentes por pogo no aumento de 40x.

5.2.2.3 Ensaio de Formacéao de Col6nias

Para avaliar a capacidade da cedrelona em inibir a formacdo de colénias e/ou
diminuir o tamanho das coldnias as células tumorais foram plaqueadas (3x10° células/placa)
em placas de Petri de 6¢cm e incubadas a 37°C e 5% CO, por 24 horas em estufa de cultura de
células. Apds o periodo, foram adicionadas as concentracdes (1, 10, 50 e 100uM) de
cedrelona e as células foram mantidas nas mesmas condicdes descritas anteriormente por 2
horas. Apos o periodo, o meio foi removido, as células lavadas delicadamente com tampao
fosfato salino (PBS) e posteriormente foi adicionado o meio de cultura com 10% de FBS. As
células foram novamente incubadas na mesma condi¢do por 10 dias. Apds a incubacgdo, o
sobrenadante foi descartado e as células foram fixadas com uma solucdo de metanol e acido
acetico (3:1) durante cinco minutos e coradas com uma solugdo de metanol e cristal violeta a
5% por 30 minutos. As placas foram fotografadas e em seguida as coldnias foram contadas e

seu tamanho foi medido com auxilio do software Image J.

5.2.2.4 Ensaio de Fragmentacdo Nuclear

Para verificar se a cedrelona induz a fragmentacéo nuclear, processo que ocorre
durante a apoptose celular, as células tumorais de mama foram plagueadas
(1x10° células/pogo) em placas de 12 pogos, que continham laminulas circulares de 15mm e
incubadas a 37°C e 5% CO; por 24 horas em estufa de cultura de células. Apéds a incubacao,
as celulas foram tratadas com diferentes concentragdes (1, 10, 50 e 100puM) de cedrelona,
durante 2 horas. Entdo, as células foram lavadas com PBS e, em seguida, fixadas com metanol
durante 10 minutos. Depois de fixadas, as células foram coradas com 30nM de DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole) (Life Technologies) diluido em meio de cultura sem soro por 10
minutos. As laminulas foram lavadas 3 vezes com PBS e as laminas montadas em sala escura.
As imagens foram capturadas com auxilio do software CoolSNAP, Image Pro Plus, 4.1
(Media Cybernetics), acoplado a um microscopio de epifluorescéncia Olympus BX50
(Olympus Corporation) em quatro campos diferentes por ldamina no aumento de 100x.

A estaurosporina (0,5 uM) foi utilizada como controle positivo de condensacao

nuclear (GODARD et al., 1999) por 5 horas. Nucleos normais foram identificados como néo-
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condensados, nucleos com cromatina dispersa e nlcleos apoptéticos foram identificados como

possuindo a cromatina condensada ou nucleos fragmentados (ZOU et al., 2012).

5.2.2.5 Ensaio de TUNEL

O ensaio de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end
labeling) foi utilizado para verificar o efeito da cedrelona sobre a fragmentacdo do DNA
celular. Para tal, as células tumorais foram plaqueadas (1x10° células/placa) em placas de
Petri de 6cm e incubadas a 37°C e 5% CO, por 24 horas em estufa de cultura de células. Apds
a incubacdo, as células foram tratadas com cedrelona (10pM) e mantidas por 1 hora nas
mesmas condi¢cdes descritas anteriormente. Em seguida, as células foram tripsinizadas,
centrifugadas, lavadas com PBS e adicionadas em laminas previamente revestidas com uma
solucdo aquosa de poli-lisina diluida em 1:10 em &gua. As laminas com as células foram
deixadas secar naturalmente dentro do fluxo, por 15 minutos, e em seguida foram fixadas
utilizando uma solucdo 4% de paraformaldeido em PBS por 25 minutos, e posteriormente
foram lavadas em PBS por 5 minutos. Apos a lavagem, as laminas foram mergulhadas em
uma solugédo 0,2% TRITON X-100 (em PBS) por 5 minutos, e em seguida em PBS por mais 5
minutos. O excesso de liquido foi removido e as células foram cobertas com 100uM de
“tampdo de equilibrio” proveniente do kit por 10 minutos. As areas equilibradas foram limpas
com lengo de papel e 100uL de rTdT foram adicionados as laminas, que entdo foram cobertas
com laminulas plésticas e incubadas a 37°C por 60 minutos em camara Umida. Em seguida, as
laminas foram novamente lavadas duas vezes em PBS fresco por 5 minutos. As peroxidases
enddgenas foram bloqueadas mergulhando as ldaminas em 3% de perdxido de hidrogénio (em
PBS) por 5 minutos. A solucdo de estreptavidina-HRP foi diluida na razdo 1:500 em PBS e
100puL dessa solucdao foram adicionados em cada lamina e incubadas por 30 minutos.
Adicionou-se 50uL de substrato 3, 3’ Diaminobenzidine (DAB) 20x Buffer para 950uL de
agua destilada e 50uL DAB 20x chromogen e 50uL de perdxido de hidrogénio 20x. Para a
revelagdo de cada lamina, 100uL dessa combinagdo com DAB foram adicionados até que o
fundo da lamina ficasse da cor marrom claro. Por fim, as laminas foram lavadas varias vezes
em &gua destilada. Para revelacdo do experimento, as laminas foram preparadas com glicerol
(100%). Foram capturadas cinco imagens por lamina com o auxilio do software Motic e de
uma camara (Moticam 1000 — 1.3MP Live Resolution) acoplada ao microscépio (Oleman N-
120). Uma analise quantitativa da marcacdo foi realizada por meio da contagem de 5
diferentes campos das laminas com auxilio do software Image J. As células com intensa

coloracdo marrom foram contadas e consideradas apoptoticas.
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5.2.2.6 Ensaio de Ciclo Celular

Para detectar a proporcédo de células nas diferentes fases do ciclo celular apés o
tratamento com cedrelona, o contedo de DNA das mesmas foi detectado por coloragdo com
iodeto de propidio (PI) e as células foram analisadas por citometria de fluxo. As células foram
plaqueadas (1x10° células/placa) em placas de Petri de 6 cm e incubadas a 37°C e 5% CO, por
24 horas em estufa de cultura de células. Apos a incubacdo, as células foram tratadas com
diferentes concentragdes de cedrelona (1, 10 e 50uM) durante 2 horas e mantidas nas mesmas
condicdes descritas anteriormente. Em seguida, as células foram coletadas, lavadas 3 vezes
com PBS e ressuspendidas em etanol 70% gelado. Entdo, as células ficaram a -20°C por, no
minimo, 12h. Apés o periodo, as células foram centrifugas e ressuspendidas em uma solugédo
de RNase A (0,02mg/mL) em PBS a 37°C por 30 minutos, e depois foram coradas com Pl
(1pg/mL) em temperatura ambiente. Finalmente, o teor de DNA foi determinado por
citometria de fluxo no citémetro de fluxo ACCURI C6 (BD) por meio da analise de 20000
eventos e os dados foram avaliados com o programa BD CSampler.

5.2.2.7 Ensaio de PCR em Tempo Real

A regulacdo da apoptose é mediada pela atividade integrada de vérias vias de
sinalizacdo, algumas atuando para induzir a morte e outras para promover a sobrevivéncia
celular. A expressao de genes relacionados a apoptose foi verificada por PCR em tempo real.
Para tal, as células (1x10° células/placa) foram semeadas em placas de Petri de 6cm e
incubadas a 37°C e 5% CO; por 24 horas em estufa de cultura de células. Apds a incubacao,
as células foram tratadas com diferentes concentragdes de cedrelona (1 e 10uM) durante 2
horas e mantidas nas mesmas condicGes descritas anteriormente. Apés este periodo, as células
foram lisadas com Trizol® (Invitrogen) e o RNA total das células foi isolado. Em seguida, as
amostras de RNA foram quantificadas em equipamento Nanodrop (Thermo Scientific). As
amostras de RNA foram entédo tratadas com DNAse (Promega) para eliminar qualquer DNA
contaminante. O RNA total (1pg) foi reversamente transcrito em cDNA pelo uso do kit
Enhanced Avian First Strand Synthesis (Sigma Aldrich). O cDNA foi estocado a -20°C até o
momento do uso. A reacdo de PCR em tempo real incluiu os seguintes reagentes: primers
(500nM), cDNA (40ng) e SYBR® Green (Sigma Aldrich) e agua bidestilada. Os primers
utilizados para amplificacdo dos genes relacionados a apoptose estdo descritos na tabela 2. As
condigdes da PCR foram ajustadas para cada par de primer, dependendo de sua temperatura
de melting usando o equipamento CFX96 Touch™ Deep Well Real-Time PCR Detection
System (Biorad). Apos a amplificacdo, analises da curva de melting foram realizadas entre 72-
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95°C por monitoramento da fluorescéncia associada ao aumento da temperatura. Produtos
especificos foram determinados como picos Unicos em suas curvas de melting. O nivel
comparativo de expressdo de cada condigdo foi calculado como 2*4°" (método do AACtY),
aonde AACt = ACt amostra - ACt controle. Os valores de Ct das amostras e dos controles
foram normalizados pela quantidade de B-actina (ACt do controle ou amostra = Ct do controle
ou amostra — Ct B-actina do controle ou amostra).

Os primers BAX (NM_001291428.1) e BCL-2 (NM_000633.2) foram
desenhados e testados com auxilio do programa Generunner (versdo 5.0.63 Beta), com
excecdo do primer da CASPASE-3 (NM_004346.3) (TSUBQY et al., 2014).

Tabela 2— Primers utilizados nas rea¢fes de PCR em tempo real

Primer Forward Primer Reverse
&R 5°GTG CTA CAA TGC CCC TGG AT3’ 5°GCC CAT TCA TTT ATT GCT TTC C3’
5’CAT CCA GGA TCG AGC AGG3’ 5°CGA TGC GCT TGA GAC ACT C3
SO 5°GGT GGG AGG GAG GAA GAA T3’ 5°GCA GAG GCA TCA CAT CGA C3’

5’ GAC GGC CAG GTC ATC ACC ATT G3> 5’AGC ACT GTG TTG GCG TAC AGG 3’
*CASP3 = Caspase-3

5.2.2.8 Ensaio de Western Blotting

Para verificar a expressdo da caspase-3 por meio de western blotting, as células
tumorais de mama (1x10° células/placa) foram semeadas em placas de Petri de 6cm e
incubadas a 37°C e 5% CO; por 24 horas em estufa de cultura de células. Ap6s a incubacéo,
as células foram tratadas com diferentes concentragdes de cedrelona (1 e 10uM) durante 2
horas e mantidas nas mesmas condi¢des descritas anteriormente. Apos este periodo, as células
foram lisadas com tampéo de lise (RIA Buffer) composto por NaCl 200mM, EDTA 10mM,
Na,HPO, 10mM, NP40 0,5%, SDS 0,1% e inibidores de protease (Sigma Fast).
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas (13000rpm) para obtencéo do sobrenadante,
o0 qual foi utilizado para mensuracdo da concentragdo proteica utilizando o kit BCA protein
assay (Pierce, Rockford, IL, USA). O volume necessario para trinta microgramas de proteina

para cada amostra foi diluido em tampé&o de amostra para SDSPAGE [Tris-HCI 0,125M pH


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001291428.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_004346.3
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6,8, SDS 4% (w/v), glicerol 20% (v/v), B-mercaptoetanol 0,1M e azul de bromofenol 0,02%
(w/v)]. Um volume de 10uL do marcador padrdo de massa molecular Precision Plus
Kaleidoscope (BioRad) foi utilizado em todas as corridas. A corrida da eletroforese foi
realizada durante 90 minutos a 120V e em seguida as proteinas presentes no gel foram
transferidas para membranas de nitrocelulose (0,2um) por meio do sistema de transferéncia
Transblot turbo (BioRad) em tampdo de Tris-HCI (25mM), glicina (92mM), metanol (20%) e
SDS (0,1%) a 25V, 1A (Ampere) por 30min. Para confirmar a eficiéncia da transferéncia, o
gel de poliacrilamida foi corado com 0,25% de Comassie Blue R-250 (Sigma) dissolvido em
50% de isopropanol e 10% de acido acético e a membrana de nitrocelulose foi corada com
Ponceau 0,5% (m/v) em &cido acético 0,1% (v/v). As membranas foram bloqueadas com
solucdo de blogueio (BioRad) durante 4h e em seguida, incubadas com diferentes anticorpos
primarios anti-Caspase-3 (NB100-56709h - 1pg/mL) e anti-GAPDH (NB300-328H -
1:20000) (Novus Biological, Littleton, CO, USA). Apos, as membranas receberam o substrato
Clarity Western ECL (BioRad, Hercules, CA, USA) e foram levadas ao aparelho
ChemiDoc™ MP Imaging System (BioRad). As bandas foram quantificadas pela intensidade

dos pixels pelo software Image J. Como controle enddgeno foi utilizado o GAPDH.

5.2.3 Anélise Estatistica

Cada experimento foi realizado em triplicata, independentemente, e repetido
trés vezes para garantir a fidedignidade dos dados. Os dados foram planilhados no programa
Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft Corp., Estados Unidos). Os dados foram comparados
por analise de variancia One-way (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett, que compara cada
experimento com um controle. Os dados foram analisados com o auxilio do software de

estatistica Graphpad (verséo 6.0).
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6 RESULTADOS
6.1 Anélise da Cedrelona

O conhecimento das caracteristicas de um composto é importante para entender
seu mecanismo de acgdo. Portanto, foi analisado o coeficiente de particdo e a atividade

antioxidante da cedrelona.

6.1.2 Determinacdo do Coeficiente de Particéo

A lipofilicidade é definida pelo coeficiente de particdo de uma substancia entre
a fase aquosa e a organica e consiste na razdo entre a concentragdo da substancia na fase
organica e sua concentracdo na fase aquosa em um sistema em equilibrio, no caso foram
utilizados dois solventes praticamente imisciveis, o n-octanol e a agua (OECD, 1995;
BARREIRO; FRAGA, 2001). O coeficiente de particdo (logP) permitiu determinar a
tendéncia da cedrelona em interagir com membranas bioldgicas ou permanecer na fase

aquosa.

Figura 8 - Coeficiente de parti¢do da cedrelona. Grafico de distribuigdo da cedrelona em N-octanol e agua.
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Os resultados demonstram que a cedrelona possui maior tendéncia para
permanecer no n-octanol, que representa a fase organica, com logP de 1,27106+0,05674,
guando o pH ¢€ igual a 7 (figura 8). Por meio desse resultado foi possivel avaliar a
biodisponibilidade oral da cedrelona, segundo a regra dos cinco de Lipinski et al. (2001), que
afirma que um farmaco para ter boa biodisponibilidade oral deve satisfazer os seguintes
parametros: massa molecular menor do que 500 daltons; logP menor do que 5; maximo de

cinco grupos doadores de ligacdo hidrogénio e maximo de dez grupos aceptores de ligacéo
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hidrogénio. Essa condig@o ficou conhecida como “regra dos cinco”, porque para cada um dos
quatro parametros, os valores encontrados eram proximos a cinco ou multiplos de cinco. A
cedrelona (Cz6H300s) possui massa molecular de 422,5134 g/mol, apresenta logP de
1,271067, 1 ponte doadora de hidrogénio e 5 pontes aceptoras de hidrogénio. Com bases
nesses resultados, a cedrelona respeita a regra dos cinco demonstrando possivel boa
disponibilidade oral.

6.1.3 Avaliacio da Atividade Antioxidante

O método do DPPH é empregado para avaliar a atividade antioxidante de um
composto baseado na transferéncia de elétrons. O DPPH é um radical livre estavel que aceita
elétrons ou hidrogénios de uma molécula antioxidante. Quando o DPPH é reduzido por
antioxidantes ele perde sua cor violeta ficando com a cor amarela, entdo a intensidade da
atividade redutora do radical livre é determinada pela diminuicdo da absorbancia (HALABI,
SHEIKH, 2014; MHADHEBI et al., 2014; NAIDU et al., 2014). Por esse método foi testada
a atividade antioxidante da cedrelona.

Figura 9 - Determinacdo da atividade antioxidante da cedrelona e acido galico pela captura do radical livre
DPPH. Inibicdo do DPPH apds 15 minutos de incubagdo com a cedrelona (A). Inibicdo do DPPH apds 30
minutos de incubacdo com a cedrelona (B). Os resultados foram comparados com o controle (sem cedrelona)
(***P<0,001).
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A cedrelona ndo possui atividade antioxidante, apds 15 e 30 minutos de

incubacdo com o DPPH, quando comparada ao &cido galico, um potente agente antioxidante.



44

E ainda, a cedrelona ndo conseguiu reverter a agdo antioxidante do &cido galico em nenhuma

concentracgéo (figuras 9A e 9B).

6.2 Ensaios in vitro com a cedrelona e células tumorais de mama da linhagem MDA-MB-
231
6.2.1 Ensaio de Morfologia Celular

Morfologicamente, a apoptose € caracterizada pela condensacdo da cromatina
nuclear, formacdo de corpos apoptoticos, aquisicdo do formato circular e fragmentacdo do
DNA. As alteraces morfoldgicas relacionadas a apoptose incluem a diminuicéo da densidade
de células, a formacdo de estruturas circulares, formacdo de saliéncias na membrana,
conhecidas como “blebs ”, perda de assimetria da membrana celular, encolhimento celular e o
aparecimento de detritos celulares (DOSEFF, 2004). Para investigar essas mudancas
morfolégicas relacionadas a apoptose, as células tumorais de mama, da linhagem MDA-MB-
231 foram tratadas com a cedrelona (1, 10, 50 e 100uM) e, em seguida, foi realizada uma
analise de microscopia de luz nestas células com diferentes periodos de exposicao a cedrelona
(2, 4, 6 e 24 horas).

Figura 10- Efeito da cedrelona na morfologia das células tumorais de mama da linhagem MDA-MB-231. As
células (1x10°) foram tratadas com cedrelona (1, 10, 50 e 100uM) e fotografadas por diferentes periodos (2, 4, 6
e 24 horas). O experimento foi realizado em triplicata. A imagem corresponde a uma das triplicatas
representativas (40x) e as setas representam as alteracGes morfoldgicas relacionadas a apoptose.
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As células tumorais de mama, MDA-MB-231, tem sua morfologia alterada
inicialmente no tempo de 2 horas na concentracdo de 1M, sendo que na concentragdo de
50uM no tempo de 4 horas pode-se notar que as células comegam a adquirir um formato
circular e, na concentracdo de 100uM no tempo de 6 horas, ocorre a diminui¢do da densidade
celular. No tempo de 24 horas na concentracdo de 50uM, podemos notar as células ja
desaderidas. As concentracdes de 50 e 100uM em todos os tempos de incubagdo modificam
drasticamente a morfologia das células da linhagem MDA-MB-231 e ha o aparecimento de

detritos celulares (Figura 10).

6.2.3 Ensaio de Formacéo de Colonias

O ensaio de formacdo de colbnias ou ensaio clonogénico avalia a integridade
de reproducdo de células, testando a capacidade de todas as células em uma populacdo
sofrerem divisdo ilimitada para formar uma colénia (FRANKEN et al., 2006). O efeito da
cedrelona sobre a capacidade de inibir a formacdo, o tamanho e o nimero de col6nias de
células tumorais, da linhagem MDA-MB-231, foi analisado por meio desse ensaio. Esse
ensaio ja havia sido realizado em um trabalho anterior do nosso grupo (FUZER et al., 2013),

porém ele foi repetido no presente trabalho com tempo diferente de incubagdo com a
cedrelona.

Figura 11- Efeito da cedrelona sobre a formag&o de col6nias em células tumorais de mama, da linhagem MDA-
MB-231. As células (3x10?) foram tratadas com cedrelona (1, 10, 50 e 100pM) por 2 horas. O experimento foi
realizado em triplicata. A imagem corresponde a uma das triplicatas representativa (A); Grafico do nimero de
coldnias (B); Grafico do tamanho das col6nias (C). Os resultados foram comparados com o controle (sem
tratamento) (*P<0,05; ***P<0,001).
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A cedrelona nas concentracdes de 1, 10, 50 e 100uM inibiu significativamente
0 numero de coldnias das células MDA-MB-231 quando comparado ao controle, as células
ndo tratadas (figura 11B). Nas concentracfes de 10, 50 e 100uM inibiu significantemente o
tamanho das col6nias, quando comparado ao controle (figura 11C). E possivel observar que
houve inibicdo de absolutamente todas as col6nias nas concentragdes de 50 e 100uM.

E possivel concluir que a cedrelona é capaz de inibir a formagéo de colonias
de células tumorais e de diminuir o tamanho dessas coldnias, da linhagem MDA-MB-231,

agindo de forma citotdxica e citostatica (Figura 11A).

6.2.3 Ensaio de Fragmentacéo Nuclear

A fragmentacdo nuclear é um marcador de apoptose (KERR; WYLLIE;
CURRIE, 1972). A coloragdo com o corante fluorescente DAPI, marcador de DNA, foi
utilizada para verificar se a cedrelona era capaz de promover alteracdes indicativas de
apoptose nas celulas, como a fragmentacdo dos ndcleos, a formacdo de blebs nas membranas

celulares e a condensacgdo da cromatina das células.

Figura 12 - Efeito de diferentes concentra¢fes da cedrelona sobre a fragmentacdo nuclear das células tumorais
de mama da linhagem MDA-MB-231. Como controle positivo foi utilizado a estaurosporina. As células (1x10°)
foram tratadas com cedrelona (1, 10, 50 e 100uM) por 2 horas. O experimento foi realizado em triplicata. A
imagem corresponde a uma das triplicatas. As setas brancas nas imagens indicam alteracBes relacionadas a
apoptose.
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E possivel observar, a partir dos resultados, que a incubagio das células com a
cedrelona por 2 horas promove a fragmentacdo dos nucleos e a formacdo de blebs nas
membranas celulares, todos indicadores de apoptose em todas as concentracfes de cedrelona e
no controle positivo com estaurosporina. Na concentracdo de 100uM de cedrelona podemos
observar a formacgdo de corpos apoptéticos. Apos tratamento com a cedrelona, a densidade
celular também foi inferior em comparacdo com células de controle ndo tratadas. As setas

brancas nas imagens indicam essas alteragdes (Figura 12).

6.2.4 Ensaio de Fragmentacédo de DNA — Ensaio de TUNEL

O efeito da cedrelona sobre a capacidade de induzir a fragmentacdo do DNA
das células tumorais de mama, da linhagem MDA-MB-231, foi analisado por meio do ensaio
de TUNEL. Uma das caracteristicas bioquimicas da apoptose ¢ a geragdo de terminacdes 3’-
OH livres nas extremidades de fitas duplas de DNA (HORNSBY; DIDENKO, 2011). No
ensaio de TUNEL os nucleotideos marcados com biotina sdo incorporados as terminagdes 3’-
OH livres com auxilio da enzima transferase deoxinucleotidil terminal (TdT). Entdo a
estreptavidina-HRP é ligada a esses nucleotideos marcados, que sdo detectados utilizando o
substrato de peroxidase, peroxido de hidrogénio e o corante DAB (PROMEGA, 2015). A
coloracdo do ndcleo das células apoptéticas aparece mais escura ou marrom, enquanto as

celulas normais ficam com uma coloracdo mais clara (L1U et al., 2013).

Figura 13 - Efeito da cedrelona sobre a fragmentacdo de DNA em células tumorais da linhagem MDA-MB-231
por meio do método de TUNEL. As células foram tratadas com 10uM de cedrelona por 1 hora. O experimento
foi realizado em triplicata. A imagem corresponde a uma das triplicatas representativas (A). O grafico apresenta
a porcentagem de células apoptoticas nas células do controle e nas células incubadas com cedrelona (10uM) (B).
Os resultados foram comparados com o controle (sem tratamento) (***P<0,001).
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Nesse ensaio foram analisados os efeitos da cedrelona em fragmentar o DNA
das células tumorais de mama da linhagem MDA-MB-231 (Figura 13). As células tratadas
com 10uM de cedrelona durante 1 hora apresentam alteracGes de cor mais pronunciadas
quando comparadas com células do controle, ndo tratadas (Figura 13A). Uma anélise
quantitativa da marcacdo foi realizada por meio da contagem de 5 diferentes campos das
laminas e notou-se que o controle, as células ndo tratadas, possui células com uma coloragéo
marrom pouco intensa, ja as células tratadas com cedrelona (10uM) por 1 hora com cedrelona
apresentam coloracdo marrom bastante intensa, demonstrando maior atividade enzimatica da
TdT, ou seja, maior quebra de DNA (Figura 13B).

A concentracédo e o tempo de incubag@o com a cedrelona foram definidos por
teste piloto e com base nos resultados anteriores, nos quais podemos notar gque na
concentracdo de 10uM as células ainda estdo viaveis, porém ja sofrem acdo da cedrelona, ja
nas concentracdes de 50 e 100uM as células j& apresentam extrema fragmentacéo nuclear e

formacdo de corpos apoptoticos.

6.2.5 Ensaio de Ciclo Celular

A capacidade de um composto interferir na distribuicdo das fases do ciclo
celular pode fornecer informag6es sobre seu mecanismo de agdo (AL DHAHERI et al., 2013).
As células apoptdticas apresentam baixa intensidade de fluorescéncia (fase sub-GO0), em
comparacdo com células na fase G1 do ciclo celular (NICOLETTI et al., 1991). Para analisar
a distribuicdo das células tumorais de mama da linhagem MDA-MB-231 nas diferentes fases
do ciclo celular ap6s o tratamento de 2 horas com cedrelona foi realizado o ensaio de ciclo

celular.
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Figura 14 - Efeito da cedrelona no ciclo celular das células tumorais de mama da linhagem MDA-MB-231. As
células (1x10°) foram tratadas com cedrelona (1, 10, 50uM) por 2 horas e analisadas por citometria de fluxo. O
experimento foi realizado em triplicata. Os resultados foram comparados com o controle (sem tratamento)
(*P<0,05; ***P<0,001).
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Os resultados indicam que ndo houve diferencas nas fases G0/G1, S e G2/M no
numero de células no controle com o numero de células tratadas com cedrelona por 2 horas
(figura 14). Porém, o nimero de celulas na fase sub-GO aumentou significativamente em
relacdo ao controle, apds o tratamento de 2 horas com 10 e 50uM de cedrelona, demonstrando
que as células ja estdo em apoptose. Esse resultado evidencia que a cedrelona induz a
apoptose impedindo que as células entrem no ciclo celular, resultado esse confirmado pelos
resultados de morfologia e fragmentacdo nuclear, os quais demonstram que nessas

concentragdes as células ja estdo em apoptose.

6.2.6 Ensaio de PCR em tempo real

A expressdo de trés genes relacionados a apoptose foi analisada apos a
incubacdo da cedrelona (2 horas) com as células tumorais de mama da linhagem MDA-MB-
231 por PCR em tempo real (figura 15). Dois genes codificam para proteinas pro-apoptéticas

(Bax e Caspase-3) e um gene codifica para a proteina anti-apoptética (Bcl-2).
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Figura 15 - Efeitos da cedrelona na expressdo génica de Bax, Caspase-3 e Bcl-2 nas células tumorais de mama,
da linhagem MDA-MB-231. As células (1x10°) foram tratadas por 2 horas com cedrelona. Efeitos da cedrelona
na expressao génica da Bax (A); Efeitos da cedrelona na expressdo génica da Bcl-2 (B); Efeitos da cedrelona na
expressdo génica da Caspase-3(C).

p-actina Bax
B-actina Bcl-2

1.59

Expressao Génica (UA)
S
*
*

Expressdo Génica (UA)

T T
Controle 1 10

- T
1 f Controle 1 10

Cedrelona (uM) Cedrelona (pM)
i

B-actina Caspase-3

1.59

1.09

0.5

Expressdo Génica (UA)

0.0 -+—F T T
Controle 1 10
L J

Cedrelona (uM)

Os resultados indicam que a cedrelona na concentragédo de 1 e 10pM aumentou
a expressdo génica da proteina pré-apoptética Bax (figura 15A), diminuiu a expressao génica
da Bcl-2, uma proteina anti-apoptética (figura 15B) e também da proteina pré-apoptotica
caspase-3 (figura 15C).

As concentragdes de 1 e 10uM foram escolhidas para esse ensaio, pois nessas
concentrag¢fes no tempo de 2 horas as células ainda estdo viaveis, ja na concentracao de 50 e
100uM as células ja apresentam o ndcleo completamente fragmentado, ocorre a formacao de
corpos apoptoticos e muitas comegam a desaderir da placa, como mostram 0s ensaios de
morfologia celular e fragmentacdo nuclear. Portanto, ndo teria como avaliar a atividade do
RNA mensageiro. Nesse ensaio também foi utilizado como controle o GAPDH (dados néo

apresentados), que teve o0 mesmo padrao de resposta da B-actina.
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6.2.7 Ensaio de Western Blotting

Para verificar os niveis proteicos da caspase-3 apds o tratamento de 2 horas das
células tumorais de mama, da linhagem MDA-MB-231, com diferentes concentracdes (1 e
10uM) de cedrelona o ensaio de western blotting foi utilizado. A caspase-3 é a executora
chave no processo da apoptose (HOTCHKISS et al., 2009).

Figura 16 - Efeito da cedrelona sobre a expressdo proteica em células tumorais de mama, da linhagem MDA-
MB-231. Intensidade da banda da caspase-3 (A); Grafico da expressdo proteica da caspase-3 (B). Os resultados
foram comparados com o controle (sem tratamento) (***P<0,001).

B p-actina Caspase-3
40 9
A
2 *kk
Controle Cedrelona (uM) > 30
o
1 10 2
~ 201
e G| <~ 17kD °
Caspase-3 a .
< 22kD -
8 101
GAPDH e e oA e -
0 A —E— a e e -
Controle 1 10

Cedrelona (uM)

Os niveis proteicos da caspase-3 ap0s o0 tratamento com a cedrelona aumentou
(figura 16), porém o inverso ocorre nos resultados do ensaio de PCR em tempo real (figura
15). Desse resultado podemos inferir que ocorre uma diminuicdo de expressao génica da
caspase-3 no ensaio de PCR em tempo real, pois a proteina ja esta expressa, entdo com a
incubacdo de 2 horas ndo ha mais aumento de RNA mensageiro.
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7 DISCUSSAO

Em um estudo anterior, nosso grupo demonstrou que a cedrelona inibiu a
proliferacdo, a formacdo de col6nias, a adesdo celular, migracdo, invasdo e, além disso,
induziu a apoptose em células tumorais de mama, da linhagem MDA-MB-231 (FUZER et al.,
2013). A inducdo da apoptose € um alvo importante para a terapia contra o cancer (FESIK,
2005). Desta forma, no presente trabalho buscamos conhecer as caracteristicas da cedrelona e
compreender os mecanismos que ela utiliza para induzir a apoptose nas células tumorais de
mama triplo negativas, da linhagem MDA-MB-231.

As propriedades bioldgicas, a atividade antitumoral e mecanismo de acdo de
alguns produtos naturais ja estdo bem descritos na literatura. O allicin, um composto natural
presente no alho, inibiu a proliferacdo celular das linhagens SiHa (cancer cervical humano) L-
929 (fibrossarcoma murino), SW480 (cancer de colon humano) e HelLa (cancer cervical
humano) de maneira dependente da concentracdo (1-100uM). Esse composto também causou
alteracbes morfologicas relacionadas a apoptose, como a condensacdo nuclear e a
fragmentacdo de DNA nas células SiHA e L-929. E ainda, nessas células ativou as caspases-3,
-8 e -9 e clivou a poly (ADP-ribose) levando a apoptose (OOMMEN et al., 2004). Um outro
estudo demonstrou que a curcumina induziu a inibicdo da proliferacdo em diferentes
linhagens tumorais de leucemia (REH K562, JURKAT e MOLT-4). Especificamente, ensaios
com as células JURKAT comprovaram que a curcumina é capaz de causar apoptose por meio
da fragmentac&o nuclear, aumento de células na fase GO/G1, clivagem da PARP, aumento da
expressao das caspases-3 € -9 e induzir a producdo de EROs (GOPAL; PAUL; PAUL, 2014).

Dentre os produtos naturais, os limonoides possuem diversas propriedades
bioldgicas jA comprovadas, porém pouco é conhecido sobre o limonoide cedrelona e seus
efeitos em células tumorais. Portanto, conhecer as caracteristicas desse composto é de
extrema importancia para seu estudo. A lipofilicidade, que é medida pelo valor de logP, esta
intimamente relacionada com a absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade,
além da propriedade do composto de penetrar a barreira hematoencefalica (GELDERN et al.,
1996; MARTIN, 2005; ISHIGAMI et al., 2004; LIU et al.,, 2004; KERNS et al. 2004;
LIPINSKI et al. 2000 apud FU et al.,, 2012). Portanto, analisamos a lipofilicidade da
cedrelona e os resultados demonstraram que ela € um composto bastante lipofilico e pode
possuir boa biodisponibilidade oral ja que obedece a “regra dos cinco” de Lipinski’s (2001).

Pesquisadores verificaram que os derivados de xantonas também obedecem a “regra dos
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cinco” demonstrando que esses compostos possuem boa biodisponibilidade oral (ALAM,;
KHAN, 2014). Estudos in vivo com a cedrelona s&o encorajados por esses resultados.

Em seguida, analisamos a atividade antioxidante da cedrelona e observamos
que ela ndo apresenta a propriedade antioxidante quando comparada ao acido galico. De
acordo com nossos resultados, os limondides (LIM) e limonin 17-B-D-glucopyranoside (LG)
também foram testados quanto a sua capacidade antioxidante e demonstraram atividade muito
fraca de eliminacdo de radicais livres (YU et al., 2005). Porém, existem limondides que
apresentam atividade excelente de eliminacédo de radicais livres, como o &cido nomilinico 17§
D-glucopyranoside (NAG), cuja atividade de eliminagdo é bem proxima a do cido ascorbico
(vitamina C). Esse limonoide além de apresentar atividade antioxidante inibiu a proliferacdo
celular e induziu a apoptose em células de neuroblastoma humano, SH-SY5Y, mas o0s
mecanismos de acdo para essa inducdo da apoptose ainda precisam ser investigados
(POULOSE; HARRIS; PATIL, 2005).

O mecanismo fundamental dos antioxidantes para seus efeitos na salde ainda é
pouco conhecido e bastante discutido. Muitos antioxidantes sdo utilizados para prevencao de
diversas doengas, como 0 cancer, mas seu uso para o tratamento ainda é contraditorio, sendo
que existe a preocupagdo de que os antioxidantes administrados juntamente com a
radioterapia e alguns tipos de quimioterapia possam reduzir a oxidacdo de radicais livres
gerados, impedindo a morte celular (LAMSON; BRIGNALL, 1999; LU; OU; LU, 2013). Os
radicais livres sdo gerados em varios sistemas bioldgicos e também no organismo humano sob
a forma de espécies reativas de oxigénio (EROS) (KOHEN; NYSKA, 2002). As EROs
correspondem a uma variedade de moléculas e radicais livres (espécies quimicas com um
elétron ndo emparelhado) derivados de oxigénio molecular (TURRENS, 2003). Em altas
concentracgdes, os radicais livres, sdo perigosos para 0s organismos vivos e danificam todos o0s
principais constituintes celulares, portanto as EROs contribuem para a morte celular quando
geradas no contexto do processo apoptotico (DROGE, 2002). A geracdo de EROs por
farmacos antitumorais durante a quimioterapia pode estar associada com a ativagdo de
moléculas de sinalizacdo, bem com a desestabilizacgdo da membrana mitocondrial,
provocando a libertagdo de agentes apoptoticos, como o citocromo c, resultando em
toxicidade para as celulas tumorais (CHIBBER et al.,, 2012). Harish et al. (2009)
demonstraram que o nimbolide aumentou a geracdo de EROs em células de coriocarcinoma
humano (BeWo) sugerindo o envolvimento de EROs na citotoxicidade do nimbolide.

Na literatura, é possivel encontrar diversos trabalhos descrevendo a agdo dos

limondides no tratamento do cancer. Os efeitos do nimbolide, um limondide presente nas
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folhas e flores da arvore neem (Azadirachta indica), foram estudados em duas linhagens
tumorais de mama, MDA-MB-231 e MCF-7. Os autores comprovaram que as duas linhagens
celulares de mama apresentaram alteracbes morfoldgicas significativas apos o tratamento de
24h com o nimbolide. No ensaio de proliferacdo celular, o nimbolide reduziu
significativamente a viabilidade das MCF-7 e MDA-MB-231 em 24h com valores de 1Csy de
4 e 6M respectivamente. O ensaio de fragmentagcdo nuclear com DAPI demonstrou que as
células tratadas por 22h com o nimbolide mostraram claramente a cromatina condensada e
fragmentacdo nuclear. Por meio de PCR em tempo real e western blotting verificaram que o
nimbolide aumentou os niveis de Bax, diminuiu os de Bcl-2, atuando por meio da modulagdo
das vias intrinseca e extrinseca da apoptose (ELUMALAI et al., 2012).

As células apoptéticas exibem varias modificacbes bioguimicas, tais como
clivagem de proteinas, fragmentacdo de DNA, entre varias outras (HENGARTNER, 2000).
Assim como o nimbolide, a cedrelona induziu alteragdes bioquimicas e morfoldgicas
relacionadas a apoptose, como a fragmentacdo de DNA, fragmentacdo nuclear, aumento da
expressao de proteinas pré-apoptoticas e a diminuicdo de proteinas anti-apoptoticas.

O aumento de células na fase sub-GO indica a fragmentacdo do DNA
(NICOLETTI et al., 1991). A cedrelona aumentou a populacdo de células na fase sub-GO,
indicando fragmentacdo do DNA, mas ndo modificou a distribui¢cdo das células nas outras
fases do ciclo celular. Outro estudo demonstrou que a fracdo sollvel da arvore neem
(Azadirachta indica), cujo principal agente citotoxico é o nimbolide, com incubacéo de 12 e
24h, aumenta o nimero de células apenas nas fases sub-GO e S nas células da linhagem de
glioblastoma, T98G. Porém, nas células de glioblastoma (U887EGFRvIII) que expressam
EGFRvIII, um oncogene presente em 20-25% dos glioblastomas, o nimbolide, com 24h de
incubacdo, parou o ciclo celular na fase G1, ndo permitindo que as células seguissem para
replicacdo na fase S (KARKARE et al., 2014). Outra pesquisa demonstrou que a proteina F3
extraida das sementes da planta Borreria hispida € citotoxica para as células tumorais de
pulmdo (A549) e para as células de cancer cervical (HeLa) e aumentou o numero de células
na fase sub-GO de ambas as linhagens, indicando apoptose (RUPACHANDRA; SARADA,
2014).

Outro estudo com o nimbolide demonstrou que ele induz mais a apoptose de
células da linhagem tumoral de leucemia dependente de Bcl-2, RS4;11, através da modulagéo
da Bcl-2, se comparado a células mutadas para Bcl-2, da linhagem Jurkat Bcl2%¢7%A E
ainda, induz a apoptose pela via intrinseca de células de linfomas ndo-hodgkin do tipo

Waldenstroms macroglobulinemia. Testes in vivo com administracdo intraperitonial de
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nimbolide em camundongos com macroglobulinemia de Waldenstrom, um tipo de linfoma
n&o-hodgkin, reduziu o crescimento tumoral (CHITTA et al., 2014).

Ainda, o nimbolidade inibiu a proliferacéo e a formacao de col6nias em células
de céancer colorretal, das linhagens, HCT-116, HT-29 e Caco-2. Em ensaios in vivo, 0
nimbolide (5 e 20mg/kg), injetado intraperitonealmente diminui o tamanho dos tumores por
diminuir a expressdo de proteinas envolvidas no crescimento tumoral (GUPTA; PRASAD; et
al., 2013). O mesmo grupo demonstrou que a azadirone, outro limonoide, sensibilizou as
células tumorais para TRAIL por meio do aumento da expressdo de DR5 e DR4 (receptores
do TRAIL), da diminuicéo de proteinas de sobrevivéncia celular, e aumento de proteinas pro-
apoptéticas (GUPTA; FRANCIS; et al., 2013).

Esses estudos, presentes na literatura, estdo de acordo com os resultados do
presente trabalho demonstrando que os produtos naturais, como os limondides, sdo capazes de
diminuir a proliferagcdo celular e induzir a apoptose por meio de diferentes mecanismos de

acao.
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8 CONCLUSAO

O trabalho identificou parte do mecanismo de acdo da cedrelona, extraida da
Trichilia catigua, em células tumorais de mama triplo negativas, da linhagem MDA-MB-231.

Ao analisar a cedrelona, concluiu-se que esse composto apresenta afinidades
por membrana bioldgicas, pode apresentar boa disponibilidade oral e ndo possui atividade
antioxidante. Ainda, a cedrelona modificou a morfologia das células tumorais de mama em
curto periodo de incubagdo em todas as concentracdes testadas. Além disso, inibiu a formacéo
de colbnias em altas concentragdes e diminuiu o tamanho das colGnias nas menores
concentracdes. A cedrelona também aumentou o nimero de células na fase sub-GO do ciclo
celular nas maiores concentragfes testadas, indicando fragmentacdo do DNA. A inducdo da
apoptose pela cedrelona foi confirmada pelos ensaios de fragmentacdo nuclear e fragmentacéo
do DNA — método de TUNEL. Essa inducéo é decorrente do aumento da expressdo do gene
que codifica para a proteina pré-apoptotica Bax, aumento da expressao proteica da caspase-3
e diminuicdo da expressdo génica da Bcl-2.

Tomados em conjunto, os resultados indicam que a cedrelona tem imenso
potencial na terapia do céncer, especialmente nos casos de CMTN, com base em sua acédo
antiproliferativa e efeitos de inducdo da apoptose. Mais estudos devem ser realizados a fim de

demonstrar os efeitos e as doses ideais da cedrelona in vivo.
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Abstract: Camcar is the second leading cowss of death, preceded onby by candiovascular dissasss, and Sere is spidimickogical evidencs
that demonsirate this tendency & wuridwide. Bzl has an extensive vegetal bi with moru than 53,000 species lisied.
Such bindiverity collaborates with the Snding of compoends which could be e baris for e design of new anti-mor dugs, with
fower wde offect fon the comentioml chemedwnpy wmed curenty. Cedrlone is a Imonoid isolsted frem Trckeliz congue
(Mabaceae) which & a mative Brarilom plmt Thi sindy demcestraios that cedmlong inhibits prolifumtion, adheion, migmatos and
imvasion of breast temor calls fom the line MDA-ME-231. The effects of call migmtion and imasion on MDAME-13] cell may e
sarplaimed, at laast in part, by the ability of cedralons to mbibit MMP activity, We also demonstrate that cedralons i able 1o induce
apoptozis i MDA-MB-231 cells. Theru ara anky a fewr works imvestigating the effect of imonoids n cellalar procasses closaly relted to
tomer progression mch a5 adhesion, migration and imasion. To the best of o knowledgs, this is the first work devoribing the afect of

2 limoneid oa temor and noo-tumer call adhexion process.

L INTRODUCTION

Breast cancer is the third most frequent cancer in the world amd
ane of the most common makipnant diseases i women worldwide.
Io developing coumimies, it i the second hizhest canze of death m
women after cenvical cancer [1]. Exchdine kin cancer, breast
ancer is the most common maliFnancy AmONE WOMED, ALCOUNEnE
for nearty 1 in 3 camcers diagnesed among women in the United
States [1]. Brazilian data show that breast cancer is the leading type
of cancer m women and that, over the past 30 years, morfality bas
increased [3]. The mmber of cancer-=laed deaths is expecied to
increase 43% betwemn 2007 and 2030, mfuenced in part by
population prowth and plobal apng.

In order i freat breast nd many other cancer fypes, chema-
therapy is ome of the most extensively studied methods. However,
its eficacy and =ity remain a prmary concem as well as its
toxicity and other sde effects [4] Another reason for concern
egadimg this method is the development of chemotherapy
mesisiance, which is a majer ebstacle i the effective freatment of
many tumer types, mehidng breast cancer [4] Tumar cells are found
0 adopt mulfiple mechanizms to resist dmgs, such & decreasad
upiake, andor enhanced efffim and altered dmp metabolism.
Alreration in dmig fargets, activation of detoxification gystems,
enhanred DNA repair ahility, and inbibition of apoptosis are also
cancer cell srafegies to s apamst chemotherapy drugs [5].
Therefore, the search for new naroral products that may be used as
an additional altemative to chemothermpy m an aitempt o develop
mere effertive dnaps with fewer side effects s of preat interest [4].

Brazl has an extenzive vegetal hiodiversity with more than
53,000 species Hsted Such béodiversity collaborates with the
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CEP 13365905, 580 Carios, 5P, Braml: Tal: +35-16-33066663; Fax: +55-16-
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finding of compomds which could be the basis for the desiem of
new anti-tumor drugs, with fewer side effects than the conventional
chemotherapy used curently. The Meliacese fmuly is dch
limonoids, highly oxypenafed tefracyclic triferpens dervatves,
which are reparted to pessess u’ﬂemgeofbm]nglﬂlmms
inchuding anti-tomor activity [7]. Cedrelene is a Emonoid solated
fom the Brzlian mtve plmt Irchiis cofgua A Juss
{Meliaceae) [¥] populardy known = “camaba™ or “atigm”. Tress
are approzimately 10 m bizh ad eoowr from Brazil's Southeast to
Somth. It is widely used in folk medicine as a tonic for the meament
of fafizne, siress, erectile dysfimdtion, and agamst memary deficits,
Teing also emploved as a digsstive and purgative substence [9].

In this paper we describe the efects of cedrelone on the colany
formation, proliferation, adhesion, motility profile and apopiosis of
MDA-MB-231 breast tumar cells. We observed that cedrelone was
capable to inhibit the of MDA-MB-231 and human
fhroblasts (HF) cells with IC,, of 21.87=1 34 pM and 301315
M, respectively. Furthenmare, cedrelone inhibited the adhesion of
MDA-MB-131 cells to type I collagen with an IC,, of 580177
M Cedrelone was able to mbghit the migration and mvasion of
MDA-ME-131 breast s cells, in part bry inhibiting the secretion
of proMMP2, » demenstrated by zymography assays. Fimally,
in MDA-MB-131 cells.
Taken together, these resnlts show that thiz substance could be used
25 an important made] for the desipn of 2 new anti-fomer drog to be
wsed in chemothermpy. The molecular mechanisms under cedrelone
Tielopcal effects should be further mvestizated.

1. MATERIALS AND METHODS

11 Preparation of Crode Extract

The faits {467 g) of Irichilio caffeua were collected af the
Exola Supmior de Aol Luiz de Queirz (ESALC),
Pircicaba, Brazl and dried carefully by forced air at 40°C far 7
days. They were separated into aryl, seeds and exocarp. The aryls
(36.0 g) were reduced o powder and extracted with CHCL, and
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[6]-gingerol as a Cancer Chemopreventive Agent: A Review of Its Activity
on Different Steps of the Metastatic Process

Juliana Poltronieri’, Amanda B. Becceneri',
Ana Carolina B M. Martin®, Paulo Cézar Viei

M. Fuzer', Julio Cesar C. Filho',
. Normand Pouliot** and Marcia R Cominetti'*

' Depertamento de Gerontologia, Unfvarsidade Federal de So Carlos, 580 Carlos, 5P. Brazil; *Departamante de
Ciémeias Fisioldmicas, Universidode Federal de Sfo Carlas, 580 Carlos, 5P, Branil: “Departamento de Outmica,
Universidade Federal de 580 Carlos, 580 Carlos, 5P, Brazil: *Metastasis Research Laboratory, Peter MacCallum
Cancer Centre, East Melbourne, VIC, Ausralia; “Sir Petar MucCillum Department of Oncology and Pathology

Department, The University of Melboumne, VIC, Australia

Absiract: For many vears, giner or ginger moot, the thizome of the plant Zingiber officingle, has been consumed az a
delicary, medicine, or mpice. Several studies have been conducted on the medicina] properties of pinger against various
disorders, inchding cancer. Cancer is the second leading canse of death, and chemoprevention is defined as the use of
naiural or synthefic sabstances fo prevent cancer inifiation of progression. Evidence that pmeer-dermved compounds have
inhibitory effects on wamos cancer cell fypes is moreasmgly being eparied m the scentific literatore. In this review we
focused on the cancer chemopreventive effecs of [§}emzerol, the major pungent component of Zinger, and its impact on

different steps of the metastatic process.

Keywords: Apopiosis, cancer, ginger, f-gnpercl, metastasis, natursl product.

INTRODUCTION

Ginger (Zmgiber offficmale Foscoe, Fingiberacae) is a
native plant from Sowutheast Asia, that has been used a5 an
2500 years [1]. Several studies have been conducted on the
medicingl propertes of ginger against various disorders.
Ginger has been demonsirated o have ant-inflammatory,
bypotensive, anticwidant smiimicrobisl snd —amhemetic
properties and to regulate cholestenol levals [2, 3]

Ginger is composed of volatle oils (faver and aroma)
mnd non-volatile pungent compounds. The latter include
gingerols, shopaols, paradoels snd zinperome, which are
biologically active. (ingerols are found in greater sbumdance
in fresh ginger, and differ in their chemical structore by the
length of unbranched alky] chais [4].

Metactasis is the leading case of cancer death and cam
be described s a cascade of events, each being rate-limiting
md providing poteniial oppormmities for therspeniic
infervention [5]. Mormal cells are fransformed mfo fumor
cells due o nmiations n genes that regolate ditical patmays,
produring an imbalance between proliferation and cell death
that evenmally leads o the formation of 3 primary tomor.
Further inferactions with the soomal microenvironment

comiibute o the formstion of new blood mnd Iymphaitic
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vessels [§]. These inferactions facilitate tomer cell mvasion
of sumounding tissnes, infravasation through newly formed
vessels, and dissemination o other dssues, o form secondary
tumors. During the memstanic process, cells mmst penefrate
natural bamiers in the miceenvironment, swvive in
crculation a5 well as mvade and populsie a new tisse, the
latier being helped by the establizhment of a pre-metastatic
niche [7-9].

The ECM plays a fumdsmental role in tumor metsstesis.
The BECM represents the non-cellular component of tissues,
and is formed primarily of waier, profens and polysacchanides;
however, its precise composition i tissue-specific [10, 11].
Cell-cell and cell-ECM mieractions are important regulabor
of cell adhesion mizration, proliferstion snd sorvival These
processes, i wm, play ortical roles during both normal
physiological snd pathological conditions, swch as camcer
and metastasis.

The zim of this review is to sunmarize the most recent
smdies on the cancer chemopreventive action of [§]-gngeml.
We will forns on specfic steps of the metastatic process,
mchding cell adhesion, migration, mrvasion and anriogenesis
and describe the effects of [6]-gingerol on each of these
steps. We will, in particular, discuss the chemopreventive
effects of [§]-gmgenol fomsing on its sbility to inhibit tomor
cell proliferation, and to indoce spoptosis or reactive oxXygen
species (ROS5) production. This review is divided imbo two
parts describing first resulis from smdies performed i vitre
and then m different animal models m vive. If was prepared
using publications reported over the last 10 years (2003 to
2013) on the MLM-Pubmed and T5-Web of Science online
bibliographic dstabazes, wsing the keyword “{6]-zngerol™
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